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Resumen

Titulo: Extraccion, identificacion y cuantificacion de capsorrubina presente en el fruto de la
especie vegetal Carludovica palmata. *

Autor: Camilo Andrés Camargo Jaimes. **

Palabras clave: Capsorrubina, carotenoides, C. palmata, extractos, dispersion de matriz en fase

solida, cromatografia en capa fina, analisis de imagen.

Descripcion: Los productos naturales han sido utilizados desde la antigiedad debido a sus
propiedades medicinales y terapéuticas. De hecho, los metabolitos secundarios presentes en las
plantas han demostrado poseer actividades bioldgicas importantes, como efectos antimicrobianos,
antiinflamatorios, antioxidantes y anticancerigenos. Uno de estos metabolitos de interés es la
capsorrubina, un carotenoide de alto potencial bioactivo, que ha sido aislado de frutos y flores de
diferentes especies vegetales. En este trabajo de investigacion se evaluaron dos métodos de
extraccion como extraccion asistida por ultrasonido (UAE) y dispersion de matriz en fase sélida
(MSPD), para extraer, identificar y cuantificar la capsorrubina presente en las infrutescencias de
Carludovica palmata, comunmente conocida como palma de iraca, especie vegetal
tradicionalmente usada en Colombia para la elaboracion de artesanias.

La identificacion y cuantificacion de la capsorrubina se realizO mediante el andlisis por
espectrofotometria UV-Vis, HPLC-DAD, UPLC-MS/MS y cromatografia cuantitativa en capa
fina (g-TLC). Se lograron cuantificar la concentracién de carotenoides totales rojos por UV-Vis
(286,34 + 2,80 ug/g en los extractos organicos por UAE y 381,74 + 16,64 ug/g para MSPD). Se
cuantifico capsorrubina por HPLC-DAD (40,17 + 0,71 pg/g en los extractos organicos por UAE
y 144,57 + 0,32 pg/g para MSPD). Asimismo, por g-TLC se encontré 98,79 + 10,54 ug/g por UAE
y 357,89 £ 63,14 pg equivalentes de beta-caroteno por gramo de material fresco para los extractos
organicos por MSPD. Los resultados mostraron que la capsorrubina era el componente mas
abundante en los extractos obtenidos, ademas, se determind que la extraccion MSPD permitio
extraer mayor cantidad del analito de interés comparado con el método por UAE. Finalmente, la
infrutescencia de la palma de iraca es una fuente promisoria de carotenoides con actividad bilégica
(como la capsorrubina), otorgando un valor agregado a aquello que actualmente es un residuo
organico.

*Trabajo de Grado
**Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Director: William Fernando Hidalgo Bucheli,
Quimico, PhD.
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Abstract
Title: Extraccion, identificacion y cuantificacion de capsorrubina presente en el fruto de la especie
vegetal Carludovica palmata. *
Author: Camilo Andrés Camargo Jaimes. **
Key Words: Capsorubin, carotenoid, C. palmata, MSPD, Thin-Layer Chromatography, image
analysis.

Description: Natural products have been used since ancient times due to their medicinal and
therapeutic properties. Indeed, the secondary metabolites present in plants have demonstrated
significant biological activities, such as antimicrobial, anti-inflammatory, antioxidant, and
anticancer effects. One of these metabolites of interest is capsorubin, a carotenoid with high
bioactive potential, which has been isolated from the fruits and flowers of various plant species.
In this research, two extraction methods—ultrasound-assisted extraction (UAE) and matrix solid-
phase dispersion (MSPD)—were evaluated to extract, identify, and quantify capsorubin present in
the infructescences of Carludovica palmata, commonly known as iraca palm, a plant species
traditionally used in Colombia for handicraft production.

The identification and quantification of capsorubin were carried out using UV-Vis
spectrophotometry, HPLC-DAD, UPLC-MS/MS, and quantitative thin-layer chromatography (q-
TLC). The total red carotenoid concentration was quantified by UV-Vis spectrophotometry,
yielding 286.34 + 2.80 pg/g in UAE organic extracts and 381,74 * 16,64 ug/g in those obtained
via MSPD. Capsorubin was quantified by HPLC-DAD, with concentrations of 40,17 + 0,71 pg/g
for UAE and 144,57 £ 0,32 pg/g for MSPD extracts. Similarly, g-TLC analysis showed capsorubin
concentrations of 110.56 + 11.79 pg/g for UAE and 400.55 + 70.69 ug/g for MSPD. The results
demonstrated that capsorubin was the most abundant component in the obtained extracts.
Moreover, the MSPD extraction method yielded a higher amount of the target analyte compared
to the UAE method. Ultimately, the infructescence of Carludovica palmata represents a promising
source of biologically active carotenoids (such as capsorubin), adding value to what is currently
considered an organic waste material.

*Project to degree.
**Science Faculty. Chemistry School. Director: William Fernando Hidalgo Bucheli, Chemistry
PhD.
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Introduccion

El interés de la humanidad por los componentes activos se remonta desde la antigliedad,
papiros egipcios demostraron que ya se utilizaba el aceite de ricino con fines medicinales,
cosmeéticos y conservantes. Es asi, como el conocimiento acerca de los productos naturales ha
venido evolucionando. A razon de esto, el Grupo de Investigacion en Bioquimica y Microbiologia
(GIBIM), ubicado en la Universidad Industrial de Santander, ha enfocado la busqueda de
metabolitos secundarios extraidos de plantas que posean una potente actividad bioldgica,
demostrando que estos componentes funcionan como antibacterianos, antiinflamatorios o anti-
biopelicula (Caceres et al., 2020).

Los productos naturales son de gran importancia ya que han sido utilizados desde las
civilizaciones antiguas para diversas funciones y, en la actualidad, se siguen empleando en diversas
ramas de la ciencia, desde medicinas para tratar varios tipos de enfermedades, venenos, agentes
para la eutanasia, narcéticos, alucindgenos, estimulantes, perfumes y ambientadores, entre otros
usos. Los productos naturales, también conocidos como metabolitos secundarios, son compuestos
sintetizados por uno o varios organismos con una estrecha relacion entre si (Claramount V et al.,
2013). En el caso de las plantas, los metabolitos secundarios cumplen un papel fundamental en la
defensa y la resistencia de estas frente a agentes externos; ademas, se le atribuyen efectos
antimicrobianos, antiinflamatorios, anticancerigenos, anti-biopelicula y anti-quorum sensing
(Schmidt & Klaser Cheng, 2017). La capsorrubina es un metabolito biosintetizado por diferentes
especies de plantas y ha sido aislado a partir de frutos de Carludovica palmata, variedades de
pimientos (Capsicum annuum L.) y pétalos de lirios (Lilium trigrinum), el cual, posee propiedades
bioldgicas generando un interés significativo por las industrias farmacéuticas y alimenticias. Sin

embargo, para que la capsorrubina sea una alternativa viable a la hora de buscar soluciones frente
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a un problema de salud publica, como la resistencia de las bacterias a los antibidticos o como
agente anticancerigeno, primeramente, la extraccion es uno de los principales inconvenientes,
siendo el primer paso para el aislamiento y purificacion de los compuestos bioactivos. Por otro
lado, aparte del aporte cientifico, el uso de la palma de iraca (Carludovica palmata) puede
contribuir a que la poblacion de campesinos colombianos utilice esta planta como una alternativa
de cultivo, utilizando desde sus fibras para la elaboracién de artesanias, sus cogollos para
alimentos, que hasta el momento es la Unica utilidad que ha tenido la palma, y ahora, las
infrutescencias como fuente de metabolitos de interés, agregandole valor a un subproducto que
antes no era utilizado.

No obstante, sigue siendo un reto la extraccion debido a la inestabilidad del compuesto y a
los procesos de extraccion convencionales, que utilizan disolventes toxicos por tiempos
prolongados, desencadenando la degradacion de los metabolitos (Galviz-Quezada et al., 2023).
Por consiguiente, el propdsito de este proyecto de investigacion se basa en la evaluacion de dos
métodos de extraccion para determinar la eficiencia en el aislamiento de capasorrubina presente
en el fruto de la planta Carludovica palmata, mas conocida en Colombia como palma de Iraca,
estos métodos corresponden a, extraccion asistida por ultrasonido (UAE, por sus siglas en inglés
Ultrasound-Assisted Extraction) y dispersién de la matriz en fase sélida (MSPD, por sus siglas en
inglés Matrix Solid-Phase Dispersion), y su posterior analisis por cromatografia liquida de alta
eficiencia (HPLC, por sus siglas en inglés High-Performance Liquid Chromatography),
cromatografia liquida de ultra eficiencia (UPLC, por sus siglas en inglés Ultra-Performance Liquid
Chromatography) y cromatografia en capa fina cuantitativa (g-TLC, por sus siglas en inglés Thin-

Layer Chromatography); se espera que los resultados del presente proyecto puedan aportar hacia
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un rendimiento alto de extraccion, de bajo costo y verde, en resumidas cuentas, que facilite la

obtencion del metabolito
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1. Objetivos

1.1 Objetivo general

Evaluar los procesos de extraccion UAE y MSPD para el aislamiento de la capsorrubina
contenida en la infrutescencia de la especie vegetal Carludovica palmata.
1.2 Objetivos especificos

Obtener extractos del fruto de la especie vegetal Carludovica palmata por medio de los
métodos de extraccion a evaluar: extraccion asistida por ultrasonido UAE y extraccion por
dispersion de matriz en fase sélida MSPD.
Identificar y cuantificar la capsorrubina presente en cada extracto obtenido por cromatografia
liquida de alta eficiencia acoplada con detector de arreglo de diodos (HPLC-DAD, por sus siglas
en inglés High-Performance Liquid Chromatography-Diode array detector) y cromatografia en

capa fina/ analisis de imagen.
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2. Marco teorico
2.1.1 Carludovica palmata

Carludovica palmata, palma de iraca 0 como es conocida en Santander, nacuma. Es una
planta que hace parte de la familia de las Cyclanthaceae (véase Tabla 1), siendo la mas comun de
encontrar de tres especies que pertenecen al género Carludovica (Bennett et al., 1992). Especie
perenne silvestre nativa de la region neotropical del continente americano que abarca un territorio
desde México hasta Bolivia. En Colombia, se reproduce bien en todos los climas célidos, entre
1000 y 1800 m.s.n.m. a temperaturas entre 22°C y 25°C (Conrado Iglesias, 1999).

Su tallo es un rizoma simpodial subterraneo y crece de forma horizontal, de alli, emergen
numerosos peciolos que alcanzan mas de 2,5 m de longitud y terminan en hojas flabeliformes (en
forma de abanico) (véase Figura 1) (Tuberquia & Mufioz, 1999). Dichas hojas antes de abrir,
Ilamadas cogollos, son precursoras de una fibra natural de calidad que es utilizada para la
elaboracion de artesanias, destacando el tejido del “sombrero jipi-japa” como es conocido en el
centro y sur de Narifio, siendo parte importante del sector textil en Colombia, tanto asi, que, a
mediados del siglo XIX, las exportaciones de sombreros significaban el 24% del valor total de las
exportaciones nacionales (Carrefio, 1993).

Figura 1
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Planta Carludovica palmata

Nota: Foto tomada pr el aUtorCami Cmargo. Fecha: febrero 25 de 2025. Lugar:

UIS, Bucaramanga.

Ya recientemente, artesanias de Colombia reportd que en el 2021 las ventas de artesanias
fueron de 23568 millones de pesos, con un total de 13332 beneficiaros atendidos, la mayoria
mujeres cabeza de hogar, poblacién victima y vulnerable (ColombiaArtesanias de Colombia,
2022). De hecho, esta planta presenta un gran potencial economico para muchas familias que
residen en el campo, como uso de producto forestal no maderable, como producto industrial, como
planta promisoria de uso alimenticio o como una posible fuente de fibras vegetales en
biocompuestos (Hoyos Sanchez et al., 2020).

Las infrutescencias de la palma de iraca son un espadice de geometria casi cilindrica de
color verde consideradas como un subproducto sin valor en los cultivos. En su maduracién, la fruta
de forma alargada crece entre 15 a 25 cm, luego, se abre irregularmente llegando a mostrar colores

intensos en su pulpa de color rojo anaranjado, similar a mangos, naranjas, pifias y pimientos. Estos
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frutos mencionados, de colores intensos, poseen una fuente importante de metabolitos secundarios
y hacen parte de una dieta balanceada (Galviz-Quezada et al., 2023).

De la misma forma, el fruto de la palma de iraca almacena compuestos fenolicos y
carotenoides que pueden ser aprovechados, como remplazo de conservantes sintéticos y como
antioxidantes, respectivamente. Cabe agregar, que segln la investigacion de Murrillo et al. (2021),
los extractos de la infrutescencia de iraca tienen potencial como colorantes alimentarios, aditivos
0 potenciadores. De manera que los frutos terminan siendo utilizados y otorgandoles un valor
agregado.

Tabla 1l

Informacion taxonomica de la especie vegetal C. palmata Ruiz & Pav.

Reino Plantae

Clase Liliopsida

Familia Cyclanthaceae

Género Carludovica

Especie Carludovica palmata Ruiz & Pav
Nombre comudn Palma de iraca

Nota: Tomado de Catalogo Plantas Colombia UNAL (2025). Elaboracion propia
2.1.2 Fitoquimicos
Las plantas vivas biosintetizan una amplia cantidad de sustancias quimicas que son de vital
importancia para su funcionamiento y desarrollo, mas conocidos como fitoquimicos. Estas
sustancias producidas por las plantas son separadas en dos clases: metabolitos primarios y
metabolitos secundarios. Primeramente, los metabolitos primarios tienen directamente roles en el

crecimiento, desarrollo y estructura. Ademas, son esenciales en procesos como la fotosintesis,
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ciclo de Krebs y en la cadena de transporte de electrones. Entre estas sustancias estan:
aminoacidos, azucares y acidos grasos. Estos compuestos de bajo peso molecular se unen en largas
cadenas para formar macromoléculas como lo son las proteinas, carbohidratos y lipidos (Schmidt
& Klaser Cheng, 2017).

Los metabolitos secundarios se producen aguas abajo de las rutas metabdlicas primarias y
son especificos de algunos grupos taxondémicos (familias, géneros). Son constituyentes
importantes que se forman bajo condiciones ambientales y juegan un papel crucial en la proteccién
de la planta en contra de enfermedades, contaminacion, sequia, exposicion a rayos UV, plagas y
estres fisiologico (Tariq et al., 2021). Este grupo incluye compuestos como fenoles, carotenoides,
alcaloides, saponinas, glucosinolatos, terpenos, etc, donde cada uno dispone de diferentes
actividades bioldgicas, que en la medicina tradicional y etnofarmacologia se ha utilizado durante
siglos para curar o proteger de enfermedades (Krzyzanowska et al., 2010).
2.1.2.1 Terpenos

Los isoprenoides, también conocidos como terpenos, hacen parte de los mencionados
metabolitos secundarios. Se agrupan en categorias en funcion de su estructura y vias para su
biosintesis. Los terpenos se derivan del dimetilalilo difosfato (DMAPP) y su isdbmero isopentil
difosfato (IPP). Existen en su unidad mas pequefia desde hemiterpero (de 5 carbonos),
monoterpeno (C10), sesquiterpeno (C15), diterpeno (C20), triterpenos (C30), Tetraterpenos (C40),
hasta los politerpenos, formados por mas de 40 carbonos en su estructura (Tetali, 2019).

Los terpenos son compuestos ubicuos en la naturaleza y componentes esenciales de todas
las células individuales o multicelulares vivas, incluyendo bacterias, protistas y eucariotas, los
cuales, estan presentes tanto en el metabolismo primario y secundario en las células (Rodriguez-

Concepcion, 2014). Sin embargo, la mayoria de los terpenos se encuentran en el reino vegetal,
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gracias a su amplio numero de enzimas pertenecientes a la clase de terpenoides sintasas (TPS)
(Tetali, 2019). Tal como en otros metabolitos secundarios, los terpenos tienen una amplia gama de
actividades biolégicas, funcionando como alternativa para combatir el cancer, la malaria, la
inflamacion y una variedad de enfermedades infecciosas (virales y bacterianas) (Wang et al.,
2005).

2.1.2.2 Carotenoides

Los carotenoides integra parte de los terpenos, mas especificamente de los tetraterpenos.
Su estructura se caracteriza por ser una larga cadena conjugada de dobles enlaces y una simetria
casi bilateral alrededor del doble enlace central. Se clasifican segun su composicion quimica,
carotenos, que poseen atomos de carbono e hidrdgeno y, xantofilas (oxicarotenoides), que tienen
en su estructura atomos de carbono, hidrégeno y al menos un atomo de oxigeno (Krzyzanowska
et al., 2010).

Hacen parte de la familia de compuestos pigmentados que son sintetizados por plantas y
microorganismos, pero no por animales. En la dieta humana, las frutas y vegetales son el recurso
alimenticio donde mas se encuentran los carotenoides, confiriendo el color amarillo, naranja y rojo
a los alimentos (Mangels et al., 1993). Cabe resaltar, que méas de 600 de estos compuestos han sido
identificados en la naturaleza, pero, solo 40 estan presentes en una dieta regular humana, vy, la
mitad de esos 40 se han identificado en el plasma sanguineo y los tejidos, mayormente
representados por B-caroteno, a-caroteno, licopeno, luteina y criptoxantina (Gerster, 1997). Son
responsables de las propiedades beneficiosas de las frutas, previniendo enfermedades
cardiovasculares, el cancer y otras enfermedades cronicas. De la misma forma, es un importante

recurso de vitamina A en la dieta (Rao & Rao, 2007).
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La biosintesis de carotenoides ocurre en todos los organismos fotosintéticos, como
bacterias, algas y plantas, asimismo, como en variedad de hongos y bacterias no fotosintéticos
(Hirschberg et al., 1997). La ruta sigue la via del mevalonato, produciendo geraril-genaril
pirofosfato, dando paso al fitoeno, precursor del licopeno. Las xantofilas se producen a partir de
la ciclizacion y la hidoroxilacion del licopeno, las cuales se pueden oxidar a carotenoides epoxidos,
tales como anteraxantina y violaxantina, que se convierten directamente en capsantina y
capsorrubina, respectivamente, gracias a la enzima capsantina-capsorrubina sintasa (véase Figura
2).

Figura 2

Rutas de la biosintesis de los carotenoides
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2.1.2.3 Capsorrubina

El interés por la obtencién de este producto natural comenz6 con los estudios realizados
por los quimicos Hungaros L. Zechmeister y L. Cholnoky. Ellos separaron la capsorrubina con un
rendimiento del 0,003% por la adsorcién sobre CaCOs a partir de los pimentones, ademas,
describieron los 9 enlaces dobles entre &tomos de carbono y la formula molecular equivocada de
Ca0He004. Fue hasta que, en el trabajo hecho por Cholnoky & Szabolcs. (1957), dieron con la
formula exacta de la capsorrubina C4oHseOa.

La capsorrubina es un metabolito secundario liposoluble, sensible a la luz y perteneciente
al grupo de los carotenoides, es una xantofila y posee en su estructura dos anillos terminales de
cinco carbonos bastante inusuales (véase Figura 3), su grupo 3-hidroxi-6-oxo-k-final resulta un
factor importante mostrando excelentes resultados como antioxidante en comparacion con otros
tipos de carotenoides (Maoka et al., 2001). Es el pigmento principal de los pimientos rojos,
pimentones y frutos de la Carludovica palmata (Frederico et al., 2009). Ademas de las fuentes
anteriores, la capsorrubina ha sido aislada de Caiophora lateritia, de lirios, y a partir de los frutos
de Asparagus officinalis, Asparagus falcatus (Murrillo et al., 2021).

Existe un gran interés en este metabolito ya que posee una extensa gama de propiedades
bioldgicas. Primeramente, la capsorrubina funciona como un eficiente neutralizador de oxigeno
singulete y en la inhibicion de la peroxidacién lipidica causada por radicales libres (Hirayama et
al., 1994; Maoka et al., 2001). Inhibe la peroxidacion de lipidos en los procesos inflamatorios,
interactlia con moléculas de sefial para desacelerar la evolucion tumoral y la metastasis (Murakami
et al., 2000). Comparte una propiedad muy destacada con otros carotenoides, la capsorrubina es
capaz de inhibir las proteinas de resistencia a multidrogas (MDR por sus siglas en inglés, Multidrug

resistance), lo que conduce a una mejor acumulacion de farmacos que se dirigen a la diana, por
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ejemplo, células tumorales (Molnar et al., 2004). Ademaés, la capsorrubina tiene actividad en
enfermedades relacionadas con la obesidad, de manera que promueve la expresion y secrecion de
ARNm de adiponectina, un regulador que estd involucrado en el metabolismo de lipidos,
metabolismo de la glucosa en la sangre y presion arterial, regulador que es afectado por la obesidad
(Maeda et al., 2013).

Figura 3

Estructura molecular de la capsorrubina

HO

Nota: Elaboracion propia.

2.1.3 Extraccion de compuestos bioactivos

La extraccion se define como la transferencia de uno 0 mas componentes que poseen
actividad bioldgica desde su fuente a una fase fluida. En la extraccion solido-liquido, como
componente objetivo a partir de una matriz vegetal, es un mecanismo unitario que consiste en la
separacion de solutos (compuestos solubles) mediante el uso de disolvente(s), utilizando a su favor
propiedades como la solubilidad o la capacidad del analito de absorciéon o adsorcién sobre un
soporte solido (Lloyd & Van Wyk, 2012).

Cabe sefialar que la extraccion depende de varios factores, entre ellos estan: (i) la naturaleza
de la matriz vegetal y del analito a extraer, (ii) las condiciones operativas del proceso de extraccion,
como, la presién y la temperatura, que modifican las propiedades fisicas del solvente al reducir la
tensién superficial, aumentando tanto la solubilidad del soluto como la velocidad de difusién

(Cardenas et al., 2015). De manera que el método de extraccion juega un papel importante a la
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hora de proporcionar un producto bioactivo de alta calidad, por lo que escoger el procedimiento
adecuado es vital para la eficiencia de la extraccion. Para este proyecto de investigacion, se plantea
utilizar extraccién asistida por ultrasonido y dispersion de matriz en fase s6lida como métodos
extractivos.

2.1.4 Teécnicas extractivas

2.1.4.1 Extraccion asistida por ultrasonido

La extraccion asistida por ultrasonido UAE utiliza este tipo de onda de sonido que puede
ser percibida por los humanos, sin embargo, las frecuencias van maés alla de lo que podemos
escuchar, en las extracciones, usualmente el rango de frecuencia va desde 20 kHz a 100 MHz.
Durante la extraccion, tal y como se comporta una onda, esta va oscilando desde la compresion a
la expansion, este proceso da lugar a la creacion, crecimiento y eventual colapso de burbujas. Este
ciclo por el que pasan las burbujas se llama cavitacion, de modo que la energia cinética del
movimiento puede convertirse en calentamiento contenido de la burbuja, calentamiento que puede
llegar aproximadamente a unos 5000 K y a una presion aproximada de 1000 atm (Kumar Jha &
Sit, 2022).

Cabe resaltar que la cavitacion solo puede ocurrir en liquidos y liquidos que contienen
solidos. La energia aplicada por el ultrasonido facilita los movimientos de compuestos derivados
de la matriz vegetal, tanto organica como inorganica. Por consiguiente, los efectos mecanicos del
ultrasonido hacen que el solvente tenga un acceso mas rapido a los componentes del material
vegetal y mejoran la transferencia de masa, siendo la difusion a través de la membrana el principal
fendmeno fisico utilizado en el mecanismo de extraccion por ultrasonidos (Mason et al., 1996). Es
asi, como el ultrasonido ha tomado una posicion principal en la investigacion y desarrollo en

diversos procesos industriales. Es comin el uso de esta técnica en quimica analitica para la
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preparacion de muestras en productos farmacéuticos, nutracedticos y otras industrias quimicas.
Hay que mencionar que brinda el beneficio de tener un amplio rango de eleccion de solvente,
remplazando los solventes organicos toxicos por solventes que reducen los costos, reduce el
impacto ambiental y los riesgos para la salud (Tiwari, 2015).
2.1.4.2 Extraccion por dispersion de matriz en fase solida

La dispersion de matriz en fase sélida MSPD se desarrollé6 como un método nuevo de
extraccion para el aislamiento de farmacos en tejidos en 1989, este, durante la blsqueda de
eliminar las dificultades en el pretratamiento de las muestras, ya que las recuperaciones en el
aislamiento eran inferiores a las ideales (Barker et al., 1989). Desde entonces, este proceso ha
demostrado ser una tecnica versatil y eficiente para el aislamiento de una extensa gama de
farmacos, pesticidas y componentes naturales encontrados en muestras vegetales y animales
(Barker, 2007).

Su aplicacion se ha encaminado como un proceso analitico para la preparacion, extraccion
y fraccionamiento de muestras bioldgicas solidas, semisolidas o altamente viscosas. La extraccion
por MSPD se basa en varios principios quimicos y fisicos. Primeramente, la mezcla de la muestra
bioldgica con un soporte sélido (silica gel, arena u otro material de soporte) involucran fuerzas
mecanicas aplicadas de corte y trituracion que inciden en la disrupcion completa de la muestra,
ademas, las interacciones dindmicas entre la matriz de la muestra, el analito, el soporte sélido y
los disolventes ocurriendo simultaneamente durante la extraccion. De esta manera, un solvente
apropiado, 0 una secuencia de solventes, dispersan la muestra sobre la superficie del material de
soporte produciendo una unica fase mixta, en la cual, se pueden aislar directamente un compuesto
objetivo a eleccion. (Barker, 2007)

2.1.5 Técnicas analiticas
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2.1.5.1 Espectrofotometria UV-vis

La espectrofotometria UV-vis es una técnica analitica que permite medir la cantidad de luz
que absorbe un compuesto en el rango de 190-800 nm (Passos & Saraiva, 2019). La radiacion
electromagnética interactia con las moléculas, estas absorben la radiacion provocando una
disminucion en la intensidad, dicha disminucion, conocida como absorbancia, esta relacionada
directamente con la concentracién del analito. Segun la ley de Beer experesada como: A = € x b *
c. La absorbancia (A) es directamente proporcional a la concentracion y a la distancia que recorre
la luz dentro de la muestra (b), siendo épsilon el coeficiente de absorcion molar (Tissue, 2012).

Esta técnica se utiliza ampliamente en la determinacion de iones metélicos, compuestos
organicos con sistemas conjugados y macromoléculas bioldgicas como proteinas, &cidos nucleicos
Y, COMo en esta investigacion, carotenoides (Skoog, Holler, & Crouch, 2017).
2.1.5.2 Cromatografia liquida de alta eficiencia y ultra eficiencia

La cromatografia liquida de alta eficiencia es una de las técnicas mas utilizadas en quimica
analitica. Es una forma de cromatografia liquida y funciona para separar, analizar y cuantificar
compuestos que se disuelven en solucion. Este equipo consta con un deposito de fase mavil, una
bomba de alta presion, un inyector, una columna analitica (con temperatura controlada) y un
detector. La muestra es inyectada en la columna y llevada por la fase mavil, en el cual, los
componentes son separados a causa de las diferentes velocidades en la que van fluyendo cada
componente con respecto al comportamiento entre la dase liquida mdvil y la fase estacionaria. De
hecho, la mezcla se puede separar segun el tipo de fase estacionaria que posea la columna, por
ejemplo, en funcion de su carga (cromatografia de intercambio de aniones o catidn débil/fuerte),
segun su masa molecular (cromatografia de exclusion por tamafio), por su

hidrofobicidad/polaridad (HPLC de fase reversa) y por caracteristicas especificas (afinidad
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cromatogréfica) (Luykx et al., 2008). Este método es adaptable a cantidad de técnicas de
deteccion, entre los mas comunes estan: la deteccion por espectrometria de masas (MS), por
resonancia magnética nuclear (NMR), por espectroscopia de absorcion (UV-vis) o deteccion por
arreglo de diodos (DAD) (Anderson, 1999).

Para proporcionar un ejemplo de la amplia gama de compuestos que puede caracterizar la
cromatografia de alta eficiencia, solo en analisis de alimentos se ha utilizado para detectar
carbohidratos, vitaminas, aditivos, micotoxinas, aminoacidos, proteinas, triglicéridos en grasas,
lipidos, compuestos quirales y pigmentos (Luykx et al., 2008), ademaés, de su aplicabilidad en la
determinacion de compuestos importantes en la industria como los farmacos, plaguicidas,
antibidticos, esteroides, especies organometalicas y variedad de sustancias inorganicas (Skoog et
al., 2017). Aparte, el costo de un instrumento de HPLC no es tan alto, sumado que es una técnica
robusta, sencilla y reproducible, razones por las cuales lo hacen un método eficiente (Luykx et al.,
2008).

La cromatografia de ultra eficiencia (UPLC) implica el uso de columnas con particulas de
menor tamafio (menor a 2,5 um) con flujos mas altos, lo que supone mayor presion de trabajo sin
disminuir su rendimiento, en consecuencia, mejora significativamente la eficiencia de la
separacién cromatografica, ofreciendo la capacidad de lograr alta resolucién y velocidad (Swartz,
2005).

Para la cromatografia liquida y la espectrometria de masas es utilizado un interfaz de
ionizacion por electrospray (ESI, por sus siglas en inglés, Electrospray lonization) que aporta la
mas alta eficiencia en la ionizacién y una alta sensibilidad (Novakova y col, 2017). Asimismo, el
acoplamiento a uno o varios analizadores de masas, como lo son, el cuadrupolo simple o el triple

cuadrupolo se utilizan frecuentemente. El cuadrupolo simple consiste en cuatro varillas metalicas
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dispuestas en forma cuadrada, conectadas de dos en dos, en ese sentido, los pares opuestos son
conectados eléctricamente creando un campo eléctrico que filtra un rango o iones de masa
especifica (Gross, 2004). En una estructura méas avanzada, como lo es el triple cuadrupolo para la
espectrometria de masas (MS/MS), el primer cuadrupolo funciona como el cuadrupolo simple ya
mencionado; el segundo se desempefia como celda de colisién, el cual, deja pasar un gas de
colision (N, Ar, He) que rompe la molécula en varios fragmentos de iones, por medio de un proceso
Ilamado descomposicion inducida por colision; por altimo, el tercer cuadrupolo se encarga de
filtrar y detectar los fragmentos hijos producidos en la celda de colision, permitiendo un analisis
estructural detallado (Allwood & Goodacre, 2010).

2.1.5.3 Cromatografia en capa fina

La cromatografia en capa fina (TLC) es un método planar ampliamente usado en la
investigacion de productos naturales. Se destaca por ser una técnica sencilla'y economica, aplicable
en analisis, aislamiento y que brinda pardmetros para una posterior cromatografia en columna.
Frecuentemente, se utiliza silice o alimina como fase estacionaria (méas polares) y disolventes
organicos como fase movil (menos polares) para cromatografia de fase normal. No obstante, para
cromatografia en fase reversa, la fase estacionaria es menos polar, empleando silice o alimina con
enlaces alquilo, por ende, se utiliza un solvente polar como agua o alcohol como fase movil (Rasul,
2018).

Existen dos tipos de cromatografia en capa fina: TLC preparativa y TLC analitica. En la
primera mencionada, (P-TLC) proporciona el aislamiento a pequefia escala de productos naturales
a partir de su extracto. De otro modo, la cromatografia analitica estudia el extracto vegetal con la
finalidad de obtener una idea del nimero de compuestos presentes en la mezcla (Bulugahapitiya,

2013).
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Un enfoque estratégico y novedoso, es acoger los métodos analiticos basados en teléfonos
inteligentes como instrumentos de deteccidn, como lo es en acople con cromatografia en capa fina,
implicando una captura rapida de placas de TLC por medio de la cAmara del dispositivo movil,
con la virtud de poder iluminarlas con distintas fuentes de luz. Seguido de un analisis de imagenes
digitales para medir la intensidad del color. Esta metodologia (TLC cuantitativa o q-TLC, por sus
siglas en inglés, Quantitative Thin-Layer Chromatography) se ha utilizado considerablemente vy,
ademas, se ha demostrado su validez en la determinacion de farmacos, plantas medicinales y el
control de medicamentos falsos (Wadie M. et al., 2023).

El analisis de imagenes es uno de los campos en la computacion cientifica que ha logrado
un enorme avance durante los ultimos 50 afios. Siendo relativamente corto su aporte en el campo,
la vatriedad de herramientas de software disponibles, la diversidad en los campos de accion y la
constante creacion de nuevas herramientas, lo hacen una estrategia viable y muy economica
(Schneider et al., 2012). Un ejemplo de ello, es el software ImageJ creado por Wayne Rasband,
aplicacion que tiene matices que lo diferencian de la competencia como: un interfaz sencillo que
se puede ejecutar ordenadores asequibles; aplicacion y codigo libre para el usuario; funcionalidad
adaptable segun las necesidades del usuario (Schindelin et al., 2015). En general, el analisis de
imagenes implica mejorar la imagen o extraer datos de pixeles. Por consiguiente, la diferencia
entre los pixeles de las areas de compuestos interes y los pixeles de fondo permiten la deteccion
especifica en las placas de TLC, permitiendo cuantificar muestras por medio de sus densidades
integradas. Lo que hace posible comparar puntos estandar de concentracion conocida para calcular
concentraciones estimadas de compuestos de interes (Sowers et al.,2022).

2.2 Estado del arte

Figura4
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Numero de publicaciones por afio sobre la capsorrubina. Periodo de observacién: 1995-2023
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Nota: Fecha de consulta: 28 de febrero del 2024. Fuente: Scopus (Elsevier), elaboracion propia.
Con la finalidad de conocer las investigaciones desarrolladas sobre la Capsorrubina, sus
caracteristicas principales, actividad biologica del metabolito secundario y los métodos de
extraccion, se realizé una busqueda bibliografica utilizando la base de datos Scopus (Elsevier). De
esta forma, mediante la palabra clave “Capsorubin” y en un periodo que abarca desde 1995 al
2023. Se encontrd un total de 181 documentos, que se presentan en la Figura 4 en relacion segun
el afio de publicacion. Entre ellos, 155 articulos, diez capitulos de libros y diez revisiones son
reportados (fecha de consulta: 28 de febrero de 2024). La mayoria, en areas como: agricultura y
ciencias bioldgicas, bioquimica, quimica; farmacologia, toxicologia y farmacéutica; medicina,
entre otras (véase Figura 5). Sin embargo, en Colombia, no se han encontrado documentos de
investigacion sobre la capsorrubina segun la base de datos Scopus (Elsevier).
Figura 5
Areas de investigacion relacionadas con el estudio de la capsorrubina. Periodo de observacion:

1995-2023
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Nota: Fecha de consulta: 28 de febrero del 2024. Fuente: Scopus (Elsevier), elaboracion propia.
Para comprender el atractivo que tiene la capsorrubina, Maeda et al. (2021) realizé una
revision de la literatura compilando un resumen sobre las propiedades bioldgicas de carotenoides
en pimientos, dentro de ellas, la amplia gama de propiedades bioldgicas que posee la capsorrubina.
En primer lugar, el grupo 3-hidroxi-6-oxo-k-final encontrado en la capsorrubina le confiere una
potente actividad antioxidante inhibiendo la peroxidacién lipidica causada por radicales libres
(Maoka et al., 2001). Asimismo, describe como la capsorrubina promueve la secrecion de
reguladores metabolicos (metabolismo de lipidos, metabolismos de glucosa en sangre),
combatiendo una amenaza para la salud en todo el mundo como lo es el sindrome metabdlico
(Maeda et al., 2013). El potencial que tiene frente al cancer, por ejemplo, interactuando con
moléculas de sefial para desacelerar la evolucion del tumor y la metastasis (Molnar et al., 2004).
Continuando con la basqueda bibliografica, se afiadi6 a la palabra “Extract” a la formula
de basqueda, de manera que quedo: “Capsorubin AND Extract”. Ademas, se acorto el periodo
desde 1997 a 2023. La mayoria de las investigaciones sobre la extraccién de la capsorrubina se

han realizado a partir de la especie vegetal Capsicum annuum L., conocido como pimentén,

pimiento o pimiento morrén. En el trabajo hecho por Weissenberg et al. (1997) se utilizd
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secuencialmente éter dietilico y metanol como solventes para la extraccion de los carotenoides a
partir del pimiento rojo. Se ide6 un método basado en un sistema no acuoso isocratico de
cromatografia liquida de alta eficiencia para separar y cuantificar las xantéfilas, proponiendo una
deteccion réapida para los extractos del pimenton.

Jarén-Galan et al. (1999) obtuvieron el extracto del pimiento mediante extraccion con
dioxido de carbono supercritico, donde, a presiones altas de extraccién, hubo una mayor
proporcion de carotenoides rojos (principalmente capsorrubina) con etanol o acetona como
cosolventes. Para agregar, el estudio realizado por De Aguiar et al. (2022) analiza el uso de
extracciones por fluidos supercriticos de componentes bioactivos de alto valor como los
compuestos fenolicos, capsaicinoides y carotenoides. Reportaron el uso de dioxido de carbono
supercritico, utilizando etanol al 20% (modificador) durante 5 minutos en condiciones estaticas y,
luego, se procede a condiciones dinamicas (20 minutos a 60°C y 331 bar). En una segunda etapa,
se retira el modificador y se repite la extraccion con las mismas condiciones mencionadas.
Demostrando ventajas sobre técnicas de extraccion clasicas por su disminucion en la cantidad de
solventes, tiempos de extraccion mas cortos, especificidad y escalabilidad.

De los estudios buscados para la extraccion, se encontré el que realizé Fernandez-Ronco
et al. (2012), quienes utilizaron extraccion asistida por ultrasonido y extraccion por maceracion
para determinar el rendimiento y la capacidad colorante de la oleorresina a partir del pimenton. Se
encontré que UAE reduce el tiempo requerido para la extraccion y mejora la calidad debido a su
menor exposicion a las altas temperaturas. Ademas, determinaron al n-hexano como mejor
disolvente, una relacion de 1:4,3 material vegetal-solvente a una temperatura de 298 K,

recuperando un 84% de oleorresina.
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Huang et al. (2022), en su trabajo, optimizaron el proceso de extraccion rapida de
oleorresina a partir del pimentén. Compararon métodos de extraccion por macerado ME,
extraccion asistida por ultrasonido UAE y extraccion por liquido presurizado PLE, siendo este
altimo el método con mas eficiencia en el rendimiento de extraccion de oleorresina. Las
condiciones de extraccién que optimizaron (temperatura: 78°C; 2 ciclos; 28 minutos; acetona
como solvente) mostraron un valor mayor en la evaluacion del color, ademas, una mayor cantidad
de capsorrubina en el extracto.

Continuando con la busqueda bibliografica, se llevé a cabo usando las palabras-clave:
“Carludovica AND Palmata” donde se reportaron 24 articulos, seis de ellos en Colombia segin
la base de datos Scopus. Recientemente, se reporto que el estudio de Galviz-Quezada et al. (2023)
utilizaron el fruto de la palma de iraca obtenidos de la ciudad de Pasto, Colombia, como fuente
para la obtencion de fenoles. Realizaron diferentes tipos de extracciones, entre ellas: UAE,
extraccion Soxhlet SE y extraccion por solvente a baja presion LPSE (por sus siglas en inglés,
Low-pressure solvent extraction). Como resultado, UAE fue el método maés eficiente en la
extraccion de compuestos fendlicos, siendo un proceso amigable con el medio ambiente. Por
consiguiente, el estudio demostré que es un método economicamente viable en la extraccion de
fenoles y, analogo, podria ser prometedor en la extraccion de la capsorrubina.

Comunmente, la capsorrubina es obtenida de los pimentones, sin embargo, la investigacion
realizada en Panama por Murrillo et al. (2021), determinaron que este producto natural es el de
mayor proporcién en los frutos de la especie vegetal Carludovica palmata, con 48,71 % en la
composicién total de carotenoides. Establecieron que la cantidad de k-carotenoides aumenta
durante la maduracion, lo que es notable por el cambio de color (de verde a rojo). Los hallazgos

promueven el aislamiento de capsorrubina a partir de la palma de iraca en cantidades mas altas,
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primeramente, porque el cultivo de la palma sirve como alternativa a las familias campesinas de
América Latina y, segundo, por el potencial de actividades bioldgicas que posee este metabolito
secundario.

Pese a la informacion recolectada, la especie vegetal Carludovica palmata es una planta
poco estudiada, evidenciando la carencia de informacion acerca de los métodos extractivos, en el
cual, no se encontré reporte acerca de la extraccion del metabolito secundario de interés por medio
de la técnica por dispersion de la matriz en fase sélida (MSPD). Por esta razon, se busco en la
literatura extracciones realizadas por MSPD sobre carotenoides a partir de otras especies vegetales.
Por ejemplo, Putzbach et al. (2005) realizaron la extraccion MSPD de carotenoides a partir de
espinaca, en una relacion matriz vegetal-soporte sélido 1:3 con silica gel C18 modificada como
soporte y acetona como eluyente, posteriormente, determinando por separacion cromatografica la
presencia de (all-E) luteina, (all-E) B-caroteno, incluidos, dos estereoisomeros del B-caroteno,
(9,13-ZZ) B-caroteno y (9-Z) B-caroteno. Por otra parte, en el estudio de Jin et al. (2019) desarrollo
un método de dispersion de matriz en fase solida para la determinacion simultanea de fucoxantina,
luteina y astaxantina a partir de diferentes microalgas, determinando metanol como eluyente,
relacion matriz vegetal-soporte de 1:2 y, donde no hay mucha diferencia en el uso entre el soporte
Cs Yy Cis.

De este modo, la comunidad cientifica aun esta en la investigacion de encontrar métodos
de extraccion de metabolitos secundarios con alta eficiencia, alto rendimiento y amigable con el
medio ambiente, y, poder reemplazar los métodos tradicionales que utilizan solventes altamente

tOXiCOS en sus procesos
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3.Metodologia

La metodologia que se realizé para cumplir con los objetivos se resume en: (i) obtencion
de materia prima, (ii) extraccion, (iii) identificacion y cuantificacién de la capssorrubina a partir
de la infrutescencia de Carldovica palmata.
3.1 Material vegetal

Los frutos de la especie vegetal Carludovica palmata (palma de iraca) fueron enviados por
el profesor Dr. Rodrigo Hoyos, director del grupo de investigacion de biotecnologia vegetal,
localizado en la Universidad Nacional de Colombia (sede Medellin, Colombia). EI material vegetal
se manejé como lo describe Galviz-Quezada et al. (2023). El fruto fue proporcionado ya
liofilizado, por ende, se procedio a triturar con ayuda de nitrégeno liquido y un mortero como se
observa en la Figura 6. Seguido, se almaceno en tubos Falcon de 50 mL a -30°C para posteriores
analisis.
Figura 6

Fruto de la especie C. palmata antes y después de macerar

T——

Nota: Foto tomada por el autor Camilo Camargo. Lugar: Laboratorio de Bioauimica y productos
naturales, UIS. Fecha: 11 de julio de 2023

3.2 Procedimientos de extraccién a partir del fruto de Carludovica palmata.
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3.2.1 Proceso de extraccion asistida por ultrasonido (UAE)

La recoleccidn del extracto de la infrutescencia de la especie vegetal Carludovica palmata
fueron obtenidos por medio del método descrito por Fernandez-Ronco et al. (2012), con algunas
modificaciones. Primeramente, se desarrollé un disefio experimental completamente aleatorizado
como ensayos preliminares utilizando un andlisis de varianza (ANOVA) cuya variable de
respuesta correspondié a la concentracién relativa de capsorrubina en los extractos ya
saponificados (véase Tabla 2) con el fin de evaluar parametros como solvente de extraccion
(acetona, etanol y n-hexano), relacion de solvente (relacion material vegetal-solvente 1:5, 1.7 y
1:10) y tiempo de extraccion (5, 15 y 25 minutos), para un total de 9 ensayos con tres replicas
técnicas para cada caso. En consecuencia, se estipuld la siguiente metodologia: se pesaron 1 g del
material vegetal previamente macerado (y seco) y se adicionaron 7 mL de acetona (1:7 en relacion
con el peso de material vegetal). Luego de un minuto en el vortex, se realizo el bafio de ultrasonido
en un equipo EASY 30 H (Elmasonic, Signen, Alemania) por un tiempo de 25 minutos con una
frecuencia de 37 kHz, una potencia nominal efectiva de 280 W y a una temperatura controlada de
25°C (véase Figura 7). Seguido, se pasdé a una centrifuga Z206A (HERMLE, Wehingen,
Alemania) por 15 minutos a 3000 rpm. Los extractos obtenidos se secaron a una temperatura
ambiente protegidas de la luz y, luego, se pesaron para calcular los rendimientos de extraccion.

Figura 7
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Obtencidn de extractos organicos por medio de extraccion asistida por ultrasonido

Nota: Foto tomada por el autor Camilo Camaréo. Fecha: agost28 de 2024. Lugar: Laboratorio
de Bioquimica y productos naturales, UIS, Bucaramanga.

Tabla 2

Disefio experimental completamente aleatorizado para la extraccion por ultrasonido de la especie

vegetal C. palmata.

Ensayo Tipodesolvente Cantidad de solvente Tiempo de extraccion Variable evaluada

1 Acetona 10 mL 5 minutos Tipo de solvente
2 Etanol 10 mL 5 minutos Tipo de solvente
3 Hexano 10 mL 5 minutos Tipo de solvente
4 Acetona 10 mL 5 minutos Cantidad de solvente
5 Acetona 7mL 5 minutos Cantidad de solvente
6 Acetona 5mL 5 minutos Cantidad de solvente
7 Acetona 7mL 5 minutos Tiempo de extraccion
8 Acetona 7mL 15 minutos Tiempo de extraccion
9 Acetona 7mL 25 minutos Tiempo de extraccion

Nota: Elaboracion propia

3.2.2 Proceso de extraccion por dispersion de matriz en fase sélida (MSPD)
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Los extractos fueron obtenidos mediante el método aplicado por Putzbach et al. (2005)
para la extraccion, en este caso, con algunas modificaciones. Brevemente, también se realizé un
disefio experimental completamente aleatorizado para estudios preliminares usando un analisis de
varianza (ANOVA) (véase Tabla 3) para evaluar los parametros: cantidad de solvente (2'y 4 mL)
y relacién materia vegetal-soporte sélido (1:1, 1:3 y 1:5 relacion soporte silice-material vegetal),
para un total de 5 ensayos con tres réplicas técnicas para cada caso. Se determiné las siguientes
condiciones de extraccion: 50 mg de la muestra vegetal previamente almacenada se mezcld en un
mortero de porcelana con 50 mg de silica gel C18 fase reversa (para cromatografia de columna
fully end capped, Sigma) como soporte solido (en una relacion 1:1 soporte-material vegetal) y con
1 mL de acetona como solvente dispersante se homogeneizd por 10 minutos. La mezcla
homogénea se introdujo en una jeringa tipo cartucho de 3 mL y se compacto hasta formar una
cama de columna entre dos trampas hechos con algodon, asi pues, el extracto se eluy6 con 2 mL
de acetona (vease Figura 8). Para terminar, los extractos obtenidos se secaron a una temperatura
ambiente protegidas de la luz y, luego, se pesaron para calcular los rendimientos de extraccion.
Tabla 3
Disefio experimental completamente aleatorizado para la extraccion por MSPD de la especie

vegetal C. palmata

Ensayo solvente Cantidad de Relacion sgporte- Variable evaluada
solvente material
1 Acetona 2 mL 1:3 Cantidad de solvente
2 Acetona 4 mL 1:3 Cantidad de solvente
3 Acetona 2 mL 1.1 Relacion soporte-material
4 Acetona 2 mL 1:3 Relacion soporte-material

5 Acetona 2 mL 1:5 Relacion soporte-material
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Nota: Elaboracion propia
Figura 8

Obtencidn de extractos organicos por medio de extraccion MSPD

Nota: Foto tomada por el autor Camilo Camargo. Fecha: noviembre 13 de 2024. Lugar:
Laboratorio de Bioquimica y productos naturales, UIS, Bucaramanga.

3.2.3 Saponificacion del extracto organico

Luego de los procedimientos de extraccién por MSPD y UAE, se realiz6 un proceso de
saponificacion del extracto para obtener carotenoides libres (principalmente capsorrubina) para su
posterior caracterizacion. Esta parte experimental se desarrollé con base en el trabajo realizado por
Murrillo et al. (2021) en la caracterizacion de la capsorrubina, lo anterior, con algunas
modificaciones. Los extractos obtenidos se suspendieron en 2 mL de éter etilico y se saponificaron
con 1 mL KOH metanolico al 0,5 M en un balon de reaccion de 25 mL durante toda la noche. La
mezcla de reaccion se pasé a un embudo de decantacién y se lavd con agua hasta alcanzar la
neutralidad (pH~7.0) (véase Figura 9). La fase organica, la cual contiene el extracto con los
carotenoides libres se dejo secar a temperatura ambiente protegidas de la luz para su posterior
analisis por UV-Vis.

Figura 9
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Proceso de saponificacion y lavado de los extractos hasta neutralidad, separacion de fases

Nota: Foto tomada por el autor Camilo Camargo. Fecha: noviembre 15 de 2024. Lugar:
Laboratorio de Bioquimica y productos naturales, UIS, Bucaramanga.

3.3 Analisis del extracto por medio de técnicas analiticas
3.3.1 Analisis por UV-VIS
Los carotenoides (principalmente luteina y capsorrubina) de los extractos saponificados del fruto
de la Carludovica palmata fueron cuantificados espectrofotométricamente segun el método
utilizado por Murrillo et al. (2021) en un espectrofotometro de doble haz UV-Vis Shimadzu UV-
1800 (Shimadzu, Kyoto, Japdn). Cada uno de los extractos fueron resuspendidos en etanol y se
realizaron las mediciones de absorbancia a dos longitudes de onda (445nm y 510nm), posterior, se
utilizaron las ecuaciones (véase Ecuacion 1-2) y los coeficientes de absorcion A% (véase Tabla
2) utilizados por Murillo et al. (2021) para determinar la concentracion relativa de capsorrubina
presente en la muestra (la concentracion relativa de capsorrubina como variable respuesta en la
evaluacion de los parametros de estudio).

Tabla 4
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Coeficientes de absorcion especifico determinados por Murillo et al. (2021) para luteina y

capsorrubina en etanol como solvente.

A a 445 nm A 3510 nm
Luteina 2550,0 82,6
Capsorrubina 1353,3 2013,6

Nota: Tomado de Murillo et al. (2025). Elaboracién propia

_ 14944454510 g .
Crue = 3716,9 /100mL Ecuacion 1

_ A445—2550 Clut g .,
Ceap = 1353,3 /100mL Ecuacioén 2

3.3.2 Analisis por UPLC-TQD-MS

Previo al analisis por LC-MS, las muestras (extractos organicos) fueron sometidas a un
clean-up por extraccion en fase sdlida (SPE). Para ello, se utilizd una columna de extraccién
(LiChrolut RP-18 100mg fase solida, Merck). Cada muestra de extracto fue disuelta en una
disolucion 70:30 de Acetonitrilo:MeOH, la cual fue adicionada al cartucho de SPE y se paso
inicialmente un volumen de agua tipo | para arrastrar componentes impurezas polares. Posterior a
ello, se recuperd los compuestos de interés pasando una solucién de metanol acuoso (80% v/v, tres
volimenes). Finalmente, la fase organica (metandlica) se dejo evaporar a temperatura ambiente,
bajo condiciones de oscuridad, para luego resuspender en 500 uL de MeOH (grado HPLC), se
filtraron utilizando filtro PTFE hidrofilico (ALWSCI technologies) con tamafio de poro 0,22 pm.

Los extractos recuperados se analizaron en un cromatografo liquido de ultra eficiencia
(UPLC), Acquity Class I (Waters Corp., Milford, MA, USA), equipado con un sistema de gestion
de solventes binario BSM y un sistema de gestion de muestras con flujo a través de aguja SM-
FNT. 1 uL de cada muestra, de concentracion 1,0 mg/mL, se inyectaron en el cromatdgrafo a una

velocidad de flujo de 0,2 mL/min, y la separacion de los compuestos se realiz6 en una columna
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apolar Waters ACQUITY UPLC BEH Cis (Waters Corp., Milford, MA, USA) de 150 mm de
longitud, 2.1 mm d.;., 1.7 um de tamafio de particula y la temperatura del termostato se ajusto a
30°C. La fase mdvil fue una solucién acuosa de acido férmico (0,01%) (A) y acetonitrilo (B), con
gradiente de elucion programado asi: inicia con 70% (B), aumenta a 100 % (B) en 18 min, seguido
de un reequilibrio desde 18.1-20 min con 70 % (B). Los espectros de masas se obtuvieron en modo
SIR (por sus siglas en inglés, Selected lon Recording) con 601.00 m/z, 583.40 m/z, 473.00 m/z,
109.00 m/z y 83.00 m/z como iones objetivo, operado en modo de iones positivos, utilizando un
triple cuadrupolo como analizador de masas (XEVO, Waters Corp., Milford, MA, USA) a través
de una interfaz ESI. Se empleo argon (Ar) como gas de colision y nitrogeno (N2) como gas de
nebulizacion. Los parametros optimizados de deteccion fueron los siguientes: voltaje de cono 30
V; voltaje capilar 2.91 kV; temperatura de desolvatacion 298°C; flujo de gas de cono 297 L/h,
flujo de gas de desolvatacion 647 L/h; rango de masas m/z 80-1100. Se aplico un voltaje de
fragmentacion de 25 V. La adquisicion de datos se obtuvo por el software MassLynx version 4.1
(Waters), seguidamente, se procesaron los datos utilizando el TargetLynx para obtener los
cromatogramas de masas.
3.3.3 Identificacion y cuantificacion de capsorrubina por HPLC-DAD

Los extractos obtenidos de la infrutescencia fueron tratados mediante extraccion en fase
solida (SPE), utilizando como solvente MetOH y una columna de extraccion LiChrolut RP-18,
siguiendo la misma metodologia reportada en la seccién 3.3.2. Una vez realizado el clean-up de
las muestras, se pesaron 2 mg del extracto seco, se le adicionaron 1 mL Metanol y, fueron filtradas
haciendo uso de un filtro de jeringa de PTFE hidrofilico (ALWSCI technologies) con tamafio de

poro 0,22 um con anillo exterior.
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Posterior, el analisis de la capsorrubina de los extractos de la especie vegetal Carludovica
palmata se realizé6 mediante un cromatografo liquido de alta eficiencia acoplado a un detector de
arreglo de diodos de inyeccion automatica Agilent 1100/1200 (Agilent Technologies, CA, USA).
Se sigui6 la metodologia reportada por Murrillo et al. (2021) con algunas modificaciones, cuya
separacion conto con una columna Cig como fase estacionaria de 250 mm de longitud x 4 mm de
didmetro interior, LiChrospher 100 RP-18 y 5 um de tamafio de particula (Merck, Darmstadt,
Alemania), con una fase movil isocratica de H.O: MeOH = 12:88 % (v/v). El flujo de la fase movil
fue de 1 mL/min y se ajustd la temperatura a 25°C, con un volumen de inyeccion de 5uL de
muestra (concentracion 5mg/mL) y un tiempo de corrida de 25 minutos. El analisis fue
monitoreado a una longitud de onda de 450 nm.

La cuantificacion relativa de capsorrubina se realizd usando una curva de calibracion
externa, utilizando beta-caroteno como compuesto de referencia preparado en un rango de
concentracion de 0,0025-0,4 nM. La ecuacion de respuesta fue corregida utilizando un factor de
respuesta relativo (FRR) equivalente a 0,5 respecto al beta-caroteno, la cual se determind a partir
de los coeficientes de absorcion especificas para el analito (2620 para beta-caroteno y 1353.3 para
capsorrubina, en etanol a una longitud de onda de 450 nm) (Murrillo et al., 2021;Rodriguez-
Amaya, 1999). Todas las muestras fueron analizadas por triplicado.

3.3.5 Andlisis por cromatografia en capa fina cuantitativa (qTLC)

Primeramente, se construyd una camara de iluminacion con las dimensiones establecidas
por Wadie et al. (2023) con algunas variaciones: 30 cm de largo, 15 cm de ancho y 15 cm de altura
(véase Figura 10). Se utilizé madera para la construccion de la cAmara, material que es econémico,
de muy facil acceso pero que resulto levemente pesada. En el centro de la parte superior de la caja,

se realiz6 una perforacion rectangular para ajustar la camara del equipo celular inteligente utilizado
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(Redmi Note 8, Xiaomi, Pekin, China). Esta cAmara de iluminacion se equip6 con dos fuentes de
luz: una lampara UV de 254 nm (OSRAM, modelo: HNS 4W, 136 mm de longitud) y una tira de
LED de luz diurna (blanco, 7W). Se utilizaron placas de TLC laminas de aluminio silica gel 60
matrix (Merck, Darmstadt, Germany) como fase estacionaria para la separacion cromatogréfica,
con 6,5 cm x 5 cm de dimensiones. Se preparé la fase mavil segun lo reportado por Hernandez-
Ortega et al, (2012) la cual estuvo compuesta por n-hexano, éter etilico y acetona (relacion 1:2:1
en volumen). Un total de 8 mL de fase movil fue adicionado a un vaso de precipitados de 150 mL,
el cual, se cubrio con aluminio y se dejo reposar por 5 minutos para la saturacion y equilibrio de
fases. Con una micropipeta BRAND de 10 uL se aplicaron gotas de 2 L de los extractos organicos
obtenidos por UAE y MSPD a una concentracion de 5 mg/mL a un centimetro de la base de la
placa TLC, se dejé secar para luego realizar el analisis cromatogréafico en el vaso de precipitados,
dejando ascender el solvente hasta una distancia de 5 cm de la base. Finalmente, se dejo secar las
placas de TLC para su posterior registro y analisis de imagenes.

Para el registro y analisis de las imagenes se siguid la metodologia planteada por Wadie et
al. (2023). Previo a tomar la imagen, la placa TLC se iluminé con la tira de LED de luz diurna 'y
la adquisicion se hizo con la camara trasera gran angular de 48 MP con apertura f/1,8 en modo
pro, velocidad de obturacion de 1/250 s, 1ISO de 100, enfoque automatico y un balance de blancos
diurno. Las imagenes obtenidas se analizaron en el software ImageJ version 1.54g (NIH,
Maryland, USA), alli, se abrieron como iméagenes a color RGB y se analizaron con la funcion
“Gels”. Se seleccionaron los carriles con la herramienta “Rectangle”, siguiente, al primer carril se
aplica la opcion “Select First Lane” y a los siguientes “Select Next Lane” y, finalmente, se

selecciona “Plot Lanes” para generar las sefiales correspondientes a cada spot cromatogréfico y
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con las herramientas “Straight” y “Magic Wand” se determinaron las respectivas areas de cada
spot. Todas las muestras fueron analizadas por triplicado.
Figura 10

Cémara de iluminacion para toma de imégenes para el analisis por g-TLC

Nota: Foto tomada por el autor Camilo Camargo. Lugar: Laboratorio de Biogquimica y productos

naturales.

La cuantificacion de capsorrubina se realiz6 usando el método de estandar externo, con f-
caroteno como sustancia de referencia en rango de 2,5-40 uM.
3.3.4 Determinacion de figuras analiticas de mérito por HPLC-DAD y g-TLC

Los valores para las ecuaciones de cada recta ajustada se determinaron Segun Miller y
Miller. (2002) (véase Ecuacion 3 y 4). A partir de la curva de calibracion, se determinaron:
linealidad (R? como indicador de linealidad) y sensibilidad del método (basado en la pendiente de
la recta).
Y=A+BX Ecuacion 3
Donde: A = ordenada de origen, B = pendiente de la recta, Y = sefial analitica y X = concentracion.

B = ZiXi= X0~y

Tixi— X)° Ecuacion 4
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X = promedio de datos, X; = datos, y = respuesta en cada punto, yi = promedio de respuesta de
patrones.
En ese sentido, se calcularon la incertidumbre para los residuos, la pendiente y para el intercepto

de la regresion lineal, segin Miller y Miller (Miller, J, Miller, 2002) (véase Ecuaciones 5-7).

(vi— V)2 .z
Sy/x = /ZLO;‘TJ") Ecuacion 5

Sy/x

Sp = —XX Ecuacion 6
B - %2

Yi X7 .,
Sa = SJ’/X n Ti(X;— X)? Ecuacion 7

Primeramente, se calculd Syx (véase Ecuacion 5), donde, los valores y; son los valores de y
ajustados. Analoga a la forma de la ecuacidn para hallar la desviacion estandar, pero difiere en que
se sustituye por los residuos (y; — ¥;). Asi pues, a partir de la incertidumbre para los residuos de
la regresion lineal se hallaron para el intercepto y la pendiente. Seguidamente, el limite de
deteccidn (LOD, por sus siglas en inglés Limit of Detection) y el limite de cuantificacion (LOQ,
por sus siglas en inglés Limit of Quantification) se calcularon como Sa/B en valores de 3 y 10
respectivamente, Sa y B representan la desviacion estandar del intercepto de la regresion lineal y

la pendiente de la recta, respectivamente (véase Ecuacion 8-9).

LOD = 3%‘" Ecuacion 8

LOQ = 10%“’ Ecuacion 9
Para la cuantificacion por HPLC-DAD, se compararon la precision de los métodos de

extraccion en la recuperacién de capsorrubina segun el procedimiento hecho por Shim et al.

(2013), determinados como la repetibilidad y reproducibilidad de areas cromatograficas, en donde,

los valores de area del carotenoide se analizaron en intervalos de intradia (n= 3) e interdia (n=3),
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por consiguiente, los valores se calcularon como porcentaje de coeficiente de variacion (CV, por

sus siglas en ingles Coefficient of variation) (vease Ecuacion 11).

s= | X — X|? Ecuacion 10

n—-1

CV,% = g % 100 Ecuacion 11

Donde: n = nimero de datos; X = promedio de los datos; X;= datos; S = desviacion estandar.
Por otro lado, para el analisis de precision por g-TLC se determiné en intervalos de intradia (n=3),

igualmente expresados como coeficiente de variacion.
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4. Resultados y discusion
4.1 Rendimiento de extraccién
Los rendimientos de extraccion para cada una de las extracciones fueron calculados usando
la Ecuacion 12, de esta manera, se relaciona la cantidad de extracto obtenido con la cantidad de

materia vegetal utilizada.

g extracto

Rendimiento de extracciom, % = x 100 Ecuacién 12

g materia vegetal

Todas las extracciones fueron realizadas por triplicado, y, se pueden observar en la Tabla
5y Tabla 6. En la primera mencionada, se observan los resultados de las extracciones realizadas
por el método de ultrasonido (UAE), asimismo, en la siguiente tabla, se expone los rendimientos
por el método MSPD. Aungue el rendimiento no fue el factor clave para escoger las condiciones
de extraccion, se evidencia diferencias y la influencia en los factores como el tipo y cantidad de
solvente, tiempo de extraccion.

Se nota que, al realizar la extraccion por MSPD, se obtuvo un rendimiento de extraccién
significativamente mas alto, con un rendimiento en el rango de 13-17 % (p/p), mientras que por el
método UAE estuvo por debajo de 5 % (p/p), sin embargo, la extraccion asistida por ultrasonido
ofrece ventaja en términos de reduccion de tiempo, energia y solventes en el proceso de extraccion
(Kumar et al., 2021). Posiblemente, el aumento se deba a la desintegracion del material vegetal en
el momento de homogeneizar con el soporte sélido, facilitando la extraccion al tener un incremento
en la superficie de contacto al reducir el tamafio de particula. Analogo a Gentili & Caretti (2011),
el método de dispersion de matriz en fase slida demostro ser adecuada para la extraccion, en este
caso, de carotenoides en sus formas libres y esterificadas, gracias a la disrupcién mecanica de la
matriz y la dispersion de sus componentes.

Tabla b
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Resultados de los rendimientos de extraccion por UAE a partir del fruto de la especie vegetal C.

palmata
Concentracion
. Tiempo de . Extracto, p/p, % (x £ capsorrubina
Solvente Cantidad extraccion Variable evaluada g 5, n=13) (ug/g) (x £ 5, N=
3)
Acetona 10 mL 5 minutos Tipo de solvente 0,034 3,35+0,26 245,14 +31,27*
Etanol 10 mL 5 minutos Tipo de solvente 0,047 4,77 £ 0,29 152,45+ 7,76
Hexano 10 mL 5 minutos Tipo de solvente 0,022 2,23+£0,20 208,11 + 2,67
Acetona 5mL 5 minutos Cantidad de solvente 0,023 2,28 +0,12 132,83 + 2,69
Acetona 7mL 5 minutos Cantidad de solvente 0,031 3,07+0,03 267,81 +10,79*
Acetona 10 mL 5 minutos Cantidad de solvente 0,031 3,07 £0,07 281,52 + 22,62
Acetona 7mL 5 minutos Tiempo de extraccion 0,026 2,58 + 0,09 235,83+ 14,17
Acetona 7mL 15 minutos Tiempo de extraccion 0,027 2,70+ 0,16 262,91 + 25,51
Acetona 7mL 25 minutos Tiempo de extraccion 0,030 2,99 + 0,06 286,34 £ 2,77*

*Valores significativos (véase Apéndice A-C)
Nota: Elaboracion propia
Tabla 6
Resultados de los rendimientos de extraccién con acetona por MSPD a partir del fruto de la

especie vegetal C. palmata.

Concentracion

Cantidad de Relacion soporte- Variable evaluada Extracto, g p/p, WB (xts, capsorrubina_
solvente material n=3) (no/9) (3)() *5s,n=
2mL 1:3 Cantidad de solvente 0,008 16,35+ 0,79 395,54 + 33,20

4 mL 1:3 Cantidad de solvente 0,009 17,24 + 0,47 356,81 + 60,29
2mL 1:1 Relacion soporte-material 0,007 13,39 + 0,57 381,74 + 16,64
2mL 1:3 Relacion soporte-material 0,008 16,35+ 0,79 395,54 + 33,20
2mL 1:5 Relacion soporte-material 0,008 16,77 + 0,87 424,69 + 53,37

Nota: Elaboracion propia
4.2 Evaluacion de parametros de extraccion para la especie C. palmata.
Un analisis de varianza (ANOVA) fue aplicado para evaluar las variables de estudio en los
dos métodos de extraccién (UAE y MSPD), teniendo en cuenta la concentracién de capsorrubina

determinado para cada extracto obtenido. (véase Apéndices A-E).
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Para el método por UAE, se determiné que el solvente “etanol” generaba menor extraccion
de capsorrubina, siendo este resultado estadisticamente significativo con lo encontrado con n-
hexano y acetona (p<0,05). No obstante, no se determinaron diferencias significativas entre las
medias de los datos obtenidos con estos dos Ultimos solventes (p>0,05) (véase Apéndice A). Sin
embargo, se decidid utilizar el solvente “acetona” porque se observd una ligera tendencia a
aumentar la extraccion de capsorrubina y, es bien conocido que la acetona es mas versatil en la
extraccion de metabolitos de mediana polaridad, como los carotenoides (Kim, Park, & Hwang,
2004;De Rosso & Mercadante, 2007;Mercadante et al., 2017).

De igual forma, al evaluar la cantidad de solvente de extraccion (5, 7 y 10 mL) se determiné
que no habian diferencias significaticas entre 7 mL y 10 mL (véase Apendice B), sin embargo,
con 5 mL de acetona su valor p fue menor a 0,05, representando significancia estadistica. Por tanto,
se selecciond un volumen de 7 mL de acetona como la cantidad adecuada para la extraccion del
analito de interés.

Por altimo, en cuanto a la variable de tiempo de extraccion (5,15 y 25 min), se determiné
que con un tiempo de 25 minutos se alcanzé una mayor cantidad de extraccion de capsorrubina;
por tanto, esta variable se ajust6 a 25 minutos como el tiempo mas (véase Apendice C).

Para la extraccion por dispersion de matriz en fase solida (MSPD) y, con base a los
resultados obtenidos por UAE, se fijo desde un principio el uso de acetona como solvente de
extraccion. De los resultados del andlisis estadistico, se determind que no hubo diferencias
estadisticamente significativas ni con la variable de volumen (2 y 4 mL) (p=0,3802) ni con la
relacion soporte sélido-material vegetal (1:1, 1:3 y 1:5) (véase Apendice D y E). Por lo tanto, para
la extraccion por MSPD, se determind usar 2 mL en cantidad de solvente y una relaciéon 1:1 de

soporte solido-marterial vegetal.
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En la Tabla 7 se presenta las condiciones de extraccion seleccionadas para los metodos
evaluados (UAE y MSPD). Como se menciond en la seccion 4.1, el mayor rendimiento (13,39 +
0,57 % plp para las condiciones establecidas) por parte de la extraccién realizada por MSPD se
atribuye a la disrupcion de la muestra, permitiendo una mayor acsesibilidad a las interacciones
entre la matriz de la muestra y el absorbente. En consecuencia, como lo dice Mansur et al. (2020),
la extraccion MSPD es un método simple y eficiente, que implica pocos pasos y se puede aplicar
en condiciones ambientales, sin el uso de alta energia, presiones o altas temperaturas, ademas, con
poco solvente organico, sin necesidad de un equipo y con tiempos de preparacion mas cortos. No
obstante, como otros estudios lo mencionan (Hy6tyldinen, 2009), la desventaja es que la extraccion
MSPD es bastante laboriosa, ya que requiere triturar el material vegetal con la matriz solida vy,
ademas, adicionarla en una columna para su extraccion.

Tabla 7

Mejores condiciones encontradas para la extraccion por UAE y MSPD para la especie vegetal C.

palmata
Variables de extraccion

Método Cantidad ., .
de de Tiemoo Relacion Concentracion
extraccion  Solvente . PO, soporte- Rendimiento p/p, % (x £, n=3) capsorrubina

solvente, min .
material (ng/g) (X xs, n=3)
mL

UAE Acetona 7 25 n.a 2,99 + 0,06 286,34 + 2,77

MSPD Acetona 2 n.a 1:1 13,39 + 0,57 381,74 + 16,64

Nota: Elaboracion propia
4.3 Andlisis de capsorrubina por técnicas analiticas
4.3.1 Determinacion de capsorrubina por UV-Vis.
La cuantificacion de capsorrubina en los extractos obtenidos se realiz6 mediante

espectrofotometria UV-vis, aprovechando las propiedades cromdforas de los carotenoides. Para el
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andlisis, el analito de interés se monitore6 a dos longitudes de onda (445 nm y 510 nm), que
corresponden a los maximos de absorcidn caracteristicos tanto de la capsorrubina como la luteina,
asi pues, analogo a como lo realizaron Murillo et al. (2021).

Se utilizaron los coeficientes de absorcion especificos (A1) reportados por Murillo et al.
(2021) (véase en Tabla 4) para capsorrubina y luteina en metanol, lo que permitié calcular las
concentraciones a partir de la absorbancia (véase Ecuaciones 1-2).

Los valores observados en la Tabla 8 permitieron confirmar la presencia y concentracion
relativa de capsorrubina en los extractos evaluados, con 286,34+ 2,8 g de capsorrubina por g de
material fresco por parte de la extraccion de UAE, y, por MSPD, 381,74 + 16,64 pg de
capsorrubina por g de material fresco. Estas concentraciones coinciden con el rango encontradas
en la literatura (Murrillo, y otros, 2024). Ademaés, se determind que existe diferencia
estadisticamente significativa entre las concentraciones relativas de capsorrubina para ambos
métodos (UAE y MSPD) por una prueba t-test, con un valor p de 0,0425. De tal manera, se
evidencid que la técnica UV-vis, con ventajas como su simplicidad y bajo costo, resulta adecuada
para estos andlisis, afirmando la utilidad de la espectrofotometria UV-vis como herramienta rapida
y eficiente para la cuantificacion de pigmentos naturales en extractos vegetales.

Tabla 8

Cuantificacion de capsorrubina por UV-vis.

Método de y ]
5 Solvente Concentracion, pg Cap/g de material Prueba t-test
extraccion fresco (X £ s, n=3)
UAE Acetona 286,34 +2.8 Valor p 0,0425
MSPD Acetona 381,74 + 16,64 Shapiro-Wilk 0,2473

*Valores significativos

Nota: Elaboracion propia
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4.3.2 ldentificacion de capsorrubina por UPLC-TQD-MS

La identificacion de capsorrubina en los extractos se confirmd mediante el analisis por
UPLC-XEVO-MS/MS en modo SIR (por sus siglas en inglés Selected lon Recording), utilizando
como referencia un patrén primario del compuesto (capsorrubina,99,9% pureza). En la Figura 11
se observa el cromatograma del patrén, en un tiempo de retencién de 14,19 minutos, asi pues,
como fragmentos moleculares caracteristicos (véase Tabla 9): 601,00 m/z [M+H]"; 583,40 m/z
[M+H-H.0]*; 473,00 [M+H- CgH1501]"; 109,00 [M +H — C32H4203- H20] *. De la misma forma,
se realizo la corrida del extracto en las mismas condiciones (véase en Figura 12), donde se observo
un tiempo de retencion muy cercano a 14,28 minutos (esta variacion minima puede deberse al
efecto de matriz, la cual no fue evaluada en este estudio). En efecto, se detectaron los mismos iones
de fragmentacion presentes en el extracto, por ende, se confirmé con alta confiabilidad que el
carotenoide de interés se encuentra en las muestras de estudio.

Estos resultados coinciden con los reportados por Jeknic et al. (2012) y Feng et al. (2022).
En el segundo articulo mencionado, realizaron una identificacion confirmatoria de la capsorrubina
mediante HPLC-MS/MS y su patron de fragmentacion. Los cuales, se detallan los iones como el
de 601,4 m/z, el 583,4 m/z, sin embargo, el ion mas interesante que confirma la identificacion de
capsorrubina en los extractos obtenidos en esta investigacion, es el de 109,1 m/z, asi pues, no hay
otro carotenoide que tenga estos tres iones en su patrén de fragmentacion.
Tabla 9

Andalisis del estandar primario “capsorrubina” realizado por UPLC-TQD-MS/MS

N° Masa
sefial Compuesto Formula  experimental, lones producto Férmula m/z tr,min
Fig. 11 m/z
[M+H-HO]" CioHssOs 583,40
1 Capsorrubina  CaoHssOs 601,00  [M+H - CgHis01] Cs2H20s3 473,00 14,19
[M +H — C32Hs203- H.0]* CeHis 109.00

Nota: Elaboracion propia



Figura 11

Cromatograma de masas SIR por UPLC-TQD-MS del patron de capsorrubina
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Figura 12

Cromatograma de masas SIR por UPLC-TQD-MS del extracto a partir de la C. palmata
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Figura 13

Mecanismo de fragmentacion de la capsorrubina

[M + H]*
[(M +H)- CgH1501] * [(M+H) - H0] * —— 601,00
473,00 583,40 -« CaoHs5704= 601,87
C32H1203= 474,46 Ca0Hs503= 583,86 + H
OH
O R

m/z 127,11 m/z 109,1

+

DH2
- H,0 CH+

Nota: Elaboracion propia

En la Figura 13 se presenta el esquema general de fragmentacion de la capsorrubina, el
ion [M+H]* en m/z 601,00 pierde una molécula de agua, generando un producto [(M+H) — H20]*
en m/z 583,4, asimismo, el ion precursor [M+H]" decae formando [(M +H)- C8H1501]" con la
pérdida del anillo terminal-k en m/z 127,11. Seguido, este anillo terminal-k pierde una molécula
de agua, generando otro fragmento en m/z 109,1, fragmento, que como se menciono anteriormente,
no esta presente en otros carotenoides excepto en la capsorrubina (Feng et al., 2022).
4.3.3 Identificacion y cuantificacion de capsorrubina por HPLC-DAD

La presencia de capsorrubina en los extractos organicos también se analizé6 mediante HPLC
acoplado a un detector de arreglo de diodos (DAD) por la comparacion de los tiempos de retencidn
del patron y los cromatogramas de las muestras como se observa en la figura 14. En la imagen se
muestra las sefiales superpuestas tanto de la capsorrubina en la muestra (color verde) con la del
patrén estandar (color morado) a un tiempo de retencion de 14,96 y 14,74 min, respectivamente

(esta variacion minima puede deberse al efecto de matriz, la cual no fue evaluada en este estudio).
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En este caso, la deteccion se llevo a cabo a 450 nm, una longitud de onda caracteristica de
absorcién de carotenoides debido a su sistema conjugado de doble enlaces, otorgandole su
coloracion rojiza distintiva. Adicionalmente, se observé que la capsorrubina es el compuesto
mayoritario en el extracto organico, dada la intensidad de la sefial cromatogréfica.

Diversos estudios en la literatura (De Azevedo-Meleiro & Rodriguez-Amaya, 2009;
Murillo et al., 2024; Murrillo et al, 2021), han identificado capsorrubina, en diversas plantas asi
como en el fruto de la C. palmata utilizando HPLC-DAD, demostrando que es una técnica que
ofrece buena resolucién y la capacidad para detectar compuestos basandose en la absorcion en el
espectro del UV-vis.

Figura 14
Comparacion de los cromatogramas por HPLC-DAD del extracto (en verde) y patron de

referencia (capsorrubina, en morado) a 450 nm
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Nota: Elaboracion propia

4.3.3.1 Figuras de mérito



59

En la Tabla 10 se muestran los resultados para la repetibilidad y reproducibilidad del
método por HPLC-DAD, para areas cromatograficas de los extractos obtenidos por los dos
métodos de extraccion. En cuanto a la repetibilidad intradia, los coeficientes de variacion para el
método UAE estan entre 7,6-9,0 %, mientras que para MSPD, oscilaron entre 1,6-2,0 %. Lo
anterior indica que existe menos variabilidad cuando se utiliza MSPD como método de extraccion.

Asimismo, la reproducibilidad interdia con valores de 0,80 % para UAE, en contraste a un
0,24 % para los extractos por MSPD, reafirmando la alta estabilidad de ambos métodos en el
tiempo. En efecto, estos resultados son indicativos de una buena robustez del procedimiento
analitico, esencial para generar unos resultados confiables.

Tabla 10

Repetibilidad y reproducibilidad en areas cromatograficas del extracto por HPLC-DAD.

Método de extraccion Area + s, intradia (n=3) %Z' Area + s, interdia (n=3) %Z’
UAE Dia 1 1274,47 + 97,79 7,7 1273,79+10,23 0,80
Dia 2 1283,67 + 115,83 9,0
Dia 3 1263,25 + 96,62 7,6
MSPD Dia 1 748,57+ 11,56 1,5 746,96+ 1,83 0,24
Dia 2 747,35+ 15,04 2,0
Dia 3 744,97 £12,27 1,6

Nota: CV: Coeficiente de variacion. Elaboracion propia.
En general, se determind que ambos métodos de extraccidn generan resultados apropiados
para el analisis cuantitativo de capsorrubina, con una baja variabilidad entre éstos, destacando los

resultados por MSPD con una menor dispersion en los datos tanto en el analisis intradia e enterdia.
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En la Tabla 11 se detallan el limite de deteccion (LOD) en 2,8 uM y cuantificacion (LOQ)
en 9,5 uM del método HPLC-DAD para cuantificar capsorrubina. El coeficiente de determinacion
R?= 0,994 concluye un método lineal en el rango de concentraciones evaluadas entre 2,5-40 UM
de la sustancia patrén (véase curva de calibracion en Apéndice F), en este caso el -caroteno.
Tabla 11

Linealidad y sensibilidad determinadas por HPLC-DAD para la sustancia patrén.

. . Rango LOD, LO
Compuesto  Férmula Ecuacion , g 2 Sa Q
lineal, UM uM UM

B-Caroteno  CaoHss y = 60580,66x — 81,23 2,5-40 0994 57,61 28 9,5

Nota: Sa: Desviacion del intercepto; LOD: Limite de deteccion; LOQ: Limite de cuantificacion.
4.3.3.2 Cuantificacion relativa de capsorrubina en los extractos

La cuantificacion de capsorrubina se realizd por medio del analisis por HPLC-DAD,
usando una curva de calibracion externa (Apéndice F) de estandar de p-caroteno con una pureza
> 95 % (HPLC). Para calcular las concentraciones de capsorrubina en los extractos organicos
(obtenidos por UAE y MSPD), se utilizd la ecuacién generada mediante regresion lineal (véase
Tabla 11). Posteriormente, se aplico un factor de respuesta de 0,5 a cada concentracion obtenida,
con el objetivo de ajustar las variaciones en la respuesta espectral entre los distintos carotenoides.
Este valor se basé en los coeficientes de absorcion especifica (A1) de cada uno de ellos reportados
en la literatura: Rodriguez- Amaya. (1999) determin6 un valor de 2620 en etanol a 445 nm para el
beta-caroteno, y Murillo et al. (2021) reporté un coeficiente de 1353,3 en etanol a 450 nm para la
capsorrubina, lo cual permite establecer una correlacion cuantitativa adecuada entre ambos
carotenoides.

En la Tabla 12 se muestra que para el método MSPD se calculé una concentracion de
144,57 + 0,32 pg por gramo de material fresco, en contraste, 40,17 £ 0,71 pg/g por parte de la

extraccion por el método UAE. Esta diferencia notable sugiere que el protocolo MSPD resulta ser
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maés eficiente en la extraccion del metabolito de interés (capsorrubina) a partir de la especie vegetal
C. palmata. Resultados similares fueron reportados por Jung et al (2025) para la especie vegetal
C. annuum (pimiento rojo) en estado de maduracion rojo y crudo, cuantificando un contenido de
capsorrubina de 135,79 + 7,90 pg/g y, ademas, también cuantificaron los carotenoides luego de
ser salteados, observando una disminucion leve para la capsorrubina en pimiento rojo con una
cantidad de 118,10 + 2,35 pg/g. En efecto, resalta las posibles aplicaciones de la capsorrubina en
el desarrollo de alimentos funcionales y productos procesados de mayor valor nutricional y que
promueven la salud. Por lo tanto, para nuestro estudio, la capsorrubina es un analito bioactivo de
interés para el desarrollo de productos alimenticios a partir de la C. palmata

De la misma forma, se destacan los valores bajos de las desviaciones estandar, lo que
muestra una alta precision del método analitico, en suma, a los resultados positivos por parte del
método MSPD, respalda su aplicabilidad en futuros estudios orientados a la extraccion y
caracterizacion de carotenoides a partir de especies vegetales.

Si bien, la estimacion por medio del factor de respuesta puede implicar cierto grado de
incertidumbre debido a los muchos factores que pueden afectar esta medicion, se contempla como
una opcion aceptable ante la falta de un estandar puro de capsorrubina (estandar primario que,
durante la investigacion, debido a su inestabilidad a la luz y temperatura, se degradd). Por esta
razon, no se pudo continuar el analisis con el estandar primario de capsorrubina, por tanto, fue
necesario utilizar un estandar de beta-caroteno (pureza >95%, HPLC), principalmente por los costos
y por su similitud con la molécula de interés.

Tabla 12
Cuantificacién de capsorrubina por HPLC-DAD y estandar externo a partir del extracto obtenido

por UAE y MSPD
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pg de Capsorrubina/g de material fresco, valor + s (n=3)
Compuesto

Extraccion por UAE Extraccion por MSPD

Capsorrubina 40,17 £ 0,71 144,57 £ 0,32

Nota: Elaboracion propia
4.3.4 ldentificacién y cuantificacién de capsorrubina por g-TLC

Como se observa en la Figura 14, se corri6 el extracto de la infrutescencia (E: carril del
extracto) y el patron de capsorrubina (P: carril del patron estandar) en la misma placa de TLC para
determinar que macha o spot corresponde al carotenoide de interés, el patron y el spot adyacente
muestran un factor de retencion (Ry) de 0,65. De este modo, la coincidencia del valor del factor de
retencion y el color caracteristico de la capsorrubima indican la presencia de este mismo en el
extracto, resultado previamente respaldado por los andlisis realizados por UPLC-MS y HPLC-
DAD.

Hernandez-Ortega et al. (2012) muestran la separacion para pimientos por TLC, con un
factor de retencion diferente (mas bajo 0,34) con n-hexano:éter de petréleo:acetona (1:2:1). En
cambio, en esta investigacion se remplazo el éter de petroleo por éter etilico. En este caso, siendo
el éter etilico mas polar, favorece el ascenso de compuestos mas polares como los carotenoides
con oxigenos o hidroxilos (como la capsorrubina), aumentando el Rr del compuesto.

Figura 15
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Placa de TLC extracto organico (E) vs patrén de capsorrubina (P)

Nota: Foto tomada por el autor Camilo Camargo. Lugar: Laboratorio de Bioquimicay
compuestos naturales UIS.

La cromatografia en capa fina es una herramienta Gtil para la identificacion preliminar de
componentes bioactivos cuando se dispone de patrones de referencia. En esta ocasion, la
separacion del extracto y la concordancia con el patron indica que la capsorrubina es uno de los
principales carotenoides presentes en el extracto organico a partir de la infrutescencia de la C.
pamimata.
4.3.4.1 Figuras de mérito

En la Tabla 13 se presentan las figuras de mérito del método g-TLC, se determind un limite
de deteccion (LOD) de 2,9 uM y un limite de cuantificacion (LOQ) de 9,6 uM. Se presentd un
comportamiento lineal en el rango de 2,5 a 40 uM, con un coeficiente de determinacion (R?) de
0,984. Se aplicd un volumen fijo de 2 pL sobre las placas de TLC, tanto para los extractos

orgénicos como para la sustancia de referencia (beta-caroteno).
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Tabla 13

Linealidad y sensibilidad determinadas por g-TLC para la sustancia patrén.

. , ., Rango lineal, 2 LOD, LOQ,
Especie Formula Ecuacion UM B- caroteno R Sa UM LM
B-Caroteno CaoHse y = 312845x + 1431,2 2,5-40 0,984 301,17 2,9 9,6

Nota: Sa: Desviacion del intercepto; LOD: Limite de deteccion; LOQ: Limite de cuantificacion
4.3.4.2 Cuantificacion de capsorrubina por g-TLC

Diversos estudios (Harmon et al., 2024; Gad et al., 2025) utilizan g-TLC para la
identificacion y cuantificacion de farmacos, destacando el desarrollo de aplicaciones de
cromatografia en capa fina acoplada con la captura y el anélisis de imagenes a traves de teléfonos
inteligentes. Por otra parte, no solo es utilizado en la industria farmacéutica, Cui et al. (2024)
cuantifica saponinas a parir del té en muestras de plantas de camelia, evidenciando la especificidad
del método en matrices complejas, pero hasta el momento, no hay reportes de cuantificacion de
carotenoides por este método.

La cuantificacion de capsorrubina mediante el método g-TLC, implementando analisis de
imagen con el software ImageJ, permitié calcular de manera semicuantitativa el contenido de este
metabolito de interés en los extractos obtenidos por los métodos de extraccion UAE y MSPD.

La captura de la imagen fue tomada en condiciones estandarizadas dentro de una caAmara
de iluminacidn disefiada especificamente para esta investigacion, utilizando el Redmi Note 8 como
teléfono inteligente y luz blanca como fuente. De esta manera, mediante la curva de calibracién
(véase Apéndice G) se cuantificd la capsorrubina de manera aproximada presente en los extractos
organicos como equivalentes de beta-caroteno por gramo de material fresco (Tabla 14). Los
resultados muestran una mayor concentracion del carotenoide en los extractos obtenidos por
MSPD con 357,89 + 63,14 g de capsorrubina por gramo de material fresco, en comparacion a los

98,79 £ 10,54 pg/g mediante UAE.
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Los valores obtenidos son coherentes con los observados en la cuantificacion previa por
HPLC-DAD, manteniendo la tendencia de una mayor concentracion y rendimiento de extraccion
por parte del método MSPD. No obstante, este sistema basado en el analisis de imagen es de tipo
indirecto, dependiendo de factores como la homogeneidad de la iluminacion y la resolucion de la
imagen. Asi pues, representa una herramienta util, de bajo costo y accesible en la identificacion de
compuestos bioactivos.

Tabla 14
Cuantificacion de capsorrubina como equivalentes de beta-caroteno por g-TLC y estandar

externo a partir del extracto obtenido por UAE y MSPD

Hg de equivalentes de beta-caroteno/g de material fresco,

Compuesto valor = s (n=3)
Extraccion por UAE Extraccion por MSPD
Capsorrubina 98,79 + 10,54 357,55 £ 63,16

Nota: Elaboracion propia

La capsorrubina es un analito de interés dado a su potencial bioactivo y, las concentraciones
detectadas (por UV-Vis, HPLC-DAD y g-TLC) de capsorrubina evidencian que esta presente en
las infrutescencias de la C. palmata Primeramente, las concentraciones elevadas de la
cuantificacion relativa de capsorrubina por UV-Vis (véase Tabla 8) se debe a que posiblemente
no este cuantificando en especifico el analito de interés, sino que, otros carotenoides rojos que
absorben fotones a la longitud de onda cercana a la establecida (445 nm), como zeaxantina que su
longitud de onda maxima medida en etanol es de 450 nm, violaxantina igualmente en etanol a 440
nm o anteraxantina en etanol a 446 nm (Rodriguez- Amaya, 1999). Por otro lado, la cuantificacién

por HPLC-DAD (véase Tabla 12) brinda valores que estan acordes en la literatura (Jung et al.,
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2025), debido a la separacion cromatogréfica y el analisis espectral simultaneo, ademas, permitio
una cuantificacion directa al utilizar un estandar de referencia (beta-caroteno). Finalmente, para g-
TLC (véase Tabla 14), present6 valores de concentracion de capsorrubina ligeramente elevados
para los extractos organicos obtenidos por UAE, sin embargo, la concentracion para los extractos
organicos obtenidos por MSPD es demasiado alta, dicha diferencia obtenida por este método
posiblemente se deba al hecho de que el beta-caroteno y la capsorrubina tienen diferentes colores
y polaridades, lo que puede generar diferencias en la intensidad visual (densitometria) y migracion,
por tanto, se decidid expresar en equivalentes de beta-caroteno, siendo una cuantificacion
aproximada debido a la falta de estandar primario de capsorrubina. Con base a los resultados
obtenidos, se recomienda g-TLC en entornos donde no haya presupuesto para un equipo mas
robusto como lo es el HPLC-DAD, con matrices mas simples para su cuantificacion. Por dltimo,
se recomienda para futuros estudios investigar mas en la cuantificacion de compuestos en matrices
complejas como lo son los extractos organicos

Debido a sus propiedades antioxidantes y colorantes, la capsorrubina es un compuesto
prometedor para el desarrollo y la formulacién de alimentos funcionales a base de la infrutescencia
de la palma de iraca (como se menciono en la seccién 4.3.3.2), aportando beneficios para la salud
como un aprovechamiento sostenible a partir de esta infrutescencia vegetal, que hasta el momento,

es considerado como residuo organico.
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5. Conclusiones

La evaluacion comparativa de los métodos de extraccion UAE y MSPD demostraron que
ambos son eficaces en el aislamiento de la capsorrubina a partir de la infrutescencia de la especie
vegetal C. palmata; sin embargo, MSPD presento una mayor eficiencia en la extraccion, reflejada
en un mayor rendimiento del metabolito de interés, lo que lo posiciona como una alternativa
prometedora para la extraccion de carotenoides objetivo.

Los extractos obtenidos mediante los métodos UAE y MSPD mostraron una diferencia
significativa en su rendimiento de extraccion. MSPD logré extraer cantidades superiores de
capsorubina, lo que sugiere una mayor eficacia en la disrupcion de la matriz vegetal y una mejor
transferencia de masa del compuesto objetivo hacia el solvente de extraccion.

La capsorrubina fue identificada exitosamente en los extractos por medio de técnicas
cromatograficas UPLC-MS, HPLC-DAD y TLC/andlisis de imagen, evidenciando una
coincidencia en tiempos de retencion y iones moleculares con el patron de referencia. Ademas, la
cuantificacion confirmo la mayor concentracion en los extractos por MSPD, validando la utilidad
de métodos alternativos como g-TLC para estudios de analisis semicuantitativos para entornos con

recursos limitados.
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Apeéndices
Apéndice A. Analisis estadistico prueba tipo de solvente para extraccion por ultrasonido
Tabla A 1.
Pruebas preliminares para la extraccion de carotenoides con diferentes solventes por medio de

extraccion por ultrasonido.

Prueba de extraccion por solventes

Tipo de solvente Replicas Muestra vegetal Extracto Rendimiento %

1-1 1,0022 g 0,0306 g 3,0533

Acetona 1-2 1,0080 g 0,0351 ¢ 3,4821

1-3 1,0050 g 0,0354 g 3,5224

2-1 1,0023 g 0,0200 g 1,9954

n-Hexano 2-2 1,0042 g 0,0237 g 2,3601
2-3 1,0051 g 0,0234 g 2,3281

3-1 1,0006 g 0,0505 g 5,0470

Etanol 3-2 1,0015 g 0,0481 g 4,8028

3-3 1,0037 g 0,0447 g 4,4535

Nota: Elaboracion propia



Tabla A 2.

Absorbancia de los extractos saponificados.
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Tipo de solvente Replicas Abs445nm Abs510nm
0,7866 0,9521
11 0,7865 0,9520
0,7864 0,9520
0,6659 0,7696
Acetona 1-2 0,6654 0,7695
0,6662 0,7701
0,6490 0,7879
1-3 0,6388 0,7735
0,6308 0,7650
0,5816 0,7016
2-1 0,5818 0,7012
0,5805 0,7002
0,5998 0,7171
n-Hexano 2-2 0,5996 0,7164
0,5992 0,7161
0,5771 0,7002
2-3 0,5795 0,6998
0,5775 0,6998
0,4895 0,5468
3-1 0,4894 0,5465
0,4884 0,5456
0,4515 0,4977
Etanol 3-2 0,4512 0,4974
0,4507 0,4967
0,4617 0,5093
3-3 0,4612 0,5082
0,4603 0,5074

Nota: Elaboracion propia
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Tabla A 3.
Concentraciones totales de carotenoides amarillos y rojos por separado determinados

fotométricamente.

Tipo de solvente Replica [ ] Final Lut (mg/100mL) [ ] Final Cap (mg/100mL)

1-1 1,1830 9,3944

Acetona 1-2 1,1965 7,5857

1-3 0,9548 7,6524

2-1 0,8886 6,9165

n-Hexano 2-2 0,9512 7,0680
2-3 0,8681 6,9068

3-1 0,9818 5,3783

Etanol 3-2 0,9412 4,8936

3-3 0,9615 5,0022

Nota: Elaboracion propia
Tabla A 4.
Concentraciones de capsorrubina en extractos saponificados de las 3 réplicas con 3 diferentes

solventes. Los cuales, los datos fueron transformados por logaritmo en base 10.

Acetona n-hexano Etanol
Replica 1 0,973 0,840 0,731
Replica 2 0,880 0,849 0,690
Replica 3 0,884 0,839 0,699

Nota: Elaboracion propia
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Tabla A 5.

Analisis estadistico ANOVA para tipo de solvente en extraccion por ultrasonido.

Tabla ANOVA Suma de Cuadrados GL Cuadrado medio F Valor P
Tratamiento (entre columnas) 0,06574 2 0,03287 F = 30,30 P=0,0007
Residuos (Dentro de columnas) 0,006509 6 0,001085
Total 0,07224 8

Nota: Elaboracion propia
Tabla A 6.

Prueba de comparaciones multiples de Tukey para tipo de solvente en extraccion por ultrasonido.

Prueba de comparaciones multiples Diferencia 95,00% intervalode .. ... . Valor
) . ¢Significancia?
de Tukey de medias confianza P
n-hexano vs. acetona -0,0694 -0,1519 a0,01311 No 0,0921 B-A
etanol vs. acetona -0,2057 -0,2883 a -0,1232 Si 0,0006 C-A
etanol vs. n-hexano -0,1363 -0,2189 a -0,05383 Si 0,0055 C-B

Nota: Elaboracion propia
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Tabla A 7.

Verificacion de normalidad de residuos.

Nombre de prueba Estadistico Valor P ¢Pasa la prueba de normalidad (alfa=0,05)?

Shapiro-Wilk (W) 0,9053  0,2844 Si

Resumen de datos
NUmero de tratamientos (columnas) 3

NUmero de valores (total) 9

Nota: Elaboracion propia

Figura A 1.

Graéfico de residuos para el andlisis estadistico por tipo de solvente en extraccion por ultrasonido.
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Nota: Elaboracion propia



Figura A 2.
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Gréfico de probabilidad normal (Q-Q plot) para el andlisis estadistico por tipo de solvente en

extraccion por ultrasonido.
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Nota: Elaboracion propia
Tabla A 8.

Verificacion de homogeneidad de varianzas.

Prueba F Valor P

¢Es significativamente
diferente?

Brown-Forsythe 0,6204 (2, 6) 0,5690

No

Nota: Elaboracion propia



86

Apéndice B. Analisis estadistico prueba cantidad de solvente para extraccion por ultrasonido

Tabla B 1.

Pruebas preliminares para la extraccidon de carotenoides con diferente cantidad de solvente.

Acetona como solvente, por medio de extraccion por ultrasonido.

Prueba de extraccion por cantidad de solvente

Cantidad de solvente Replicas Muestra vegetal Extracto Rendimiento %
51 1,0022 g 0,0240 g 2,3947
5mL 5-2 1,0080 g 0,0230 g 2,2817
5-3 1,0030 g 0,0216 g 2,1535
7-1 1,0000 g 0,0308 g 3,0800
7 mL 7-2 1,0060 g 0,0312 g 3,1014
7-3 1,0025 g 0,0304 g 3,0324
10-1 1,0010 g 0,0316 g 3,1568
10 mL 10-2 1,0008 g 0,0305¢ 3,0476
10-3 1,0010 g 0,0301 g 3,0070

Nota: Elaboracion propia



Tabla B 2.

Absorbancia de los extractos saponificados.
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Cantidad de solvente Replicas Abs445nm Abs510nm

0,8318 0,9206

51 0,8274 0,9175

0,8344 0,9185

0,8156 0,9098

SmL 5-2 0,8144 0,9085
0,8141 0,9082

0,8096 0,8837

5-3 0,8094 0,8834

0,8091 0,8833

0,1464 0,1733

-1 0,1461 0,1732

0,1463 0,1733

0,1522 0,1851

7mL 7-2 0,1517 0,1847
0,1517 0,1847

0,1483 0,1765

7-3 0,1485 0,1764

0,1483 0,1765

0,1842 0,2068

10-1 0,1855 0,2082

0,1867 0,2096

0,1587 0,1795

10 mL 10-2 0,1591 0,1796
0,1583 0,1786

0,1692 0,1851

10-3 0,169 0,1849

0,1692 0,1851

Nota: Elaboracion propia



Tabla B 3.
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Concentraciones totales de carotenoides amarillos y rojos por separado determinados

fotométricamente.

Cantidad de solvente  Replica [ 1Final Lut (mg/100mL) [ ] Final Cap (mg/100mL)
c1 0,8599 4,5217
5mL 5-2 0,8208 4,4735
5-3 0,8676 4,3458
7-1 1,2018 8,5436
7 mL 7-2 1,1151 9,1207
7-3 1,999 8,7023
10-1 1,8334 10,2501
10 mL 10-2 1,5397 8,8256
10-3 1,8019 9,1025

Nota: Elaboracion propia

Tabla B 4.

Concentraciones de capsorrubina en extractos saponificados de las 3 réplicas con 3 diferentes

cantidades de solvente, se escogio acetona como mejor solvente de extraccion. Los cuales, los

datos fueron transformados por logaritmo en base 10.

5mL 7 mL 10 mL
Replica 1 0,655 0,932 1,011
Replica 2 0,651 0,960 0,946
Replica 3 0,638 0,940 0,959

Nota: Elaboracion propia
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Tabla B 5.

Analisis estadistico ANOVA para cantidad de solvente en extraccion por ultrasonido.

Tabla ANOVA Suma de Cuadrados GL Cuadrado medio F Valor P
Tratamiento (entre columnas) 0,1932 2 0,0966 F=197,0 P<0,0001
Residuos (Dentro de columnas) 0,0029 6 0,0005
Total 0,1961 8

Nota: Elaboracion propia

Tabla B 6.

Prueba de comparaciones multiples de Tukey para cantidad de solvente en extraccion por

ultrasonido.

Prueba de comparaciones multiples Diferencia 95,00% intervalo

de Tukey de medias de confianza ¢Significancia? Valor P
7mLvs.5mL 0,2958 0,2403 a 0,3512 Si <0,0001 B-A
10 mL vs. 5 mL 0,3239 0,2684 a 0,3793 Si <0,0001 C-A
10 mL vs. 7 mL 0,0281 -0,0274 a 0,0836 No 0,3333 C-B

Nota: Elaboracion propia

TablaB 7.

Verificacion de normalidad de residuos.

Nombre de prueba Estadistico Valor P ¢Pasa la prueba de normalidad (alfa=0,05)?

Shapiro-Wilk (W) 0,9440  0,6247 Si

Resumen de datos
NUmero de tratamientos (columnas) 3

NUmero de valores (total) 9

Nota: Elaboracion propia



Figura B 1.
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Gréfico de residuos para el andlisis estadistico por cantidad de solvente en extraccion por

ultrasonido.
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Figura B 2.
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Gréfico de probabilidad normal (Q-Q plot) para el andlisis estadistico por cantidad de solvente

en extraccion por ultrasonido.
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Tabla B 8.

Verificacion de homogeneidad de varianzas.

¢ Es significativamente
diferente?

Brown-Forsythe 0,7241 (2, 6) 0,5228 No
Nota: Elaboracion propia

Prueba F Valor P
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Apéndice C. Anélisis estadistico prueba tiempo de extraccion por ultrasonido
Tabla C 1.
Pruebas preliminares para la extraccion de carotenoides con diferente tiempo de extraccion con

acetona como solvente por medio de extraccion por ultrasonido.

Prueba de extraccion por tiempo de extraccion

Tiempo Replicas Muestra vegetal Extracto Rendimiento %
5-1 1,0087 g 0,0266 g 2,6371
5 min 5-2 1,0038 g 0,0248 g 2,4706
5-3 1,0042 g 0,0264 g 2,6290
151 1,0012 g 0,0252 g 2,5170
15 min 15-2 1,0002 g 0,0275 g 2,7495
15-3 1,0006 g 0,0283 g 2,8283
25-1 1,0052 g 0,0306 g 3,0442
25 min 25-2 1,0029 g 0,0293 ¢ 2,9215
25-3 1,0027 g 0,0301 g 3,0019

Nota: Elaboracion propia



Tabla C 2.

Absorbancia de los extractos saponificados.
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Tiempo Replicas Abs445nm Abs510nm

0,7570 0,8603

5-1 0,7592 0,8621

0,7564 0,8599

_ 0,6659 0,7696

S min 5-2 0,6654 0,7695
0,6662 0,7701

0,6490 0,7879

5-3 0,6388 0,7735

0,6308 0,765

0,6689 0,8097

15-1 0,6832 0,8256

0,6848 0,8272

_ 0,7079 0,8566

15 min 15-2 0,7113 0,8608
0,7132 0,8621

0,814 0,9837

15-3 0,8133 0,9834
0,8141 0,98941

0,8574 0,9654

25-1 0,8576 0,9664

0,8584 0,972

_ 0,8782 0,9824

25 min 25-2 0,8774 0,982
0,8778 0,9822

0,8594 0,9668

25-3 0,8598 0,9664

0,8598 0,9664

Nota: Elaboracion propia



94

Tabla C 3.
Concentraciones totales de carotenoides amarillos y rojos por separado determinados

fotométricamente.

Tiempo Replica [ ] Final Lut (mg/100mL) [ ] Final Cap (mg/100mL)
11 1,4418 8,4785
5 min 1-2 1,1965 7,5857
1-3 0,9548 7,6524
2.1 1,0268 8,0994
15 min 2-2 1,0722 8,4844
23 1,2218 9,7247
3.1 1,6691 9,5322
25 min 3-2 1,7527 9,6702
3.3 1,6916 9,5173

Nota: Elaboracion propia
Tabla C 4.
Concentraciones de capsorrubina en extractos saponificados de las 3 réplicas con 3 diferentes
tiempos de extraccion, se escogié acetona como mejor solvente de extraccién, y, 7 mL como

cantidad de solvente. Los cuales, los datos fueron transformados por logaritmo en base 10.

5 min 15 min 25 min
Replica 1 0,928 0,908 0,979
Replica 2 0,880 0,929 0,985
Replica 3 0,884 0,988 0,979

Nota: Elaboracion propia
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Tabla C 5.

Analisis estadistico ANOVA para tiempo de extraccion por ultrasonido.

Tabla ANOVA Suma de Cuadrados GL Cuadrado medio F Valor P
Tratamiento (entre columnas) 0,0105 2 0,0052 F =6,462 P=0,0319
Residuos (Dentro de columnas) 0,0048 6 0,0008
Total 0,0154 8

Nota: Elaboracion propia
Tabla C 6.

Prueba de comparaciones multiples de Tukey para tiempo de extraccion por ultrasonido.

- — - - o
Prueba de comparaciones multiples Diferencia 95,00% intervalo ;Significancia? Valor P

de Tukey de medias de confianza
15 min vs. 5 min 0,0442 -0.0271 a 0,1157 No 0.2185 B-A
25 min vs. 5 min 0,0836 0,0122 a 0,1551 Si 0,0266 C-A
25 min vs. 15 min 0,0394 -0,0320 20,1109 No 0,2830 C-B

Nota: Elaboracion propia
TablaC 7.

Verificacion de normalidad de residuos.

Nombre de prueba Estadistico Valor P ¢Pasa la prueba de normalidad (alfa=0,05)?

Shapiro-Wilk (W) 0,9208  0,3992 Si

Resumen de datos
Numero de tratamientos (columnas) 3

NUmero de valores (total) 9

Nota: Elaboracion propia



Figura C 1.
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Gréfico de residuos para el andlisis estadistico sobre tiempo de extraccion por ultrasonido.

Figura C 2.
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Graéfico de probabilidad normal (Q-Q plot) para el analisis estadistico sobre tiempo de extraccion

por ultrasonido.
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Tabla C 8.

Verificacion de homogeneidad de varianzas.

¢ Es significativamente
diferente?

Brown-Forsythe 0,8656 (2, 6) 0,4674 No
Nota: Elaboracion propia

Prueba F Valor P
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Apéndice D. Analisis estadistico prueba cantidad de solvente por extraccion MSPD

Tabla D 1.

Pruebas preliminares para la extraccidon de carotenoides con diferente cantidad de solvente,

acetona como solvente de extraccion por medio de MSPD.

Prueba de extraccion por cantidad de solvente

Cantidad de solvente Replicas Muestra vegetal Extracto Rendimiento %
21 0,0503 g 0,0079 g 15,7058

2mL 22 0,0509 g 0,0082 g 16,1100

2-3 0,0499 g 0,0086 g 17,2345

4-1 0,0503 g 0,0084 g 16,6998

4mL 4-2 0,0506 g 0,0089 g 17,5889

4-3 0,0505 g 0,0088 g 17,4257

Nota: Elaboracion propia



Tabla D 2.

Absorbancia de los extractos saponificados.
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Cantidad de solvente Replicas Abs445nm Abs510nm

0,2177 0,2544

2-1 0,2282 0,2672

0,2198 0,2564

0,2554 0,2968

2mL 2-2 0,2522 0,2976
0,2544 0,3008

0,2180 0,2522

2-3 0,2138 0,2488

0,2164 0,2522

0,1892 0,2174

4-1 0,2048 0,2414

0,2126 0,2472

0,1708 0,1986

4mL 4-2 0,1818 0,2147
0,1772 0,2082

0,2372 0,2844

4-3 0,2353 0,2792

0,2492 0,3002

Nota: Elaboracion propia

Tabla D 3.

Concentraciones totales de carotenoides amarillos y rojos por separado determinados

fotométricamente.

Acetona Replica [1Final Lut (mg/100mL) [1Final Cap (mg/100mL)
21 0,0959 0,639
2mL 2-2 0,1077 0,7355
23 0,0953 0,6187
41 0,0887 0,5799
amL 42 0,0753 0,5106
43 0,0949 0,7101

Nota: Elaboracion propia
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Tabla D 4.
Concentraciones de capsorrubina en extractos saponificados de las 2 réplicas con 2 diferentes
cantidades de solvente de extraccion, se escogio acetona como mejor solvente de extraccion. Los

cuales, los datos fueron transformados por logaritmo en base 10.

2mL 4 mL
Replica 1 -0,194 -0,237
Replica 2 -0,133 -0,292
Replica 3 -0,209 -0,149

Nota: Elaboracion propia
Tabla D 5.

Analisis estadistico t-test para cantidad de solvente de extraccion por MSPD.

Prueba t-test

Valor P 0,3802

Significancia No

Normalidad de residuos (Shapiro-Wilk)
Valor P 0,7176

¢Pasa la prueba de normalidad (alfa=0,05)? Si

Nota: Elaboracion propia
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Figura D 1.

Gréfico de residuos para el andlisis estadistico por cantidad de solvente en extraccion por MSPD.
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Figura D 2.

Graéfico de probabilidad normal (Q-Q plot) para el analisis estadistico para cantidad de solvente

en extraccion por MSPD.
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Apéndice E. Andlisis estadistico prueba relacion soporte solido-materia vegetal por extraccion
MSPD

Tabla E 1.

Pruebas preliminares para la extraccion de carotenoides con diferente relacion soporte solido-

materia vegetal con acetona como solvente por medio de extraccion por MSPD.

Prueba de extraccion por relacion soporte sélido-materia vegetal

Relacién soporte-materia Replicas Muestra vegetal Extracto Rendimiento %
111 0,0502 g 0,0064 g 12,7490

11 1:1-2 0,0499 g 0,0069 g 13,8277

1:1-3 0,0500 g 0,0068 g 13,6000

1:3-1 0,0503 g 0,0079 g 15,7058

1:3 1:3-2 0,0509 g 0,0082 g 16,1100

1:3-3 0,0499 g 0,0086 g 17,2345

151 0,0500 g 0,0088 g 17,6000

1:5 1:5-2 0,0499 g 0,0084 g 16,8337

1:5-3 0,0504 g 0,0080 g 15,8730

Nota: Elaboracion propia



Tabla E 2.

Absorbancia de los extractos saponificados.
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Relacién soporte-materia Replicas Abs445nm Abs510nm

0,218 0,250

111 0,238 0,270

0,229 0,265

0,206 0,239

11 1:1-2 0,221 0,258
0,203 0,238

0,220 0,260

11-3 0,224 0,267

0,232 0,275

0,217 0,254

131 0,228 0,267

0,219 0,257

0,255 0,296

13 1:3-2 0,252 0,297
0,254 0,300

0,218 0,252

1:3-3 0,213 0,248

0,216 0,252

0,206 0,244

151 0,213 0,253

0,214 0,253

0,247 0,291

15 1:5-2 0,242 0,286
0,237 0,285

0,257 0,305

1:5-3 0,285 0,341

0,275 0,328

Nota: Elaboracion propia
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Tabla E 3.
Concentraciones totales de carotenoides amarillos y rojos por separado determinados

fotométricamente.

Relacién soporte-

materia Replica [ 1 Final Lut (mg/100mL.) [ 1 Final Cap (mg/100mL)
1:1-1 0,1061 0,6454
1:1 1:1-2 0,0916 0,6046
1:1-3 0,0926 0,6601
1:3-1 0,0959 0,6391
1:3 1:3-2 0,1077 0,7355
1:3-3 0,0953 0,6187
1:5-1 0,0866 0,6174
15 1:5-2 0,0989 0,7093
1:5-3 0,1096 0,8016

Nota: Elaboracion propia
Tabla E 4.
Concentraciones de capsorrubina en extractos saponificados de las 3 réplicas con 3 diferentes
relaciones de soporte sélido-materia vegetal, acetona como solvente de extraccion. Los cuales,

los datos fueron transformados por logaritmo en base 10.

1:1 1:3 1:5
Replica 1 -0,190 -0,194 -0,209
Replica 2 -0,219 -0,133 -0,149
Replica 3 -0,180 -0,209 -0,096

Nota: Elaboracion propia
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Tabla E 5.

Anélisis estadistico ANOVA para relacion soporte solido-materia vegetal por MSPD.

Tabla ANOVA Suma de Cuadrados GL Cuadrado medio F Valor P
Tratamiento (entre columnas) 0,0030 2 0,0015 F=0,881 P=0,4616
Residuos (Dentro de columnas) 0,0104 6 0,0017
Total 0,0134 8

Nota: Elaboracién propia.
Tabla E 6.
Prueba de comparaciones multiples de Tukey para relacion soporte solido-materia vegetal en

extraccion por MSPD.

- — - - o
Prueba de comparaciones multiples Diferencia 95,00% intervalo de ;Significancia? Valor P

de Tukey de medias confianza

1:3vs. 11 0,0175 -0.0867 20,1219 No 0.8662 B-A
1:5vs. 1:1 0,0448 -0,0595 a 0,1492 No 0,4368 C-A
1:5vs. 1:3 0,0272 -0,0771 20,1316 No 0,7161 C-B

Nota: Elaboracion propia
TablaE 7.

Verificacion de normalidad de residuos.

Nombre de prueba Estadistico Valor P ¢Pasa la prueba de normalidad (alfa=0,05)?

Shapiro-Wilk (W) 09749  0,9332 Si

Resumen de datos
NUmero de tratamientos (columnas) 3

NUmero de valores (total) 9

Nota: Elaboracion propia
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Figura E 1.

Gréfico de residuos del analisis estadistico para la relacién soporte solido-materia vegetal en

extraccion por MSPD.
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Figura E 2.

Gréfico de probabilidad normal (Q-Q plot) del analisis estadistico para la relacion soporte solido-

materia vegetal en extraccion por MSPD.
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Nota: Elaboracion propia
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Tabla E 8.

Verificacion de homogeneidad de varianzas.

¢ Es significativamente
diferente?

Brown-Forsythe 0,6123 (2, 6) 0,5728 No
Nota: Elaboracion propia

Prueba F Valor P

FiguraE 9
Imagen de cajas y bigotes para prueba estadistica t-test entre concentraciones relativas de
capsorrubina de extractos obtenidos por UAE y MSPD con los parametros ya establecidos

calculadas por UV-Vis.
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Método de extraccion

Nota: Elaboracion propia
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Apéndice F. Curva de calibracion a partir de -caroteno para cuantificacion por HPLC
TablalF.
Areas de las sefiales de capsorrubina a 450 nm por HPLC-DAD y concentracion de capsorrubina

determinados para los extractos organicos obtenidos por MSPD

Cuantificacion de capsorrubina pg,g

5mg/mL extracto-MSPD Dia1l Dia2 Dia 3 . = =
Dial Dia2 Dia 3
REP 1 735,439 731,034 730,879 142,562 141,793 141,766
REP 2 753,098 750,350 750,742 145,645 145,165 145,233
REP3 757,190 760,683 753,293 146,359 146,969 145,679
PROMEDIO 748,576 747,356 744,971 144,855 144,642 144,226
S 11,56 15,05 12,27 2,02 2,63 2,14

Nota: Elaboracion propia.
Tabla 2 F.
Areas de las sefiales de capsorrubina a 450 nm por HPLC-DAD y concentracion de capsorrubina

determinados para los extractos organicos obtenidos por UAE

Cuantificacion de capsorrubina pg,g

5mg/mL extracto-UAE Dia1l Dia 2 Dia 3 - . .
Dial Dia 2 Dia 3
REP1 1297,452 1290,212 1295,170 41,636 39,736 40,969
REP 2 1358,717 1396,091 1339,869 43,486 42,804 42,299
REP3 1167,230 1164,707 1154,702 37,703 36,100 36,788
PROMEDIO 1274,466 1283,670 1263,247 40,941 39,547 40,019
S 97,79 115,83 96,62 2,95 3,36 2,88

Nota: Elaboracion propia.

FiguralF.



Curva de calibracion del s-caroteno para cuantificacion por HPLC-DAD.

Promedio de respuesta

Curva de Calibracion

2500
@ Datos experimentales 0
Regresion lineal: y = 60580.66x + -81.23
2000 4
1500 A
1000
std —err=2790.440
500 - r’=0.994
[ )
O -
T T T T T T T T
0.005 0.010 0.015 0.020 0.025 0.030 0.035 0.040

Concentracién (mM)

Nota: Elaboracion propia
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Tabla 3 F.

Datos curva de calibracion por HPLC-DAD.

110

mM Area Y ajustado
0,0025 132,122 70,2215
0,005 226,100 221,674

0,01 522,773 524,579

0,02 1009,270 1130,389

0,04 2398,579 2342,009

Syx 85,097

S 2790,440

SA 57,611

Figura 2 F.

Nota: Elaboracion propia

Cromatograma HPLC-DAD curva de calibracion a partir del estandar de f-caroteno.

25

20 1

= 0.0025mM 450nm

— 0.005mM 450nm

— 0.0lmM 450nm

= (,02mM 450nm
0.04mM 450nm

]

A
MO Y

0 10

20

30 40 50

Tiempo[min]
Nota: Elaboracion propia
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Apéndice G. Curva de calibracion a partir de B-caroteno para cuantificacion por g-TLC.

Tabla 1l G.

Areas de las sefiales de capsorrubina por g-TLC y concentracion de capsorrubina determinados

como equivalentes de beta-caroteno para los extractos organicos obtenidos por MSPD y UAE

Cuantificacion de capsorrubina

5mg/mL extracto MSPD UAE 19,9
MSPD UAE
REP1 8931,986 12049,229 430,779 110,939
REP 2 8249,501 10612,007 323,591 92,058
REP3 8933,329 10493,401 319,285 93,369
PROMEDIO 8704,939 11051,0 357,885 98,789
S 394,42 866,05 63,16 10,54
Figura 1 G.
Curva de calibracion del g-caroteno para cuantificacion por g-TLC.
Nota: Elaboracion propia.
Curva de Calibraciéon
14000 4 @ Datos experimentales
—— Regresion lineal: y = 145694548.88x + 1431.59 °
12000 4
© 10000 1
)
a
o
= 8000 -
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o
e}
()
g 6000 -
[a
4000 -
2000 4 std —err = 10722999.479
> r?=0.984
1 2 3 4 5 6 7 8
mg B-Caroteno le-5
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Tabla 1l G.

Datos curva de calibracion por g-TLC.

mM B-caroteno Area Y ajustado
0,0025 1434,603 2213,312
0,005 3044,883 2995,425
0,01 5016,352 4559,650
0,02 8376,618 7688,100
0,04 13529,078 13945
Syx 698,679
Se 14587,519
Sa 301,171

Nota: Elaboracion propia
Figura 2 G.

Analisis de imagen del patron de g-caroteno por TLC e ImageJ

d Bearo_curva2Repljpg (16.7%) - O X 4 Bearo_curva2Rep2,pg (16.7%) - o x t 4 7% - o X

300054000 pixels; RGE; 4618 3000x4000 pixels: RGE; 4618

Nota: Imagenes tomadas por el autor y analizadas por el software ImageJ.
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Figura 3 G.

{ DIATREP1jpg (16.7%) - o X
30003572 pixels; RGB; 4 18

Smgmi MSPD 5mgml. UAE 5mgmL MSPD

Nota: Imagenes tomadas por el autor y analizadas por el software ImageJ.



