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RESUMEN

La industria del banano para exportacion es un rubro importante en la economia de paises
de América Latina y del Caribe, Asia y Africa. La cosecha y postcosecha del banano o
del platano genera grandes cantidades de residuos que, sin el debido tratamiento, podrian
representar un riesgo para el medio ambiente. Por tal motivo el objetivo general de la
investigacion fue evaluar las propiedades quimicas y bioldgicas de extractos acuosos e

hidroalcohdlicos obtenidos del pseudotallo de la Musa x paradisiaca L.

A la droga cruda molida se le determind, como control de la calidad, la humedad residual,
reflejando un 5,887%, parametro que se encuentra dentro de los limites permisibles; para
las cenizas totales se obtuvo un 16,287%, el que, aunque es elevado, entra dentro del

variable rango referido por otros autores para la especie.

Dada la necesidad de determinar cudles eran los elementos inorganicos presentes en la
droga cruda, se realizé la determinacién, no s6lo de minerales beneficiosos, sino también
de los metales pesados. En tal sentido, la droga vegetal se destaco por la presencia de
potasio, como el macronutriente de mayor abundancia, con un 5,81%; seguido de los
micronutrientes hierro y manganeso con 169,70 y 129,80 ppm, respectivamente. Los

metales pesados (As y Pb) no superan los limites permisibles.

Se elaboraron tres tipos de extractos mediante maceracion por ultrasonido (acuoso,
hidroalcohdlico 8:2 y 1:1), buscando la extraccién, fundamentalmente, de saponinas. Se
realizo la evaluacion quimica preliminar, sugiriendo, en los tres extractos, la existencia
de saponinas (resultado muy positivo), ademas de flavonoides y azlcares reductores. Solo
el extracto acuoso exhibio la presencia de aminoécidos. El analisis por cromatografia en
capa delgada (CCD) de los tres extractos, evidencié un revelado caracteristico de
saponinas, discreta existencia de compuestos con grupos cromdéforos conjugados, sobre
todo, de alta polaridad, los que justifican el modesto poder antioxidante observado en el

revelado con DPPH.

Ante los resultados obtenidos en el tamizaje fitoquimico y por el analisis mediante CCD,
se decidi6 cuantificar la cantidad de saponinas presentes en los tres extractos,
demostrandose que la mayor concentracion de saponinas se logré en el acuoso e
hidroalcohdlico (1:1). Ademas, se realiz6 la cuantificacion de compuestos fenolicos por

el método de Folin-Ciocalteu, observandose que el extracto hidroalcoholico (1:1), posee



la mayor cantidad de compuesto fenodlicos, con 4,343 mg EAG/ por cada gramo de

extracto seco obtenido.

El estudio quimico mas preciso se desarroll6 mediante CLAE/DAD/EM, utilizando una
columna Accucore RP-MS C18, de dimensiones (100 x 2,1 mm: 2 um) y como fase movil
acetonitrilo y agua &cida (acido féormico al 0,1 % en agua), aplicando una elucion en
gradiente. El analisis por espectrometria de masas se realizd en modo positivo,
optimizando las condiciones (archivo de sintonia), en base a una infusién de una
disolucion de quercetina (15 ppm). El anélisis permitié la identificacion de tres
flavonoides (rutina, isorhamnetin-3-O-rutindsido y kaempferol-3-O-rutinésido) y dos

glicosidos de acido fendlico como lo son (glucogalina y acido feralico-hexosido).

Los estudios biologicos preliminares se realizaron en dos direcciones, se ensayo la
actividad expectorante del extracto hidroalcohdlico (1:1), siguiendo el modelo de rojo
fenol en secreciones de raton y utilizando como control positivo Bisolvon (bromhexina).
La dosis ensayada (500 mg/kg de peso del animal) mostr6 un efecto mucolitico similar al
control positivo (Bisolvon) el que presenta reconocida actividad como expectorante a una

baja dosis.

La posible actividad molusquicida del mismo extracto fue desarrollada sobre el
gasteropodo Cerithidea valida. Si bien no fue posible establecer efecto toxico letal del
extracto hidroalcoholico (1:1) de pseudotallo de M paradisiaca, si se detect6 un efecto de
retraccion del cuerpo en la concha y cierre de la cavidad que provocé la inmovilidad de

los moluscos.

Palabras claves: Musa x paradisiaca L, pseudotallo, saponinas, expectorante,

molusquicida



ABSTRACT

The banana industry for export is an important item in the economy of countries in Latin
America and the Caribbean, Asia and Africa. The harvest and post-harvest of bananas or
plantains generates large amounts of waste that, without proper treatment, could represent
a risk to the environment. For this reason, the general objective of the research was to
evaluate the chemical and biological properties of aqueous and hydroalcoholic extracts

obtained from the pseudostem of Musa X paradisiaca L.

To the raw milled drug was determined, as a quality control, residual moisture reflecting
a 5.887%, parameter that is within the permissible limits; for the total ashes, 16.287%
was obtained, which, although it is high, falls within the range variable referred to by
other authors for the species.

Given the need to determine which were the inorganic elements present in the crude drug,
the determination was made, not only of beneficial minerals, but also of heavy metals.
highlighted by the presence of potassium, as the macronutrient of greatest abundance,
with 5.81%; followed by iron and manganese micronutrients with 169.70 and 129.80

ppm, respectively. Heavy metals (As and Pb) do not exceed the permissible limits.

Three types of extracts were elaborated by ultrasonic maceration (aqueous,
hydroalcoholic 8: 2 and 1: 1), seeking the extraction, mainly, of saponins. The
preliminary chemical evaluation was carried out, suggesting, in the three extracts, the
existence of such natural products (very positive result), in addition to flavonoids and
reducing sugars. Only the aqueous extract exhibited the presence of amino acids. The
analysis by thin layer chromatography (CCD) of the three extracts, showed a
characteristic revelation of saponins, discrete existence of compounds with conjugated
chromophore groups, especially of high polarity, which justify the modest antioxidant

power observed in the development with DPPH.

In view of the results obtained in phytochemical screening and by CCD analysis, it was
decided to quantify the amount of saponins present in the three extracts, demonstrating
that the highest concentration of saponins was achieved in the aqueous and
hydroalcoholic (1: 1). In addition, the quantification of phenolic compounds by the Folin-
Ciocalteu method was performed, observing that the hydroalcoholic extract (1: 1), has the
highest amount of phenolic compounds, with 4.343 mg EAG / per gram of dry extract
obtained



The most precise chemical study was developed by CLAE / DAD / EM, using an
Accucore RP-MS C18 column, with dimensions (100 x 2.1 mm: 2 um) and as mobile
phase acetonitrile and acidic water (formic acid 0, 1% in water), applying a gradient
elution. The analysis by mass spectrometry was performed in positive mode, optimizing
the conditions (tuning file), based on an infusion of a solution of quercetin (15 ppm). The
analysis allowed the identification of three flavonoids (rutin, isorhamnetin-3-O-
rutinésido and kaempferol-3-O-rutinoside) and two glycosides of phenolic acid as they

are (glucogalin and ferulic acid-hexoside).

The preliminary biological studies were carried out in two directions, the expectorant
activity of the hydroalcoholic extract was tested (1: 1), following the phenol red model in
mouse secretions and using Bisolvon (bromhexine) as a positive control. The dose tested
(500 mg/kg of animal weight) showed a mucolytic effect similar to the positive control

(Bisolvon) which has recognized activity as an expectorant at a low dose.

The possible molluscicidal activity of the same extract was developed on the valid
Cerithidea gastropod. Although it was not possible to establish a lethal toxic effect of the
hydroalcoholic extract (1: 1) of pseudotallo of M paradisiaca, if a retraction effect of the
body was detected in the shell and closure of the cavity that caused the immobility of the

molluscs.

Keywords: Musa x paradisiaca L, pseudostem, saponins, expectorant, molluscicide
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INTRODUCCION

El uso de las plantas medicinales a lo largo de tiempo se ha vuelto una préctica muy
comun. Segun estadisticas de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el 80 % de la
poblacidn tercermundista recurre a la utilizacion de los productos naturales, debido a sus
beneficios terapéuticos. En el afio 2000 un estudio publicado por el mismo organismo,
promueve el estudio de las plantas medicinales como fuente terapéutica, sin embargo, es
necesario conocer las limitantes que poseen dichas plantas al momento de su

administracion (Buedo & Giagante, 2015).

Los productos naturales en la actualidad tienen muchas aplicaciones en el campo de la
acuicultura debido a que presentan menos riesgos frente a los productos sintéticos.
Estudios relacionados con el uso de los productos naturales en el ambito de la acuicultura,
afirman que funcionan como desinfectantes, herbicidas, pesticidas, parasiticidas y
antibioticos (Mioso et al., 2014).

Tanto el fruto como los productos de desecho de la Musa x paradisiaca (banano), son
aprovechados en la actualidad para usos muy diversos, tales como: elaboracion de
biopléasticos, dandole un valor agregado a la céscara, asi como la produccién de alcohol
carburante, utilizando el fruto (Afanador, 2005; Lépez et al., 2014).

Desde el punto de vista terapéutico, existen estudios que demuestran el interés de los
investigadores en el aprovechamiento de este recurso natural. Una investigacion realizada
en Cuba, donde se utiliza el polvo de pseudotallo de banano para tratar a pacientes con
asma, refiere que el jugo del pseudotallo de M. paradisiaca ayuda en el tratamiento de
enfermedades de tipo respiratorio como: asma, tuberculosis, Ulcera péptica, entre otras
(Zapata et al., 1998).

Es importante sefialar que esta investigacién se inici0 teniendo en cuenta que la
Universidad Técnica de Machala se encuentra localizada en una zona que se destaca por
la produccion y exportacion de banano. Cuando las bananeras se encuentran en las etapas
de cosecha y postcosecha, se generan grandes cantidades de residuos tales como: hojas,
pseudotallos, bellotas, raquis entre otros, que, al carecer de un tratamiento o disposicion
adecuada, se convierten en contaminantes del ambiente (Meneses et al., 2012). Por tal
motivo, se considera de gran pertinencia y aplicacion estudiar alternativas de

aprovechamiento de los residuos de la cosecha y postcosecha del platano, especificamente



del pseudotallo, con el objetivo de poder brindarle un valor agregado al cultivo de la

especie y contribuir con la disminucion de desechos.

Las saponinas son glucdsidos naturales que existen en las plantas, que consisten,
quimicamente, en una genina (triterpénica o esteroidal) unida a diferentes azlcares. Esta
estructura confiere propiedades naturales tensoactivas a las saponinas, ademéas de
relacionarse con efectos bioldgicos como: antifingicas, anticancerigenas, expectorantes,
laxantes, diuréticas, molusquicida, entre otros (Bruneton, 2001; Stuardo & San Martin,
2008).

Los moluscos constituyen un eslabon en la cadena de transmision de las enfermedades
que requieren hospederos intermediarios, por lo que para su control se han ensayado
varios métodos, entre los que encuentran el uso de molusquicidas derivados de extractos
vegetales. Actualmente existen algunas investigaciones dirigidas hacia la busqueda de
tales productos a partir de plantas cuyos resultados, a nivel de laboratorio y campo,
arrojan resultados meritorios, con escasa 0 nula toxicidad sobre otros organismos
(Ferndndez & Rojas, 2014).

Tomando en consideracion que en la M. paradisiaca se ha identificado la presencia de
saponinas, podria ser esta especie vegetal también aprovechada por su posible efecto

molusquicida.



Problema

La necesidad de evaluar las propiedades quimicas y biologicas de extractos acuosos e
hidroalcohdlicos obtenidos del pseudotallo de la Musa x paradisiaca L, para validar el
posible aprovechamiento de un recurso que se considera residuo de la produccion agricola

del banano.

Hipdtesis

Es posible aprovechar los extractos acuosos e hidroalcoholicos del pseudotallo de la Musa
x paradisiaca L (banano) en la industria farmacéutica y acuicola, considerando las

propiedades fisico-quimicas y bioldgicas que presenta.

Objetivo general

Evaluar las propiedades quimicas y bioldgicas de extractos acuosos e hidroalcohdlicos

obtenidos del pseudotallo de la Musa x paradisiaca L.

Objetivos especificos

1. Determinar los requisitos de calidad de la materia prima vegetal.

2. Analizar las propiedades fisico-quimicas y bioldgicas de tres tipos de extractos

obtenidos a partir del pseudotallo.

3. Evaluar, preliminarmente, la actividad expectorante del extracto hidroalcohdlico
(1:2).

4. Evaluar la actividad molusquicida del extracto hidroalcohélico (1:1).



CAPITULO I. REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1 Generalidades

El banano es una fruta originaria de la India, cultivada y consumida por su aromay sabor
caracteristico, ademas de poseer un alto valor nutritivo (Mohapatra et al., 2010; Khawas
et al., 2014). Es la quinta materia prima agricola en el comercio mundial, después de los
cereales, azUcar, café y cacao, y la segunda fruta mas consumida en el mundo por tener

alto valor calorico y ser rica en minerales y vitaminas A, C y Be (Kuttimani et al., 2013).

La produccién de banano y platano a nivel mundial se aproxima a 145 millones de
toneladas, correspondiendo al banano la mayor cantidad (106 millones de banano y 39
millones de platano), de la cual el 85% de la produccion se da para mercados locales y

consumo interno (Foods, 2003).

Cuando se realiza la cosecha, solo se utiliza del 20 al 30% de la biomasa del
banano (Belalcazar et al., 1991), quedando un residuo del 70 a 80% no aprovechado, lo
que genera un gran problema ambiental, dado que en la mayoria de los casos, son
desechados sin tratamiento alguno, lo que contribuye a que el ecosistema se degrade
(Vidal et al., 2001).

El pseudotallo es una fuente muy importante de fibra empleada para producir ropa,
cordones, hilos, entre otras. La fibra extraida de los peciolos secos y el pseudotallo del
banano son utilizados en la fabricacion de papel (Meneses & Agatén, 2012).

1.2 Descripcion boténica de la Musa x paradisiaca L (banano)

Segun la base de datos ITIS (Integrated Taxonomic Information System) el banano

presenta la clasificacion taxondmica que se muestra en la tabla 1.
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Tabla 1. Clasificacion taxondmica de la M. x paradisiaca (banano)

Taxonomia Nombre
Reino Plantae
Subreino Viridiplantae
Superdivision Embryophyta
Division Tracheophyta
Subdivisién Spermatophytina
Clase Magnoliopsida
Superorden Lilianae
Orden Zingiberales
Familia Muséceas
Género Musa
Especie Musa x paradisiaca L.
Fuente: (ITIS, 2018)

M. paradisiaca es una planta herbacea que presenta un pseudotallo que puede alcanzar
los 7 metros de altura, de donde se generan conos carnosos y yemas laterales. Las hojas
se distribuyen de una forma helicoidal y las bases foliares rodean el tallo verdadero, dando
origen al pseudotallo de hasta 30 cm de didmetro y hasta 7 metros de altura (Cantillo,
2014; Molina, 2016).

Las hojas de esta planta tienen forma oblonga, son lisas y de textura tierna, presentan un
color verde claro en el haz y mas opaco en el envés, se acomodan en forma, y se
despliegan hasta alcanzar 3 metros de largo con un peciolo de 60 cm. Las condiciones
climéaticas Optimas para su crecimiento requieren temperaturas medias de 27°C y
humedad constante; crecen en zonas costeras, no exige muchos nutrientes, por lo que
tiene la facilidad para crecer en suelos arcillosos, calizos o siliceos, especialmente, si

posee materia nitrogenada en ellos (Cantillo, 2014).

El banano pertenece a la familia Musaceae, las variedades actuales surgen del
cruzamiento de las plantas originarias del Asia las cuales tenian semillas. Los primeros

cultivos tenian frutos de 6 a 8 cm de largo y con muchas semillas, sin embargo, producto
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de la seleccion humana, actualmente se obtienen frutos de mayor tamafio y sin semillas
(Cantillo, 2014).

Las raices de las especies del género Musa crecen en grupos de 3 o 4, las cuales se
desarrollan muy cerca de la superficie del suelo y estan conformadas por raices primarias
secundarias y terciarias. Comparando el banano con el platano el primero presenta mas
resistencia contra condiciones adversas como la sequia, debido a que las raices

secundarias del banano presentan mas raices terciarias que el platano (Cantillo, 2014).

El tallo verdadero es un rizoma con gran contenido de almidon, que presenta yemas
cuando la planta florece y fructifica, las cuales dan origen a los peciolos que formaran el
pseudotallo o falso tallo. En la medida que se desarrolla, la yema terminal sube por el
pseudotallo hasta alturas de 4 metros (Cantillo, 2014). En la figura 1 se muestra la planta

de banano en etapa adulta

Figura 1. Planta de (M. paradisiaca) adulta
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1.3 Composicién quimica del banano

En las flores han sido encontrados componentes quimicos como taninos, saponinas,
azUcares tanto reductores como no reductores (Adegboyega, 2006), de donde ha sido
aislada una estructura triterpénica conocida como (24R)-4a-14a,24-trimetil-5-colesta-
8,25(27)-dien-3B-ol. En las bracteas se han identificado antocianinas monomericas las
cuales son un potente colorante natural (Pazmio-Duran et al. (2001).

Los principales componentes quimicos que han sido reportados en los frutos son:
carbohidratos y aminoacidos tales como arginina, acido aspartico, acido glutamico,

metionina y triptofano (Adegboyega & Ketiku, 2006).

A partir de los frutos han sido aislados, mediante cromatografia en capa delgada,
cromatografia de gases y cromatografia liquida de alta resolucién, compuestos como acil
esteril glucdsidos, Sitoindosida-111 y Sitosterol mio-inositol-beta-D-glucésido (Ghosal,
1985).

Con el uso de la CLAE-EM-ESI se han identificado, en la piel y la pulpa, &cidos
hidroxicinamicos, (acido ferdlico, sindpico y cafeico) y flavonoides, entre otros
metabolitos (Passo et al., 2015).

Segtn un estudio titulado “Estudio del papel y la celulosa en el Ecuador”, de la FAO
reporta que el pseudotallo de platano tiene 7% de sustancia seca y dentro de ésta: fibra
bruta 39%, azlcares 15%, pectina 16%, cenizas 28 % y otras (Yuri et al., 1968).

Coomber y Chittenden (1952), reportaron un contenido de celulosa del 38% y 4%
de cenizas; a su vez Martinez (1962) refiri6 que la materia seca obtenida de los
pseudotallos de Musa sapientum posee la siguiente composicion: Ceniza (2,30%), lignina
(10,56%), pentosanos (14,05%), holocelulosa (57,99%), alfa celulosa (39,28%), silice
(3,23%), solubilidad en agua fria (21,22%), solubilidad en agua caliente (26,95%),
solubilidad en NaOH (0,1%) (45,84%), extractivos en alcohol-benceno (2,32%),
extractivos alcohdlicos (4,56%).

Un tamizaje fitoquimico realizado a extractos de Musa x paradisiaca producida en el
Ecuador sugirié la presencia de compuestos grasos, esteroles, triterpenos, saponinas y
taninos (Pilco et al., 2018).
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1.4 Actividad biologica

En la medicina tradicional de la india “Ayurveda” se usa al banano para aliviar muchos
trastornos. Las raices poseen actividad antihelmintica y astringente, también son usadas
para ayudar a detener la hemoptisis. El fruto contiene una elevada cantidad de
antioxidantes que ayudan a contrarrestar los efectos perjudiciales de los radicales libres;
ademas, favorece la actividad de los rifiones reduciendo el riesgo de cancer en los mismos
(Swathi et al., 2011). También se emplea para tratar diarrea, dolores de estomago, falta
de apetito, Ulcera gastrica, fortalecimiento del sistema inmune, reduccion del riesgo de

hipertension, shock mental y para mejorar la actividad muscular (Swathi et al., 2011).

En la medicina popular varias partes de la planta han sido usadas como remedio topico u
oral cuya actividad medicinal ha sido demostrada mediante diversos estudios. Diferentes
partes de M. paradisiaca, incluyendo al pseudotallo, han demostrado poseer actividad
antioxidante, antimicrobiana y como protector gastrico, entre otras (Pannangpetch et al.,
2001; Eleazu et al., 2010; Karadi et al., 2011; Meneses & Agaton 2012).

Los estudios actuales en la especie han demostrado que la planta posee actividad contra
la diabetes. (Ojewole and Adewunmi, 2003; Mallick et al., 2006; Adewoye et al., 2009).

1.5 Saponinas

Las saponinas son metabolitos secundarios constituidos principalmente por un anillo
triterpenoide o esteroidal conocidos como sapogenina o aglicona, sustituidos por
oligosacaridos mediante enlaces glicosidicos que les aporta un caracter anfifilico (Heng
et al., 2006).

Son glicosidos que presentan una o mas cadenas de azlcares unidos a una sapogenina de
tipo esteroidal o triterpénica. Las saponinas se clasifican de acuerdo con el nimero de
cadenas de azucar unidas a su estructura en mono, di, o tri desmosidicas. Las saponinas
monodesmosidicas tienen una sola cadena de azlcar unida al C3. Las saponinas
bidesmosidicas presentan dos cadenas de azucar, la primera unida a través de un enlace
tipo éter en C3 y la segunda a través de un enlace tipo éster en el C28 (saponina tipo
triterpeno) o un enlace éter en C26 (saponinas de tipo furostandlica) (Price et al., 1987;
Hostettmann & Marston, 1995; Guclu-Ustundag & Mazza, 2007).

Los azlcares presentes con mayor frecuencia son: D-glucosa (Glc), D-galactosa (Gal),

acido D-glucurdnico (GIcA), acido D-galacturonico (GalA), L-ramnosa (Rha), L-
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arabinosa (Ara), D-xilosa (Xyl) y D-fructosa (Fruc). La diversidad y el nimero de
azucares, el tipo de aglicona y los distintos grupos funcionales dan como resultado un

grupo muy diverso de compuestos (Price et al., 1987; Hostettmann & Marston, 1995).

En la figura 2 se muestran las estructuras de los nulcleos correspondientes a las

sapogeninas.

Figura 2. Estructuras de los nucleos correspondientes a las sapogeninas

Espirostanolico Furostandlico

Danmarano
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1.5.1 Métodos para el estudio fitoquimico de las saponinas

Debido a la naturaleza polar de las saponinas, los métodos reportados de extraccion
indican que ésta puede realizarse en frio o caliente, con agua, con alcoholes de bajo peso
molecular, sobre todo, metanol y etanol y con mezclas hidroalcohdlicas en diferentes

proporciones (Uribe, 1987).

Para identificar saponinas existen varios métodos que han sido desarrollados como son:
el indice de hemdlisis y el indice de espuma. Este Gltimo se basa en medir la altura y
tiempo que permanece la espuma estable en una disolucion acuosa sometida a agitacion

fuerte durante varios minutos (Soto et al., 2005).

Otro ensayo muy importante emplea el reactivo de Liebermann Burchard, que permite
diferenciar entre saponinas de tipo esteroidal y triterpénica, de acuerdo al color que
produzca la reaccién, pudiendo ser azul verdoso o rojo-purpura, respectivamente
(Miranda & Cuéllar, 2001).
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Unos de los métodos de identificacion de saponinas mas utilizados es la cromatografia de
capa delgada (CCD), utilizando como revelador &cido sulfarico y vainillina. EI método
se basa en una determinacion colorimétrica, tanto para las saponinas triterpenicas como
esteroidales. Aunque existen varias reacciones para la deteccion de sapogeninas
esteroidales, pocas son aplicadas a las sapogeninas triterpénicas o saponinas en general
(Hiai et al., 1976).

Otro de los métodos de identificacion utilizado para las saponinas, al igual que para
muchos metabolitos secundarios, es la cromatografia liquida de alta resolucion CLAR
(high performance liquid chromatography, HPLC, por sus siglas en inglés). EI método
utiliza columnas de un didmetro muy pequefio rellenas de diversas fases estacionarias
(silica gel, RP-18, cuyos diametros de particulas varian entre 40-30 um, pudiendo llegar
hasta 1 um (Oliveira da Costa, 1999).

Se necesita trabajar bajo una presion establecida, reguladas mediante bombas de alta
presién que se activan segun la necesidad. A la salida de los compuestos de la columna
se encuentra un detector que facilita la visualizacion de los resultados obtenidos mediante

cromatogramas (Oliveira da Costa, 1999).

1.5.2 Propiedades fisico-quimicas

Las saponinas resisten temperaturas de hasta 400°C, a la que se inicia el proceso de
descomposicion de la molécula, razon por la cual se utilizan métodos que incluyen la

aplicacion de calor para favorecer la extraccion (Ahumada et al., 2016).

La saponina, al ser una molécula anfifilica, presenta una alta actividad superficial, lo que
le confiere propiedades de detergente natural y emulsificador en productos de limpieza.
Se ven afectadas con cambios bruscos de temperatura y pH lo cual hace que los enlaces
O-glucosidicos se rompan (Chen et al., 2010; Diab et al., 2012)

Debido a su naturaleza anfifilica, las saponinas son compuestos de superficie activa con
propiedades detergentes, humectantes, emulsionantes y espumantes (Sarnthein-Graf and
La Mesa, 2004; Wang et al., 2005; Guclu-Ustundag & Mazza, 2007). La solubilidad en
agua de las saponinas esté favorecida por su alto peso molecular y la presencia de azlcares

y otros grupos polares presentes en la aglicona (Foy Valencia et al., 2005).

Las saponinas monodesmosidicas y bidesmosidicas presentan enormes diferencias entre

si, con excepcion de la actividad superficial que aumenta conforme a la extension del
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oligosacarido que posee (Francis et al., 2002; Kaiser et al., 2010). A pesar de ésto, los
bidesmosidos inactivos se pueden activar mediante hidrélisis alcalina (Hostettmann &
Marston, 1995).

1.5.3 Usos y actividad terapéutica

En la industria farmacéutica se emplean saponinas de tipo esteroidales en la hemisintesis
de corticoides (Lépez, 2001). Se considera que un contenido minimo de saponinas en las

plantas genera un efecto diurético beneficioso.

Tienen un efecto de diuresis al aumentar la circulacion sanguinea a nivel del rifidn,
incrementando la filtracion glomerular. Ademas, estimulan la secrecion traqueobronquial

lo cual les confiere actividad expectorante (Lopez, 2001).

La capacidad de interaccionar con el colesterol, en la membrana de los hematies, les
confiere actividad hemolitica, sobre todo, para las saponinas de tipo esteroidal (Peng,
1999; Agustin et al., 2011) y también presentan actividad anticoagulante, principalmente,

las saponinas esteroidales encontradas en plantas del género Allium (Peng & Yao, 1996).

Las saponinas esteroidales de Trigonella foenum-graecum L y Medicago sativa reducen
los niveles sericos del colesterol, debido a que promueven el aumento de la excrecion de

bilis (Venugopalan & Srivastava, 1996; Nakamura et al., 1999).

Ademas ha sido demostrado que las saponinas de la soya (saikosaponina y ginsenosida)
suprimen la actividad genotdxica del 2 acetoxiacetil-aminofluoreno, reduciendo la
mutagenicidad de 2-(2-furil)-3-(5-nitro-2-furil) acrilamida en Salmonella y mejorando la
reparacion del ADN (Ohtsuka et al., 1995; Lee et al., 1998; Berhow et al., 2000).

Las saponinas triterpénicas aisladas de Treveria palmata (De Tommasi et al., 2000)
presentan actividad anticarcinogénica, inhibiendo el cancer de piel inducido en ratones,
esta actividad fue observada en soya saponina I, afromosina, gymnocladus saponin G
(Sung et al., 1995).

1.5.4 Efecto molusquicida

Se ha reportado que las saponinas extraidas de vegetales tienen propiedades hemoliticas
(destruyen los glébulos rojos) y, por lo tanto, reducen las concentraciones de hemoglobina
y la captacién de oxigeno. También pueden dafiar las branquias de organismos acuaticos.

Debido a que los crustaceos parecen ser menos sensibles que los peces, las saponinas han
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sido utilizadas en el cultivo de camardn para anestesiar selectivamente y/o matar peces
invasores en estanques de camarones (Clearwater et al., 2008).

Un problema importante asociado con el cultivo de camardn es la presencia de bivalvos
(mejillones y almejas) y gasteropodos (caracoles) que colonizan el fondo de los estanques
y se convierten en una plaga dificil de controlar.

Existen pocos estudios que aborden el uso de extractos de plantas con un alto contenido
de saponinas, para el control de los gasterépodos terrestres. Los informes publicados estan
relacionados principalmente con el control de huevos, la disuasion de alimentos y la
formulacién de cebos (Gonzalez-Cruz & San Martin, 2013). No obstante, recientemente,
se ha sefialado que las saponinas obtenidas como extracto acuoso de algunas plantas,
poseen actividad molusquicida en Pomacea canaliculata (Kijprayoona et al., 2014;
Apaza et al., 2016) y Deroceras reticulatum (Gonzalez-Cruz & San Martin, 2013). Por
otro lado, Pifia et al. (1998), han reportado actividad molusquicida frente al caracol
Lymnaea cubensis, que pudiera atribuirse a las saponinas presentes en Melia azedarach
L. (paraiso). La especie Sapindus saponaria es rica en sapogeninas del tipo triterpénico,
las cuales presentan actividad molusquicida (Quifionez et al., 2007). Estudios sobre el
uso de extractos de la cascara de quinua, con alto contenido de saponinas triterpénicas,
han evidenciado su capacidad de controlar los huevos de caracol D. reticulatum
(Nijenstein & Ester, 1998).
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CAPITULO II. MATERIALES Y METODOS

2.1. Cosecha de Musa x paradisiaca
La cosecha del pseudotallo de banano (Musa x paradisiaca), se realizé en la Unidad
Académica de Ciencias Agropecuarias (UACA). La identificacion taxonémica de la

especie fue realizada por el Ing. Agr. José Quevedo.

2.2 Tratamiento postcosecha
El pseudotallo cosechado se sometio a un proceso de seleccidon, lavado y desinfeccion,
utilizando para ello hipoclorito de sodio el 2% y se dejo escurrir para eliminar el exceso

de agua.

Posteriormente, el pseudotallo fue cortado en trozos de, aproximadamente, 2 cm y
deshidratado durante 60 horas, en una estufa con recirculacion de aire forzado
(MEMMERT UFSS), a una temperatura de 35°C, con 100 % de ventilacion y 100 % de

apertura de la trampilla.

La disminucidén de tamafio de particula de la droga se realizé en un molino (MAGRICO)

utilizando una criba de 1 mm de diametro.
La droga molida se almacend en fundas con cierre hermético en un lugar cerrado y fresco.

2.3 Determinacién de humedad residual

La humedad residual fue determinada empleando una balanza provista de una fuente de
calentamiento halégeno (Ohaus, modelo MB120). En el equipo se colocaron 2 g de
muestra vegetal seca y de manera automatica se procedié a la determinacion, hasta
alcanzar una masa constante a una temperatura de 105 °C. El analisis se realiz6 por

triplicado, reportandose la media/desviacion estandar.
2.4 Determinacion de cenizas totales

La determinacidn de cenizas totales se inicid tarando los crisoles de porcelana, se pesaron
2 g de muestra y se llevaron a la mufla (MAGRICO) por un lapso de 4 horas a una
temperatura de entre 700 a 750°C.

Pasado este tiempo se dejo enfriar a temperatura ambiente en una desecadora, repitiendo
el proceso hasta que dos pesadas sucesivas no difieran en mas de 0,5 mg por gramo (peso
constante). Luego se procedi6 a pesar cada crisol, reportandose como resultado la media
de las pesadas. El calculo se realiz0 a través de la siguiente formula.
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Dénde:

Cr= Porcentaje de cenizas totales en base hidratada
P= Peso del crisol mas muestra (g)

P1= Peso del crisol mas cenizas (g)

P2= Peso del crisol vacio ()

100= Factor matematico

2.5 Determinacién de minerales

Esta determinacion fue realizada en los laboratorios NEMALAB S.A., utilizando para
ello el método de digestion via himeda siguiendo la norma establecida por la AOAC y

asi reportar los minerales presentes en la muestra de pseudotallo de Musa x paradisiaca

2.6 Determinacion de metales pesados arsénico (As) y plomo (Pb)

Esta prueba fue realizada en los laboratorios AVVE utilizando para ello el método de
referencia MMQ-AAS-04 para determinar arsénico, mientras que para el plomo fue el
método MMQ-AAS-28.

2.7 Preparacion de los extractos secos acuoso e hidroalcohdlicos del seudotallo de
M. paradisiaca

Se pesaron 90 g de droga, se agregd un volumen inicial de 300 mL de cada uno de los
menstruos a utilizar: agua; agua:etanol (8:2) y agua:etanol (1:1) para su humectacion,
posteriormente, se completd su volumen a 500 mL y se realiz6 una primera extraccion
por bafio ultrasonico (ULTRASONIC BATH 5.7 L, Fischer Scientific) durante 45
minutos. El extracto fue filtrado mediante un embudo buchner acoplado a una bomba de
vacio (GAST mod. 1HAB-25B-100X). Se realiz6 una segunda extraccion con 300 mL de
menstruo por 45 minutos mas, se filtré y ambos extractos se reunieron en un balén de 2

L, para ser concentrados.

13




El proceso de concentracion se realizé en un rotoevaporador (HEIDOLPH LABOROTA
4001 efficient) unido a un criostato (LAUDA/ALPHA RA-8) y a una bomba de vacio
(VACUUBRAND PC 600, Germania). Se comenz6 con un vacio de 90 mbar y se bajé
paulatinamente hasta 5 mbar, por la generacion abundante de espuma durante el proceso.
Luego de llevar el extracto a sequedad se determind el rendimiento del proceso de

extraccion.

2.8 Tamizaje fitoquimico

El ensayo de tamizaje se realizd en tres tipos de extractos: acuoso, hidroalcohdlico (8:2 'y
1:1). En los tres casos se pesaron 2 g de droga seca y molida y se mezclaron con el
correspondiente menstruo; se sonico por 30 minutos en un bafio ultrasonico (Fisher
Scientific 5.7 L), luego se filtrd y se tom6 una alicuota de 1 mL para cada ensayo, seguin
lo descrito por (Miranda & Cuéllar, 2001). En la tabla 2, se indican los ensayos realizados

para obtener los tres extractos

Tabla 2. Ensayos realizados en extractos acuoso e hidroalcohdlico (8:2, 1:1)

Prueba Metabolitos a identificar
Espuma Saponinas

Ninhidrina Aminoécidos

Baljet Coumarinas

Cloruro Férrico Compuestos fenolicos
Borntrager Quinonas

Shinoda Flavonoides

Dragendorff Alcaloides

Fehling AzUcares Reductores
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2.9 Anadlisis por cromatografia en capa delgada (CCD) de los tres extractos del

pseudotallo de M. paradisiaca

Para el analisis cromatografico se utiliz6 una camara de vidrio ubicada en una campana
de extraccion de vapores y se trabajo a temperatura ambiente (21-24°C). Se estimé un

tiempo de saturacion de 10 min, aproximadamente.

Para el analisis cualitativo se emplearon placas de Silica gel GF2s4 (0,25 mm; Macherey-

Nagel) sobre soporte de aluminio con dimensiones de 10 cm x 10 cm.

Se realizd el andlisis cromatografico de los extractos acuoso e hidroalcoholicos (8:2 y
1:1), los que se aplicaron mediante el uso de microcapilares, efectuandose un secado
espontaneo de éstos. Para el estudio se realizaron dos aplicaciones de la muestra en
cantidades diferentes. Adicionalmente, se utiliz6 como estandar de referencia saponinas
de Quijalla saponaria (SIGMA-ALDRICH) en disolucion acuosa.

Se desarrollé una corrida ascendente utilizando como fase movil butanol: acido acético:
agua (65:25:10). Después de la corrida, el secado de la placa se efectud a temperatura

ambiente bajo la corriente de aire de la campana.

Se realizaron dos tipos de revelado, fisico y mixto. El revelado fisico se desarrolld a través
de una lampara UV modelo UV-5NF, a una longitud de onda de 254 nm. Para el revelado
mixto se utilizd6 acido sulfarico al 50% en metanol, vainillina y calor, ademéas una
disolucién etandlica al 0,2 % de 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH).

2.10 Cuantificacion de las saponinas en el extracto hidroalcoholico
Preparacion de la muestra

Se pesaron 0,2077 g; 0,2043 g y 0,2082 g de los extractos secos acuoso, hidroalcohdlico
(8:2) e hidroalcohdlico (1:1), respectivamente, y se llevaron a un volumétrico de 10 mL,

enrasando con agua destilada.
Ensayo

El contenido total de saponinas se determiné colorimétricamente segun el método de Hiai

et al. (1976) utilizando vainillina y acido sulfurico.
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Para la cuantificacion de las saponinas totales en cada uno de los extractos ensayados, se
mezclaron 0,5 mL de cada uno de los extractos o agua (blanco utilizado para el ensayo),
0,5 mL de vainillina recién preparada (8% en etanol absoluto, SIGMA ALDRICH) y 5
mL de acido sulfarico al 72%. La mezcla se calenté en un bafio de agua a 60 °C durante

10 minutos, y luego se enfri6 en un bafio de agua helada.

Las lecturas se realizaron por triplicado con ayuda de un espectrofotometro UV-visible
(SPECTROPHOTOMETER Evolution 201 Thermo Scientific, USA) a una longitud de
onda de 440 nm.

Los valores resultantes fueron calculados a través de una curva de calibracion utilizando
como patrén saponinas de Quijalla saponaria (SIGMA-ALDRICH) en concentraciones
de 0,4; 0,5; 0,6; 0,7; 0,8; 0,9 y 1 mg/mL. La curva de calibracion obtenida arrojé la
siguiente ecuacion: absorbancia = -0,0007143 + 0,731429*concentracion, con un

coeficiente de correlacion R= 0,9825.

2.11 Determinacidn de fenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu

Preparacion de las muestras

Se pesaron 0,2046 g; 0,2037 g y 0,2075 g de los extractos secos acuosos, hidroalcohdlico
(8:2) e hidroalcoholico (1:1) y se procedié de la misma manera antes descrita en el
epigrafe 2.10.

Ensayo

Para la determinacion de polifenoles en cada una de las disoluciones de extracto de
pseudotallo preparadas se siguié la metodologia descrita por Singleton et al., 1999, con
algunas modificaciones. Se colocaron 50 puL de muestra o patron (acido galico) y agua
destilada (blanco), en tubos de ensayo de 10 mL de capacidad. Se le adicionaron 2,5 mL
de Folin-Ciocalteu (10% diluido en agua destilada) y 450 uL de agua destilada, se agito
en un vortex (Thermo Scientific, USA) y se esperd 5 minutos. Posteriormente, se
adicionaron 2 mL de Na>COsal 7,5%, se agito otra vez y se dejé en reposo por 2 h. La
lectura se realizd a 765 nm en un espectrofotometro (UV-Visible
SPECTROPHOTOMETER Evolution 201 Thermo Scientific, USA), empleando micro

celdas de 2 mL.
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La cuantificacién se realizd6 mediante una curva de calibracién con &cido géalico en
concentraciones 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6 y 0,7 mg/mL. Las diluciones y las muestras se

analizaron por triplicado.

La determinacion de fenoles totales de los extractos fue realizada a partir de la curva de
calibracion para acido galico. Se hizo un analisis de regresion lineal dando como resultado
la siguiente ecuacion: absorbancia= 0,0116667 + 1,12071*concentracion, con un

coeficiente de correlacion de 0,9993.

2.12 Andlisis por cromatografia liquida de alta eficacia acoplado a espectrometria
de masas (CLAE/EM)

Para analizar la muestra se utilizé un equipo UHPLC (Thermo Scientific, UltiMate 3000),
compuesto por una bomba cuaternaria DIONEX UltiMate 3000 RS, un automuestreador
DIONEX UltiMate 3000 RS, un sistema DAD (Detectores de diodos) DIONEX UltiMate
3000 RS. El equipo se encontraba acoplado con un espectrometro de masas Thermo
Scientific LTQ XL.

Para observar los cromatogramas se utilizo el software “Thermo Xcalibur”. El analisis de
la muestra se realizo en una columna Accucore RP-MS C18, de dimensiones (100 x 2,1
mm: 2 um), se trabajo con un flujo de columna de 0,4 mL/min bajo una temperatura de
35°C con un volumen de inyeccion de 2 pl.

La fase movil que se utilizé fue acetonitrilo y agua acida (&cido formico al 0,1 % en agua),
aplicando una elucion en gradiente: 0-2 min (10% B), 3-5 min (27% B), 5-6 (30% B), 6-
9 (35% B), 9-20 (95% B), 21-28 (10% B).

La preparacion de las muestras se realizé pesando 1 mg de extracto seco en una balanza
analitica (RICE LAKE TA series Max/d 220/0,0001 g), se diluy6 la muestra en un 1 mL
de metanol grado HPLC en un tubo eppendorf. Se procedié a filtrar en filtros de 0,2 um

de didmetro para luego ponerlo en el equipo para su andlisis correspondiente.

El andlisis por espectrometria de masas se realiz6 en modo positivo, optimizando las

condiciones (archivo de sintonia), en base a una infusion de una disolucién de quercetina
(15 ppm).
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Los pardmetros utilizados fueron los siguientes: voltaje de spray 5,00 kV, voltaje capilar:
50,00 V, y temperatura del capilar 225 °C. EIl flujo de atomizacién constd de un gas

principal, gas auxiliar y un gas de barrido (34:5:3) unidades arbitrarias, respectivamente.

La muestra se analiz6 mediante tres modos diferentes: modo “Full Scan” con rangos entre

100-1000 Da, escaneo de modo dependiente “MS/MS” y mediante “SIM” con iones m/z.

2.13 Evaluacion preliminar de la actividad mucolitica

El ensayo se realizo en el Bioterio clase Il de la UACQS de la UTMACH siguiendo el

modelo de rojo fenol en secreciones de raton, descrito por (Engler and Szelenyi, 1984).
Preparacién de la muestra

La muestra sometida a ensayo fue el extracto hidroalcohdélico (1:1). Fueron pesados 100
mg del extracto seco y se disolvieron en 5 mL de una mezcla conformada por

agua:etanol:tween 80 (90:5:5).
Animales de experimentacion

Se emplearon 15 ratones entre machos y hembras, reproducidos en el Bioterio de la
UACQS, con un peso entre 31 y 52 g. Los animales se mantuvieron en condiciones
ambientales, de limpieza y alimentacion propias para la especie.

Durante este periodo de tiempo no se observaron alteraciones de conducta, signos
gastrointestinales anormales u otros que pudieran sugerir alguna patologia en los animales

que se sometieron al ensayo. El acceso al agua y a la comida fue "ad libitum”.
Procedimiento

La muestra fue administrada por via oral, empleando para ello una canula intragastrica.
Se confeccionaron tres grupos los cuales fueron dispuestos en cajas independientes, con
un total de 5 animales por cada grupo, debidamente identificados. La distribucion de los
animales en los grupos se realizd de manera que en cada grupo existieran diferentes pesos

y sexos. La descripcion de los grupos formados se muestra en la tabla 3.
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Tabla 3. Grupos de ensayo empleados en la determinacion preliminar del efecto

mucolitico

Grupo

Tratamiento

Control negativo

Rojo fenol, 500 mg/kg, por via intraperitoneal (0,2 mL/10 g de peso corporal de

raton)

Control positivo (Bisolvon)

25 mg/kg por via oral (0,156 mL/10 g de peso corporal de raton) + rojo fenol,
500 mg/kg por via intraperitoneal (0,2 mL/10 g de peso corporal de ratén)

Extracto hidroalcohélico
(1:1)

Extracto, 500 mg/kg por via oral + rojo fenol, 500 mg/kg por via intraperitoneal

(0,2 mL/10 g de peso corporal de ratén)

Luego de transcurridos 30 minutos los animales fueron sacrificados mediante dislocacién
cervical, posteriormente, se procedié a la diseccion y extraccion de la traquea
realizdndose el corte desde el cartilago tiroides hasta el inicio del arbol bronquial. Cada
traquea se lavo durante 15 min. con 1 mL de solucién salina fisiol6gica contenida en cada
tubo de ensayo, con ayuda de un equipo de ultrasonido. A continuacion, se afiadio 0,1 mL

de la disolucion de NaOH (1 mol/L) a cada tubo de ensayo con la muestra.

La concentracion de rojo fenol fue determinada por espectrofotometria UV/Vis mediante
una curva de calibracion de rojo fenol, en un rango de concentraciones de 2 a 6 pug/mL.
Para la determinacidn fue necesario un blanco, el mismo que estd compuesto de 1 mL de
disolucién de NaCl (0,9 %) y 0,1 mL de NaOH (1 mol/L). Las lecturas se realizaron a

una longitud de onda de 560 nm.

La curva de calibracion obtenida, luego del andlisis de regresion lineal, di6 como
resultado la siguiente ecuacion: absorbancia= 0,01524 * concentracion — 0,027, con un

coeficiente de correlacion R=0,9984.
2.14 Evaluacion de la actividad molusquicida en el gasterépodo Cerithidea valida
El propdsito de este ensayo fue establecer las curvas de concentracién del extracto

hidroalcohdlico de M. paradisiaca vs respuesta y los valores de las CLsp a las 96 horas

en el caracol Cerithidea valida.

19




Los ejemplares de Cerithidea valida empleados en el bioensayo fueron colectados
manualmente en piscinas de cultivo de camardn infestadas con ese organismo y

transportados en fundas plasticas hasta el laboratorio.

A fin de minimizar factores estresantes debidos a la transferencia desde el &rea de colecta
hasta el sitio de confinamiento, los organismos fueron aclimatados durante 48 h en
acuarios provistos de agua de mar filtrada y aireacion continua, sin proporcionar alimento.
Se consideraron aclimatados todos agquellos organismos que presentaron actividad normal
(movimiento y que se mantengan adheridos a las paredes de los acuarios de aclimatacion)

los cuales fueron seleccionados para el bioensayo.

Descripcion del bioensayo

El sistema utilizado para la realizacion del bioensayo fue de tipo estatico, de corta
duracién (durante 96 h) y sin renovacion, teniendo en cuenta las recomendaciones de
protocolos internacionales estandarizados para la realizacion de pruebas ecotoxicoldgicas
(Rodriguez & Esclapés, 1995; Hughes, 2003).

Fueron consideradas ocho concentraciones experimentales y un grupo testigo sin adicion
del extracto, con tres réplicas por cada concentracion. Las concentraciones ensayadas
fueron 1, 2, 4, 8, 17, 33, 67, 133 ppm, obtenidas por dilucion a partir de una disolucion al
6,5 % del extracto.

En cada camara experimental (frascos de 400 mL) y para cada concentracion fueron
expuestos 10 organismos. Los organismos fueron elegidos y colocados al azar en los
recipientes experimentales de exposicion. La adicion de la disolucion de prueba fue
efectuada de manera muy lenta con una agitacion suave (para evitar una posible
exposicion de los organismos a la elevada concentracion de la disolucion madre),
garantizando la completa mezcla del compuesto toxico en el medio y cuidando de no
estresar a los organismos expuestos.

El bioensayo fue realizado durante 96 h, efectuando una revision del comportamiento

(movilidad) a las 2, 4, 6 y 12 horas el primer dia y posteriormente cada 24 horas.

Los resultados fueron analizados estadisticamente a través del método Probit mediante el

programa estadistico Statgraphics Centurion.

Para obtener la concentracion letal media (CLso) con sus limites de confianza al 95% fue
aplicado el método Dosis-Respuesta PROBIT (Finney, 1952). La relacion entre la dosis

y el porcentaje de mortalidad se ajusta mas exactamente a una linea recta, cuando las
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dosis son transformadas a logaritmo (base 10) y los porcentajes de mortalidad a unidades
Probit. Las unidades Probit se basan en las frecuencias de la desviacion estandar de una
curva de distribucion normal, en la cual el 50% de frecuencia acumulada es equivalente
a 5 unidades probit, el 83,13 % equivale a 6 unidades probit y el 2,27 % a 3 unidades
probit (Busvine 1971; Sokal & Rohlf 1981).
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CAPITULO Ill. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Andlisis fisico-quimico a la droga vegetal

Las plantas medicinales, una vez recolectadas, deben ser debidamente tratadas para
garantizar que se mantengan en condiciones Optimas hasta su utilizacion. En tal sentido
el tratamiento postcosecha juega un papel importante, debiendo eliminarse las materias

extrafias que acompafian el 6rgano que sera objeto de estudio.

La adecuada seleccién de la parte de la planta a trabajar también es un elemento a
considerar, no solo por la eliminacion de los 6rganos no deseados, sino también porque
se deben desechar aquellas que no cumplan con las debidas condiciones para su empleo

como materia prima de posible uso farmacéutico.

Por tales razones el control de calidad de las materias primas vegetales es de particular
Importancia, pues estas pueden sufrir variaciones en el contenido de sus metabolitos,

deterioros o contaminaciones.

Dentro de los factores para tener en cuenta en relacion con el deterioro de las drogas se
encuentra: contenido de humedad, temperatura, luz y presencia de oxigeno. Estas
condiciones pueden propiciar que los organismos vivos (bacterias, hongos, aracnidos e
insectos), se multipliquen rapidamente, utilizando la droga como fuente de nutricion. De

ahi la importancia de estandarizar las materias primas vegetales preservando su calidad.

El proceso de secado es una operacion de gran importancia dentro de los pasos a seguir
para propiciar la conservacion de las drogas. Todos los vegetales en su estado fresco
contienen una cantidad de agua que puede variar en dependencia del érgano de que se
trate. En tal direccion para el pseudotallo del banano se refieren altos contenidos de agua,
alrededor del 90% (Moiseev et al, 1968), lo cual hace que el tiempo de secado sea mayor,

si se compara con otros 6rganos vegetales como las hojas o flores.

Dada la textura, tamafio y contenido de agua del pseudotallo, fue preciso trocearlo para
favorecer el aumento de la superficie de contacto y con ello la velocidad del proceso de
secado. Colateralmente se constat6 que, gracias al uso de una estufa con recirculacion de
aire forzada, pudo realizarse de manera adecuada la deshidratacion a baja temperatura.
Este aspecto actla favorablemente en la conservacion de los bioactivos presentes.

Experiencias preliminares con las estufas convencionales, luego de 24 horas, se observo
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un producto con cambios de color y olores no agradables, sugiriendo haber ocurrido un
proceso degradativo, probablemente, por la accion enzimatica ante elevados porcentajes

de humedad.

A la droga cruda molida (pseudotallo de M. paradisiaca) se le determinaron solo algunos
de los pardmetros de control de la calidad, tales como: humedad residual y contenido de

cenizas totales. En la tabla 4 se presentan los resultados del estudio.

Tabla 4. Pardametros de calidad determinados a la droga cruda.

Parametros (%) Musa x paradisiaca
media / DS
Humedad residual 5,89/0,228
Cenizas totales 16,29/0,312

La humedad recomendable seguin la literatura no debe superar el 12% e incluso, en
algunos casos, este porcentaje es suficiente para propiciar la actividad enzimatica que
provoca la descomposicion. Si se combina humedad con el efecto de la temperatura, la
actividad enzimatica puede ser acelerada. Segun los resultados obtenidos la humedad

residual lograda cumple con los limites establecidos (Miranda & Cuéllar, 2001).

El otro parametro analizado fue las cenizas totales, las mismas son indicativas de la
calidad del material vegetal objeto de estudio, y constituyen una base para juzgar la pureza
e identidad de la droga, brindando informacidn asociada con la posible presencia de
materias inorganicas (Miranda & Cuéllar, 2001). La literatura sugiere valores de cenizas
totales que no excedan el 12 % (Farmacopea Espafiola, 2002). En el estudio actual las
cenizas totales (16,29 %) se encuentra por encima de este valor, lo cual pudiera estar
asociado a las caracteristicas del suelo donde se recolectd la planta o la capacidad

acumulativa de minerales que la planta presenta.

La composicion quimica de la materia seca del platano es citada por varios autores desde
tiempos muy antiguos, observandose gran diversidad de valores, tal vez atribuido, a los
métodos de preparacion de las muestras y/o al método analitico. En cenizas totales se

refieren valores desde 2 hasta 28 % (Moiseev et al., 1968).
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Se debe tener presente que el suelo es un elemento vital para definir la calidad que pueda
tener una materia prima vegetal, ya que dota de los nutrientes necesarios, sin embargo,
también puede aportar compuestos que pudieran invalidar el uso de la misma, como son
los metales pesados. Dada la necesidad de determinar cuales eran los elementos
inorgénicos presentes en droga cruda, se realizo la cuantificacion, no solo de minerales
beneficiosos, sino también de aquellos que podrian resultar dafinos para el organismo,

sobre todo, a largo plazo.

En la tabla 5 se muestra el analisis de minerales realizado al pseudotallo de la M.

paradisiaca.

Tabla 5. Minerales identificados en el pseudotallo de la M. paradisiaca.

DROGA SECA

% en materia seca ppm

MUESTRA N P | K|]Ca|[Mg|Zn|Cu Fe Mn Na

M. paradisiaca |0,85|0,60|5,81|2,95|0,48|6,90|5,90| 169,70 | 129,80 | 88,20

Lo maés relevante del estudio resulta ser la presencia de altos niveles de los
micronutrientes hierro y manganeso. Diversos metales pueden formar parte de los suelos
como son: silicio, aluminio, hierro, calcio, sodio, potasio, magnesio 0 manganeso, este
altimo, generalmente, se presenta como Oxido y/o hidréxido. Algunos de estos metales
son esenciales en la nutricion de las plantas e incluso, el Mn resulta imprescindible en el

metabolismo vegetal (Prieto et al., 2009).

Con relacion al potasio este fue el macronutriente que la planta acumulé en mayor
cantidad, lo que coincide con diversos trabajos, en los cuales se plantea que el potasio es
requerido en grandes cantidades por las plantas de banano y sus niveles pueden fluctuar

en dependencia del estadio fenoldgico de la planta (Fontaine et al., 1989; Mostafa, 2005).

Considerando que dentro de los elementos inorgénicos pudieran encontrarse metales
pesados, se realizo la correspondiente determinacion. En la tabla 6, se puede observar
que, si bien los niveles de materia inorganica son elevados, estos no corresponden a la

presencia de metales pesados.
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Niveles elevados de metales pesados en suelos, tales como plomo, arsénico, niquel y
cadmio, pueden provenir de los residuos de empresas mineras o incluso encontrarse en el
agua utilizada para el riego agricola. Estos elementos inorganicos, por su caracter no
biodegradable, la toxicidad que ejercen sobre los diferentes cultivos y su

biodisponibilidad puede resultar peligrosos a la salud humana (Prieto et al., 2009).

La muestra analizada cumple con los requisitos establecidos por la norma NTE INEN
2392:2017-04, ya que los niveles de metales pesados no superan los limites permisibles,
lo que indica que la droga vegetal esta apta para el consumo humano. En la tabla 6 se
muestran los resultados de metales pesados realizados en el pseudotallo de la M.

paradisiaca

Tabla 6. Andlisis de metales pesados en el pseudotallo de la M. paradisiaca.

Parametros Unidad | Resultados Requisitos Meétodo de Referencia

Arsénico mg/Kg | < 0,005 Méax 1,0 MMQ-AAS-04

Plomo mg/Kg | <0,09 Méax 0,5 MMQ-AAS-28

3.2 Preparacion de los extractos acuoso e hidroalcohdlico del pseudotallo de M.

paradisiaca

Tomando en consideracion la presencia de espuma en ensayos preliminares realizados a
la biomasa vegetal, se propuso realizar extracciones que propiciaran la obtencion de tales
compuestos. Diversos autores han referido la extraccion de saponinas empleando
maultiples procedimientos, sin embargo, tomando en consideracién el caracter polar de
estos compuestos, todos los métodos coinciden en que la extraccion sea en caliente o en
frio, empleando agua o mezclas hidroalcohdlicas, con alcoholes de bajo peso molecular
(metanol, etanol, butanol) (Martinez, 2001; Soto et al., 2005). Por tal motivo se
elaboraron tres tipos de extractos (acuoso, hidroalcohdlico 8:2 y 1:1), utilizando el

método de maceracion dindmica por sonicacion.

Este método de sonicacion permite una mejor extraccion de metabolitos en comparacion
con otros métodos. La extraccion por ultrasonido permite que las particulas del material
vegetal vibren por efecto de la accion ultrasénica, lo que acelera el proceso de extraccion.
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Para favorecer el proceso se debe disminuir el tamafio de particula de la droga y asi

aumentar la superficie de contacto con el disolvente (Azuola & Aguilar, 2007)

Para cada uno de los extractos se lograron los siguientes rendimientos: 4,51 (extracto
acuoso); 9,97 (HO:EtOH 8:2) y 10,12 (H20:EtOH 1:1), respectivamente. Resulta
evidente que el menstruo hidroalcoholico (1:1) fue el que logro extraer la mayor cantidad

de metabolitos de la droga vegetal.

Los ensayos quimicos preliminares (tamizaje fitoquimico) se les realizaron a los tres tipos
de extractos (acuoso, hidroalcohdlico 8:2 y 1:1). Este método se caracteriza por realizar
pruebas rapidas y sencillas que permiten detectar, cualitativamente, la presencia de

determinados grupos quimicos, utilizando un minimo de equipamiento de laboratorio.

Los resultados obtenidos no deben considerarse definitivos pues existen maltiples
factores (intrinsecos y extrinsecos) que pueden propiciar variaciones en los mismos,
como, por ejemplo: solubilidad en el disolvente empleado, la época de cosecha, el estado
vegetativo de la planta, las caracteristicas del suelo, posibles interferencias con otros

metabolitos, calidad de los reactivos, entre otros.

En el estudio fue aplicada la metodologia descrita por Miranda & Cuéllar, 2000, con

algunas modificaciones en lo que a la preparacion de los extractos se refiere.
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Los resultados del tamizaje fitoquimico se muestran en la tabla 7.

Tabla 7. Resultados de los ensayos del tamizaje fitoquimico para los tres extractos

Pruebas Extracto | Extracto hidroalcohdlico | Extracto hidroalcohdlico
Realizadas acuoso (8:2) (1:1)
Espuma ++ ++ ++
Ninhidrina + - -
Baljet no + +
Cloruro férrico - - +/-
Borntrager no - -
Shinoda + + +
Dragendorff - - .
Fehling + + +

Leyenda: no (prueba no realizada); +/- (ligero cambio de color)

Como se puede apreciar el comportamiento de los tres extractos es bastante similar en las
pruebas coincidentes para cada uno de ellos, resultando positivo en los tres casos para
saponinas, flavonoides (shinoda) y azucares reductores (Fehling). Solo en el extracto

acuoso se observo la presencia de aminoacidos.

La prueba de espuma fue la mas relevante, esta permite reconocer en un extracto la
presencia de saponinas, sean del tipo esteroidal o triterpénicas, sin poder diferenciarlas.
El ensayo se considera positivo si la espuma en la superficie del liquido presenta mas de
2 mm de altura y persiste hasta 30 min. En el caso de que apareciera una capa de espuma
que se desvaneciera a los pocos minutos, pudiera atribuirse a la presencia de algunos

acidos y de proteinas 0 a una baja concentracion de saponinas.

En el caso que ocupa esta fue una de las determinaciones mas evidentes, mostrando un
resultado positivo para los tres extractos, siendo mas significativo el resultado del extracto

hidroalcohdlico (1:1) en altura y permanencia en el tiempo.
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Un estudio fitoquimico realizado en extractos etanélicos y metanodlicos de la cascara y
tallo de la M. paradisiaca mostré la presencia de cianuro de hidrogeno, taninos,
alcaloides, esteroides, saponina y flavonoides (Okorondu et al., 2012). Amutha &
Selvakumari, (2016) estudiaron un extracto metanodlico del tallo de la especie citada,
refiriendo en el estudio fitoquimico la presencia de compuestos tales como alcaloides,

glucésidos, flavonoides, compuestos fendlicos y saponinas.

Una investigacion desarrollada por Ogofure & Emoghene, (2016) reporta la deteccion de
alcaloides, flavonoides, taninos y esteroides en extractos de etanol y acetona del

pseudotallo y tallo de M. paradisiaca.

Por otra parte, el tamizaje fitoquimico del extracto acuoso del tallo de M. paradisiaca,
publicado por (Onyenekwe et al., 2013) manifiesta la presencia de taninos y glucosidos
en abundancia; alcaloides, saponinas, flavonoides, polifenoles y azlcares reductores en

cantidades moderadas.

3.3 Andlisis por cromatografia en capa delgada (CCD)

Los estudios de cromatografia en capa delgada se realizaron con el objetivo de verificar
el resultado obtenido en el tamizaje fitoquimico y, ademas, analizar comparativamente la

complejidad cromatogréafica de los tres extractos.

Como se puede apreciar se utiliza para el método de separacion una fase estacionaria de
caracteristicas polares (silica gel GF2s4) y como fase movil la combinacion butanol:acido
acético:agua. La eleccion de esta fase movil responde a que los extractos obtenidos
resultan ser de elevada polaridad, por lo que para lograr el desplazamiento del punto de
aplicacion se precisa de una fase movil con alto poder de elucion. Los resultados
obtenidos se muestran en la figura 3, haciendo notar que cada tipo de extracto fue aplicado
por duplicado y en cantidades crecientes, con el objetivo de buscar el revelado de aquellos

metabolitos que pudieran presentarse en bajas concentraciones.

Analizando la imagen A de la figura 3, este revelado fisico pretende identificar la
presencia de metabolitos con grupos cromdéforos conjugados, los cuales tienen la
capacidad de absorber la luz ultravioleta. Como se puede apreciar en la corrida las
manchas de mayor intensidad revelan muy cercanas al punto de aplicacion, lo cual habla

a favor de que sean compuestos con alta polaridad. No se muestran diferencias
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apreciables entre los dos punteos de una misma muestra, salvo un incremento de la

intensidad de revelado de las manchas observadas en la segunda aplicacion.

Figura 3. Analisis por CCD de tres los extractos del pseudotallo de M. paradisiaca. FM:
BAW (65:25:10). FE: Placas de Silica Gel GF2s4 con soporte de aluminio. B1: H.O; B2:
20% ETOH; B3: 50% ETOH; Psap: patrén (Quijalla saponaria)

Bl Bl B2 B2 B3 B3 Psap Bl Bl B2 B2 B3 B3 Psap

A: Revelador: Luz UV 254 nm B: Revelador: H2SOu/calor/Vainillina /calor

Bl Bl B2 B2 B3 B3 Psap Bl Bl B2 B2 B3 B3 Psap

C: Revelador: DPPH a tiempo 0 min. D: Revelador: DPPH luego de 60 min.




En todos los casos, a lo largo de la corrida parecen existir compuestos de diferente
polaridad con una discreta fluorescencia. Se debe resaltar que el patron utilizado para
verificar la existencia de saponinas, I6gicamente, no revela bajo tales condiciones, pues
su estructura, no presenta grupos cromaéforos conjugados. El extracto de Q. saponaria
esta constituido por una mezcla compleja de saponinas triterpenoides que presentan como
genina al &cido quillaico, que esta glicosilado con oligosacaridos en C3 y en la mayoria
de los casos en C28 (Roner et al., 2010).

Si se analiza la imagen B, placa revelada con H>SOu/calor/vainillina /calor, se puede
apreciar que las manchas méas notables que revelan bajo tales condiciones tienen una
apariencia muy similar a la obtenida para el patron de Q. saponaria. Adicionalmente, si
se comparan las zonas de tales manchas de coloracion gris violacea, con la misma zona,
pero con el revelado fisico (imagen A), se aprecia que esas manchas no muestran
fluorescencia, lo cual sugiere que en esas zonas se encuentran las saponinas responsables
de la espuma obtenida en el tamizaje fitoquimico. Este revelado realizado, unido a la fase
movil empleada en el andlisis cromatografico, son condiciones descritas por la literatura

para la identificacion de saponinas (Waksmundzka-Hajnos et al., 2008).

Finalmente, se realizo igual andlisis cromatogréafico, pero utilizando como revelador una
disolucién al 0,2 % de DPPH en etanol. Las imagenes se tomaron a tiempo 0 y luego de
30 min, pues la capacidad secuestradora de radicales libres pudiera, cinéticamente

hablando, ocurrir paulatinamente en el tiempo (Brand-Williams et al., 1995).

Las imagenes C y D muestran que existe una discreta actividad antioxidante por secuestro
del radical libre DPPH, en aquellas zonas donde se aprecid el revelado con la luz
ultravioleta a 254 nm. EI DPPH puede reaccionar con moléculas con actividad
antioxidante y como consecuencia, se produce un cambio del color parpura a diferentes
tonalidades de amarillo (Marston, 2011). Las imagenes sugieren que los extractos
hidroalcohdlicos presentan una decoloracion ligeramente superior a la del extracto

acuoso. Ademas, la decoloracion no se incrementa luego de transcurridos 30 min.
3.4 Cuantificacion de saponinas y fenoles totales

La cuantificacion de saponinas se ha realizado a través de diversos métodos, la mayoria
de éstos se basan en reacciones colorimétricas como el realizado en esta investigacion. El
uso de vainillina y acido sulfurico permite la formacion de grupos croméforos en las

saponinas, los que pueden ser determinados por espectroscopia visible a longitudes de
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onda entre 455 a 460 nm. Sin embargo, aunque los cromoforos producidos mediante esta
reaccion son caracteristicos, la interferencia es muy marcada, razén por la cual se

considera una técnica poco repetible (Hernandez et al., 2005).
Luego de realizado el ensayo se obtuvieron los resultados que se refieren en la tabla 8.

Tabla 8. Cuantificacion de saponinas y fenoles en los extractos acuoso e

hidroalcohdlicos

Parametros Extracto acuoso Extracto Extracto
hidroalcohdlico hidroalcohélico
(8:2) (1:1)
Cuantificacion de saponinas (g equivalentes a | 0,098/0,003? 0,072/0,003° 0,099/0,0012

Quijalla saponaria/g de extracto seco) /DE

Cuantificacion de fenoles (mg EAG/gramo de | 1,890/0,115? 2,584/0,177° 4,343/0,237°
extracto seco) /DE

Nota: Letras iguales demuestran que no hay diferencia estadisticamente significativa

Del estudio se puede apreciar que la mayor concentracion de saponinas se logra en los
extractos acuoso e hidroalcoholico (1:1), entre ellos no hay diferencia significativa segin
el analisis de varianza y rangos multiples (anexo 1), sin embargo, si existe entre estos y

el contenido de saponinas obtenido con el extracto 8:2.

Como parte del estudio fitoquimico se realizo la cuantificacion de polifenoles totales,

equivalentes a acido galico.

El ensayo Folin-Ciocalteu se utiliza como medida del contenido en compuestos fendlicos
totales en productos vegetales. Se basa en que los compuestos fenélicos reaccionan con
el reactivo de Folin-Ciocalteu, a pH basico, dando lugar a una coloracién azul que se

determina, espectrofotométricamente, a 765 nm.

Como se puede apreciar en la tabla 8, el extracto que logré extraer la mayor cantidad de
compuestos fendlicos fue el extracto hidroalcohdlico (1:1) con un total de 4,343 mg EAG/
por cada gramo de extracto seco obtenido, luego de concentrar el extracto a baja
temperatura y vacio. El andlisis de varianza logré determinar que existe una diferencia
estadisticamente significativa entre los resultados obtenidos con los tres disolventes, dado

que el valor P es menor que 0,05, con un nivel del 95,0 % de confianza (anexo 2).
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Los compuestos polifendlicos presentan en su estructura quimica uno o mas anillos
aromaticos que pueden presentar diversos sustituyentes, como, por ejemplo: hidroxilos,
metoxilos, glicésidos, etc. Se trata de moléculas muy reactivas que frecuentemente, se
encuentran glicosidadas, presentando como azlcares: glucosa, galactosa, arabinosa,

ramnosa, Xilosa o los &cidos, glucordnicos y galacturénicos.

Este reactivo contiene una mezcla de wolframato sédico y molibdato sédico en acido
fosférico, que reacciona con los compuestos fendlicos presentes en la muestra. El &cido
fosfomolibdotingstico, de color amarillo, al ser reducido por los grupos fendlicos da lugar
a un complejo de color azul intenso. EI mecanismo de reaccion es una reaccion redox,
por lo que ademas puede considerarse también, como una medida de la actividad

antioxidante total.

La oxidacion de los compuestos fendlicos de la muestra causa la aparicion de una
coloracion azulada que presenta un maximo de absorcion a 765 nm. Se cuantifica por
espectrofotometria UV-Vis en base a una recta patron de acido galico, tal como se
describié en materiales y métodos. Folin-Ciocalteu es un método preciso y sensible, que
puede padecer numerosas variaciones, fundamentalmente en lo relativo a los volimenes
utilizados de la muestra a analizar, concentracion de reactivos y tiempo de reaccion
(Lacueva et al., 2009).

Luego de evaluados los resultados obtenidos, se puede observar que en la medida que se
incrementa la concentracion de etanol en el menstruo, se incrementa la concentracion de

compuestos polifenolicos.

Los extractos acuosos u organicos de productos vegetales contienen una gran cantidad de
biomoléculas. Se refiere que algunas moléculas no polifendlicas pueden interaccionar con
el reactivo de Folin-Ciocalteu, lo que puede influir en una sobreestimacién. Dentro de los
principales compuestos que pueden interferir son: azlcares reductores (fructosa y
glucosa), aminoacidos y acido ascérbico (Shanmugavelan et al., 2013; Granato et al.,
2016).

Haciendo un analisis integral de los resultados obtenidos hasta este punto, se decidid
continuar los estudios quimicos y bioldgicos con el extracto hidroalcohdlico (1:1). Este
extracto, aunque mostro similar concentracién de saponinas que el extracto acuoso, logré
extraer la mayor cantidad de compuestos fenolicos. Logicamente, no se descarta que en

trabajos futuros puedan ser analizados los restantes extractos.
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3.5 Anélisis quimico por CLAE/EM

Para identificar los compuestos presentes en la muestra se utilizé la CLAE-EM. En la
figura 4 se puede apreciar el cromatograma correspondiente a la corriente idnica principal.
Los compuestos eluidos de la columna pudieron ser identificados mediante
espectrometria de masas.

Figura 4. Cromatograma de la corriente idnica principal obtenido para el extracto

hidroalcohdlico (1:1) de la M. paradisiaca
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Dicho método permitio la identificacion de cinco productos naturales, los cuales se
muestran en la tabla 9.
Tabla 9. Productos naturales identificados por CLAE/DAD/EM

TR Producto natural [M+H] MS? Bibliografia

(min)

0,93 Glucogalina 331 169 Gomez-Caravaca et al,
2016

2,32 Acido ferdlico-hexosido 355 193*, 175 | Passo et al, 2015

5,56 Rutina 609 301 Lépez-Cobo et al,
2014; Passo et al, 2015

5,87 Kaempferol-3-O-rutinésido 593 285 Lopez-Cobo et al, 2014
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5,91 Isorhamnetin-3-O-rutinésido | 623 315 Passo et al, 2015

Como se puede apreciar, del estudio cromatografico se pudieron identificar 5 compuestos,
dos acidos fenodlicos (glucogalina y é&cido ferulico-hexosido) y tres flavonoides
glicosidados (rutina, kaempferol-3-O-rutinésido, isorhanmetin-3-O-rutin6sido).

Con relacion a los compuestos fendlicos se sabe que una de las principales caracteristicas
gue presentan estos, es que potencian la actividad antioxidante, un ejemplo son los acidos
ferulicos y cafeicos (Gimeno, 2004), esta actividad antioxidante es la responsable de
prevenir enfermedades, principalmente, de tipo cardiaco e inmunoldgico (Echavarria &
Franco, 2009).

Los fenoles se presentan en la mayoria de los alimentos tales como cebolla, el té, el cacao,
el aceite de oliva y el vino. En este ltimo caso se encuentra el resveratrol (estilbeno) el
cual ha sido demostrado por estudios en animales y humanos que posee un efecto
protector frente a enfermedades cardiovasculares (Gimeno, 2004).

En el caso de los flavonoides, la estructura de la molécula y las posiciones de los
sustituyentes influyen directamente en la actividad bioldgica de los mismos, sin embargo,
la sustitucion de grupos hidroxilos por azucares disminuye su poder antioxidante.

Los flavonoides presentan actividad como antiarritmicos influido por el nimero y
posicion de los grupos hidroxilos, siendo la misma mas marcada cuando se presentan los
grupos hidroxilos en las posiciones 4 y 5 de la molécula (Cartaya & Reynaldo, 2001).
Las verduras, frutas, el té son fuentes ricas en flavonoides, estos compuestos ayudan a
prevenir enfermedades como, hipertension, cancer y diabetes (Mufioz & Ramos, 2017).
Con referencia a la actividad expectorante se ha reportado que el aceite esencial del
tomillo rico en compuestos fen6licos como el timol y el carvacrol ayuda a licuar las
secreciones bronquiales favoreciendo su expulsion (Folcard & Vanaclocha, 2000).

Los estudios quimicos desarrollados se consideran de gran interés, pues la revision
bibliogréafica realizada para dicha investigacion no refiere la identificacion de tales
metabolitos. Adicionalmente, la composicidn quimica que se reporta del seudotallo de M.
paradisiaca, solo hace alusion a métodos de tamizaje fitoquimico, por lo que continuar

con dichos estudios resultaria de gran utilidad.
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3.6 Evaluacion preliminar del efecto mucolitico

El método realizado permite identificar compuestos mucosecretoliticos usando la
secrecion traqueal de rojo fenol en ratones. Luego de la aplicacion del rojo fenol, parte
del colorante es secretado en el tracto traqueobronguial y se recoge mediante lavados con
solucion salina. La concentracion de rojo fenol secretado se mide
espectrofotométricamente a 546 nm. Se plantea que la mayoria de los farmacos
expectorantes suelen aumentar la secrecion traqueobronquial de dicho colorante en el
raton (Coppi & Gatti, 1989).

La razon de por qué se evalud este efecto se atribuye a la presencia de saponinas en la
droga analizada. Las saponinas se han referido con efecto expectorante fluidificando las
secreciones bronquiales y estimulando su expulsion. Muchas drogas con saponinas se
utilizan, tradicionalmente, por sus propiedades antitusivas y/o expectorantes, sin
embargo, ain el mecanismo por el que actdan no esta totalmente esclarecido (Bruneton,
2001).

Los expectorantes son drogas que activan la expulsion del esputo, bien porque aumentan
las secreciones traqueo bronquiales para reducir su viscosidad, o porque estimulan el
reflejo de la tos (Florez, 1998).

Los resultados de la evaluacion preliminar del efecto mucolitico se presentan en la tabla
10. Como se puede apreciar la dosis ensayada (500 mg/kg de peso del animal) mostr6 un
efecto mucolitico similar al control positivo (Bisolvon), el que presenta reconocida

actividad como expectorante a una baja dosis.

Tabla 10. Resultados del ensayo mucolitico preliminar realizado para el extracto

hidroalcohdlico (1:1) de la M. paradisiaca

Grupo Concentriﬂgpmdf) rojo fenol DS

Control negativo 1,963 0,41

Control positivo (Bisolvon) 2,802 0,54

Extracto hidr_oglcohél_ico de M. 2,832 0,53
paradisiaca (1:1)
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Evidentemente, el ensayo que se presenta es de caracter preliminar, pues solo fue
ensayada una sola dosis y ademas es elevada. Los resultados obtenidos abren una nueva
brecha de investigacion donde se recomienda realizar el ensayo evaluando varias dosis,

para establecer el efecto dosis-respuesta.

El uso del extracto hidroalcohdlico del seudotallo de M. paradisiaca podria ser una
opcion fitoterapeutica, solo o, tal vez combinado con otros productos naturales, para

lograr un efecto mucolitico (expectorante).

Existen diversas plantas a las que se les ha demostrado actividad antitusigena y
expectorante, relacionando dicha actividad con la presencia, entre otros compuestos, de
saponinas. Dentro de las plantas estudiadas se encuentran: Acacia concinna wild. DC
(hojas), Alhagi pseudalhai Bieb. Desv (toda la planta), Allium odorum L. (hojas), Allium
porrum Linn (hojas), Anagallis arvensis Linn. (hojas), Balanites aegyptiaca Linn.Delile.
(tallo), Platycodon grandiflorum Jacg. A. DC (raiz), Polemonium reptans L. (raiz), Viola
odorata L. (hojas, raiz, florez), Momordica grosvenori (Guo et al., 2009; Gairola et al.,
2010).

3.7 Evaluacion del efecto del extracto de Musa x paradisiaca en el gasterépodo

Cerithidea valida

El bioensayo realizado sobre el gasteropodo Cerithidea valida durante 96 horas permitio
establecer que durante las primeras 24 horas del estudio, a excepcion del grupo control,
todos los caracoles permanecieron en el fondo del recipiente, resguardandose dentro de
su concha y cerrando el opérculo, probablemente a causa de irritabilidad del medio donde
fueron confinados. Con el transcurrir del tiempo, los organismos comenzaron a subir por
las paredes del recipiente para salir de los frascos, excepto en los recipientes con mayor

concentracion de extracto en los que permanecieron en el fondo, aparentemente muertos.

Durante el ensayo fue posible observar deposicion de heces por parte de los caracoles, de
manera tal que a mayor concentracion de extracto mayor cantidad de heces. Debido a que
las saponinas tienen efecto laxante Valle, (2016), es probable que la exposicién a la
solucion con saponinas haya promovido una estimulacion de las mucosas intestinales

provocando la eliminacion de heces en los organismos ensayados.

Al cabo de las 96 horas fue suspendido el bioensayo y como medida de precaucion fueron

sustituidas las soluciones con las diferentes concentraciones ensayadas, por agua de mar
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limpia para verificar la mortalidad efectiva de los caracoles que permanecieron inmoviles.
Sin embargo, al cabo de los primeros 30 minutos, todos los caracoles en todas las

concentraciones antes mencionadas presentaron total movilidad.

A la luz de los resultados obtenidos, es obvio que no pudo determinarse actividad
molusquicida del extracto ensayado. Por el contrario, y en oposicion a lo esperado, el
extracto parece haber tenido mas bien un efecto beneficioso en los caracoles. Por lo tanto,
la ausencia de movilidad en los caracoles, en las mayores concentraciones, permite
suponer que ese comportamiento es el resultado de la adopcion de una respuesta ante las
condiciones, probablemente irritantes del extracto, a dosis altas que podria ser provocada
por algun compuesto quimico del extracto o del alcohol que éste contiene De hecho, el
opérculo es un disco cérneo (organico) o calcareo adherido a la parte superior del pie del
molusco, que encaja perfectamente en la apertura de la concha para cerrarla como
mecanismos de proteccion ante sustancias liquidos nocivas o de los efectos deshidratantes
del sol y el aire. Por lo tanto, ante la imposibilidad de establecer efecto letal, se decidio6
calcular la dosis media de extracto que provoca la inmovilidad del 50% (IDso) de los

caracoles mediante andlisis Probit.

En la figura 5, se muestra la grafica del modelo ajustado con intervalos de confianza al
95%.

Figura 5. Gréafica del modelo ajustado con intervalos de confianza al 95%
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La ecuacion del modelo ajustado obtenida fue:
Inmoviles 72 horas/expuestos = -0,693332 + 0,000413843 x Concentracion

A partir de las predicciones inversas obtenidas del modelo ajustado que indican el valor
de concentracion al cual el modelo alcanza ciertos porcentajes se obtuvo el valor
correspondiente a p=50% (ID50) que result6 igual a 1675,35 con los siguientes intervalos

de confianza: 1266,52 < LD50 <2209,88.
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CAPITULO IV: CONCLUSIONES

El control de calidad realizado a la droga cruda mostro resultados que se
encuentran dentro de los limites permisibles, tanto para humedad mas no para

cenizas totales.

El analisis de la composicion quimica inorganica permitio la cuantificacion de
macro y micronutrientes en la droga vegetal seca, resaltando la presencia de
potasio, hierro y manganeso. Los metales pesados, As y Pb, se encontraron dentro

de los limites permisibles por las normas ecuatorianas.

La evaluacion quimica preliminar de los tres tipos de extractos elaborados
mediante maceracion por sonicacion (acuoso, hidroalcohdlico 8:2 y 1:1), mostro
la existencia de saponinas, ademas de flavonoides y azlcares reductores. Solo el

extracto acuoso exhibio la presencia de aminoacidos.

El andlisis por cromatografia en capa delgada (CCD) de los tres extractos permitid
la identificacion de saponinas; metabolitos con grupos croméforos conjugados y

una discreta capacidad secuestradora de radicales libres.

La mayor concentracion de saponinas se logré en los extractos acuoso e
hidroalcohdlico (1:1), presentando este ultimo la mayor cantidad de compuestos
fendlicos.

El andlisis mediante CLAE/DAD/EM propicié la identificacion de tres
flavonoides glicosilados y dos glicosidos de acido fendlico.

El extracto hidroalcohdlico (1:1), a la dosis de 500 mg/kg de peso del animal

mostré un efecto mucolitico similar al control positivo (Bisolvon).

Aunque no fue posible establecer efecto tdxico letal del extracto hidroalcoholico
(1:1) de pseudotallo de M paradisiaca, con las concentraciones y tiempo de

exposicion ensayados, si se detectd un efecto de retraccion del cuerpo en la concha
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y cierre de la cavidad que provoco la inmovilidad de los moluscos y que fue
atribuido a un mecanismo de defensa ante una probable accion irritante del

extracto.
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CAPITULO V: RECOMENDACIONES

Continuar el estudio fitoquimico de los extractos acuosos e hidroalcoholicos (8:2)

Evaluar otros posibles métodos de extraccion, que favorezcan la obtencion en

mayor cantidad de saponinas.

Analizar otras posibles técnicas analiticas que permitan la cuantificacion del crudo

de saponinas.

Profundizar en el ensayo mucolitico in-vivo del extracto hidroalcohdlico y evaluar

la posible toxicidad aguda del mismo.
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ANEXO 1

Prueba de Multiple Rangos para Cuantificacion de saponinas

Método: 95,0 porcentaje LSD

Disolvente Casos Media Grupos Homogéneos

Hidroalcohdlico (8:2) 3 0,0723333 X

Acuoso 3 0,0977 X
Hidroalcohdlico (1:1) 3 0,099 X
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
Acuoso - Hidroalcohdlico (1:1) -0,0013 0,00480789
Acuoso - Hidroalcohodlico (8:2) * 0,0253667 0,00480789
Hidroalcoholico (1:1) - Hidroalcohdlico (8:2) | = 0,0266667 0,00480789

* indica una diferencia significativa.

ANEXO 2

Prueba de Multiple Rangos para Cuantificacion de fenoles

Método: 95,0 porcentaje LSD

Disolvente Casos |Media Grupos Homogéneos
Acuoso 3 1,88967 (X

Hidroalcohdlico (8:2) |3 2,58433 X

Hidroalcohdlico (1:1) |3 4,34367 X
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Contraste Sig.  |Diferencia +/- Limites
Acuoso - Hidroalcohdlico (1:1) * -2,454 0,365941
Acuoso - Hidroalcohdlico (8:2) * -0,694667 0,365941
Hidroalcoholico (1:1) - Hidroalcohdlico (8:2) | * 1,75933 0,365941

* indica una diferencia significativa.
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