EXTRACCION, IDENTIFICACION, CUANTIFICACION Y DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD
ANTIOXIDANTE DE LOS CAROTENOIDES PRESENTES EN LAS FLORES DE SENNA
MULTIGLANDULOSA A TRAVES DE CUATRO METODOS DE EXTRACCION.

Resumen

En la presente investigacion se determiné el mejor método de extraccion de carotenoides
presentes en los pétalos de Senna Multiglandulosa; para posteriormente determinar su capacidad
antioxidante. Para esto se secd y pulverizd el material vegetal;, se probaron 4 métodos de
extraccion con solventes organicos; la identificacién de los mismos fue realizada por medio de
T.L.C, su cuantificacién mediante H.P.L.C, y finalmente determiné su potencial antioxidante con el
uso del reactivo D.P.P.H.
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Abstract

In this study the best method for carotenoids extraction from Senna Multiglandulosa’s petals is
determined, to subsequently determine its antioxidant capacity. For this purpose the samples were
dried and pulverized; then four extraction methods were tested using organic solvents; their
identification was performed with T.L.C; its cuantification with H.P.L.C, and finally the determination
of their antioxidant potential was done with the D.P.P.H reagent.
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INTRODUCCION
Los carotenoides, conocidos también como tetraterpenoides, son pigmentos de cuarenta atomos
de carbono derivados biosintéticamente a partir de dos unidades de geranil-geranil-pirofosfato. Su
estructura de enlaces dobles y simples determina que funciones biolégicas pueda tener, como
absorber excesos de energia de otras moléculas o dar lugar a un efecto antioxidante; mientras que
la naturaleza de sus grupos terminales tiene una influencia en su polaridad, determinando su
interaccién con membranas biolégicas (Swaminathan, S. 2008).

Metodologia
Recoleccion de material vegetal.-
Las muestras de Chin Chin Silvestre (Senna Multiglandulosa) fueron recolectadas de localidades
silvestres en el sector de Sangolqui, en la urbanizacion Ushimana, calle Zamora; en el parque
recreativo de la misma; el cual presenta las siguientes posiciones:
Elevacion: 2499m sobre el nivel del mar.
Sur: 0 grados, 18 minutos, 19 segundos

GARMIN

Figura 2.2.-imagen de los datos de posicionamiento global obtenidos mediante GPS (global
positioning system).

Fueron tomadas Unicamente las flores de la planta y almacenadas en fundas de plastico.

El material vegetal fresco fue recolectado en épocas de lluvia; las flores a pesar de presentar
coloraciones amarillas intensas son extremadamente sensibles a condiciones de sequedad;
tienden a marchitarse con facilidad; y esta situacion afecta significativamente a la presencia y
calidad de carotenoides en las flores; cuando esta planta ha estado mucho tiempo bajo
condiciones de sequedad (soles intensos, sequia); se puede observar un amarillo menos intenso y
flores con indicios de marchitamiento. (Cornejo, D. 2011).

Posteriormente las muestras fueron almacenadas en refrigeracion por un periodo no mayor a tres
dias; evitando en lo posible su contacto con humedad, este es un factor que facilita la putrefaccién
y degradacién de las muestras.

Troceado.-

El troceado de las flores fue realizado de forma manual; basicamente se separaron todos los
pétalos del talamo y demas estructuras de las flores ya que estas estructuras dan lugar a
condiciones de hacinamiento al almacenarlas en refrigeracion y debido a su contenido en
humedad, facilitan en gran medida la putrefaccion del material vegetal de interés. (Cornejo, D.
2011).

Los pétalos fueron almacenados bajo refrigeracion por un periodo de una semana. Este proceso se
repitid hasta obtener una cantidad significativa de material vegetal.
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Secado

Teniendo en cuenta las propiedades de los carotenoides; se procedidé a realizar un secado a
temperatura ambiente; distribuyendo los pétalos en una superficie lo mas amplia posible cubierta
de papel bond (sin ningun tipo de escritura en el area de contacto con las muestras); evitando que
estén uno encima de otro o demasiado cerca entre si. (Cornejo, D. 2011).

Posteriormente se los cubrié con papel bond doblado en el centro, para maximizar su contacto con
el aire del ambiente. Debido a que se tuvo a disposicion una casa de madera, el calor ambiental
tendia a acumularse de cierta manera, por lo que el secado prosiguié hasta obtener pétalos de
consistencia crujiente. De este modo se logré evitar la pudriciéon de los pétalos; se consiguié una
evaporacion uniforme; se evita el contacto con la luz del sol y de cualquier fuente de calor excesiva
que degrade a los compuestos de interés. (Cornejo, D. 2011).

Pulverizado

Una vez obtenidos los pétalos secos se los guardo en recipientes de plastico con tapa rosca no
translucidos. Posteriormente fueron troceados lo mejor posible mediante métodos mecanicos y
molidos con un mortero. El producto obtenido fue tamizado para obtener solo el material mas fino.
(Cornejo, D. 2011).

Almacenamiento
Este material fue almacenado en recipientes de plastico de tapa rosca no translucidos, lejos de
cualquier fuente de calor, o de cualquier contacto con la luz solar, a temperatura ambiente.

Pesaje

Para cada muestra se peso una cantidad representativa de material vegetal, que fue colocado en
botellas de vidrio, color ambar con tapa rosca. En total se obtuvieron veinte muestras (cuatro
meétodos de extraccion a cinco repeticiones por cada método).

Extraccion de carotenoides del material vegetal
Se extraeran los carotenoides con cuatro métodos diferentes.

Método No 1
Consistira en una maceracion o extraccion sélido-liquido con los siguientes parametros:

Para la extraccion se afiadio alrededor de 80ml de éter de petrdleo al material vegetal pesado y
guardado en botellas de vidrio. Luego se cerré herméticamente la tapa de la botella; y se la sello
con una cobertura de plastico; fueron utilizados empaques de aluminio colocados en las tapas de
los recipientes para evitar su contacto con las mismas (solventes como el Clorofomo disuelven el
plastico por lo que es conveniente aislar con aluminio cualquier material usado en la extraccion, ya
sea la tapa o parte de la tapa). Se almacendé las botellas en oscuridad y ausencia de fuentes de
calor. Adicionalmente las botellas fueron agitadas periddicamente una vez al dia. (Cornejo, D.
2011).

Este proceso tuvo una duraciéon de ocho dias aproximadamente, luego de lo cual se filtr6 el
material vegetal (este proceso se detalla en la siguiente seccién) y se recuperd el solvente en
botellas de 150ml. Luego este proceso de extraccion se repitio 2 veces mas. (Cornejo, D. 2011).

Método No 2

Se empled el mismo esquema que el método 1, pero el solvente de extraccion fue éter etilico y
cloroformo (1:1). Los demas parametros fueron mantenidos como: temperatura, agitacion, relacién
material vegetal-solvente y tiempo de extraccion.

Método No 3
Se continué empleando el esquema propuesto para el método 1, en este caso el solvente de
extraccion fue cloroformo. Manteniendo todos los parametros propuestos en el método 1.



Método No 4
Se siguid empleando el esquema propuesto para el método 1, en este caso el solvente de
extraccion fue Unicamente Isopropanol. Sin variar los demas parametros.

Filtrado

El material vegetal se separ6 del solvente mediante un tamiz, gasa, algodén y un embudo. Por
supuesto se tratd de que el material vegetal se decante y de que solo el solvente pase de una
botella a la otra. El material vegetal se recuperé en su totalidad para repetir este proceso dos veces
mas como se menciond anteriormente.

Mezclado.-

Posteriormente para la determinacién de la concentracién se construyeron muestras compuestas
hechas con las repeticiones de cada método de extraccion.

De este modo se va a obtener un total de 24 datos de concentracion.

Saponificacion.-

En los extractos obtenidos existen una infinidad de compuestos que también son solubles en los
solventes seleccionados; por lo tanto fue necesario un paso adicional de saponificacion vy filtrado
de estos compuestos para removerlos. Los carotenoides no toman parte de este proceso, lo que
permitié separarlos de forma adecuada. (Natalucci C.L., 1982).

Se trabajé con dos muestras de cada método.

Fueron tomados 3 gramos de muestra a los cuales se afiadié 5 gramos de hidroxido de potasio, 5
ml de agua y 90 ml de metanol. Se adicion6 también 2 gramos de acido ascorbico, para evitar la
oxidaciéon de los carotenoides presentes (el acido ascoérbico funciona como antioxidante). La
muestra se calentd en bafio maria con reflujo a 50°C por 30 minutos. Luego de este tiempo se
formaron residuos de consistencia pastosa en las paredes del recipiente, y mostraron una
coloracion rosada. (Natalucci C.L., 1982).

Las muestras se taparon con una pelicula de plastico, y se dejaron reposar por aproximadamente
20 minutos en oscuridad. (Natalucci C.L., 1982).

Filtrado o remociéon de compuestos saponificables.-
Por separado se prepararon (por cada muestra), columnas de plastico de 15 cm de largo por tres
centimetros de ancho; rellenas de tierras de diatomeas y magnesio activado (proporcion 1:1).

Del proceso anterior se tomaron 50ml de muestra, y se colocd en las columnas; se dejoé reposar
durante 15 minutos; para posteriormente afadir una solucion de Hexano al 10% con metanol.
(Gonzalez, I.A., 2010).

En este punto los carotenoides en forma de solucién empezaron a fluir hacia el balén de muestra.
Esta solucién presentd un color amarillo claro.

Las muestras asi obtenidas fueron concentradas en un rota vapor, a una temperatura de 50°C, el
color amarillo se impregné en las paredes de los balones.

Cuantificacion de los carotenoides presentes por HPLC (cromatografia liquida de alta
eficiencia).

Los carotenoides fueron retirados de los balones con metanol, micro filirados; e inyectadas en
recipientes herméticos para HPLC. (Gonzalez, I.A., 2010).

Las lecturas fueron realizadas a 326nm.



Determinacién de la capacidad antioxidante.-

El método que dio lugar a una mayor concentracion de carotenoides fue el cloroformo; por lo tanto
se utilizaron los extractos originales de cloroformo para determinar el potencial antioxidante de
Senna Multiglandulosa. (Valdivieso, J., 2010).

El extracto fue llevado a una concentracion de 1.5mg. L= , en el rota vapor hasta obtener una
oleorresina; posteriormente se peso6 0,01g de la misma y se aforé a 25 ml con metanol. (Valdivieso,
J., 2010).

Mediante un célculo de concentracion:

Cy X Vy_Cy X Vy:

Se tomé 93,75 pL de la solucion y se volvié a aforar a 25ml en metanol obteniéndose una solucion
a1.5mg. L.

Este procedimiento fue repetido para los cinco extractos de cloroformo.

Se efectud el mismo procedimiento en la elaboracién de la solucién de acido ascérbico; la cual
tiene que estar a una misma concentracion que la solucién de interés, en este caso 1.5mg. L.

Posteriormente se prepard una solucién 0,5mM del reactivo DPPH, tomando 0,01g del reactivo y
aforando a 25ml igualmente con metanol.

Se mezcldé 1ml de la muestra y de la solucién de DPPH en los viales del espectrofotometro; se

realizaron cinco mediciones de absorbancia a 517nm; y una correspondiente a la solucion patréon
de acido ascorbico.

Identificacion de los carotenoides presentes mediante T.L.C.
Se procedio a realizar la identificacion a partir de los extractos vegetales obtenidos inicialmente.

Se utilizaron cuatro porciones de silica gel, en cada una de las cuales se colocé una muestra de
cada extracto (correspondiente a cada método de extraccion).

Dos porciones de silica gel se colocaron en una solucion de di cloro metano y acetato de etilo,
(proporcion 4:1); y las otras dos en una solucién de Eter de petréleo y benceno (proporcion 1:9);
ambas en una camara de vidrio para cromatografia. (Suzuki, S. 2007).

Este proceso fue repetido al dia siguiente, para comprobar los resultados.

RESULTADOS

Obtencion de material vegetal seco a partir de los pétalos de Senna Multiglandulosa.

El procedimiento de secado dio lugar a un material de un color amarillo intenso, muy fino; al repartir
el material en las botellas se obtuvieron los siguientes resultados de peso.

Repeticion 1 | Repeticion 2 | Repeticién 3 | Repeticion 4 | Repeticidon 5
Método 1 7,43 7,596 7,429 6,737 6,386
Método 2 5717 6,634 7,007 7,091 6,387
Método 3 6,261 6,381 6,606 6,427 6,547
Método 4 7,21 7,019 6,371 6,798 6,528

Tabla 3.1.- Pesos en gramos del material vegetal usado para la extraccion de carotenoides

mediante cuatro métodos de extraccion.

Se calcularon el promedio, la desviacion estandar y la varianza de estos datos de peso con el fin
de tener una idea de la media de los datos y la certeza de los mismos.




Método Promedio | Desviacion estandar | Varianza
Método 1 7,116 0,525 0,276
Método 2 6,567 0,554 0,307
Método 3 6,444 0,137 0,019
Método 4 6,785 0,344 0,118

Tabla 3.2.- Promedios, desviacion estandar y varianza de los pesos del material vegetal obtenido
correspondientes a cada método de extraccion.

De la misma manera tenemos los promedios, desviacion total y varianza total de los pesos del
material vegetal obtenido.

Promedio total | Desviacién total | Varianza total
6,728 0,469 0,220
Tabla 3.3.- Promedio, desviacion estandar y varianza del conjunto de pesos del material vegetal

usado en el presente estudio.

Identificacién de los carotenoides presentes mediante T.L.C (cromatografia en capa fina).

Primera replica

En la primera repeticion de los ensayos de identificacibn se obtuvieron dos placas o
cromatogramas; de las cuales solo una dio lugar a valores de RF acordes con la literatura, esta fue
la correspondiente a la fase movil éter de petrdleo y benceno (1:9).

Ciertas bandas no fueron visibles pero si identificables mediante luz ultravioleta en longitud de
onda larga.

Figura 3.1.- Primeros dos cromatogramas obtenidos para la identificacion de carotenoides en los
extractos obtenidos. A la izquierda: fase movil compuesta de Di cloro metano y acetato de etilo
(4:1); y a la derecha Eter de petréleo y Benceno (1:9).



Figura 3.2.- Primeros dos cromatogramas en la identificacién de los carotenoides presentes en los
extractos obtenidos.

Segun estos resultados; mayormente existen compuestos que dan lugar a un color amarillo; pero
también existe muchos compuestos que no son apreciables a simple vista.

Este procedimiento fue repetido una segunda vez con el propésito de mejorar la técnica, y
aumentar la cantidad de informacion sobre los compuestos presentes en los diferentes extractos.

Figura 3.3.- Segunda repeticion de los cromatogramas para la identificacion de carotenoides en los
extractos obtenidos. Se puede observar una mejoria en cuanto a la visibilidad de los compuestos y
a la claridad de las bandas formadas.



Figura 3.4.- Segunda repeticion de los cromatogramas; se puede observar una mejoria en cuanto a
la claridad de las bandas visibles con luz ultravioleta de longitud larga.

De igual manera se puede observar como la mayoria de compuestos presentes dieron lugar a
coloraciones amarillentas y a bandas visibles unicamente mediante luz ultravioleta, pero en este
caso se encontraron bandas de una coloracion rojiza, que practicamente no migraron con la fase
movil; y que se encontraron en una proporcion relativamente baja con respecto a las otras bandas.

Segunda réplica

Se procedi6 a realizar una segunda sesién de identificacion, utilizando para este caso unicamente
el solvente Eter de petrdleo- Benceno (1:9), ya que este probd ser el mas eficaz para la
movilizaciéon y separacién de compuestos presente en los extractos; en el siguiente cuadro se

resumen los valores de RF y las coloraciones a que dieron Iuci;ar las bandas en este caso.
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Figura 3.5.- Segunda sesidén de identificacion de los carotenoides presentes en los extractos
obtenidos; en este caso solamente se utilizé éter de petréleo y benceno (1.9). Se puede ver que
existen bandas de color rojo que practicamente no migraron en los cromatogramas; y bandas de

compuestos no visibles.

De la misma forma se observa una mayoria de compuestos que dan lugar a una coloracion
amarillenta y de aquellos que solo son apreciables mediante luz ultravioleta de longitud de onda



larga. Sin embargo es recurrente el aparecimiento de compuestos que dan lugar a una coloracion
rojiza en una proporcion baja.

Para finalizar se hizo una comparacion de los valores de RF obtenidos en el primer ensayo de
identificacién con valores de literatura.
En este caso se vuelve a constatar la presencia de varios carotenoides; el licopeno entre ellos; y

las xantofilas encontradas en los anteriores extractos.

La identificacién fue confirmada mediante los datos obtenidos en la segunda repeticion del ensayo.

A continuacién se detalla los carotenoides cuya presencia fue confirmada en el primer extracto.

Placa 1 Placa 2 Carotenoides
Extracto 1 Extracto 1 Confirmados
100 100
97 97
93 93
86 86 e-Caroteno
72 72 B-Caroteno
52 57
46 48 y-Caroteno
20 23
3 4

Tabla 3.11.- Confirmacion de los carotenoides presentes en el extracto 1.

No se encontré la presencia de licopeno en el primer extracto; pero se confirmé la presencia de ¢-
Caroteno, B-Caroteno y y-Caroteno.

A continuacién se detalla los carotenoides cuya presencia fue confirmada en el segundo extracto.

Placa 1 Placa 2 Carotenoides
Extracto 2 Extracto 2 Confirmados
100 100
94 94
90 90
86 86 e-Caroteno
71 71 B-Caroteno
53 53
47 46 y-Caroteno
27 19 Lycopeno
1 3




Tabla 3.12.- Confirmacion de los carotenoides presentes en el extracto 2.

En este extracto si se confirma la presencia de Licopeno; y de los carotenoides encontrados en el
primer extracto: e-Caroteno, B-Caroteno y y-Caroteno en el primer extracto.

Placa 1 Placa 2 Carotenoides
Extracto 3 Extracto 3 Confirmados
100 100
98 97
94 93
89 88 e-Caroteno
84 83 B-Caroteno
71 69
54 54
47 47 y-Caroteno
19 27 Lycopeno
4

Tabla 3.13.- Confirmacion de los carotenoides presentes en el extracto 3.

De nuevo se confirma la presencia de Licopeno; y de los carotenoides encontrados en el primer y
en el segundo extracto: e-Caroteno, 3-Caroteno y y-Caroteno en el tercer extracto.

Placa 1 Placa 2 Carotenoides
Extracto 4 Extracto 4 Confirmados
100 100
96 96
93 93
89 89 e-Caroteno
85 83 e-Caroteno
75 76 B-Caroteno
70 72
48 70
39 62
17 49 y-Caroteno
40 y-Caroteno
16 Lycopeno

Tabla 3.14.- Confirmacion de los carotenoides presentes en el extracto 4.
Finalmente se confirma la presencia de Licopeno; y de los carotenoides encontrados en el primero,
segundo, y tercer extracto: e-Caroteno, B-Caroteno y y-Caroteno en el cuarto extracto.

Segun estos resultados, los extractos obtenidos contienen una variedad de carotenoides y
xantofilas; fueron identificados de forma inicial los siguientes: a-Caroteno, B-Caroteno, y-Caroteno,
e-Caroteno y Licopeno.

Dentro de las Xantofilas identificadas inicialmente tenemos: Cryptoxantina; Zeaxantina,
Capsantina, Luteina y Violaxantina.
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Los carotenoides cuya presencia fue confirmada en los extractos obtenidos fueron: e-Caroteno, -
Caroteno, y-Caroteno, Licopeno.

3.3 Cuantificacién de los carotinoides presentes por HPLC.-
Como se menciond anteriormente; se obtuvieron dos mezclas de cada método de extraccion;
obteniéndose un total de ocho muestras para realizar los analisis por HPLC.

En la siguiente tabla se resumen los parametros obtenidos para las ocho muestras obtenidas.

Numero de muestra Método Tiempo de retencién(min) Altura(mm) Area(mm?2)
Muestra 1 Eter de petréleo 0,657 10585,45 148245,5
Muestra 2 Eter de petréleo 0,653 14055,801 196258
Muestra 1 Eter etilico y Cloroformo(1:1) 0,603 50902,77 682601
Muestra 2 Eter etilico y Cloroformo(1:1) 0,723 12412,697 344366
Muestra 1 Cloroformo 0,733 11113,481 305448,906
Muestra 2 Cloroformo 0,598 37394,953 484971,906
Muestra 1 Isopropanol 0,603 29229,75 394792,594
Muestra 2 Isopropanol 0,623 3339,105 607230,438

Tabla 3.15.- Tiempo de retencién de los carotenoides durante el proceso de HPLC como también
altura y area de las curvas obtenidas.

Posteriormente se realizé un calculo para la determinacion de la concentracion de carotenoides
presentes en cada muestra, los resultados obtenidos se resumen en la siguiente tabla. (Los
resultados estan expresados en unidades de B-Caroteno).

Eter etilicoy
Eter de petréleo Cloroformo(1:1) Cloroformo Isopropanol
ug de betacaroteno/100g ug de betacaroteno/100g ug de betacaroteno/100g ug de betacaroteno/100g
1970,04 8546,1 19083,02 3856,69
2014,66 8754,29 18968,02 3812,23
1978,44 8729,79 18713,66 3947,68
3360,74 24510,09 33344,61 3360,48
3348,56 24096,79 33456,11 3351,39
3396,69 24240,61 33121,48 3511,36
Promedio: Promedio: Promedio: Promedio:
2678,188333 16479,61167 26114,48333 3639,971667

Tabla 3.16.-Concentracion de los carotenoides presentes en los extractos expresados en ug de
betacaroteno/100g de muestra.
Los resultados fueron posteriormente sometidos a un analisis de varianza o ANOVA con el

proposito de detectar diferencias entre tratamientos.

En la siguiente tabla se muestran los resultados del analisis.
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Variable N R? R? Aj CcVv
Beta caroteno ug/100g 24 0,77 0,73 47,65

Cuadro de andlisis de la varianza (SC tipo)

F.V S.C gl CM F p-valor
Modelo 2255010640,19 3 751670213,40 22,13 <0,0001
Tratamiento 2255010640,19 3 751670213,40 22,13 <0,0001
Error 679181330,23 20 33959066,51
Total 2934191970,43 23

Tabla 3.17-Analisis de varianza o ANOVA de los datos de concentracion de los cuatro métodos de
extraccion propuestos.

El analisis de varianza sobre este experimento, ha permitido advertir diferencias altamente
significativas entre los tratamientos probados (p<0,001), de un analisis visual de las medias
podemos observar que el mejor método de extraccion en cuanto a concentracion de carotenoides
es mediante el uso de cloroformo, seguido de Eter etilico y cloroformo (1:1); seguido del
Isopropanol y finalmente el método menos eficiente fue el Eter de petréleo.

Estos datos fueron sometidos a pruebas de significacion con el fin de agrupar a los tratamientos en
rangos que involucraron a uno o mas tratamientos, posibilitando la identificacion del mejor
tratamiento o método de extraccién en nuestro caso.

Se realizé la prueba de Fisher LSD, para establecer comparaciones iniciales entre los tratamientos,
estos resultados se muestran en la siguiente tabla.
Test: LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=7018.16901

Error: 33959066.5115 gl: 20
Tratamiento Medias n E.E Rangos
1 2679,69 6 2379,04 A
4 3639,97 6 2379,04 A
2 16479,61 6 2379,04 B
3 26114,48 6 2379,04 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p<=0,05)

Tabla 3.18.-Determinacion de diferencias estadisticas de los métodos de extracciéon mediante la
prueba de Fisher LSD.

Posteriormente se realizo la prueba de Tukey, para tener mayor certeza y confirmar los resultados
obtenidos, este analisis se muestra en la siguiente tabla.
Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=9416.25121

Error: 33959066.5115 gl: 20
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Tratamiento

1

4

Tabla 3.19.-Determinacion de diferencias estadisticas de los métodos de extraccion mediante la
prueba de Tukey.

Como se puede observar en ambas pruebas tenemos que los tratamientos uno y cuatro no
presentan diferencias significativas, siendo su efecto igualmente inefectivo en cuanto a la
extraccion de carotenoides.

A continuacién se muestra el grafico de cajas hecho a partir del analisis de los datos:

28972 27
L0010 100

Beta caroteno ugdl 00

404,56

Determinacion del potencial antioxidante mediante el reactivo DPPH (2,2- Difenil-1-
picrilhidrazilo, D-9132).

Fue usado el procedimiento descrito por Khoo et al con ciertas modificaciones; debido a que
utilizamos soluciones de la misma concentracion, se pudo obtener un valor del potencial

17717 27

6

E.E
2379,04
2379,04
2379,04

2379,04

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p<=0,05)

Titulo

Tratamiento
Figura 3.6.-Grafico de cajas de los datos sometidos a andlisis; se puede ver que los Unicos dos
tratamientos en mostrar diferencias significativas son los correspondientes al Eter etilico y
Cloroformo (1:1) o tratamiento numero 2; y al Cloroformo o tratamiento niumero 3.

antioxidante puntual mediante la siguiente ecuacion:
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Actividad antioxidante: ey
% =021 x100
A

0
Donde A4,es la absorbancia del control o patron de referencia, y A, es la absorbancia de la
muestra (solucién rica en carotenoides de interés).

Los datos obtenidos se resumen en la siguiente tabla:

Muestra Lectura hecha a Absorbancia Actividad antioxidante (%)
M3R1 517nm 0,6 40,82
M3R2 517nm 0,467 54,08
M3R3 517nm 0,606 39,8
M3R4 517nm 0,623 38,78
M3R5 517nm 0,609 39,8
Acido ascérbico 517nm 0,022 100

Tabla 3.20.- Absorbancias de los extractos correspondientes al método de extraccién con
cloroformo; y su respectivo potencial antioxidante junto con la medida del acido ascérbico
(sustancia patrén).

Puede observarse que la muestra que dio lugar a un mayor potencial antioxidante dentro del
método de extraccion por cloroformo es la muestra M3R2, y la menor M3R4.

El valor promedio de las absorbancias es 0,581; y el promedio de los porcentajes de actividad
antioxidante es 42,656%.

Conclusiones

En promedio la concentracién obtenida por el mejor método de extraccidon que en nuestro
caso fue es cloroformo es 26114,4833; mientras que en un estudio de trasformacién genética de
Lotus Japonicus se obtuvieron concentraciones de 3660,0 ug/100 g de muestra en el proceso de
extraccion; los cual es un indicio de que la concentracion obtenida es razonable y que incluso esta
por encima de los valores obtenidos en este otro estudio. Ademas en este estudio también fue
realizado un procedimiento adicional de saponificacion antes de realizar la determinacion de la
concentracion de carotenoides por HPLC; debido a que la presencia de sustancias lipofilicas; y a
carotenoides esterificados los cuales causan alteraciones en los tiempos de retenciéon y complican
de muchas otras formas la determinacién por HPLC debido a lo sensible del método. (Suzuki, S.
2007).

La identificacion mediante TLC reveld datos interesantes, las bandas obtenidas
mostraron coloraciones amarillas, pero también estuvieron presentes ciertas bandas de colores
rojizos, por lo que como era de esperarse existe una mayoria de compuestos de color amarillo: a-
caroteno, B-caroteno, e-caroteno y y-caroteno pero también hubo presencia de licopeno que
indudablemente da lugar a las tonalidades rojizas dentro de las bandas encontradas y aunque no
es el compuesto mayormente encontrado su presencia es indiscutible.

Los extractos de Cloroformo tuvieron un efecto antioxidante maximo de 54,08%, en este
caso no fue realizada una curva de calibraciéon con el fin de obtener valores puntuales en torno al
potencial antioxidante de estos extractos.

Con base a estos resultados, concluimos que la especie Senna Multiglandulosa es una fuente
natural de carotenoides, con mayor presencia de aquellos que aportan una coloraciéon amarilla; es
una fuente de Licopeno y tiene un efecto antioxidante.
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