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RESUMEN

Este proyecto de grado consistié en el estudio comparativo del contenido de acido
ascorbico, por cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE), del mucilago de
Aloe vera (Aloe barbadensis Miller.) de plantas cultivadas en diferentes municipios
del departamento de Risaralda (Belén de Umbria, La Florida, Marsella, Mistrat6 y
Santuario). Con el fin de ampliar el conocimiento sobre la composicién de los
cultivos de Aloe vera en Risaralda para contribuir a la diversificacion de los usos y
propiciar mayores oportunidades en el mercado nacional e internacional.

Por medio del grupo de Oleoquimica de la Universidad Tecnolégica de Pereira se
implementaron dos metodologias para el proceso de extraccion del contenido de
acido ascorbico del mucilago de Aloe vera. En la parte metodoldgica se detalla
cada técnica empleada en el laboratorio con sus respectivas referencias. Por el
meétodo de extraccion de la vitamina C con solucién agua (H,O) — acido sulfurico
(H2SO4) pH 2,7 se encontraron porcentajes de recuperacion del (87,56 - 119,58)%.
Las condiciones de operacion mas adecuadas para la cuantificacion del &cido
ascérbico por cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE) con detector
ultravioleta (UV) fueron fase mdvil: solucion agua (5% H,0) — acido sulfarico (95%
H,SO,) pH 2,7 bajo condiciones isocréticas [1], [2]. Fase estacionaria: Pinnacle
DB C18 (3 um x 100 mm x 3,2 mm); longitud de maxima absorcion: 248 nm y un
flujo: 0,3 mL / min. La metodologia de cuantificacién presentdé buena linealidad,
precision, exactitud y sensibilidad a un nivel de confianza del 95%.

Se analizé la variabilidad de los resultados obtenidos por lugar de cultivo. Se
determindé que el valor del mayor y menor contenido de vitamina C en base
humeda de Aloe vera fue de 4,259 mg (+ 0,2248) / kg de muestra® y de 1,272 mg
(+ 0,0550) / kg de muestra® que corresponden a los cultivos de Belén de Umbria y
Marsella respectivamente.

Palabras clave: Acido ascérbico, Aloe vera, HPLC.

! (Media + SD) obtenido del analisis por triplicado.
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ABSTRACT

This project consisted of a comparative study of ascorbic acid content, by high
performance liquid chromatography (HPLC), of mucilage Aloe vera plant (Aloe
barbadensis Miller.) grown in different municipalities in the department of
Risalralda (Belén de Umbria, La Florida, Marsella, Mistraté y Santuario). In order
to increase knowledge about the composition of Aloe vera grown in Risaralda and
contribute to the diversification of uses and promote greater opportunities in the
market national and international.

Through Oleochemical group of the Technological University of Pereira was
implemented two methods for the extraction of ascorbic acid content of mucilage of
Aloe vera. On the methodological details each technique used in the laboratory
with appropriate references. By the method of extraction of vitamin C with water
solution (H,O) — sulfuric acid (H,SO4) pH 2.7 was found recovery rates (87.56 —
119.58) %. The most appropriate operating conditions for the quantification of
ascorbic acid by high performance liquid chromatography (HPLC) with ultraviolet
detector (UV) were mobile phase: water solution (5% H,O) — sulfuric acid (95%
H.SO,4) pH 2.7 under isocratic conditions [1], [2]. Stationary phase: Pinnacle DB
C18 (3 um x 100 mm x 3.2 mm) length of maximum absorption: 248 nm and a flow:
0.3 mL / min. The quantification methodology presented good linearity, precision,
accuracy and sensitivity to a confidence level of 95%.

So was analyzed the variability in results obtained by growing location. It was
determined that the highest and lowest value of vitamin C in wet base of Aloe vera
was 4,259 mg (+ 0,2248) / kg of sample’ y de 1,272 mg (+ 0,0550) / kg of sample’,
corresponding to crops of Belén de Umbria y Marsella respectively.

Keywords: Ascorbic acid, Aloe vera and HPLC.

l(Mean + SD) obtained from triplicate analysis.
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Teniendo en cuenta que el Aloe vera es una planta que se introdujo desde el afio
2004 en la region Cafetera y que son escasos los estudios en su composicién
quimica, se planted el estudio comparativo del contenido de acido ascorbico por
cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE), del mucilago de Aloe vera (Aloe
barbadensis Miller.) de plantas cultivadas en diferentes municipios del
departamento de Risaralda (Belén de Umbria, La Florida, Marsella, Mistraté y
Santuario). Con el fin de ampliar el conocimiento sobre la composicion de los
cultivos de Aloe vera en Risaralda para contribuir a la diversificacion de los usos
y propiciar mayores oportunidades en el mercado nacional e internacional.

13



2. JUSTIFICACION

El Aloe vera es una planta perenne de la familia Liliaceae, originaria de Africa,
especificamente de la peninsula de Arabia, es una planta de hojas alongadas,
carnosas y poseen un borde espinoso dentado. El Aloe vera es un género de
plantas que abarca mas de 400 especies, y se ha demostrado cientificamente que
son cuatro tipos los que presentan mayores propiedades medicinales: Aloe
barbadensis Miller, Aloe perryi Baker, Aloe ferox y Aloe arborescens. No obstante,
el Aloe barbadensis Miller es considerada como la mas utilizada en la medicina
curativa y la mas popular en el mundo entero llamada comunmente Aloe vera [3],

[4].

Segun, estadisticas recientes del Consejo Cientifico Internacional de Aloe vera
(International Aloe Science Council (IASC)), se estima que el mercado mundial
de Aloe, productos derivados y productos con Aloe, es un negocio de US$110 mil
millones de ddlares anuales; el comercio mundial de Aloe como materia prima sin
procesar fue estimado en unos US$124 millones de ddlares, con un potencial de
crecimiento hasta los US$997 millones de ddlares. EI mercado mundial de Aloe
vera continla en plena expansion y es reconocido como un producto con gran
potencial de comercializacion. ElI continente americano aporta el 81% de la
produccién mundial de Aloe vera, donde México es el pais con mayor volumen del
mundo, con 10.700 hectareas de Aloe vera cultivada, seguido por la Republica
Dominicana con 3.500 hectareas y después de eso, Venezuela, con 3.400
hectareas cultivadas. Estados Unidos presenta 649 hectareas sembradas, siendo
el principal importador y procesador de Aloe vera; la produccion de gel de Aloe
vera ha sido dominada por compafias estadounidenses establecidas en Texas y
el Golfo de México, con gran inversion en investigacion y desarrollo de la
produccion, cosecha y procesamiento [5].

En Latinoamérica, uno de los mayores productores y exportadores es Venezuela,
gracias a su ubicacion estratégica con respecto a los Estados Unidos puede
representar una gran oportunidad para la exportacion de los productos
venezolanos. Sin embargo, México, Costa Rica y Republica Dominicana son
también importantes productores del Aloe vera en Latinoamérica [6].

Durante los ultimos treinta afios se han emprendido en diferentes partes del
mundo programas dedicados a la investigacion de Aloe vera, debido a sus
propiedades terapéuticas, nutricionales y cosméticas. Con una gran demanda
comercial en el ambito mundial; principalmente en Hong Kong, Estados Unidos,

14



Japén y Latinoamérica [7], [8]. Actualmente la sabila se ha convertido en un
producto de importancia para la industria y las empresas que la procesan, ya que
elaboran productos de consumo general, como cremas, shampoo, enjuagues,
lociones y bronceadores. En la industria farmacéutica y cosmética estudios
farmacoldgicos de sus componentes han confirmado efectos como cicatrizante de
heridas y quemaduras, laxante, antiulceroso, antiinflamatorio, analgésico y
hepatoprotector [9].

Las numerosas aplicaciones del Aloe vera se deben a sus propiedades fisicas y
quimicas. La planta contiene entre el 99 y 99.5 por ciento de agua con un pH
promedio de 4.5. La materia soOlida remanente contiene aproximadamente
setenta y cinco ingredientes diferentes donde se incluyen vitaminas
hidrosolubles como la tiamina (B1), riboflavina (B2), niacina (B3), piridoxina
(B6), éacido félico y acido ascorbico (C); entre las vitaminas liposolubles la Ay la
E y pequeias trazas de cianocobalamina (B12); las cuales en su conjunto hacen
parte de las propiedades nutricionales y funcionales de la planta. También se
encuentran minerales, azucares, antraquinonas o compuestos fendlicos de un
gran poder antioxidante [3], [4], [10].

En Colombia, la principal variedad de sabila producida es Aloe barbadensis Miller
y existen cultivos localizados en varios departamentos: Atlantico, Antioquia,
Cundinamarca, Guajira, Magdalena, Tolima, Santander, Valle del Cauca y la
Region Cafetera [5], [6]. Sin embargo se importa materia prima para la elaboracion
de productos a base de Aloe vera.

Actualmente en Colombia, existe un excelente potencial para producir Aloe vera.
El cultivo de esta planta lo realizan en su mayoria pequefios productores; es
importante mencionar que el desarrollo de la penca de séabila, su industrializacién
y produccion no ha sido homogéneo en el pais pero existe un interés por el
gobierno nacional de consolidar la cadena productora de sébila la cual agrupara a
todos los agentes que intervienen en su ejecucion con el fin de potenciar su
desarrollo competitivo y vincular beneficios para todos los actores [5], [11].

En la region cafetera el cultivo se inicié en el afio 2004, aprovechando de una

parte las bondades del clima tropical y la excelente calidad de los suelos y de otra

promoviéndola como una actividad multiproposito de beneficio social. En

Risaralda, El cultivo se encuentra extendido en los municipios de Guatica,

Mistratd, Belén de Umbria, Santuario, Santa Rosa y Combia y en el municipio de

Montenegro en el departamento del Quindio. El cultivo de Aloe vera se encuentra
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dentro de la apuesta productiva regional: cadena de mercados verdes y
biocomercio, en el programa de plantas aromaticas y medicinales. Desde su
establecimiento, se ha realizado solamente una caracterizacion preliminar de los
cultivos [7], [8], [12]. La que mostro, que si bien los suelos son aptos, hay
problemas fitosanitarios, se tiene una gran incertidumbre en la comercializacion de
la materia prima, por no estar dentro de las reglamentaciones exigidas por el
INVIMA [13], y hay una carencia de soporte técnico para productores y
procesadores de Aloe vera. Siendo entonces necesario realizar investigaciones
cientificas que permitan alcanzar un mayor aprovechamiento de los beneficios del
Aloe vera.

Por lo tanto atendiendo esta necesidad, se plantea el estudio comparativo del
contenido de acido ascorbico del mucilago de Aloe vera (Aloe barbadensis Miller.),
de plantas cultivadas en diferentes municipios del departamento de Risaralda
(Belén de Umbria, La Florida, Marsella, Mistraté y Santuario). Con el fin de ampliar
el conocimiento sobre la composicion de los cultivos de Aloe vera en Risaralda
para contribuir a la diversificacion de los usos y propiciar mayores oportunidades
en el mercado nacional e internacional.
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3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GENERAL

Realizar el estudio comparativo del contenido de acido ascorbico por
cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE), del mucilago de Aloe vera (Aloe
barbadensis Miller.) de plantas cultivadas en diferentes municipios del
departamento de Risaralda (Belén de Umbria, La Florida, Marsella, Mistratdé y
Santuario) para contribuir, a la diversificacion de los usos y propiciar mayores
oportunidades en el mercado nacional e internacional.

3.20BJETIVOS ESPECIFICOS

» Implementar metodologias de analisis cualitativo y cuantitativo mediante
técnicas espectrofotométricas y/o cromatograficas para la vitamina C.

» Realizar el analisis del contenido de vitamina C del mucilago de Aloe vera,
de plantas cultivadas en los municipios del departamento de Risaralda
(Belén de Umbria, la Florida, Marsella, Mistraté y Santuario).

» Comparar el contenido de acido ascorbico del mucilago de Aloe vera, de

plantas cultivadas en Risaralda y establecer por criterios estadisticos las
diferencias y/o similitudes por lugar de cultivo.
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4. MARCO TEORICO.
4.1 GENERALIDADES DEL Aloe vera.
4.1.1 Clasificacion botanica del Aloe vera.

El Aloe vera es una planta perenne Yy xerofitica; la primera por que se desarrolla a
largo plazo y la segunda porque se adapta a vivir en areas de poca disponibilidad
de agua y se caracteriza por poseer tejidos para el almacenamiento de agua, por
lo tanto, prefiere las condiciones aridas muy secas, la mayoria de ellas se originan
en el Africa [14], [15], [16].

El Aloe es una planta faner6gama (con flores), angiosperma de la familia de los
liliaceos que pertenece a la especie de plantas crasas o suculentas de las cuales
también forman parte las cactaceas [17]. Actualmente la clasificacion botanica
oficial se ha denominado por el nombre de Aloe barbadensis para el Aloe
medicinal, mientras que Aloe vera queda como la denominacion corriente (Ver
tabla 1) [18]. El Aloe barbadensis Miller, fue el que se adopt6 en este estudio.

Tabla 1. Clasificacion botanica del Aloe vera [25].

REINO Plantae

SUB-REINO Tracheobionta (Plantas vasculares)
DIVISION Magnoliophyta o Angioespermae
CLASE Liliopsida o Monocotyledoneae
SUB-CLASE Liliidae

ORDEN Asparagale

FAMILIA Aloaceae

GENERO Aloe

ESPECIE vera

4.1.2 Morfologia del Aloe vera.

De alrededor de 400 especies de Aloe existentes, se ha demostrado
cientificamente que son cuatro tipos los que presentan mayores propiedades
medicinales: Aloe arborescens Mill, Aloe barbadensis Miller, Aloe ferox Mill y Aloe
succotrina (Ver tabla 2) [10], [19], [20].
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Tabla 2. Especies de Aloe vera.

Especie*

Descripcién

Sinénimos

Aloe arborescens Mill
. J ﬁ’! h

Tiene tallos de (1-3) m; hojas numerosas, en forma de
rosetas terminales, curvadas, lanceoladas, de color verde
con dientes firmes en el margen, con pedicelos florales de
(3-4) cm. Perigonio cerca de 4 cm de longitud, cilindrico,
ligeramente comprimido sobre el ovario, de color naranja-
rojo, con los I6bulos externos libres en la base. Ha sido
exportada a muchos paises tropicales y subtropicales como
una planta ornamental [7], [15].

Aloe
fructescens,
Aloe
natalensis
[21].

Aloe barbadensis
Mille

Planta con tallo erguido, bien desarrollado de (30-40) cm
de longitud, hojas elongadas, carnosas y ricas en agua,
alcanzan una altura de (50 — 70) cm, presentan un ancho
en la base de (5-7) cm, una coloracién de verde oscuro a
verde azulado de margenes con dientes curvados hacia
delante de (3-5) mm de longitud y (5 — 20) mm de
distancia, las flores son tubulares, colgantes y amarillas.
Puede haber de 12 a 16 hojas por planta. Las jovenes son
mas o0 menos erectas, mientras que las de mayor edad son
méas anchas y bajas. La planta es madura cuando tiene
cerca de 4 afios y tiene un periodo de vida cerca de 12
afios [14].

Aloe vera,
Aloe vulgaris,
Aloe perfoliata

[22].

Aloe ferox Mill

Arbusto perenne con un tallo de (2-3) m de altura, tiene
numerosa hojas en forma de rosetas que son de color
verde claro, ovaladas- lanceoladas, de (40-60) cm de largo,
espinoso en las cimas y en los bordes; inflorescencia en
racimo erecto de 60 cm de altura; con flores de perianto
2,5cm de longitud, de color rojo, amarillo o naranja [24].

Aloe
capiensis,
Aloe del cabo
[22], [23].

Aloe succotrina

Planta caulescente, con tallo erecto, corto; hojas en forma
de rosetas, lanceoladas, de color verde a gris-verde, en
ocasiones con unas pocas manchas blancas; dientes
marginales de (2-4) mm, firmes, blancos, distanciados
hasta 10 mm. Inflorescencia de aproximadamente 1 m,
racimos cilindrico-acuminados, de (25-35) cm. Flores de
color rojo con 4pice verde. Tépalos libres hasta la base
[24].

Aloe perryi
Baker, Aloe
purpurascens,
Aloe sinuata,
Aloe socotrina
[22], [23].

*Fuente: fichas.infojardin.com
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4.1.3 Fenologia del Aloe vera.

Las especies de Aloe son plantas herbaceas o lefiosas, arbustivas o a veces
arborescentes, generalmente rizomatosas, con raices tuberosas o con parte
subterranea bulbosa (Ver tabla 3), en algunos casos con crecimiento secundario
en grosor tipo andmalo [22]. Algunas especies son solitarias, otras se agrupan en

formacion [21].

Tabla 3. Fenologia del Aloe vera.

PARTES

DESCRIPCION

Raiz

Es de (4 a 10) cm de largo y (4 a 5) cm de diametro, formando un rizoma que
puede ser dividido para propagar la planta. Cuando se corta el rizoma se da
origen a una nueva planta [26], [27]. La rizésfera se concentra a una
profundidad de (12 a 20) cm [26].

Tallo

Es corto y grueso de (30 a 40) cm de longitud [27], [28], alrededor van
creciendo hojas en forma de rosetén hasta alcanzar alturas aproximadas de (1
a 3) m dependiendo de la especie [27], [29].

Hojas

Estan agrupadas hacia el extremo; son simples, triangulares, suculentas, con
punta estrecha, de (30 a 60) cm de largo, de (5 a 12) cm de base y de (0,8 a
3) cm de espesor. Los bordes de las hojas tienen dientes afilados, triangulares
alrededor de 2 mm de largo presentando diferentes tonalidades de verde [30],
[31], [32].

Flores

Son de (2,5 a 3) cm de largo, agrupadas en racimos en un solo tallo vertical
aproximadamente de 1 m de largo [26]. Poseen una coloracion amarillo-limén
con lineas verde-manzana, colores que cambian a amarillo-ocre a medida que
transcurren los distintos estados de maduracion [14]. Sus corolas se
componen de 6 pétalos, que forman la cubierta floral y se sueldan todas entre
si en un tubo. Estan dispuestas en racimos que pueden ser verticales o
colgantes. Los estambres salen fuera del cdliz, estos son 6, con largos
filamentos que arrancan del fondo de la flor, debajo del pistilo [29].

Frutoy
semilla

Es seco con una capsula oblonga de paredes dehiscentes (las anteras de la
flor y el pericarpio del fruto se abren para dar salida al polen y a las semillas
hibridas) [29]. Sus semillas son elipsoidales y aplanadas [14]; no son fértiles,
por lo que no se pueden usar para propagar la planta [27].
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El Aloe barbadensis Miller (Ver figura 1), tiene una coloracion amarillenta en sus
flores, los estambres con largos filamentos que arrancan del fondo de la flor,
debajo del pistilo. El fruto es seco, con una cépsula de paredes dehiscentes (lo
que quiere decir que las anteras de la flor y el pericarpio del fruto se abren para
dar salida, el primero al polen y el segundo a las semillas) [18].

Figura 1. Fenologia del Aloe barbadensis Miller a. Flor; b. Hoja; c. Tallo; d. Raiz

Fuente: justaloe.blogspot.com

4.1.4 Estructura de la hoja de Aloe vera.

La planta tiene hojas carnudas triangulares con bordes dentados. Cada hoja esta
compuesta por tres capas:

a)

Capa externa o corteza: tiene una funcion de proteger y sintetizar
carbohidratos y proteinas. Dentro de la corteza hay ramilletes vasculares
responsables del transporte de sustancias como agua y almidén [6].

b) Vainas vasculares: las vainas vasculares estan dispuestas a modo de

nervios en la parte mas exterior de la hoja pegando con la capa externa,
ricas en aloina. Las vainas vasculares intermedias estan formadas por
haces de células poligonales [17].

Centro de la hoja: contiene células delgadas en las paredes del
parénquima que producen un liquido claro ligeramente viscoso
(mucilaginoso) conocido como el gel de Aloe. Las funciones principales del
interior de la hoja es el almacenamiento de agua, carbohidratos y minerales
que la planta usa como energia [33].

En la figura 2 se distinguen claramente los tejidos de fuera hacia dentro.

21



Figura 2. Estructuray corte transversal de la hoja de Aloe vera.

a. Capa externa o corteza, b. Vainas Vasculares c. Centro de la hoja.
Fuente: Taringa.net. Aloe vera — Planta Medicinal

4.1.5 Proceso fotosintético del Aloe vera.

El Aloe al ser una planta suculenta tiene una extraordinaria capacidad para
absorber y retener la poca agua que pueda haber en el suelo, incluso del rocio.
Para ello dispone de una red de raices muy desarrollada y muy cerca de la
superficie [17].

Normalmente una planta abre los estomas durante el dia para captar el dioxido de
carbono (CO;) que intervendra en los procesos fotosintéticos.

El Aloe presenta un curioso proceso metabdlico, una variante fotosintética
llamada CAM. Basicamente se caracteriza por que los estomas se abren de
noche y se cierran de dia (Ver figura 3), evitando asi la evapotranspiracion a
través de los estomas, ya que la humedad relativa es mas alta y las temperaturas
son mas bajas. Constituyendo un mecanismo adaptativo y una ventaja ecoldgica
en lugares donde el factor limitante es el agua [17].
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Figura 3. Proceso metabdlico del Aloe vera (variante fotosintética CAM).
Fuente: Consultatodo.com/aloevera

4.1.6 Composicion quimica del mucilago de Aloe vera.

Su composicién y propiedades fisico-quimicas y farmacoldgicas pueden variar en
funcion de la lluvia o el riego, del terreno, de la época de recoleccién y acopio de
las hojas, de su edad, y segun la forma de obtencion del gel y su almacenamiento.
Un 99,4% del peso del mucilago de Aloe vera es agua. Mas del 60% de sélidos
totales son polisacaridos mucilaginosos ligados a azlcares; y los sélidos restantes
también pueden contribuir a su actividad terapéutica [14], [34], [35], [36].

En la tabla 4 se presentan los principales componentes de los sélidos totales y sus
principales caracteristicas.
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Tabla 4. Composicién quimica del mucilago de Aloe veray sus caracteristicas.

COMPONENTES

CARACTERISTICAS

Vitamina A, B1, B2, B5,
trazas de B12, C, E,

Al igual que otros vegetales, el
Aloe vera es rico en vitaminas
y tiene un bajo contenido de
grasay alto en fibra, que son

cromo (Cr), manganeso
(Mn), aluminio (Al),
magnesio (Mg) y
germanio (Ge) [10].

Vitaminas . . .
acido félico, colina responsables de sus usos
Niacina [29]. terapéuticos y propiedades
funcionales como
antioxidantes [37].
La catalasa integra parte del
Lipasa, amilasa, sistema antioxidante y es
. catalasa, oxidasa, importante ya que su funcién
Enzimas : ;
fosfatasa alcalina [23], es destruir el H,O, generado
[38]. durante el metabolismo celular
[4].
Calcio (Ca), potasio (K), , . .
(Ca) i P ) Actian como biocatalizadores
cloro (Cl), hierro (Fe), . L
. que permiten la transformacion
zinc (Zn), cobre (Cu), L .
. guimica de sustratos, a partir
. azufre (S), sodio (Na),
Minerales de los cuales se producen los

diferentes componentes
necesarios para los procesos
vitales [39].

Glacidos

Polisacéaridos

Acemanano, fructosa,
glucomananos neutros,
galactogalacturonanos,
glucogalactomananos,
Galactogluco-
arabinomananos,
aloérido, celulosa.

Monosacaridos

Glucosa, manosa,
xilosa, galactosa,
ramnosa, arabinosa y
acidos uronicos.

Forman el 25% de la fraccion
sélida [29]. Se ha demostrado
que los polisacéridos,
contribuyen a la actividad
farmacolégica en la
estimulacién de la proliferacion
celular y en actividades
biolégicas como anti -
inflamatorias, antivirales,
inmunomoduladoras, anti-
ulcerativas, desinfectante,
cicatrizante y como anti-
oxidadante [20], [40], [41],[42].
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Aminoéacidos

Lisina, valina, cisteina,
glicina, fenilalanina,
metionina, leucina,
acido aspartico, acido
glutamico, arginina 'y
serina [38].

El Aloe vera proporciona 20 de
los 22 aminoé&cidos requeridos
por el cuerpo humano y 7 de
los 8 aminoacidos esenciales
que el cuerpo no sintetiza [29],
[33].

Derivados
hidroxiantracénicos

Aloina, dloe emodina,
4-Hidroxialoina,
5-hidroxialoina.

Ejercen una amplia gama de
actividades biologicas como:
antifingico, antimicrobiano,

anticancerigeno y antioxidante
[43]. Funcionan como
analgésicos y poseen potentes
propiedades antibitticas, tanto
para virus como para bacterias
[38].

Compuestos

L Al in loeninas A
fendlicos oesina, aloeninas Ay

B, aloeresina Ay B,
8-C-glucosil-7-0-metil-
(s) aloesil.

Derivados
croménicos

4.1.7 Usos del Aloe vera.

Historicamente, el Aloe ha sido utilizado en la medicina tradicional para el
tratamiento de muchas enfermedades [44].

Durante los ultimos 30 afios se han emprendido en diferentes partes del mundo
programas dedicados a la investigacion de la planta denominada Aloe vera debido
a sus propiedades fisicas y quimicas que tienen aplicacion tanto en la industria
cosmeética como en la medicina natural, generando una gran demanda comercial
en el &mbito mundial [7].

La industria del Aloe vera ha creado el International Aloe Science Council (IASC),
que financia estudios cientificos, con el fin de dilucidar el enigma de la eficacia de
esta planta que no puede asignarse a ningln componente en particular, sino a un
efecto sinérgico del conjunto de sus componentes [45].

Las aplicaciones, usos y propiedades se describen en la tabla 5, mediante algunos
estudios realizados al Aloe vera.
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Tabla 5. Algunos estudios relacionados con las aplicaciones, usos y propiedades

del Aloe vera.

PAIS ESTUDIO OBJETIVO RESULTADOS
El compuesto liofilizado de
Evaluar las
) Aloe vera, en las
propiedades ) .
. . - . o . concentraciones utilizadas
México Estudio antimicrobiano antimicrobianas de un
(30, 50, 70) mg/L, no
2011. del Aloe vera. extracto acuoso de . o
presento efecto inhibitorio
Aloe vera en el hongo o
Aspergillus niger sobre el crecimiento del
Perg ger. hongo Aspergillus niger [46].
Conservacion de fresa Obtener un
(fragaria x ananassa duch | recubrimiento Se logro aumentar la vida util
Colombia cv. camarosa) mediante | comestible a partir del || de las fresas frescas en 10
20009. la aplicacion de gel de Aloe vera para | dias, disminuyendo las
recubrimientos prolongar la vida til pérdidas de humedad [47].
comestibles de mucilago de las fresas.
de Aloe barbadensis
Miller.
Antraquinonas en Aloe Aislar la resina del Se aislaron y caracterizaron
Venezuela vera barbadensis Miller Aloe vera, y tres grupos de compuestos
2008 de zonas semiaridas de determinar su accion de antraquinonas
' Falcon Venezuela, como | inhibidora de corrosion || responsables de la actividad
inhibidores de corrosion en el acero. inhibidora [48].
Estudiar un bioproceso | Se comprobé que el Aloe
para la vera es un buen sustrato
México Proceso de biotransformacion de para promover la produccion
2007 Biotransformacién Lactica | cepas probiéticas, de &cido lactico, el jugo tiene
' de jugo de Aloe vera. evaluar los niveles de || propiedades inhibitorias para
produccion de &cido Salmonella sp. y Escherichia
lactico coli [49].
El tratamiento con Aloe vera
redujo significativamente el
Determinar el efecto porcentaje de area
citoprotector del gel de | hemorragica con respecto al
Efecto protector del Aloe b g 9 P
- . Aloe vera sobre la grupo control. Respecto a la
, vera (sabila) en lesiones - ) -
Pert 2007. mucosa gastrica y profundidad de lesién, no

gastricas inducidas con
etanol en ratas.

compararla con la del
sucralfato en animales
de experimentacion.

existen diferencias
significativas entre los
valores promedios del grupo
sucralfato y el grupo Aloe
vera [50].
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Estudiar el
Gel de Aloe vera (L). N.L. || comportamiento del Se demostré que es posible
Burm. y harina de Sagu gel de Aloe vera'y la sustitucién total o parcial
Cuba 2006. como soporte solido de harina de sagu, como || del agar empleado
medio de cultivo para soporte solido del tradicionalmente, se logra un
plantas medicinales medio de cultivo de beneficio econémico [51].
plantas medicinales
Determinar la La capacidad de desactivar
fototoxicidad in vitro radicales libres fue
Estudios In-vitro de los sobre eritrocitos evidenciado para la emodina
mecanismos foto- humanos, y la y rheina, siendo similar a las
Venezuela . o . o L
2003 oxidantes y antioxidantes || capacidad antioxidante | de la vitamina Ey C.
' de los principios activos de los principios Mientras que la capacidad
del Aloe vera. activos del Aloe vera: antioxidante del &loe-
emodina aloe-emodina || emodina fue mucho menor
y rheina. gue las anteriores [52].
. Se concluy6 que el extracto,
. Caracterizar y . S
Obtencion y . presenta actividad antiviral in
T, - determinar la . .. .
caracterizacion preliminar efectividad de un vitro con una toxicidad media
Cuba 2002. | de un extracto de Aloe de (3,8+ 0,3) mg/mL y dosis
. extracto de Aloe vera .
vera L. con actividad . efectiva de (0,8 +0,05)
. L. frente al virus .
antiviral. . : mg/mL segun las
Herpes simplex tipo | .
condiciones ensayadas [53].
Identificar y comparar || Luego de 30 dias de uso del
. los indices de placa e | enjuague se observé una
Efecto de un enjuague . S T
inflamacion gingival disminucién significativa en
bucal compuesto de Aloe ) .
Venezuela antes y después del los indices de placa
vera en la placa . . . L
2001. . . . uso continuo de un bacteriana e inflamacién
bacteriana e inflamacién ) e
o enjuague bucal gingival demostrando su
gingival. " o
elaborado con gel de accién bactericida y
Aloe vera al 50%. antiinflamatoria [54].

4.1.8 Establecimiento del cultivo de Aloe vera.

4.1.8.1 Condiciones edafocliméaticas del Aloe vera.

El Aloe vera crece libremente en climas que van de tropicales y subtropicales a
desérticos. Aunque puede establecerse y sobrevivir en suelos pobres, se
desarrolla mejor en los suelos secos, arenosos y calcicos, de un pH ligeramente
alcalino, con buen drenaje y preferiblemente sin heladas, pues se ha comprobado
gue las bajas temperaturas producen cambios de color en la planta y generan
algun grado de disminucion en la produccién final del gel [6].
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En la tabla 6 se describen las condiciones edafoclimaticas en las que esta planta
prolifera mejor.

Tabla 6. Condiciones edafocliméticas del Aloe vera [6].

PARAMETRO CONDICION
Clima seco
Precipitacion (400 - 2500) mm/afio
Humedad relativa (65 — 85) %
Temperatura (18 —40) °C
Altitud (20 - 2500) msnm
Suelos Franco-arenoso-arido-célcico
Topografia Suelos planos

4.1.8.2 Plantacion del Aloe vera.

El Aloe vera requiere ser plantada a plena exposicién solar pues necesita alta
luminosidad para su desarrollo (aunque la luz directa hace que las hojas se tornen
marrones), preferiblemente se debe seleccionar lugares libres de heladas, suelos
profundos, ricos en materia organica y con buen drenaje [17], [18]. El Aloe vera se
planta a una profundidad de (20 hasta 50) cm y el distanciamiento de la siembra
se recomienda de 70 cm entre plantas y 1 metro entre surcos (Ver figura 4), esto
con el fin de facilitar las labores de deshierbe y para que las pencas tengan un
buen desarrollo [6].

Figura 4. Plantacion de Aloe Vera.
Fuente: Del autor mediante visita a cultivos de Aloe vera. Belén de Umbria, Risaralda.
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4.1.8.3 Fertilizacion y riegos.

Aunque la planta no es muy exigente en nutrientes es conveniente al trasplantarse
incorporar de (2-3) Kg de materia organica por metro cuadrado en la preparacion
del terreno previo a la plantacion, debido a que incrementa la capacidad de
retencion de humedad del suelo. En la actualidad se puede utilizar diversos
abonos como el estiércol bien descompuesto o cenizas, bagazo o cascara de hoja
de Aloe y otros a base de nitrégeno y fosforo [6], [17], [30]. En Colombia, se usan
abonos como el mani forrajero; que ofrece propiedades como el nitrégeno al suelo
y sirve como abono permanente, reduciendo gastos de mantenimiento en muchas
ocasiones [6].

Es también apropiado efectuar riegos espaciados, en ausencia de precipitaciones,
aunque cuidando que el agua no se acumule, dada la susceptibilidad de estas
plantas a su exceso. Estudios realizados en Venezuela han permitido constatar
gue un nivel elevado de fertilidad acompafiado de un nivel bajo de humedad,
determinaron la mayor acumulacion de biomasa, mientras que el rendimiento de
latex y gel seco fue elevado cuando las plantas recibieron una combinacién de
baja frecuencia de riego y alta fertilidad o frecuente riego sin aplicacion de
fertilizante [17].

4.1.8.4 Control de malezas.

En el control de malezas es importante el deshierbe alrededor de cada planta lo
gue permitira que se aproveche el agua que hay en el sitio. Se debe evitar el uso
de herbicidas, ya que podrian dafar las propiedades curativas del Aloe [55], [56].

4.1.8.5 Prevencion de plagas y enfermedades.

La aparicion de enfermedades bacterianas y fungosas, inciden directamente en la
cantidad y calidad del producto, causando un impacto socioecondémico
desfavorable [57]. Los dafios provocados en la produccién son los siguientes:
e Cuando atacan a la penca, ésta pierde valor comercial, ya que se forman
manchas.
e El tejido se licua, se seca y finalmente se parte la penca, razén por la cual
no es seleccionada para la extraccion del acibar o gel.
e Si la raiz es invadida por los patogenos, se afecta la planta completa,
causandole marchitez al no permitir el paso de nutrientes y puede causar

hasta la muerte de la planta.
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Reduccion del rendimiento por hectdrea y aumento de los costos de
produccion.

Para lograr identificar otros problemas en cuanto al cuidado de la planta vale la
pena tener en cuenta los siguientes sintomas [17]:

Cuando las hojas se encuentran dobladas, significa que hay exceso de
agua, se recomienda realizar riegos mas esporadicos o0 en menos cantidad.
Si las hojas se tornan de color marrén, significa exceso de luz solar, se
recomienda realizar un filtro de luz donde la planta quede igual de
iluminada, pero que no reciba los rayos solares directamente.

Si la planta tiene hojas mas horizontales que verticales, es por exceso de
retofios, se recomienda trasplantarlos para que estos se desarrollen por
separado en mejores condiciones.

Si se observan hojas delgadas, rizadas y plegadas hacia el interior, esto
significa falta de agua y es recomendable regar con mas frecuencia o
mayor cantidad.

La aparicién de hojas podridas en la base, se debe al exceso de agua o
drenaje insuficiente.

La aparicion de hojas con manchas oscuras, es el producto de agua de
riego excesivamente fluorada, es recomendable hacer una andlisis a las
aguas de riego.

En la figura 5 se ilustra tanto la marchitez de las hojas como la pudricion de la raiz
y en la tabla 7 se describen las enfermedades causadas por patdgenos en la
produccion de sabila.

Figura 5. Infestacion en Aloe vera.
Fuente: sian.inia.gob.ve/FonaiapDivulga/zabila
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Tabla 7. Dafios causados por patdgenos en el Aloe vera.

AGENTE

TIPO DE INFESTACION CAUSAL SINTOMAS TRATAMIENTO
Se caracteriza por
presentar necrosis
seca en las hojas,
gue forman grandes
parches irregulares a
lo largo de la lamina Se combate con
Bacteriosis | Erwinia sp. foliar. El pseudotallo azufre, en l_Jf]a
manifiesta manchas concentracion de
necroticas, pero en 49/," fje agua,
BACTERIANA un grado menos aplicandose
avanzado con un semanalmente
halo acuoso en la hasta Ia_ .,
etapa inicial [57]. desaparicion de la
— enfermedad [6].
Da la apariencia de
Oidium (“mal un moho blancuzco
Marchitez blanco”); gue se difunde por
Bacteriana Bacterium Aloes las hojas. Marchitez
Pass. de las puntas de las
hojas [18].
Causan una curvatura
hacia abajo.
Provocan dafios en
. el cuello de las
EES?;MT“SF); .|| plantas y en el
YInOpRIora sp: 1 gistema radical,
éclerotiumsolani. oc_asionando quelas | Para l? marchitez
mismas se bacteriana y la
] Marchitez o decapiten, sequeny | pudricion de la raiz
FUNGICA . mueran. Dan una se recomiendan
fusariosis

coloracién que va
desde el rojizo hasta
el café [17].

Colletotrichum sp,
Cladosporium sp
y Curvularia sp.

Producen manchas
en la superficie y en
los bordes, asi como
endurecimiento de
las puntas de las
hojas [17].

practicas
preventivas que
eviten la humedad
como mantener
aireado el suelo y la
erradicacion de
plantas enfermas,
tratamiento del
suelo con calor
(aguas calientes y/o

31




Phytiumaltimum
Trow;

Se manifiesta como
un amarillento de las
hojas, empezando
por la zona apical
[55].

Lesiones oscuras

solarizadas), y
resiembra con hijos
previamente
seleccionados y
podados [17], [18].

Pudricion i
del tallo y (necréticas) en la
de la raiz pase del tallo, Io.que
Rhizoctonia sp, mterrgmpe el flujo de
la savia en la parte
afectada, causando la
muerte de la planta
[55].
Infecciones
moderadas pueden
ser facilmente
controladas con
Se albergan en la aplicaciones
Cochinillas y sus grietas de las rosetas sgmgnales de
PARASITARIA larvas atacando después Diéxido de Cobre,
las raices por debajo || tal como una
del suelo mezcla de
Bordeaux o una
solucién al 10 % de
Formalina y jabon
liquido [6].
Para este tipo de
ataques, se
recomienda aplicar
Se comen los
o una mezcla
. retofios y las partes .
Hormigas . homogénea de
arrieras sensibles que . molusquicida
INSECTOS ' guedan descubiertas L.
caracoles y cuando se organico que
babosas. consiste de: 70%

desprenden las hojas
maduras [56].

aserrin, 10%
ceniza, 10% sal y
10% tierra de
diatomea [6].
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4.1.8.6 Reproduccion.

El Aloe vera se propaga principalmente a través de los numerosos hijuelos que
crecen a su alrededor, los cuales pueden ser trasplantados con facilidad, estos
hijuelos deben ser plantados directamente en el terreno cuando alcancen una
altura de unos 10 o 20 centimetros [40].

En Colombia se usa la propagacion por hijuelos, los cuales pueden ser
recolectados de las poblaciones silvestres o provenientes de cultivo de explotacion
[55].

4.1.8.7 Ciclo productivo y recoleccion.

La recoleccion de hojas comienza a partir de los 18 meses de plantadas, la
cosecha se puede efectuar durante todo el afio, cortando siempre las hojas
inferiores. La operacion se efectia de forma manual. Las plantas se pueden
cosechar cada 6 a 8 semanas quitando de 3 a 4 hojas por planta. Por lo que su
ciclo productivo puede variar de 4 a 10 afios dependiendo del cuidado y su
cosecha. El ciclo productivo del Aloe vera termina cuando las pencas pierden
calidad y volumen [18].

4.1.9 Produccion y comercializacion del Aloe vera.

En el afio 2004 el International Aloe Science Council [IASC] (Ver figura 6), realizé
las estadisticas para calcular la produccion mundial de Aloe vera y aunque no
logra abarcar la totalidad de la industria mundial, si ofrece una percepcion de este
sector para los ultimos afios [6].

Figura 6. Sello de certificacion IASC.
Fuente: iasc.org

33



4.1.9.1 Aloe vera en el mundo.

A nivel mundial existe un evidente predominio en cuanto a hectareas cultivadas
por parte del continente americano, pues este logra el 81% de participacion en
esta actividad, dejando muy por detras a la region comprendida por Australia y
Asia; quienes en conjunto obtienen una participacion del 18% de las hectareas
cultivadas en el mundo. En el continente asiatico cabe resaltar el protagonismo
que ha adquirido China, pues aportdé el 47% de la siembra, es decir 2.000
hectareas. Tailandia también se hace fuerte con una participacion del 36%,
mientras que India, Malasia y Australia conforman el 17% restante en esta parte
del mundo. Y una pobre participacion del continente africano con tan solo 300
hectareas cultivadas (Ver figura 7) [6].

Si bien la cantidad de hectareas cultivadas por continente o pais ofrece una idea
general de la importancia que el Aloe vera ha tomado a nivel mundial; es a través
de cifras monetarias que se identifica aquel o aquellos paises que han sabido
aprovechar el potencial de la planta para transformarla y agregar valor en distintos
eslabones de la cadena productiva. En la figura 8 se ilustra el mercado
internacional de este cultivo, con una gran demanda principalmente en Hong
Kong, Estados Unidos, Japon y Europa (en especial paises como Alemania,
Holanda, Francia e Italia), donde se comercializa la sébila con industrializacién en
gel o liofilizada [6].

300

B América
W Africa

M Australia - Asia

Total Hectareas: 23.589

Figura 7. Cultivos de Aloe vera en el mundo.
Fuente: Datos tomados de IASC.org. Censo 2004
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B América

™ Australia - Asia

Ventas 2004: USD $123'500.000

Figura 8. Mercado internacional de Aloe vera.
Fuente: Datos tomados de IASC.org. Censo 2004

4.1.9.2 Aloe veraen América.

En la figura 9 se puede observar que México aporta el 56% de las hectareas
cultivadas en la regidn y se posiciona también como el mayor cultivador de sabila
en el mundo. Republica Dominicana y Venezuela aportan superficies cultivadas
muy similares para el afio estudiado, y obtienen a nivel mundial el segundo y
tercer puesto en hectareas cultivadas respectivamente [6].
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I 649 520 200 100 50
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Q@Q‘) Total Hectareas: 19.119

Figura 9. Cultivos de Aloe vera en América.
Fuente: Datos tomados de IASC.org. Censo 2004
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La situacion de América en cuanto a ventas de gel de Aloe vera, varia segun la
participacion del mercado en la region (Ver figura 10), pues aunque México y
Republica Dominicana siguen manteniendo los primeros lugares, su aporte al
mercado ya no es tan significativo como en el rubro de cultivo por hectareas.
Estados Unidos, por el contrario, demuestra su enfoque por generar valor
agregado en productos derivados de la planta de Aloe vera y se posiciona en el
tercer lugar de participacion en ventas de gel de Aloe en la region [6].

En el ambito B2B (Business to Business) destacan por su exitoso desarrollo y
actual volumen de operacién unas cuantas empresas que han enfocado su
estrategia de negocios en la produccion de concentrados (liquidos o en polvo) de
gel para uso como insumo de la industria cosmética, la farmacéutica y la
nutracéutica. Entre otros, se puede mencionar en este ambito a Terry Labs (uno
de los pioneros en el area), Concentrated Aloe Corporation, Caraloe, Aloe Star,
Aloecorp, etc. Todas estas empresas administran sus propias plantaciones, la
mayoria de las cuales excede las 400 hectareas para asegurar la continuidad del
flujo y la calidad de la materia prima requerida [6].

35,482,000
21,583,000
9,293,000
4924000 5300,000
. 422,000 106,000 63,000
N
@@ \{‘.\g \)(\\ &S"(Q X Q@"’ ng\ Q
"
& 3 & (oY N\ e
Y 2
o <

Qg,Qo Ventas 2004: USD 576'473.000

Figura 10. Mercado de Aloe vera en América.
Fuente: Datos tomados de IASC.org. Censo 2004
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4.1.9.3 Aloe vera en Colombia.

La cadena productiva de la sébila en el orden nacional es una de las mas jovenes
y consolidadas, sin embargo ha tenido un desarrollo significativo y se ha
constituido como una alternativa de rentabilidad para los campesinos. Si bien
Antioquia y Magdalena son los departamentos pioneros en avances de
certificacion, produccion, industrializacion, gestion financiera y comercializacion de
este producto, otros territorios como el eje cafetero que apenas esta ingresando
en el comercio de la sabila, han encontrado una alternativa rentable (Ver tabla 8)

[6].

En Risaralda es muy reciente este cultivo a pesar de la oferta ambiental, los pisos
térmicos y los climas propicios para ello. Especialmente los municipios de Guatica,
Belén de Umbria, Mistratd, Quinchia y Santuario producen una sabila de excelente
calidad destacandose dentro de éstos las plantas en Guatica que alcanzan los 70
centimetros de largo, 13 centimetros de ancho y un peso de 1.000 gramos por
hoja por sus caracteristicas de crecimiento precoz equivalente a mayor
rentabilidad [17].

Tabla 8. Distribucién general de cultivos de penca de sabila en Colombia en
hectareas [17].

DEPARTAMENTO Ha % DEPARTAMENTO | Ha %

Atlantico 150,50 | 37,04 | Eje cafetero 7,91 1,95
Magdalena 96,20 || 23,68 || Cesar 7,00 1,72
Cundinamarca 22,10 | 5,44 Putumayo 4,00 0,98
Boyaca 7,30 1,80 Narifio 4,00 0,98
Antioquia 26,00 | 6,40 | Meta 2,00 0,49
Tolima 4,80 1,18 || Casanare 2,00 0,49
Santander 36,00 | 8,86 | Sucre 4,00 0,98
Valle del Cauca y Cauca | 16,50 | 4,06 Bolivar 6,00 1,48
Guajira 10,00 | 2,46 | TOTAL 406,31 | 100

Contribuyendo a la caracterizacion de las calidades y cualidades de las diferentes
pencas que se producen en Risaralda, el grupo de Oleoquimica de la Universidad
Tecnologica de Pereira, esta interesado en aportar conocimiento técnico y
cientifico a productores y transformadores, de tal manera que puedan tener un
manejo adecuado de los cultivos, para llegar a ofrecer productos regionales
competitivos a base de Aloe vera, que cumplan con los estandares de calidad,
generando asi mayores oportunidades en el mercado nacional e internacional.
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4.2 VITAMINAS DEL Aloe vera.

Las vitaminas han sido definidas como sustancias orgénicas presentes en
diminutas cantidades en los alimentos naturales. Aunque tienen estructuras
quimicas, fuentes, requerimientos y mecanismos de accion diferentes, se pueden
clasificar de acuerdo a su solubilidad en dos grandes grupos [58]:

¢ Vitaminas hidrosolubles: complejo vitaminico B y vitamina C.

e Vitaminas liposolubles: vitamina A, vitamina D, vitamina E y vitamina K.

El Aloe vera contiene algunas vitaminas hidrosolubles (Ver tabla 9) como: tiamina
(B1), riboflavina (B2), niacina (B3), acido folico (B9) y acido ascorbico (vitamina C);
y entre las liposolubles las vitaminas A y E. Algunas investigaciones sugieren que
también presenta trazas de vitamina (B12) [4].

Tabla 9. Vitaminas hidrosolubles del Aloe vera [4].

Vitamina || Composicion Funcion Estructura*

Coenzima que
interviene en las \[/N\ NH, _s

o reacciones de | f

Bl Tiamina transferencia de N\/\L/NJ' / OH
grupos aldehidos

de dos carbonos.

Constituyente de
los coenzimas

FMN y FAD que £
intervienen en el | OH OH OH H

B2 Riboflavina metabolismo H3C NN N .-;,.:?'N"' -::"»"'O

energético como } [ ‘
transportadores de H3c - e _
H" y electrones.

Forma parte de los [+ I
coenzimas NAD y | |

NADP en las

B3 Niacina transferencias de ol 04
H" y electrones en OH NH
el metabolismo 2

energético. Acido Nicotinico Micotinamida
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Coenzima que
interviene en el
B9 Acido félico metabolismo de
los acidos
nucleicos.

Forma parte de un
coenzima Hah —
necesario en el
metabolismo de
proteinas y de
acidos nucleicos.

B12 Cobalamina

Aci L
C cdp . Antioxidante.
ascorbico

Fuente: Vitamins [58].

Algunos estudios sefialan una concentracion de la vitamina C en 101,3 mg / 100 g
de material de Aloe vera aproximadamente [18], [73]. Por otra parte, se ha
encontrado que la concentracion de la vitamina C varia mucho entre los tipos de
frutas y vegetales (Ver tabla 11) [59].

4.2.1 Generalidades del Acido ascérbico.
4.2.1.1 Estructura.

El acido ascorbico esta relacionado con los azucares de C6. Siendo el (R)-3,4-

dihidroxi-5-((S)-1,2-dihidroxietil) furano-2(5H)-ona (nombre IUPAC), contiene

varios elementos estructurales que contribuyen a su comportamiento quimico: la

estructura de la lactona y dos grupos hidroxilos endlicos, asi como un grupo

alcohol primario y secundario (Ver figura 12). La estructura endiol motiva sus
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cualidades antioxidantes, ya que los endioles pueden ser oxidados facilmente a
dicetonas. Por eso, los endioles con grupos carbonilo vecinos se llaman también
reductonas (Ver figura 11) [58], [60].

RE o iH Oxiadacion RE gR
HO OH 0 0
Endiol Dicetona

Figura 11. Oxidacion endiol a dicetona.
Fuente: acidoascorbico.com

El 4cido ascorbico forma dos enlaces de puentes de hidrégeno intramoleculares
(mostrados en rojo en la figura 12) que contribuyen de manera decisiva a la
estabilidad, y con eso a las cualidades quimicas de la estructura endiol [60], [61].

Figura 12. Estructura quimica del acido ascérbico (estabilidad).
Fuente: acidoascorbico.com

4.2.1.2 Isomeria.

El &cido ascorbico se comporta como un &cido carboxilico vinilogo, en donde el
doble enlace ("vinilo") transmite pares de electrones entre el hidroxilo y el
carbonilo. Hay dos estructuras de resonancia para la forma desprotonada, que se
diferencia en la posicion del doble enlace. Otro modo de ver el acido ascoérbico es
considerarlo como un enol. La forma desprotonada es un enolato, que por lo
general es fuertemente basico. Sin embargo, el doble enlace adyacente estabiliza
la forma desprotonada (Ver figura 13) [58].

40



Figura 13. Movimiento de los pares de electrones en la desprotonacion del &cido
ascorbico.
Fuente: acidoascorbico.com

» Tautomerismo: el &cido ascorbico se interconvierte rapidamente en dos
tautdmeros de dicetona inestables por la transferencia de proton, aunque es
mas estable en la forma de enol. El protdn del enol se pierde, y se adquiere de
nuevo por los electrones a partir del doble enlace, para producir una dicetona.
Esta es una reaccion enol. Hay dos formas posibles: 1,2-dicetona y 1,3-
dicetona (Ver figura 14) [58], [61].

Figura 14. Atague nucleofilico del enol ascérbico sobre el proton para dar
1,3-dicetona.
Fuente: acidoascorbico.com

» Estereoquimica: el acido ascorbico existe en cuatro formas estereocisomeras
diferentes que muestran actividad 6ptica (Ver figura 14). Las moléculas L- y D-
de acido ascorbico son enantidmeros entre si, de igual forma, las moléculas
L- y D- del isoascoérbico. El &acido L-ascorbico y el D-isoascérbico son
epimeros, ya que se distinguen solo en la configuracion de uno de los atomos
de carbono (Ver figura 15). Sin embargo la forma natural de la vitamina es el
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isbmero L que posee propiedades nutricionales; el isbmero optico del carbono
4 D- tiene alrededor de 10% de la actividad del isbmero L pero sin fines
vitaminicos, al igual que el isbmero éptico del carbono 5, el &cido iso-ascorbico
[60].

H
a) b)
HO o OH
- O—GH
n-n:-— H HE—OH
CH,OH

““-(tv'mH

H— Hﬁ:-_
iH,m Lm

Figura 15. Esterecisémeros del 4cido ascorbico.
a) Acido L-ascorbico, b) Acido D-ascérbico, c¢) Acido L-isoascérbico,
d) Acido D-isoascérbico.
Fuente: acidoascorbico.com

4.2.1.3 Abreviacion.

Se tendran en cuenta las siguientes abreviaciones:
e acido ascorbico (AA),
e monoanion ascorbato (AH-),
¢ radical anién ascorbato (AH"),
e acido dehidroascorbico (ADA),
e acido 2,3-dicetogulénico (DCG),
e metales (Me),
e cetotautomero (AH,- Ceto),
e anion ceto (AH- Ceto).

42



4.2.1.4 Propiedades de la vitamina C.
A. Fisicas. En la tabla 10 se resumen las propiedades fisicas del AA.

Tabla 10. Propiedades Fisicas de la vitamina C [59].

PROPIEDAD DESCRIPCION
L Sdlido cristalino, blanco, inodoro,
Apariencia .y
con sabor acido fuerte
Férmula /gmol masa CgHgOg/ 176,13
m.p. (°C) 190-192
Densidad, gml™ 1,65
pH 3 (5 gml™), 2 (50gml™)
pKi 4,17
pK2 11,57
Potencial redox Primera etapa: E;O + 0,166V
Solubilidad (gmI™)
Agua 0,33
95% etanol 0,033
Glicerol 0,01
Grasas y aceites Insoluble
Propiedades espectrales
ultravioleta (UV)
Emax(1%,1cm),695 a 245 nm
pH 2: .
(sin disociar)
DH 6.4: Emax(1%,1cm),940 a 265 nm
' (forma monodisociada)

B. Quimicas:

» Acidez: el AA posee propiedades acidas y fuertemente reductoras.
Tales propiedades se deben a su estructura endiol y a la posibilidad
de ionizar el hidroxilo situado sobre el carbono 3, formando un anioén
que queda estabilizado por resonancia (Ver figura 13).
Eventualmente, puede disociarse el hidroxilo del carbono 2, formando
un dianién, aunque no adquiere la misma estabilidad que la del
carbono 3 [60]. La deslocalizacion de los electrones -pi (11) en los C2-
C3 del sistema conjugado endiol estabiliza la molécula y hace que el
hidrogeno del hidroxilo C3 sea muy acido y se disocie con un pKa de
4,13. Por lo tanto, a un pH fisioldgico, el AA existe como un anién
monovalente (L-ascorbato). La disociacion del segundo hidroxilo se
lleva a un pH de 11,6 [59], [60].
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» Oxidacion: debido a su estructura quimica el AA es muy sensible a la
degradacion. EI  AA se oxida rapidamente a  &cido
dehidroascorbico (ADA), debido a la presencia de dos grupos
hidroxilo en su estructura. Numerosos factores influyen en los
mecanismos degradativos, entre ellos, la exposicion al aumento de
las temperaturas, el pH, la concentracibn de oxigeno, la accién
enzimatica, los catalizadores metélicos, la concentracion inicial del
acido y la relacion AA — ADA [60], [61]. EI AA es estable cuando se
seca, pero las soluciones se oxidan facilmente, especialmente en
presencia de pequefias cantidades de cobre, hierro y alcali. La
degradacion del AA se lleva a cabo mediante procesos oxidativos que
resultan de la transferencia de dos electrones. Primeramente se
origina el monoanion ascorbato (AH-), el cual, con la pérdida adicional
de un segundo electron, forma el ADA, altamente inestable y
susceptible a la hidrélisis del anillo lactona, que se hidroliza con gran
facilidad para producir acido 2,3-dicetogulénico (DCG) que no tiene
ninguna funcién bioldgica y la reaccién ya no es reversible [59], [60],
[61]. Posteriormente se degrada por decarboxilacién, con la
consiguiente pérdida del valor nutricional del AA (Ver figura 16).

-0 OH

Radical ascorbilo

Figura 16. Productos de degradacion del 4cido ascorbico.
Fuente: Novakova, L y et al [61].
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Hay tres vias de degradacion del AA, la via oxidativa catalizada, la via
oxidativa no catalizada y la via bajo condiciones anaerdbicas:

l. La via oxidativa catalizada (Ver figura 17), esta
influenciada por la presencia de oxigeno e iones metalicos
como hierro (Fe*") y cobre (Cu®*) que act(ian acelerando la
velocidad de la reaccion. EI AA se degrada via su
monoanién (AH-), produciendo ADA. La velocidad de esta
reaccion depende de la concentracion del catalizador
metdlico en presencia de oxigeno. Si la presion parcial de
oxigeno disminuye, la reaccibn se estabiliza y
posiblemente exista una oxidacion directa por radicales
hidroperdoxidos (HO,) o peréxido de hidrégeno (H20,). Esta
via de degradacion aerodbica implica la formacién de un
complejo metal-anién que se combina con el oxigeno para
dar un complejo metal-oxigeno-ligando, el cual se
descompone rapidamente para dar el radical anién
ascorbato (AH-), el anion metalico original y HO,. Asi el
AH- reacciona ahora con el oxigeno y produce ADA [60].

via oxidativa

‘ A catalizada
v
AH -me € ’ A
H,0
v W
AH - —» AH™ o{ H202
Me \/ ’

Me + 2“01 >Hz°3’°:

Figura 17. Primer via de degracién oxidativa del acido ascérbico.
Fuente: SERRA, H. y CAFARO, T [60].
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Il. En la via oxidativa no catalizada (Ver figura 18), el AH-,
sufre el ataque directo del oxigeno molecular, produciendo
primero radical aniénico AH- y H,O,, que rdpidamente se
transforman en ADA y H,O,. En ambas vias (catalizada y
no catalizada) el ADA se transforma y luego de sufrir
hidrolisis, da lugar a la apertura del anillo lactona,

resultando el DCG [60].

CAAD
AV via oxidativa no
v catalizada
AH

Ageﬁ'm; reductores débiles

Figura 18. Segunda via de degracién oxidativa del acido
ascorbico.
Fuente: SERRA, H. y CAFARO, T [60].

[l El mecanismo de la degradacién anaerébica (Ver figura
19) implica una rotura directa del puente 1,4 de la lactona
sin previa oxidacion a ADA, quizas siguiendo el modelo de
tauterizacion  ceto-enol. Bajo estas  condiciones
anaerobicas, el AA reacciona mediante su ceto-tautomero
(AH,-ceto) el que estd en equilibrio con su anién (AH-

-ceto) sufriendo la deslactonizacion a DCG [60].
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A via anaerébica
\ 4
AH:z- Ceto
A

v

A~ ceto— 2% . (pca )

Figura 19. Tercera via de degracion oxidativa del &cido ascorbico.
Fuente: SERRA, H. y CAFARO, T [60].

Independientemente de la via degradativa, la apertura del anillo
lactona, formacion de DCG, elimina irreversiblemente la actividad de
la vitamina C generando distintos productos: a) intermediarios
polimerizados, b) acidos carboxilicos insaturados de 5-6 carbonos, y
c) productos de fragmentacion de algunos pocos carbonos (<5 C)
(Ver figura 16) [60]. Se conocen diversos derivados naturales del
AA. El ascorbato-2-sulfato fue inicialmente descubierto en los quistes
de Artemia, luego resulto estar presente en los tejidos blandos y
como metabolito urinario del AA en animales. El ascorbato-2-sulfato
también es capaz de aliviar los signos de escorbuto. La enzima
ascorbato-2-sulfohidrolasa ha sido purificada y caracterizada. El
acido ascorbico-2-O-B-glucuronido y el 2-O-a-glucésido han sido
encontrados en humanos y en conejillos de india respectivamente, y
varios enlace C5 glucésidos de 6-deoxyascorbato han sido
identificados en hongos. La posible existencia y funcién de los
derivados de este tipo en tejidos vegetales han recibido muy poca
atencién. Los derivados sintéticos ascorbato-2-fosfato y ascorbato-6-
palmitato tienen propiedades antioxidantes in vitro y son usados para
la conservacion de alimentos, pero se absorben mal [59]. Los
productos terminales de la degradacion del AA adquieren importancia
debido a su participacion en el pardeamiento no enzimatico o
Reaccion de Maillard. Esta reaccion quimica ocurre entre azucares
no reductores, compuestos dicarbonilicos, o productos de
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degradacion del AA con proteinas. La interaccibn entre grupos
aldehidos y aminos genera bases de Schiff inestables que se
transforman en los compuestos de Amadori, los cuales sufren luego
una serie de reacciones a través de los intermediarios dicarbonilicos
para formar los llamados productos finales de glicacion avanzada
(AGEs) [60].

4.2.1.5 Alimentos ricos en vitamina C.

En los alimentos, la vitamina C est4 presente sobre todo en la fruta, la verdura y
el té verde. En los vegetales, la sintesis de vitamina C se efectia en todas las
células de la planta (Ver anexo 1). Los citricos son excepcionalmente ricos en
vitamina C. Los contenidos de AA indicados en la tabla 11 son valores medios
gue pueden variar considerablemente entre los tipos de vegetales y cultivos. Los
valores reales dependen mucho de las siguientes variables: tipo de planta, tipo de
suelo, clima, permanencia en el campo desde la cosecha, condiciones del campo
y preparacion [59], [61].

Tabla 11. Alimentos y contenido de vitamina C [59].

FUENTE Contenido de acido ascorbico
en mg por cada 100 g

Camu - Camu 2000
Acerola (una pequeiia cereza de México) 1000 - 2000
Escaramujo 1250
Rosa canina o cinorrodon 750 - 1600
Espino cerval de mar (bayas maritimas) 750
Amla o "grosella india" 720
Guayaba 243
Grosella negra 200
Perejil 170
Col verde 105- 150
Nabo 139
Rumex 124
Pimiento rojo, estragdn, col verde 120
Brécol 90- 115
Hinojo, guindilla 100
Capudre (serbal de cazadores) 98
Kiwi 80
Col de Bruselas o lombarda 90- 150
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Limén 65
Fresa, naranja, coliflor, berro, perifollo 60
Espinaca, canénigo 50
Col roja 50
Repollo 45
Cereza 10
Patata 15
Arandano 22
Ananas 20
Chucrut 20
Aguacate 13
Manzana 12
Platano 10-12
Melocotén 10
Pera 5

4.2.1.6 Usos y produccion de la vitamina C.

La produccién mundial anual de AA es de 80000 toneladas, de las que un 50% se
utilizan en las industrias farmacéuticas y parafarmaceuticas, un 25% en la
industria agroalimentaria como conservante (E300, E301, E302), un 15% en la
fabricacion de bebidas, y el resto para nutricion de animales. El &cido ascorbico y
sus sales de sodio, potasio y calcio suelen usarse como aditivos antioxidantes de
los alimentos. Estos compuestos son solubles en agua y, por tanto, no pueden
proteger a las grasas de la oxidacion. Para este ultimo fin pueden usarse como
antioxidantes los ésteres de acido ascérbico solubles en grasa, con &cidos grasos
de cadena larga (palmitato de ascorbilo o estereato de ascorbilo). El ochenta por
ciento del suministro mundial de &acido ascorbico se produce en China.
Actualmente la mayor parte de la vitamina C se fabrica con la ayuda de
microorganismos modificados genéticamente (vitamina C GMO), ya que es un
proceso mas economico [60], [61]. Los niumeros de aditivo E que se usan en
Europa son:

e E300: acido ascorbico.

e E301: ascorbato de sodio.

e E302: ascorbato de calcio.

e E303: ascorbato de potasio.

e E304: acidos grasos ésteres de acido ascorbico (palmitato de ascorbilo y

estereato de ascorbilo).
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Otro uso de la vitamina C es como aditivo para la calidad del agua potable cuando
el agua ha sido tratada con yodo, neutralizando el sabor desagradable del yodo,
En la fabricacion de plastico, el acido ascorbico puede usarse para ensamblar
cadenas moleculares mas rapidamente y con menos residuos que con los
meétodos de sintesis tradicionales (53).
En la tabla 12 se resumen algunas investigaciones del contenido de vitamina C del

Aloe vera.

Tabla 12. Algunos estudios sobre Aloe vera relacionados con su contenido de

acido ascorbico.

PAIS

ESTUDIO

OBJETIVO

RESULTADOS

Chile
2011.

El efecto de alta
presion en las
propiedades
funcionales y las
caracteristicas de
calidad del gel de Aloe
vera.

Evaluar los efectos del
tratamiento de alta presién
hidrostatica a la presién
de tres niveles (300, 400 y
500 MPa) sobre las
caracteristicas funcionales
y la calidad de gel de

Aloe vera como la vitamina
C y E, aloina, los
minerales, el contenido

de compuestos fendlicos
y actividad antioxidante.

Se encontr6 que hay una
disminucién en el contenido
total fendlico y de vitamina C
y E a altas presiones
(500MPa) [37].

Chile
2008.

Influencia de la
temperatura sobre la
cinética de secado, las
propiedades fisico-
quimicas, y capacidad
antioxidante del gel de
Aloe vera (Aloe
barbadensis Miller).

Determinar los efectos de
la temperatura sobre la
cinética de secado y las
variaciones en las
propiedades fisicoquimicas
y la capacidad
antioxidantes del gel de
Aloe.

Se determiné que un secado
a temperatura de (80 y 90)
°C dio lugar a una variacion
significativa en pérdida de
las propiedades
fisicoquimicas y propiedades
nutritivas del gel, ademas, la
capacidad antioxidante del
gel se redujo [62].

Estados
Unidos
2005.

Estudio del efecto de
las preparaciones de
Aloe en la
biodisponibilidad
humana de vitamina C
y E.

Evaluar la influencia de las
preparaciones de gel de
Aloe en la biodisponibilidad
humana de las vitaminas C
y E.

Se demostré que las
vitaminas C y E retrasan la
aparicién de cataratas y
degeneracién muscular
relacionada a la edad. El
andlisis de las vitaminas C y
E se hizo por cromatografia
liguida en plasma [63].

Estados
Unidos
1998.

Estudio de la vitamina
Cy Aloe vera como
protectores de
hepatocarcinogénesis
guimica en ratas.

Analizar el contenido de
vitamina C y el gel de Aloe
y evaluar la accion
anticancerigena en ratas.

Se encontr6é que una
reduccion en la gravedad de
la carcinogénesis, indica un
efecto protector de la
vitamina C y del gel de
Aloe vera en la
suplementacion [64].
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4.2.1.7 Métodos de anéalisis de la vitamina C.

La concentracién de una solucién de &cido ascoérbico puede ser determinada de
varias formas, incluyendo métodos electroquimicos, espectrofotomeétricos,
espectrofluorométricos y cromatograficos. Sin embargo, los métodos de
cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE) tienen algunas ventajas con
respecto a la especificidad, sensibilidad y facil operacion [61]. A pesar de que los
detectores UV generalmente se incluyen en los sistemas de CLAE y que son mas
simples y rapidos que otros, tan so6lo algunos métodos se han validado para ser
utilizados en la determinacion de la vitamina C en alimentos [65]. El &cido
ascorbico (AA) puede ser facilmente detectado por radiacion ultravioleta en
longitudes de onda entre (245 y 254) nm. La mayoria de los métodos que usan
detecciéon UV determinan AA sin acido dehidroascoérbico (ADA), debido a las
pobres propiedades de absorcién UV del ADA [61].

La titulacion generalmente es realizada con un agente que se oxida [65]:

e DCPIP: es un agente muy utilizado es el tinte 2,6-diclorofenol-indofenol
(DCPIP). El tinte azul se vierte en la solucién de &cido ascérbico hasta que
un color rosado débil persista durante 15 segundos.

¢ Yodo: otro método implica usar el yodo y un indicador de almidén, en donde
el yodo reacciona con el acido ascorbico, y, cuando todo el &cido ascorbico
ha reaccionado, el yodo queda entonces en exceso, formando un complejo
azul oscuro con el indicador de almidén. Esto indica el punto final de la
titulacion. Como alternativa, el acido ascoérbico puede reaccionar con el
yodo en exceso, seguido de una titulaciéon con tiosulfato de sodio usando
almidén como indicador.

e Yodato y yodo: el método requiere componer y estandarizar la solucién de
yodo. Una forma de hacer esto es generar el yodo en presencia del &cido
ascorbico por la reaccion del yodato y del ién yoduro en la solucién acida.

e N-Bromosuccinimida (NBS): es un agente de oxidacion mucho menos
comun. En esta titulaciéon, la NBS oxida el acido ascorbico (en presencia de
yoduro potasico y almidén). Cuando la NBS esta en exceso (es decir, la
reaccion esta completa) libera el yodo del yoduro potasico, que forma
entonces un complejo azul/negro con el almidén, indicando el punto del final
de la titulacion.
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4.3 FUNDAMENTO TEORICO DE LA TECNICA INSTRUMENTAL
UTILIZADA.

4.3.1 Cromatografia Generalidades.

Segun define la IUPAC, “La cromatografia es un método, usado primariamente
para la separacion de los componentes de una muestra, en la cual los
componentes se distribuyen en dos fases, una de las cuales es estacionaria,
mientras la otra se mueve. La fase estacionaria, puede ser un soélido un liquido
retenido sobre un sélido o un gel. La fase estacionaria puede estar extendida
como una capa o distribuida como una pelicula, etc. La fase movil puede ser
liquida o gaseosa". Segun las adaptaciones que surgieron en la decada de los
60’s, se hizo conveniente relacionar la cromatografia con un método separativo y
aceptar la definicion de Guiddings: “un método de migracién de zonas”. La idea de
la cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE), también en sus inicios fue
modificada por los cromatografistas cuando se dieron cuenta de que la presion
s6lo constituia una herramienta que forzaba a la fase movil a travesar la columna,
sin constituirse por si misma en una variable del sistema [66].

4.3.1.1 Cromatografia liquida (CL).

La cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE) es una técnica analitica utilizada
para separar los componentes de una mezcla basandose en diferentes tipos de
interacciones quimicas entre las sustancias analizadas y la columna
cromatografica (fase estacionaria). En CLAE la fase movil no sélo no es inerte
sino que su masa es sensiblemente superior, por lo que es necesario encontrar
dispositivos que diferencien el soluto en solucién de la fase mévil. Los mas
difundidos son los detectores de ultravioleta (UV) y en menor proporcion los de
fluorescencia, el de indice de refraccidn y el electroquimico [66].

Caracteristicas mas importantes en CLAE [67]:

e Aplicaciones principales: técnica de separacidon para los materiales menos
volatiles e idnicos; analisis cuantitativo de multicomponentes.

e Fenomeno molecular: reparto entre una solucion liquida y un substrato.

e Ventajas en el andlisis cualitativo: separa materiales para su examen por
medio de otras técnicas.

e Ventajas en el andlisis cuantitativo: aplicacion amplia a los materiales
menos volatiles, analisis de multicomponentes.

e Muestra promedio deseable: 10 mg.
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e Limitaciones del método: se tarda en desarrollar el método.
e Limitaciones para la muestra: ninguna

4.3.1.2 Instrumentacion para CLAE.

El cromatografo liquido (Ver figura 20), esta constituido por [66]:

e Un reservorio de solvente: que alimenta al sistema con la fase mévil.

¢ Elinyector: sistema que permite la introduccion de la muestra.

e La bomba: sistema para forzar el paso de la muestra y la fase movil a
través de la columna.

e El detector: sistema de monitoreo de la solucién que emerge de la columna.

e Un sistema de registro de los datos provenientes del detector: La sefal del
detector es siempre analégica y puede ser utilizada tal cual por un
registrador grafico o por un integrador, o digitalizada, para que pueda ser
interpretada y procesada por un computador.

Figura 20. Equipo para cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE).
Fuente: Del autor, tomada en el laboratorio de la Escuela de quimica de la Universidad
Tecnoldgica de Pereira.
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» Tipos de eluciones en CLAE: una separacidon que utliza un solo
disolvente de composicidon constante se denomina una elucion isocratica.
Con frecuencia, la eficiencia de la separacion se aumenta notablemente por
una elucion con gradiente. En este caso se utilizan dos (y a veces mas)
disolventes con una polaridad significativamente distinta. Una vez comienza
la elucion, se varia la relacion de los disolventes de forma programada, a
veces continuamente y a veces mediante una serie de etapas escalonadas.
En CLAE se varia la composicion de la fase movil (contenido porcentual
del componente “fuerte de la mezcla®), comenzando la elucién con un
solvente débil y aumentando progresivamente la proporcién del
componente fuerte. Los disolventes mas utilizados son el agua, el metanol
y acetonitrilo. EI agua puede contener tampones, sales, o compuestos
acidos, que ayudan a la separacion [66].

» Columnas para cromatografia de liquidos: se construyen con tubo de
acero inoxidable de diametro interno uniforme. Cientos de columnas
empaquetadas que difieren en tamafio y relleno se comercializan por
distintos fabricantes y su coste oscila (alrededor de 1°100.000 pesos) [67].

e Columnas analiticas: se han empezado a fabricar columnas de alta
resolucién mas rapidas, las cuales pueden tener diametros internos
que oscilan entre (1 y 4.6) mm y se rellenan con particulas de (3 0 5)
pMm. A menudo su longitud es de (3 a 7.5) cm. Estas columnas tienen
hasta 100 000 platos/metro y presentan la ventaja de la rapidez y del
minimo consumo de disolvente. La Ultima propiedad es de
considerable importancia, puesto que los disolventes de alta pureza
gue se requieren en cromatografia de liquidos son muy caros [67].

e Tipos de rellenos de la columna: los tipicos rellenos de particulas
porosas de cromatografia de liquidos estan formados por
microparticulas porosas con diametros entre (3 y 10) um y con la
menor dispersion posible para un tamafio determinado. Las
particulas son de silice, alimina o resinas de intercambio i6nico,
aungue la silice es el material mas comun. Las particulas de silice se
sintetizan aglomerando particulas de silice de tamafios inferiores al
micron en unas condiciones tales que se forman particulas mayores
con diametros muy uniformes. Las particulas que resultan se
recubren muchas veces con peliculas organicas, que se unen
quimica o fisicamente a la superficie [67].
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» Detectores en cromatografia de liguidos: son de dos tipos basicos. Los
detectores basados en una propiedad de la disolucion responden a una
propiedad de la fase movil, tal como el indice de refraccion, la constante
dieléctrica, o la densidad, que se modifica por la presencia de los analitos.
Por contraste, los detectores basados en una propiedad del soluto
responden a alguna de las propiedades del soluto, como la absorbancia
UV, fluorescencia, o intensidad de difusion, que no son propias de la fase
movil [67].

e Detectores de absorbancia ultravioleta con filtros: los detectores
de absorcion UV (Ver figura 21) mas simples son los fotbmetros de
filtros con una lampara de mercurio como fuente. Lo mas comdn en
estos casos es aislar la linea intensa a 254 nm por medio de filtros;
en algunos equipos también se pueden utilizar las lineas a (250, 313,
334 y 365) nm empleando otros filtros. Este tipo de detector se utiliza
de forma restringida para aquellos solutos que absorben a alguna de
estas longitudes de onda. Algunos grupos funcionales organicos y
diversas especies inorganicas exhiben una banda ancha de
absorcion a una o mas de esas longitudes de onda [67].

De la columna

Ventanas
de cuarzo

7

R 2t i

Fuente UV —=

Al desecho

Figura 21. Celda de detector ultravioleta en CLAE.
Fuente: Tema 4 Cromatografia de liquidos de alta resolucion [67].
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4.3.1.3 Tipos de separacién por CLAE.

Los criterios principales para la determinacion de AA y ADA por CL son:

» Cromatografia en Fase reversa (FR): la difusion de la FR se debe a un
factor clave: la silicagel (como también alimina), es un material fuertemente
higroscopico. La fase movil es mas polar que la fase estacionaria. La fase
movil es agua con un componente menos polar. Se basa en el principio de
las interacciones hidrofébicas que resultan de las fuerzas de repulsion entre
un disolvente relativamente polar, un compuesto relativamente apolar, y
una fase estacionaria apolar. El efecto hidrofébico disminuye con la adicion
de disolvente apolar a la fase movil [66]. La cromatografia en FR puede
clasificarse, segun su forma operativa en:

FR Regular (Cromatografia de Particion Simple).

Cromatografia de Apareamiento I6nico.

Complejacion con lones Metalicos.

FR en Medio No Acuoso.

Supresion lonica (Control de la lonizacion): en general, los
solutos ionizables dan picos con baja retencion y fuerte asimetria. En
FR solo se retendrd favorablemente la especie no i6nica y lo hara
mal la ibnica, que resulta muy polar. Es decir, la retencion de solutos
no ionizables depende fuertemente de la posicion que adopte el
equilibrio entre ambas formas. Asi, los factores que modifican ese
equilibrio, ya sean pH o fuerza iénica, modificaran la retencién. Si el
analito se encuentra disociado, el equilibrio debe desplazarse hacia
la forma no ionizada para lograr la retencién. Un pH entre 2y 4 es
en general suficiente para impedir la ionizacién. El control adecuado
del pH en funcién de los solutos (y de su pKa) permite controlar y
ajustar la separacion [66].

CORRS

El AA y ADA pertenecen al grupo de moléculas polares muy pequefas que
son dificiles de retener en un sistema convencional cromatogréafico de FR y
de separar del volumen muerto. Eso es importante, especialmente en un
ensayo de bio-analisis, en el que los compuestos de interferencia de las
matrices bioldgicas se eluyen junto con el volumen muerto, o al principio del
cromatograma. Las fases méviles son a menudo muy complejas, con mas
de dos componentes que contienen varios reactivos modificadores [66].
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» Cromatografia de Intercambio I6nico: la fase estacionaria contiene
grupos funcionales iénicos y retiene el soluto, de caracteristicas idnicas
pero de signo opuesto, intercambiandolo por un proceso reversible con
iones de la fase movil. Actualmente, solo los iones inorganicos, disociados
en solucién, independientemente del pH del medio, son tratados casi con
exclusividad por este tipo de cromatografia. En cuanto a los materiales de
relleno los intercambiadores idnicos empleados pueden clasificarse en
polimeros organicos (copolimero estireno-divinilbenceno (EDVB)),
intercambiadores de fase ligada, Oxidos inorganicos, intercambiadores
peliculares. Basicamente deben emplearse microparticulas porosas, de
resistencia mecéanica adecuada a altas presiones empleadas y en las
cuales la cinética del proceso de intercambio sea rapida [66].

La variedad disponible de los intercambiadores idnicos comercialmente
corresponde a:

e intercambiadores catidnicos que contienen grupos ionogénicos
fuertemente o débilmente bésicos llamados SCX o WCX (por strong
o weak catién exchanger (-SO3H, -COOH, -PO3Hy)).

e intercambiadores anidnicos que contienen un grupo ionogénico
fuertemente o débilmente acido frecuentemente llamados SAX o
WAX, (por strong o weak catién exchanger (-NRs*, NHs", grupos
dietilaminoetilo DEAE)).

A menudo fue utilizada en los primeros métodos de determinacion de AA
por cromatografia. Como el AAesun acido organico débil, puede
ser también retenido en una fase estacionaria de intercambio de aniones
tipo SAX. Recientemente, el enfoque de intercambio i6nico fue aplicado
con ungrupo amino (NH;) como fase estacionaria, donde el
grupo amino figuraba como WAX. El tampon inorganico o &cido a un pH
bajo se ha utilizado como fase movil [66].

El intercambio i6nico no se hizo muy popular en el andlisis de AA'y ADA
debido a la preferencia actual del analista, que se debe en parte a la mayor
estabilidad de los rellenos en comparacion con los de la cromatografia de
intercambio i6nico de base silica, a la simplicidad y probablemente al
continuo desarrollo de la experiencia cromatografica en fase reversa [61],
[66].
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» Cromatografia Par lonico: también se utiliza ampliamente en analisis
de AAy ADA. El emparejamiento de iones reactivos,  junto
con buffers inorgénicos, se utiliza a menudo como aditivos en el andlisis
de AAy ADA. Sin embargo, el uso de buffers inorganicos causa muchos
problemas. Las sales inorganicas pueden acumularse en los elementos de
linea de flujo, tales como el check-in de salida yvalvulas. Esto
puede provocar un mal funcionamiento de estas valvulas.

El cambio de tampdn acuoso a un eluyente con alto contenido de solvente
organico se debe hacer con cuidado y poco a poco (después de lavar el
sistema con agua) con el fin de evitar la precipitacion de buffer. En la
cromatografia convencional, el emparejamiento de iones reactivos por lo
general disminuye el tiempo de vida de la columna, por lo quela
optimizacién debe hacerse con cuidado y soélo puede ser utilizado a bajas
concentraciones. También tienden a provocar inestabilidad en la
separacién cromatografica o0 aumenta gradualmente la presién con cada
inyeccién posterior de la muestra, también hay peligro de precipitacion con
otros componentes de la fase movil. Para concluir, la cromatografia de par
ibnico no es ideal para los actuales analisis de laboratorio [61].

» Cromatografia de Exclusion lénica: se separan sustancias en base a su
tamafo efectivo en solucion. En esta modalidad cromatografica los solutos
de mayor peso molecular se “retrasan” en una columna como consecuencia
de su permeacion en un gel cuyos poros estan llenos con solvente. Es
decir, que se trabaja en una columna cromatografica operando en el
volumen muerto. Los materiales de relleno pueden ser geles blandos
(dextrano-acrilamida,  poliacrilamida, agarosa), geles semirigidos
(poliestireno, copolimero de poliéter hidroxilado, poli-2-hidroxietiimetacrilato,
poliestireno sulfonado hidroxilado), y geles rigidos (silica porosa,vidrios
porosos) [66].

Algunos de los métodos mas recientes para la determinacion de AA y el
ADA se basan en exclusion iénica. Los solutos débilmente ionizados (por
ejemplo, acidos organicos, como AAy ADA) eluyenen algin punto
intermedio, debido a las fuerzas electrostaticas y de penetracion parcial en
los poros donde se producen las interacciones hidrofobicas. El tamafio de
exclusion también afecta la retencion de las moléculas mas grandes cuando
son excluidas del sistema de poros [61].
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4.4 PARAMETROS ESTADISTICOS.
4.4.1 Linealidad.

La linealidad de un método analitico se refiere a la proporcionalidad entre la
concentracion de analito y su respuesta. El rango lineal, se define como el
intervalo comprendido entre la concentracidbn minima y maxima de analito para el
cual el método ha sido probado y dentro del cual se puede efectuar el calculo por
interpolacion en una curva estdndar. Para evaluar la linealidad existen unos
criterios minimos aplicables a cualquier procedimiento [68]:

v Dentro del rango establecido se recomienda estudiar al menos 5 niveles de
concentracion. Estadisticamente lo correcto seria analizar las muestras de
forma aleatoria, no obstante, se establece como criterio practico analizarlas
en sentido creciente de concentracion para minimizar posibles errores en la
memoria en del equipo.

v Para realizar los analisis se recomienda hacer pesadas independientes, ya
que asi se elimina el posible error sistemético que se podria arrastrar
partiendo de una sola pesada y realizando diluciones. No obstante, para
evaluar la linealidad en las impurezas se suelen utilizar sucesivas diluciones
ya que normalmente se trabaja en niveles de concentracibn muy bajos y
esto dificultaria las pesadas.

v' Con los resultados del estudio de la linealidad se prepara una tabla
relacionando las concentraciones x y la respuesta y. La relacién entre
ambas variables se expresa matematicamente como una recta de regresion
del tipo,

y=bx+a (1)

Obtenida por un método de ajuste. En la recta de regresion (1), x es la
concentracion, y la respuesta, b el valor de la pendiente y, a el termino
independiente.

v Si la recta no pasa cerca del origen de coordenadas significa que el método
a evaluar esta afectado por un error sistematico por defecto o por exceso
en el intervalo estudiado. Si existen diferencias apreciables entre los
valores experimentales y los puntos de la recta significa que la linealidad no
es buena.
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v' La pendiente b se encuentra relacionada con la sensibilidad del método de
forma que a mayor pendiente mayor sensibilidad (Respuesta del método
frente a los cambios de la concentracion del analito). El termino
independiente a, u ordenada en el origen, es la interseccion de la recta con
el eje de las ordenadas y es indicativo del error sistematico, no difiriendo
estadisticamente de cero en caso de no existir sesgo.

v' El coeficiente de correlacion R indica el grado de relacion entre la variable x
(Concentracion), y la variable y (Respuesta). Su valor maximo es 1, si R es
cercano a la unidad significa que existe correlacién con una probabilidad
elevada. Un valor nulo indica ausencia de relacién lineal entre variables.

v El valor recomendable para el coeficiente de correlacion es = 0.999, aunque
en el caso de impurezas se admite = 0.990.

4.4.2 Sensibilidad.

La sensibilidad corresponde a la minima cantidad que puede producir un resultado
significativo, se encuentra definida por los limites de deteccion (LD) y
cuantificacion (LC) [65].

El LD es la concentracion de analito que proporciona una sefal igual a la sefial del
blanco, yg, mas tres veces la desviacion estandar del blanco, sg:

LD = JIB + 353 (2)

Una suposicién basica del método de los minimos cuadrados no ponderados es
gue cada punto en la representacion grafica (incluido el punto que representa el
blanco o fondo) tiene una variacion distribuida normalmente (s6lo en la direccion
de y) con una desviacion estandar estimada por syx. Es por tanto, adecuado
utilizar sy« en lugar de sg en la estimacion del limite de deteccion. El valor de a, la
ordenada en el origen calculada, se puede utilizar como una estimacion de yg [65].

El LC es considerado como el limite mas bajo para mediciones cuantitativas

precisas, esta dado por:
LC = yB + 1053 (3)
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4.4.3 Exactitud.

La exactitud describe si el resultado experimental es el correcto. Estrictamente
hablando, el unico tipo de medida que puede ser completamente exacto es aquel
que consiste en el recuento de objetos. Todos los demas tipos de medidas
contienen errores y aportan solo una aproximacion del valor verdadero.

La exactitud es un término relativo, en el sentido de que un método es exacto o
inexacto dependiendo en gran medida de las necesidades del cientifico y de las
dificultades del problema analitico [68].

Matematicamente, suele expresarse mediante el porcentaje de recuperacion del
analito presente o agregado a una muestra de control de calidad. Evalla la
eficiencia de extraccion, proceso de preparacion o interferencias que pueden
existir al aplicar el método de ensayo [66]. El porcentaje de recuperacion % R se
calcula de la siguiente manera:

R Muestra Contaminada(mg) — Muestra Sin Contaminar(mg) 100 4
— *
fortificacion(mg) )

4.4.4 Precision.

La precision esta relacionada con la dispersion de las medidas alrededor de su
valor medio o central y corresponde al grado de concordancia entre ensayos
individuales cuando el método se aplica repetidamente a mdultiples alicuotas de
una muestra homogénea. Habitualmente se utilizan tres términos para describir la
precision de un conjunto de datos de replicados que incluyen la desviacion
estandar (0), la varianza (s) y el coeficiente de variacion (%CV) [66].

La precision debe medirse en condiciones de:

v" Reproducibilidad: se define como la proximidad entre los resultados de
mediciones de un mismo parametro, realizadas bajo distintas condiciones
de medicion [68].

v Repetibilidad: proximidad entre los resultados de mediciones sucesivas del
mismo parametro, realizadas bajo las mismas condiciones de medicion
(Aplicacion de un mismo procedimiento, a un mismo objeto, por el mismo
operador, en intervalos cortos de tiempo, con el mismo equipamiento
instrumental, en el mismo lugar) [68].

61



4.4.5 Comparacion entre medias (ANOVA de un factor).

Se debe juzgar si una diferencia en las medias de los conjuntos de andlisis
idénticos es real y representa la evidencia de que las muestras son diferentes, 0 Si
la discrepancia simplemente es consecuencia de errores aleatorios en los
conjuntos. El analisis de varianza ANOVA proporciona el método que ayuda a
elegir la mejor forma de representar la curva en todos los casos donde se
mantenga la hipotesis de que los errores ocurren sélo en la direccion de y [69].

ANOVA se utiliza para separar las dos fuentes de variacion, la primera es la
variacion debida a la regresion, es decir, debida a la relacion entre la sefal del
instrumento, y la concentracion del analito. La segunda es el error experimental
aleatorio en los valores de y, que se denomina la variacion sobre la regresion.
Como es habitual el nUmero total de grados de libertad es uno menos que el
namero de medidas, ya que los residuos suman cero. Para un grafico de linea
recta se tiene que determinar solo un coeficiente para un término que también
contenga X, ya que el numero de grados de libertad debido a la regresién es 1. Por
tanto, hay y(n-2) grados de libertad para la variacion residual. Se debe determinar
los valores medios cuadraticos (CM), y el contraste F se aplica a los dos
cuadrados medios [69].

ANOVA genera valores del error estandar (syy); los valores de R?, el coeficiente de
determinacién, cuando se mejora el ajuste de minimos cuadrados de una curva
(o linea recta) a los puntos de los datos, el valor de R? se aproximara a 1 (o el
100%); para los valores de R? corregido utiliza cuadrados medios (CM) en lugar de
sumas de cuadrados [69].

4.45.1 Pruebas especificas para establecer diferencias significativas.

La técnica de analisis de varianza también tiene condiciones, una de ellas es la
Normalidad de las concentraciones para lo cual se debe emplear el test de
Shapiro Wilk. La otra condicién es la Homogeneidad de varianzas, que se puede
interpretar graficamente y estadisticamente con el test de Levene.

Otra prueba es el contraste de Tukey que junta los datos de las muestras con
identificacion de cada uno, los ordena, aplica la ordenacion alterna por pares para
generar suma de rangos y teniendo en cuenta los tamafios muestrales,
proporciona un estadistico de contraste, es decir, compara todas las
combinaciones posibles [69].
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5. MARCO DE REFERENCIA.

Segun la revision bibliogréfica realizada, a nivel nacional e internacional, ain no se
ha documentado algin estudio comparativo en cuanto al contenido de &cido
ascorbico del mucilago de Aloe vera por lugar de cultivo.

En la tabla 13 se listan algunos estudios relacionados con el contenido de vitamina
C en plantas diferentes al Aloe vera y las diferencias atribuidas al lugar de cultivo.

Por otra parte, en la tabla 14 se citan algunos estudios realizados tanto en
Colombia como en otros paises que muestran diferencias en la composicién

quimica del mucilago de Aloe vera por lugar de cultivo.

Tabla 13. Estudios comparativos del contenido de vitamina C en plantas diferentes

al Aloe vera.
PAIS ESTUDIO RESULTADOS METODO DE ANALISIS
Se estudié la variedad de
fruta (rojay amarilla) y se
encontré que los niveles de
Verificaciéon y concentracién de la vitamina
comparacion del C son significativamente mas
contenido de altos para los frutos amarillos | Caracterizacion de las
carotenoides y de en las regiones del Noreste y | muestras con técnicas

Brasil éf:ido ascorbico gn Sureste dg Brasil. En cambio espe.cFr,ofotométricas,.

2003 diferentes especies de | el contenido de carotenoides medicion de pH y °Brix.
manzana-marafion s6lo es mayor en los frutos Se utilizé CLAE con detector
(Anacardium rojos alargados del Noreste. UV columna C18 y TLC en
Occidentale L). Las diferencias encontradas silice.

dependen principalmente de
las diferentes condiciones
ambientales y geograficas
donde se desarrolla el cultivo
[70].
Se encontré que hay
variaciones en el contenido de
vitamina C segun la influencia
de factores como el genotipo,
las condiciones climaticas, las
Revisién de cémo las practicas culturales, los
Estados | condiciones de pre- métodos de cosechay Métodos de escaldado,
Unidos cosecha, cosechay maduracion y los pasteurizacion y
y post- cosecha influyen | procedimientos de presurizacién, degradacion
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Corea.
2000

sobre el contenido de
vitamina C de los
cultivos Horticolas
(frutas y vegetales).

manipulacién etc. Se
concluyé que cuanta mas alta
es la intensidad de luz durante
el crecimiento de las plantas
mayor es el contenido de
vitamina C en los cultivos. Asi
mismo se hallé que la
retencion de la vitamina C en
los cultivos es baja a causa de
hematomas y otras lesiones
mecanicas y por el excesivo
recorte en las plantas etc
[71].

enzimatica,
espectrofluorométricos,
espectrofotométricos y CLAE.

Bélgica
2000

El papel del acido
ascorbico en el
metabolismo de
células vegetales y
animales, los ultimos
estudios sobre
biosintesis, la
compartimentacion en
tejidos, y catabolismo.

Se encontrd que la
concentracién de vitamina C
varia mucho entre los tipos de
frutas y vegetales segun el
lugar de cultivo. Se
determinaron las
concentraciones en fuentes de
alimentos comunes y los
efectos de procesamiento o
de almacenamiento antes de
su consumo. También se
estudiaron los factores que
determinan la
biodisponibilidad de acido
ascoérbico como la luz,
temperatura, presencia de
contaminantes atmosféricos,
sales, nivel de estrés, metales
y herbicidas, practicas
culturales en la cosechas etc.
Y se concluyé que es
necesario profundizar el modo
como se puede mejorar los
cultivos a través de
investigaciones futuras [59].

Extraccién, procedimientos
espectrofotométricos, CLAE
(indice de refraccion,
fluorescencia 'y UV).
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Tabla 14. Estudios comparativos del contenido de metabolitos en Aloe vera.

PAIS ESTUDIO RESULTADOS METODO DE ANALISIS
Estudios de la
diversidad .
o Se encontrd que los factores
genética del Aloe ambientales y genéticos son
Iran vera en diferentes . Y9 . Técnicas moleculares RAPD,
. eficaces en la observacion de las
2012 puntos de Iran . A PCR en gel de agarosa.
variaciones del analisis RAPD
evaluando la . s .
. junto con el andlisis horticola [72].
horticultura y los
marcadores
RAPD.
Se determiné que los suelos de
las fincas Santa Ana (Guatica) y
La Magdalena (Mistrat6) tenian Consistieron en determinar
Estudio altos contenidos de Calcio y parametros como: humedad,
L algunos micronutrientes como: Fe, | cenizas, metales y minerales
bromatolégico y . . .
. A Mn, Zn, Cu, S. En el mucilago se en el mucilago, ademas se
microbiolégico al . i . . L
. presento niveles bajos de N para | determind materia organica,
mucilago de Aloe . . .
. ambas zonas y K, en el mismo pH, Potasio (K), Calcio (Ca),
. vera y fertilidad _, L .
Colombia orden, también se observo bajos Magnesio (Mg), Fosforo (P),
de los suelos de . . . .
2011 . contenidos de cenizas y hierro, Hierro (Fe), Manganeso (Mn),
cultivos de los . .
municinios de alto contenido de Zn en Zinc (Zn), Cobre (Cu) en el
- P . . | comparacién con datos teéricos suelo y andlisis
Guética y Mistrato ) . L ,
reportados. Se observo la microbiolégicos segun
del departamento ) . . L
. ausencia de microorganismos determinaciones en el
de Risaralda . .
patégenos. laboratorio del grupo de
De los resultados obtenidos se Oleoquimicay en el
concluy6 que el cultivo con laboratorio de suelos de la
mejores caracteristicas Universidad Tecnoldgica de
fisicoquimicas fue Mistrat6 [17]. Pereira.
Se encontré que las dimensiones
de la hoja vy el rendimiento del gel
son variables entre las plantas de
-~ la misma poblacién, asi como de L
Sur de Caracteristicas p_ , Determinacién de pH,
. . . una poblacion a otra, esto se .
Africa fisicas y quimicas atribuve a las diferentes pruebas de conductividad,
2010 del gel de Aloe. y CLAE.

condiciones climaticas
(especialmente la lluvia y la
humedad que a su vez
determinan el contenido de agua
de las hojas) [73].
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Colombia

Estudio
bromatolégico,
microbiolégico,
foliar y de
fertilidad de los

Segun los resultados obtenidos,
todos los suelos estudiados en
esta investigacion, son aptos para
el cultivo de Aloe vera. El estudio
bromatolégico realizado al
mucilago de Aloe vera,
proveniente de las tres fincas
presenta resultados favorables en
los contenidos de proteina,
materia seca y humedad. El
estudio foliar realizado a las hojas
de Aloe vera, demuestran que son

El analisis

comprendi6 las
determinaciones de humedad,
materia organica, proteina,
pH,minerales como: Potasio
(K), Calcio (Ca), Magnesio
(Mg), Fosforo (P) y metales

2010 suelos en los . . como: Hierro (Fe),
. ricas en metales y minerales. El .
cultivos de Aloe S . . Manganeso (Mn), Zinc (Zn),
estudio Microbioldgico realizado al
vera . o Cobre (Cu) y Boro (B).
. mucilago de Aloe vera, ratifica que e L.
Barbadensis S Analisis fisicoquimicos,
. este no posee ningun tipo de . i .
Miller en tres . . , microbiol6égicos segun
) microorganismo patégeno que o
fincas del determinaciones en el
pueda afectar al ser humano por .
departamento de | . . laboratorio del grupo de
. ingestion. De los terrenos o
Risaralda. . . Oleoquimica y en el
estudiados se puede afirmar que .
) laboratorio de suelos de la
la finca Campo Alegre posee el . . L
X Universidad Tecnoldgica de
suelo mas adecuado para el Pereira
cultivo de Aloe vera [18]. '
Estudio de Se encontré que las
antraguinonas antraquinonas presentes en las
presentes en hojas cultivadas en la region de .
. . Métodos
.| extractos de Montenegro Quindio, son mas .
Colombia , . . . espectrofotométricos,
mucilago y hojas | abundantes en el latex. Mientras . .
2009 . ) extraccion con ultrasonido,
de Aloe vera de gue en las hojas cultivadas en . o
. L ; métodos gravimeétricos.
plantas cultivadas | Combia Risaralda éstas se
en la region encuentran repartidas entre el
cafetera. latex y el mucilago [11].
Obtencion de Se encontré una diferencia Involucro las
algunos significativa en el contenido de determinaciones de humedad,
parametros de cenizas entre el cultivo de cenizas, proteina, extracto
referencia del Montenegro Quindio y los cultivos | etéreo y fibra cruda; y para
suelo y del de Combia Risaralda, establecer los nutrientes
mucilago del Aloe | presentandose en estos ultimos disponibles en el suelo, se
Colombia | vera cultivado en | un porcentaje mas bajo. Los hizo el analisis de fertilidad
2007 el corregimiento demas estudios del analisis (pH, materia organica, fésforo,

de Combia
Risaralda y en el
municipio de
Montenegro
Quindio.

bromatolégico practicados en el
gel de Aloe vera no reportaron
mayores diferencias en sus
resultados. Los datos obtenidos
del analisis bromatol6gico y de
fertilidad del suelo, no delimitaron

aluminio, nitrégeno, Mg,

Ky Ca), se realizaron todas
las determinaciones por
triplicado y siguiendo las
metodologias establecidas en
el laboratorio de Analisis de
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las regiones del Quindio y Combia
para el adecuado cultivo del Aloe
vera; cumpliendo estas dos
regiones con los requerimientos
de la planta [7].

Suelos de la Universidad
Tecnoldgica de Pereira.

Revision de las
relaciones entre

Algunos estudios han identificado
a la manosa como el azicar mas
importante presente en el gel de
Aloe vera, mientras que otros han
reportado la ausencia de este
azlcar, encontrando a su vez a

Separacion de componentes

Japon los componentes | las sustancias pécticas como el por centrifugacion.

2003 del Aloe vera'y mayor componente. Las Identificacion mediante
sus efectos discrepancias sefialadas se deben | microscopia de azucares y
biolégicos. principalmente a los diferentes cuantificacion RMN.

lugares geograficos en donde se
desarrolla la planta de Aloe vera
[75].
Un cultivo Se estudié la variacion de las
potencial de Aloe | condiciones de temperaturay se
vera bajo encontré que el Aloe vera puede ’ L
. . Métodos de extraccion,
Israel condiciones de crecer en dos tipos de suelo del C e L
L . liofilizacién, determinacion de
1995 disminucién de desierto de Israel presentando . C
f o pH, control microbiolégico.
temperatura en caracteristicas similares en cuanto
invierno yenlos | al tamafio, nimero de hojas, pHy
suelos de basalto. | actividad antifingica [76].
. . Se hall6 que los minerales u Analisis fisicoquimicos,
Estudio quimico ) . . Co
Estados . oligoelementos constituyentes en microbioldgicos y
) del jugo de Aloe L o
Unidos vera la planta, depende extensamente nutricionales. Técnicas
1971 de la calidad de los terrenos de espectrofotométricas, °Brix,

cultivo [77].

pH y conductividad.

5.1 Antecedentes de los cultivos de Aloe vera visitados en los diferentes
municipios del departamento de Risaralda.

En la figura 22 se sefalan las zonas de estudio del cultivo de Aloe vera del
departamento de Risaralda.

» Municipio Belén de Umbria: las muestras de estudio se obtuvieron de la
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finca La Esperanza, localizada a una latitud norte 5° 11’ 57.4” N, longitud
oeste de 75° 51’ 1.5” O, una altitud entre (1831 y 1869) msnm, con una
temperatura promedio de 17 °C. La zona de cultivo presenta una




topografia irregular plana y otra inclinada, los suelos de esta zona
presentan una textura franco- limosa. El cultivo de Aloe vera es de 1500
plantas, con un promedio de 2 afios de crecimiento aproximadamente,
ademas contiene cultivos de café en los alrededores (Ver figura 23).

Corregimiento La Florida (Pereira Risaralda): las muestras de estudio
fueron obtenidas de la finca La Palma, ubicada a una latitud norte 04°
45' 32.0" N, una longitud oeste 75° 37' 34.0" O, una altitud de 1749 msnm,
tiene un clima templado, y una extensién entre (700 a 800) m?
aproximadamente y tiene una zona de invernadero (Ver figura 24).

Municipio Marsella: las muestras de estudio se obtuvieron de la finca La
Aurora, ubicada al noroeste del departamento de Risaralda a una latitud
norte 4° 9’ 43.51” N, longitud oeste de 75° 7’ 39.91” O, una altitud entre
(1609 y 1633) msnm, con una temperatura promedio de 20°C, tiene un
clima templado, una humedad relativa entre (70-75)%, una precipitacion
de 2000 mm/afio y una extensién de 1000 m? con un cultivo de 800
plantas aproximadamente, y un promedio de 3 afios de crecimiento (Ver
figura 25) [18].

Municipio Mistraté: las muestras de estudio fueron obtenidas de la finca
La Magdalena, ubicada en la vereda La Maria a 1637 msnm. La zona de
cultivo presenta una topografia irregular plana y otra inclinada hacia el Rio
Risaralda como se observa en la figura 26. Cuenta con un area de
cultivo de Aloe vera de 15000 m? Este cultivo presentaba plantas
intermedias de frijol, cebolla, tomate, blanquillos, plantas aromaticas
como; caléndula, romero, cidrén y manzanilla [17].

Municipio Santuario: las muestras de estudio se obtuvieron de la finca Pite
Tierra, localizada en la vereda Alta Esperanza en la regidén centro occidental
del departamento de Risaralda a una latitud norte 5° 1’ 04.09” N, longitud
oeste de 75° 9 91.08” O, una altitud entre (2070 y 2066,54) msnm, con una
temperatura promedio de 20 °C, tiene un clima templado, una humedad
relativa entre (75-85)%, una precipitacion de 1800 mm/afio y una extension
de 800 m? aproximadamente, contiene cultivos de platano y Aloe vera
principalmente. Su suelo es inclinado de tipo arcilloso (30% limo, 60%
arcilla, 10% arena) de color negro en la superficie y de color marron en su
interior, es un suelo muy compacto. El cultivo tiene unas 300 plantas de
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Aloe vera aproximadamente, y un promedio de 2 afios y medio de
crecimiento (Ver figura 27) [18].
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Figura 22. Zonas de estudio del cultivo de Aloe vera.
Fuente: http://www.risaralda.gov.co/sitio/main/index.php/conozcamos-a-risaralda
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Figura 23. Cultivo de Aloe vera del municipio de Belén de Umbria Risaralda.
Fuente: Tomada en muestreo de la finca La Esperanza por el grupo Oleoquimica UTP.

Figura 24. Cultivo de Aloe vera del corregimiento La Florida Risaralda.
Fuente: Tomada en muestreo de la finca La Palma por el grupo Oleoquimica UTP.
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Figura 25. Cultivo de Aloe vera del municipio de Marsella Risaralda.
Fuente: Tomada en muestreo de la finca La Aurora por el grupo Oleoquimica UTP.

Figura 26. Cultivo de Aloe vera del municipio de Mistrato Risaralda.
Fuente: Tomada en muestreo de la finca La Magdalena por el grupo Oleoquimica UTP.

71



Figura 27. Cultivo de Aloe vera del municipio de Santuario Risaralda.
Fuente: Tomada en muestreo de la finca Pite Tierra por el grupo Oleoquimica UTP.

Segun los estudios realizados por el Grupo de Oleoquimica de la Universidad
Tecnologica de Pereira (Ver anexo 5), las posibles causas de las diferencias
reportadas en el andlisis bromatolégico entre los cultivos de Aloe vera, a partir
de las hojas de coloracion verde o marrdn con caracteristicas fisicas diferentes
pueden deberse a las zonas de cultivo, fertilizacién y suministro de nutrientes,
riego, control de malezas, aspectos ecologicos (altitud, clima, condiciones
edéficas, propagacion, mantenimiento de la plantula), exposicion al sol y
enfermedades de los cultivos. Por otra parte, los estudios de fertilidad del suelo
de las zonas de muestreo demuestran que todos los suelos son aptos para el
cultivo de Aloe vera. En general, los suelos estudiados son ricos en materia
organica (6,16% hasta 23%), indicando que tienen una buena porosidad [17]
[18].
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6. METODOLOGIA.

6.1 Muestra de analisis.

6.1.1 Descripcion de las muestras.

El mucilago de Aloe vera fue obtenido de plantas cultivadas en los diferentes
municipios del departamento de Risaralda (Belén de Umbria, La Florida, Marsella,
Mistrato y Santuario) (Ver figura 22 y 29).

6.1.2 Muestreo.

Se realizaron los muestreos de las diferentes zonas de cultivo de Aloe vera del
departamento de Risaralda durante visitas en los meses de Agosto del 2011 a
Enero del 2012. Se tomaron hojas de plantas adultas, grandes y de la parte
externa, con una edad aproximada de 2 afios, haciendo un recorrido en forma de
zig-zag 6 diagonal, segun la topografia y el tamafio del terreno. Se recolectaron
las hojas en bolsas negras de polietileno y se trasladaron hasta el laboratorio de
Oleoquimica de la Universidad Tecnoldgica de Pereira en el menor tiempo posible
[17]. Antes de introducir las hojas a 4°C en la nevera, éstas se dejaron a
temperatura ambiente y luego se lavaron con agua y jabdn para alimentos (jabon
TEGO 51) para eliminar la contaminacién con agentes extrafios que puedan
interferir en los andlisis. Posteriormente se desinfectdé con alcohol la zona de
trabajo y se separ6 el mucilago de Aloe vera, empleando un cuchillo plastico,
registrando el valor de la masa medida.

6.2 Extraccién del acido ascorbico del mucilago de Aloe vera.

Se tomaron triplicados de la muestra por cada zona de estudio, empleando una
cantidad de muestra de 16g de gel de Aloe vera en base humeda; se afiadié6 un
volumen de 50mL del solvente extractor. Luego se realizé una extraccién sélido-
liquido en bafio de hielo mediante agitacibn magnética por espacio de 30 minutos.
Al término de los cuales se centrifugd a 6000 r.p.m durante 15 min. Posteriormente
se realizd la separacion de la fase acuosa y se afor6 en un balén a 100mL (Ver
figura 28 y anexo 2).
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Procedimiento de
extraccion

Pesar 16g de gel
de Aloe vera en
base humeda

Anadir 50mL del sIn
de extraccion agua
acidulada pH 2,7

agitacion
magnética 30
minutos.

centrifugar a 6000
r.p.m durante 15
min

aforara 100mL,
filtrar e inyectar al
CL

Figura 28. Extraccion de acido ascorbico del mucilago de Aloe vera.
Fuente: Del Autor.
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6.3 Métodos de andlisis del contenido de vitamina C del mucilago de Aloe
vera por CLAE.

6.3.1 Anélisis cualitativo.

Se hizo por comparacion con el tiempo de retencion (tr) por CLAE vy se
evaluaron dos sistemas de separacion, dos columnas y dos fases moviles,
empleando el estandar de acido ascorbico para su identificacion bajo las
condiciones descritas en la tabla 15. A partir de los resultados obtenidos se
seleccion6 el mejor método de separacion para el andlisis cuantitativo.

Tabla 15. Andlisis del contenido de 4cido ascdrbico del mucilago de Aloe vera por
CLAE.

CONDICIONES DE ANALISIS
EQUipo Cromatografo liquido HITACHI LaChrom;
quip bomba L-2130; horno L-2300; detector UV-Vis L-2420
Software EZChrom Elite® data system
Pinnacle DB Cgg Purospher® Star RP-18 endcapped
Columna (3 pm x 100mm x 3,2mm) (3 um) (55 mm)
Temperatura 25°C
= p
l. Tampon fosfato I Solucn,)n_ agua (§ A)

. 50mM bH 2. 5 H,0) — &cido sulfarico

Fase movil pH 2, (95% H,S0,) pH 2,7
Bajo condiciones isocraticas.

Sistemas de l. Acido ortofosférico I Agua (H,0) —acido

- sulfarico (H,SO,4) pH
separacion 1%.

2,7

Flujo 0,3 mL / min; 1080 psi
Volumen de 20uL
inyeccion
Longitud de
onda A (nm). 248 nm
Estandar L- Acido ascorbico 99,9% (SIGMA)
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6.3.2 Anaélisis cuantitativo.

Se hizo por CLAE en las mismas condiciones que el analisis cualitativo y se
realiz6 por el método de estandar externo, realizando una curva (area de picos
versus concentracion de patrones), con cinco puntos y por triplicado (Ver tabla
15 y 16). Todos los patrones se aforaron con solucion de extraccion, y se
protegieron de la luz con papel aluminio, y se refrigeraron a 4 °C antes de la
inyeccion en el cromatografo liquido.

e Fortificacion de la muestra: se preparo un patron de concentracion conocida
de 2 mg/L, a partir del estandar de acido ascérbico, y se afadid un
volumen de 50 mL de esta solucion a la cantidad de muestra medida
teniendo en cuenta el volumen final de aforo (100mL). De este modo se
calcul6 la concentracion final del patrén (1mg/L) con el que se contamind
antes de la inyeccién de la muestra y asi determinar el porcentaje de
recuperacion del método.

Se debe tener en consideracion que las pérdidas que se pudieran presentar
durante el procedimiento, también contribuyen considerablemente a variar
las cantidades de analito en la muestra que finalmente medira el equipo.

Tabla 16. Concentraciones de los patrones utilizadas para la Curva de calibracién.
Concentracion de
AA (mg/L)
(Solucién madre)1000
2
1
0,5
0,25
0,125

6.3.3 Anaélisis estadistico.

Para el tratamiento de datos se utilizé el paquete estadistico IBM SPSS®
statistics 20.0. A partir de los resultados del analisis cuantitativo se determiné:

» Rango de Linealidad: cada patron de AA se inyect0 por duplicado al
cromatografo liquido. Se evalud la linealidad de la curva de cuantificacién
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mediante pruebas de significancia estadistica (falta de ajuste).

Sensibilidad: para el parametro de sensibilidad se evalio el limite de
deteccion y de cuantificacion. Experimentalmente, se utilizaron los limites
de confidencia de la regresion, empleando cinco soluciones patron de AA
de (0,125; 0,25; 0,5; 1,0 y 2,0) mg/L.

Exactitud: una solucion patron de 1,0 mg/L de AA se tomo6 como referencia
para determinar la exactitud del método de cuantificacion, realizando
inyecciones por triplicado de dicho patron en el cromatdgrafo liquido.

Precision:

v Repetibilidad: con una solucién de 1,0 mg/L de AA y teniendo en
cuenta que el analito es una vitamina sensible a la degradacion por
cambios de temperatura y radiacidon, se preparo cada dia un patron
fresco, el cual se sometio al andlisis en las mismas condiciones de
operacion (siempre el mismo operador, equipo, laboratorio y en
pequefios intervalos de tiempo).

v Reproducibilidad: la concordancia entre dos resultados individuales
obtenidos con el mismo método sobre una solucion patrén de AA de
1,0 mg/L fue sometida al ensayo, pero en condiciones diferentes
(dias diferentes).

Comparacion entre medias: las diferencias entre medias se analizaron
mediante  ANOVA de un factor. Ademas se incluyeron las pruebas
especificas de Shapiro Wilk, Levene y el contraste de Tukey para
establecer diferencias significativas entre las muestras.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION.
7.1 Descripcion de la muestra.

En la mayoria de los cultivos se observaron hojas carnosas, de buen tamafo y
aspecto saludable, de color verde intenso brillante y de consistencia firme. Sin
embargo, otras hojas presentaban manchas de coloracibn marron, puntas y
bordes quemadas por causa de la incidencia directa del sol, mientras que otras
presentaron una apariencia quemada por el frio (Ver figura 29).

El tamafio de las hojas vari6 considerablemente de un municipio a otro; Mistrato
presentdé mayor tamafio y peso siendo este ultimo de 521.67g, seguida de Belén
de Umbria, Santuario, La Florida y por ultimo Marsella con un peso promedio de
371.47¢.

El cultivo de Mistratd estaba en constante monitoreo retirAndole las malezas,
también tenia cultivos intermedios como frijol que fija nitrégeno, plantas
aromaticas que actian como repelente y/o insecticida contra pulgones, nematodos
entre otros, lo cual le permitié un mejor desarrollo fisico de las plantas [17].

Figura 29. Aspecto de las hojas de Aloe vera
a) hojas quemadas por el sol; b) hojas quemadas por el frio.
Fuente: Tomada en muestreo del cultivo de Santuario Risaralda por Gabriel Pulgarin [18].
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7.2 Método de extraccion del contenido de &cido ascérbico del mucilago de
Aloe vera.

Se implementd dos metodologias reportadas en la bibliografia para el proceso de
extraccion de la vitamina C [1], [2], y se evaluaron dos sistemas de separacion,
dos fases moviles y dos columnas para seleccionar las mejores condiciones de
analisis (Ver tabla 15 y figura 30).

Analisis de AA del

; Sistema de .
mucilago de Aloe iy Fase movil
Vera separacion
1) acido orto solucion Buffer
( N fosforico 1% Fosfato a pH 2,5
Columnas ) )
a)Pinnacle DB Cg ) ) .
b)Purospher RP ;4 2) solucion agua | solucién agua (5%
acidulada pH 2,7 H,O) — acido
((H,0) — 4cido sulfarico (95%
sulfarico (H,S0O,)) ) H,SO,) pH 2,7

Figura 30. Esquema analisis del acido ascdOrbico del mucilago de Aloe vera.
Fuente: Del autor

En la figura 31 se puede observar que la resolucion del cromatograma obtenido
mediante el primer sistema de separacién presento un hombro en el pico del AA'y
un tiempo de retencién (tr) igual a 2,0 min, lo cual implica una posible degradacién
del AA a productos intermediarios. Mientras que utilizando la segunda metodologia
de extraccion del AA del gel de Aloe vera el cromatograma presentd una mejor
resolucién con un solo pico sin hombro y un tr igual a (1,6 -1,8) min. Ademas, se
observa que empleando la columna Pinnacle DB C;3 se obtuvo buena intensidad
de la sefal y una resolucidon mas definida del pico de AA en comparacion con la
otra columna.
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Por esta razén se trabajo con la segunda metodologia de extraccion utilizando
reactivos y condiciones que evitan al maximo su deterioro y protegiendo al AA de
la oxidacion por el aire y la luz (Ver figura 28). Ademas de estos cuidados, tanto
los patrones como las muestras se protegieron de la luz con papel aluminio y el
analisis se realizé el mismo dia.

Se determind la cantidad ideal de solucion de extraccion respecto a la cantidad
de muestra (relacion masa-volumen); para ello, se realiz6 una curva entre la
concentracion (mg/L) de AA extraido y el volumen (mL) de solucién de extraccién
adicionada. Como puede observarse en la figura 32, a partir de 100 mL de
solucion de extraccion, el contenido de AA comenz6 a permanecer constante para
un tamafio de muestra de 32,208 g; por tal razén, se utilizé la mitad de muestra
(16,1 g) y 50,0 mL de solucién de extraccion para los analisis .

Concentracion A4 mg/fL

i GO 100 150 200

Vaolumeén sln de extraccion {mL})

Figura 32. Extraccion de acido ascorbico del gel de Aloe vera con diferentes
volumenes de Agua (H,0)- acido sulfurico (H,SO,) pH 2,7.
Fuente: Del autor.

7.3 Métodos de andlisis del contenido de acido ascoérbico del mucilago de
Aloe vera.

7.3.1 Anadlisis cualitativo.

A partir de la metodologia seleccionada anteriormente y empleando la columna

Pinnacle DB Cjs, como mejor sistema de separacion, se obtuvieron

cromatogramas de picos gaussianos con tiempo de retencion corto (que favorece

la rapidez en la medida), con buena resolucién y con ancho de banda menor de
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0,5 min, en comparacion con la otra metodologia descartada, la cual favorecio los
fendmenos dispersivos de la franja cromatogréfica en la columna. Con una
solucién patron de AA de 16 mg/L en agua acidulada y teniendo en cuentas los
diferentes reportes [1], [2], [78], se hizo un barrido de onda del detector entre (200
a 320) nm, para obtener la mayor sensibilidad y resolucion en la sefal
cromatografica. Para ello se ensayaron diferentes flujos, pH, y mezclas (Ver tabla
15y figuras 30 y 33).

700 : A

T T T T T 800
‘ \ : : : : :
b 00
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500 . : 3 ' 3 3 : H : ; . 500
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]

n
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Figura 33. Cromatogramas de solucién patron de AA de 16 mg/L en agua acidulada
en Columna Pinnacle DB C18; Fase movil: agua 5% - Ac.Sulfarico 95% pH 2,7.
) Flujos a) 0,2 mL/min; b) 0,3 mL/min; ¢) 0,5 mL/min; d) 0,6mL/min
1)} Zoom de Mezclas.

Fuente: Del autor.
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En la figura 34, se muestran los cromatogramas obtenidos para cada zona de
cultivo de Aloe vera.
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Figura 34. Cromatogramas muestras de Aloe vera
I. Belén; Il. La Florida; Ill. Marsella; IV. Mistrat6; V. Santuario.
a) Patrén 1mg/L; b) Muestra; ¢) Blanco.

7.3.2 Analisis cuantitativo.

Se determind el contenido de AA del gel de Aloe vera con base en el método
anteriormente implementado. Todas las muestras se analizaron por triplicado y en
iguales condiciones. Una vez que el equipo alcanzé las condiciones indicadas se
procedié a inyectar los patrones de menor a mayor concentracion y luego las
muestras (Ver tabla 15 y figura 30).

7.3.2.1 Estimacion de la concentracion de acido ascoérbico en las muestras
del mucilago de Aloe vera de las plantas procedentes de los
cultivos del departamento de Risaralda.

En la tabla 17 se reportan los datos de las concentraciones (mg/L) halladas por
triplicado para las zonas de estudio. Los datos corresponden al valor promedio de
cada replica por muestra.
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Tabla 17. Concentracion (mg/L) de AA en gel de Aloe vera por zona de cultivo

ZONAS DE CULTIVO
RE(I:nLéﬁ,;KS* BELEN FLCI)_QI DA MARSELLA | MISTRATO | SANTUARIO
1 0,6533 0,5085 0,2368 0,3317 0,3367
2 0,9250 0,6230 0,2362 0,5722 0,3923
3 0,4790 0,3702 0,1413 0,3116 0,4936
Tr (min) 1,8 1,6 1,6 1,6 1,8
* Los valores corresponden al calculo de la integracion del area del pico cromatografico
mediante el software: EZChrom Elite Data system.

En la tabla 18, se reporta el valor expresado en base humeda del contenido de
AA del mucilago de Aloe vera, de plantas cultivadas en diferentes municipios de
Risaralda (Ver anexo 3).

Tabla 18. Contenido de AA/ Kg hoja de Aloe vera

wmmie || wesa | AGte | Dosvet

BELEN 3 0,6858 4,259 0,2248
LAFLORIDA 3 0,5006 3,109 0,1266
MARSELLA 3 0,2048 1,272 0,0550
MISTRATO 3 0,4052 2,517 0,1450
SANTUARIO 3 0,4075 2,531 0,0796

Como se observa, hay diferencias significativas de concentracion de AA del gel de
Aloe vera por lugar de cultivo, siendo Marsella la zona de menor concentracion en
comparacién con Belén que tiene mas del doble, presentando la mas alta
concentracion de AA. Las demas zonas presentaron valores de concentracion de
AA muy similares entre si.

7.3.3 Anaélisis estadistico.

7.3.3.1 Rango de Linealidad.

Se evaluo la linealidad de la curva de cuantificacion con las soluciones patron de
AA, con un criterio de linealidad de R = 0,990, R? = 0,980 y Coeficiente de
variacion CV < 5,00 %. Los valores entre las pendientes de la curva de calibracion
por el método de estandar externo, no presentaron diferencias significativas a un
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nivel de confianza del 95 %, por lo tanto se cuantific6 empleando el modelo de
regresion lineal con los datos sin promediar. En la tabla 19 se muestran las
mediciones de los patrones. En las tablas 20 y 21 se muestran la recta de mejor
ajuste, el &mbito de linealidad y el coeficiente de correlacién para la curva del AA.
Se utilizo la ecuacion (1), el valor obtenido de R fue 0,999, la ordenada en el
origen (a) = -46011,0 con limites de confianza superior e inferior de +9717,139 y
-101739,139, b= 844080,774 con un intervalo de confianza al 95% de 790095,869
a 898065,679 (Ver anexo 4). El valor de F obtenido es muy grande (2475,971), ya
que hay una relacion lineal obvia entre x y, de manera que el valor medio
cuadréatico (CM) de la regresion es mucho mas grande que el CM residual. Se
obtuvo una recta ascendente, y como la correlacion (prueba de Pearson) ha sido
de valor 1y 0,999, indica una correlacion positiva muy fuerte.

Tabla 19. Datos cromatogréficos para diferentes concentraciones (mg/L) de AA.

Conc.
(ma/L) 0,125 0,25 0,5 1 2
57598 174848 346413 828481 1633058
Area 58750 179284 351451 835999 1636058
60922 177066 348932 832240 1634558
%CV 2,8565 1,2526 0,7219 0,4517 0,0918
Tabla 20. Estadisticos descriptivos.
Media DeS\{lacmn N
estandar
AREA 608151,60 643914,845 5
CONCENTRACION 0,77500 0,762398 5
(mg/L)
Correlaciones
AREA CONCENTRACION
(mg/L)
AREA 1,000 0,999
Correlacién de Pearson s
CONCENTRACION 0,999 1,000
(mg/L)
AREA . 0,000
Sig. (unilateral -
g. ( ) CONCENTRACION 0,000
(mg/L)
AREA 5 5
N CONCENTRACION
5 5
(mg/L)
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Tabla 21. Resumen del modelo de regresién lineal.

R 0,999°
R cuadrado 0,999
R cuadrado corregida 0,998
Error estandar de la estimacion (Sy/x) 25865,611
Cambio en R cuadrado 0,999
Cambioen F 2475,971
Estadisticos de
. gl1 1
cambio
gl2 3
Sig. Cambio en F 0,000
ANOVA®
Modelo Suma de cuadrados | gl Media cuadratica F Sig.
Regresiéon | 1656498221569,393 | 1 | 1656498221569,393 | 2475,971 | 0,000°
1 Residual 2007089439,807 3 669029813,269
Total 1658505311009,200 | 4
Coeficientes?®
Modelo 1 Ordenada en el origen Xvariable 1
Coeficientes no B -46011,000 844080,774
estandarizados Error tip. 17511,101 16963,336
Coeficientes Beta 0,099
tipificados
t -2,628 49,759
Sig. 0,078 0,000
Intervalo de Limite -101739,139 790095,869
. inferior
confianza de —
Limite
95,0% para B . 9717,139 898065,679
superior
a. Variable dependiente: AREA
b. Variables predictoras: (Constante), CONCENTRACION (mg/L)

7.3.3.2 Sensibilidad.
Los resultados obtenidos se evaluaron a partir de la recta de regresion y se utilizo

las ecuaciones (2) y (3), con los valores de yg (=a) y seg (=Syx) calculados
previamente (Ver anexo 3y 4). En la tabla 22 se muestran los valores del LD y LC.
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De acuerdo con este parametro, es posible indicar que la técnica de cuantificacion
por CLAE para el AA mediante curva de calibracion, presenté buena sensibilidad
a un nivel de confianza del 95%.

Tabla 22. Valor calculado de los limites de deteccién y cuantificacion.

PARAMETRO VALOR (mg/L)
LD 0,092
LC 0,306

7.3.3.3 Exactitud.

La exactitud del método fue comprobada por triplicado, calculando el porcentaje
de recuperacion (Ver anexo 3). La tabla 23 muestra los resultados junto con el
coeficiente de variacion (CV< 5%).

Los resultados obtenidos se encuentran dentro de los limites establecidos en la
literatura para métodos cromatograficos (entre 80 a 120) % [65].

Tabla 23. Porcentaje de recuperacion de las muestras

; XConc.M 0, XConc.M + 0, 0,

Tr (min) (mg/L) % CV 1(mglL) % CV %R
18 0,6533 0,4398 1,8490 0,9090 119,58
18 0,9250 0,0948 1,8630 0,8539 93,82
18 0,4790 1,0832 1,3550 1,3634 87,56

En la tabla 24, se observan los porcentajes de error relativo en la determinacion
de una solucion referencia de 1,0 mg/L de AA. Los valores de % CV son inferiores
al 5%, indicando que el método de cuantificacion por curva de calibracién para el
AA, present6 buena exactitud.
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Tabla 24. Determinacion de la concentracion de una solucion referencia de 1,0
mg/L de acido ascérbico por curva de calibracion.

DIAS
REPLICAS |~ 2 : ’ :

1 12,65 12,64 13,31 15,13 15,17
2 12,51 12,6 13,28 15,07 15,15
3 12,45 12,57 13,3 15 151
X 12,54 12,60 13,30 15,07 15,14
S 0,1026 0,0351 0,0153 0,0651 0,0361

%CV 0,8187 0,2786 0,1149 0,4318 0,2381

7.3.3.4 Precision.

En la tabla 25, se observa la repetibilidad del método de cuantificacion del AA,
empleando una solucién de referencia de 1,0 mg/L. El error es inferior al 3,0 %,
Los valores de CV indican que el método de cuantificacion por CLAE presenta
buena repetibilidad.

Tabla 25. Repetibilidad de un patrén de 1,0 mg/L de acido ascérbico medido durante
cinco dias consecutivos.

DIAS
REPLICAS |4 2 3 s 5
1 0,990 0,982 1,027 1,012 1,032
2 0,978 0,977 1,012 0,991 1,013
3 0,947 0,959 0,993 0,941 0,987
X 0,97 0,97 1,01 0,98 1,01
S 0,0222 0,0121 0,0170 0,0365 0,0226
%CV 2,2836 1,2437 1,6859 3,7168 2,2352
Error 2,83 2,73 1,07 1,87 1,07

En cuanto a la reproducibilidad del método se emplearon tiempos diferentes de
analisis, (cada 30 dias durante 3 meses). La tabla 26, indica que existe buena
reproducibilidad del método de cuantificacion de AA en el tiempo; hay que tener en
cuenta que el patron fue preparado inmediatamente antes de realizar las medidas,
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puesto que su estabilidad es minima. Los valores de % CV son inferiores al 5%,
indicando que el método de cuantificacion es reproducible en el tiempo.

Tabla 26. Reproducibilidad del método de cuantificacion de un patrén de 1mg/L de
AA medido unavez al mes.

MES
oS |y [ e [ s
1 13,41 14,45 15,31
2 13,37 14,32 15,24
3 13,28 14,19 15,15
X 13,35 14,32 15,23
S 0,0666 0,1300 0,0802
%CV 0,4986 0,9078 0,5265

7.3.3.5 Comparacién entre medias.

Para el andlisis de las muestras se llevd a cabo una comparacion multiple de
medias, calculando estadisticamente la relacibn numérica entre las variables
mediante ANOVA de un factor.

Como se explicd anteriormente, hay dos posibles fuentes de variacién: la debida
al error aleatorio en la medida de la concentracion, dada por la varianza en la
medida, y la debida a las variaciones reales en la concentracion del AA en las
diferentes muestras por lugar de cultivo, dada por la varianza muestral.

La salida ANOVA proporcionada por el paquete estadistico IBM SPSS® statistics
20.0 para los datos en la tabla 17 se muestra a continuacion:

Como son muestras menores de 50 datos se utilizo el test de Shapiro Wilk. Se
observé que en general, los Sig (p-vair © valor de p) en la tabla 27 han salido
mayores que el nivel de significancia 5%, por lo tanto se concluye que las
muestras de concentraciones se distribuyen en forma normal en cada zona de
cultivo, cumpliendo con el primer requisito de la Normalidad de las
concentraciones del analisis de varianza de un factor.
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Tabla 27. Condicion 1: Prueba de Normalidad.

Shapiro-Wilk
Lugar de P

cultivo Estadistico | gl P-
valor
BELEN 0,984 3 0,760
., LA FLORIDA 0,997 3 0,896

Concentracion

AA (mg/L) MARSELLA 0,755 3 0,010
MISTRATO 0,807 3 0,132
SANTUARIO 0,972 3 0,682

La otra condicion es la Homogeneidad de varianzas, se interpretd graficamente
(figura 35), cada grupo tiene su promedio, dos desviaciones hacia la derecha y
dos desviaciones hacia la izquierda del promedio. Se aprecia que la zona de
cultivo donde la concentracion del AA fue menor corresponde a Marsella, en
comparacién con Belén donde la concentracién fue mayor, y para las demas
zonas de cultivo son medias muy similares. En general se concluye que
graficamente si hay homogeneidad para las muestras. También se realizo el test
de Levene para comprobar estadisticamente tal homegeneidad (tabla 28). El valor
p hallado, es mayor que el nivel de significancia de 0,05 por lo tanto se concluye
qgue las cinco muestras tienen varianzas homogéneas. Cumpliendo de este modo
con el segundo requisito para llevar a cabo ANOVA de un factor.

Tabla 28. Condicién 2: Prueba de homogeneidad de varianzas.

Estadistico
de Levene gl1 gl2 P-valor
1,524 4 10 0,268

Con ANOVA de un factor se calcul6 el valor del contraste F, en la tabla 29 los
resultados muestran que el cuadrado medio entre muestras (0,091) es mayor que
el cuadrado medio dentro de muestras (0,019), y el resultado del contraste F
muestra que esta diferencia es significativa.

Se observa que el valor calculado de Sig (p-vaior 0 valor de p= 0,021) es menor a
0,05 es decir, es un valor que esta por debajo del nivel de significancia del 5%.
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Tabla 29. Descriptivos ANOVA de un factor.

Intervalo de
confianza para la
Lugar de N Media D,esv Ij:rror media al 95% Minimo || Maximo
cultivo estandar | tipico — —
Limite Limite
inferior | superior
BELEN 3 0,6858 0,2248 |/ 0,1298 | 0,1274 || 1,2441 | 0,4790 | 0,9250

LAFLORIDA 3 0,5006 0,1266 | 0,0731| 0,1861 | 0,8150 | 0,3702 | 0,6230

MARSELLA 3 0,2048 0,0550 |[0,0317| 0,0682 | 0,3413 | 0,1413 | 0,2368

MISTRATO 3 0,4052 0,1450 |/ 0,0837 | 0,0450 | 0,7654 | 0,3116 | 0,5722

SANTUARIO 3 0,4075 0,0796 |/ 0,0459 | 0,2099 | 0,6052 | 0,3367 | 0,4936

Total 15 0,4408 0,1998 |/ 0,0516 | 0,3301 | 0,5514 || 0,1413 || 0,9250
Fuente de Suma de Media p-

L gl . F
variacion cuadrados cuadratica valor

Entre- 0,365 4 0,001 4,708 | 0,021
muestras

Dentro- 0,194 10 0,019
muestras

Total 0,559 14

Entonces para interpretar entre qué zonas de cultivo las diferencias son
significativas realmente, se llevo a cabo la prueba post test del contraste de Tukey
(tablas 30-31). SPSS da la oportunidad de comparar en particular determinadas
zonas de cultivo con respecto a las demas. Los valores de Sig encontrados
(0,012) son menores del nivel de significancia de 0,05.

Entonces, de acuerdo a todo lo anterior se rechaza la hip6tesis nula (Hp): Las
medias muestrales no difieren significativamente.

Ho: MBeLEN= MHFLORIDA= UMARSELLA= HMISTRATO= HUSANTUARIO

Por lo tanto, se concluye que si hay diferencias significativas de concentraciéon de
AA del gel de Aloe vera por lugar de cultivo: siendo Marsella la zona de menor
concentracion en comparacioén con Belén que tiene la mas alta concentracion de
AA. Las demas zonas de cultivo de Aloe vera presentan concentraciones similares
del contenido de AA (Ver tabla 18 y figura 35).
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Tabla 30.Comparaciones Multiples.

Variable dependiente: Concentracion AA (mg/L)

HSD de Tukey

Intervalo de confianza al

Diferencia
0 Lug_ar de ) Lugar de de medias Error tipico Sig. — 95% —
cultivo cultivo (1-J) Limite Limite
inferior superior
LAFLORIDA 0,1852000 0,1136775 0,513 -0,188922 0,559322
BELEN MARSELLA 0,4810000° 0,1136775 0,012 0,106878 0,855122
MISTRATO 0,2806000 0,1136775 0,174 -0,093522 0,654722
SANTUARIO 0,2782333 0,1136775 0,180 -0,095889 0,652355
BELEN -0,1852000 0,1136775 0,513 -0,559322 0,188922
LAFLORIDA MARSELLA 0,2958000 0,1136775 0,143 -0,078322 0,669922
MISTRATO 0,0954000 0,1136775 0,912 -0,278722 0,469522
SANTUARIO 0,0930333 0,1136775 0,919 -0,281089 0,467155
BELEN -0,4810000° 0,1136775 0,012 -0,855122 -0,106878
MARSELLA LAFLORIDA -0,2958000 0,1136775 0,143 -0,669922 0,078322
MISTRATO -0,2004000 0,1136775 0,443 -0,574522 0,173722
SANTUARIO -0,2027667 0,1136775 0,432 -0,576889 0,171355
BELEN -0,2806000 0,1136775 0,174 -0,654722 0,093522
MISTRATO LAFLORIDA -0,0954000 0,1136775 0,912 -0,469522 0,278722
MARSELLA 0,2004000 0,1136775 0,443 -0,173722 0,574522
SANTUARIO -0,0023667 0,1136775 1,000 -0,376489 0,371755
BELEN -0,2782333 0,1136775 0,180 -0,652355 0,095889
LAFLORIDA -0,0930333 0,1136775 0,919 -0,467155 0,281089
SANTUARIO

MARSELLA 0,2027667 0,1136775 0,432 -0,171355 0,576889
MISTRATO 0,0023667 0,1136775 1,000 -0,371755 0,376489

*, La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05.

En la tabla 31 se da a conocer las comparaciones segun la homogeneidad de los
subconjuntos obtenidos. Los valores de Sig son menores al 5% (0,007; 0,008;
0,002). Rechazando la hipotesis nula de la no diferencia significativa. Se hicieron
tres contrastes:
1. Subconjunto 1 versus muestras Belén
2. Subconjunto 2 versus muestras Marsella
3. Muestra Belén versus muestra Marsella

Aceptando entonces, que hay diferencia entre las muestras de Belén y Marsella y
encontrando similitud en los datos de las demas zonas.
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Tabla 31. Subconjuntos homogéneos por zona de cultivo y Pruebas de contraste

HSD de Tukey

Lugar de Subconjunto para alfa =
cultivo N 0.05
1 2
MARSELLA 3 0,204767
MISTRATO 3 0,405167 0,405167
SANTUARIO 3 0,407533 0,407533
LAFLORIDA 3 0,500567 0,500567
BELEN 3 0,685767
Sig. 0,143 0,174

Se muestran las medias para los grupos en los
subconjuntos homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media arménica =

3,000
Prueba de Valor del . Sig.
contraste de los | Contraste Error tipico t gl .
. contraste (bilateral)
subconjuntos
Asumiendo -0,306258 | 0,0898700 | -3,408 | 10 0,007
igualdad de 0,294992 | 0,0898700 | 3,282 | 10 0,008
varianzas 0,481000 | 0,1136775 | 4,231 | 10 0,002
g
% 5000 $
E 40007 ﬁ é

0000

T T
MARSELLA MISTRATO

T
SANTUARIO

Lugar de cultive

T
LAFLORIDA

T
BELEN

para el contenido de AA.
Fuente: Del autor.
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7.4 DISCUSION GENERAL.

Se emplearon muestras de Aloe vera (Aloe barbadensis Miller), estas plantas
fueron recolectadas manualmente en las fincas: La Esperanza (Belen de Umbria),
La Palma (La Florida), La Aurora (Marsella), La Magdalena (Mistrato), Pite Tierra
(Santuario).Todas pertenecientes al departamento de Risaralda Colombia.

Se recolectaron las hojas de mayor tamafio, de una coloracion verde y marrén,
con caracteristicas fisicas diferentes. Con el objetivo de tener mayor cantidad de
mucilago y un muestreo representativo. Teniendo en cuenta la variabilidad en el
namero de plantas en cada cultivo, la topografia y las condiciones edafoclimaticas
del lugar de cultivo (Ver antecedentes geograficos numeral 5.1)

Las zonas de estudio se ubican a diferentes altitudes entre (1609 — 2070) msnm.
Encontrandose entre las alturas favorables para el cultivo de Aloe vera, que
comprende un rango aproximado entre (400-2500) msnm, con un rango 6ptimo
de (900-1600) msnm [7].

Se analiz6 la variabilidad de los resultados obtenidos por zona de estudio
empleando las pruebas de ANOVA de un factor y de Tukey. Se encontré que
existen diferencias significativas de concentracién de AA del gel de Aloe vera por
lugar de cultivo (Ver tablas 29 — 31 y ver figura 35).

Se determin6 que el valor del mayor y menor contenido de vitamina C en base
huimeda de Aloe vera fue de 4,259 mg (+ 0,2248) / kg de muestra 'y de 1,272 mg (=
0,0550) / kg de muestra, que corresponden a los cultivos de Belén de Umbria y
Marsella respectivamente (Ver tabla 18).

Se destaca Marsella, la zona de menor concentracion de AA de que en
comparacion con Belén de Umbria que tiene mas del doble en concentracion,
presentando el mayor contenido de vitamina C con respecto a las demas fincas
(Ver tabla 18).

El resto de los municipios como La Florida, Mistraté6 y Santuario presentaron
contenidos de AA muy similares entre si, debido a que se obtuvieron valores entre
(3,109 y 2,517) mg de AA/ kg de muestra humeda (Ver tabla 18).

Algunos estudios [73] sefialan una concentracion de la vitamina C en 101,3 mg /
100 g de material de Aloe aproximadamente.
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Al comparar los resultados obtenidos en este trabajo con otros autores [17 y 18]
se puede afirmar que existe una relacion entre las diferencias en la composicion
quimica del mucilago de Aloe vera, con los datos obtenidos para Marsella y
Belén de Umbria. Estas diferencias se pueden atribuir al contenido de nutrientes
en el suelo. La finca La Aurora en Marsella, presenta un tipo de textura del
suelo franco arcillosa, por lo que se considera pobre al almacenar pocos
elementos nutrientes y posee un nivel bajo de fésforo (P= 1ppm) y potasio (K
=0,17 meqg/100g), desfavoreciendo el crecimiento y el ciclo normal de produccion
del cultivo. Por otra parte, el suelo de La finca La Esperanza en Belén de
Umbria tiene una textura franco-limosa, 6sea que retiene bien el agua y los
abonos. Siendo mucho més apta para el cultivo de sabila, con un nivel de P =2
ppm y K = 0,48 meq/100g (Ver anexo 5).

Segun los estudios realizados por el grupo de Oleoquimica de la Universidad
Tecnologica de Pereira en estas mismas zonas de cultivo [17 y 18], se encontrd
una gran diferencia en cuanto al contenido de Materia Orgénica (M.O) para
Marsella y Belén de Umbria de (6,16 y 16)% respectivamente; estos contenidos
de M.O ayudan a mantener en forma los nutrientes esenciales como N, Py S
para el crecimiento de la planta, como se observl en la zona de Belén de
Umbria que tuvo un alto contenido de Nitrégeno 0,6 %. Mientras que Marsella
obtuvo el mas bajo (0,23%) (Ver anexo 5), por lo cual se presume que la planta
contiene una gran cantidad de agua y que los minerales y metales que estan
contenidos dentro de sus derivados antraquinénicos como la aloina
(barbaloina), diferentes derivados antracénicos, acidos organicos, vitaminas A, C
y B, aminoécidos, polisacéaridos y glicoproteinas [78] se encuentran en pocas
cantidades.

Las diferencias encontradas en cuanto al contenido de AA se deben a factores
tales como variedad, cultivar, estado de maduracion, clima o ubicacion
geografica, parte analizada, manipulacidén post- cosecha y almacenamiento [71].
Por lo que se considera importante realizar un analisis multivariado con los
diferentes parametros de estudio de cada municipio, su analisis de suelo y
bromatoldgico para establecer mejor la correlacion entre las diferentes variables.

Los resultados de las variaciones del contenido de AA del mucilago de Aloe vera
contribuyen al desarrollo e implementacion del soporte técnico cientifico para

productores y procesadores, por medio del Grupo de Oleoquimica de la
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Universidad Tecnoldgica de Pereira, fortaleciendo la cadena productiva del Aloe
vera en Risaralda.

Actualmente el mercado nacional e internacional ha visto el surgimiento de
productos comerciales del gel de Aloe vera como valor agregado (en la industria
cosmeética, alimenticia y farmacéutica), generando una gran demanda de éste en
todas sus presentaciones.
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8. CONCLUSIONES.

v Se realizo el analisis del contenido de acido ascérbico (AA), arrojando que
existen diferencias significativas de concentraciéon de la vitamina C del
mucilago de Aloe vera de plantas cultivadas en los municipios del
departamento de Risaralda (Belén de Umbria, La Florida, Marsella, Mistrato
y Santuario).

v Se implementd una adecuada metodologia de analisis cualitativo vy
cuantitativo mediante CLAE con detector UV-Vis para la vitamina C del gel
de Aloe vera a partir de la literatura disponible.

v El contenido de vitamina C evaluado del mucilago de Aloe vera de plantas
cultivadas en diferentes municipios de Risaralda, presenta diferencia
estadisticamente significativa con un nivel de confianza del 95%. Siendo
Marsella la zona de menor concentracion de acido ascérbico (1,272 mg AA
/ kg de muestra humeda) en comparacion con Belén que tiene la mas alta
(4,259 mg AA / kg de muestra humeda). Las demas zonas de cultivo
presentan concentraciones de AA muy similares oscilando entre (3,109 y
2,517) mg de AA/ kg de muestra humeda.

v' Teniendo en cuenta los valores estadisticos obtenidos, se concluye que, la
metodologia de cuantificacidbn del acido ascérbico por CLAE, bajo las
condiciones de analisis cromatografico sefialadas, presentdé buena
linealidad (R= 0,998), precision (repetibilidad (Error < 3%) y reproducibilidad
(CV < 5%)), exactitud (%R = 87,56 - 119,58) y sensibilidad (LD= 0,092mg/L;
LC= 0,306 mg/L) a un nivel de confianza del 95%.
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9. RECOMENDACIONES.

Se recomienda ampliar el estudio a un mayor numero de fincas y se
propone hacer un analisis multivariado para caracterizarlas.

Se recomienda trabajar en condiciones de laboratorio controladas, para
evaluar el contenido de AA, evitando cambios no deseados de temperatura,
incidencia de la radiacion luminica y humedad puesto estos factores
pueden alterar las lecturas e introducir errores en los resultados.

Se recomienda estandarizar la metodologia de extracciéon del analito del
mucilago de Aloe vera, determinando la cantidad ideal de solucion de
extraccion respecto a la cantidad de muestra (relacibn masa - volumen).
Teniendo en cuenta las modificaciones incluidas en este estudio como el
uso de una solucién de agua acidulada a pH = 2,7, una extraccion solido-
liqguido en bafio de hielo por 30 min, centrifugar a 6000 r.p.m durante 15 min
y proteger tanto las muestras como los patrones de la luz con papel
aluminio realizando el andlisis el mismo dia.

Se recomienda evaluar la curva de calibracidon con el método estandar
interno, para determinar las probables interferencias debidas al efecto de la
matriz.

Se recomienda estudiar la purificacion vy liofilizacion del mucilago, con el fin
de generar un producto, que se pueda comercializar dentro de la apuesta
productiva regional: cadena de mercados verdes y biocomercio, cumpliendo
con las reglamentaciones exigidas por el INVIMA.
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ANEXOS.

Anexo 1. Interrelaciones entre las vias posibles de biosintesis de L-AA en
las plantas y el metabolismo central de hexosa de fosfato (22).
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Anexo 2. Materiales y equipos.

Los equipos y materiales requeridos para el proceso de extraccion fueron:

Balanza analitica OHAUS® max. capacidad 210g (0001g);
pH-Metro Accument® Basic AB15 FischerScientific;
Agitador magnético;
Centrifuga Thermofischer scientific max. velocidad 14600 r.p.m, max.
densidad del material de relleno 1.2Kg/dm?;
Ultrasonido Branson 3510DTH y otro modelo P250TH;
Material de vidrio;
Sistema de filtracion a vacio compuesto por:

o Bomba de vacio

o Erlenmeyer de 1L

o Porta filtros con pinza

o Membrana ANODISC 47 (0.2um 47mm Whatman®)
Filtros desechables 25mm GD/X 0.45um (Millipore);
Jeringas desechables de 5mL;
Viales de 2mL con tap6n de rosca;

Las soluciones patron de AA se prepararon con: estandar L- &cido ascérbico
99,9% (SIGMA grado HPLC; exp. Mayo 2012; R36-37, S26); con agua-acido
sulfurico pH 2,7.

Los reactivos empleados para el desarrollo experimental fueron grado analitico:

Agua destilada y agua desionizada filtrada y desgasificada.

Acido sulfarico 95 - 97% (Fisher),

Acido ortofosforico 85% (Merck),

Fosfato monobasico de potasio KH,PO, (Merck).

Acido ortofosférico 1%. Tomar 5,9mL de acido ortofosforico 85% y diluir en
un matraz de 500mL.

Agua (H,0)- acido sulfarico (H,SO4) pH 2.7.

Fase movil:

.  Tampoén fosfato 50mM; pesar 3,4 g de Fosfato monobéasico de
potasio KH,PQOy,, disolver en agua destilada, ajustar el pH a 2,5 con
acido o- fosférico 1% vy llevar a 1L con agua. Filtrar a vacio con
filtros de 0.45 pm.

Il.  Solucién agua (5% H,0) — 4cido sulfurico (95% H,SO4) pH 2,7.
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Anexo 3. Célculos.

Preparacion de la curva de calibracién

Preparacion | Concentracion (mg/L)

M Pesar 10mg de AA y aforar a 10mL con

disolucion extractora de trabajo 1000
A Diluir M: 20uL en 10mL 2
B Diluir A: 5mL en 10mL 1
C Diluir B: 5mL en 10mL 0,5
D Diluir C: 5mL en 10mL 0,25
E Diluir D: 5mL en 10mL 0,125

Estimacidn del contenido de AA/ Kg hoja en base humeda

Datos: Volgforo = 0,1 L; Masapoja= 16,1 g.
mg 1 mg

Y 01l s—— — 42592
0,68587=+0, “0,0161Kg " >9 Kg

Limite de deteccion (LD)

Datos:

Se uso la ecuacion 1y 3, con los valores de yg (=a) Yy Sg (=Syix)
a=-46011; sy =25865,611;b= 844080,774

Reemplazando en ecuacion (3) y= —46011,0 + 3 * 25865,611

y=31585,833.
Despejando y reemplazando ecuacion (1) x = %

LD = 0,092 mg/L

Porcentaje de Recuperacion
Datos:
mgAA

m = 0,653 —*0,1L = 0,0653mgAA; donde, Volgsor, = 0,1L; Este célculo se
aplica a todas las concentraciones halladas.

2% % 0,05L = 0,1mgAA;

Fortificacion: 2
Reemplazando en la ecuacion 4:

. 0,18490mgAA — 0,0653mgAA
B 0,1mgAA

* 100 = 119,58 %
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Anexo 4. Promedio curvas de calibracion del acido ascorbico por CLAE.

CURVA DE CALIBRACION (AA)
20 —
2000000 R< Lineal = 0,999

1500000+

1000000

AREA

500000

,DIEIEI ,slnn 1 ,EIIEID 1 ,5'00 2,0'00
CONCENTRACION (mgL)

y=-46011+ 844080,774x
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Anexo 5. Datos del andlisis del mucilago y fertilidad de los suelos de las
zonas de estudio (tesis 2011).

Resultados unificados de los andlisis al mucilago de Aloe vera procedentes
de las zonas estudiadas.

| ANALISIS |/ BELEN || FLORIDA || MARSELLA |/ MISTRATO || SANTUARIO |
[oH B [5.2 [6.37 [5.20 |[6.06 |
| % Cenizas || - || 0,039 || 0,10 || 0,26 || 0,10 |
| % Humedad || - || 99,061 || 98,94 |{ 99,13 || 98,79 |
| % N If - || 0,010 || 0,022 || 0,0007 |{ 0,021 |

Resultados unificados de los andlisis de fertilidad de los suelos de las fincas

estudiadas.

| PARAMETRO || BELEN || FLORIDA | MARSELLA |[MISTRATO |/ SANTUARIO |
| %M.O || 16 || 15,6 |{ 6,16 I[ 7,9 | 23 |
| %N || 0.6 || 0.6 || 0,23 |{0,3 |[0,7 |
[or [54 [42 [57 55 [52 |
| K |{ 0,48 |[0,19 |[0,17 || 0,39 |[ 0,41 |

j@]
§ |ca |11 [[4.1 If 1,9 | 13 |[ 5.1 |
g |[Mg__|[05 |EE | |E | |
N E 9.9 |04 IL- |04 |
[ E |16 |E |E |E |
|[Fe |- |f 126 || 147 || 283 |[ 173 |
Sy T ][22 j[10.3 |[43 |29 |
L (E K EE | EE |55 L7 |
[cu__|[- |12 (6.3 |75 |35 |
|B |f - |{ 0,24 |{ 0,07 |[0,21 || 0,048 |
EN £ 46 1343 (28 X |
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