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RESUMEN

El presente estudio pretendié estandarizar la técnica de blanqueamiento de
betacaroteno, la cual se utiliz6 para evaluar la actividad antioxidante de compuestos
lipofilicos, la variable introducida fue la utilizacion de dos tensioactivos diferentes
(Tween 20 y Tween 80), dando como resultado de la estandarizacién que el
tensioactivo fue el Tween 20 por las diferencias estadisticamente significativas en la
actividad antioxidante con respecto al Tween 80, ademas de que indico
reproducibilidad y repetitividad de los resultados debido a su menor variabilidad entre
una absorbancia y otra en un mismo extracto; la técnica se aplicé a un antioxidante
puro (BHT) utilizado como patrén o estandar conocido y tres extractos de vegetales
almacenados en el laboratorio de Fitoquimica del Proyecto de Plantas Medicinales
VLIR-IUC, la cual tuvo como finalidad aportar una herramienta util para su aplicacién
en el campo investigativo. En este estudio se incluyo la determinacion de la actividad
antioxidante y del IC50 de extractos frescos y almacenados de los siguientes
vegetales: pimiento rojo (Capsicum annuum), zanahoria (Daucus carota), hierba del
infante (Desmodium molliculum), carne humana (Jungia rugosa) y microalgas como:
microalga verde (Scenedesmus sp), microalga naranja (sin identificar género y
especie). Se incluyd también la cuantificaciébn de carotenoides totales de estas
muestras y la relacién entre la actividad antioxidante y el contenido total de
carotenoides, que dio como resultado que tanto la actividad antioxidante expresada
como IC50(mg / mL) y contenido de carotenoides totales en este estudio mostraron el
siguiente orden pimiento rojo > zanahoria > hierba del infante > carne humana,
microalga naranja > microalga verde; se comprob6 ademas que el contenido de
carotenoides present6 una relacion positiva con respecto a la actividad antioxidante de

cada extracto lipofilico.

PALABRAS CLAVES: actividad antioxidante, blanqueamiento, betacaroteno,
carotenoides.
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ABSTRACT

The present study aimed to standardize the beta carotene bleaching assay,
which to be used to evaluate the antioxidant activity of lipophilic compounds, the
variable to was analyzed was the use of two different surfactants (Tween 20 and
Tween 80). The standardization shown that the ideal surfactant is Tween 20. The
technique was applied to an antioxidant (BHT), used as a standard and three vegetable
extracts stored in the laboratory of Phytochemistry of the VLIR-IUC Medicinal Plants
Project. This research aimed to provide a useful tool on the standardization of carotene
blanching technique for its application in the field of research. This study included the
determination of the antioxidant activity and the IC50 of fresh and stored extracts of the
following vegetables: red pepper (Capsicum annuum), carrot (Daucus carota), infant
grass (Desmodium molliculum), human flesh (Jungia rugosa) and microalgae such as
green microalgae (Scenedesmus sp), orange algae (without identifying genus and
species). We also included quantification of total carotenoids of these samples and
analyzed the relationship between antioxidant activity and total carotenoid content,
resulting that red pepper has the highest carotenoid content followed by carrot, infant

herb, Human flesh, orange microalgae and green microalgae.

KEYWORDS: antioxidant activity, bleaching, beta carotene, carotenoids.
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INTRODUCCION

Actualmente es bien conocido el efecto negativo que ejercen los radicales libres como
generadores de estrés oxidativo asociado a la patogénesis de varias enfermedades
degenerativas y envejecimiento en el ser humano; de ahi la importancia de la
investigacion de las propiedades antioxidantes de diversas moléculas, las cuales
mitigan la oxidacion provocada por especies reactivas ademas de contribuir a la
prevencion de desordenes asociados al dafio oxidativo (Magalhaes, Segundo, Reis,
& Lima, 2008).

Es de gran interés el conocimiento de la capacidad antioxidante de los constituyentes
de las plantas y alimentos que consumimos, entre ellos compuestos polifendlicos,
vitaminas E y C, y carotenoides; por ello existen diferentes métodos in vitro para la
cuantificacion de la efectividad antioxidante ante el efecto oxidativo de los radicales
libres (Ndhlala, Moyo, & Van Staden, 2010).

La técnica del “Blanqueamiento del B-caroteno” esta descrita en la literatura, como una
de las opciones al momento de evaluar el poder antioxidante presente en extractos de
naturaleza lipofilica. Dicha accién, se fundamenta principalmente a la presencia de
moléculas de tipo terpenoide como son los carotenoides y sustancias relacionadas,
estas moléculas de naturaleza lipofilica se caracterizan por tener un sistema extenso
de dobles enlaces conjugados en su estructura, los cuales son responsables de las
propiedades antioxidantes. Los carotenoides al actuar como agentes antioxidantes
protegen los sistemas biolégicos del dafio oxidativo mediado por el oxigeno singlete y
radicales peroxilo por su capacidad de barrido e inhibicion de formacion de radicales
libres (Ndhlala, Moyo, & Van Staden, 2010). Luego de una revisién extensa de la
literatura existente, se observd que las técnicas descritas varian en algunos
pardmetros fisico-quimicos o variables tales como: uso de reactivos, tiempos de
incubacion, temperatura, pH, solventes para redisolver extractos y concentracion de
reactivos a utilizar. Por lo cual en el presente estudio se dispone a unificar dichos
criterios y realizar la estandarizacion de la técnica para asi convertirse en una
herramienta Util para la evaluacion de la actividad antioxidante de compuestos

antioxidantes de naturaleza lipofilica.

La aplicacion de la técnica se basa en la formacién de una emulsion aceite en agua
O/A de betacaroteno y acido linoleico. Las emulsiones estan formadas por dos fases

no miscibles entre si, de las que una presenta caracter hidrofilo y la otra lipofilo. En el
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caso de la emulsion a preparar el acido linoleico y el betacaroteno forman la fase
lipofila mientras que el agua saturada con oxigeno la fase hidréfila, ademas que para
conseguir la estabilidad de la emulsién se utiliza un tensioactivo en este caso Tween
20 o Tween 80. Los tensioactivos se caracterizan por ser moléculas anfifilicas
(poseen una parte hidrofila o polar y otra lipéfila o no polar) que los hace afines por
ambas fases de la emulsion, cuando se adiciona el tensioactivo a la emulsion sus
moléculas se ordenan de tal forma que la parte hidréfila se orienta hacia la fase
acuosa Y la parte lipéfila hacia el aire o la fase oleosa de la emulsidn, ejerciendo su
accion emulgente, resultando asi la disminucién de la tensién superficial e interfacial
existentes entre las fases de la emulsién. De esta forma se mitiga el antagonismo

entre el agua y el aceite facilitando la estabilidad de la emulsiéon (Faulli Trillo, 1993).

Para el desarrollo de la técnica uno de los principales inconvenientes es lograr la
estabilidad de la emulsion O/A de betacaroteno y acido linoleico que depende de
factores internos como el uso del tensioactivo: Tween 20 o Tween 80, a mas de ello la
estabilidad puede estar afectada por agentes externos como: la luz, tiempo de
preparacion de la emulsion, temperatura ambiente, los cuales afectan al betacaroteno
presente en la emulsién decolorandolo por fotooxidacion, influyendo de manera directa
en las lecturas espectrofotométricas Utiles para la evaluacion de la actividad
antioxidante. De ahi la importancia de mantener el control de los agentes que afectan
la estabilidad de la emulsién para una aplicacion correcta de la técnica en diferentes
extractos lipofilicos y por lo mismo la obtencion de resultados confiables y

reproducibles.

Una vez estandarizada la técnica, con este estudio se pretende aplicarla en extractos
lipofilicos de distinta fuente: plantas, frutos y microalgas; lo cual proveera informacién
de las propiedades antioxidantes de las moléculas presentes en los extractos de las
muestras; plantas medicinales (compuestos fendlicos, alcaloides, derivados de la
clorofila, acidos grasos poliinsaturados y carotenoides), frutos (carotenoides:
capsantina, capsorubina, criptoxantina, betacaroteno, violaxantina y licopeno) y
microalgas (betacaroteno, astaxantina, zeaxantina, Vitamina E, polifenoles). Ademas,
se propone la valoracion de la concentracion de carotenoides totales presentes en los
extractos vegetales, lo cual permitirh comprobar si las muestras analizadas son una
fuente significativa de antioxidantes naturales, de gran importancia en la actualidad
debido a que ejercen su accion biologica mediante la prevencion del estrés oxidativo
asociado a diferentes patologias de alta incidencia en el hombre (Prakash, Rigelhof &
Miller, 2000).
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Las hipétesis planteadas para este estudio fueron:

o Existe diferencia significativa en los resultados de actividad antioxidante
provenientes de la técnica de blanqueamiento de betacaroteno usando el
tensioactivo Tween 20 en comparacién con el tensioactivo Tween 80.

¢ Hay una relacion entre el contenido de carotenoides y el efecto antioxidante

evaluado.

Se propusieron los siguientes objetivos:

Objetivo General:
e Estandarizar la técnica de Blanqueamiento del Betacaroteno para evaluar la

actividad antioxidante de extractos lipofilicos (plantas medicinales, frutos y
microalgas).

Objetivos especificos:
e Evaluar la actividad antioxidante del patrén BHT con la técnica a estandarizar

mediante la comparaciéon de los resultados utilizando diferentes tensioactivos
(Tween 20 o Tween 80).

e Aplicar la técnica estandarizada para la determinacion de la actividad
antioxidante en plantas medicinales: Hierba del infante (Desmodium
molliculum), Carne humana (Jungia rugosa). Vegetales: Pimiento Rojo
(Capsicum annuum), Zanahoria (Daucus carota). Microalgas: Scenedesmus sp,
Microalga naranja (por identificar género y especie).

e Cuantificar los carotenoides presentes en las muestras por analizar y

establecer una relacién con la actividad antioxidante de las mismas.
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CAPITULO |

1. MARCO TEORICO

1.1 ANTIOXIDANTES

1.1.1 Generalidades

Las diferentes especies del reino vegetal poseen distintos compuestos bioactivos,
entre los que destacan los antioxidantes, compuestos de distinta naturaleza quimica,
gque incluyen a las vitaminas C y E, polifenoles, carotenoides y terpenoides, entre
otros. Estos compuestos se han relacionado con la prevencion de distintos procesos
cronicos, como la enfermedad cardiovascular, algunos desérdenes neuroldgicos y

ciertos procesos inflamatorios (Benabdallah, Aissi & Messaoud, 2016).

Los antioxidantes son compuestos que tienen la capacidad de impedir o retardar la
oxidaciéon de otras moléculas, inhibiendo la iniciacién y propagaciéon de las reacciones
en cadena de los radicales libres. Los antioxidantes se clasifican por su naturaleza en
sintéticos y naturales. Los sintéticos son compuestos que tienen estructuras fendlicas
con varios grupos de sustitucion alquilica, los naturales pueden ser: compuestos
fendlicos (tocoferoles, flavonoides y acidos fendlicos), compuestos nitrogenados
(alcaloides, derivados de la clorofila, aminoacidos y aminas) o carotenoides como el

betacaroteno. (Mufioz & Gutiérrez, 2008).

Un antioxidante se puede definir como una sustancia natural o artificial con la
capacidad de neutralizar y proteger a un sistema biolégico frente a radicales libres

como: radicales de oxigeno, de nitrégeno y lipidicos (Calin & Carbonell, 2003).

Los antioxidantes tienen diferentes mecanismos de accion: 1) impiden la formacién de
radicales libres y/o especies reactivas (sistemas de prevencion), 2) inhiben la accién
de los radicales libres (sistema barredor) y 3) favorecen a la reparacién y
reconstruccion de las estructuras biologicas dafadas (sistema de reparacién). Cada
antioxidante posee una afinidad a un determinado o varios radicales libres, pueden
actuar en los diferentes procesos de la secuencia de la oxidacion y tener mas de un

mecanismo de accién, es necesario también la adicion al organismo de ciertos
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oligoelementos como el cobre, hierro, zinc, selenio y manganeso, ya que forman parte

vital del nucleo activo de las enzimas antioxidantes (Criado & Moya, 2009).

Los antioxidantes también se pueden clasificar en Enddgenos: sintetizados por la
propia célula y Exogenos: ingresan al organismo por medio de la dieta o de
suplementos con formulaciones que incluyen antioxidantes. En la tabla 1.1 se

observan la clasificacion de los antioxidantes.

Tabla 1.1. Clasificacion de los antioxidantes (Criado & Moya, 2009).

EXOGENOS | ENDOGENOS COFACTORES
Vitamina C Glutation Cobre
Vitamina E Coenzima Q Zinc
Betacaroteno | Acido Tioctico Manganeso
Flavonoides Enzimas: Hierro

Superoxidodismutasa
(SOD), Catalasa, Glutation

peroxidasa

Licopeno Selenio

Los compuestos conocidos como antioxidantes que se encuentran en frutas y
vegetales, como la vitamina C, carotenoides y compuestos fendlicos, son
quimicamente diversos y se encuentran en diferentes partes de las plantas y células;
pueden diferir en tamafio, solubilidad y susceptibilidad a la oxidacion. También,
poseen un mecanismo de accion diferente para lograr su efecto antioxidante en el

organismo como se muestra en la tabla 1.2.
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Tabla 1.2 Sitios y mecanismos de accién de algunos antioxidantes de origen natural.
(Prakash, Rigelhof & Miller, 2000).

Grupo Mecanismo Antioxidante Sitios de Accion
Antioxidante

Vitamina C Donacién directa de electrones. Grupos OH
Reduccion enzimatica. Neutraliza vecinales
especies reactivas de oxigeno.

Carotenoides Donacién de electrones. Neutralizacién Dobles enlaces
de especies reactivas de oxigeno. conjugados

Polifenoles Donacién de electrones. Quelacién de Grupos OH
iones metélicos. Ahorro de Acido vecinales

ascorbico. Neutralizacion de especies

reactivas de oxigeno. Dobles enlaces

conjugados

1.2 ESTRES OXIDATIVO

El oxigeno se encuentra de manera normal en su forma mas estable (O2), con los
electrones que forman el enlace (p) antienlazante con el mismo espin, es decir, en lo
gque se conoce como estado triplete, asi el oxigeno es poco reactivo con una velocidad
de reaccion a temperatura fisiolégica baja; sin embargo por reacciones quimicas, por
acciones enzimaticas o por efecto de las radiaciones ionizantes, se puede producir
una serie de especies quimicas o sustancias pro-oxidantes (moléculas o radicales
libres altamente reactivos) capaces de desencadenar multiples reacciones con otros
compuestos presentes en el organismo que llegan a producir dafio celular; se
comprende que, si bien el oxigeno es imprescindible para el metabolismo y las
funciones del organismo, se deben tener presentes los efectos toxicos que

posee(Venereo, 2002).

El estrés oxidativo se ha definido como la exposicion de la materia viva a diversas
fuentes que producen una ruptura de la homeostasis que debe existir entre factores
pro-oxidantes y los mecanismos antioxidantes encargados de eliminar dichas especies
guimicas, ya sea por un déficit de estas defensas o por un incremento exagerado de la
produccion de especies reactivas del oxigeno. Todo esto trae como consecuencia
alteraciones de la relacién, estructura y funcién en cualquier 6rgano, sistema o grupo
celular especializado; por lo tanto, se reconoce como mecanismo general de dafio
celular; asociado a la fisiopatologia primaria o la evolucién de un nimero creciente de

sindromes de interés medico social (Venereo, 2002).
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1.2.1 RADICALES LIBRES

Desde el punto de vista quimico, los radicales libres son todos aquellos compuestos
quimicos, cargados 0 no, que en su estructura atémica presentan un electrén no
pareado o impar en el orbital externo que les da una configuracién espacial que
genera gran inestabilidad; por tanto, si hay electrones no pareados en un orbital, se
generan especies moleculares altamente reactivas que tienden a robar un electron de
cualquier otro atomo para compensar su deficiencia electronica(Magalhaes, Segundo,
Reis, & Lima, 2008).

Poseen una estructura bi-radicalica, son altamente reactivos, tienen una vida media
corta, por lo que actlan cerca al sitio en que se formaron y son dificiles de dosificar.
Desde el punto de vista molecular son pequefias moléculas difusibles que se producen
por diferentes mecanismos entre los que se encuentran la cadena respiratoria
mitocondrial, la cadena de transporte de electrones a nivel microsomal y en los
cloroplastos, y las reacciones de oxidacién, por lo que producen dafio celular oxidativo

al interactuar con las principales biomoléculas del organismo (Venereo, 2002).

Las reacciones bioquimicas para la produccién de radicales libres se clasifican en tres

grupos:

1. Reacciones de iniciacién: formaciéon de un radical libre a partir de moléculas no

radicales.
AB+C— A +D+E.

2. Reacciones de propagacion: consisten en la formacién de un radical libre a partir

de la reaccion entre una molécula estable y un radical libre.
A-+CD — AC + De

3. Reacciones de terminacidn: reaccion quimica entre dos radicales libres, en la cual
sus electrones desapareados son cancelados y se genera una molécula estable.
(Corrales & Mufioz, 2012)

A+ + D — AD
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1.2.2 ESPECIES REACTIVAS

Las especies reactivas son moléculas radicales y otras no radicales libres, las cuales
poseen capacidad oxidante y facilmente pueden convertirse en radicales libres siendo
compuestos que provocan dafo celular. Entre las especies reactivas tenemos las
especies reactivas de oxigeno (ROS), las especies reactivas de hierro (RIS), las

especies reactivas de cobre (RCS) y las especies reactivas de nitrégeno (RNS).

1.2.2.1 Especies reactivas de oxigeno (ROS)

Los radicales libres del oxigeno tienen las funciones fisiolégicas en el organismo de
participar en la fagocitosis, favorecer la sintesis de colageno, y la sintesis de
catecolaminas por las glandulas suprarrenales, maodificar la biomembrana y favorecer

la quimiotaxis (Venereo, 2002).
Entre las principales ROS destacan:

Radicales: i6n superdxido (O2e-), radical hidroxilo (*OH), alcoxilo (RO), peroxilo
(ROO-) y Oxido de nitrégeno (NO-¢)

No radicales: peroxido de hidrégeno (H203), oxigeno singlete (+O2) y peroxinitrito
(ONOOY) (Martinez, 2007)

Las ROS tienen un origen tanto endégeno, como exégeno. Entre las fuentes

enddgenas destacan:

1. La cadena respiratoria, donde la reduccién monovalente de la molécula de oxigeno

da lugar a la formacion de la mayoria de las ROS.

2. Las células fagocitarias (neutréfilos, monocitos o macréfagos), utilizan el sistema de

la NADPH oxidasa generando directamente al ion superéxido (Oaze-).

3. La activacion catalitica de diversas enzimas del metabolismo intermediario como la
hipoxantina, xantina oxidasa, aldehido oxidasa, monoamino oxidasa y ciclooxigenasa,

lipoxigenasa, son fuentes representativas de esta produccion.
Las fuentes exdgenas de radicales libres pueden ser:

Ambientales. Radiacién electromagnética, luz solar, ozono, tabaco, etc.
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Farmacoldgicas. Xenobioticos, drogas, etc. (Guzmén, Veldsquez & Sierra, 2006).

1.2.2.1 Especies reactivas de nitrogeno (RNS)

Entre las principales RNS destacan:
Radicales: 6xido de nitrégeno (NO-)
No radicales: peroxinitrito (ONOO").

El 6xido nitroso es un radical libre formado de manera enzimética a partir de un
aminoacido (L-arginina). El éxido nitroso produce efectos fisiol6gicos y patolégicos, los
efectos fisioldgicos se producen cuando se produce el 6xido nitroso en bajas
concentraciones por las 6xido nitrico sintasas, los efectos patolégicos se generan
cuando el éxido nitroso se produce en elevadas concentraciones por la éxido nitrico
sintasa inducible, esta produccién elevada induce a la formaciéon de varias especies
reactivas de nitrégeno (ERON) y la disfuncion mitocondrial, lo que se asocia a varias
patologias como la diabetes mellitus, isquemia-reperfusion y multiples procesos

inflamatorios (Guzman, Velasquez & Sierra, 2006).

1.2.3 EFECTO NOCIVO DE LOS RADICALES LIBRES

El dafio celular producido por las especies reactivas del oxigeno ocurre sobre

diferentes macromoléculas:

1. Lipidos. Es aqui donde se producen el dafio mayor por medio de la
peroxidacion lipidica, afecta a las estructuras ricas en &acidos grasos
poliinsaturados (PUFAS), ya que se altera la permeabilidad de la membrana
celular, se produce edema y muerte celular. La peroxidacion lipidica o
enranciamiento oxidativo representa una forma de dafio histico que puede ser
desencadenado por el oxigeno, el oxigeno singlete, el perdxido de hidrégeno y
el radical hidroxilo; los mismos que sustraen un hidrégeno a la cadena lateral
de un &cido graso formando un radical carbonado, lo que genera una cadena
de reacciones oxidativas. Los antioxidantes, pueden formar complejos estables
impidiendo la accion catabdlica de los radicales libres en la membrana celular.

2. Proteinas. Hay oxidacion de un grupo de aminodcidos como fenilalanina,

tirosina, histidina y metionina; ademas se forman entrecruzamientos de
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cadenas peptidicas, y por ultimo hay formacién de grupos carbonilos; lo cual
produce inactivacion y desnaturalizacion.

3. Acido desoxirribonucleico (ADN). Ocurren fendmenos de mutaciones y
carcinogénesis, hay pérdida de expresién o sintesis de una proteina por dafio a
un gen especifico, modificaciones oxidativas de las bases, delecciones,
fragmentaciones, reordenamiento cromosémico y desmetilaciébn de citosinas
del ADN que activan genes.

El dafio se produce por inactivacion o perdida de algunos genes supresores de
tumores (modificados por un cambio en una base critica de la secuencia del

ADN), lo que puede conducir a la iniciacién o progresion de la carcinogénesis.

1.2.4 SISTEMAS DE DEFENSA ANTIOXIDANTE

Un sistema de defensa antioxidante esta constituido por un grupo de sustancias que,
al estar presentes en concentraciones bajas con respecto al sustrato oxidable,
retrasan o previenen significativamente la oxidacion de este, como se muestra en la
Tabla 1.3. Como sustrato oxidable se pueden considerar casi todas las moléculas
organicas o inorganicas que se encuentran en las células vivas, como proteinas,
lipidos, hidratos de carbono y las moléculas de ADN. Los antioxidantes impiden que
otras moléculas se unan al oxigeno, al reaccionar o interactuar mas rapido con las
especies reactivas del oxigeno que con el resto de las moléculas presentes, en un
determinado microambiente (membrana plasmatica, citosol, ndcleo o liquido

extracelular).

Tabla 1.3 Clasificacion de los antioxidantes segun el sitio donde ejercen su accion
(Martinez, 2007).

Intracelular Membrana Extracelular
Superoxido dismutasa Vitamina E Ceruloplasmina
Catalasa Betacarotenos Transferrinas
GHS Ubiquinol — 10 Lactoferrinas
Proteinas que ligan metales Haptoglobinas
Sistemas proteoliticos Vitamina C
Vitamina C Vitamina E
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Los sistemas biolégicos en ambientes oxigenados han desarrollado mecanismos de
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defensa, tanto a nivel fisiol6gico como bioquimico. Entre ellos podemos citar, a nivel

fisioldgico, el sistema microvascular, cuya funcién es mantener los niveles de O- en los

tejidos y a nivel bioquimico la defensa antioxidante puede ser enzimatica o no

enzimatica:

Sistema enzimatico. Los organismos aerobios han desarrollado enzimas
antioxidantes tales como: superéxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT),
glutation peroxidasa (GPx) y DT-diaforasa, que actian tal y como se muestra
en las ecuaciones siguientes (Figura 1.1).

La SOD es la responsable de la reaccion de dismutacion del Oze- a H202, que,
en reacciones posteriores, catalizadas por la catalasa o por la GPx, se
convierte en H,O y O, La catalasa se encuentra principalmente en los
peroxisomas, y su funcion principal consiste en eliminar el H.O, generado de la
B-oxidacion de los &cidos grasos, en cambio la GPx degrada el H:O:
citoplasmatico. La DT-diaforasa, cataliza la reducciéon de quinona a quinol y

participa en la reduccién de drogas de estructura quinonica (Martinez, 2007).

._ +
(1) 205 + 2H ——55—> 2H,0,

(2) 2H,0, 2H,0 + O,

Catalasa
3 H.O,+ GSH —
(3) 205 Px GSSH + 2H,0
NADPH
> GR
NADP

2 GSH

4) Q+2e"+2H —» QH,

DT-diaforasa

Figura 1.1 Mecanismo de reaccién de enzimas antioxidantes (Martinez, 2007).

Sistema no enzimatico. Las células utlizan una serie de compuestos
antioxidantes o captadores de radicales libres como son: vitamina E, vitamina
C, B-caroteno, ferritina, ceruloplasmina, selenio, glutation reducido (GSH),
manganeso, ubiquinona, zinc, &cido drico, flavonoides, coenzima Q,

melatonina, cisteina, entre otros.
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De entre ellos, los antioxidantes exdgenos actian como moléculas suicidas, ya
que se oxidan al neutralizar al radical libre, por lo que la reposicién de ellos
debe ser continua, mediante la ingesta de alimentos que los contengan
(Ndhlala, Moyo, & Van Staden, 2010).

1.3 MEDICION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

La actividad antioxidante no se mide directamente, pero puede determinarse por los
efectos del compuesto antioxidante en un proceso de oxidacion controlado; por tal
motivo para la medicién de la actividad antioxidante se puede valorar mediante la
formacion de productos intermedios o finales por la reaccidon entre el oxidante

(radicales libres) y el antioxidante.

Es asi que varios ensayos quimicos in vitro se han desarrollado para medir la
capacidad antioxidante de diversos componentes de productos vegetales que,
basandose en el mecanismo de reaccion, los ensayos que miden la capacidad
antioxidante puedes ser divididos en dos categorias; los ensayos basados en la
reacciéon por transferencia de atomos de hidrégeno (HAT) y los Ensayos basados en la
reaccion por transferencia de electrones (ET) (Ndhlala, Moyo, & Van Staden, 2010).

La clasificacion se muestra en la tabla 1.4

Tabla 1.4. Clasificacion de los modelos de ensayo in vitro segun su modo de reaccién
ET o HAT (Huang, Ou, & Prior, 2005).

CATEGORIA ENSAYO
Ensayos basados en Capacidad de absorcion del radical oxigeno (ORAC)
la transferencia de Parametro antioxidante de captura de radicales (TRAP)
atomos de Inhibicién de la oxidacion de los lipidos de baja densidad
hidrégeno (HAT) (LDL)

Blanqueamiento del 3-caroteno.

Inhibicion de la oxidacion de &cido linoleico.
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Ensayos basados en Capacidad antioxidante de equivalentes Trolox (TEAC,

ABTS
la transferencia de )

electrones (ET) 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH)

Poder de reduccion antioxidante del ion férrico (FRAP)

Capacidad de reduccién antioxidante del cobre (CUPRAC)

Compuestos fendlicos totales por el Reactivo de Folin-

Ciocalteu.

Estos métodos deben ser rapidos, reproducibles y requerir cantidades pequefias de
los compuestos quimicos por analizar, ademas de no estar influenciados por las

propiedades fisicas de dichos compuestos.

Los ensayos basados en la transferencia de electrones (ET) involucran generalmente
una reaccion redox que involucra dos componentes el oxidante y el antioxidante; en la
cual el oxidante resulta como un indicador del punto final de reaccion. Generalmente el
cambio de color en el oxidante ocurre cuando este remueve un electron del
antioxidante; indicando que el grado de cambio de color es proporcional a la

concentracion de antioxidantes en la reaccion. (Ndhlala, Moyo, & Van Staden, 2010).

La mayoria de los ensayos basados en HAT monitorean una reaccion cinética
competitiva, generalmente estan compuestos por un generador de radical libre, una
molécula oxidable y un antioxidante. Dado que la transferencia de atomos de
hidrégeno es un paso clave en la cadena radical, los métodos basados en HAT son
mas relevantes para medir la capacidad de antioxidante para romper la cadena de

formacion de radicales. (Ndhlala, Moyo, & Van Staden, 2010)).

Los ensayos basados en HAT y ET fueron desarrollados para medir la capacidad de
atrapar radicales libres, en lugar de la capacidad preventiva antioxidante de una
muestra (Huang, Ou & Prior, 2005). En la figura 1.2 se muestran las reacciones
especificas para los ensayos basados en la transferencia de electrones y en la

transferencia de atomos de hidrégeno (Magalhaes, Segundo, Reis, & Lima, 2008).
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Ensayos ET
Oxidante - proveniente del » Oxidante _ Antioxidante
(prueba) antioxidante reducido oxidado

Ensayos HAT

ROO  + AH =———» ROOH + A

A + ROO ———e————s ROOA

Figura 1.2 Mecanismos de Actividad Antioxidante de los ensayos HAT y ET (Huang, Ou, &
Prior, 2005).

1.3.1 BLANQUEAMIENTO DEL B-CAROTENO

El ensayo de blanqueamiento del B-caroteno es uno de los métodos mas antiguo y
continuamente aplicado para estimar la actividad antioxidante de los compuestos
lipdfilos (Dawidowicz, & Olszowy, 2010). El ensayo de blanqueamiento del B-
caroteno fue descrito por primera vez por Marco (1968) y modificado por otros
investigadores incluyendo Miller y Amarowicz et al. (Ndhlala, Moyo, & Van Staden,
2010); mide la habilidad de un antioxidante para inhibir la peroxidacion lipidica (Lai, &
Lim, 2011).

1.3.1.1 Fundamento

En el sistema (emulsién) agua, -caroteno y acido linoleico se promueve la formacion
de radicales libres peroxilos, debido a la oxidacion del acido linoleico inducida por el
calor que blanquea el B-caroteno en la emulsion (Ndhlala, Moyo, & Van Staden,
2010).

El mecanismo de reaccion implica que los radicales libres del &cido graso formados
por la sustraccién de un atomo de hidrégeno de uno de sus grupos metilenos atacan
las moléculas de [B-caroteno las cuales pierden sus dobles enlaces que les da la
caracteristica de su color anaranjado en estado reducido (Lai, & Lim, 2011); por tanto
el blanqueo de carotenoides via oxidacion inducida por calor y la decoloracion
resultante puede ser inhibida o disminuida por los antioxidantes que donan atomos de

hidrégeno para neutralizar radicales (Dawidowicz, & Olszowy, 2010).
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La autooxidacion del p-caroteno se logra mediante incubacion en un bafio de agua a
50 ° C, haciendo del control de la temperatura un factor critico. La absorbancia de -
caroteno se mide a 470 nm. Los extractos de muestra se disuelven hasta una
concentracion conocida (Ramazan, Pinar, & Havser, 2011). Se prepara [3-caroteno
(2,0 mg / ml) en cloroformo en una botella de color marrén para evitar la fotooxidacién.
El exceso de cloroformo se evapora bajo vacio o con nitrégeno gaseoso dejando una
capa delgada de B-caroteno a la que se afiaden &cido linoleico y un tensioactivo
(Tween 20, Tween 40 o Tween 80). A continuacion se aflade agua destilada saturada
de oxigeno a la mezcla para dar una concentracion final de (-caroteno de 40 pg / ml.
La emulsion se transfiere a tubos de ensayo que contienen una concentracién
conocida de la muestra y antioxidante estandar (control positivo). Se usa una solucion
del tensioactivo, &cido linoleico como blanco. Como control negativo la emulsion
formada con el solvente de redisolucion del extracto.
El uso del tensioactivo en el ensayo difiere entre autores por ejemplo Marco (1968)
utilizé Tween 20, Miller (1971) utilizé6 Tween 40 y Tae-Hun (2003) utilizé6 Tween 80. Los
tensioactivos se utilizan en la técnica para obtener la estabilidad de la emulsion de [3-
caroteno; se caracterizan por ser moléculas anfifilicas que los hace afines por ambas
fases de la emulsion, cuando se adiciona el tensioactivo a la emulsién sus moléculas
se ordenan de tal forma que la parte hidrdéfila se orienta hacia la fase acuosa y la parte
lipdfila hacia el aire o la fase oleosa de la emulsion, ejerciendo su accién emulgente,
resultando asi la disminucion de la tension superficial e interfacial existentes entre las
fases de la emulsion.
El grado de estabilidad que proporciona un tensioactivo depende de la relacién entre la
porcion lipéfila e hidréfila del mismo, lo cual es expresado como por su indice HLB
(Hydrophile-Lipophile-Balance). Mientras mayor es el indice HLB mayor es su hidrofilia
y por lo tanto es mas estable en la fase acuosa de la emulsién. Los tensioactivos
utilizados para realizar la técnica son:

-Tween 20 (Polioxietilen-20-sorbitan-monolaurato) HLB = 16,7

-Tween 40 (Polioxietilen-20-sorbitan-monopalmitato) HLB = 15,6

-Tween 80 (Polioxietilen-20-sorbitan-monooleato) HLB = 15,0

Se pueden calcular varios parametros como indicadores de la cinética de inhibicion. La

velocidad de degradacion de B-caroteno se calcula utilizando la siguiente férmula:
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DR (Degradation Rate) =In (At=0/At=t) x 1/t

Donde At = 0 es la absorbancia de la emulsion a 0 min; Y At =t es la absorbancia en
el instante t.

Para determinar la actividad antioxidante (AA) de los extractos de muestra y
expresada como porcentaje de inhibicién de la tasa de blanqueo de [-caroteno

utilizando la formula;

% AA = (DRcontrol - DRsample) / CRcontrol x 100 (Veliglou, Mazza, Gao, Oomabh,
1998).

Una ventaja importante del método de blanqueo de carotenoides es su aplicabilidad en
ambos lipofilos e hidréfilos. Otra ventaja es que el ensayo de blanqueo con
carotenoides puede detectar la accion antioxidante o pro-oxidante de un compuesto
bajo investigacion.

1.4.1.2 Factores que afectan al desarrollo de la técnica

El ensayo del blanqueamiento del B-caroteno, un método comun para evaluar la
actividad antioxidante, ha sido extensamente criticado debido a su baja
reproducibilidad y la complejidad e inestabilidad de sus reactivos. Ademas de la
interferencia de diferentes factores como el pH, temperatura y solventes de

redisolucién del extracto (Prieto, Rodriguez, Vasquez, & Murado, 2012).

En la técnica del blanqueamiento del B-caroteno como ya se explicdé anteriormente, la
temperatura de incubacion es un factor critico, por lo cual se debe tener en cuenta las
condiciones ambientales con las que se trabaja en el laboratorio, ya que aumentos de
la temperatura ambiente podrian provocar una autooxidaciébn prematura de la
emulsién, asi como, también se la debe proteger de la luz, ya que el B-caroteno es
fotosensible, lo cual provocaria la decoloracion de la emulsién dandonos lecturas de la

absorbancia incorrectas.
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1.4 CAROTENOIDES

Son pigmentos orgénicos (rojo, amarillo y naranja) mayormente distribuidos en la
naturaleza, estos pigmentos son sintetizados por algas en los océanos, algunas clases
de hongos (Phycomyces) y bacterias (Flavobacterium miltivorum y Brevibacterium
linens). En las plantas superiores los carotenoides de los cloroplastos estan
enmascarados por los pigmentos de la clorofila dominante (Burgos & Calderon,
2009). Se estima que la produccién anual en la Naturaleza es de 108 toneladas, y en
la actualidad se conocen cerca de 700 carotenoides.

1.4.1 PRESENCIA Y DISTRIBUCION DE LOS CAROTENOIDES.

Estan muy difundidos en la naturaleza, se los encuentra en todo el reino vegetal, tanto
en tejidos fotosintéticos como no fotosintéticos (proporcionan color amarillo, naranja y
rojo a la mayoria de frutos), en bacterias, algas y hongos. Los animales no son

capaces de sintetizarlos por lo que los incorporan a través de la dieta.

Los carotenoides se localizan en las células vegetales en el interior de organulos
especializados como son cloroplastos y cromoplastos; en los primeros acompafan a
las clorofilas. En el caso de los frutos maduros, los carotenoides se acumulan en los
plastoglébulos de los cromoplastos de forma masiva y es donde la diversidad
estructural alcanza un mayor grado (Minguez, Perez & Hornero, 2010). Los

principales ejemplos se presentan en la tabla 1.5

Hay varios factores que pueden afectar el contenido total de carotenoides en las
plantas como: factores genéticos, estadios de madurez del vegetal, la exposicion a la
luz, condiciones del -cultivo, enfermedades del vegetal, el procesamiento y

almacenamiento (Burgos & Calderén, 2009).

Tabla 1.5 Carotenos y xantofilas comunes en frutas y verduras (Burgos & Calderoén,

20009).

Carotenoide | Presencia natural

Carotenos

a- caroteno, - caroteno, &- caroteno, Frutas y verduras, especialmente en

y- caroteno, g- caroteno, - caroteno zanahorias, papa dulce y frutos secos

Licopeno, neurosporeno Tomate (Licopersicon esculentum),
sandia

Fitoflueno, fitoeno Frutas ricas en carotenoides, flores y
raices (zanahorias)
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Trans B-caroteno, trans luteina, 9-cis
luteina, 90-cis luteina, 13-cis luteina,
trans and cis luteina epoxido,
neoluteina

Brécoli, espinaca

Todos los 3-carotenos trans,
lactucaxantina, trans luteina

Lechuga

Xantofilas

Anteraxantina

Anteras y pétalos de flores amarillas;
ademas frutas y verduras

Luteina mas zeaxantina

Espinaca, brécoli, lechuga, maiz, coles
de Bruselas

Bixina, norbixina

Semillas de Bixa Orellana (Achiote)

Capsantina, capsantina 5,6-epéxido,
capsorubina

Capsicum annuum maduro (Chile
pimiento)

Luteina, violaxantina, neoxantina,
mutatoxantina (en menor cantidad)

Frutas verdes, verduras y flores

Zeaxantina, - criptoxantina,
a- criptoxantina, criptoxantina 5,6-

Semillas (maiz), flores y frutas: mango,
papaya, maracuya

epoxido

1.4.2 ESTRUCTURA DE LOS CAROTENOIDES.

Estructuralmente hablando los carotenoides son los Unicos tetraterpenos naturales,
derivados de la union de 8 unidades de isopreno que origina un esqueleto de 40
atomos de carbono, con dobles enlaces conjugados formados por hidrogenacion,
deshidrogenacion, ciclizacién, oxidacion o alguna combinacién de estos procesos
(Burgos & Calderdén, 2009).

Los carotenoides pueden presentar una estructura aciclica como licopeno, o poseer
distintas estructuras ciclicas de cinco o seis carbonos en uno o ambos extremos, como
B-caroteno. Dado el gran nimero de dobles enlaces de la cadena polienoica central,
los carotenoides pueden existir en diversas conformaciones cis / trans, aunque la mas
estable y por tanto presente en la naturaleza es la conformacion trans (Minguez,
Perez & Hornero, 2010).

Los carotenoides de clasifican en:

a) Carotenos: son estrictamente hidrocarburos, pueden ser &cidos o poseer un anillo

de 5 a 6 carbonos unido a uno o ambos extremos de la molecular.

b) Xantofilas: son oxigenados, forman un grupo de derivados que contienen grupos

hidroxilo, epéxido, aldehido o cetona (Figura 1.3).
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Figura 1.3 Estructura quimica de carotenoides encontrados comunmente en alimentos

p-Caroteno

(Minguez, Perez & Hornero, 2010)

1.4.3 PROPIEDADES DE LOS CAROTENOIDES.

1.4.3.1 Propiedades Fisico-Quimicas

Son solubles en solventes apolares y su grado se solubilidad dependera de los
sustituyentes de la molecular del carotenoide, los carotenos son mas solubles en éter
de petréleo y hexano, mientras que las xantofilas se solubilizan en etanol o metanol.
La mayoria de los carotenoides son sensibles a la luz, oxigeno, calor, acidos y

peroxidos (Burgos & Calderdn, 2009).

Estos pigmentos se oxidan facilmente debido a sus numerosos dobles enlaces
conjugados; en presencia de oxigeno, se produce una degradacion oxidativa. Estas
reacciones hacen que los alimentos pierdan el color de los carotenoides. La tasa de
oxidacion depende de la presién parcial de oxigeno, actividad del agua y temperatura.
La lesion fisica de los tejidos o la extraccion de los carotenoides aumenta la
susceptibilidad a su oxidacion, y mantenerlos en solventes organicos suele acelerar su

descomposicion.

Los enlaces dobles conjugados de los carotenoides existen en configuracion cis —

trans. Las reacciones de isomerizacion se inducen con facilidad por tratamientos
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térmicos, exposicién a disolventes organicos, contacto con algunas superficies activas
por un tiempo prolongado, tratamientos con acidos, someter a iluminacién sus

disoluciones (Burgos & Calderén, 2009).

1.4.3.2 Propiedades Espectroscoépicas.

La presencia del extenso sistema de dobles enlaces conjugados de la cadena
polienoica de los carotenoides conforma un cromoéforo (parte de la molécula
responsable de la absorcion de luz visible y por tanto del color del compuesto) cuya
capacidad de absorcion de luz da lugar a los llamativos y caracteristicos colores de

estos pigmentos (Minguez, Perez & Hornero, 2010).

El nimero de dobles enlaces conjugados y la presencia de diferentes grupos
funcionales determinaran las caracteristicas espectroscOpicas propias de cada
pigmento. Asi los de menor cantidad de dobles enlaces son de tono amarillo y los de
mayor son de tono rojo. El color del alimento dependera del tipo de carotenoide que

predomine en concentracion y estado fisico.

El espectro visible de los carotenoides va desde los 400nm hasta los 500nm, se
observa en mayor cantidad alrededor de los 450nm y generalmente se aprecian dos

maximos de absorcion a cada lado (Figura 1.4) (Burgos & Calderén, 2009).
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Figura 1.4 Espectro de absorcion ultravioleta/visible general para los carotenoides (Burgos &
Calderon, 2009).

La imagen del espectro de absorcion de los carotenoides, su posicion de maxima
absorcion, puede variar dependiendo de la interaccion de estas moléculas con el
solvente o el medio lipidico en el cual ha sido disuelto. En general, los solventes de

baja polaridad poseen poco efecto sobre la posicion de maxima absorcién, por ello
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para un determinado carotenoide, los valores de longitud maxima son casi idénticos en

el hexano, petrolato liquido, dietil éter, metanol y etanol.

1.4.4 FUNCION Y ACTIVIDAD BIOLOGICA.

La principal funcién bioldgica de los carotenoides es la de servir como pigmentos
accesorios en la recoleccién de la luz durante el proceso fotosintético, y como
sustancias fotoprotectoras, inhibiendo la propagacion de especies reactivas de
oxigeno y otros radicales libres, por tanto, impidiendo la accién nociva de éstos a nivel

celular.

En los animales presentan varias actividades bioldégicas muy importantes desde el
punto de vista nutricional y fisiolégico; debido a que no pueden sintetizar carotenoides
de novo, aunque si metabolizarlos a vitamina A (retinol), siempre y cuando rednan los
requisitos estructurales necesarios para ello, esto es, un anillo tipo B no sustituido.
Aproximadamente un 10 % de los carotenoides cumplen esta configuracion, siendo -
caroteno y pB-criptoxanteno, los mas representativos. La Unica fuente de estos
precursores de retinol es la dieta, y en la mayoria de los casos son las frutas y
vegetales los alimentos que principalmente aportan carotenoides con actividad de

provitaminica a nuestra ingesta (Minguez, Perez & Hornero, 2010).

Ademas, nuestro organismo utiliza otra actividad de estos componentes, comun a
todos ellos: la capacidad antioxidante frente a radicales libres de muy diversa
naturaleza y origen, integrando a los carotenoides en el complejo sistema de
antioxidantes primarios junto a los tocoferoles y la vitamina C, entre los que existe un
ciclo regenerativo que aumenta sinérgicamente la capacidad antioxidante. La actividad
antioxidante de los carotenoides se debe a la gran afinidad para interactuar con el
oxigeno molecular, estos fijan al oxigeno singlete y asi protegen a las células de

lesiones oxidativas.

Los carotenoides proveen ademas una serie de propiedades benéficas al ser humano,
gracias a las funciones bioldgicas que cumplen como provitamina A y antioxidantes
(Tabla 1.6)
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Tabla 1.6 Propiedades benéficas de los carotenoides (Minguez, Perez & Hornero,

2010).

Carotenoides

Propiedades

Actividad Bioldgica

B-criptoxantina,
licopeno y
luteina/zeaxantina

Inhibicién del cancer

Regulan la proliferacion anomala y el
restablecimiento o la estimulacion de la
comunicacion, ya que estimulan la expresion
de un gen, conexin 43, que permite la
comunicacion intercelular.

[3-caroteno, Aumento de la Estimulan la comunicacion intercelular del
licopeno inmunidad sistema inmunitario.

a-caroteno, B- Prevencion de Evitar que las lipoproteinas LDL sufran un
caroteno y B- enfermedades proceso de oxidacion, previniendo asi la

criptoxantina

cardiovasculares

formacién de placas ateroescleréticas dentro
de los vasos sanguineos.

[B-caroteno y B-
criptoxantina

Disminucion del riesgo
de formacion de
cataratas

Actdan como provitamina A
genera pigmentos necesarios para el
funcionamiento de la retina.

Luteina'y
zeaxantina

Prevencion de la
degeneracién macular

Reposicion de los pigmentos luteina vy
zeaxantina naturales propios de la macula de

la retina.

1.4.5 CUANTIFICACION DE CAROTENOIDES

Los métodos clasicos para cuantificacién de carotenoides son espectrofotométricos;
por lo que en un extracto vegetal generalmente los carotenoides serdn determinados
en conjunto con clorofilas debido a que absorben la luz UV en similares longitudes de
onda; de ahi la importancia de escoger un sistema de andlisis adecuado para su
determinacion que a su vez dicho sistema dependera de la muestra, la polaridad del
solvente y el espectrémetro usado. Entonces la maxima absorcion de la luz en el
espectro de los pigmentos dependerd del sistema escogido; por ejemplo, los
carotenoides amarillos aislados en dietil éter presentan su maxima absorcién a tres
longitudes de onda que comprenden en el rango espectral azul entre 400 y 500 nm.
Por tanto, para el célculo y cuantificacion de carotenoides debe considerarse los
coeficientes de absorcion del solvente que producen cambios en los maximos de
absorcion de pigmentos en el espectro UV-visible y por tanto afectando las lecturas de

absorbancia de la muestra (Biehler, Mayer, Hoffman, Krause, & Bohn, 2010).

En la técnica de determinaciéon de carotenoides totales, se debe obtener extractos de
las muestras a analizar utilizando como solvente la acetona previamente refrigerada,
El extracto en acetona fria se coloca en un embudo de separacién y se le afiade éter
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de petrdleo, se deja reposar para que el éter de petréleo remueva la acetona y solo
arrastre los carotenoides. Se le coloca agua destilada y la mezcla se separa en dos
fases, se deshecha la fase acuosa y la fase de éter de petréleo se lava cuatro veces
con agua destilada para eliminar la acetona residual. Se recoge la fase etérea
haciéndola pasar por un embudo pequefio que contiene sulfato de sodio anhidro para
eliminar el agua residual. EI embudo de separacion se lava con éter de petréleo. El
contenido total de carotenoides se determina leyendo la absorbancia a 450 nm para -
caroteno y a 472 nm para licopeno (Sahabi, Shehu, Saidu & Abdullahi, 2012).

1.5 CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS VEGETALES,
PLANTAS Y MICROALGAS ANALIZADAS.

1.5.1 PIMIENTO ROJO (Capsicum annum)

Fruto de la planta que pertenece a la familia de las Solanaceas que alcanza hasta
60cm de altura, su fruto es de color rojo, verde o amarillo. Contiene un porcentaje
escaso de proteinas (0.89 %), hidratos de carbono (4.43 %) y grasa (0,19 %), por esta
razén aportan tan solo con 27 kcal / 100 g. Contienen pequefias cantidades de
vitamina B, vitamina E y de todos los minerales, en su composicién destacan lo

siguiente:

- Provitamina A (B-caroteno): tiene aproximadamente 570 ug / 100 g, lo que
significa que contiene mas la mitad de la necesidad diaria de esta vitamina en
un hombre adulto. Ademas, contiene licopeno, potente antioxidante que

protege a las células de la degeneracién cancerosa.

- Vitamina C y flavonoides que son potentes antioxidantes que actian como

antiinflamatorios y protectores del sistema circulatorio (Pamplona, 2006).

Estos frutos son usados en forma de concentrados, paprika, oleorresinas y como
especias de colorantes alimenticios. Presentan una gran cantidad de carotenoides
como: ceto-carotenoides, capsantina, capsorubina que son sintetizados durante la
etapa de maduracion del fruto, dandole asi al mismo su coloracion roja. El 3-caroteno,

zeaxantina, luteina y betacriptoxantina son pigmentos que proporcionan la coloracion
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amarillo-naranja. El estado de madurez y las condiciones de crecimiento son factores
que afectan el contenido total de carotenoides. La temperatura, la iluminacion y tiempo
de secado son factores que pueden generar aumento o disminucion de la
concentracion total de carotenoides. Al poseer una gran cantidad de carotenoides es
de gran importancia su consumo debido al efecto antitumoral de los mismos,
contribuyen de manera positiva con el sistema defensivo antioxidativo del organismo,
también se ha encontrado actividad anticarcinogénica en los carotenoides y se los
relaciona con el incremento de la comunicacion intercelular (Méndez, Gonzales &
Gutiérrez, 2005).

1.5.2 ZANAHORIA (Daucus carota)

Raiz de la planta perteneciente a la familia de las Umbeliferas que alcanza hasta 1
metro de altura, suelen ser de color anaranjado, aunque hay variedades de color

amatrillo.

La zanahoria es el alimento con mayor cantidad de provitamina A, contiene una
pequefia porcidn de proteinas (1,03 %), grasas casi ausentes (0,19 %) y los hidratos
de carbono son el 7,14 % de su peso, ademas de un alto contenido en fibra 2,9 %. Es
una buena fuente de vitamina del grupo B, vitamina C, vitamina E, minerales y

oligoelementos incluyendo al hierro, yodo y potasio.

Dentro de los carotenoides destaca el betacaroteno (6.628 ug / 100 g de porcién
comestible), el cual se convierte en vitamina A en nuestro organismo, este es
imprescindible para el buen funcionamiento de la retina en especial en la vision
nocturna o con poca luz, ademas favorecen al buen estado de la piel y las mucosas
(Pamplona, 2006). Asi también algunos estudios han atribuido al B-caroteno un papel
preventivo frente a enfermedades como el cancer, enfermedades cardiovasculares,
cataratas y degeneracion macular senil, dada su capacidad antioxidante y moduladora
de la respuesta inmunitaria.

En su composicion le contintia el a-caroteno, cuyos niveles séricos se han relacionado
inversamente con la presencia de enfermedad coronaria y formacion de placa arterial;
y cantidades traza de criptoxantina. En la zanahoria existen, ademas, otros
carotenoides sin esta actividad, como la luteina (288 pg / 100 g de porcion comestible).

Esta se localiza en retina y cristalino de ojo, pudiendo prevenir el dafio oxidativo
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inducido por la luz y protegiendo, por tanto, frente al deterioro asociado a la edad

(cataratas y degeneracion macular senil) (Moreiras & Col, 2013).

1.5.3 HIERBA DEL INFANTE (Desmodium molliculum)

Planta que pertenece a la familia de las Fabaceae-papiloneaceae; planta oriunda del
Perd y de crecimiento en la region andina, es conocida por sus propiedades
antiinflamatorias, antisépticas, diurética, y depuracion sanguinea. (Acero, Millones,
Ticona & Torres, 2012).

Esta planta presenta los siguientes principios activos: saponinas, flavonoides como
astragalin, betafeniletilendiamina, cosmosin, cyanidino-3-orthosophoroside, hordenina,
pelargonidina-3-orto-ramnoside, tectorigenin, tetarahidroquinolinas y tiramina
(Oscanoa, 2005).

De entre sus componentes quimicos las saponinas han demostrado tener propiedades
inmunomoduladoras a nivel de las células T cooperadoras y la supresion de las
reacciones inmunes mediadas por IgE; ademas sus flavonoides le proveen
propiedades antiinflamatorias mediante la reduccion de la secrecion de histamina e

inhibicién de la sintesis de leucotrienos (Acero, Millones, Ticona & Torres, 2012).

Posee un alto contenido en proteina y minerales como: azufre, calcio, cobre, fosforo,
hierro, magnesio, manganeso, potasio, silicio, sodio, zinc. La fraccion grasa esta
compuesta por: acido ladrico, miristico, palmitico, esteérico, oleico, linoleico,

gamamalinolénico, araquidénico (Oscanoa, 2005).

Esta planta tiene un gran contenido de taninos que tienen la habilidad para formar
complejos con proteinas, polisacéridos, acido nucleicos, esteroides, alcaloides y

saponina (Oscanoa, 2005).

1.5.4 CARNE HUMANA (Jungia rugosa)

Planta que pertenece a la familia de las Asterdceas conocidas por su actividad
benéfica para la salud. Sus hojas estan alternadas y cubiertas de vellosidades, con
I6bulos muy marcados. El haz tiene una coloracion verde intensa y de aspecto rugoso,

el envés presenta en color verde palido.
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Ha sido utilizada ancestralmente para curar lesiones en la piel gracias a su efecto
antiinflamatorio y cicatrizante en la piel, también se usa para problemas géstricos y

trastornos renales (Campoverde & Verdugo, 2008).

Los metabolitos primarios que contiene son: hidratos de carbono, lipidos, proteinas,

clorofila y 4cidos nucleicos.

Los metabolitos secundarios que contiene son: compuestos fendlicos (acidos
fendlicos, flavonoides, flavonoles, flavonas, flavanonas, isoflavonas, antocianidinas y

flavanoles), cumarinas, terpenoides (o isoprenoides).

1.5.5 MICROALGAS

Son organismos microscépicos unicelulares o pluricelulares (2-200 um), que pueden
crecer de modo autétrofo o heterétrofo, contienen clorofila y otros pigmentos por lo que
son capaces de realizar la fotosintesis oxigénica. Forman parte de los
microorganismos mas antiguos del planeta, su clasificacion se realiza en base a su
estructura y en los diferentes pigmentos q poseen, las cuales son: cianoficeas,
cloroficeas, criptoficeas, crisoficeas, diatomeas, dinoficeas, euglenoficeas vy

xantoficeas (Pozo, 2010).

Son altamente eficientes en la fijacion del diéxido de carbono (CO>) y en la utilizacion
de energia solar para producir biomasa, con una eficacia hasta cuatro veces superior a
la de las plantas. Su gran nimero de especies y su versatilidad ha permitido utilizarlas
en la industria alimentaria, acuicola, farmacolégica, cosmética y energética (Cajamar,
2015).

La composicion de las microalgas es muy variable segun la especie, sistema y
condiciones de cultivo. En general, las cianobacterias tienen un contenido en lipidos
de hasta un 20 %, mientras que las algas proclorofitas entre un 20-50 % en peso seco
(Andrade, Vera, Cardenas & Morales, 2009).

La biomasa de las microalgas estd constituida generalmente por: proteinas
carbohidratos (20-30 %), lipidos (10-30 %) y cenizas (5-10 %), porcentajes varian en
funcion de las especies y las condiciones de cultivo (GOmez, Garcia, Garballo &
Vilchez, 2011).
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Las microalgas tienen unacomposicion bioquimica compleja debida a su
capacidad fotosintética, que le da una gran riqgueza en pigmentos y componentes
como citocromos y acidos poliinsaturados de cadena larga (PUFAS). Esto resulta
en un elevado contenido en productos de alto valor, como los carotenoides luteina
y astaxantina o los PUFAs DHA (acido docosahexaenoico) y EPA (&cido
eicosapentaenoico). Como captadoras de CO.y asimiladoras del nitrégeno, son
ademas una fuente sostenible de biocombustibles y biofertilizantes.

Las microalgas, debido a su vida fototréfica, estan expuestas a estrés por oxigeno y
radicales. Como resultado, las microalgas han desarrollado numerosos sistemas
antioxidantes frente a radicales libres y especies reactivas de oxigeno. Entre las
moléculas con capacidad antioxidante mas significativa cabe citar el B-caroteno, la
astaxantina y la zeaxantina, vitamina E y otros antioxidantes polares que son
compuestos como los flavonoides y acidos fendlicos y cinamicos (Gémez, Garcia,
Garballo & Vilchez, 2011).

1.5.5.1 Microalga Scenedesmus sp.

Scenedesmus es uno de los géneros mas comunes de microalgas de agua dulce, que
comprende cientos de especies, y pertenece a la familia Scenedesmaceae; agrupa
pequefias algas verdes coloniales inmoviles, constituidas de células aisladas o en
pareja en forma de placa aplanada. Posee una actividad metabdlica elevada y
capacidad de resistir variaciones ambientales lo que la hace sobrevivir y ser un género

comun de aguas residuales (Andrade, Vera, Cardenas & Morales, 2009).

Scenedesmus sp es una de entre muchas especies de microalgas que tienen alta
capacidad de producir lipidos; segun estudios y bajo condiciones de laboratorio esta
microalga produce una gran cantidad de &cidos grasos con un valor de 22.29 mg / g
peso seco, un contenido lipidico de 27,4 mg / g de peso seco y un 11.77 mg / g de
acido oleico en peso seco; razon por la cual se evidencia su potencialidad para la

produccion de biodiesel (Prabakaran & Ravindran, 2012).
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CAPITULO I

2. METODOLOGIA

2.1 TIPO DE INVESTIGACION
Estudio experimental de tipo correlacional.

2.2 LOCALIZACION

Las actividades practicas del presente estudio se realizaron en los laboratorios del
Proyecto VLIR de Plantas Medicinales de la Facultad de Ciencias Quimicas de la

Universidad de Cuenca.

2.3 METODOS Y TECNICAS DE ANALISIS

2.3.1 MATERIA PRIMA

Para llevar a cabo este estudio se trabajo con extractos lipofilicos en diclorometano
(DCM) de diferentes especies del reino vegetal (Plantas Medicinales, Vegetales,
Microalgas); entre ellos 4 fueron extraidos y almacenados en meses y afos anteriores

a este estudio los cuales comprenden las siguientes especies:

Tabla 2.1. Extractos almacenados en el Laboratorio de Fitoquimica, Proyecto VLIR.

Cadigo del | Nombre Cientifico Nombre Comun Fecha de
Extracto Extraccion
PM 1 Jungia rugosa Carne Humana 10/07/2014
PM 2 Desmodium Hierba del Infante 22/01/2016
molliculum
VG 1 Capsicum annuum Pimiento Rojo 20/10/2016
VG 3 Capsicum annuum Pimiento Verde 20/10/2016
MA 1 Scenedesmus sp Microalga 27/11/2015

Ademas, se obtuvieron 6 extractos lipofilicos frescos de las siguientes especies:
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Tabla 2.2. Extractos frescos obtenidos mediante solvente lipofilico (DCM).

Cadigo del | Nombre Cientifico Nombre Comun Fecha de

Extracto Extraccion

PM 1 Jungia rugosa Carne Humana 19/12/2016

PM 2 Desmodium Hierba del Infante 27/12/2016
molliculum

VG 1 Capsicum annuum Pimiento Rojo 19/12/2016

VG 2 Daucus carota Zanahoria 19/12/2016

MA 1 Scenedesmus sp Microalga 20/12/2016

MA 2 Especie sin | Microalga Naranja 20/12/2016
identificacion

2.3.2 MATERIALES Y REACTIVOS

Patrén Butil-hiroxi-tolueno, acido linoleico, B-caroteno, Tween 20, Tween 80 marca

Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemania). Metanol grado analisis ACS,ISO,Reag. Ph Eur,

Cloroformo grado analisis CAS 67-66-3, Diclorometano grado analisis CAS 75-09-2,

Eter de Petroleo, Acetona grado andlisis ACS,ISO,Reag. Ph Eur de marca Merck

(Damstadt, Alemania).

El agua destilada se obtuvo en el destilador marca Fanem.

2.3.3 METODOS DE ANALISIS

2.3.3.1 Recoleccion

Una vez identificada la especie botanica de cada una de las muestras a analizar en la

bibliografia correspondiente se procedid a la recoleccion manual procurando obtener

una muestra representativa de cada una; cada especie se transporté en el menor

tiempo posible en bolsas de papel rotuladas con: Nombre comudn y cientifico, fecha,

hora y lugar de recoleccion.

Las plantas medicinales fueron recolectadas en el mismo lugar del cual se obtuvieron

las anteriores muestras para los extractos almacenados en el laboratorio de

Fitoquimica, segun las coordenadas proporcionadas por el Proyecto VLIR de Plantas

Medicinales. Para ello, se llevdo a cabo la recoleccion de Jungia rugosa “Carne
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Humana” en las cercanias del Parque Nacional “El Cajas” en el camino hacia la
Reserva Natural de Llaviucu (figura 2.1), cuyas coordenadas expresadas en UTM son:
(17 706540; 9685407)

Desmodium molliculum “Hierba del Infante” fue recolectada al borde de la via a Jadan,
sector Vegaspamba (figura 2.2), con coordenadas UTM (17 737691; 9678215)

Figura 2.1 Recoleccién en “El Cajas” Figura 2.2 Recoleccion en Jadan

Los vegetales Pimiento Rojo, Capsicum annuum, y Zanahoria, Daucus carota, fueron
adquiridos y comprados en Supermaxi El Vergel de la ciudad de Cuenca y llevados al

laboratorio para su posterior procesamiento.

La biomasa de las microalgas Scenedesmus sp y “Microalga naranja”, fue

proporcionada por el Laboratorio de Microalgas del Proyecto VLIR.

2.3.3.2 Lavado

Una vez recolectada la droga vegetal se realizé primero en el caso de las plantas la
seleccién de las hojas en buen estado, se procedié a su limpieza utilizando agua
potable hasta eliminar los residuos de tierra o polvo que se encontraren en la
superficie de la planta. Posterior a ellos se sumergio la droga vegetal en agua
destilada por aproximadamente 10 minutos y se debié escurrir el exceso de agua
colocando las hojas y vegetales sobre papel periodico etiquetado con el nombre y
fecha de lavado respectivamente. El papel periddico debié colocarse sobre bandejas
provistas de una malla de acero inoxidable montadas sobre un marco de madera, lo

cual permitié una correcta aeracion y escurrido de la droga vegetal.
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2.3.3.3 Desecacion

Previo a la desecacion por liofilizacion la droga vegetal debié ser troceada o cortada
en pequeias porciones de entre 3 a 5 mm con la finalidad de distribuirla en los tubos
de liofilizacion; se pesé y se coloco las muestras en proporciones iguales en cada tubo
de 80 ml previamente pesados y rotulados, procurando que no sobrepase la marca de

los 40ml sefialados en el tubo.

Cada tubo se llevé a congelacion a -80°C girando los tubos cada 5 minutos hasta
obtener una capa uniforme alrededor de las paredes del tubo. Luego de 20 minutos se
retiré el tapén del tubo y se cubrié con papel aluminio para dejarlo reposar en el

congelador por aproximadamente 2 horas.

Finalmente se cargaron los tubos congelados en el liofilizador Labconco Free zone 2.5
(USA) previamente encendido y preparado a una temperatura de -52°C y presion de
0,090 mBar

Pasado el tiempo necesario entre 20 y 24 horas para la liofilizacién se retiraron las
muestras y se almacenaron en fundas de papel especificando el codigo fecha de

almacenamiento y peso final de la droga seca.

2.3.3.4 Extraccion.

Se pes6 una determinada cantidad de droga seca, se trituré y se coloc6 en un frasco
de vidrio con tapa hermética previamente rotulado con el c6digo peso y parte usada de
la droga vegetal. Se humectd con el solvente de extraccion en este caso se utilizé un
solvente lipofilico como DCM y se dejé en humectacién por un periodo de tiempo

aproximado de 12 a 15 horas.

Posterior a ello se coloco en cada frasco una cantidad suficiente de solvente
generalmente en una proporcion 3:1 P/V con respecto a la cantidad de droga vegetal y
se dejé en maceracion y agitacion continua por 3 dias. Pasado este tiempo se filtro y
se recogio el extracto en un balon fondo redondo y se almacend para su posterior
concentracion. Nuevamente se adicioné a la droga solvente hasta haber cumplido al

final con 3 ciclos de maceracion y filtrado del extracto por 9 dias en total.
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2.3.3.5 Concentracion de los Extractos.

El extracto de cada muestra recolectado después del proceso de maceracion se
adapto al rotavapor Heidolph, Heizbed HB digit (Alemania) para su eliminaciéon y
concentracion del solvente por medio de la aplicacion de presion de vacio, temperatura

menor a 30 °C y una rotacion de 90 rpm.

Una vez eliminado el solvente por completo, se redisolvié el extracto con la menor
cantidad posible de DCM y se transfirié6 a un tubo tapa rosca de 15 mL correctamente
etiquetado. El solvente agregado para la redisolucibn se eliminé en un bafio
ultrasénico, a no mas de 30 °C, bajo una corriente continua de N, hasta obtener una

cantidad entre 2 - 4 mL del extracto aproximadamente.

El extracto fue distribuido uniformemente mediante pipetas Pasteur en tubos tapa
rosca de 7 mL, se redisolvio el extracto con una pequefia cantidad de DCM si es

necesario para la distribucion total del extracto.

Los tubos con extracto fueron colocados en el concentrador al vacio Labconco
CentriVap Vacuum (USA) a una presion de 400 mBar, temperatura 35 °C y velocidad
de 12 rpm por aproximadamente 2 horas o hasta obtener un extracto seco, luego se
dio inicio a ciclos de concentracién de 15 min aumentando la velocidad a 92 rpm y
pesando cada vez los tubos con el extracto hasta obtener un peso constante con una

variacion entre peso y peso de 0,1mg.

2.3.3.8 Extraccion de Microalgas.

Una vez obtenida la biomasa liofilizada de las microalgas, se procedié a pesar en un
frasco de tapa hermética. El solvente de extraccion DCM fue afadido en relacion con
el peso de la microalga; asi por cada gramo de biomasa se debi6 agregar 30 mL de
solvente de extraccién. Se dej6 macerar por aproximadamente 24 horas bajo una

campana de extraccion.

Se aplico ultrasonido directo a las muestras maceradas a >20 KHz a una temperatura
de 10 °C por 3 ciclos de 5 minutos cada uno con el objetivo de realizar la rotura celular
de las microalgas y lograr la extraccion completa de sus metabolitos. Este proceso fue

realizado usando el equipo de ultrasonido Cole-Parmer Ultrasonic Processor (USA) del
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laboratorio PROMAS en el Departamento de Ingeniera Civil de la Universidad de

Cuenca.

Posterior a ello las microalgas fueron transferidas a un balén 150 mL y se macero
nuevamente por un periodo de 5 horas en un bafio con ultrasonido Cole-Parmer 8893-
21 (USA) controlando que la temperatura se encuentre menor a 30 °C. Se filtré
recogiendo el extracto en un baldn; posteriormente la microalga se retorn6 al balén
inicial y se afiadi®6 nuevamente la misma cantidad de solvente iniciando un nuevo
proceso de maceracion por 5 horas en las mismas condiciones. Al final se cumplié con
3 ciclos de maceracion de 5 horas cada una y las fracciones del extracto filtradas de
cada macerado se recolectaron y se concentraron en el rotavapor; para asi continuar

con el mismo proceso de concentracion de extractos como indica el apartado 2.3.4.5.

2.3.3.7 Determinacion de la Actividad Antioxidante.

2.3.3.7.1 Estandarizacion de la Técnica de Blanqueamiento de B- caroteno.

e Preparacién de la Emulsion de B- caroteno.

En un vaso de precipitacion se preparé una solucion 0,2 mg / mL de B-caroteno en
cloroformo, se afiadi6 1 mL de la solucién 0,2 mg / mL de B-caroteno mas 20 uL de
acido linoleico en un bal6n de 250 mL de capacidad, ademas se agregdé 200 uL de
Tween 20 o Tween 80 segln sea el ensayo a realizar para evaluar la actividad

antioxidante considerando como variable el uso de un tensioactivo u otro.

Se evapor6 el cloroformo que se utiliz6 para la disolucion del B-caroteno mediante una
corriente continua de N2 por un tiempo aproximado de 1 min (nétese la evaporacion
total del cloroformo debido a que puede proporcionar turbidez a la emulsion e interferir
en las lecturas espectrofotométricas). Se esperd un tiempo aproximado entre 20 y 30
minutos que es el necesario para la preparacion de las disoluciones del extracto y del
estandar a diferentes concentraciones; posterior a ello se agregoé por alicuotas 50 mL
(5 alicuotas de 10 mL) de agua destilada previamente saturada de oxigeno por un
tiempo de 2 minutos. Se mezcl6 todos los componentes de la emulsion en un bafio
con ultrasonido por aproximadamente 2 minutos hasta observar la formacion de una

emulsién amarilla translicida como se observa en la figura 2.3.
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Figura 2.3 Emulsion de B- caroteno, Acido Linoleico.

e Preparacion del Blanco de Reactivo.

Al mismo tiempo que se preparé la emulsién, en un tubo de 20mL se agreg6: 5 ul de
acido linoleico mas 50 ul de Tween 20 o Tween 80, se afadié suavemente por las
paredes del tubo 12,5 mL de agua destilada saturada de oxigeno, se agitd
vigorosamente en un bafio con ultrasonido durante 2 - 4 minutos hasta formar una

emulsion transparente.

e Preparacién de los extractos y control positivo.

Se preparé diferentes diluciones de los extractos lipofilicos y control positivo BHT
(Anexo A) en una mezcla de solventes: Metanol 95 % - DCM 5 % a las

concentraciones que indica la Tabla 2.3.

Tabla 2.3. Concentracion de las disoluciones de los extractos y BHT.

Cddigo Nombre X1 X2 X3 X4

Extracto Comun

PM 1| Carne 3mg/ ml 2mg/ ml 1mg/mi 0,5mg/ ml

Hojas Humana

VG 1 Pimiento 1 mg/ ml 0,75mg/ml | 0,5mg/ml | 0,25 mg/ ml
rojo

Control CP1 CP2 CP3 CP4

Positivo

BHT 100 ug / ml 50 ug / ml 25ug/ ml 12.5 ug / mi
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X = Diluciones a diferente concentracion de cada extracto.
CP = Diluciones a diferente concentracion del control positivo o estandar.

e Ensayo de Actividad Antioxidante.

En una gradilla se dispuso de una serie de tubos de ensayo de 7 mL etiquetados
correctamente para cada concentracion del extracto o control BHT, ademas para el
control negativo, cada concentracion se debi6 etiquetar por triplicado. Se encendio el
espectrofotdbmetro Thermo Fisher Scientific Genesys 10-S (USA) 15 minutos antes de
utilizarlo, se programé la longitud de onda a 470 nm y se encerd con el blanco de
emulsion el cual generalmente indic6 una absorbancia de 0,120 — 0,130 antes de

encerar el equipo.

Se distribuyd uniformemente la emulsiébn de (-caroteno controlando antes que su
absorbancia sea de entre 0,200 a 0,210. Se adicion0 los extractos y controles segun
como indica la Tabla 2.4.

Tabla 2.4. Distribucion de la emulsion de B-Caroteno, Extractos y Controles.

Muestras X1 X2 X3 Xn CP1 CP2 CPn | Control

negativo

Emulsion (ml) | 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5

Extracto (ul) 100 | 100 100 | 100

BHT (ul) 100 | 100 | 100

Metanol-DCM 100
95%-5% (ul)

Xn = Numero de diluciones a diferente concentracion de cada extracto.
CPn = Numero de diluciones a diferente concentracion del control positivo o estandar.

Se agitaron los tubos en un Vortex Mixer VM-300 inmediatamente al agregar las
muestras en la emulsion, se ley6 la absorbancia a 470 nm a tiempo cero de cada

muestra y controles dispuestos por triplicado. Se incubd las muestras en un Bafio
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Maria Memmert WNB 10(Alemania) de agua a 50 °C por 10 minutos aproximadamente
y posterior a ello se retird de la incubacion y se esper6 5 minutos a temperatura
ambiente cubriendo siempre las muestras de la luz. Se tom¢ lectura de la absorbancia

cada 15 minutos observando que los valores sean estables, realizando 4 medidas en

un lapso de 1 hora.
e Expresiéon de los Resultados

1. Actividad Antioxidante o porcentaje de inhibicion en relacién al control negativo.

%A DRcontrol — DRmuestra 100
= *
0 DRcontrol

DR control= In (Aci / Act) / t Velocidad de degradacion o tasa de blanqueamiento del

control

Dénde:
Aci = es la absorbancia de la emulsion con el control o estandar a 0 min.

Act = es la absorbancia del control en el instante t.

t= es el tiempo de incubacion.

DR muestra= In (Ami / Amt) / t Velocidad de degradacion o tasa de blanqueamiento de

la muestra.

Dénde:
Ami = es la absorbancia de la emulsion con el extracto o muestra a 0 min.
Act = es la absorbancia de la muestra en el instante t.

t= es el tiempo de incubacion.

2. IC50= Concentracién del extracto o estandar a la cual se obtiene un 50 % de AA o
Inhibicién del blanqueo de B-caroteno, el cual es determinado y calculado a partir del

grafico de la curva % AA vs Ln de la Concentracion del Extracto.

2.3.3.7.2 Actividad Antioxidante de Extractos lipofilicos por la Técnica de

Blanqueamiento de B-caroteno.

Una vez estandarizada la técnica, para evaluar la actividad antioxidante de los

diferentes extractos lipofilicos obtenidos mediante maceracion con DCM se debid
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proceder de la misma forma segun el apartado 2.3.4.6.1, tomando en consideracién lo

siguiente:

e Para la formacion de la emulsion se debe usar Unicamente el Tween 20 el cual
fue el Tensioactivo de eleccion y el que proveyo resultados reproducibles y
estabilidad de la emulsion.

e La concentraciéon de los extractos para la aplicacion de la técnica dependera
del tipo de especie vegetal segun la bibliografia consultada y se muestra en la
Tabla 2.5.

Tabla 2.5. Concentracion de las disoluciones de los extractos lipofilicos y BHT (2)

Cbodigo | Nombre X1 X2 X3 X4

Extracto | Comun

PM 1 Carne 3mg/ ml 2mg/ ml 1 mg/mi 0,5mg/ ml
Humana

PM 2 H. de infante | 2 mg/ ml 1,5mg/ mi 1 mg/mi 0,5mg / ml

VG 1 Pimiento rojo | 1 mg/ ml 0,75mg/ml | 0,5mg/ml | 0,25mg/ ml

VG 2 Zanahoria 3mg/ ml 2mg/ ml 1 mg/ mi 0,5mg/ ml

MA 1 MA. 4 mg/ ml 3mg/ml 2mg/ ml 1 mg/ ml
Scenedesmus

MA 2 MA. Naranja | 4 mg/ ml 3mg/ml 2mg/ ml 1 mg/mi

Control CP1 CP2 CP3 CP4

Positivo

BHT 100 ug/ ml | 50 ug / ml 25 ug/ ml 12.5ug / mi

X = Diluciones a diferente concentraciéon de cada extracto.

CP = Diluciones a diferente concentracion del control positivo o estdndar.

2.3.3.8 Cuantificaciéon de Carotenoides Totales.

Se pes6 10 mg de extracto seco lipofilico, se afiadié 2 mg de carbonato de magnesio y
se disolvio en 2,5 ml de acetona fria (previamente refrigerada por 2 horas). Se mezcl6
en un bafio de agua con ultrasonido por 2 minutos y se filtr6 usando papel filtro

Whatman #4. En un embudo de separacion se colocé 4 ml de éter de petréleo, se
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afiadié 2ml del extracto anterior resultante, se agitd y se dejo reposar por 15 minutos.
Se agreg6 15 ml de agua destilada de forma que fluya lentamente por las paredes del
embudo. La mezcla se agitd, se dejo en reposo hasta observar la separacién de fases

y posteriormente se desechd la fase acuosa.

Se lavé cuatro veces mas la fase etérea con 10 mL de agua destilada, desechando la
fase acuosa con el objeto de eliminar la acetona residual. Se recogio la fase etérea 1

en un tubo de ensayo. Figura 2.4.A.

2mL de fase etérea 1 fue colocada de nuevo al embudo de separacion. Se adiciond
1,6mL de metanol acuoso 92%, se agité vigorosamente y se dejé en reposo por 15
minutos hasta la separacién de fases. Se recogié en tubos diferentes la fase etérea 2

y la fase metandlica respectivamente. Figura 2.4.B

Fase etérea 1: Contiene carotenoides totales y clorofilas ay b
Fase etérea 2: Contiene carotenoides y clorofila a

Fase metandlica: Contiene xantdéfilas y clorofila b

El contenido de carotenoides se determiné por la medida de las absorbancias a 450
nm tanto de la fase etérea 1 y 2 frente a un blanco de éter de petréleo. Para ello se
realizaron las respectivas diluciones de las fases etéreas 1y 2 de cada muestra hasta

obtener una lectura de absorbancia dentro del rango espectrofotométrico, como se

observa en el Anexo B yFigura 2.4.C.

Figura 2.4 A) Fase etérea 1y 2; B) Fase metandlica; C) Diluciones de la Fase etérea.

Para determinar la cantidad de carotenoides contenido en el extracto se aplica la

siguiente férmula.

E*V x10°

. ug
Carotenoides (?) = El%*—l()o*p
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E= Absorbancia de la muestra a 450 nm
V= Volumen de extracto en la celda.

E= 2500 Coeficiente de absortividad molar o coeficiente de extincion de una solucién

de 1g de pigmento en 100 mL de solvente medido en una celda de 1 cm

P= peso de la muestra contenido en la dilucién de lectura E.

2.4 ANALISIS ESTADISTICO

2.4.1 Analisis de varianza (ANOVA)

El analisis de varianza es una prueba estadistica de significaciébn capaz de comparar
mas de dos medias muestrales o variables en un disefio experimental. El problema
ANOVA mas simple se conoce indistintamente como unifactorial, de clasificacién Unica
0 ANOVA unidireccional, e implica el andlisis de datos muestreados de mas de dos
poblaciones (distribuciones) numéricas o de datos de experimentos en los cuales se

utilizaron mas de dos tratamientos.

Esta prueba se aplica para contrastar la hipétesis nula de que K medias con n réplicas
son iguales, es decir:
Ho = p1=p2=p3=p4...

Frente a: H1 = Hipétesis alternativa: las medias son distintas.

Para utilizar el ANOVA de forma satisfactoria deben cumplirse tres tipos de hipotesis,
aungue se aceptan ligeras desviaciones de las condiciones ideales:

1. Cada conjunto de datos debe ser independiente del resto.

2. Los resultados obtenidos para cada conjunto deben seguir una distribucién normal.

3. Las varianzas de cada conjunto de datos no deben diferir de forma significativa.

El andlisis de la varianza se basa en la comparacion de la variabilidad que hay entre
los grupos (intergrupo o entre) debida al componente aleatorio, con la que hay dentro
de los grupos (intragrupo ¢ dentro) variaciébn causada por el error experimental
intrinseco al proceso mismo, proporcionando el estadistico F para contrastar la

hipétesis nula de igualdad de medias en los grupos.
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a? entre

" o2dentro

Cuanto mayor sea el valor del estadistico F, mas diferenciados estaran los grupos. Si
el p-valor asociado a F es igual 0 menor que a, se rechazara la hipétesis nula al nivel

de significacion a.

2.4.2 Pruebat de Student

La prueba t — student se deriva de las distribuciones t. Las distribuciones t son una
familia de distribuciones simétricas con forma de campana (distribucion normal). La
forma de estas distribuciones cambia conforme cambia el disefio de la muestra.

Esta prueba se puede usar para comparar diferencias entre los promedios o0 medias
de dos grupos u observaciones (independientes), o para comparar los promedios de
dos observaciones (pareadas o apareadas) realizadas a un mismo sujeto.

Es una prueba de contraste de hipétesis sobre valores de diferentes medias:

Ho = (Hipétesis nula o de igualdad): las medias de dos muestras son iguales.

H1 = (Hipotesis alternativa o de diferencia): las medias de las muestras son
significativamente distintas

Nivel alfa (a): es el porcentaje de error que estamos dispuestos a correr cuando se
realice la prueba.

p- valor: es el nivel de significancia.
Pruebat de Student para dos muestras relacionadas

Esta prueba se efectla para contrastar la hipétesis nula de no existencia de
diferencias significativas entre las medias de dos variables, con distribucion normal,
medidas en los mismos sujetos, 0 bien la no existencia de diferencias significativas
entre la media de una misma variable medida en los mismos sujetos en situaciones
diferentes. La aplicacion de la prueba de T student exige el mismo namero de sujetos
en ambas situaciones. Si el p — valor asociado al estadistico de contraste es mayor
que a (> 0,05), se aceptara la hip6tesis nula, por el contrario, si el p — valor es menor
que a (< 0,05) se aceptara la hipotesis alternativa de diferencias significativas entre las

medias de ambas variables, al nivel de significacion a.
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CAPITULO Il

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 ESTANDARIZACION DE LA TECNICA BLANQUEAMIENTO DE B—CAROTENO.

El ensayo del blanqueamiento del B-caroteno, un método comun para la evaluacion de
actividad antioxidante, ha sido criticado por su baja reproducibilidad debido a factores
como la preparaciébn compleja de reactivos y sus cantidades, ademas de la
interferencia de diferentes factores tales como la temperatura, pH y solventes; lo cual
determina la importancia de la estandarizacién de criterios para valorar la efectividad

real de un antioxidante (Prieto, Rodriguez, Vasquez, & Murado, 2012).

Para la estandarizacion de la técnica del blanqueamiento del p-caroteno como un
método valido para la determinacion de Actividad Antioxidante de extractos lipofilicos
se consider6 realizar pruebas preliminares con dos tensoactivos Tween 20 y Tween 80
como una variable influyente en la reproducibilidad de los resultados. Se procedié a
determinar la actividad antioxidante por triplicado siguiendo el procedimiento del
apartado 2.3.4.7.1; tanto de un antioxidante puro como estandar BHT (butilhidroxi
tolueno), ademas de extractos lipofilicos de una planta medicinal Carne Humana
(Cédigo PM 1) y dos extractos vegetales de Pimiento rojo (Cédigo VG 1) y Pimiento
Verde (Codigo VG 3).

3.1.1 Resultados de Actividad Antioxidante de Extractos Lipofilicos y Estandar

BHT para la Estandarizacién de la Técnica.

Una vez obtenidas las medidas espectrofotométricas (absorbancias) de cada réplica
se procedid6 a calcular la actividad antioxidante de los extractos lipofilicos a 4
concentraciones diferentes segin el apartado 2.3.4.7.1. Los datos y resultados
obtenidos cada 15 minutos de incubacion como indica la metddica se expresan en el

Anexo B.

A continuacion, en la Tabla 3.1 se detallan las absorbancias y la actividad antioxidante
del BHT y cada uno de los extractos, al cabo de los 60 minutos de incubacion
indicados en la técnica tanto con el tensioactivo Tween 20 y Tween 80.

AUTORES: Claudia Daniela Ledn Garcia
Peter Xavier Reyes Zaquinaula Pagina 38



|
[
L”é‘igg UNIVERSIDAD DE CUENCA

Tabla 3.1 Actividad Antioxidante de Extractos Lipofilicos y BHT en la Estandarizacion
de la Técnica.

Promedio Promedio
Cédigo del | Concentracion | Absorbancia | Promedio % | Absorbancia | Promedio %
Extracto del Extracto (Tween 20) | AA (Tween 20) | (Tween 80) | AA (Tween 80)

100 ug / ml 0,131 91,322 0,111 70,925

BHT 50 ug / ml 0,120 83,675 0,096 60,783
25ug/ ml 0,098 67,376 0,090 54,495

12,5ug/ ml 0,072 39,734 0,078 32,981

1mg/ml 0,757 87,698 0,872 94,725

VG 1 0,75 mg / ml 0,589 80,696 0,643 89,491
0,5mg/ml 0,399 70,067 0,410 79,383

0,25 mg/ ml 0,204 52,244 0,224 64,316

3mg/ml 0,520 78,719 0,443 73,924

VG 3 2mg/ml 0,271 62,151 0,263 59,339
1mg/ml 0,175 58,007 0,156 44,080

0,5mg/ml 0,106 42,967 0,104 35,744

3 mg/ml 0,485 67,961 0,408 61,755

PM 1 25mg/ml 0,367 54,752 0,321 51,240
2mg/ml 0,287 35,650 0,244 33,899

1mg/ml 0,130 14,021 0,137 11,984

De acuerdo a la Tabla 3.1 se evidencio diferencia en los valores de absorbancias y las
actividades antioxidantes de los extractos y BHT realizando la técnica del blanqueo del
betacaroteno con Tween 20 o con Tween 80. Es asi el caso del BHT, VG 3y PM 1 que
las absorbancias y % AA fueron mayores con Tween 20 en comparacion con las del
Tween 80. Por lo tanto, segun los resultados obtenidos nos dié una primera vision de
una diferencia marcada entre ellos segun el tipo de tensioactivo que se utilice para el

desarrollo de la técnica.

Por otro lado, se realiz6 una estimacion lineal de las curvas obtenidas a partir de los
promedios de las medidas espectrofotométricas (absorbancias) vs la media de la
concentracion del estandar o de los diferentes extractos lipofilicos tanto para el ensayo
con Tween 20 como con Tween 80; con el objeto de determinar la relacién existente
entre la disminucion de la coloracion de la emulsién del betacaroteno después de 1

hora de incubacién con respecto a la concentracion del extracto.
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Figura 3.1 Curvas absorbancias vs concentracion BHT (Tween 20 — Tween 80)
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Figura 3.3 Curvas absorbancias vs concentracion VG 3 (Tween 20 — Tween 80)
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Figura 3.4 Curvas absorbancias vs concentracion PM 1 (Tween 20 — Tween 80)

Tal como se muestran en las figuras 3.1 — 3.4 existe una relacion lineal entre la
absorbancia (medida de la disminucién del color de betacaroteno después de 1 hora
de incubacion a 50 °C) y la concentracién del estandar BHT o extractos vegetales
tanto con Tween 20 como con Tween 80, evidenciando en cada curva que el
coeficiente de correlacion lineal R? fue > 0,9; por lo tanto, las medidas
espectrofotométricas después de un determinado tiempo de incubacion fueron

directamente proporcional a la concentracién del antioxidante o extracto.

Asi, Lai y Lim en su estudio titulado “Evaluation of Antioxidant Activities of the
Methanolic Extracts of Selected Ferns in Malaysia” indican que en el ensayo de BBC la
absorbancia de la emulsién decrece rapidamente en muestras sin antioxidantes,
mientras que, ante la presencia de antioxidantes, ellos retienen el color del B-caroteno
ante la incubacion; y que la absorbancia final es proporcional a la concentracion del

extracto usado (2011).

3.1.2 Prueba T de Student de la Actividad Antioxidante mediante |la Técnica de

BBC con Tween 20 y Tween 80.

Se realiz6 la prueba T de Student de dos Vias entre los porcentajes de actividad
antioxidante determinados utilizando Tween 20 6 Tween 80; esto para cada una de las

concentraciones del estandar y extractos. Tabla 3.2.
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Para el desarrollo de la prueba se plante¢ las siguientes hipotesis:

e Hipotesis Nula Ho: no existe diferencia estadisticamente significativa entre la
actividad antioxidante usando el tensioactivo Tween 20 en comparacién con
Tween 80.

e Hipotesis Alternativa H1: existe diferencia estadisticamente significativa entre
la actividad antioxidante usando el tensioactivo Tween 20 en comparacion con

Tween 80.

Ademas, para la aplicacion de la prueba t fue necesario determinar si las varianzas
entre las actividades antioxidantes son estadisticamente iguales o diferentes mediante

una prueba F.

Tabla 3.2 Prueba t de student entre el %AA con Tween 20 6 Tween 80.

Promedio | Promedio
Caddigo Concentraci % AA % AA Valor
del 6n del (Tween (Tween Prueba P dos critico T
Extracto Extracto 20) 80) F colas | dos colas | Estadistico
100 ug / ml 91,322 70,925 0,471 <0,001 2,776 30,476
BHT 50 ug / ml 83,675 60,783 0,359 <0,001 2,776 16,447
25ug/ ml 67,376 54,495 0,508 <0,001 2,776 10,723
12,5ug/ mi 39,734 32,981 0,317 0,839 2,776 -0,217
1mg/ml 87,698 94,725 0,041 <0,001 2,776 -14,073
VG 1 0,75 mg/ ml 80,696 89,491 0,196 <0,001 2,776 -11,165
0,5mg/ml 70,067 79,383 0,071 0,008 2,776 -4,921
0,25 mg / ml 52,244 64,316 0,132 0,003 2,776 -6,456
3mg/ml 78,719 73,924 0,295 <0,001 2,776 14,730
VG 3 2mg/ ml 62,151 59,339 0,214 0,025 2,776 3,518
1mg/ml 58,007 44,080 0,214 0,001 2,776 9,880
0,5mg/ml 42,967 35,744 0,168 0,011 2,776 4,447
3mg/ml 67,961 61,755 0,382 <0,001 2,776 12,128
PM 1 25mg/ ml 54,752 51,240 0,144 0,012 2,776 4,421
2mg/ml 35,650 33,899 0,113 0,142 2,776 1,824
1mg/ml 14,021 11,984 0,552 0,018 2,776 3,843

Como se evidencia en la Tabla 3.2 dado que el valor de p es menor que el nivel de
significancia (< 0,05) en cada caso; o si se considera el valor t estadistico es mayor su

valor critico con n = 2 grados de libertad, por tanto, se rechaza la hipotesis nula y se
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afirma que si existe diferencia estadisticamente significativa entre la actividad

antioxidante usando el tensioactivo Tween 20 en comparacién con Tween 80.

3.1.3 Analisis de Varianza ANOVA de dos vias para la Actividad Antioxidante de
Extractos Lipofilicos y BHT usando Tween 20 o Tween 80.

Se realiz6 el andlisis de varianza ANOVA de dos vias para cada una de las muestras y
estandar, considerando dos factores que posiblemente generen diferencias
significativas entre los resultados de actividad antioxidantes como son el uso de uno u

otro tensioactivo (Tween 20 o Tween 80) y la concentracion del extracto.

Para ellos mediante el andlisis de varianza se compar6 la media de % AA a distintas
concentraciones de extracto usando en la técnica Tween 20 o Tween 80,
considerando que los resultados pertenecen a los 60 minutos desde el inicio de la

reaccion antioxidante — radical libre en la emulsién de B-caroteno.

Tabla 3.3 Analisis de Varianza ANOVA para los % AA de extractos lipofilicos.

Cédigo | Concentrac | Promedio Promedio
del ion del % AA % AA Origen de las Valor
Extracto Extracto (Tween 20) | (Tween 80) | Variaciones P critico F F
100 ug/ml | 91,322 70,925 | concentracion
BHT 50 ug/ ml 83,675 60,783 Extracto 0,011 9,277 27,869
25ug/ ml 67,376 54,495
12,5ug/ ml 39,734 32,981 Tween 0,023 | 10,128 | 18,353
1 mg/ml 87,698 94,725 Concentracion 190,04
VG 1 0,75mg/ ml 80,696 89,491 Extracto 0,001 | 9,277 8
0,5mg/ml 70,067 79,383
0,25 mg/ ml 52,244 64,316 Tween 0,003 | 10,128 | 79,234
3mg/ml 78,719 73,924 | concentracion
VG 3 2mg/ml 62,151 59,339 Extracto 0,006 | 9,277 41,781
1mg/ml 58,007 44,080
0,5mg/ ml 42,967 35,744 Tween 0,049 | 10,128 | 11,825
3mg /ml 67,961 61,755 Concentracion 492,66
PM 1 25mg/ ml 54,752 51,240 Extracto 0,000 | 9,277 1
2mg/ml 35,650 33,899
1mg/ml 14,021 11,984 Tween 0,045 | 10,128 | 10,979
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obtuvo en el analisis de varianza un valor p < 0,05 en todos los casos, por tanto, se
deduce gue existe diferencias significativas en la actividad antioxidante debidas al uso
de un Tween u otro. Sin embargo, también el p valor es menor al nivel de significancia
considerando la concentracion del extracto; es decir que la actividad antioxidante varia
no solamente con respecto al tensioactivo usado, sino que ademas depende del tipo

de muestra y de la concentracion del extracto que se utilice en cada ensayo.

3.1.4 Comparacién de las Varianzas Agrupadas Considerando la Medidas
Espectrofotométricas de cada Extracto con el uso de Tween 20 o Tween 80.

Con la finalidad de establecer si existe diferencia en las lecturas espectrofotométricas
de las muestras usando Tween 20 o Tween 80 en la técnica, en primer lugar, se
calculé la Varianza para cada una de las concentraciones del estandar y extractos
considerando las absorbancias obtenidas en las 3 réplicas de los ensayos. A
continuacién, a partir de las varianzas individuales se calculd la Varianza Agrupada

para cada extracto tanto con Tween 20 como con Tween 80.

Finalmente, para establecer si las varianzas son estadisticamente diferentes se realiz6
una Prueba F considerando el conjunto de absorbancias de cada extracto con Tween

20 con respecto a las absorbancias con Tween 80.

Tabla 3.4 Calculo de Varianza Agrupada para BHT y extractos lipofilicos.

VAR*N VAR*N
Cdédigo grados grados
del Concentracién | VARIANZA | libertad |VARIANZA | libertad |Prueba
Extracto del Extracto | (Tween 20) (8) (Tween 80) (8) F
100 ug / ml 2,611E-06 | 2,089E-05| 1,650E-05| 1,320E-04
BHT 50 ug / ml 8,861E-06 | 7,089E-05| 8,111E-06| 6,489E-05
25ug/ ml 1,336E-05| 1,069E-04 | 9,000E-06| 7,200E-05
12,5ug/ ml 1,811E-05| 1,449E-04 | 4,878E-05| 3,902E-04
Varianza Agrupada Tween 20 | 1,074E-05| Tween 80 | 2,060E-05| 0,00071
1mg/ml 3,032E-03 | 2,425E-02| 2,640E-03| 2,112E-02
VG 1 0,75 mg/ ml 1,587E-03 | 1,270E-02| 1,044E-03| 8,351E-03
0,5mg/ml 8,836E-05| 7,069E-04 | 3,027E-03| 2,421E-02
0,25 mg / ml 1,423E-04| 1,138E-03| 1,264E-03| 1,011E-02|0,044843
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Varianza Agrupada Tween 20 | 1,212E-03 | Tween 80 | 1,994E-03
3mg/ml 2,845E-03 | 2,276E-02 | 7,673E-04| 6,138E-03

VG 3 2mg/ml 1,744E-05 | 1,396E-04 | 1,880E-03| 1,504E-02
1mg/ml 8,528E-05 | 6,822E-04 | 2,022E-03| 1,618E-02
0,5mg/ml | 8,000E-06 | 6,400E-05 | 2,645E-04| 2,116E-03

Varianza Agrupada Tween 20 | 7,388E-04 | Tween 80 | 1,233E-03|0,033134
3mg/ml 9,174E-04 | 7,339E-03| 1,166E-03| 9,332E-03

oM 1 2,5mg/ ml 2,198E-04 | 1,758E-03| 2,578E-04 | 2,062E-03
2mg/ml 3,892E-04 | 3,114E-03| 5,475E-04 | 4,380E-03
1mg/ml 2,519E-05| 2,016E-04| 5,152E-04 | 4,122E-03

Varianza Agrupada Tween 20 | 3,879E-04 | Tween 80 | 6,217E-04 | 0,02341

Como se puede observar en la Tabla 3.4, en el estandar BHT y en los extractos tanto
las varianzas individuales como las varianzas agrupadas de las absorbancias
obtenidas en el ensayo con Tween 20 fueron menores a las varianzas en el ensayo
con Tween 80; es decir que la dispersion de los datos de absorbancia con Tween 20
fueron menores y homogéneos con respecto al Tween 80. Asi también este analisis
conlleva a deducir que en el ensayo con Tween 20 provey0 resultados mas confiables

en cuanto a la reproducibilidad y repetitividad de las absorbancias.

De acuerdo a la Prueba F de las Varianzas nos indica que ciertamente existe una
diferencia estadisticamente significativa (p < 0,05) entre las varianzas o la medida de

dispersién de los datos entre los ensayos con el uso de un tensioactivo u otro.

3.1.5 Comparacion de la Actividad Antioxidante del Estandar BHT con respecto a
la Actividad Antioxidante determinada por un estudio de referencia.

Se realiz6 una comparacion de los resultados de actividad antioxidante obtenidos en
nuestro estudio con los resultados obtenidos por estudios de referencia que hayan
utilizado la técnica del blanqueo del B-caroteno tanto con Tween 20 y Tween 80. En
los estudios de referencia consultados no se encontraron resultados de actividad

antioxidante de los mismos extractos que fueron objeto de nuestro estudio, por lo que

nuestro punto de comparacion sera la actividad antioxidante del BHT que
generalmente se utiliza como estandar de referencia en esta técnica.
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Velioglu & Col, en su estudio “Antioxidant Activity and Total Phenolics in Selected
Fruits, Vegetables, and Grain Products” determinaron que la actividad antioxidante del
BHT como control positivo por medio del ensayo de BBC con Tween 20 a las
concentraciones de 50 y 100 ug / ml obteniendo porcentajes de AA de 84,3 % y 90,75
% respectivamente (1998). Para comparar dichos resultados con los de nuestro
estudio se determind la relacion existente entre los % AA de nuestro estudio con los de
la referencia a la misma concentracién; demostrando que la actividad antioxidante del
BHT en nuestro estudio son equivalentes en un 99 % a los resultados del estudio de

referencia. (Tabla 3.5)

Tabla 3.5 Comparacién % AA de BHT con un estudio de referencia.

Conc.
Estandar Promedio |% AA Relacion
BHT ug / % AA % AA Referencia | AA2/
ml (Tween 20) | (Tween 20) | (Tween 20) | AAl
91,148
91,484
100 91,334| 91,322 90,750 0,994
83,376
83,710
50 83,939| 83,675 84,300 0,993

Por otra parte, también se puede establecer la relacion entre ambos resultados al
realizar la grafica de % AA experimental vs % AA de referencia (Figura 3.5) y estimar
la pendiente m en la ecuacion de la recta, la cual si es lo més préxima al valor 1 nos
indica que los resultados son equivalentes entre si con el uso del Tween 20 como

tensioactivo en los ensayos de nuestro estudio como en los de referencia.

Relacion AA (Tween 20) - Tecnica de
Referencia

y =0,8435x + 13,724
RZ=1

92,000
90,000
88,000
86,000
84,000 &

82,000
82,000 84,000 86,000 88,000 90,000 92,000

% AA Tween 20 Experimental

——

% AA Tween 20 Referencia
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Figura 3.5 Relacién %AA BHT Tween 20 Experimental vs %AA Referencia.

Para la comparacion de nuestro estudio con el de referencia se consulté el Proyecto
de Investigacion realizado por Espinosa L. titulado “Bioactividad de extractos fenélicos
de la testa de J. curcas no toxica”; en el cual se determiné la actividad antioxidante de
dichos extractos y estandar BHT utilizando la técnica del blanqueo de (-caroteno con

Tween 80 obteniendo un IC50 para el BHT de 56 ug / ml.

Para el célculo del IC50 de BHT en nuestro estudio primero se debié establecer la
relacion existente entre la actividad antioxidante vs la concentracion del BHT (Figura
3.6), la cual indica que existe relacion logaritmica entre las dos variables. Asi se
graficé el logaritmo natural (Ln) de la concentracién de antioxidante frente al % AA y
mediante la estimacién lineal se interpola en la curva desde el 50 % de AA hacia el Ln
de la concentracion de BHT; por lo tanto, el valor del IC50 del BHT sera el exponente

de base (e) del valor interpolado (Figura 3.7).

Grafica %AA (Tween 80) vs Concentracion
BHT

y = 13,001In(x) + 10,941
R? = 0,9888

80
70
60
50 +—F———
40
30
20
10

%AA Tween 80

0 20 40 60 80 100 120
Conc. BHT ug / mL

Figura 3.6 Grafica %AA Tween 80 vs Concentracion BHT
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Gréfica %AA (Tween 80) - LN Conc. BHT

y =13,001x + 10,941

80 R%=0,9888

PNE=E
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Figura 3.7 Grafica %AA Tween 80 vs LN Concentracion de BHT.

IC 50 (Tween 80) ug /

ml Relacion IC501 / 1IC502
Experimental 20,085
Referencia 56 0,358

Una vez determinado el valor del IC50 del BHT (20,08 ug / ml) en nuestro estudio, se
realizé la relacién con el IC50 del BHT del estudio de referencia (56 ug / ml) indicando
que solo existe una equivalencia alrededor del 35 % entre los dos resultados

comparados.

Es asi que mediante todo el estudio estadistico realizado se comprobé que se prefiere
el uso del Tween 20 como emulgente o tensioactivo 6ptimo para conseguir la
estabilidad de la emulsién de betacaroteno en la técnica estandarizada y por ende la
obtencién de resultados reproducibles. Aquello se puede explicar teéricamente debido
a que la emulsiéon de betacaroteno formada para la aplicacion de la técnica es del tipo
aceite en agua O/A que para presentar estabilidad entre fases y un grado de
dispersion Optimos necesita de un tensioactivo con un caracter hidréfilo y un indice
HLB elevado. Asi el Tween 20 (Polioxietilen -20- sorbitan- monolaurato) posee un
indice HLB de 16,7 y una proporcion hidréfila del 84 % con respecto a la molécula total
mientras el Tween 80 (Polioxietilen -20- sorbitan — monooleato) tiene un indice HLB de

15,0 y un 78 % de hidrofilia (Faulli Trillo, 1993); por lo tanto, el Tween 20 posee las
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propiedades emulgentes idéneas para conseguir mejor estabilidad y dispersion de este

tipo de emulsiones.

3.2 APLICACION DE LA TECNICA BLANQUEAMINETO DE B - CAROTENO
ESTANDARIZADA EN EXTRACTOS LIPOFILICOS DE DIFERENTE FUENTE.

3.2.1 Actividad Antioxidante de Extractos Lipofilicos Almacenados y Frescos.

Una vez estandarizada la técnica se procedio a la aplicacién de la misma por triplicado
en varios extractos lipofilicos de diversa fuente entre ellos vegetales, plantas
medicinales y microalgas. 10 extractos en total fueron considerados para la aplicacién
de la técnica de entre ellos 4 ya se encontraban almacenados en el Laboratorio de
Fitoquimica y los 6 restantes fueron extraidos en el periodo de octubre — diciembre de
2016. Posterior a ellos se determind de cada réplica la actividad antioxidante de los

extractos lipofilicos a 4 concentraciones diferentes segun el apartado 2.3.4.7.1.

Para el célculo del IC50 (Concentracién del extracto o estandar a la cual se obtiene un
50 % de AA o Inhibicion del blanqueo de B-caroteno) de los extractos frescos y
almacenados en nuestro estudio se graficO el logaritmo natural (Ln) de la
concentracion del extracto frente al % AA (Anexo C) y mediante la estimacion lineal se
interpola en la curva desde el 50 % de AA hacia el Ln de la concentracion; por lo tanto,

el valor del IC50 del BHT sera el exponente de base (e) del valor interpolado.

Los resultados de IC50 y actividad antioxidante de los extractos lipofilicos

almacenados y frescos se muestran en la Tabla 3.6 y Tabla 3.7 respectivamente.

Tabla 3.6 Actividad Antioxidante de Extractos Lipofilicos AlImacenados.

Cdédigo del | Concentracién Promedio | Desviacion IC 50
Extracto del Extracto | %AA 1 | %AA 2 | %AA 3 %AA estandar o | mg/ml
100 ug / ml 91,148 | 91,484 | 91,334 91,322 0,168
BHT 50 ug / ml 83,376 | 83,710 83,939 83,675 0,283
25ug/ ml 67,669 | 67,496 | 66,962 67,376 0,369
12,5ug/ ml 39,572 | 39,924 | 39,704 39,734 0,178| 0,016
1mg/ml 90,459 | 90,955| 90,799 90,738 0,254
VG1 0,75 mg/ ml 81,173 | 82,529 | 81,884 81,862 0,678
0,5mg/ml 71,608 | 72,102 | 72,184 71,965 0,312 0,272
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0,25 mg / ml 48,852 | 50,195| 48,583 49,210 0,864
3mg/ml 69,568 | 69,024 | 69,109 69,234 0,293
PM 1 2mg/ ml 42,612 | 42,178 | 42,006 42,265 0,313
1mg/ml 20,290 | 20,051 | 20,545 20,295 0,247
0,5mg/ ml 11,692 11,683| 11,817 11,730 0,075| 2,225
2mg/ ml 84,893 | 84,579 | 84,298 84,590 0,298
PM 2 1,5mg/ ml 68,122 | 68,392 | 68,071 68,195 0,172
1mg/ml 53,410 | 53,806 | 52,669 53,295 0,577
0,5mg/ml 35,290 | 36,448 | 35,707 35,815 0,587| 0,818
4mg/ml 60,914 | 60,135| 60,862 60,637 0,435
MA 1 3mg/mi 53,544 | 53,137 | 53,515 53,399 0,227
2mg/ ml 32,004 | 31,774 | 32,611 32,130 0,432
1mg/ml 11,713 11,163 | 11,454 11,443 0,275| 2,857
Tabla 3.7 Actividad Antioxidante de Extractos Lipofilicos Frescos.
Codigo del | Concentracién Promedio | Desviacion IC 50
Extracto del Extracto %AA 1 | WAA 2 | WAA 3 %AA estandar ¢ | mg/ml
3mg/mi 76,733 | 76,281 | 76,678 76,564 0,247
VG 2 2mg/ml 69,507 | 69,175| 69,788 69,490 0,307
1mg/ml 60,753 | 60,186| 60,620 60,520 0,296
0,5mg/ml 47,613 | 47,315| 47,710 47,546 0,206 | 0,606
1mg/ml 90,575| 91,615| 91,192 91,127 0,523
VG 1 0,75mg/ ml 82,005| 82,674 | 82,390 82,356 0,336
0,5mg/ml 75,310 | 75,954 | 75,452 75,572 0,338
0,25 mg / ml 54,647 52,052 52,679 53,126 1,354 | 0,223
3mg/ml 70,280 | 69,937 | 70,511 70,243 0,289
PM 1 2mg/ml 56,475| 56,046 | 56,805 56,442 0,381
1mg/ml 22,330| 21,772| 21,473 21,858 0,435
0,5mg/ ml 12,281 | 12,854 | 12,521 12,552 0,288 | 1,733
2mg/mi 85,259 | 84,950| 85,103 85,104 0,154
PM 2 1,5mg/ml 73,224 | 73,293 | 72,963 73,160 0,174
1mg/ml 64,129 | 64,149| 64,092 64,123 0,029
0,5mg/ ml 41,869 | 42,227 | 42,372 42,156 0,259| 0,67
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4 mg/ml 62,552 | 62,616| 62,451 62,540 0,083

MA 1 3mg/mi 54,722 | 54,633 | 54,899 54,752 0,135
2mg/ mi 36,359 | 36,366 | 36,583 36,436 0,127
1mg/ml 14,108 | 14,082 | 14,777 14,322 0,394 2,71
4mg/ml 68,830 | 68,101 | 68,793 68,575 0,411

MA 2 3mg/mi 58,814 | 58,920 | 58,935 58,890 0,066
2mg/ mi 45,567 | 45,784 | 45,848 45,733 0,147
1mg/ml 28,612 | 28,688 | 28,622 28,640 0,041 | 2,225

Como se muestra en las Tablas 3.6 y 3.7 el promedio del porcentaje de actividad
antioxidante fue proporcional a la concentracion de los extractos, es decir mientras
aumenta la concentracion mayor sera la AA de la muestra. Lo expuesto se confirma en
el estudio “Antioxidant Activity and Total Phenolic Content of Gagea fibrosa and
Romulea ramiflora” de Mammadov, Illi & Erten, indica que el mecanismo de blanqueo
del B-caroteno es un fendbmeno mediado por radicales libres resultante de la formacion
de hidroperdxidos a partir de la oxidacion del &cido linoleico. En ausencia de
antioxidantes, el B-caroteno experimentara una rapida decoloracion. La adicién de los
extractos que contienen antioxidantes puede proteger la extensién del color naranja de
B-caroteno neutralizando los productos de hidroperéxido que se formaron a partir del
acido linoleico. Por lo tanto, los altos valores de concentracién del extracto indicaron

una actividad antioxidante mas alta (2011).

Considerando el valor IC50 de cada extracto se evidencia que mientras menor es el
IC50 del extracto mayor es su actividad antioxidante como se observa en las Tablas
3.6 y 3.7. Por lo que la capacidad antioxidante de los extractos almacenados
expresada en IC50 (mg / ml) decrece en el orden siguiente: BHT (0,016) > VG 1 (0,27)
>PM 2 (0,81) >PM 1 (2,22) > MA 1 (2,85); mientras que los extractos frescos siguen
el siguiente orden > VG 1 (0,22) > VG 2 (0,60) > PM 2 (0,67) > PM 1 (1,73) > MA 2
(2,22) > MA 1 (2,71) respectivamente. Asi se demuestra que el BHT posee la mayor
actividad antioxidante para neutralizar radicales libres debido a que es un antioxidante
puro; en caso de los extractos vegetales VG 1 (Pimiento rojo) y VG 2 (Zanahoria)
muestran una gran capacidad antioxidante por sus bajos valores de IC50, seguidos de
las plantas medicinales PM 2 y PM 1, para terminar con las microalgas MA 2 y MA 1
gque poseen las menores actividades antioxidantes del grupo de estudio. Benabdalah
et al en su estudio “Total phenolic content and antioxidant activity of six wild Mentha

species from northeast of Algeria” comprobaron que mediante el ensayo de BBC las
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especies de menta revelan mejores propiedades antioxidantes mientras menor es el
valor de su IC50 (2016).

Si se comparan los extractos almacenados disponibles con sus respectivos extractos
frescos (VG 1, PM 2, PM 1, MA 1) se observa que la actividad antioxidante es mayor
en los extractos frescos con respecto a los almacenados, lo cual puede explicarse por
la sensibilidad que tienen los antioxidantes de un extracto a ser oxidados por
diferentes factores tales como la luz UV, temperatura, etc. que pudieron intervenir en
el periodo de almacenamiento (Niki, 2010). Sin embargo, no se pudo determinar si
existe una diferencia significativa entre las actividades antioxidantes de un extracto
almacenado y un fresco debido a que como se indica en el apartado 2.3.1 los tiempos
de almacenamiento fueron diferentes en cada extracto por lo que no se demostrarian

resultados estadisticamente significativos.

3.3 CUANTIFICACION DE CAROTENOIDES TOTALES Y SU RELACION CON LA
ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EN EXTRACTOS LIPOFILICOS.

3.3.1 Carotenoides Totales Presentes en los Extractos Almacenados y Frescos.

La cuantificacion de carotenoides totales se realiz6 por triplicado segun el proceso
indicado en el apartado 2.3.4.8 tanto para los extractos en DCM almacenados y
frescos; considerando que en el mismo proceso de cuantificacion se realiz6 una
modificacion con la finalidad de separar del extracto la clorofila B y xantéfilas solubles
en solventes polares (Metanol) (Abril, Barcena, Galvan & Fernandez, 2011). Los
resultados de carotenoides totales expresados en ug / mg de extracto se demuestran

en la tabla 3.8 y 3.9 para extractos almacenados y frescos respectivamente.

Tabla 3.8 Carotenoides Totales en extractos lipofilicos almacenados.

Cédigo Carotenoides | Promedio de | Desviacié | C. Sin Promedio Desviaci
Del ug / mg CT ug/mg n Clorofila | de CT Sin on
Extracto estandar Bug/ Clorofila ug | estandar
o mg / mg o
VG 1 21,260 21,140 0,125 19,430 19,126 0,268
21,148 19,031
21,011 18,919

AUTORES: Claudia Daniela Ledn Garcia
Peter Xavier Reyes Zaquinaula Pagina 52



UNIVERSIDAD DE CUENCA

PM 2 4,284 4,270 0,016 2,983 2,960 0,025
4,272 2,964
4,253 2,933
PM 1 2,671 2,653 0,018 2,255 2,235 0,021
2,654 2,214
2,635 2,236
MA 1 2,239 2,232 0,008 1,351 1,358 0,020
2,233 1,380
2,223 1,342
Tabla 3.9 Carotenoides Totales en extractos lipofilicos frescos.
Cébdigo del | Carotenoides | Promedio | Desviacién | C. Sin Promedio | Desviacién
Extracto ug / mg de CT ug/ | estandar o | Clorofila | de CT Sin | estandar o
mg B ug / mg | Clorofila
ug / mg
VG 1 21,945 22,224 0,250 20,027 20,036 0,125
22,431 20,164
22,294 19,915
VG 2 7,056 7,247 0,215 7,043 7,226 0,222
7,479 7,473
7,205 7,162
PM 2 5,617 5,630 0,063 3,743 3,780 0,059
5,698 3,849
5,574 3,749
PM 1 3,086 3,006 0,084 2,722 2,731 0,008
2,918 2,738
3,015 2,732
MA 1 2,539 2,536 0,026 1,593 1,617 0,026
2,510 1,644
2,561 1,615
MA 2 3,153 3,179 0,029 2,918 2,923 0,026
3,211 2,950
3,172 2,899
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Como se muestra en la tabla 3.8 la concentracién de carotenoides que poseen los
extractos almacenados en ug/mg fueron VG 1 (19,12) > PM 2 (2,96) > PM 1 (2,23) >
MA 1 (1,35); en cuanto a los extractos frescos siguen el siguiente orden > VG 1 (20,03)
> VG 2 (7,22) > PM 2 (3,78) > PM 1 (2,73) > MA 2 (2,92) > MA 1 (1,61)
respectivamente. La secuencia de orden con respecto al contenido de carotenoides
coincide con la secuencia de actividad antioxidante de cada extracto; es decir a mayor
contenido de carotenoides de un extracto mayor serd la actividad antioxidante del
mismo, por lo que la relacidbn que existe entre el contenido de carotenoides y la

actividad antioxidante se muestra en el apartado 3.3.3.

3.3.2 Andlisis de Varianza ANOVA de dos Vias para el Contenido de
Carotenoides Totales con Clorofila B y sin Clorofila B.

Cada uno de los extractos fue sometido al proceso de cuantificacién de carotenoides
totales (Proceso 1) y al mismo tiempo a un posterior proceso de separacion de clorofila
B y xantéfilas (Proceso 2) que elimina la interferencia que puede provocar la clorofila
en las lecturas espectrofotométricas de los carotenoides; de tal manera se obtuvo
aparentemente dos resultados diferentes en cuanto a su contenido de carotenoides en
un proceso y otro (Tabla 3.9). La interferencia que produce la clorofila en las lecturas
espectrofotométricas para la cuantificacion de carotenoides se debe a que ésta
presenta picos de absorcion maximos a la misma longitud de onda (450 nm) a la que
los carotenoides tienen su maximo de absorbancia en el espectro electromagnético
(Abril, Barcena, Galvan & Fernandez, 2011).

Para determinar si en realidad existe diferencias significativas entre el contenido de
carotenoides por la aplicacion del Proceso 1 y el Proceso 2 se realizdé un andlisis de
varianza ANOVA de dos vias considerando los resultados obtenidos en los 2 procesos

para las diferentes muestras (Tabla 3.10)

Tabla 3.10 ANOVA de Carotenoides Totales.

ANALISIS DE VARIANZA

Valor critico

Origen de las variaciones F Probabilidad para F
Muestra 19712,4728 1,5707E-42 2,62065415
Carotenoides Proceso 476,255605 2,4512E-17 4,25967727
Interaccion 77,8754392 4,8977E-14 2,62065415
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En el analisis de varianzas de dos vias se toma en consideracion el origen de las
variaciones de acuerdo a dos factores: por un lado, segun el proceso de cuantificacion
existe diferencias significativas en el contenido de carotenoides en los extractos entre
los dos procesos. Considerando la otra variable también el ANOVA nos indica que hay
diferencia significativa en los carotenoides entre un tipo de muestra y otra; indicando

que los resultados son estadisticamente significativos (p < 0,05).

Ademas, en el andlisis se muestra que existe interaccidon entre los 2 factores (p <
0,05), esto es que tanto el proceso como el tipo de muestra influyen al mismo tiempo
en la determinacion de los carotenoides totales presentes en un extracto. Asi por
ejemplo en la figura 3.8 y 3.9 se observa que en el caso de las plantas medicinales
PM 1y PM 2y microalga MA 1 hay una disminucién considerable en el contenido de
carotenoides entre el proceso 1y el proceso 2 ya que son organismos fotosintéticos y
por ende la clorofila presente en el extracto fue separada en parte (Clorofila b)
mediante el proceso 2. En el caso del extracto del pimiento rojo VG 1 también existe
reduccion en la concentracion de carotenoides en el Proceso 2 debido a su contenido
en carotenos y xantinas parte de estas ultimas fueron solubles en metanol usado en el
Proceso 2. Sin embargo, en cuanto al extracto de zanahoria VG 2 no se evidencio
disminucién en el contenido de carotenoides en el proceso en cuanto que esta es rica
en [B-caroteno un carotenoide apolar que es insoluble en metanol (Burgos &
Calderdn, 2009). Por lo tanto, la concentracion de carotenoides en los 2 procesos
depende del tipo de muestra analizado en cuanto a su contenido en clorofila y al tipo

de carotenoides (carotenos y xantdfilas).

Carotenoides Carotenoides
Cdédigo Extracto | Proceso 1 |ug/mg Proceso 2 |ug/mg
VG 1 1 22,224 1 20,036
PM 2 2 5,630 2 3,780
VG 2 3 7,247 3 7,226
MA 2 4 3,179 4 2,923
PM 1 5 3,006 5 2,731
MA 1 6 2,536 6 1,617
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Gréfica de Interaccion para Carotenoides en los
2 Procesos de Cuantificacion
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Figura 3.8 Interaccién entre el Contenido de Carotenoides de Extractos lipofilicos segun los
Proceso de Cuantificacion.

Carotenoides Carotenoides
Cdédigo Extracto | Proceso 1 |ug/mg Proceso 2 |ug / mg
VG 1 1 22,224 2 20,036
PM 2 1 5,630 2 3,780
VG 2 1 7,247 2 7,226
MA 2 1 3,179 2 2,923
PM 1 1 3,006 2 2,731
MA 1 1 2,536 2 1,617
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Figura 3.9 Contenido de Carotenoides de Extractos lipofilicos en el Proceso 1 vs Proceso 2.

3.3.3 Relacion entre el Contenido de Carotenoides y la Actividad Antioxidante de

Extractos Lipofilicos.

Con el fin de determinar la relaciébn que existe entre la actividad antioxidante de un
extracto lipofilico y el contenido de carotenoides del mismo se graficaron curvas del %
de AA a la concentracion de 1mg / ml de extracto vs el contenido de carotenoides
expresados en ug / mg Figura 3.10 y 3.11 para extractos lipofilicos almacenados y

frescos respectivamente.
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Figura 3.11 Curva %AA vs Carotenoides Totales Extractos Frescos.

Tal como se muestran en las Figuras 3.10 y 3.11 la actividad antioxidante vs la
concentracion de carotenoides en los extractos lipofilicos siguen una relacion
logaritmica R2 = 0,9839 en los dos casos tanto para extractos almacenados como para
extractos frescos; esto quiere decir que la actividad antioxidante serd mayor mientras
que el extracto en analisis tenga mayor contenido de carotenoides, hasta que el % AA
llegue a su valor maximo (100 %) en la curva se forma una meseta y la AA no

aumentard incluso si un extracto posee mayor cantidad de carotenoides.

Con el analisis de regresion realizado entre % AA vs Contenido de Carotenoides, se
determiné mediante el coeficiente de correlacion R, que la actividad antioxidante
presentan una relacion positiva en funcién de los carotenoides presentes en los
extractos, es decir que, a medida que aumentan los carotenoides los valores de AA
también aumentan y todos son estadisticamente significativos (p < 0,05). Esto sugiere
que el contenido de carotenoides puede jugar un importante rol en la actividad

antioxidante de los extractos lipofilicos.

Tabla 3.11 Regresién % AA vs Contenido de Carotenoides de extractos lipofilicos.

Cdédigo Carotenoides %AA Coeficiente de
Extracto ug / mg img / ml correlacion P
multiple R
VG 1 20,036 91,126 0,9667 0,0072
PM 2 3,780 42,156
VG 2 7,226 60,520
MA 2 2,923 28,640
PM 1 2,731 21,858
MA 1 1,617 14,322

Lo expuesto en nuestro estudio se relaciona con otros estudios en los cuales sus
autores relacionan el contenido de carotenoides en diferentes plantas, con la actividad
antioxidante que éstas llevan a cabo, es asi que podemos destacar hallazgos

importantes en estos estudios entre los que se encuentran:

Burgos & Calderon, en su tesis titulada “Determinacion del Contenido de Carotenoides
Totales y Actividad Antioxidante en Ocho Especies De Frutas Y Verduras
Comercializadas en la Zona Metropolitana de San Salvador” sostienen que los
carotenoides presentes en los extractos de vegetales como pimiento y zanahoria

pueden reducir el grado de destruccion de B-caroteno neutralizando los radicales libres
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de linoleato y otros radicales libres formados en el sistema en la técnica del blanqueo
de B-caroteno (2009).

Barros et al en su estudio “Total phenols, ascorbic acid, betacarotene and lycopene in
Portuguese mushrooms and their antioxidant activities” indican que los diferentes
valores de AA obtenidos con cada extracto se pueden atribuir a su diferente
composicion quimica (2007). Por lo tanto, la actividad antioxidante de un extracto no
puede predecirse sobre la base de su contenido total de fenoles y carotenoides. De lo
contrario, la sinergia de compuestos carotenoides, entre si y otros componentes
presentes en un extracto, puede contribuir a la actividad antioxidante globalmente
observada. Ordofiez et al mientras tanto recomienda que se deberia tomar en
consideracién que la capacidad antioxidante puede ser atribuida a la estructura de
cada compuesto antioxidante, asi como al efecto de sinergia o antagonismo entre los

metabolitos presentes el en extracto crudo (2006).
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CAPITULO IV

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 CONCLUSIONES

Se realiz6 la estandarizacién de la técnica de blanqueamiento de B-caroteno en
la cual se introdujo como variable el uso de tensioactivos diferentes (Tween 20
y Tween 80); es asi que usando un estandar BHT se comprob6 que los
resultados de actividad antioxidante son diferentes al utilizase un tensioactivo u
otro como indica el analisis estadistico t de student y ANOVA, en los cuales el
valor de p es menor que el nivel de significancia (0,05) en todos los casos, por
lo tanto, se pudo rechazar la hipétesis nula y decir que si existe diferencia
estadisticamente significativa entre la actividad antioxidante utilizando Tween
20y Tween 80.

Por otro lado después de realizar el analisis de las varianzas individuales y
agrupadas de la absorbancia con Tween 20 y Tween 80, podemos decir que
hay una diferencia estadisticamente significativa entre las varianzas al utilizar
los dos tensioactivos y que también existe menor variabilidad de resultados al
utilizar Tween 20, por lo tanto, el ensayo realizado con este tensioactivo
proveyo resultados con mejor reproducibilidad y repetitividad al tener un menor

indice de dispersion entre absorbancias.

Ademas se realiz6 una comparacion de los resultados obtenidos en nuestro
estudio del estandar (BHT) utilizando la misma técnica , demostrandose que la
actividad antioxidante al utilizar Tween 20 es semejante en un 99% al estudio
de referencia, mientras que usando Tween 80 solo presenté una equivalencia
de aproximadamente un 35 % con respecto al estudio consultado en la
bibliografia. Al final de todo este analisis estadistico se concluyé que el

tensioactivo ideal a utilizarse en la técnica de blanqueamiento de B-caroteno es
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el Tween 20, que debido a sus propiedades emulgentes se consiguidé mejor

estabilidad y grado de dispersion de la emulsion formada en la técnica.

— Se aplicd la técnica estandarizada a diez extractos, cuatro extractos
almacenados en el laboratorio de Fitoquimica del Proyecto de Plantas
Medicinales VLIR-IUC (VG 1, PM 1, PM 2 Y MA 1) y a seis extractos frescos
obtenidos en el mismo laboratorio (VG 1, VG 2, PM 1, PM 2, MA 1y MA 2), asi
la actividad antioxidante de estos extractos y sus respectivos IC50 revelaron
que en los extractos almacenados la actividad antioxidante es menor que los
extractos frescos, lo que nos indica una disminucién del poder antioxidante de
los extractos almacenados con el paso del tiempo, ademas que se corroboré
segun los resultados que los vegetales presentaron un elevado contenido de
carotenoides y alto poder antioxidante, teniendo como mayores exponentes al
pimiento rojo y la zanahoria. De esta manera se comprobd que la técnica
estandarizada es aplicable a varios extractos de diferente fuente vegetal

extendiendo asi el campo de estudio.

— Se realizé la cuantificacién de carotenoides totales en los extractos analizados
y los resultados demostraron una relacion logaritmica con respecto a la
actividad antioxidante R2 = 0,9839, lo que significa que la actividad
antioxidante sera mayor mientras la muestra tenga un mayor contenido de
carotenoides que se resume en que la actividad antioxidante tiene una relacion

positiva con el contenido total de carotenoides.

4.2 RECOMENDACIONES

Tomar este trabajo de investigacion como punto de partida para futuros proyectos en
los cuales se analice los resultados de actividad antioxidante con la técnica del
blanqueamiento del B-caroteno considerando otras variables como la temperatura 'y pH
gue pueden causar inestabilidad de la emulsién al momento de la aplicacion de la

técnica.
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ANEXOS

Anexo A: Preparacion de las Soluciones Estandar de BHT.

1. Pesar aproximadamente 1 mg de BHT en una Balanza Analitica con 0,1 mg de
precision.
2. Diluir el BHT pesado en 2 mL de una mezcla de solventes Metanol — DCM (95:5)

para obtener una solucién madre de 500 ug / mL

3. Realizar los célculos y soluciones correspondientes a las concentraciones de 100,
50, 25y 12,5 ug / mL de BHT en Metanol — DCM (95:5), a partir de las siguientes

féormulas:

Factor de Dilucion.

FD = Ci (Conc.inicial solucion)
B Cf (Conc.Final)

Volumen de Alicuota a tomar de la solucién estandar.

_ Vf (Vol.Final Solucion)

VA =
FD (Factor de Dilucion)

a) Solucion estandar BHT 100 ug / mL

500 ug/mL
FD=—7 2=
100 ug/mlL
3mL
VA = — = 0,6 mL

Se toma una alicuota de 0,6 mL de la solucién 500 ug / mL y se agrega 2,4 mL de la
mezcla Metanol — DCM (95:5) para obtener un volumen final de 3 mL de solucién final
100 ug / mL.

b) Solucion estandar BHT 50 ug / mL
_ 100 ug/mL
~ 50ug/mL

3mL
VA:T=1,5mL

Se toma una alicuota de 1,5 mL de la solucién 100 ug / mL y se agrega 1,5 mL de la
mezcla Metanol — DCM (95:5) para obtener un volumen final de 3 mL de solucion final
50 ug / mL.
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c) Solucion estandar BHT 25 ug / mL

_50ug/mL
"~ 25ug/mL

3mL
VA=T=1,5mL

FD

Se toma una alicuota de 1,5 mL de la solucion 50 ug / mL y se agrega 1,5 mL de la
mezcla Metanol — DCM (95:5) para obtener un volumen final de 3 mL de solucion final
25 ug/ mL.

d) Solucion estandar BHT 12,5 ug / mL
_25ug/mL
"~ 12,5ug/mL

3mL
VA=T=1,5mL

FD

Se toma una alicuota de 1,5 mL de la solucion 25 ug / mL y se agrega 1,5 mL de la
mezcla Metanol — DCM (95:5) para obtener un volumen final de 3 mL de solucion final
12,5ug / mL.

Anexo B: Diluciones de las Fases Etéreas en la Cuantificacion de Carotenoides.
Una vez obtenida la fase etérea se prosiguié de la siguiente manera las diluciones en

éter de petréleo.

Cddigo de | Diluciones de la Fase Etérea

Extracto

VG 1 5mg/ mL 25mg/mL | 125mg/mL |0,62mg/mL | 0,31 mg/mL
VG 2 5mg/ mL 25mg/mL | 1,25mg/mL | 0,62 mg/mL

PM1 5mg/ mL 25mg/mL | 1,25 mg/ mL

PM 2 5mg/ mL 25mg/mL | 1,25mg/mL | 0,62 mg/mL

MA 1 5mg/ mL 25mg/mL | 1,25mg/ mL

MA 2 5mg/ mL 25mg/mL | 1,25 mg/ mL
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Anexo C: Datos y Célculo de la Actividad Antioxidante del Estandar BHT y Extractos Lipofilicos en la Estandarizacion de la Técnica
de Blanqueamiento del Betacaroteno con el Uso de Tween 20 o Tween 80.

a) Estandar BHT.

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE BHT - TWEEN 20

Estandar |Abs Abs Abs

BHT ug /|estandar Estandar Abs Control DR DR Promedio | Desv.
ml BHT 0 BHT 60min | Control 0 | 60min estandar |control |% AA %AA Estandar
1001 0,145 0,131 0,148 0,047 0,0017 0,0191 91,1482

100 2 0,143 0,138 0,147 0,048 0,0016 0,0187 91,4843

100 3 0,144 0,131 0,146 0,045 0,0016 0,0182 |91,3338 |91,3221 0,1684
501 0,144 0,116 0,148 0,047 0,0032 0,0191 |83,3758

502 0,144 0,12 0,147 0,048 0,0030 0,0187 |83,7101

503 0,143 0,12 0,146 0,045 0,0029 0,0182 |83,9389 |83,6750 0,2832
251 0,142 0,094 0,148 0,047 0,0062 0,0191 |67,6688

252 0,141 0,098 0,147 0,048 0,0061 0,0187 |67,4962

253 0,142 0,099 0,146 0,045 0,0060 0,0182 |66,9617 |67,3756 0,3687
1251 0,142 0,071 0,148 0,047 0,0116 0,0191 |39,5721

12,52 0,143 0,073 0,147 0,048 0,0112 0,0187 |39,9244

12,53 0,141 0,073 0,146 0,045 0,0110 0,0182 |39,7043 |39,7336 0,1780
ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE BHT - TWEEN 20

Estandar

BHTug/ml [% AA 15 |% AA 30" |% AA 45 | % AA 60

1001 93,306 91,550 90,721 90,462

100 2 93,030 91,359 90,570 90,358
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100 3 93,664 91,680 90,873 90,636
501 82,849 80,731 80,605 82,470
502 82,137 80,285 81,582 82,265
50 3 83,540 80,756 80,646 81,630
251 64,559 65,168 62,384 65,365
252 63,609 64,877 62,312 63,336
253 62,155 64,934 62,141 65,177
1251 44,580 41,044 40,759 39,944
1252 43,525 41,032 41,156 39,363
1253 43,443 41,547 41,321 39,249
ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE BHT - TWEEN 80

Abs
Estandar | Abs Estandar Abs
BHT ug /|estdndar |BHT Abs Control DR DR Promedio Desviacion
ml BHT 0 60min Control 0 | 60min estandar | control % AA % AA estandar o
1001 0,156 0,108 0,154 0,048 0,0056 0,0194 70,8063
100 2 0,154 0,11 0,153 0,047 0,0056 0,0196 71,4924
100 3 0,156 0,111 0,152 0,043 0,0056 0,0192 70,4752 | 70,9246 0,5188
501 0,153 0,096 0,154 0,048 0,0077 0,0196 60,0180
502 0,151 0,092 0,153 0,047 0,0075 0,0196 61,6254
50 3 0,151 0,096 0,152 0,043 0,0075 0,0192 60,7061 |60,7832 0,8064
251 0,153 0,086 0,154 0,048 0,0090 0,0194 53,5234
252 0,154 0,094 0,153 0,047 0,0087 0,0196 55,4268
253 0,152 0,09 0,152 0,043 0,0087 0,0192 54,5345 | 54,4949 0,9523
1251 0,151 0,077 0,154 0,048 0,0112 0,0194 42,2283
1252 0,15 0,072 0,153 0,047 0,0108 0,0196 445961 |42,9814 1,3994
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1253  |o152  |oo78  |o152  |0,043  |oo0111  |00192 |42,1199
ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE BHT - TWEEN 80
Eﬁ?”udga; o |%AALS | %AASD % AA4S | % AA GO
1001 76,578 75,585 74,069 70,806
100 2 77,265 | 76,981 75,009 71.492
100 3 76,055 | 75,908 74,566 70.475
501 66,805 66,277 64,557 60,018
50 2 67,765 | 67,675 65,525 61625
503 65,597 66,363 64,710 60,706
251 57,305 | 56,496 52,474 53523
252 56,326 | 55,522 50,792 55.426
253 56,050 56,909 51,761 54,534
12,51 43528 41,814 43,769 42,228
1252 45,521 40,030 45,205 44,596
12,53 46,053 | 41,442 42,618 42,119

b) Extracto VG 1 PIMIENTO ROJO

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EXTRACTO DCM PIMIENTO ROJO
Extr. Abs
P.Rojo mg | Abs P. | Abs P. | Abs Control DR Promedio | Desviacion
/ ml Rojo Omin | Rojo 60min | Control 0 | 60min estandar DR control | % AA X estandar o
1 0,834 0,723 0,157 0,049 0,0024 0,0194 87,7344
1 0,875 0,762 0,155 0,051 0,0023 0,0185 87,5605 87,6984 |0,1239
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1 0,912 0,786 0,159 0,047 0,0025 0,0203 87,8004
0,75 0,687 0,551 0,157 0,049 0,0037 0,0194 81,0551
0,75 0,755 0,606 0,155 0,051 0,0037 0,0185 80,2233
0,75 0,772 0,611 0,159 0,047 0,0039 0,0203 80,8093 80,6959 10,4273
0,5 0,542 0,382 0,157 0,049 0,0058 0,0194 69,9555
0,5 0,574 0,409 0,155 0,051 0,0056 0,0185 69,5111
0,5 0,58 0,406 0,159 0,047 0,0059 0,0203 70,7345 70,0671 |0,6193
0,25 0,353 0,203 0,157 0,049 0,0092 0,0194 52,4863
0,25 0,351 0,208 0,155 0,051 0,0087 0,0185 52,9284
0,25 0,362 0,2 0,159 0,047 0,0099 0,0203 51,3170 52,2439 10,8326

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EXTRACTO DCM PIMIENTO

ROJO

Extr. P.Rojo|%AA 15" |%AA30" |%AA45 | %AA 60
mg / ml

1 94,788 98,945 90,147 87,734
1 95,015 98,948 89,354 87,561
1 93,919 98,935 89,737 87,800
0,75 88,305 99,151 80,587 81,055
0,75 87,970 99,147 81,934 80,223
0,75 87,847 99,146 81,968 80,809
0,5 83,885 99,404 74,811 69,956
0,5 83,647 99,402 74,854 69,511
0,5 84,036 99,405 73,355 70,735
0,25 70,867 99,647 58,768 52,486
0,25 70,565 99,646 57,816 52,928
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0,25 70570  |99646  |58168  |51,317 |
ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EXTRACTO DCM PIMIENTO ROJO- TWEEN 80
Extr. Abs P. Abs
P.Rojo Abs P. | Rojo Abs Control DR Promedio | Desviacion
mg / ml Rojo Omin | 60min Control 0 | 60min estdndar | DR control | % AA X estandar o
1 0,939 0,88 0,174 0,04 0,0011 0,0245 95,5860
1 0,948 0,872 0,175 0,036 0,0014 0,0264 94,7153
1 0,942 0,865 0,173 0,043 0,0014 0,0232 93,8743 94,7252 10,8559
0,75 0,752 0,631 0,174 0,04 0,0029 0,0245 88,0674
0,75 0,759 0,646 0,175 0,036 0,0027 0,0264 89,8055
0,75 0,742 0,651 0,173 0,043 0,0022 0,0232 90,6012 89,4914 |1,2958
0,5 0,552 0,423 0,174 0,04 0,0044 0,0245 81,8950
0,5 0,554 0,407 0,175 0,036 0,0051 0,0264 80,4997
0,5 0,542 0,401 0,173 0,043 0,0050 0,0232 78,3560 80,2502 |1,7826
0,25 0,389 0,225 0,174 0,04 0,0091 0,0245 62,7610
0,25 0,377 0,227 0,175 0,036 0,0085 0,0264 67,9184
0,25 0,372 0,22 0,173 0,043 0,0088 0,0232 62,2678 64,3158 |3,1297
ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EXTRACTO DCM PIMIENTO ROJO
TWEENS8O0
Extr. P.Rojo
mg / ml % AA 15' % AA 30" | % AA 45 | % AA 60
1 99,339 97,643 96,091 95,586
1 98,534 95,689 95,323 94,715
1 98,884 94,966 94,279 93,874
0,75 84,802 85,586 86,801 88,067
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0,75 86,147 88,960 89,484 89,805
0,75 91,169 90,279 90,813 90,601
0,5 81,498 81,624 82,421 81,895
0,5 81,910 81,891 82,095 80,500
0,5 76,167 69,821 74,278 78,356
0,25 68,153 66,390 64,228 62,761
0,25 75,413 73,335 67,577 67,918
0,25 66,458 64,113 62,459 62,268

c) Extracto VG 3 PIMIENTO VERDE

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EXTRACTO DCM PIMIENTO VERDE-TWEEN 20

Extr. Abs P.|Abs P. Abs

P.Verde Verde 0 |Verde Abs Control DR DR | Desviacion
mg / ml min 60 min | Control 0 |15 min estandar control % AA Promedio X |estdndar o
3 0,721 0,514 0,174 0,037 0,0056 0,0258 78,1404

3 0,72 0,522 0,173 0,037 0,0054 0,0257 79,1501

3 0,725 0,525 0,175 0,038 0,0054 0,0255 78,8650 78,7185 0,5205

2 0,483 0,271 0,174 0,037 0,0096 0,0258 62,6714

2 0,491 0,273 0,173 0,037 0,0098 0,0257 61,9436

2 0,48 0,268 0,175 0,038 0,0097 0,0255 61,8387 62,1512 0,4535

1 0,338 0,174 0,174 0,037 0,0111 0,0258 57,1104

1 0,335 0,176 0,173 0,037 0,0107 0,0257 58,2691

1 0,331 0,176 0,175 0,038 0,0105 0,0255 58,6410 58,0068 0,7983
0,5 0,255 0,107 0,174 0,037 0,0145 0,0258 43,9045

0,5 0,257 0,106 0,173 0,037 0,0148 0,0257 42,5796

0,5 0,253 0,105 0,175 0,038 0,0147 0,0255 42,4156 42,9666 0,8164
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ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EXTRACTO DCM PIMIENTO
VERDE-TWEEN 20
Extr. P. Verde
mg / ml % AA 15 |% AA 30" |% AA 45 | % AA 60
3 90,231 85,438 81,102 78,140
3 91,670 85,527 80,470 79,150
3 90,597 84,848 80,966 78,865
2 86,926 79,158 70,433 62,671
2 87,244 80,100 70,393 61,944
2 87,366 79,827 70,088 61,839
1 75,978 70,788 62,907 57,110
1 75,289 70,728 62,375 58,269
1 75,458 70,708 61,205 58,641
0,5 68,343 63,876 58,435 43,905
0,5 68,848 63,566 58,217 42,580
0,5 68,140 62,599 58,409 42,416
ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EXTRACTO DCM PIMIENTO VERDE-TWEEN 80
Extr. Abs P. | Abs P. Abs
P.Verde Verde O|Verde 60 |Abs Control 60| DR Promedio | Desviacion
mg / ml min min Control 0 | min estandar DR control | % AA X estandar o
3 0,619 0,441 0,17 0,047 0,00557003 | 0,02142751 | 74,0052214
3 0,614 0,447 0,167 0,05 0,00529061 | 0,02009951 | 73,6779421
3 0,612 0,441 0,17 0,048 0,00546146 | 0,02107662 | 74,0876108 | 73,9236 |0,2167
2 0,44 0,262 0,17 0,047 0,0086405 |0,02142751 |59,6756593 59,3386 |1,3085
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2 0,437 0,263 0,167 0,05 0,00846299 | 0,02009951 | 57,8945726
2 0,437 0,268 0,17 0,048 0,00833672 | 0,02107662 | 60,4456439
1 0,313 0,150 0,17 0,047 0,01160579 | 0,02142751 | 45,8369906
1 0,316 0,156 0,167 0,05 0,01176477 | 0,02009951 | 41,4673886
1 0,315 0,159 0,17 0,048 0,01160545 | 0,02107662 | 44,9368772 | 44,0804 |2,3073
0,5 0,234 0,109 0,17 0,047 0,01335601 | 0,02142751 | 37,6688644
0,5 0,232 0,100 0,167 0,05 0,01353347 | 0,02009951 | 32,6676584
0,5 0,231 0,106 0,17 0,048 0,01330045 | 0,02107662 | 36,894794 | 35,7438 |2,6920

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EXTRACTO DCM PIMIENTO

VERDE-TWEEN 80

Extr. P.Verde
mg / ml % AA 15" |% AA 30" |% AA 45 | % AA 60'
3 88,321 86,546 81,575 74,005
3 86,192 87,035 81,686 73,678
3 87,780 86,510 79,461 74,088
2 82,659 83,602 70,077 59,676
2 81,523 84,338 70,074 57,895
2 85,875 82,842 67,663 60,446
1 77,922 71,821 62,377 45,837
1 72,760 70,485 61,968 41,467
1 71,544 70,709 59,273 44,937
0,5 57,882 51,358 43,555 37,669
0,5 54,138 52,389 44,042 32,668
0,5 60,716 47,984 42,540 36,895
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d) Extracto PM 1 CARNE HUMANA

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE PM 1 HOJAS - TWEEN 20

PM 1 mg/|Abs PM 1|Abs PM 1 |Abs étc;itrol DR Promedio | Desviacién

ml Omin 60min Control 0 | 60min estandar | DR control | % AA %AA estandar o

3 0,652 0,481 0,15 0,06 0,0050 0,0153 67,4820

3 0,654 0,485 0,151 0,062 0,0050 0,0148 66,4147

3 0,655 0,487 0,153 0,063 0,0049 0,0148 66,5987 66,8318 0,5706

25 0,542 0,364 0,15 0,06 0,0066 0,0153 56,5518

25 0,544 0,367 0,151 0,062 0,0066 0,0148 55,7839

25 0,545 0,369 0,153 0,063 0,0065 0,0148 56,0478 56,1278 0,3901

2 0,477 0,285 0,15 0,06 0,0086 0,0153 43,7922

2 0,474 0,288 0,151 0,062 0,0083 0,0148 44,0264

2 0,474 0,289 0,153 0,063 0,0082 0,0148 44,2377 44,0187 0,2229

1 0,264 0,122 0,15 0,06 0,0119 0,0153 21,8439

1 0,262 0,131 0,151 0,062 0,0116 0,0148 22,1310

1 0,262 0,13 0,153 0,063 0,0117 0,0148 21,0180 21,6643 0,5779
ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE PM 1 HOJAS - TWEEN 20

PM1mg/ml % AA 15 | % AA 30" |% AA 45 | % AA 60

3 76,638 74,222 71,467 67,482

3 76,383 74,719 70,474 66,415

3 77,615 73,030 70,527 66,599

25 72,492 62,090 58,674 56,552
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25 72,235 62,162 56,662 55,784
2,5 72,176 60,739 56,039 56,048
2 59,645 54,151 49,876 43,792
2 59,549 55,921 51,175 44,026
2 58,896 53,066 50,319 44,238
1 48,051 37,359 33,065 21,844
1 50,686 39,356 34,403 22,131
1 48,173 34,772 31,772 21,018

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE PM 1 HOJAS - TWEEN 80 ENSAYO 1

Abs

PM 1 mg /|{AbsPM1|Abs PM 1|Abs Control DR Promedio | Desviacion
ml Omin 60min Control 0 | 60min estandar DR control | % AA %AA estandar o
3 0,643 0,431 0,198 0,068 0,0067 0,0178 62,5700
3 0,643 0,432 0,195 0,069 0,0066 0,0173 61,7170
3 0,649 0,436 0,194 0,07 0,0066 0,0170 60,9766 61,7545 0,7974
2,5 0,556 0,335 0,198 0,068 0,0084 0,0178 52,5957
2,5 0,553 0,333 0,195 0,069 0,0085 0,0173 51,1773
2,5 0,553 0,332 0,194 0,07 0,0085 0,0170 49,9469 51,2400 1,3255
2 0,455 0,229 0,198 0,068 0,0114 0,0178 35,7596
2 0,452 0,220 0,195 0,069 0,0116 0,0173 32,8534
2 0,451 0,228 0,194 0,07 0,0114 0,0170 33,0835 33,8988 1,6156
1 0,297 0,111 0,198 0,068 0,0158 0,0178 11,2242
1 0,292 0,118 0,195 0,069 0,0151 0,0173 12,7851
1 0,292 0,119 0,194 0,07 0,0150 0,0170 11,9420 11,9838 0,7813
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ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE PM 1 HOJAS - TWEEN 80
PM 1 mg/mi % AA 15 | % AA 30" | % AA 45 | % AA 60
3 69,626 66,800 63,422 62,570
3 70,204 68,346 65,403 61,717
3 62,640 66,953 62,473 60,977
2,5 55,220 54,932 48,839 52,596
2,5 53,898 57,024 52,898 51,177
2,5 54,975 58,878 48,840 49,947
2 46,319 42,776 36,010 35,760
2 41,805 43,683 39,377 32,853
2 42,006 43,710 36,518 33,084
1 20,232 17,365 12,553 11,224
1 19,601 16,903 14,742 12,785
1 21,735 20,818 13,477 11,942

Anexo D Gréficas para el Calculo del IC50 de BHT y Extractos Lipofilicos Almacenados y Frescos.
EXTRACTOS ALMACENADOS
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a) Estandar BHT

9%AA BHT - Concentracion del Estandar %AA BHT vs Ln Concentracion del Estandar
120 110
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100 90 P -
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70
= 60 Z 60 b~
3 < 50 =
X x 40 2
X 40 2
20 20
10
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0 20 40 60 80 100 120 0 1 2 3 4 5
Conc. BHT ug/ml |V =24,679In(x) - 17,467 LN Conc. BHT ¥ =24,679x- 17,467
R?=0,9358 R?=0,9358

b) Extracto VG 1 PIMIENTO ROJO.
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c) Extracto PM 1 CARNE HUMANA
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d) Extracto PM 2 HIERBA DEL INFANTE
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e) Extracto MA 1 MICROALGA VERDE
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%AA MA 1 vs Concentracidon Extracto
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EXTRACTOS FRESCOS
a) Extracto VG 2 ZANAHORIA

AUTORES: Claudia Daniela Leon Garcia
Peter Xavier Reyes Zaquinaula

Pagina 83



UNIVERSIDAD DE CUENCA

100
80
60
40

%AA VG 2

20

%AA VG 2 vs Concentracion de Extracto

—
/’(
0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5
Conc. mg/mL y = 15,824In(x) + 59,184
R?=0,9943

%AA VG 2 vs Ln Concentraciéon Extracto

%AA VG 2

BN W st 00w
OO O DO O PO 0D

-04 -0,2 0 0,2 0,4 0,6 0,8

1 1,2

Ln Conc. y = 15,824x + 59,184

R?=0,9943

b) Extracto VG 1 PIMIENTO ROJO
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%AA PM 1 vs Concentraciéon del Extracto. %AA PM 1 vs Ln Concentracidn Extracto
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e) Extracto MA 1 MICROALGA SCENEDESMUS

%AA MA 1 vs Concentracion del Extracto %AA MA 1 vs Ln Concentracion Extracto
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