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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo principal evaluar la capacidad
antioxidante del extracto metandlico de las hojas de Costus igneus “Insulina”.

La muestra vegetal se recolectd de la provincia de Jaén del departamento de
Cajamarca, fue trasladada al laboratorio Multifuncional de la UPAGU donde fue
secada y pulverizada para estabilizar los principios activos de la planta. Para la
preparacion de los extractos metanolicos se pesaron 5 g ,10 g y 20 g de la muestra
pulverizada y se colocaron en distintos matraces, adicionando 100 mL de metanol
en cada uno. Luego de un proceso de maceracién por dos dias se obtuvieron
extractos al 5 %, 10 % y 20 %. Adicionalmente se realizaron ensayos como el de
cloruro férrico y Shinoda para evaluar la existencia de metabolitos secundarios. Los
resultados demostraron la presencia de taninos y flavonoides.

Para la determinacion de la actividad antioxidante se utilizo el método de captacion
del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH). Los resultados mostraron que la
actividad antioxidante es directamente proporcional a la concentracion del extracto
metanolico, observandose la mayor actividad de captacion de radicales libres
(98,03%) con la concentracion de 20%, y la menor (74,41%) con la concentracion
de 5%. Estos resultados segun el ANOVA, son estadisticamente significativos (p =
0,000; IC = 95%) comparados con la actividad antioxidante de la sustancia patron,
Trolox; concluyendo en que los extractos metanolicos de las hojas de Costus igneus
“Insulina” tienen actividad antioxidante.

Palabras claves: Actividad antioxidante, extracto metanolico, Costus igneus

“Insulina”, tricloruro férrico, Shinoda, DPPH.
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ABSTRACT

The main objective of the present investigation was to evaluate the antioxidant
capacity of the methanolic extract of the leaves of Costus igneus "Insulin”.

The plant sample was collected from the province of Jaén in the department of
Cajamarca, it was transferred to the Multifunctional laboratory of the UPAGU
where it was dried and pulverized to stabilize the active principles of the plant. For
the preparation of the methanolic extracts, 5 g, 10 g and 20 g of the pulverized
sample were weighed and placed in different flasks, adding 100 mL of methanol in
each one. After a maceration process for two days, extracts were obtained at 5%,
10% and 20%. Additionally, were carried out tests such as ferric chloride and
Shinoda to evaluate the existence of secondary metabolites. The results
demonstrated the presence of tannins and flavonoids.

For the determination of the antioxidant activity, the method for capturing the 2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl radical (DPPH) was used. The results showed that the
antioxidant activity is directly proportional to the concentration of the methanolic
extract, with the highest free radical scavenging activity (98,03%) being observed
with the 20% concentration, and the lowest (74,41%) with the 5% concentration.
These results according to the ANOVA, are statistically significant (p = 0,000; CI
= 95%) compared with the antioxidant activity of the standard substance, Trolox;
concluding that the methanolic extracts of the leaves of Costus igneus "Insulin®
have antioxidant activity.

Keywords: Antioxidant activity, methanolic extract, Costus igneus "Insulin®, ferric

trichloride, Shinoda, DPPH.
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INTRODUCCION

En la actualidad muchas personas tenemos una vida agitada en las cuales
optamos por consumir comidas rapidas las cuales causan desafortunadamente
un dafio en la salud provocando enfermedades tales como: obesidad, problemas
cardiacos, respiratorios y entre otros; de igual forma el organismo humano
produce un insuficiente equilibrio de ciertas sustancias llamadas prooxidantes
y antioxidantes, dicho desequilibro provocaria un mayor aumento de estas
sustancias lo cual conlleva a un dafio irreversible o la muerte de la célula; de la
misma forma existe esfuerzos en ciertas investigaciones que han durado
muchos afios dando a demostrar que existen plantas medicinales que contienen
un potencial elevado para la solucion del desequilibrio celular o llamado
también “estrés oxidativo”, con dicho potencial se evitaria un dafio irreparable

de las células.t?

El Perd siendo un pais predilecto con una enorme diversidad en productos
naturales, conlleva que entre ellos destaca las hojas de Costus igneus “Insulina”
de la Selva alta del Noreste de nuestro pais de no mas de 60 centimetros, de
color verde e impregnando una brillantez.® La Insulina posee grandes
propiedades de las cuales se encuentran las proteinas, hierro y componentes
antioxidantes como 4acido ascorbico, a-tocoferol, [B-caroteno, taninos,
esteroides y flavonoides; por tanto, estos metabolitos tienen gran eficacia para
reducir el estrés oxidativo y las enfermedades mediadas por radicales libres.?

Por ejemplo, los taninos que en su mayoria muestran una gran capacidad para



estabilizar las alteraciones metabdlicas de las células neopléasicas, por tal
motivo al existir células inflamatorias, contribuyen a un elevado nivel de estrés
oxidativo.®> Asi mismo en los flavonoides resulta de una combinacion de sus
propiedades quelantes de hierro y secuestradoras de radicales libres, por tal
razon destacan por su baja toxicidad, presentando en general actividad sobre el
sistema vascular con accion vitaminica P (efecto protector de la pared vascular,
debido a la disminucidn de la permeabilidad y al aumento de la resistencia de
los capilares).* Teniendo en cuenta que tienen efecto antioxidante e anti
mutagénica, donde pueden inhibir la peroxidacion lipidica de diversas

enzimas.®*

En la region Cajamarca presenta uno de los grandes problemas en
enfermedades cronicas; no trasmisibles en consecuencia, esta especie vegetal
presenta gran actividad antioxidante,? entre los cuales los mas comunes son las
enfermedades cardiovasculares, envejecimiento de la célula, diabetes,
arterioesclerosis; siendo estos problemas de salud los mas comunes en dicha

ciudad.

En definitiva, la determinacién de la capacidad antioxidante del extracto
metandlico de las hojas de Costus igneus “Insulina”, permitira conocer su
potencial medicinal y agroindustrial de esta especie; por lo tanto, revelara
resultados alentadores ante las ya mencionadas enfermedades; cabe recordar

que las diferentes investigaciones realizadas sobre las hojas de Costus igneus



“Insulina” reportan que la accién antioxidante se encuentra presente en las

hojas y en el tallo de este arbusto.t

Por lo mencionado se formul6 la siguiente pregunta de investigacion:
¢ Tendra capacidad antioxidante el extracto metandlico de las hojas de Costus

igneus “Insulina”?

Y se plantearon los siguientes objetivos:

Objetivo General
Determinar la capacidad antioxidante del extracto metandlico de las hojas de

Costus igneus “Insulina”.

Obijetivos Especificos

o Determinar la presencia de compuestos fendlicos del extracto metandlico de
las hojas de Costus igneus “Insulina”

e Determinar la presencia de flavonoides del extracto metandlico de las hojas
de Costus igneus “Insulina”

e Evaluar la actividad antioxidante del extracto metandlico de las hojas de
Costus igneus “Insulina”, mediante el método captacion del radical 2,2-
difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH).

Con la finalidad de dar respuesta a la pregunta y objetivos planteados se

formul6 la siguiente hipotesis: El extracto metandlico de las hojas de Costus

igneus “Insulina” tienen actividad antioxidante.



II. MARCO TEORICO

2.1. Teorias que sustentan la investigacion

Reddy J et al (2018)%, en su investigacion denominada “Anélisis
cromatoldgico de fitoquimicos en Costus igneus y estudios computarizados de
flavonoides™ se planted que en diversos estudios de literatura muestran que
posee propiedades antioxidantes, diuréticas, antimicrobianas y anticancerosas.
Ademas, utilizaron la técnica del analisis cromatogréafico de capa fina (TLC)
de Costus igneus en extractos de metanol de una hoja se separ6 usando una fase
estacionaria que contenia una placa con gel de silice de aluminio con un tamafio
de 10 x 10 cm. El ensayo de Sudan 11, permite reconocer en una las hojas de
Costus igneus fueron seleccionadas, lavadas y desecadas en la estufa a 40 °C
por dos horas, luego fueron pulverizadas con la ayuda de un mortero y
tamizadas por un N° 20 el extracto metanolico tuvo como presencia de
compuestos fenolicos, se considera positiva si aparecen gotas o una pelicula
coloreada de rojo en el seno del liquido o en las paredes del tubo de ensayos,
respectivamente. Teniendo como resultado un analisis cuantitativo adicional
para determinar el contenido total de flavonoides del extracto de la hoja el cual

tiene como resultado un 58 mg/L de actividad antioxidante.

Victoria A et al (2008)’, realizaron una investigacion denominada “Estudios
sobre la actividad antioxidante del extracto de hojas de Costus Igneus”, para la

obtencion del extracto hexanico se colocaron en un matraz Erlenmeyer 50



gramos de la planta seca y molida, se agregaron 250 mL de hexano, se tapo el
matraz y se colocd en un agitador eléctrico por 48 horas, se filtr6 como se
explicé anteriormente para el extracto acuoso. El sobrenadante se elimind por
evaporacion a 37 °C por 3 dias y se obtuvo el extracto hexanico, se peso el
rendimiento, cuyo objetivo fue investigar la actividad antioxidante del extracto
de hoja utilizando cuatro métodos, a saber. Ensayo DPPH, ensayo de reduccion
de potencia, ensayo de eliminacién de radicales superdxido y ensayo Folin-
ciocalteu. En el cual el primer ensayo de potencia reductora, el extracto de la
planta mostré un aumento del 75,43% en la potencia reductora en comparacion
con el trolox, que mostrd un 91,94%, a una concentracion de 16 pg /ml. En el
ensayo DPPH, el extracto de la planta produjo 71,85% de actividad de
eliminacién de DPPH, en comparacién con el trolox que produjo 84,47% a una
concentracion de 160 pg / ml. En la actividad de eliminacién de superéxido, el
extracto de la planta produjo el 68,19% de actividad de eliminacion de radicales
en comparacion con el estandar que mostré el 79,78% a una concentracion de
800 pg/ml. Es asi que al encontrarse con el IC50 era 177 y 367 pg/ml del

extracto estandar y el extracto de la planta respectivamente.

Sapna P et al (2019)%, en su estudio “Perfil de nutrientes y componentes
antioxidantes de Costus speciosus Sm. y Costus igneus Nak.”, cuyo objetivo
fue la evaluacion fitoquimica donde se analizd su composicion proxima y
componentes antioxidantes. Ambas especies contienen 18 y 15.3% de proteina,
46y 120 mg de hierro, 81 y 216 mg de &cido ascorbico, 660 y 1833 g de B-

caroteno, 149 y 25 mg de a-tocoferol, 75y 400 mmol de GSH, 4,4y 2,1g en



total fenoles y 0,848 y 1,89 mg/g de extracto de flavonoides totales,
respectivamente. Los datos revelaron que ambas plantas son buenas fuentes de

nutrientes y componentes antioxidantes naturales.

Baez C (2007)° realiz6 un estudio denominado “Potencial antioxidante y
citotoxico de extractos de hojas de Costus igneus”. En el cual plante6 como
objetivo evaluar el potencial antioxidante y citotoxico de diferentes extractos
de hojas de C. igneus. Teniendo como método el extractos de hojas de C. igneus
donde se estable mediante el ensayo de poder antioxidante reductor férrico
(FRAP), el ensayo 2,2'-azino-bis (acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)
(ABTS), actividad quelante de metales, ensayo de fosfomolibdeno, actividad
de eliminacion de radicales superdxido, ensayo de 2,2-difenilpicrilhidrazilo
(DPPH), ensayo de potencia reductora y actividad citotoxica por 3- (4,5-
dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio ensayo de bromuro (MTT) en la linea
celular de cancer de mama Michigan Cancer Foundation (MCF-7). De lo cual
dio como resultado que el ensayo FRAP, el extracto de acetona mostré una
mayor actividad de 276,31 mmol de extracto de Fe (I1) E/mg. En el ensayo
ABTS, el extracto de hexano mostré la mayor actividad de eliminacion de
12,878.893 uM de capacidad antioxidante equivalente Trolox (TEAC) / g de
extracto. En donde el extracto de agua caliente registrd una mayor capacidad
de quelacion de iones metalicos con 2,94 mg de equivalente de acido
etilendiaminotetraacético / g de extracto. El extracto de hexano ha registrado
la capacidad antioxidante total mas alta de 65,00 mg AAE / mg en el ensayo de

fosfomolibdeno. La actividad de eliminacion de radicales superdxidos se



maximiz6 en extracto de acetona con 41,11%. En el ensayo DPPH, el extracto
de acetona registré una capacidad total de eliminacion de radicales libres con
un valor de CI 50 de 40,70 pg/ml. El extracto de hexano ha registrado un poder
reductor significativamente mas alto a una concentracion de 100 pg / pl con
una densidad Optica maxima de 0,177. El extracto de acetona del extracto de
hoja de Costus igneus a una concentracion de 150 pg/ml mostrd la mayor
actividad citotdxica en la linea celular de cancer con una viabilidad celular del
65,51%. Se lleg6 a la conclusion de que Costus igneus muestra actividad
antioxidante eficiente, asi como actividad citotoxica y podria actuar como

seguro Yy beneficioso para las aplicaciones bioldgicas.

2.2. Bases tedricas

2.2.1. Costus igneus “Insulina”

2.2.1.1.Historia
Originaria de Brasil, donde una parte de selva tropical cubre el 90% de la
superficie, esta dispersada en varios paises tropicales de América, también
las islas del pacifico como: Hawai, Taiwan, Malasia, Filipinas, India.'
Utilizada comUnmente para tratar desordenes glicémicos en pacientes con
diabetes, ayuda a la prevencion de algunos tipos de dafios a la célula, contra
el estrés oxidativo, entre otros beneficios.*®
e Nombre vulgar: Insulina

e Nombre cientifico: Costus igneus



e Familia: Costaceae

e Parte usada: Partes aéreas, hojas. Con usos antioxidativo.

Figura 1: Costus igneus “Insulina”.

Fuente: Harini A Prakash, Hegde L, Kumar S, Rao N P. Macro-microscopy and
TLC atlas of leaves of Costus igneus Nak. Journal of Ayurveda Medical Sciences
1, 2016, 5-11.1°

2.2.1.2.Clasificacion botanica

La planta pertenece a la familia Costaceae. Las Costaceae fueron
prominentes por primera vez al rango de familia por Nakai sobre la base de
que las hojas y los rizomas que son apercibidos de la forma en espiral en lo
cual no contenian aceites esenciales aromaticos. Antes de la elevacion a la
categoria de familia, Engler y Prantl (2010),'" reconocieron a Asteroideae
como una subfamilia de Zingiberanae. Por otro lado, la familia Costaceae
consta de cuatro géneros y aproximadamente 200 especies. EI género Costus
es el mas grande de la familia con alrededor de 150 especies que son
principalmente de distribucion tropical. De tal modo estd ubicado en la

siguiente categoria:*®



Tabla 1: Clasificacion taxonomica de Costus igneus “Insulina”.

Nombre cientifico:

Costus igneus NEBR

Dominio: Eucariota
Reino: Tracheophyta
Subreino: Euphyllophytina
Subdivision: Radiatopses
Clase: Liliopsida
Subclase: Commelinidae
Superorden: Zingiberanae
Orden: Zingiberales
Familia: Costaceae
Subfamilia: Asteroideae
Tribu: Coreopsideae
Género: Costus
Epiteto especifico: Igneus

Fuente: Harini A Prakash, Hegde L, Kumar S, Rao N P. Macro-microscopy and
TLC atlas of leaves of Costus igneus Nak. Journal of Ayurveda Medical Sciences.
1, 2016, 5-11.18

2.2.1.3. Descripcion morfologica

Es un arbusto vertical, perenne y mide aproximadamente 60 cm de alto.
Consta de largas ramas que caen sobre el suelo.'* Las hojas son simples, de
color verde oscuro, alternas, de veinte a veinticinco cm de largo con varias
venas gruesas paralelas. Esta presente un rizoma suave, cilindrico, carnoso,
de color marrén palido.'**® También esta presente una raiz de golpe fuerte
que es mas ancha en la parte superior, de forma sub-cilindrica con color
marron oscuro.’® En la parte superior de las ramas, hay flores anaranjadas
hermosas lo cual se produce en los meses calidos, que aparecen en las
cabezas de cono como en las puntas de las ramas. Las frutas son muy

pequefias, de color verde.**



Figura 2: Arbusto de Costus igneus “Insulina”.

Fuente: Harini A Prakash, Hegde L, Kumar S, Rao N P. Macro-microscopy and
TLC atlas of leaves of Costus igneus Nak. Journal of Ayurveda Medical Sciences
1, 2016, 5-11.1%

2.2.1.4. Composicion quimica

Las hojas de Costus igneus “Insulina”, contiene un componente que es la
quercetina. Se aislé como principio activo del extracto de metanol.}” En
estudios fitoquimicos se encontrd que las hojas de Costus igneus son ricas
en proteinas, hierro, y componentes antioxidantes tales como &cido
ascorbico, a-tocoferol, B-caroteno, terpenoides, esteroides y flavonoides,
pero en otro estudio se encontré que el extracto metandlico contiene

carbohidratos, proteinas, alcaloides, taninos, saponinas y flavonoides.8

2.2.1.5. Descripcién de las propiedades fitoquimicos de la hoja de Costus igneus
“Insulina”
a. Acido ascorbico (vitamina C): Por lo general es hidrosoluble el cual es

muy importante ya que es la primera defensa antioxidante del plasma, el
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cual al inhibir la oxidacién en los lipidos actla regenerando a la vitamina

E.28

Figura 3: Estructura quimica del é&cido ascorbico
(vitamina C).

Fuente: Murillo E (2002). Principales Antioxidantes de los alimentos.
Memoria del Seminario Taller Vitaminas, Antioxidantes y salud.
Panama.?

b. B - caroteno: Son pigmentos que proveen mas del 50% de la vitamina A,
lo cual es necesaria para prevenir ciertas enfermedades de las cuales se
encuentran las cataratas, artrosis, el sindrome de fatiga cronica,
envejecimiento de la piel, SIDA, el alcoholismo, la enfermedad de
Alzheimer, la depresion, la diabetes, la epilepsia y/e el dolor de cabeza.
Por tal razon se encuentra en todos los vegetales de diversos colores
como en el color amarillo, anaranjado y rojo. Finalmente siendo muy
soluble en los lipidos se unen a diferentes especies reactivas de oxigeno,
de tal manera que lo hacen teniendo dos funciones en las cuales cada una
de ellas acttian directamente enganchandose con el oxigeno simple y de

lipoperdxidos.?
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CAROTENOS

ALFA-CAROTENO

Figura 4: Principales carotenos.

Fuente: Murillo E (2002). Principales Antioxidantes de los alimentos.
Memoria del Seminario Taller Vitaminas, Antioxidantes y salud.
Panama.?®

c. Flavonoides: Es uno de los compuestos mas importantes considerando
que los polifenoles se distribuyen en cualquier parte de una planta.
Presenta un bajo peso molecular que se tiene a diferencia de los difenil-
piranos; predominando por su pérdida de toxicidad, exteriorizando la
actividad sobre el sistema vascular con accion vitaminica P (teniendo asi
un impacto protector en la pared vascular, siendo oportuno para la
reduccion de la permeabilidad y el ascenso de la resistencia de los
capilares).®® Es asi, que tienen un efecto antioxidante, pueden inhibir la
peroxidacion lipidica, poseen efectos antimutagénica y tienen la
capacidad de inhibir diversas enzimas. La accién antioxidante de los
flavonoides depende principalmente de su capacidad de reducir RL y
quelante en metales, imposibilitando las reacciones catalizadoras de los

radicales libres.®> También actGan inhibiendo sistemas enzimaticos
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conectandose con la operabilidad vascular como: la catecol-O-metil
transferasa (COMT), con lo que acrecientan la permanencia de la accion
de las catecolaminas, incurriendo por tanto en la resistencia vascular; la
histidina decarboxilasa, perjudicando por tanto a la accion de la
histamina; las fosfodiesterasas, por lo que inhiben la agregacién vy

adhesividad plaquetaria, etc.*

@
o 0 o)
\P =
‘*\ \\
o
Pirano Pirilio Pirona

Figura 5: Tipos de anillos heterociclicos de los
flavonoides.

Fuente: Vermerris, Wilfred, y Ralph Nicholson. Phenolic Compound
Biochemestry. Primera Edicion. Dordrecht: Springer, 2006.%

e Clasificacion de los flavonoides
Dentro de los flavonoides, se reconocen 7 clases principales, de los
cuales los grupos funcionales poseen, las calconas, las flavonas, los
flavonoles, los flavandioles, las antocianinas, los taninos

condensados, y algunos autores consideran también a las auronas.3¢=°
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Tabla 2: Clasificacion de los flavonoides.

Nombre Descripcion Ejemplo Estructura

Tiene un grupo —OH
unido en posicidn 3,
pero ademas poseen

Antocianinas Antocianinas
un doble enlace entre

los carbonos 3y 4
del anillo C.

Con un grupo —-OH
Flavanos en posicion 3 del Catequina

anillo C.

Poseen un grupo
carbonilo en
posicion 4 del anillo

Flavonas Diosmetina
C y carecen del

grupo hidroxilo en

posicion C3.

Grupo carbonilo en
posicion 4y un
Flavonoles grupo —OH en Quercetina
posicién 3 del anillo
C.

Fuente: Felipe M, Pozuelo M (2005). Flavonoides, Isoflavonides y Salud. Revista
Cientifica — Murcia G*°.

e Propiedades de los flavonoides
Los flavonoides son reconocidos en diversos estudios ya que al unirse
con el compuesto enzimatico pueden quelar iones metalicos como el
Fe3*, Cu?*, Zn?*, para catalizar el transporte de electrones y para

eliminar los radicales libres.®®
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Es asi que el mecanismo de ciertos fitoquimicos son patolégicamente
para la diabetes mellitus, cancer, cardiopatias, infecciones virales,
Ulceras, asi también se les ha dado un uso como antialérgicos,

antitrombéticos e incluso como antiinflamatorios.2®

OH o
+ROO" ——» ©/ + ROOH
OH o*
+RO" ——» ©/ + ROH

Figura 6: Accion de los compuestos fendlicos.

Fuente: Vermerris A, Wilfred T y Ralph N. Phenolic Compound Biochemestry.
Primera Edicion. Dordrecht: Springer, 2006.%

d. Taninos:
Son compuesto fendlico que abunda en muchas plantas y frutos. Son
hidrosolubles, de sabor aspero y amargo®, dando a veces disoluciones
coloidales en agua, solubles también en alcohol y en acetona e insolubles en
disolventes organicos apolares. Dentro de los vegetales los taninos suelen
encontrarse en las vacuolas celulares combinados con alcaloides, proteinas
e hidratos de carbono.®’
e Clasificacion de taninos
La clasificacion se da por la discrepancia en estructura y origen, es asi
que estos pueden ser taninos hidrolizables o pirogalicos y taninos

condensados.3®

15



Taninos hidrolizables

Son la denominacion en la cual indica con facilidad la hidrolizacion
de los &cidos y élcalis por la via enzimatica de los cuales pueden
generar la formacion de patdgenos, localizando las dicotileddneas
principalmente en Fagaceae, Anacardiaceae y Leguminosae.

Es asi que este grupo son polimeros propiamente dichos del acido
galico, ésteres de un poliol y principalmente varian las moléculas de
la glucosa, es asi que también ésteres galicos son primordiales, pero

en este caso del 4cido hexahidroxidifénico y sus derivados.*

OH
OH
0 OH
0 OH
0 0 OH
HO = .
0.0 [e) OH
HO 0 o)
OH
OH
HO OH
OH HO  OH

Figura 7: Estructura quimica de los taninos hidrolizables.

Fuente: Vazquez - Flores A, Alvarez - Parrilla E, Lopez - Diaz JA, Wall — Medrano
A, de la Rosa LA. Taninos hidrolizables y condensados: Naturaleza quimica,
ventajas y desventajas de consumo. Tecnociencia. 2012; 6(2): 84-9.%°

Taninos condensados

Son los més estudiados ya que tienen una actividad antioxidante, de
manera que reportan un beneficio para la salud en parte a su actividad
antibacterial y bacteriostatico,®” es un inhibidor de la peroxidacion
lipidica, y asi mismo tiene una agregacion plaquetaria que forman

trombos en el sistema circulatorio.®®
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Son unidades que contienen catequina vinculadas a galotanino o
elagitanino. El cual es factible hallar este tipo de taninos en
dicotiled6neas, gimnospermas y los helechos, es por eso que existe la
diferencia en los taninos hidrolizables ya que estos exterioricen
resistencia a la hidrolisis. En el sistema in vitro estos metabolitos
suelen presentar una capacidad estabilizadora ante los radicales libre
hidréxilo, es asi que también revelaron la facil unidad para actuar
como un inhibidor no competitivo de la enzima xantina oxidasa y que
exteriorizan la capacidad de impedir la oxidacion de las LDL
(lipoproteinas de baja densidad) precaviendo la formacion de
trombosis en personas que sufren aterosclerosis.*

En la identificacion de los presentes taninos condesados en la reaccion
con el cloruro férrico en la cual se evidencia una coloracién verde

oscura.®®

OH

Figura 8: Estructura quimica de los taninos condesados.
Fuente: Vazquez - Flores A, Alvarez - Parrilla E, Lopez - Diaz JA, Wall — Medrano

A, de la Rosa LA. Taninos hidrolizables y condensados: Naturaleza quimica,
ventajas y desventajas de consumo. Tecnociencia. 2012; 6(2): 84-9.%°
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2.2.1.6. Propiedades medicinales y tradicionales

Sus propiedades medicinales que se le aporta a las hojas de insulina son con
potencial muy diverso. EI amplio espectro de los fitoquimicos encontrados
la hace ideal para usos nutricionales y medicinales.?” Diferentes estudios
fitoquimicos y farmacoldgicos aportan conocimientos en ciencias
nutricionales y médicas, uno de sus beneficios es en el tratamiento del:
dolor, angina, tos, dermatosis, diabetes, diarrea, gingivitis, dolor de cabeza
hipertension, inflamacion nausea, reumatismo y escorbuto”. 1

Las hojas de la Insulina se utilizan como suplemento en el tratamiento de la
diabetes; se sabe que las personas diabéticas comen una hoja diaria para
mantener bajos los niveles de glucosa en la sangre. En afos recientes se le
ha recomendado como diurético, antioxidante, antimicrobiano vy
anticancerigeno. En la medicina tradicional de nuestro pais, la parte aérea

de la insulina (Costus igneus D. Don) es utilizada como infusion para tratar

desérdenes renales.*®

2.2.1.7. Posologia
Las hojas y los rizomas de Costus igneus mostraron una buena actividad
antioxidante de aproximadamente el 89,5% y el 90,0% en comparacion con
el BHT estandar (hidroxi tileno butilado) (85%) a una concentracion de
400 pg/ml.Y En un estudio, el extracto metandlico de hojas de Costus igneus
provocO un aumento significativo de superdxido dismutasa, catalasa,
glutation peroxidasa, glutation reductasa, vitamina A, vitamina C, vitamina

E vy glutation reducido y, por tanto, podria ser eficaz para reducir el estrés
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2.2.2.

oxidativo y las enfermedades mediadas por radicales libres. La propiedad
antioxidante de esta planta puede deberse a la presencia de sustancias
fenodlicas. Los extractos metandlico de flor y tallo de Costus igneus poseen
actividad antioxidante in vitro contra el dafio oxidativo de las proteinas.
Entre los extractos probados, el extracto de cloroformo de Costus igneus la
corteza poseia una alta actividad antioxidante. La administracion oral de
extracto etandlico de rizoma de Costus igneus a 200 mg/kg de peso corporal
a ratas diabéticas durante 30 dias indujo un efecto antioxidante
significativo.'® EI compuesto bioactivo quercetina y diosgenina presente en
la planta exhibi¢ actividad antioxidante, que fue suficiente para revertir el
estrés oxidativo en el higado, pancreas y rifion de ratas diabéticas, asi como
para estimular las enzimas glucoliticas y controlar la gluconeogénesis en

animales diabéticos.’

Estres oxidativo

Es el desequilibrio de las células debido a la produccion del aumento de
radicales libres y/o una disminucion en los antioxidantes.! En consecuencia,
al producirse la oxidacion de biomoléculas, se tiene una pérdida de las
funciones bioldgicas produciendo un dafio oxidativo a nivel de tejidos y
células.?

Por ende, implica al incremento de enfermedades crénicas no transmisibles,
por lo cual da paso a la devastacion de moléculas toxicas,? para luego dar
lugar al aumento de la concentracion celular y, asi ayudar en la reparacion

o reconstruir las estructuras bioldgicas dafiadas.?
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Frente a este enigmatico tema de salud se ve como una disyuntiva a diversas
fuentes donde se concentra sustancias antioxidantes naturales, de la misma
forma implica a realizar investigaciones, siendo una de ellas Costus igneus
“Insulina”, la cual en estudios in vitro en donde ha demostrado presentar
alto potencial anti oxidativo.
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Figura 9: Proceso del estrés oxidativo.

Fuente: Pineda D, Lazaro Ry Malanim C (1999). Capacidad Antioxidante y potencial de
sinergismo entre los principales constituyentes antioxidantes de algunos alimentos. Rev.

Cubana Aliment Nutr. 13[2]: 104-111.%

2.2.2.1.Produccion de radicales libres y oxidacion
De acuerdo con la teoria, los radicales libres son el resultado del dafio
celular, que conduce a la alteracion del metabolismo, teniendo aquellas
moléculas en las que poseen un electron desapareado o impar en su orbital
mas extrinseco; que producen cambios quimicos ya sea en su estructura
celular en lo cual disminuye el sostenimiento de la vida.®?

Como se determina el planeta es uno de los mas ricos en la posesion de

oxigeno lo cual es uno de los elementos quimicos méas abundantes de
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nuestro sistema, por tal razon tiene una formacion de ciertos compuestos

inorganicos y organicos, de los cuales presentan diversas reacciones de

forma natural que pueden ser espontéaneas o directas, 0 en cambio presentar

procesos bioldgicos para el ser humano. ??

Es asi que se tiene en cuenta que esto puede producir un gran deterioro a los

lipidos, proteinas y los &cidos nucleicos conociendo su vida corta de dichas

moléculas donde se da una reaccion en cadena.?%*

Segln Zamora (2007), encuentra una clasificacion en los radicales libres en

la cual los més resaltantes son los que se muestran a continuacion:

¢ Inorganicos: Es la transferencia que da un electron hacia el oxigeno, en
las cuales se encuentran distintos estados de reduccion de aniones
superdxidos, el oxido nitrico e el radical hidroxilo, mientras tanto estos
grupos se caracterizan por tener una vida media o muy corta.?®

e Organico: Cuentan con dos estilos de transporte un electron primario a
una molécula organica, o asi mismo por una reaccién de dos radicales
primarios entre si, dentro de este género se encuentran el carbono,
oxigeno, azufre y nitrogeno el cual son un poco mayor a la vida media.?
La formacion de radicales libres (RL) se da por diversas estructuras en
las cuales pueden ser: extracelular e intracelular. Teniendo asi el
aprendizaje a nivel intracelular comprenden las células tales como
neutrofilos, monocitos, macrdfagos, eosinéfilos y las células
endoteliales; ciertas enzimas tales como: xantin -oxidasa, la
indolamindioxigenasa, la triptéfano-di-oxigenasa, la mieloperoxidasa, la

galactosa oxidasa, la ciclooxigenasa, la lipoxigenasa, la monoamino-
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oxidasa y la Nicotinamida Adenina—Dinucle6tido—fosfato oxidasa
(NADPH oxidasa).?®> En cambio al obtener un formacion a nivel
extracelular se da a través de un encuentro de principios externos tales
como: paracetamol, tetracloruro de carbono y furosemida, aun asi puede
causar algunos contaminantes como el humo de cigarrillos, las
radiaciones ionizantes, la luz solar y entre otros.?
Por ende, si los radicales libres aumentaran apresuradamente esto podria
ocasionar el famoso “estrés oxidativo”, Desmarchelier (1998) define a este
fendmeno como la inestabilidad entre las velocidades de produccién, que al
mismo tiempo provoca un asolamiento de las moléculas toxicas, mejor
dicho, es la razon que da a lugar a un incremento de concentracion de los
radicales libres a nivel celular.?®
Finalmente, al afectar y dafar a las principales moléculas del cuerpo, toma
una presion oxidativa de modo que es sumamente sensible y este refleja
cantidades excesivas en los lipidos y proteinas de las cuales son oxidadas,

no obstante, esto refleja una mutacion del ADN mitocondrial.?
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Figura 10: Interaccion de los radicales libres.

Fuente: Zamaro S. Antioxidantes Micronutrientes en Lucha por La Salud. Revista Chilena
de Nutricion 34 (1): 17-26.23

2.2.2.2.Antioxidantes
Son composiciones que impiden la oxidacion de un cuerpo por las mismas
reacciones oxidantes que pueden existir.** También se le conoce como la
inhibicién que propaga la oxidacion de las moléculas, las cuales se les
atribuye cualidades preventivas y curativas.?>?’
Por otra parte, los antioxidantes son los que previenen o disminuyen el
deterioro funcional del organismo de modo que se origina por el aumento

del exceso del estrés oxidativo evitando el dafio de los RL a la célula.?
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Radicales Libres Antioxidantes

Los antioxidantes pueden reemplazar al electron perdido o
desprenderse de uno para estabilizar al radical libre y asf
evitar el dano molecular restandole poder reactivo.

Figura 11: Transformacion de los radicales libres.

Fuente: Gonzélez MC, Betancourt R y Mufiiz R. Dafio Oxidativo y Antioxidantes.
Bioguimica 25 (1): 3-9.

Por consiguiente, los antioxidantes presentan diferentes formas de actuar

frente a los RL, estas pueden ser:

e Sistema de prevencion: Interceptan la generacién de RL o especies
reactivas.

e Sistema barredor: Inhiben la accion de los RL.

e Sistema de reparacion: Ayudan en la compostura y reorganizacion de las

estructuras biologicas dafiadas.

a. Clasificacion de los antioxidantes:
¢ Antioxidantes sintéticos
Son los més aprovechados en la industria farmacéutica en el area de

cosmeéticas, en parte alimentaria para humanos y animales puesto que
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posee grasas y aceites que son altamente solubles en este caso el mas
representativo es el &cido galico, butilhidroxitoluol, butilhidroxianisol
y el terbutilhidroxiquinona.

Antioxidantes naturales

En este grupo encontraremos diferentes antioxidantes naturales, se
clasificara por cada funcion que se da al organismo:

Sistema de defensa de los antioxidantes

La especie humana presenta una experiencia en la inestabilidad en sus
exposiciones de tal forma llegan a existir ciertos mecanismos en el
resguardo para asi enfrentar el dafio que puede sufrir la célula ante
estas especies reactivas. Teniendo una interpretacion donde existen
dos tipos de sistemas de defensa, siendo estos: sistema de defensa
antioxidante enzimatico y sistema de defensa antioxidante no

enzimatico.?’

e  Superoxido dizmutasa

-
ENZIMATICOS *  Vitamina C

-

-

e Catalasa

*  Glutation peroxidasa de Snled! Organica

Figura 12: Antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos.
Fuente: Pineda D, Lazaro R, Malanim C (1999). Capacidad Antioxidante y

potencial de sinergismo entre los principales constituyentes antioxidantes de
algunos alimentos. Rev. Cubana Aliment Nutr. 13[2]: 104-111.%"
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Por consiguiente, al proteger las enzimas antioxidantes tienen una
primera linea donde se impide el acaparamiento de especies reactivas
de oxigeno catalizando dichas transferencias donde el electron ceda
un sustrato hacia los radicales libres, dentro de este grupo hallamos el
superdéxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation peroxidasa.
Por otro lado, el sistema de defensa antioxidante no enzimatico se
puede hallar compuestos como la bilirrubina y la albdmina, vitamina
C, flavonoides entre otros.?

Tabla 3: Funcion de los antioxidantes enzimaticos.

- FUNCION
ANTIOXIDANTES LOCALIZACION FISIOLOGICA
Superdxido Citoplasmay Desproporciona radicales
Dismutasa mitocondria superdxido dismutasa.

Descarta el peroxido de
Glutation Citoplasmay hidrogeno para dar
Peroxidasa mitocondria seguimiento a los
hidroperdxidos organicos
] En este aspecto la catalasa
Citoplasmay ) o
Catalasa suprime el peréxido de

mitocondria ]
hidrogeno.

Fuente: Pineda D, Lazaro R, Malanim C (1999). Capacidad Antioxidante y
potencial de sinergismo entre los principales constituyentes antioxidantes de
algunos alimentos. Rev. Cubana Aliment Nutr. 13[2]: 104-111.%°
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Tabla 4: Funcidn de antioxidantes no enzimaticos.

ANTIOXIDANTE

) FUNCION FISIOLOGICA
NO ENZIMATICO

VITAMINA E Uno de los mas presentes en la membrana celular.

Causa que los radicales libres sean eliminados, para
VITAMINA C ) o
luego ser reciclador de la vitamina E.

ACIDO URICO Tiene el efecto de suprimir los radicales hidroxilos.
3 Efecto de defensa de la actividad antioxidante
GLUTATION
celular.

ACIDO LIPOICO Antioxidante eficiente, y es sustituto del glutation.
CAROTENOIDES Antioxidante de lipidos.

Tiene la utilidad de metabolizar el grupo hemo, y
BILIRRUBINA o _
asi tener un efecto antioxidante a nivel extracelular.

Derivado de las quinonas lipidicas solubles, que
UBIQUINONAS _ o
tienen efecto eficaz como antioxidante.

Fuente: Pineda D, Lazaro R, Malanim C (1999). Capacidad Antioxidante y
potencial de sinergismo entre los principales constituyentes antioxidantes de
algunos alimentos. Rev. Cubana Aliment Nutr. 13[2]: 104-111.%

2.2.2.3. Compuestos fendlicos

Son polifenoles o fenoles que consisten en un grupo de sustancias que
poseen un anillo aromético con uno o mas hidroxilos debido a lo cual es una
opcidn estructural que adquiere propiedades especiales. Es asi que contiene
una alta disolubilidad en agua que abarca el 9,3%, en comparacion con los
alcoholes de la misma cantidad de carbonos.33¢

Mientras tanto, su misma naturaleza varian en ciertas moléculas
polimerizadas de los cuales el més especifico son los taninos, conllevando
asi que los “dafios oxidativos” pueden ser protegidos por los fenoles que

tienen una de las mismas funciones en el organismo.*
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Por ende, dicho compuestos se relacionan con la cualidad sensorial de los
alimentos, que comprenden la evaluacion organoléptica de un alimento o
materia prima.® Por tal motivo son los responsables de las antocianinas ya
que contribuyen a la pigmentacion de distintos vegetales del cual cumple un
notable papel en la reduccion de las enfermedades coronarias, cancer,
diabetes; a sus efectos antiinflamatorios y mejoramiento de la perspicacia
visual y comportamiento cognitivo. Por lo tanto, ademas de su papel
funcional como colorantes, las antocianinas son agentes potenciales en la

produccion de productos con valor agregado para el consumo humano.3®

2.2.2.4.Reacciones colorimétricas de identificacion
A. Determinacion de taninos
a. Prueba de Tricloruro férrico
Permite la determinacion de compuestos fendlicos, este fenémeno
tiene como explicacion la formacion de complejos entre el hierro y los
iones fendxidos formados por el sustrato de hidrégeno del grupo
hidroxilo; por tal motivo los &tomos de cloro de la sal de hierro dan
lugar al cambio de color es por ende que se visualiza una coloracién

que se clasifica segtn la FDA en: 4
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Figura 13: Reaccion de la prueba de tricloruro férrico.

Fuente: Zamaro S. Antioxidantes Micronutrientes en Lucha por La Salud. Revista
Chilena de Nutricion 34 (1): 17-26.%

e Interpretacion de la reaccion:*

e Color
Verde claro (*): Compuestos fenolicos en general.
Verde intenso (**): Taninos de tipo pirocatecolicos.
Azul (***): Taninos de tipo piro-galotanicos.

e Intensidad
Incoloro (-)
Color Escaso (+)
Color Leve (++)
Color Moderado (+++)

Color Intenso (++++)

B. Determinacion de flavonoides
a. Prueba de Shinoda
Permite la determinacion de flavonoides que contengan es su
estructura un nucleo benzopirona como las flavonas, flavonoles,

flavanonas, etc. Producen coloraciones rojizas cuando a sus
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disoluciones acuosas o alcohdlicas. Se adiciona magnesio seguido de

acido clorhidrico (HCI) concentrado.®

rojo

Figura 14: Reaccion de la prueba de Shinoda.
Fuente: Zamaro S. Antioxidantes Micronutrientes en Lucha por La Salud. Revista

Chilena de Nutricion 34 (1): 17-26.25

e Interpretacion de la reaccion®
e Color: Anaranjado
e Intensidad
Incoloro (-)
Color Escaso (+)
Color Leve (++)
Color Moderado (+++)

Color Intenso (++++)

2.2.2.5. Meétodo del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH)
Este método fue descrito por: Brand-Williams W (1994),%234en él explica
que el DPPH es un radical organico, nitrogenado estable, en donde se
fundamenta en la reduccién que experimenta el radical 2,2-difenil-1-

picrilhidrazil por parte de los antioxidantes que exteriorizan la muestra a
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analizar para modificar en el DPPH estable; esto se debe a su simplicidad y
alta sensibilidad.*

En consecuencia, esto es factible la identificacion de la variacién de color
que se da conduciendo de morado o violeta (radical DPPH) al color amarillo
(DPPH estable), y esto es predispuesto en longitud de onda de 515 6 517
nm.3* En este método se utiliza el patron de referencia Trolox (analogo
sintético a la vitamina E).

Este sistema no es caracteristico para un tipo de metabolito por lo que se
puede especificar que mide capacidad antioxidante total.** Por otro lado, es
un sistema que se da en solventes como el metanol, etanol que son fuertes
aceptores de hidrégeno, lo cual es prototipo en la extraccion de los taninos
condensados de “Insulina”. Afios mas tarde se introdujo un parametro
nuevo, el C50, el cual es la racion de antioxidante que se requiere para

reducir en 50% la cantidad inicial del radical.®®

N-N(CgHsg)z NH-N(CgHy)z

O;N NO, oM NO,

Antioxidante

NO; NO;
2,2-difenil-1-picrilhidracil (DPPH) 2,2-difenil-1-picrilhidrazina (DPPH - H)
(Violeta) (Amarillo)

Figura 15: Reaccion del DPPH y coloracion.
Fuente: Brand - Williams, W, Cuvelier M y Berset C. Use of free radical method to

evaluate antioxidant activity. Lebensmittel Wissenschaft and Technologie 28 (1995): 25-
30.%
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2.2.3. Trolox
El trolox o acido 6 - hidroxi - 2,5,7,8 - tetrametilcroman - 2 - carboxilico,
un analogo hidrosoluble del alfa - caroteno y se utiliza para reducir el dafio

por estrés oxidativo.3+3°
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2.3. Definicién de términos basicos

e Aglucones: Es un compuesto sin azlcares por el cual un &omo es

reemplazado por un grupo glicésido, a un grupo glucdsido. 3

e Antioxidantes: Es la inhibicion o retardacion de la oxidacion de

moléculas.?*

e Extracto metandlico: Liquido obtenido mediante destilacion por arrastre
de alcohol de la parte de la planta aromatica que contienen las glandulas

secretoras de esencia.®®

e Quelar: Sustancia que forma complejos con iones de metales pesados,

conocidos cominmente como quelatos.?’
¢ Radical libre: Desde un punto de vista quimico, un radical libre es cualquier
especie que contenga a lo menos un electron desapareado en su orbital mas

externo, y que sea a su vez capaz de existir en forma independiente.®*

e Trolox: Analogo de la vitamina E, sumamente utilizado en las aplicaciones

bioldgicas, bioquimicas para inhibir el dafio oxidativo.®

33



3.1.

METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

Unidad de analisis, universo y muestra

3.1.1. Unidad de analisis

Extracto metandlico de las hojas de Costus igneus “Insulina”.

3.1.2. Universo

Hojas de Costus igneus “Insulina”, cultivadas en Jaén, provincia de

Cajamarca, departamento de Cajamarca.

3.1.3. Muestra

Dieciocho (18) gramos de hojas de Costus igneus, cultivadas en Jaén,

provincia de Cajamarca, departamento de Cajamarca.

e Criterios de inclusion
- Hojas de la especie Costus igneus “Insulina”.
- Hojas libres de microorganismos.

- Hojas de plantas maduras.
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e Criterio de Exclusién:
- Hojas maltratadas o afectadas con alguna enfermedad (hongos,
bacterias, etc.).
- Hojas secas o de un color amarillento.

- Hojas demasiado pequefias.

3.2. Métodos de investigacion
La investigacion fue de nivel descriptivo y se hizo uso del método inductivo —
deductivo, para partir de varias premisas particulares y llegar a una conclusion

general.

3.2.1. Tipo de investigacion

a. De acuerdo al fin que se persigue.
La investigacion de acuerdo al fin que persigue fue de tipo basica,
pues tuvo como finalidad la obtencion y recopilacion de datos, para
construir y/o corroborar una base de discernimiento que se va
agregando a la informacion preliminar existente.

b. De acuerdo a la técnica de contrastacion.
La investigacion fue de tipo experimental, pues se manipul6 una o
mas variables experimentales no comprobadas, en este caso se hizo
uso de las hojas de Costus igneus “Insulina”, en circunstancias
rigurosamente controladas, con el fin de describir un efecto en las

unidades de experimentacion. El estudio se realiz6 en el Laboratorio
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Multifuncional de la Universidad Privada Antonio Guillermo

Urrelo.

3.3. Técnicas de investigacién

3.3.1. Recoleccibn, seleccion y secado de las hojas Costus igneus de
“Insulina”
La recoleccidn de las hojas de Costus igneus “Insulina”, se realiz6 en la
provincia de Jaén, departamento de Cajamarca; ubicada a 729 m s.n.m.
cuyas coordenadas geogréficas son -5.7072902 y longitud -78.8078537,
en el hemisferio sur. Se recolectd a primeras horas de la mafiana, un
total de 500 g de hojas de insulina, las cuales fueron acomodadas en una
caja de cartdn precisamente rotulada y cubiertas con papel kraf, fueron
trasladadas al Laboratorio Multifuncional (L - 202) de la Universidad
Privada Antonio Guillermo Urrelo. Una vez en el laboratorio se
procedio a seleccionar y limpiar las hojas de “insulina” con agua
corriente e hipoclorito sédico al 1%, y finalmente el lavado con agua
destilada; dejando secar a temperatura ambiente por un lapso de

veintitrés dias.
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3.3.2.

3.3.3.

Caractetisticas Organolépticas de las hojas de “Insulina”

Mientras la muestra secaba, se determinaron las propiedades
organolépticas de estas, con el fin de asegurar las condiciones dptimas

para preparar los extractos.

Obtencidn del extracto metandlico de las hojas de Costus Igneus
“Insulina”

Una vez que estuvieron secas las hojas, se procedio al pulverizado de la
muestra, primero con la ayuda de un mortero y pilon y luego
atravesando el polvo grueso por un tamiz N° 20 para obtener un polvo
fino. Para la preparacion del extracto metandlico se pesaron 59,109y
20 g de la muestra pulverizada y se colocaron en distintos matraces
debidamente rotulados, adicionando 100 mL de metanol en cada uno.
Luego de un proceso de maceracion a temperatura ambiente utilizando
un agitador magnético a 400 rpm por dos dias, se obtuvieron extractos
al 5%, 10 % y 20 %.

Una vez transcurrido el tiempo, se filtré con ayuda de un embudo y
aposito de gasa, para apartar las impurezas. Obteniéndose de esta
manera el extracto metandlico a distintas concentraciones. Finalmente,
se envaso en los frascos de color &mbar, se rotularon y almacenaron

hasta su analisis.
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3.3.4.

3.3.5.

3.3.6.

Determinacion de flavonoides con la prueba de Shinoda.

En tres tubos de ensayo se colocaron 2 mL de cada una de las diferentes
concentraciones del extracto metandlico de las hojas de Costus igneus
“Insulina”, se adicion0 algunas granallas de magnesio metalico a cada
uno, 0,3 mL de &cido clorhidrico concentrado y finalmente 2 ml de
alcohol amilico, dejando reposar por 10 minutos. Luego de este tiempo

se anotd la coloracién observada.

Determinacion de taninos con la prueba de tricloruro férrico al 1%
En tres tubos de ensayo se agregdé 1mL del cada una de las
concentraciones del extracto metanolico de las hojas de Costus igneus
“Insulina”, luego se le agregd 3 gotas de cloruro férrico al 1% y se

observo la coloracion que adquirio.

Determinacion de la capacidad antioxidante del extracto
metanolico Costus Igneus “Insulina” por el método del radical 2,2-
difenil-1-picrilhidrazil (DPPH)

La actividad antioxidante fue valorada en términos de capacidad
atrapadora del radical DPPH (2,2-Difenil-1-picrilhidrazilo), para el
extracto metandlico de las hojas de Insulina, se realizé el siguiente

procedimiento: 323334

38



a. Preparacion de las soluciones.
e La solucion metanolico de DPPH fue preparada con 25 ug del
reactivo en 25 mL de metanol.
e Los grupos patron, control y problema fueron preparados de la
siguiente manera:
- Grupo patron (Solucion de trolox): Se prepard pesando
12,5 mg del reactivo de trolox y agregando 25 mL de metanol.
- Grupo control (Solvente: metanol): Se utiliz6 metanol puro.
- Grupo problema: Estuvo conformado por las distintas
concentraciones de extracto metanolico de las hojas de Costus

Igneus “Insulina”, al 5%, 10% y 20%.

3.3.7. Sistema de trabajo para el ensayo de 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH)
Se armé un sistema de 5 tubos como se muestra a continuacion, todos

los sistemas se trabajaron por triplicado:
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Tabla 5: Método del DPPH - reactivos a colocar

Cantidad de reactivos y muestras.

EMI EMI EMI
5% 10% 20%

(uL)  (uL) (uL)

Tubo DPPH Trolox Metanol
(nL) (uL) (nL)

Blanco 1000

Patron 960 40

Control 960 40
Problema 1 960 40
Problema 2 960 40
Problema 3 960 40

Se prepararon los tubos usando cada reactivo como indica la tabla 5 y
seguidamente se llevé a bafio maria a 37° por 30 minutos, pasado este
tiempo se condujo a leer las absorbancias a longitud de onda de 517 nm.
Una vez obtenidas estas absorbancias se asigno la siguiente formula
para hallar el porcentaje de inhibicidn del radical DPPH de cada uno de

los grupos ensayados.

% captacion de radicales = %*100

Dénde:
A= Absorbancia del blanco.

B= Absorbancia de las muestras.
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3.4. Instrumentos, equipos, materiales y reactivos

3.4.1.

3.4.2.

3.4.3.

3.4.4.

Instrumentos
Ficha de recoleccién de datos.

Microsoft Excel y SPSS.

Equipos

Balanza analitica Modelo Marca Ohaus Adventurer y Modelo
AROG640.

Bafio maria, Marca Brand y Modelo 652 31229 x 240 - 14k.
Espectrofotometro, Marca VIS UNICO y Modelo S-1200-Genesys.
Refrigeradora, Marca Coldex y Modelo TA04Y07EXBO.

Agitador magnético.

Materiales
Materiales de vidrio y de uso frecuente en el laboratorio

Multifuncional de la Universidad Privada Antonio Guillermo Urrelo.

Reactivos

DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), Laboratorio: Spectrum.

Metanol quimicamente puro.
Trolox(R)-(+)-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico.
Cinta de magnesio.

Tricloruro férrico al 1%.

Acido clorhidrico quimicamente puro.
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3.5.

e Alcohol amilico.

Técnicas de analisis de datos

Los datos logrados fueron procesados en el Programa Estadistico Statistical
Package for the Social Sciences (IBM - SPSS) version 25,0 y fueron
manifestados en los gréaficos correspondientes, la técnica estadistica a emplear
fue el analisis de varianza (ANOVA), que ayudd para comparar el promedio
de los resultados de todos los grupos de estudio y una prueba post hoc (Tukey)
que compara el promedio grupo por grupo. Se considero el intervalo de

confiabilidad del 95 % y como valores de p:

p < 0,05 significativo.

p < 0,01 medianamente significativo.

p < 0,001 muy significativo.

p > 0,05 como no significativo.

3.6. Aspectos éticos de la Investigacion
De acuerdo a la resolucion N° 8430 de 1993 que establece las normas
cientificas, técnicas y administrativas para la investigacion en humanos,
Articulo 11, éste estudio se clasifica como “investigacion sin riesgo™:
“Son estudios que emplean técnicas y métodos de investigacion
documental retrospectivos y aquellos en los que no se realiza ninguna
intervencion o modificacion intencionada de las variables bioldgicas,
fisioldgicas, sicoldgicas o sociales de los individuos que participan en

el estudio, entre los que se consideran: revision de historias clinicas,
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entrevistas, cuestionarios y otros en los que no se le identifique ni se

traten aspectos sensitivos de su conducta”.
Basado en Principio de Beneficencia:

e Principio de Autonomia.

e Principio de Justicia.

¢ Identificado con la equidad.

e Principio de no maleficencia. "Primun non nocere™ primero no

hacer dafio. Se recogera la informacion.
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IV. RESULTADOS

Tabla 6: Clasificacion organoléptica de las hojas de Costus igneus “Insulina”.

CARACTERISTICAS RESULTADOS
COLOR Verde oscuro
OLOR Tabaco
SENSACION DEL TACTO Suave al tacto
HOMOGENEIDAD Homogéneo libre de particulas

Fuente: Elaborado por las tesistas

Tabla 7: Resultado de la identificacién de taninos.

REACCION (colorat;li-c’?nN\:elz\lrgeS 0Scuro)
Extracto Extracto Extracto
metanolico de metanolico de metanolico de
Costus igneus Costus igneus Costus igneus
“Insulina” al 5% “Insulina” al 10%  “Insulina” al 20%
FeCls 1%

+++ ++++ ++++

Leyenda: (++++) Abundante; (+++) Moderado; (++) Leve; (+) Escaso; (-) Nulo.
Modelo de tabla adecuado al patrén positivo de comparacion establecido por la Federal Drug
Administracion (FDA)
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Tabla 8: Resultado de la identificacion de flavonoides.

FLAVONOIDES

REACCION ., . .
(coloracion anaranjada - rojiza)
Extracto Extracto Extracto
metanolico de metanolico de metanolico de
Costus igneus Costus igneus Costus igneus
“Insulina” al 5% “Insulina” al 10%  “Insulina” al 20%
Shinoda

++ ++++ ++++

Leyenda: (++++) Abundante; (+++) Moderado; (++) Leve; (+) Escaso; (-) Nulo.
Modelo de tabla adecuado al Patron positivo de comparacion establecido por la Federal Drug
Administracion (FDA).
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Tabla 9: Porcentaje de la captacion de radicales libres en el extracto

metandlico de las hojas de Costus igneus “Insulina”.

Absorbancia

Captacion de

Grupo ] . )
P Promedio a 517 nm radicales libres (%)
Blanco 0,305 -
Patron:
0,003 99,02
(Trolox)
Control:
0,174 43,06
(Metanol)
Problema 1:
0,078 74,41
(EMI al 5%)
Poblacion 2:
0,054 82,30
(EMI al 10%)
Problema 3:
0,006 98,03
(EMI al 20%)
Leyenda: EMI: Extracto Metandlico de Insulina.
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Gréfico 1: Porcentaje de captacion de radicales libres en las diferentes

concentraciones 5%0,10% y 20% del extracto metanolico de las hojas de Costus

Igneus “Insulina”.
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Interpretacion: En la tabla 9 se observa el porcentaje de captacion del DPPH y en

el grafico 1 se muestra cada uno de los porcentajes de la concentracion frente al

control y al patrén.

Tabla 10: Significancia estadistica de acuerdo a la prueba estadistica Anova

para las concentraciones: 5%, 10% y 20% del extracto metandlico de las hojas

de Costus Igneus “Insulina”.

ANOVA
Suma de Gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 6397,384 4 1599,346 848,30 0,000
Dentro de 18,853 10 1,885 9
grupos
Total 6416,237 14

Fuente: Programa estadistico ANOVA,

significativo.

donde p < 0,005 es significativo y p > 0,005 no es
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Tabla 11: Significancia Estadistica de acuerdo a la prueba estadistica post hoc
Tukey para el control, patron, concentracion al 5%, 10% y 20% del extracto

metandlico de las hojas de Costus Igneus “Insulina”.

Comparaciones multiples

(1) Datos (J) Datos Diferencia Error Sig. 95% de intervalo de
de medias estandar confianza
(1-J) Limite Limite

inferior superior

Patrén Control 56.56333" 1.12111 0,000 52.8737 60.2530
Concentracién 5% 25.63667" 1.12111 0,000 21.9470 29.3263
Concentracion 17.08000" 1.12111 0,000 13.3903 20.7697
10%
Concentracion 1.15000 1.12111 0,838 -2.5397 4.8397
20%

Control Patrén -56.56333" 1.12111 0,000 -60.2530 -52.8737
Concentracion 5% -30.92667" 112111 0,000 -34.6163 -27.2370
Concentracion -39.48333" 1.12111 0,000 -43.1730 -35.7937
10%
Concentracion -55.41333" 112111 0,000 -59.1030 -51.7237
20%

Concentracion Patron -25.63667" 112111 0,000 -29.3263 -21.9470

5% Control 30.92667" 1.12111 0,000 27.2370 34.6163
Concentracién -8.55667" 1.12111 ,000 -12.2463 -4.8670
10%
Concentracién -24.48667" 1.12111 0,000 -28.1763 -20.7970
20%

Concentracién Patrén -17.08000" 1.12111 0,000 -20.7697 -13.3903

10% Control 39.48333" 112111 0,000 35.7937 43.1730
Concentracion 5% 8.55667" 112111 0,000 4.8670 12.2463
Concentracion -15.93000" 112111 0,000 -19.6197 -12.2403
20%

Concentracion Patron -1.15000 112111 0,838 -4.8397 2.5397

20% Control 55.41333" 1.12111 0,000 51.7237 59.1030
Concentracion 5% 24.48667" 1.12111 0,000 20.7970 28.1763
Concentracion 15.93000" 1.12111 0,000 12.2403 19.6197
10%

Fuente: Paquete estadistico para ciencias sociales (SPSS). *La diferencia de medias es significativa
en el nivel 0,05.
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Interpretacion: En la tabla 10 se contempla la significancia estadistica de acuerdo
al programa estadistico ANOVA el extracto metandlico de las hojas de Costus
Igneus “Insulina”, en la tabla 11 se presenta la significancia estadistica de acuerdo
a la prueba estadistica Post-hoc Tukey que permite hacer una comparacion maltiple

entre grupos.
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V. DISCUSION

En definitiva, la presente investigacion se determind la actividad antioxidante
del extracto metandlico de las hojas de Costus igneus “Insulina”, objetivo que
genera gran interés para el area de ciencia de la salud, ya que abre la puerta a
una posible solucién natural para dar respuestas de ciertas enfermedades

cronicas en las cuales nos permite enfrentar el problema del estrés oxidativo.®

La muestra vegetal se recolectd de la provincia de Jaén del departamento de
Cajamarca, a partir de esta se prepararon tres extractos metanolicos al 5 %,
10 % y 20 % y se realizaron los ensayos de cloruro férrico y Shinoda para
identificar ciertos metabolitos secundarios. Siendo asi los resultados
demostraron la presencia de taninos y flavonoides, tal como se muestra en las
tablas 7 y 8 ayudandonos especificamente en ciertos principios activos
encontrados en las hojas de Costus igneus “Insulina” los cuales son los
flavonoles y las catequinas especificamente estos dos metabolitos nos ayudaran
ya que las catequinas de las hojas de Costus igneus “Insulina” inhiben las P450
monooxigenasas, in vivo, algunas de las isoenzimas del sistema P450, enzimas

de fase 11 y de tipo antioxidante.

Resumiendo lo planteado para la identificacion de metabolitos secundarios
mediante la coloracién se utilizd un sistema de cruces dependiendo de la
presencia y concentracion cualitativa del metabolito identificado, este sistema

estd basado en un modelo de patron positivo de comparacion establecido por
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la Food and Drug Administration (FDA), teniendo la siguiente leyenda: (++++)
color intenso; (+++) color moderado; (++) color leve; (+) color escaso; (-)
incoloro. A fin de determinar colorimétrica los resultados, se observé que el
color verde claro, indica que tiene baja o nula cantidad de taninos; verde
oscuro, indica un contenido medio de taninos y azul negruzco indica un alto

contenido de taninos.*°

Es asi que en la tabla 7 corresponde a la identificacion de taninos en el extracto
metanolico de las hojas de Costus igneus “Insulina” se evidencia como
resultado que las hojas de insulina, es un tipo de reaccién acido — base de
Lewis, siendo un donador de electrones a un catecol del tanino, formando asi
cargas parciales para su posterior eliminacion de atomo de hidrogeno y cloruro
hasta llegar a formar complejos de coloracion es asi que evidentemente a una
concentracion al 5% tiene un color verde claro; donde nos indica que contiene
compuestos fendlicos en general en una baja cantidad, teniendo una intensidad
moderada (+++), en comparacién a las concentraciones del 10% y 20% que
resulta un color verde oscuro indicandonos la presencia de taninos
pirocatecolicos, conllevando una intensidad mas abundante (++++). Es asi que
al resultar esta evidencia positiva que tiene presencia de taninos condesados,
siendo la respuesta a que se debe al ataque producido por el ion cloruro de
hidrogeno del grupo hidroxilo provocando una ruptura del enlace y la unién
del grupo fenoxido al hierro donde se evidencia una coloracion verde oscura.
Teniendo asi la simple finalidad de proteger los tejidos de la accion de los

radicales libres debido al afiejamiento celular.®
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Mientras tanto Reddy J et al (2018)° investigo el articulo cientifico
denominado el “Analisis cromatologico de fitoquimicos en Costus igneus y
estudios computarizados de flavonoides”, Ademas de inhibir la activacion de
procarcinogenos, algunos flavonoides también pueden actuar capturando el
mutégeno o interponiéndose entre éste y su diana de actuacion. La eficacia
inhibidora varia segun el tipo de mutageno frente al que actlen y dependera,
por un lado, de la estructura quimica del flavonoide y, por otro, de la polaridad
de la molécula. Es asi que las hojas de insulina mediante esta técnica se adaptan
por la Catedra de Farmacognosia; en donde nos permite certificar nuestro

estudio.

Similarmente, en la tabla 8, correspondiente a la identificacion de flavonoides
del extracto metandlico de las hojas de Costus igneus “Insulina” mediante la
reaccion de Shinoda, lo cual indica que, en su mayor parte, se encuentra en su
forma heterdsidos, teniendo una baja polaridad. Se obtuvo como resultado que
la “Insulina” a concentracion del 10% y 20% presenta un color rojo intenso
(++++), identificando a los flavonoles, en cambio a concentracion del 5% el
color de esta reaccion tiene menor intensidad (++)°, siendo la identificacion de

las flavonas.

Si bien es cierto que, la reaccion de Shinoda, el magnesio es oxidado por el
acido clorhidrico concentrado, dando como producto hidrogeno, que es

eliminado de forma de gas y el MgClI2, que es el que forma complejos con los
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flavonoides dando coloraciones caracteristicas. EI magnesio divalente, actla
sobre el grupo carbonilo de dos flavonas y asi se produce la coloracion roja,
este aumenta la intensidad debido a que el magnesio divalente intensifica la
coloracion por estar doblemente coordinado. Esta prueba se hace para
reconocer flavonoides los cuales son anillos de y - benzopirona que reacciona

en presencia de &cido clorhidrico y magnesio.®

Las afirmaciones anteriores sugieren que, Costus igneus “Insulina” presenta
diversas propiedades de las cuales tienen composiciones fitoquimicas;
concluyentemente son los flavonoides y taninos de tipo pirocatecolicos, a
través de estos métodos cualitativos permiti6 observar las diferentes
coloraciones positivas que puede presentar las hojas de insulina en el presente
estudio procedente de la provincia de Jaén. Asi en consecuencia para cerrar
esta la idea, los taninos se pueden aprovechar en los sistemas alimentarios para
beneficiar la nutricion y la salud humana, con aplicaciones tecnoldgicas para
aportar compuestos especificos o ejercer funciones concretas teniendo como
ejemplo, la reducir el impacto caldrico de los alimentos en personas diabéticas.

Los taninos se utilizan también para mejorar la calidad de los alimentos.?

De igual maneras para la determinacion de la actividad antioxidante se utilizé
el método de captacion del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH). Los
resultados mostraron que la actividad antioxidante es directamente
proporcional a la concentracion del extracto metandlico. Por tal motivo en la

tabla 9 y grafico 1 se muestra el porcentaje de captacion de radicales libres de
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DPPH el cual a concentraciones de 5%,10% y 20% son de 74,41%, 82,30% y
98,03% respectivamente, de acuerdo con estos resultados coinciden por lo
nombrado en el estudio de Victoria A et al (2008)’, denominado “Estudios
sobre la actividad antioxidante del extracto de hojas de Costus Igneus
“Insulina” en el cual el extracto de la planta mostr6 una actividad de 75,43%
en la potencia reductora en comparacion con el trolox, que mostrd un 91,94%,
a una concentracion de 16 pg/ml. En ese mismo contexto Baez C (2007)°, en
su estudio “Potencial antioxidante y citotoxico de extractos de hojas de Costus
igneus” sostiene que el extracto de hoja de C. igneus a una concentracién de
150 pg/ml mostrd la mayor actividad citotoxica en la linea celular de cancer
con una viabilidad celular del 65,51%, de dicho estudio se concluy6 que el C.
igneus muestra actividad antioxidante eficiente, asi como actividad citotdxica

y podria actuar como seguro y rentable con posibles aplicaciones bioldgicas.

De modo similar, los resultados de la actividad antioxidante del extracto
metanolico de las hojas de Costus igneus “Insulina” cultivadas en Jaén,
muestran que posee capacidad para neutralizar radiales libres. Si comparamos
entre los porcentajes obtenidos con la muestra vegetal y los obtenidos con el
patron nos confirma que es significativa de acuerdo a lo mostrado por el

analisis de varianza (ANOVA) al haber obtenido un valor p de 0,000.2

La importancia de estos resultados también se centra en los fundamentos
cientificos que explica la actividad de la especie Costus igneus “Insulina”, pues

son los metabolitos secundarios, como los taninos y los flavonoides, quienes
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son responsables directos de su potencial como medicina alternativa. En otras
palabras, dichos metabolitos, como en el caso de los taninos, estan formados
por estructuras que combinan azucares y fenoles (glucésidos), que le dan una
buena absorcion y al mismo tiempo su potencia terapéutica respectivamente;
son de sabor astringente, teniendo la propiedad de producir precipitacion de
ciertas macromoléculas (proteinas, alcaloides). Los taninos se disuelven en
agua formando una separacion coloidal, siendo solubles también en acetonas y

alcoholes.®

Teniendo en cuenta a Velazquez P, Bertha G y Contreras R (2004)%, hace
mencionan que “los taninos estan ampliamente distribuidos en el reino vegetal,
especificamente en las hojas y tallos, cuya funcién es proteger a la especie
vegetal de heridas que pueden sufrir o evitar en el ingreso de microorganismo
que pueden causarle dano”, es asi que al tener presencia de taninos nos ayuda
en una amplia accién cicatrizante que posee las hojas de Costus igneus

“Insulina”.?®

Es incuestionable que los taninos vegetales tienen una gran utilizacion para
precipitar proteinas; que contiene propiedades de accion terapéutica,
empleandolos como las decocciones, empleadas para las quemaduras,
hemorroides, sangrados pequefios, etc. Interiormente, son utilizados contra el
enfriamiento intestinal, diarreas y ayuda como contraveneno en caso de

intoxicacion de alcaloides vegetales.?
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Concretizando, en la presente investigacion se demuestra que los taninos
también estan involucrados en la actividad antioxidante ya que poseen
estructuras polifendlicas. De igual forma, son grupos quimicos caracterizados
por poseer uno o varios grupos hidroxilo unidos mediante un enlace covalente
a un anillo bencénico y entre las caracteristicas que le dan al compuesto que las
contiene estan una ligera acidez, solubilidad tanto en agua como en compuestos

apolares y una gran variedad de aplicaciones terapéuticas.?®

De cualquier manera, los flavonoides tienen en su estructura quimica hidroxilos
fendlicos los cual poseen propiedades de quelacién de hierro y ciertos metales
los cuales ayudan a la transicion de la capacidad antioxidante y la eliminacion
de los radicales libres. Cabe destacar que, ayudan a la accion de los efectos
antiinflamatorios, antivirales o antialérgicos, teniendo un papel protector frente
al cancer y algunas enfermedades cardiovasculares, de tal manera que, algunos
antioxidantes poseen acciones de sustancias quimicas como los prooxidantes
de las cuales inducen al estrés oxidativo, lo cual inhiben la formacion de los
antioxidantes, esto solo puede ser ocasionado a ciertas dosis altas.>Es asi que
la ingesta de flavonoides diaria es de 23mg/dia, el cual se adquiere a través de

la dieta. %

De acuerdo con el fundamento quimico de la actividad antioxidante de los
hidroxilos fenolicos de estas estructuras podria estar determinada por la
capacidad que tienen estos grupos para ceder electrones a los radicales libres y

auto estabilizarse gracias a la resonancia del anillo bencénico que tienen; esta
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estabilidad pasajera puede contribuir a la formacién de fendxidos y después a

sales que son facilmente eliminadas.

Los flavonoides se los consideran como antioxidantes y secuestradores de
radicales libres, agentes antimicrobiales y anti nutricionales, fotoreceptores y
protectores contra la luz UV, de igual importancia tiene su accion
farmacolégica como  espasmolitico, anti  hepatotoxica, actividad
antimicrobiana y accion fungitoxica. Siendo los principales metabolitos las

antocianinas, las flavonas, los flavonoles. %

Hasta ahora, en la actualidad la poca accesibilidad de los habitantes para un
sistema de salud es muy disminuida por las condiciones econémicas, es asi que
se tiene una ventana de ayuda en el uso de las plantas medicinales con
encuentros preventivos de algunas afecciones o sintomas. Dentro de las cuales
encontramos una fuente muy productiva como Costus igneus “Insulina”,
siendo una utilidad natural del Perl, con propiedades anti oxidativas,
cicatrizantes, antiinflamatorias e hipoglucemiantes lo cual se transforma en un
producto industrializable y exportable.®®* Evidentemente los resultados
obtenidos se puede motivar a los estudiantes y docentes el valor y la
importancia de las plantas oriundas de la provincia de Jaén y a la vez hacer
estudios mas relevantes donde la poblacion pueda disponer de fitofarmacos

rigurosamente estudiados.
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VI.CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos se puede concluir que:

Se determind la actividad antioxidante del extracto metanolico de
las hojas de Costus igneus “Insulina”, por medio del método
captacion del radical 2,2- difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH)
teniendo mayor actividad (98,03%) se obtuvo a una concentracién
de 20% y la menor actividad (74,41%) se logr6 a concentracion de

5%.

Se concluye en la investigacion realizada sobre el extracto
metanolico de las hojas de Costus igneus “Insulina”, presentan
compuestos fenolicos (ensayo de cloruro férrico positivo), y
presentan flavonoides (ensayo de Shinoda positivo) de acuerdo a

lo que nos indica la FDA.

Se evalud la actividad antioxidante del extracto metanolico de las
hojas de Costus igneus “Insulina”, mediante el método captacion
del radical 2,2-difenill-picrilhidrazilo (DPPH), encontrdndose
que, si posee actividad antioxidante, mediante la técnica
estadistica empleada de la ANOVA que ayudo a la comparacion

de resultado mediante la prueba de TUKEY.
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VII. RECOMENDACIONES

Realizar estudios comparativos con otras plantas de nuestra region
para determinar aspectos en su actividad antioxidante, y asi
fomentar mas informacion de los diversos beneficios que posee la

planta de Insulina.

Llevar a efecto estudios profundizados sobre los Fito-compuestos
con actividad antioxidante de Costus igneus “Insulina”, para

formular medicamentos con actividad antioxidante.

Evaluar la actividad antioxidante del extracto metanélico Costus

igneus “Insulina” in vivo en el tratamiento de enfermedades

degenerativas como el cancer, diabetes, artritis, etc.
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ANEXOS



ANEXO N° 01

FORMULA UTILIZADA PARA DETERMINAR EL PORCENTAJE DE
CAPTACION DE RADICALES LIBRES POR EL METODO 2,2 DIFENIL-
1- PICRILHIDRAZIL (DPPH) DEL EXTRACTO METANOLICO DE LAS

HOJAS DE Costus igneus “Insulina”

% captacion= ‘%B*loo

Donde:
A= Lectura del DPPH

B= Lectura de los extractos metanolicos

Porcentaje de captacion de patrén, concentracion al 5%, concentracion al
10% y concentracion al 20%

e Patron:

0.305-0.003
0.305

% captacion= *100

% captacion = 99.02%

e Concentracion al 5%:

0.305-0.078
0.305

% captacion = *100

% captacion = 74.41%
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Concentracién al 10%:

., 0.305-0.054
% captacion= W*loo

% captacion = 82.30%

Concentracién al 20%:

0.305-0.006_
0.305

% captacion = 100

% captacion = 98.03%
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ANEXO N° 2

GALERIA FOTOGRAFICA

Fotografia 1. Recoleccion de la muestra de las hojas de Costus igneus “Insulina”.
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Fotografia 2. Limpieza de la muestra vegetal.

Fotografia 4. Pulverizacion y pesado de la muestra vegetal.
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Fotografia 5. Agitacion y finalizacion de la muestra vegetal a diferentes

concentraciones 5%, 10% y 20%.

Fotografia 6. Preparacion del DPPH, trolox.
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Fotografia 7. armado del sistema para trabajar el ensayo de 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH).

Fotografia 8. Determinacion de la capacidad antioxidante del extracto metandlico
de las hojas de Costus igneus “Insulina” por el método del radical 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH).
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Fotografia 9. Determinacion de Taninos.
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Fotografia 10. Resultados de la determinacion de taninos.

Fotografia 11. Determinacion de Flavonoides.

Fotografia 12. Resultados de la determinacion de flavonoides.
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