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RESUMEN

Introduccion: Musa cavendishii Lamb. ‘platano bizcochito” es una
especie vegetal utilizada para para tratar enfermedades digestivas
(disenteria, diarrea y estrefiimiento), enfermedades respiratorias
(bronquitis, asma, gripe), enfermedades metabdlicas (obesidad vy
diabetes), enfermedades renales (nefritis, calculos), antiinflamatorio,
antimicrobiano; asi mismo las hojas se usan como compresas frias para
guemaduras y/o heridas. Por ello apremia que, a través de técnicas
cientificas sofisticadas de investigacion, se determine la composicion
fendlica y capacidad antioxidante, cuya importancia es vital para la
prevencion de muchas enfermedades multiorganicas, asi como algunos
tipos de cancer. Objetivos: Evaluar la composicién fendlica y capacidad
antioxidante del extracto etandlico de las hojas de Musa cavendishii Lamb.
“platano bizcochito”. Institucion: Laboratorio de la Facultad de Farmacia
y Bioquimica de la Universidad Nacional San Luis Gonzaga de Ica.
Material Bioldgico: hojas de la especie vegetal Musa cavendishii Lamb.
Intervenciones: Se determinaron el contenido de compuestos fendlicos
por el método Folin-Ciocalteu, la capacidad antioxidante mediante el
método del Poder Antioxidante de Reduccién Férrica (FRAP) y el método
de 2,2-Difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH?e).

Resultados: El extracto etandlico de las hojas de Musa cavendishii Lamb.
tuvo una composicién fendlica relativamente 6ptimo de 30 + 0,48 mg EAG/

g del extracto; y las capacidades antioxidantes para el radical DPPH*®
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(3,41 + 0,53 mM/mg muestra) y para el FRAP (7,99 £ 0,20 mM/mg
muestra). El estudio fitoquimico cualitativo indica la presencia de
saponinas, flavonoides, compuestos fendlicos, taninos, alcaloides,
quinonas, triterpenos y/o esteroides. Conclusiones: El extracto
etandlico de las hojas de Musa cavendishii Lamb. “platano bizcochito” tuvo
un contenido compuestos fendlicos relativamente 6ptimo que fue de 30
mg EAG/g del extracto. El extracto etandlico de las hojas de Musa
cavendishii Lamb. presenta una mayor actividad antioxidante por el
método DPPH?* por lo que se amerita concluir que posiblemente tenga una
reaccion de estabilizacion mediante un mecanismo de transferencia de

atomos de Hidrogeno.

Palabras claves: Musa cavendishii Lamb., composicion fendlica,

capacidad antioxidante, método DPPH*, método FRAP.
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ABSTRACT

Introduction: Musa cavendishii Lamb. "Banana bizcochito" is a plant
species used to treat digestive diseases (dysentery, diarrhea and
constipation), respiratory diseases (bronchitis, asthma, flu), metabolic
diseases (obesity and diabetes), kidney diseases (nephritis, stones), anti-
inflammatory, antimicrobial; likewise the leaves are used as cold
compresses for burns and / or wounds. Therefore, | urge that, through
sophisticated scientific research techniques, the phenolic composition and
antioxidant capacity, whose importance is vital for the prevention of many
multi-organ diseases, as well as some types of cancer, be determined.
Objectives: To evaluate the phenolic composition and antioxidant
capacity of the ethanolic extract of the leaves of Musa cavendishii Lamb.
"Banana bizcochito". Institution: Laboratory of the Faculty of Pharmacy
and Biochemistry of the National University San Luis Gonzaga de Ica.
Biological material: leaves of the plant species Musa cavendishii Lamb.
Interventions: The content of phenolic compounds was determined by the
Folin-Ciocalteu method, the antioxidant capacity by the Antioxidant Power
of Ferric Reduction (FRAP) method and the 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl
(DPPH <) method. Results: The ethanolic extract of the leaves of Musa
cavendishii Lamb. had a relatively optimal phenolic composition of 30 *
0.48 mg EAG / g of the extract; and the antioxidant capacities for the DPPH
radical * (3.41 £ 0.53 mM / mg sample) and for the FRAP (7.99 + 0.20 mM

/ mg sample). The qualitative phytochemical study indicates the presence
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of saponins, flavonoids, phenolic compounds, tannins, alkaloids,
quinones, triterpenes and / or steroids. Conclusions: The ethanolic
extract of the leaves of Musa cavendishii Lamb. "Biscuit banana" had a
relatively optimal phenolic compound content that was 30 mg EAG / g of
the extract. The ethanolic extract of the leaves of Musa cavendishii Lamb.
It has a higher antioxidant activity by the DPPH method, so it is worth
concluding that it may have a stabilization reaction through a hydrogen

atom transfer mechanism.

Key words: Musa cavendishii Lamb., Phenolic composition, antioxidant

capacity, DPPH+ method, FRAP method.



INTRODUCCION:

Desde tiempos remotos la historia del hombre esta firmemente relacionada
con las plantas medicinales, las cuales hasta hoy en dia se recurre para el
tratamiento terapéutico de diversas patologias. En la actualidad, existen
evidencias de que los farmacos sintéticos provocan efectos colaterales
negativos, afiadiendo los altos precios de estos en el mercado nacional e
internacional hacen que sean inaccesible para las personas de bajos

recursos econémicos, estimulando al hombre consumir productos naturales

M),

En el Peru, desde épocas de la antigliedad se tiene el privilegio de contar
con una gran biodiversidad de plantas medicinales de aplicacion tradicional
en las diferentes regiones geogréficas, no obstante, a pesar de su uso no
se cuenta con la aseveracion cientifica que avale su actividad
farmacoldgica. En los ultimos afios investigaciones cientificas, orientadas a
la obtencién de compuestos naturales a partir de plantas medicinales, han
estado asociado con las especies reactivas de oxigeno (EROs) y su
probable relacion en la fisiopatologia humana con problemas de la salud
con el objetivo de mejorar la calidad de vida del ser humano @. Diversas
patologias cardiacas, gastricas, respiratorias, multiorganicas; entre otras
son resultado de la alteracion morfofisiologicas celulares, debido a la
elevada produccion por encima de los niveles fisiologicos normales de

moléculas denominadas radicales libres 3. La mencionada condicion se



denomina estrés celular, caracterizado por presentar un desequilibrio entre
el sistema antioxidante y la produccion de oxidantes, incorporando las
EROs, condicion que puede originar la disminucion de los niveles de las
defensas de antioxidantes, del aumento de la velocidad de produccion de
las especies reactivas, 0 en ciertas ocasiones puede ser resultado de estas
dos condiciones ®¥. Un antioxidante se define como aquella sustancia
capaz de disminuir el dafio celular, proteger a las biomoléculas de la
oxidacion y/o inhibir los procesos apoptoticos generados por las especies
reactivas del oxigeno (EROs) ®). Estos antioxidantes principalmente se
obtienen de plantas en forma de compuestos fendlicos tales como
flavonoides, acidos fendlicos, acido ascérbico, entre otros; las cuales son
antioxidantes naturales ®). Estos componentes antioxidantes son capaces

de neutralizar radicales libres (),

Asi mismo, el objetivo general planteado en mi trabajo de tesis fue evaluar
la composicion fendlica y capacidad antioxidante del extracto etandlico de
las hojas de Musa cavendishii Lamb.; Como objetivos especificos fue
determinar el contenido de compuestos fendlicos del extracto etandlico de
las hojas de Musa cavendishii Lamb. “platano bizcochito”, determinar la
actividad antioxidante in vitro mediante el método FRAP y el método DPPH*
del extracto etandlico de las hojas de Musa cavendishii Lamb. “platano
bizcochito”y evaluar la relacion entre el contenido de compuestos fendlicos
y la capacidad antioxidante del extracto etandlico de las hojas de Musa

cavendishii Lamb. “platano bizcochito .
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CAPITULO |

1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1

Descripcion de la realidad problematica

Los radicales libres (RL) o mas recientemente llamados
especies reactivas de oxigeno (EROs) son aquellas moléculas
y/o atomos que contienen uno o mas electrones no pareados en
el orbital mas externo, lo que produce una configuracién que

genera una alta inestabilidad electroquimica.

Una vez que el radical libre ha logrado sustraer el electrén que
necesita, la molécula estable que se lo cede se convierte a su
vez en un radical libre por quedar con un electron desapareado,
iniciandose asi una veraz reaccién en cadena que destruye
nuestras células. La vida media biol6gica del radical libre es de
microsegundos, pero tiene la capacidad de reaccionar con todo
lo que esté a su alrededor provocando un gran dafio a

moléculas, membranas celulares y tejidos.

Estas acciones se dan continuamente en las células de nuestro
cuerpo, proceso que debe ser controlado con una adecuada
proteccion antioxidante. Un antioxidante es una sustancia capaz
de neutralizar la accion oxidante de los radicales libres mediante

la liberacion de electrones en nuestra sangre, los que son
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captados por los radicales libres. El problema para la salud se
produce cuando nuestro organismo tiene que soportar un
exceso de radicales libres durante afios, producidos
fundamentalmente por contaminantes externos, que provienen
principalmente de la contaminacion atmosférica y el humo de
cigarrillos, los que producen distintos tipos de radicales libres en

nuestro organismo ),

La capacidad antioxidante celular esta dada por mecanismos a
través de los cuales la célula anula la reactividad y/o inhibe la
generacion de radicales libres © estos mecanismos son
adecuados a la muy corta vida media de los radicales libres y
comprenden moléculas pequefias, enddgenas y exdgenas con
capacidad antioxidante. Los antioxidantes exdgenos provienen
de la dieta, y dentro de este grupo se incluyen la vitamina E, la
vitamina C y los carotenoides. La vitamina C constituye el
antioxidante hidrosoluble mas abundante en la sangre, mientras

que la vitamina E es el antioxidante lipofilico mayoritario (10,

En la actualidad se han descubierto en algunos alimentos, otros
antioxidantes no nutrientes como son los compuestos fendlicos.
Los compuestos fendlicos tienen su origen en el mundo vegetal.
Los beneficios farmacol6gicos y nutracéuticos derivados de los

compuestos fendlicos son debido a su capacidad atrapadoras de
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1.2.

1.3.

radicales libres. Por sus propiedades antioxidantes y por la
capacidad de transformar estos elementos para uso
farmacoldgico dichos compuestos reducen el riesgo de cancery
enfermedades del corazén mediante la inhibicion de la oxidacion
de las lipoproteinas. Cada dia el ser humano esta expuesto a
grandes cantidades de radicales libres, bombardeado
frecuentemente por rayos solares (UV) inclusive por el mismo
aire que se respira (O2). Es por esto que se han realizado
diferentes investigaciones para la obtencién de compuestos de
origen natural con actividad antioxidante capaz de neutralizar la

oxidacion por radicales libres A1),

Formulacion del problema
¢ Presenta el extracto etandlico de las hojas de Musa cavendishii
Lamb. ‘platano bizcochito” composicion fendlica y actividad

antioxidante?

Justificacion e importancia

Los compuestos fendlicos constituyen uno de los grupos de
micronutrientes presentes en el reino vegetal, que forman parte
fundamental de la dieta humana. Dentro de su clasificacion
general se encuentra los fenoles, acidos fendlicos y flavonoides,
gue constituyen un abundante grupo de sustancias quimicas

consideradas metabolitos secundarios de las plantas, con

14



diferentes estructuras quimicas y propiedades. Debido a sus
propiedades antioxidantes, se tiene un gran interés en
estudiarlos, ademas de sus posibles aplicaciones favorables
para la salud humana, tales como el tratamiento y prevencion
del cancer, enfermedades cardiovasculares y otras patologias

de caracter inflamatorio (12,

Las plantas medicinales nos ofrecen la oportunidad insuperable
para el descubrimiento de nuevos compuestos naturales con
diversas actividades. Las especies vegetales de la familia
Musaceae, dentro de ellas la planta Musa cavendishii Lamb.
reporta en la medicina tradicional para tratar enfermedades
digestivas (disenteria, diarrea y estrefiimiento), enfermedades
respiratorias  (bronquitis, asma, gripe), enfermedades
metabodlicas (obesidad y diabetes), enfermedades renales
(nefritis, calculos), antiinflamatorio, antimicrobiano; asi mismo
las hojas se usan como compresas frias para quemaduras y/o
heridas (13),

El efecto beneficioso del genero Musa se atribuye
principalmente a sustancias con actividad antioxidante, como los
compuestos fendlicos (taninos, catequinas, epicatequina,
flavonoides, lignina y antocianinas), el acido ascorbico (vitamina
C), los carotenoides y la vitamina E. Se ha determinado que

estas sustancias aumentan la defensa antioxidante del

15



organismo, contra el “estrés oxidativo”, responsable de

diferentes tipos de dafios celulares (14,

Por ello se apremia que, a través de técnicas cientificas
sofisticadas de investigacion, se determine la composicion
fendlica y capacidad antioxidante, cuya importancia es vital para
la prevencion de muchas enfermedades multiorganicas, asi

como algunos tipos de cancer @),
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1.4.

Objetivos de la investigacion

1.4.1. Objetivo General:

1.4.2.

Evaluar la composicion fendlica y capacidad antioxidante

del extracto etandlico de las hojas de Musa cavendishii

Lamb. “platano bizcochito”.

Objetivos Especificos:

1)

2)

3)

Determinar el contenido de compuestos fendlicos del
extracto etandlico de las hojas de Musa cavendishii

Lamb. “platano bizcochito”.

Determinar la actividad antioxidante in vitro mediante
el método del Poder Antioxidante de Reduccion

Férrica (FRAP) y el método de 2,2-Difenil-1-
picrilhidracilo (DPPH?®) del extracto etandlico de las

hojas de Musa cavendishii Lamb. “platano bizcochito”.

Evaluar la relacién entre el contenido de compuestos
fendlicos y la capacidad antioxidante del extracto
etandlico de las hojas de Musa cavendishii Lamb.

‘platano bizcochito’.

17



1.5. Hipotesis y variables.
1.5.1. Hipotesis
El extracto etandlico de las hojas de Musa cavendishii
Lamb. “platano bizcochito” presenta composicién fendlica

y capacidad antioxidante.

1.5.2. Variables
1.5.2.1. Operacionalizacién de Variables
Variable dependiente
Composicion fendlica y capacidad antioxidante.
Variable independiente
Extracto etandlico de las hojas de Musa

cavendishii Lamb. “platano bizcochito”.

18



CAPITULO Il

2. BASES TEORICA

2.1.

Antecedentes de la investigacion

2.1.1. Antecedente internacional.

MORAIS D, et al. (2015) en Brasil; analizaron el
contenido de fenoles totales por el método de Folin-
Ciocalteu y la “actividad antioxidante”. A partir de la
cascara de “banana” (Musa sp.) se realiz6 la extraccién
con metanol encontrando 425,24 + 57,39 (cascara
cruda); 385,83 + 8,58 (cascara secada en el horno); y
215,57 + 30,57 (céscara liofilizada) de mg de EAG por

100 gramos de peso seco (16),

GOMES L, et al. (2014) en Brasil; analizaron el
contenido de fendlicos por el método de Folin-Ciocalteu
y la “actividad antioxidante”. A partir de ‘harina de
cascara de “banana” (Musa AAA) se encontrando 29,2 +
0,8 mg de EAG por gramo. La “actividad antioxidante”
fue de 14 (FRAP), 242 (ABTS), 436 (ORAC) uM/g de

equivalentes de Trolox por gramo, respectivamente (7,

SULAIMAN S, et al. (2011) en Malasia; analizaron el

contenido fendlico totales por el método de Folin-

19



Ciocalteu y la “actividad antioxidante” a partir de ocho
cultivos de “banana” (Musa sp.). Obteniendo como
valores de 3,98-15,33 mg de EAG/g y de 0,83-19,39m
mg de equivalentes de Trolox por gramo (mg ET/g) para
DPPH 'y 0,77-17,70 mg ET/g para FRA,
respectivamente. Ademas, encontraron una débil

correlacion (0,1529; p<0,05) (8),

GONZALES R, et al. (2010) en Espaiia; analizaron el
contenido de fendlicos totales por el método de Folin-
Ciocalteu y la “actividad antioxidante” de la cascara de
dos cultivos de “banana” (Musa acuminata colla AAA).

Se evaluaron diferentes condiciones de extraccion;
solvente (metanol, etanol, acetona, agua). El sistema
acetona: agua fue el mas eficiente (2,6-4,7 gramos de
EAG por 100 gramos de peso seco) y el de mejor
“actividad antioxidante” (2,1-3,3 gramos de equivalentes

de Trolox por 100 gramos de peso seco para el ensayo
del DPPH?®), siendo similar para los dos cultivos. En el

sistema etandlico encontraron 0,26-0,68 gramos de
EAG por 100 gramos de peso seco y la “actividad
antioxidante” entre 0,45-0,80 gramos de equivalencia de
Trolox por 100 gramos de peso seco para el ensayo

DPPH® (19,
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VIJAYAKUMAR S, et al. (2008) En la India; estudiaron
la actividad antioxidante de los flavonoides de “bananas”
(Musa paradisiaca); las concentraciones de los
productos de la peroxidacion lipidica como el
malonaldehido, hidroperéxidos y dienos conjugados
disminuyeron significativamente, mientras las
actividades de la catalasa y el superoxido dismutasa
aumentaron significativamente; ademas las
concentraciones de glutation fueron elevadas.
Enfatizaron en que los flavonoides de la “banana” actuan

como antioxidantes efectivos (20,

SOMEYA S, et al. (2002) en Japon; aislaron e
identificaron galocatequina por cromatografia de alta
resolucién, espectrometria de masas y resonancia
magnética nuclear a partir de la cascara (158 mg por 100
gramos peso seco) y la pulpa (29,6 mg por 100 gramos
de peso seco) de “bananas”. Al extracto acuoso se le
adicion6 agua-cloroformo (1:1, v/v), la fase acuosa fue
adicionada en agua-acetato de etilo (1:1, v/v), y a partir
de la fase organica se analizaron fendlicos totales por
método de Folin-Denis encontrando 907 mg de (+)-
catequina por 100 gramos de peso seco en cascara y

232 mg por 100 gramos de peso seco en pulpa; y

21



evaluaron la “actividad  antioxidante”  sobre
autooxidacion lipidica por el método del tiocianato
férrico, encontrando una actividad 2,2 veces mayor en la

cascara que en la pulpa. @b,

2.1.2. Antecedente nacional
CRISTIAN VELIZ QUEZADA, et al. (2016) en Peru; Se
determinaron los contenidos de compuestos fendlicos por

el método colorimétrico de Folin- Ciocalteu y las
capacidades reductoras por el ensayo DPPH®. Se obtuvo

el mas alto contenido de compuestos fendlicos 41,69 +
0,30 mg EAG/g peso seco y la menos concentracion
reductora media (CRso) 19,39 + 0,007 mg EAG/mL a partir
del liofilizado del extracto de cascara de Musa paradisiaca
L. Se obtuvo una correlacion relativamente alta entre los
contenidos de compuestos fendlicos y las
concentraciones reductoras medias (CRsp) a partir de las
cascaras de Musa sp. “platano” 0,996; 0,993; 0,989 entre
DPPH*-FRAP; CCFT-DPPH®*; CCFT-FRAP, por lo que los
compuestos fendlicos de las cascaras de Musa sp.

“nlatano” tiene buena capacidad reductora (22,
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2.2.

Marco tedrico

2.2.1. Los compuestos fendlicos en las plantas

Los compuestos fendlicos tienen su origen en el mundo
vegetal, localizdndose en todas las partes de las plantas
y Su concentracion es variante a lo largo de su ciclo
vegetativo. Son unos de los principales metabolitos
secundarios de las plantas y su presencia en el reino
animal se debe a la ingestion de éstas. Estas sustancias
influyen en la calidad, aceptabilidad y estabilidad de los
alimentos, ya que actuan como colorantes, antioxidantes

y proporcionan sabor (23),

En la actualidad este grupo de compuestos fitoquimicos
presenta un gran interés por su contribucion al
mantenimiento de la salud humana debido a sus
propiedades beneficiosas asociadas principalmente a la
actividad antioxidante y las propiedades de estos
compuestos, estan relacionadas con la presencia y con el

contenido de compuestos fendlicos.

Asi mismo, los compuestos fendlicos intervienen como
antioxidantes naturales de los alimentos, por lo que la
obtencién y preparacion de alimentos con un alto

contenido en estos compuestos supone una reduccién en
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2.2.2.

la utilizacién de aditivos antioxidantes, a la vez que se
obtienen alimentos mas saludables, que incluso pueden
llegar a englobarse dentro de los alimentos funcionales.
Desde un punto de vista nutricional, esta actividad
antioxidante se asocia con su papel protector en las
enfermedades cardiovasculares y en el cancer, asi como
en procesos de envejecimiento por lo que esta siendo
intensamente estudiado mediante ensayos "in vivo" e "in

vitro" (24),

Estructura de los compuestos fendlicos.

Quimicamente los “compuestos fendlicos” son todas
aquellas sustancias que poseen varias funciones fenol,
unidas a estructuras aromaticas o alifaticas, con uno o
mas grupos hidroxidos incluyendo derivados funcionales.
Los compuestos fendlicos se pueden agrupar en
diferentes clases dependiendo de su estructura quimica,

describiéndose a continuacion 25);

Fenoles, acidos fendlicos y acidos fenil acéticos

Dentro de este grupo los fenoles simples como el fenol,
cresol, timol y resorcinol estdn ampliamente distribuidos
entre todas las especies vegetales. Igualmente, los

acidos fendlicos tales como el galico, vainillinico,
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phidroxibenzoico, y los aldehidos como la vainillina,
también son abundantes en plantas superiores y

helechos 9,

Acidos cinamicos, cumarinas, isocumarinas y
cromonoles

Los acidos cinamicos (cafeico, feralico, p-cuméarico y
singptico) se encuentran raramente libres, ya que por
regla general se hayan presentes en forma de derivados.
Asi, por ejemplo, el &cido cafeico se encuentra
esterificado con el acido quinico como acidos clorogénico,
isoclorogénico, neoclorogénico y criptoclorogénico(®),
Las cumarinas e isocumarinas Se encuentran
generalmente en forma de glicésido ¢, mientras que los
cromonoles son menos conocidos, y se forman a partir de

las antocianidinas ante incrementos del pH del medio 29,

Lignanos y neolignanos

Son metabolitos de las plantas de bajo peso molecular
formados por el acoplamiento oxidativo de unidades de
p-hidroxifenil-propano, las cuales se unen mediante
puentes de hidrégeno 28). Son monémeros y dimeros del
acido hidroxicinamico y también del alcohol cinamico,

propenilbenceno y alilbenceno @9, El término lignano se
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aplica cuando el compuesto esta formado a partir de
uniones entre el acido y/o el alcohol, entretanto cuando
se unen las moléculas de propenilbenceno y/o
alilbenceno la molécula resultante se denomina

neolignano (0,

Flavonoides

Los flavonoides constituyen el grupo mas importante
dentro de esta clasificacion, dividiéndose en varias
subclases con mas de 5000 compuestos ©b, siendo los
polifenoles mas distribuidos en las plantas. Son
sustancias polifendlicas de bajo peso molecular que
comparten el esqueleto comun de difenilpiranos: dos
anillos benceno unidos a través de un anillo pirona o piran
heterociclico. Esta estructura basica presenta o permite
una multitud de sustituciones y variaciones en el anillo
pirona dando lugar a flavonoles, flavonas, flavanonas,
flavanololes, isoflavonoides, catequinas, antocianidinas,
leucoantocianidinas o flavandiol y proantocianidinas o
taninos condensados (taninos no hidrolizables). Dentro
de todos estos grupos las flavonas (p.e. apigenina,
luteolina y diosmetina), los flavonoles (p.e. quercitina,
mirecitina y kampferol) y sus glicésidos son los

compuestos mas abundantes en vegetales ©2),
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Taninos

Los taninos son compuestos fendlicos hidrosolubles con
un peso molecular comprendido entre 500 Y 3000 D.
Estos compuestos contienen un gran niumero de grupos
hidroxilo, entre otros grupos funcionales (1 a 2 por 100 D),
siendo por tanto capaces de unirse a proteinas y a otras

macromoléculas.

Los taninos pueden clasificarse en dos grupos: taninos
hidrolizables y no hidrolizables o taninos condensados.
Los taninos condensados tienen como nucleo central un
alcohol polihidrico como la glucosa, y grupos hidroxilo que
se encuentran esterificados parcial o completamente bien
con el &cido galico o bien con el &cido hexahidréxidifenico,
formando los galotaninos y elagitaninos,
respectivamente. Tras la hidrélisis con acidos, bases o
ciertas enzimas, los galotaninos dan glucosa y acido

galico (33),

2.2.3. Actividad antioxidante de los compuestos fendlicos.
Los antioxidantes son compuestos quimicos que
hallandose presente a bajas concentraciones con
respecto a las de un sustrato oxidable, retarda o previene

la oxidacion de dicho sustrato. Asi mismo, se definen
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como compuestos que protegen el sistema celular de los
efectos potencialmente perjudiciales en los procesos que

puedan causar una oxidacién excesiva ¢4,

La actividad antioxidante de los compuestos fendlicos es
debida a sus propiedades redox, las cuales juegan un
papel importante en la absorcion y neutralizacion de
radicales libres y en la descomposicién de peroxidos.
Existen dos tipos de antioxidantes los sintéticos y los
naturales. La desventaja del primero son las
caracteristicas carcindgenas atribuidas. La composicion
de grupos fendlicos y por ende la actividad antioxidante
estan presentes en las plantas medicinales ©9).

Para entender mejor la actividad fisiolégica de los
fendlicos se debe tener en cuenta la capacidad
antioxidante varia en funcién del grupo de compuestos
estudiados y de sus solubilidades en fase acuosa o
lipidica. Asi mismo, la gran diversidad de métodos
empleados proporciona diferentes resultados, dificiles de
comparar. Todos los fenoles han demostrado ser
antioxidantes potentes, relacionando con la actividad anti

cancerigena (36)-
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2.2.4. Radical libre y especies reactivas de oxigeno

Los radicales libres son todos aquellos atomos o
moléculas que tiene uno o mas electrones desapareados
0 impares, estos suelen ser muy inestables y buscan la
manera de completar su par electronico para anular su
campo magnético, dichas reacciones son muy rapidas y
el tiempo de vida de las moléculas suele ser muy corto.

Las especies reactivas de oxigeno (ERO) son formas
reducidas del oxigeno (O2), y algunas consideradas
radicales libres, sin embargo, no todos los productos lo
sony se generan como resultado del metabolismo celular.
Cuando hay un desequilibrio entre la produccion de ERO
y la capacidad del sistema antioxidante para
metabolizarlas y prevenir o reparar el dafio provocado por
las mismas, se da el efecto conocido como estrés
oxidativo. Todos los componentes celulares como lipidos,
proteinas, acidos nucleicos y azlcares son blancos
potenciales de las ERO, el dafio provocado por las ERO
depende no solo de la cantidad y naturaleza de estas,
sino también de factores como la temperatura, tension del

oxigeno y la composicién del ambiente que lo rodea ©7).

El primer ERO es el anién superdxido; La formacién del

radical superéxido ocurre por la reduccién univalente del
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oxigeno; es decir, cuando el oxigeno acepta un electrén,
reaccion que se puede llevar a cabo después de varios
eventos. Esta especie es relativamente inestable y se
encuentra en equilibrio con su acido conjugado, el radical
hidroperoxilo. El anidon superdxido tiene una funcién
importante in vivo, ya que participa en la descarga
respiratoria (aumento subito del consumo de oxigeno) de
las células fagociticas activadas por contacto con
particulas extrafias en los eventos inmunologicos.
Cuando estas células se activan, el complejo enzimatico
NADPH (forma reducida de nicotinamida adenin
dinucledtido fosfato) oxidasa, localizado en la membrana
citoplasmatica, reduce parcialmente el oxigeno de la
siguiente forma:

NADPH oxidasa
2 O2 + NADPH + H* — 02~ + NADP* + 2H*

El peroxido de hidrégeno es formado por la enzima
superéxido dismutasa SOD. Aunque no es un radical
libre, tiene una gran lipofilicidad que le permite atravesar
las membranas celulares y reaccionar con el anién
superéxido en presencia de metales de transicién, para
generar el radical hidroxilo.

SOD
202 " +2H" - O2+ H202
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2.2.5.

El radical hidroxilo es considerado una de las especies
oxidantes mas dafiinas por su vida media corta y alta
reactividad, y suele actuar en los sitios cercanos a donde
se produce. La formacion del radical hidroxilo puede
lograrse facilmente por la reaccion de Haber-Weiss entre
el anién superoxido y el peroxido de hidrogeno catalizada

por un metal de transicion (38),

Fe2+/Fe3+
O2* + H202 — O2 + OH~ + OH’
La reaccion sefialada anteriormente es la suma de la

reaccion de Fenton y de la reaccién presente:

Fe?* + H202 — Fe3* + OH-+ OH
Fe3*+ 02" — Fe?*+ Oz

Sistema de defensa antioxidante

A lo largo de la evolucion, el organismo ha adquirido
mecanismos de defensa contra los radicales libres. Estos
mecanismos intentan prevenir la produccion de radicales
libres, detener o retardar la reaccion de oxidacion en
cadena que desencadena el radical, reparar los dafios
gue causan a las macromoléculas o degradar las

lesionadas.
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El sistema de defensa antioxidante estd constituido por
un grupo de sustancias que, al estar presente en
concentraciones bajas con respecto al sustrato oxidable,
retrasan o previenen significativamente la oxidacién de
este. Como sustrato oxidable se pueden considerar casi
todas las moléculas organicas o inorganicas que se
encuentran en las células vivas, como proteinas, lipidos,
hidratos de carbono y las moléculas de ADN (9),

Los antioxidantes impiden que otras moléculas se unan
al oxigeno, al reaccionar-interactuar mas rapido con los
radicales libres del oxigeno y las especies reactivas del
oxigeno que con el resto de las moléculas presentes, en
un determinado microambiente -membrana plasmaética,

citosol, nucleo o liquido extracelular.

La accion del antioxidante es de sacrificio de su propia
integridad molecular para evitar alteraciones de
moléculas-lipidos, proteinas, ADN, etc. Funcionalmente
vitales 0 mas importantes 9. Su accién la realizan tanto
en medios hidrofilicos como hidrofébicos (“1). ActGan
como eliminadoras, con el objetivo de mantener el
equilibrio prooxidante/antioxidante a favor de estos
altimos. Los antioxidantes exdgenos actian como

moléculas suicidas, ya que se oxidan al neutralizar al
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2.2.6.

radical libre, por lo que la reposicion de ellos debe ser
continua, mediante la ingestion de los nutrientes que los
contienen.

Los antioxidantes se clasifican en enddgenos (se
encuentran en el organismo y son sintetizados por sus

células) y exdégenos (ingresan a traves de la dieta).

Sistema de defensa antioxidante endégeno

* Enzimas antioxidantes

Los mecanismos de la defensa endbégena del cuerpo
para ayudar a proteger contra dafio de célula radical-
inducido libre.

Los sistemas de defensa antioxidante estan formados
por el superoxido dismutasa dependientes de cobre y
zinc (Cu,Zn-SOD) vy las peroxidasas (glutation
peroxidasa y catalasa). El superéxido dismutasa y el
glutation peroxidasa estan localizadas tanto en el citosol
como en la matriz mitocondrial. La catalasa se localiza
predominantemente en los peroxisomas, donde el
peréoxido de hidrogeno se genera a una velocidad

relativamente alta.

Superoxido dismutasa (SOD):

Es una enzima que se encuentra en el citoplasma (Cu-
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Zn- SOD), mitocondria (Mn-SOD) y en el fluido
extracelular (Cu-Zn SOD). Se localiza dentro de la
célula, especificamente, en el citosol y el espacio
intermembranoso mitocondrial.
La SOD cataliza la conversion del anion superoxido a
peréxido de hidrégeno:
202 =+ 2H*— H202+ O2
Catalasa (CAT)
Esta enzima tetramérica se encuentra en las
mitocondrias y los peroxisomas, tiene dos funciones
fundamentales: catalitica y peroxidativa. Su principal
funcion es catalizar la reduccion del peroxido de
hidrégeno a agua y oxigeno:
2 H202 — 2H20 + O2
Cabe mencionar que esta enzima también tiene
actividad de peroxidasa, en bajas concentraciones de
peréxido de hidrégeno:
H202+ RH2— 2H20 + R
Glutation peroxidasa (GPx)
Es una selenoenzima presente en varias isoformas,
entre las que se encuentran la GPx citosélica, la GPx
plasmatica y la GPx de fosfolipido. Esta enzima cataliza
la reduccién de perdoxidos empleando dos moléculas de

glutation reducido (GSH). Los productos de la reaccion
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son el glutation oxidado (GSSG) y el agua.
H202 +2 GSH — GSSG + H20

ROOH + 2 GSH — GSSG + ROH + H20

Glutation reductasa (GRS)

Es una enzima que se encuentra en citoplasma y tiene
a la coenzima FAD en su sitio activo. Esta enzima es
dependiente del nicotinamin adenin dinucleétido fosfato
reducido (NADPH) que cataliza la reduccion del glutation
oxidado (GSSG) a glutation reducido (GSH) el cual sera
utilizado por el glutation peroxidasa para la reduccion del
peréxido de hidrégeno y de lipoperdxidos.

GSSG + NADPH + H* — NADP* + 2GSH
Aparentemente el NADPH reduce el FAD, el cual
transfiere dos electrones a la union disulfuro (—S—S—)
entre dos residuos de cisteina del sitio activo. Los dos
grupos —SH formados interactian entonces con el

GSSG reduciéndolo a dos moléculas de GSH.

Glutation

El tripéptido glutation (GSH), y-glutamil-cisteinil-glicina,
constituye el tiol de bajo peso molecular mas abundante
de las células de los mamiferos, pudiendo alcanzar

concentraciones de hasta 10 mM.
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El glutation puede reaccionar con los radicales libres de
oxigeno de diferentes maneras. Primero, mediante la
accion del glutatién peroxidasa puede reducir especies
como el H202 u otros peréxidos organicos oxidandose a

GSSG. Y Segundo, puede reaccionar directamente con
radicales libres como el 027, OH', y RO, donando un

atomo de hidrogeno y formando un radical tilo, que
posteriormente se puede transformar en GSSG.
Tercero, puede reaccionar con electrofilos para formar
aductos covalentes mediante reacciones catalizadas por

el glutation transferasas.

La pérdida del GSH y de otros tioles celulares favorece
la peroxidacion lipidica y la lesion celular; es conveniente
mantener elevado cociente GSH/GSSG para prevenir

los efectos nocivos del agotamiento de glutation.

2.2.7. Sistema de defensa antioxidante exdgeno
Vitamina C
La vitamina C o &cido ascorbico es una molécula que se
ha encontrado intra y extracelularmente en la mayor
parte de los sistemas bioldgicos. El papel antioxidante
del anién ascorbato radica en su capacidad para

reaccionar directamente con el radical superoéxido, el
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radical hidroxilo y diversos hidroperoxidos lipidicos.
Cuando el ascorbato reduce estos radicales libres, se
convierte en deshidroascorbato a través de la formacion
de un intermediario radical libre, el
semideshidroascorbato. El deshidroascorbato es una
molécula inestable y se puede romper en una ruta
compleja que lleva a la produccién de los acidos oxalicos
y L-trednico. No obstante, el acido ascoérbico se puede
regenerar y lo hace a partir del deshidroascorbato por la
deshidroascorbato reductasa que utiliza glutation
reducido, oxidandolo a GSSG, o bien, a partir del
semideshidroascorbato por la NADH-
semideshidroascorbato reductasa que oxida el NADH a
NAD*. Se cree que el semideshidroascorbato. El
ascorbato, en determinadas condiciones, también puede
funcionar como prooxidante. A altas concentraciones (=
1 mM) y en presencia de metales de transicion, este
antioxidante puede inducir la generacién de radicales
libres de oxigeno por su capacidad para reducir los iones
metalicos que estan implicados en las reacciones de

formacioén de radical hidroxilo 42,
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Vitamina E

El término genérico de vitamina E se refiere a un
conjunto de compuestos estrechamente relacionados
entre si, denominados tocoferoles. De entre todos éstos,
el que posee una mayor actividad antioxidante es el a-
tocoferol. La vitamina E se ha encontrado en las
membranas de la mayoria de las células y en mamiferos
es especialmente abundante en higado, corazén,
glandulas adrenales y testiculos. También hay en

algunos fluidos corporales como el plasma sanguineo

(43),

Carotenoides

La mayor parte de estos polienos conjugados poseen
actividad antioxidante. EIl [(-caroteno, que es un
precursor de la vitamina A, este carotenoide, ademas de
secuestrar oxigenos singlete, es capaz de reaccionar
con los radicales peroxilo que se generan durante la
peroxidacion lipidica para formar radicales centrados en
el carbono de resonancia estable que, a su vez, pueden
reaccionar con otros radicales peroxilo para formar un
compuesto no radical libre. El B-caroteno, al igual que la
vitamina C, parece funcionar también como prooxidante.
A presiones parciales de oxigeno inferiores a 150 Torrs

es un excelente secuestrador de radicales libres (44,
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2.2.8. Determinacion de capacidad antioxidante in vitro
La determinacién de la capacidad antioxidante de las
plantas medicinales es fundamental e importante pues
nos permite predecir la posible actividad antioxidante in
vitro de diversos extractos o muestras.
El aumentado interés por los posibles efectos
beneficiosos de los antioxidantes ha hecho que se
realicen métodos sofisticados para determinar la
capacidad antioxidante de extractos de los vegetales. Se
han planteado una serie de condiciones que deberia
reunir un procedimiento estandarizado de medida de
capacidad antioxidante in vitro 4%, Los antioxidantes
ejercen su accibn mediante diversos mecanismos
(pueden suprimir la generacion de los primeros radicales
gue inician el dafio oxidativo, capturar radicales libres,
guelar metales, formar complejos, reducir algunos
compuestos, inducir la actividad de sistemas biolégicos
antioxidantes, entre otros); asi mismo en un mismo
vegetal podrian hallarse mezclas de diferentes
antioxidantes con distintos mecanismos de accion
habiendo una probabilidad de reacciones sinérgicas por
lo que es necesario considerar los mecanismos de accion
de todos los antioxidantes presentes en la muestra

vegetal al momento de realizar los respectivos analisis.
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Los métodos de determinacion de la actividad
antioxidante se basan en distintos sistemas generadores
de radicales libres. Dichos radicales reaccionarian con la
muestra y en virtud de la capacidad antioxidante de esta
se inhibiria la generacién de los primeros.

Las caracteristicas ideales que debe reunir un método de
determinacion de capacidad antioxidante son: sencillez,
mecanismo quimico definido y punto final fijo,
reproducibilidad, adaptabilidad a sustancias antioxidantes
hidrofilicas y lipofilicas y elevado rendimiento de analisis.
Existen varias aproximaciones para la clasificacion de
metodos para actividad antioxidante. Una de ellas se basa

en clasificar los métodos como directos e indirectos 46):

e Métodos directos: estdn basados en el estudio del
efecto de un antioxidante sobre la degradacion
oxidativa de un sistema.

e Métodos Indirectos: se estudia la habilidad del
antioxidante para estabilizar algin radical libre, de
hecho, se ha popularizado el uso de algunos radicales
libres metaestables, coloreados, con fuerte absorcion
en el espectro visible, como herramienta para

determinar actividad estabilizadora de radicales libres

(7).
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Método del Poder Antioxidante de Reduccion Férrica
(FRAP).

El método FRAP es conocido principalmente por sus
siglas en inglés, desarrollado como metodologia por
Benzie y Strain. Como se muestra en la Figura 1, se
determina la cantidad del cation férrico que se reduce a
ferroso en presencia de un agente acomplejante, el
denominado TPTZ (2, 4,6- tri (piridil)-1, 3,5-triazina). El
complejo de TPTZ y el hierro Ill actdan con las sustancias
antioxidantes obteniéndose como producto un ion
complejo de hierro Il, TPTZ y sustancias oxidadas. Este
ion complejo [Fe (TPTZ)2]?* resultante es de color azul
intenso y tiene una absorcion méaxima a 595 nm. Este
ensayo es llevado a cabo a pH acido (pH 3,6). Esta
reaccion produce un cambio de color que es monitorizado

midiendo la absorbancia a 593 nm durante 30 minutos “8).

0 Qwv

Feg\) + antioxidant NN
/

/ [ N ] | N ‘ 7
X X N S

Fe(lll){TPTZ),1** [Fe(ll)(TPTZ)5]2*, Amax = 593 nm

FIGURA 1. Mecanismo de reaccion en el método FRAP.

(Beanzie & Strain, 1995)
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Método de inhibicion frente al radical libre 2,2-Difenil-
1- picrilhidrazilo (DPPHe).

El método del DPPH se basa en la reduccion del radical
DPPH- (Figura 2) por captacion de un atomo de hidrogeno
al afadir el antioxidante de la muestra. El radical es
estable y tiene una coloracion purpura que se desvanece
progresivamente cuando se afade la muestra
conteniendo sustancias antioxidantes. La decoloracion
del radical se determina a una A de 517 nm después de
un tiempo de 30 minutos de reaccion. Las ventajas de

usar este método DPPH se tiene que es rapido, sencillo

(49),

NO,

O,N NO,

=

FIGURA 2. Estructura quimica del radical libre metaestable

DPPH (Brands & Williams, 1995)
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Trolox

Es el compuesto &cido 6-hidroxi-2, 5, 7, 8-
tetrametilcromo-2- carboxilico (Trolox) es un analogo del
a-tocoferol o vitamina E soluble en agua y permeable
a las células. El Trolox es utilizado universalmente como
un estandar en (las curvas de comparacion de diversos
ensayos de actividad antioxidante. Es conocido por su
alta capacidad antioxidante por ende es expresada en
Equivalentes Trolox (ET) por unidad de peso o de
volumen de la muestra analizada.

Asi mismo estd demostrado que Trolox puede
experimentar rapidas reacciones de transferencia de un
electrén, asi como procesos de transferencia de

hidrégeno. (50 51.52),

2.2.9. Aspectos generales de la familia Musaceae.

La familia Musaceae esta constituida por tres géneros y
cerca de 42 especies: Musa (35 especies), Ensete (7
especies), Musella (1 sola especie Musella lasiocarpa).
Algunos géneros son cultivados para el consumo
humano como producto alimenticio y algunas veces
como ornamentales 3).

Es una Planta de porte erguido, pero de consistencia

herbaceas de gran tamafo, perennes (Figura 3); los
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Tallos son subterraneos, rizomatosos; las Hojas son
basales, espiraladas, grandes, simples, de margen
entero, de base envainadora (con las grandes vainas
solapandose, formando un pseudotallo) y en Musa (pero
no en Ensete) con peciolo. Las Flores son ebracteadas,
unisexuales, el perianto consta de 2 verticilos y es
homoclamideo (los tépalos son iguales), 3 piezas en
cada verticilo, los tépalos fusionado; el Androceo esta
constituido generalmente por 6 o 5 estambres. Los
ovulos son anatropos, bitégmicos, numerosos por
carpelo. El Fruto es una baya.

En Musa se forma mediante el proceso conocido como
partenocarpia (formacién del fruto sin necesidad de

fecundacion). Las semillas tienen endospermas (4.

FIGURA 3. Morfologia de la familia Musaceae. (Gabriela

Blasco Lépez, et al., 2014)
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2.2.9.1.

2.29.2.

Estudio fitoquimico

Con el propésito de aportar conocimientos cientificos
de los componentes presentes en los vegetales se
realiza el estudio fitoquimico que tiene como objeto el
aislamiento, analisis, purificacion, elucidacién de la
estructura y caracterizacion de la actividad bioldgica

de diversas sustancias producidas por estas.

El estudio fitoquimico permite aislar e identificar los
principios activos de numerosas plantas con
importante actividad biolégica, como es el caso de las

plantas medicinales con fines terapéuticos.

Por la importancia que representan estos metabolitos
presentes en el material vegetal, las investigaciones
no solo se han dirigido a la elucidacion de estructuras
guimicas y evaluacion de su actividad biolégica
mediante bioensayos, sino hacia la obtencion por

cultivo in vitro.

Metabolitos de la familia Musaceae.
Se han reportado en la familia Musaceae la presencia
de metabolitos secundarios de los flavonoides,

alcaloides, saponinas, terpenoides, antraquinona y
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2.3.

carotenoides (%), El platano esta catalogado como
una de las frutas mas conocidas en el mercado a nivel
mundial. Pertenece al género Musa de la familia
Musaceae. Reporta ademas vitaminas (A, B, C y E),
B-caroteno y compuestos fendlicos tales como
catequina, epicatequina, lignina y taninos vy
antocianinas (¢ minerales como potasio y fésforo; asi
mismo contiene azufre, calcio, hierro, magnesio,

silice, sodio, magnesio 7,

Marco conceptual
Antioxidante
Son sustancias que cuando estan presentes retardan o inhiben

la oxidacién de sustratos susceptibles al ataque de las ERO.

Capacidad antioxidante equivalente al Trolox

Permite medir la capacidad antioxidante de una sustancia dada,
en comparacion con el estdndar de Trolox. Es una medida de la
fuerza antioxidante basada en Trolox, medida en unidades

llamadas Trolox equivalentes.

Compuestos fendlicos

Son sustancias que poseen varias funciones fenol, unido a

estructuras aromaticas o alifaticas. Los compuestos fendlicos
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tienen su origen en el mundo vegetal. Son unos de los

principales metabolitos secundarios de las plantas.

Estrés oxidativo

Se define como el desequilibrio entre prooxidantes y
antioxidantes, con un desplazamiento a favor de los primeros,
de modo tal que esta alteraciébn da lugar a cambios en las
biomoléculas y, a modificaciones funcionales en los lugares

donde las mismas se encuentren en un momento dado.

Platano

Es una planta herbacea, que pertenece a la familia muséacea, y
que ostenta normalmente entre 3 0 4 metros de alto. Su tallo esta
rodeado por las vainas de las hojas y el fruto es una baya que
tiene la particularidad de crecer en racimos. Popularmente se lo

conoce como banano o banana.

Radical libre

Llamados especies reactivas de oxigeno (ERO) son atomos o
moléculas que contienen uno 0 mas electrones no pareados en
el orbital mas externo, lo que produce una gran reactividad en su

estructura.
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CAPITULO Il

3. METODOLOGIA

3.1.

3.2.

3.3.

Tipologia de la investigacion

Es una investigacion de disefio Aplicada, experimental.

Disefio de investigacion.
Es una investigacion de disefio experimental.
Materiales y equipos de laboratorio
3.3.1. Materiales

- Aro de soporte

-~ Baguetas

- Celdas de cuarzo

- Cubre Boca/Mascarillas

- Desecador

- Embudos

- Espatulas de metal

- Etiquetas

- Fiolas

- Gradillas

- Guantes

- Luna de reloj

- Lapiz marcador

- Matraces Aforados

- Micropipetas
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3.3.2.

Molino manual
Papel de aluminio
Papel de filtro
Papel Tissue
Papel toalla
Pinzas metalicas
Pipetas
Propipeta

Porta embudo
Probetas
Soporte universal
Tijeras

Toca

Tubos de ensayo
Varillas

Vasos de precipitacion de 10mL, 250 mL y 500 mL

Equipos de laboratorio

Estufa
Balanza Analitica BOECO Germany
Espectrofotometro UNICO 2100 ®

Plancha calefactora VELP ® SCIENTIFICA
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3.3.3. Material biolégico
- Musa cavendishii Lamb. : hojas.
3.3.4. Reactivos
- 2,2- difenil-picrilhidrazilo (DPPH), SIGMA- ALDRICH.
- Acido acético (Merck®)
- Acido clorhidrico (Merck®)
- Acido galico (Merck®)
- Acido picrico (Merck®)
- Acido sulfarico, UNI-CHEM
- Agua destilada
- Anhidrido acético
- Carbonato de sodio anhidro Merck
- Cloruro férrico (Merck®)
- Cloroformo
- Etanol (Fisher®)
- Hidroxido de potasio, Panreac
- Hidréxido de sodio (Merck®)
- Reactivo de Folin Ciocalteu Sigma- Aldrich (FCR)
- Reactivos para identificar alcaloides: Dragendorff,

Mayer, Hager.
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3.4.

Técnicas de procedimientos de la informacion

3.4.1.

3.4.2.

Recoleccidn, seleccidn, secado y conservacion de la
muestra

La muestra del material vegetal, las hojas Musa
cavendishii  Lamb. “platano  bizcochito”,  fueron
recolectadas en el distrito Tate, departamento de Ica, a
395 m.s.n.m. en el mes de enero del 2018.

Las hojas seleccionadas fueron lavadas con agua
destilada y se colocaron sobre papel kraft para ser
posteriormente secadas bajo sombra y estabilizada a
temperatura no mayor de 40 °C. Las hojas secas se
llevaron a un molino manual para reducirlas a pequefo
tamafio. El material seco y molido se usé para obtener el
extracto etandlico. Para su conservacion se guardd en un
frasco de vidrio de color ambar, etiquetado y se indicé la

fecha de almacenamiento.

Clasificacion taxondmica de la especie vegetal.

La muestra vegetal fue determinada botanicamente
mediante una clasificacion taxondémica en el Museo de
Historia Natural de la Universidad Nacional Mayor de San

Marcos, Lima- Perd.
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3.4.3.

3.4.4.

Obtencidn del extracto etanélico de las hojas de Musa
cavendishii Lamb. “platano bizcochito”.

El extracto etandlico se obtuvo a partir de las hojas de
Musa cavendishii Lamb. ‘platano bizcochito” por el
método de maceracion, que consisti6 en extraer los
metabolitos de la especie en estudio hasta agotamiento,
empleando como solvente etanol 96 %.

Obtenido el extracto seco, se llevd a pesar la muestra

seca y almacenarlo en lugar seco.

Determinacion de los metabolitos secundarios en el

extracto obtenido.

3.4.4.1. Determinacién cualitativa. Screening
fitoquimico segln Lock de Ugaz ©9).
Se procedi6 a hacer las reacciones de
identificacion y coloracién para cada tipo de
metabolito secundario presente, con los
reactivos especificos; en los resultados se
indic6 la presencia o0 ausencia de los
metabolitos: 5 mg de extracto etandlico
problema con 5 gotas de reactivos

respectivamente en la muestra a utilizar.

52



Determinacion de Saponinas:

Prueba de la espuma:

Se le agrego solucidon acuosa a la muestra
vegetal, luego se le sometid a una agitacion
vigorosa durante 30 segundos.
Interpretacion: La presencia de saponinas se

manifiesta por la formacion de una espuma.

Determinacion de Flavonoides:

Reaccion de Shinoda:

En un tubo de ensayo se colocé 5 mg de la
muestra vegetal y se le afiadié 3 virutas de
magnesio metalico y unas 3 gotas del &cido
clorhidrico concentrado.

Interpretacion: Si se observa un intenso
burbujeo y coloracién rojo a naranja de color

intenso indica la presencia de flavonoides.

Determinacion de Compuestos Fendlicos:
Reaccién con Cloruro Feérrico (FeCls)

A 5 mg de muestra vegetal se disolvio en 1 mL
de etanol y se agreg6 una gota de solucion al
1% de cloruro férrico en agua. Interpretacion:

La formaciéon de una coloracién azul, verde o
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violeta indica la presencia de un compuesto

fendlico.

Determinacion de Taninos:

Reaccion de la Gelatina

A 5 mg de la muestra vegetal se le agrego 5
gotas del reactivo de la gelatina al 0,1 %;
Interpretacion: Se observa una sustancia en
el fondo un precipitado color blanco, confirma

la presencia de taninos.

Determinacion de Alcaloides:

Reaccion de Dragendorff

A 5 mg de la muestra vegetal se le adicion¢ 1
mL de solucidn reactivo acido clorhidrico 1% y
5 gotas del reactivo.

Interpretacion: La aparicion de un precipitado
de color anaranjado, confirma la presencia de

alcaloides.

Reaccion de Mayer
A 5 mg de la muestra vegetal se disolvié en
solucion de acido clorhidrico y se adiciono un

exceso del reactivo.
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Interpretacion: La aparicion de un precipitado
color crema, confirma la presencia de
alcaloides.

Reaccion de Hager

A 5 mg de la muestra vegetal se le adicion6 5
gotas del reactivo (solucion saturada de acido
picrico en agua)

Interpretacion: La formacion de un precipitado
amarillo, lo que confirma la presencia de

alcaloides.

Determinacion de Quinonas:

Reaccion de Borntrager

Se hirvio 5 mg de la muestra vegetal con
hidroxido de sodio al 5% en agua. Se dej6
enfriar la solucién, se acidulé y se extrajo con
cloroformo.

Interpretacion: La coloracion roja en fase

acuosa indica un resultado positivo.

Determinacion de triterpenos y/o
esteroides:
Reaccion de Liebermann-Burchard

El medio de reaccién debe ser completamente
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anhidro. Por lo cual se disolvi6 1 mg de
muestra vegetal en cloroformo y luego se le
afadié unas gotas del reactivo, se observd
cambios de coloracion; el reactivo se preparé
agregando una gota de acido sulftrico a una
mezcla de 1 mL de anhidrido acéticoy 1 mL de
cloroformo.

Interpretacion: La formacion de colores azul

verdoso, confirma que la prueba es positiva.

Determinacion de Leucoantocianidina y/o
catequinas:

Reaccion de Rosenheim

Se Adicioné a la muestra vegetal disuelta en
agua la mitad de volumen de &cido clorhidrico
concentrado. Se calento la muestra durante 15
minutos a 100 °C, y se dejo enfriar, luego se le
agrego 1 mL de agua destilada, asi mismo se
le adiciono 2 mL de 1- propanol y se agito.
Interpretacion: considera positiva con la
aparicion de colores rosado o rojo.

Marrén: catequinas.

Rojo: Leucoantocianidinas.
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3.4.4.2. Determinacién cuantitativa de la composicion

fenodlica del extracto obtenido.

3.4.4.2.1.

Determinacion del contenido de
compuestos fendlicos

El contenido de compuestos fendlicos
presentes en el extracto etandlico de las
hojas de Musa cavendishii Lamb. se
determind empleando la reaccion de
Folin-Ciocalteu, descrito por (Garcia et
al., 2012) utilizando é&cido galico como
compuesto fendlico de referencia 9. El
reactivo de Folin-Ciocalteu es una mezcla
de &cido fosfotungstico HzPW10010 ¥y
acido fosfomolibdico HsPM12014. Se
produce una reaccion oxido- reduccién
entre los reactivos de Folin-Ciocalteu (se
reduce) y los polifenoles (se oxidan),
dando origen a los 6xidos de coloraciéon
azul (6xidos de wolframio y molibdeno),
los cuales exhiben una amplia absorcion
de luz, con un maximo de 760 nm. Se
utilizé también carbonado de sodio
(Na2CO3) al 20% y una solucion stock de

acido galico 400 pg/mL.
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Procedimiento:

Se prepard una curva de calibracién de
acido galico cuyo rango de concentracion
fue de 25; 50, 75; 100 y 125 ug/mL. El
extracto de la muestra vegetal es
evaluado a una concentracion de 0,1
mg/mL. A 300 uL de la muestra se le
afiadio 450 uL de la solucion de Folin-
Ciocalteu, se sonico por 5 min, luego se
le afladié 450 uL de carbonato de sodio al
20% y 1800 uL de agua bidestilada. Se
agito vigorosamente, se cubrié de la luz 'y
se le llevo a reposo por 30 minutos a
temperatura ambiente. Las absorbancias
respectivas fueron medidas a 760 nm en
un espectrofotémetro.

Las muestras fueron analizadas por
triplicado y el contenido total de
compuestos fendlicos fueron expresados
en mg de acido galico/g de extracto

etandlico.
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3.4.5. Determinacion de la capacidad antioxidante in vitro

3.4.5.1. Ensayo del DPPH* segun (Brand-Williams et
al, 1995) con modificaciones ©9),
El método empleado fue el ensayo de DPPH*
(2,2-Difenil-1-picrilhidrazilo), El fundamento del
método consiste en que este radical tiene un
electron desapareado y es de color azul-violeta,
decolordndose hacia amarillo palido por la
reaccion de la presencia de una sustancia
antioxidante, siendo medida
espectrofotométricamente a 517 nm.
La actividad antioxidante mediante el método de
DPPH* se expresa como ICso, este valor
corresponde a la concentracion del extracto que
reduce un 50% de la absorbancia de una

solucién etanodlica de DPPHe.

Se us6 como estandar el reactivo TROLOX
(acido 6-hidroxi - 2, 5, 7, 8-tetrametilcromo-2-
carboxilico) a como un antioxidante comparador
para obtener la capacidad antioxidante

equivalente de Trolox.
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Procedimiento:

a)

Preparacion del radical DPPH®:

Se preparo la solucién stock de DPPH*® a 0,1
mM, pesando 2,2 mg de DPPH®*, en una luna
de reloj previamente tarado y se disolvio en
un vaso precipitado de 10mL hasta
homogenizarlo y enrasarlo en un matraz
aforado de 100mL, luego se utilizo6 como
solvente etanol hasta obtener una

absorbancia entre 0,6 — 0,7 a 517 nm.

b) Preparacion del Trolox:

Se prepard una solucién stock de Trolox de
1mM, para ello se peso 2,4 mg de acido 6-
hidroxi - 2, 5, 7, 8-tetrametilcromo-2-
carboxilico (Trolox), se disolvié en 1000uL de
etanol y se le agregé 9000uL de agua
destilada.

Reaccion del Trolox para establecer la
curva de calibracion:

Para la realizacion de la curva de estandar
de Trolox se prepararon 5 diluciones en
tubos de ensayo por triplicado para ello se

hizo reaccionar 300 uL de Trolox y 2 700uL
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de DPPH+ (Ver tabla 1). Se mantuvo en
oscuridad por 30 minutos a temperatura
ambiente, para después realizar la lectura en

el espectrofotometro UV/VIS a 517 nm.

TUBO | TROLOX (mM) | VOLUMENDE | VOLUMEN DE
TROLOX pL DPPH pL
1 1 300 2700
2 0,5 300 2700
3 0,25 300 2700
4 0.125 300 2700
5 0,0625 300 2700

TABLA 1. Concentraciones finales del estandar de Trolox en la reaccion

d) Reaccién de las muestras:
Para la muestra (matriz) se pesé 6.25 mg de
extracto etandlico de las hojas de Musa
cavendishii Lamb. y se diluy6 en 1 mL de
etanol 96% (Figura 4). De las soluciones
preparadas de las muestras se tomo de cada
una 300 pL y se hicieron reaccionar con 2700
uL de DPPH. Se mantuvo en obscuridad

durante 30 minutos a temperatura ambiente,
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3.45.2.

para después realizar la lectura en el
espectrofotometro UV/VIS a 517 nm.

La actividad antioxidante fue expresada
como actividad antioxidante equivalente de

mM de Trolox.

" Ssolucién [ solucién | solucion N solucion
A B c )
4.69mg/mL 3.13 mg/mL 1.56mg/mL 0.63mg/mL

FIGURA 4. Bateria de la muestra del extracto de Musa

cavendishii Lamb. “platano bizcochito”.

Ensayo del Poder Antioxidante de Reduccion
Férrica (FRAP) 69,

La determinacion del poder reductor/antioxidante
férrico (FRAP) del extracto etandlico de Musa
cavendishii Lamb. “platano bizcochito” fue basado por

la molécula 2, 4,6- tri (piridil)-1, 3,5-triazina (TPTZ)
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que actlia como un ligando estabilizador del Fe*2. El
ion férrico (Fe*®) en presencia de TPTZ facilmente
oxida a los antioxidantes y generandose el complejo
reducido TPTZ — Fe *2. La absorcién se incrementa

en presencia de antioxidantes.

Para este ensayo se utilizo:

Reactivo (A): Buffer Acetato de sodio 300 mM pH 3,6.
Reactivo (B): TPTZ (2, 4,6- tri (piridil)-1, 3,5-triazina)
10 mM preparado en solucién de HCI 40 mM.
Reactivo (C): Solucién de FeCls 20 mM.

Solucién de trabajo FRAP: Se prepar6 en la
proporcién 10:1:1

(Reactivo A. Reactivo B: Reactivo C).

Solucién Stock de FeSOa4: 20mM.

Solucién Stock de TROLOX: 1 mM.

La actividad antioxidante fue expresada como

actividad antioxidante equivalente de mM de Trolox.
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3.4.6. Relacion de la composicion fendlica con la actividad
antioxidante en los extractos.
Los resultados obtenidos del contenido de compuestos
fendlicos fueron expresados como mg de &cido gélico
equivalente/g de extracto, y fueron correlacionados con
los métodos DPPH* y FRAP expresados en equivalentes
de mM de Trolox.
La relacion fue evaluada utilizando la prueba de
correlacion de Pearson (r), los datos del contenido de
compuestos fendlicos y las concentraciones maximas de
los métodos DPPH* y FRAP se ingresaron en el software
estadistico IBM-SPSS Version 23 y se reporté como
coeficiente de correlacién (r) con un nivel de significancia

de 0,01 (p<0,01).
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3.5.

Aspectos éticos

» Constancia de aprobacion del proyecto de tesis titulada:

Composicion fendlica y capacidad antioxidante del extracto
etanodlico de las hojas de Musa cavendishii Lamb. ‘platano

bizcochito”.

Constancia de los asesores de haber realizado el trabajo de
investigacion titulado: Composicién fendlica y capacidad
antioxidante del extracto etandlico de las hojas de Musa

cavendishii Lamb. “platano bizcochito”

Se tendrd en cuenta el manual de bioseguridad en el
laboratorio decretada por la organizacion mundial de salud

(OMS) ©),

Considerando que el proyecto de tesis se realizara in vitro, no

se amerita otras consideraciones.
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4.

CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. RESULTADOS
4.1.1. Ubicacion taxonémica del platano.
La posicion botanica, segun la Direccion del Museo de
Historia Natural de la U.N.M.S.M. Es la siguiente:
DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: LILIOPSIDA
SUBCLASE: ZINGIBERIDAE
ORDEN: ZINGIBERALES
FAMILIA: MUSACEAE
GENERO: Musa
ESPECIE: Musa cavendishii Lamb.

Nombre vulgar: “platano bizcochito”

4.1.2. Porcentaje de rendimiento del extracto etandlico seco
de la obtencién del extracto etandlico.
El porcentaje de rendimiento del extracto etandlico seco
(%EES) fue de 2 %. Este resultado fue obtenido con la

siguiente expresion:

%EES = Peso final del extracto seco X 100
Peso inicial de la muestra seca
%EES = 5049 X100
100 g
%EES =2
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4.1.3. Determinacion de los metabolitos secundarios en el
extracto obtenido.
4.1.3.1. Determinacion cualitativa. Screening
fitoquimico segln Lock de Ugaz ©8).
Los resultados del andlisis fitoquimico cualitativo

se observan en la tabla 2.

TABLA 2. Prueba preliminar cualitativa de los metabolitos secundarios del extracto

etandlico de las hojas de Musa cavendishii Lamb. “platano bizcochito”

METABOLITO
PRUEBA DE CARACTERIZACION RESULTADO
SECUNDARIO
Prueba de la ESPUMA (+) Saponinas
Reaccién de SHINODA +) Flavonoides
Reaccion con CLORURO FERRICO (FeCls) (+) Compuestos Fendlicos
Reaccion de GELATINA (+) Taninos
Reaccion de DRAGENDORFF (+) Alcaloides
Reaccion MAYER +) Alcaloides
Reaccién de HAGER (+) Alcaloides
Reaccion de BORNTRAGER (+) Quinonas
Reaccion de LIEBERMANN-BURCHARD (+) Triterpenos y/o esteroides
Leucoantocianidina y/o
Reaccion de ROSENHEIM )
catequinas

(-) = Ausencia; (+) = Presencia
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4.1.3.2. Determinacion cuantitativa de la composicion

fendlica en los extractos obtenidos.

4.1.3.2.1. Determinacion del contenido de
compuestos fendlicos.
El contenido total de compuestos
fendlicos presentes en el extracto
etandlico de las hojas de Musa
cavendishii Lamb. “platano bizcochito”.
Se expresaron en mg equivalentes al

acido galico (mgEAG/Q).

14 y =0.0104x + 0.0194
12 R?=0.9964

Absorbancia 760 nm

0 20 40 60 80 100 120 140
Concentracion de &cido galico de pg /mL

FIGURA 5. Determinacion de Contenido de compuestos fendlicos.
Recta Patrén. En el eje de abscisas se expresan los
miligramos de acido galico ug/mL y en eje de ordenas,

la absorbancia a 760 nanémetros (nm).
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La concentracion de &cido galico en la muestra se determiné usando
una ecuacion que se obtuvo a partir de la curva de é&cido galico

estandar. La ecuacion se da a continuacion:

y = 0.0104x + 0.0194

R?=0.9964

TABLA 3. Cuantificacion del contenido de compuestos fendlicos del extracto

etandlico de las hojas de Musa cavendishii Lamb. “PLATANO

BIZCOCHITO”.
Masa del extracto Absorbancia mg EAG
Muestra seco promedio / g extracto D.E.
(g /mL)
Extracto etandlico
de las hojas de Musa 30
cavendishii Lamb. 0,001 g/10 mL 0,327 mg EAG/g | +0,48
“PLATANO extracto
BIZCOCHITO”

D.E.: Desviacion estandar

4.1.4. Determinacion de la capacidad antioxidante in vitro
4.1.4.1. Ensayo del DPPH*segun (Brand-Williams et al,
1995) con modificaciones del extracto
etandlico de las hojas de Musa cavendishii

Lamb. “platano bizcochito”.
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TABLA 4. Concentracion del Trolox en mM - Absorbancia para realizacion de

la curva de calibracion, mediante el ensayo DPPH*

CONCENTRACION DEL TROLOX | ABSORBANCIA | |c50+D.E
mM 517 nm mM.
1 0,253
0,5 0,479
0,25 0,596
9.68 + 0,17
0,125 0,650
0,0625 0,680
0 0,711
0.8
y =-0.0365x + 0.709
0.7 R2=0.9999
£ 06
c
r
= 05
o
O 0.4
[ o
<
So3
o
(2]
<02
0.1
0
0 2 4 6 8 10 12 14
Concentracion de Trolox en mM

FIGURA 6. Grafica de la curva de captacion de DPPH* del estandar de

Trolox (mM) para la determinacién antioxidante, mediante el

ensayo del DPPH-".
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TABLA 5. Capacidad Antioxidante Equivalente de Trolox (TEAC) por el
ensayo DPPH* del extracto etandlico de las hojas de Musa

cavendishii Lamb. “platano bizcochito”.

Concentracion Absorbancia TEAC mM /mg de
(mg / mL) 517 nm mM extracto
4,69 0,662 1,288
3,13 0,673 0,986
3,41+ 0,53
1,56 0,689 0,548
0,63 0,700 0,250
1.4 y = 0.2561x + 0.1272

R2 = 0.9892

1.2

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

Capacidad Antoxidante Equivalente
de Trolox en mM

0.0
0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4 4.5 5

Concentracion del Extracto mg/mL

FIGURA 7. Grafica de la determinacion de la capacidad antioxidante
equivalente a Trolox (TEAC) de la muestra vegetal Musa
cavendishii Lamb. ‘platano bizcochito” para la determinacion

antioxidante, mediante el ensayo del DPPH".
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4.1.4.2. Ensayo del Poder Antioxidante de Reduccion
Férrica (FRAP) del extracto etandlico de las
hojas de Musa cavendishii Lamb. “platano

bizcochito”.

TABLA 6. Concentracion del Trolox mM - Absorbancia para realizacion de la

curva de calibracion, mediante el ensayo FRAP.

Concentracion Trolox Absorbancia 593 ICs0 + D.E.
mM nm mM
1 0,712
0,5 0,388
0,25 0,208
0.48 + 0,26
0,125 0,107
0,062 0,070
0,031 0,035
0.8
y =0.6957x + 0.0251
0.7 R2=0.9984
e
c 06
o
0 0.5
©
o 04
c
©
Q03
(@)
202
<
0.1
0
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2

Concentracion de Trolox en mM

FIGURA 8. Grafica de la curva de calibracion de Trolox (mM) para la
determinacion antioxidante, mediante el ensayo del FRAP.
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TABLA 7. Capacidad Antioxidante Equivalente de Trolox (TEAC) por el

ensayo FRAP del extracto etandlico de las hojas de Musa

cavendishii Lamb. “platano bizcochito”.

Concentraciones | Absorbancia TEAC mM /mg de
(mg/mL) mM extracto
593 nm
4,69 0,462 0,628
3,13 0,334 0,444
7,99 + 0,20
1,56 0,213 0,270
0,63 0,140 0,165
0.7
(5]
© y =0.1137x + 0.0921
f'g 0.6 R?=0.9998
2
[
2 0.5
>
o
L
Q 0.4
2= € o3
=
< 0.2
ki
=) 0.1
[&]
©
2 0
o

Concentracion de extracto de Musa cavendishii Lamb.

1 2

3

(mg /mL)

4 5

FIGURA 9. Grafica determinacion de la capacidad antioxidante equivalente

a Trolox (TEAC) de la muestra vegetal Musa cavendishii Lamb.

‘platano  bizcochito” para

mediante el ensayo del FRAP.

la determinacion antioxidante,
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4.1.5. Relacion de la composicién fendlica con la actividad

antioxidante en los extractos.

TABLA 8. Correlaciones bivariadas de los ensayos de contenido total de
compuestos fendlicos y actividad antioxidante del extracto etandlico

de las hojas de Musa cavendishii Lamb. “platano bizcochito”.

VARIABLES COEFICIENTE DE
CORRELACION PEARSON

contenido total de compuestos fendlicos - 0.990*
ensayo de DPPH e

contenido total de compuestos fendlicos - 0.997*
ensayo de FRAP

ensayo de DPPHe — ensayo FRAP 0.979*

*La correlacion es significativa en el nivel 0,01
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4.2.

DISCUSION

El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo principal:
Evaluar la composicion fendlica y capacidad antioxidante del
extracto etandlico de las hojas de las Musa cavendishii Lamb.
‘platano bizcochito”. Es indispensable referir que el aporte de la
informacion cientifica que se ha obtenido como resultado
aseverara a la poblacién la actividad farmacologica en el uso de
esta especie vegetal en la medicina tradicional para tratar

diversas patologias.

Los resultados obtenidos en la determinacion de los compuestos
fendlicos por el método de Folin — Ciocalteu mostraron que el
extracto etandlico de las hojas de Musa cavendishii Lamb.
“platano bizcochito”, presenta 30 mg EAG/g del extracto, siendo
un valor relativamente Optimo. Comparando con los valores
reportados por Gomes, et al. de 29,20mg EAG/g 17 y Sulaiman,
et al. De 1,04-15,33mg EAG/g de la cascara de platano de la

especie Musa AA y Musa sp., respectivamente (18)-

La composicion fendlica del extracto etandlico de las hojas de
Musa cavendishii Lamb. , no aparecen reportados en las
literaturas cientificas de la especie en estudio. Sin embargo se ha
determinado para otras especies y muchas de estas pertenecen
al género Musa a la cual pertenece la planta medicinal objetivo de

estudio.
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Por otro lado, ante la incidencia de los resultados es necesario
considerar que las hojas de Musa cavendishii Lamb. ‘platano
bizcochito”, suelen crecer en climas tropicales donde Ila
temperatura oscila entre los 24 °C aproximadamente, ya que esta
cientificamente comprobado que la sintesis de los metabolitos
secundarios guarda una estrecha relacion entre las plantas y el
medio ambiente. Debido a que ciertas sustancias solo se
sintetizan ante un entorno oOptimo o que el contenido de
determinadas sustancias pueden aumentar significativamente por
estas. La humedad, la iluminacion, radiacion solar, temperatura,
suelos; entre otros factores son importantes para el sintesis de

metabolitos sean primarios o secundarios.

La actividad antioxidante fue evaluada mediante dos métodos: el
meétodo del Poder Antioxidante de Reduccion Férrica (FRAP) y el
meétodo de  2,2-Difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH*®). En la
determinacion de la capacidad antioxidante del extracto etandlico
de las hojas de Musa cavendishii Lamb. “platano bizcochito”

fueron expresados en capacidad antioxidante equivalente de

Trolox mM, obteniendo los siguientes resultados:

En el ensayo con DPPHe« se obtuvo una capacidad antioxidante
equivalente de Trolox (TEAC) de 3,41 + 0,53 mM/mg muestra (ver

tabla 5); y para el ensayo FRAP se obtuvo una capacidad
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antioxidante equivalente de Trolox (TEAC) de 7,99 = 0,20 mM/mg
muestra (ver tabla 7). Los resultados demuestran que el extracto
etandlico de las hojas de Musa cavendishii Lamb. “platano
bizcochito” posee una mayor actividad antioxidante por el método
DPPH que en el FRAP. La diferencia de los resultados por el
método DPPH y FRAP puede atribuirse a los diferentes
mecanismos antioxidantes de estos, pues el mecanismo
antioxidante del DPPH* se basa en la transferencia de atomos de
Hidrégeno y transferencia de electrones; mientras el mecanismo
de antioxidante del método FRAP se basa en la transferencia de

electrones.

En el estudio fitoquimico preliminar se ha identificado la presencia
de metabolitos secundarios (ver tabla 1) tales como saponinas,
flavonoides, compuestos fendlicos, taninos, alcaloides, quinonas,
triterpenos y/o esteroides. La determinacion de la presencia de
estos metabolitos secundarios evidenciaria que las propiedades
medicinales de Musa cavendishii Lamb. que se desarrollan en la
ciudad de Ica para tratar enfermedades digestivas (disenteria,
diarrea y estreflimiento), enfermedades respiratorias (bronquitis,
gripe), enfermedades metabdlicas (obesidad y diabetes);
compresas frias para quemaduras y/o heridas, se les atribuyen a

estos metabolitos secundarios de la naturaleza sefialada.
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En relacibn de la composicion fendlica con la actividad
antioxidante por los métodos DPPH* y FRAP del etandlico de las
hojas de las Musa cavendishii Lamb. “platano bizcochito”, se
pueden apreciar que el coeficiente de correlacion que existen
entre los parametros analizados es relativamente alto para p
<0.01 con un coeficiente de Pearson; siendo los valores entre el
contenido total de compuestos fendlicos frente al ensayo de
DPPH* de 0,990; entre el contenido de compuestos fendlicos
frente al ensayo de FRAP de 0,997; entre el ensayo de DPPH*
frente al ensayo FRAP de 0.979 (ver tabla 8), comparando con los
valores reportados por (Sulaiman, et al.,) CCFT-DPPH* 0,159;

CCFT-FRAP 0,4017 y DPPH*-FRAP 0,5944(8)

Asi mismo coincide con los valores reportados por (Veliz, et al.,)
cuyo correlaciones fueron altas 0,996; 0,993; 0,989 entre DPPH?*-
FRAP; CCFT-DPPH*, DPPH*-FRAP (22); respectivamente. Asi
mismo estas comparaciones de los resultados de correlacion
fortalece nuestro sustento que tanto el clima y como el suelo del
territorio peruano favorece la sintesis de metabolitos secundarios,
pues dichos trabajos de investigacion antes sefialados fueron

desarrollados en Malasia y Peru; respectivamente.
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CONCLUSIONES

El extracto etandlico de las hojas de Musa cavendishii Lamb.
“platano bizcochito” tuvo un contenido de compuestos fendlicos

relativamente 6ptimo que fue de 30 mg EAG/g del extracto.

Los métodos antioxidantes in vitro DPPH* y FRAP demostraron
gue el extracto etandlico de las hojas de Musa cavendishii Lamb.
“platano bizcochito” presenta una mayor actividad antioxidante por
el método DPPH®* por lo que se amerita concluir que el extracto
tiene una reaccion de estabilizacion mediante un mecanismo de

transferencia de &tomos de Hidrogeno.

El extracto etandlico de las hojas de Musa cavendishii Lamb.
“platano bizcochito” presentd una correlaciéon elevada las cuales

fueron 0,990; 0,997; 0,979; respectivamente.

El estudio fitoquimico cualitativo indica la presencia de saponinas,

flavonoides, compuestos fendlicos, taninos, alcaloides, quinonas,

triterpenos y/o esteroides.
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RECOMENDACIONES

1. Se recomienda profundizar en el estudio la composicién quimica de la
especie, para determinar cuales son las moléculas responsables de la

actividad antioxidante.

2. Se debe implementar métodos de actividad antioxidante basados en la
transferencia de Hidrogenos (CARO, PATAR), a fin de ratificar las

conclusiones del presente trabajo de investigacion.

3. Se debe continuar con el estudio de esta especie por que representa
un recurso natural que puede ser aprovechado por el pueblo iqueiio,
ya que se encuentra localizado en el Distrito de Tate, Provincia de Ica,

Departamento de Ica.

4. Se recomienda profundizar con los estudios farmacol6gicos que

permitan hacer una evaluacion general del uso de la especie en

diversas patologias que son producidas por el estrés oxidativo.
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ANEXO N° 01. Matriz de consistencia.

ANEXOS

PROBLEMA OBJETIVO OBJETIVO ESPECIFICO HIPOTESIS VARIABLES METODOLOGIA
¢ Presenta el | Evaluar la Determinar el contenido de | El extracto | VARIABLE TIPO DE INVESTIGACION:
extracto composicion compuestos fendlicos de las | etandlico de las | DEPENDIENTE: Experimental.
etandlico de las | fendlica y hojas de Musa cavendishii | hojas de Musa | Composicion POBLACION: Especie: Musa
hojas de Musa | capacidad Lamb. “platano bizcochito’. cavendishii fendlica y | cavendishii Lamb. ‘platano
cavendishii antioxidante Lamb. ‘platano | capacidad bizcochito”.
Lamb? “platano | del extracto Determinar la actividad | bizcochito” antioxidante. MUESTRA: Las hojas de Musa
bizcochito” etandlico de antioxidante in vitro mediante el | presenta cavendishii Lamb. ‘platano
composicion las hojas de método del Poder Antioxidante | Composicion VARIABLE bizcochito”.
fendlica y | Musa de Reduccion Férrica (FRAP) y | fendlica y | INDEPENDIENTE: | TECNICAS DE PROCEDIMIENTOS
actividad cavendishii el método de 2,2-Difenil-1- | capacidad El extracto | DE LA INFORMACION
antioxidante? Lamb. picrilhidrazilo  (DPPH)  del | antioxidante. etandlico de las |- Recoleccién, seleccién, secado y
‘platano extracto etandlico de las hojas hojas de Musa conservacion de la muestra
bizcochito” de Musa cavendishii Lamb. cavendishii Lamb. |~ Clasificacion taxondémica de la
“platano bizcochito’. “platano especia vegetal.
bizcochito”. - Obtencion del extracto etandlico

Evaluar la relacion entre el
contenido de compuestos
fendlicos y la capacidad
antioxidante del extracto
etandlico de las hojas de Musa
cavendishii Lamb. “platano
bizcochito”.

de las hojas de Musa cavendishii
Lamb. “platano bizcochito”

- Determinacion de la composicion
fendlica en los  extractos
obtenidos.

- Determinacion de la capacidad
antioxidante in vitro.

- Relacibn de la composicién
fendlica con la  actividad
antioxidante en los extractos.
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Anexo N° 02

ABREVIATURAS

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

FAO: Organizacion para la Alimentacion y la Agricultura.

FC: Folin Ciocalteu.

EROs: Especies reactivas derivadas del oxigeno.
DPPH: 2,2 difenil-1-picrilhidrazilo.

TEAC: Actividad antioxidante equivalente a Trolox.
FRAP: Poder reductor/antioxidante de hierro férrico.

TPTZ: 2, 4,6-tripiridiil-2-triazina.
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Anexo N° 03

LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1. Mecanismo de reaccion en el método FRAP (Beanzie & Strain, 1995).
FIGURA 2. Estructura quimica del radical libre metaestable DPPH+ (Brands &
Williams, 1995)

FIGURA 3. Morfologia de la familia Musaceae (Gabriela Blasco Lopez, et al., 2014)

FIGURA 4. Bateria de la muestra del extracto de Musa cavendishii Lamb. “platano
bizcochito”

FIGURA 5. Determinacion Contenido de compuestos fendlicos. Recta Patron. En el
eje de abscisas se expresan los miligramos de &cido gélico ug/mL y en
eje de ordenas, la absorbancia a 760 nanémetros (nm).

FIGURA 6. Grafica de la curva de captacion de DPPH* del estandar de Trolox (mM)
para la determinacion antioxidante, mediante el ensayo del DPPH".

FIGURA 7. Grafica de la determinacion de la capacidad antioxidante equivalente a
Trolox (TEAC) de la muestra vegetal Musa cavendishii Lamb. “platano
bizcochito”) para la determinacion antioxidante, mediante el ensayo del
DPPH®*.

FIGURA 8. Grafica de calibracion de Trolox (mM) para la determinacion
antioxidante, mediante el ensayo del FRAP.

FIGURA 9. Grafica determinacién de la capacidad antioxidante equivalente a Trolox
(TEAC) de la muestra vegetal (Musa cavendishii Lamb. “platano
bizcochito”) para la determinacién antioxidante, mediante el ensayo del

FRAP.
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Anexo N° 04

LISTA DE TABLA
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ANEXO N° 05

Recoleccidn, seleccion, secado y conservacion del material vegetal.

- 2 3
Recoleccion de las

hojas de Musa cavendishii

g

Lamb. “PLATANO BIZCOCHITO”

Seleccion de las hojas de Musa
cavendishii Lamb. “PLATANO
BIZCOCHITO”

Secado de las hojas de Musa cavendishii
Lamb. “PLATANO BIZCOCHITO”
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ANEXO N° 06

Clasificacion taxondémica de la especie Musa cavendishii Lamb. “platano

bizcochito”
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o, Universidad del Perti, DECANA DE AMERICA 7 o o

3 VICERRECTORADC DE INVESTIGACION ¥ POSGRADO 'U,Z.Nr::j '
(R MUSEO DE HISTORIA NATURAL NS

"Afio del Didfogo v fa Reconciliacion Nacional™

CONSTANCIA N°145-USM-2018

EL JEFE DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA NATURAL, DE
LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEIA CONSTANCIA QUE:

La muestra vegetal (hojas y fruto) recibida de Greis de los Milagros HERNANDEZ
URIBE, estudiante de la Universidad Nacional San Luis Gonzaga de lIca, Facultad de
Farmacia y Bloguimica; ha sido estudiada y clasificada como: Musa cavendishii Lamb. vy
tiene la siguiente posicidn taxondmica, segin el Sistema de Clasificacién de Cronquist
{1988).
DIVISION: Magnoliophyta
CLASE : Liliopsida
SUBCLASE: Zingiberidae
ORDEN: Zingiberales
FAMILIA: Musaceae
GENERO: Musa
ESPECIE: Musa cavendishii Lamb.

Nombre vulgar.: “platanc bizcochito™
Determinado por; Profesor Ricardo Ferndndez

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para fines de estudios.

Lima, 20 de abril de 2018

NCIGN A, CANO ECHEVARRIA
ERBARIOTSAN MARCOS (USM)

ACE/ddb \\
A Areraler 1258, Jessis Maria Tedéfernan: E-aruril: minecoodn@ernmn, miv pe
Apde. J4-0534, Lima i, Deni G5O aridxe T7OL, T3, 3F0L hetpedivacseohr.armsme e pe
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ANEXO N° 07
Secuencia fotografica de los ensayos realizados al extracto etandlico de

las hojas de Musa cavendishii Lamb. “platano bizcochito”

Colocacion de las hojas de Musa
cavendishii Lamb. “PLATANO
BIZCOCHITO” en la estufa

Reduccion de tamafo de las hojas de
Musa cavendishii Lamb. “PLATANO
BIZCOCHITO” mediante el uso del
molino manual.
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Pesado de las hojas molidas de Musa
cavendishii Lamb.
“PLATANO BIZCOCHITO”.

Maceracién de las Hojas de las Musa
cavendishii Lamb.
“PLATANO BIZCOCHITO”.
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ANEXO N° 08

Identificacién de metabolitos secundarios mediante Screening fitoquimico.

Filtracion y Evaporacion del solvente para la obtencion del extracto etanolico de las
Hojas Musa cavendishii Lamb. “PLATANO BIZCOCHITO”.

Identificacién de metabolitos secundarios mediante Screening fitoquimico.

Determinacion de Saponinas:
Prueba de espuma
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Determinacién de Flavonoides:
Reaccion de Shinoda

Determinacion de Compuestos Fendlicos:
Reaccion de cloruro férrico (FeCls)

Determinacion de Taninos:
Reaccion de Gelatina
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Determinacion de Alcaloides:
- Reaccioén de Dragenforff

- Reaccién de Mayer

- Reaccién de Hager




Determinacion de Quinonas:
Reaccion de Borntrager

Determinacion de triterpenos y/o esteroides:
Reaccion de Liebermann-Burchard
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ANEXO N° 09

Determinacion cuantitativa del Contenido de composicion fendlicay
capacidad antioxidante.

Determinacion del contenido total de compuestos fendlicos

Preparaciébn de la curva de
calibracién del acido galico.

Medicion de la Absorbancia para la
elaboracion de la curva de
calibracién.
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FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA
GREIS DE LOS MILAGROS HERNANDEZ URIBE
Musa cavendishii Lamb.
“PLATANO BIZCOCHITO”
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Preparacién de la muestra

Medicion de la absorbancia
después de 30 minutos.
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Determinacion de la capacidad antioxidante in vitro.

Ensayo del DPPH segun (Brand-Williams et al, 1995) con modificaciones

Preparacién de la curva de
calibracién del DPPH — TROLOX.

Medicion de la Absorbancia
para la elaboracion de la curva
de calibracion.
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Preparacion de la muestra

Medicion de la absorbancia
después de 30 minutos.
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Ensayo del Poder Antioxidante de Reduccién Férrica (FRAP)

Preparacién de lacurvade calibracion
del FRAP — TROLOX.

Medicién de la Absorbancia para la
elaboracion de la curva de
calibracion.
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Preparacion de la muestra

Medicion de la absorbancia
después de 30 minutos.
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