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RESUMEN

La presente investigacion determind la capacidad antioxidante y contenido de
polifenoles totales del extracto metandlico de la cascara de Mammea americana (L.)
“mamey la cual sigui6 un estudio de tipo experimental, de corte transversal y con un
nivel de investigacion descriptivo simple de enfoque cuantitativo. Para determinar el
contenido de polifenoles totales se desarroll6 el método de Folin-Ciocalteu
considerando como patron catequina; y para la determinacion de la capacidad
antioxidante se utilizé el método DPPH considerando al Trolox como solucién patron.
En los resultados se obtuvo que; en lo que respecta a la presencia de compuestos
polifenolicos, la cascara de Mammea americana (L.) “mamey” contiene 44.43 *
2.03mg de catequina Eq./g de muestra seca. Y, en lo que corresponde a la evaluacion
de la capacidad antioxidante 600 mediante el método DPPH, los resultados
demostraron que la cascara de Mammea americana (L.) “mamey” presenta una
actividad de 409.23+ 9.23 mM con respecto al trolox Eq./g de muestra seca. Por tanto,
concluimos afirmando que, el extracto metandlico de la céscara de Mammea
americana (L.) “mamey” tiene un alto contenido de polifenoles y capacidad
antioxidante para inhibir los efectos de radicales libres.

Palabras clave: Capacidad antioxidante, DPPH, folin-ciocalteu, mammea americana

(L.), polifenoles totales.
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ABSTRACT

The present investigation determined the antioxidant capacity and total polyphenol
content of the methanolic extract of the shell of Mammea americana (L.) "mamey,
which followed an experimental, cross-sectional study with a simple descriptive
research level with a quantitative approach. To determine the content of total
polyphenols, the Folin-Ciocalteu method was developed, considering catechin as the
standard; and for the determination of the antioxidant capacity the DPPH method was
used considering Trolox as a solution. In the results it was obtained that; Regarding
the presence of polyphenolic compounds, the shell of Mammea americana (L.)
"mamey" contains 44.43 + 2.03mg of catechin Eq./g of dry sample. And, in what
corresponds to the evaluation of the antioxidant capacity 600 by means of the DPPH
method, the results showed that the shell of Mammea americana (L.) "mamey"
presents an activity of 409.23+ 9.23mM with respect to trolox Eq./ g of dry sample.
Therefore, we conclude stating that the methanolic extract of the shell of Mammea
americana (L.) "mamey" has a high content of polyphenols and antioxidant capacity
to inhibit the effects of free radicals.

Keywords: Antioxidant capacity, DPPH, folin-ciocalteu, mammea americana (L.)

total polyphenols.
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l. INTRODUCCION

Las plantas medicinales, por sus propiedades terapéuticas, fueron los primeros
medicinas utilizadas empiricamente para curar enfermedades. La Organizacion
Mundial de la Salud define la medicina alternativa y complementaria (MCA) como el
conjunto de practicas asistenciales, que no forman parte de la tradicion del pais
(medicina tradicional) y no estan plenamente integradas y articuladas con el sistema
de salud ©.

Actualmente, segun estimaciones de la OMS, hasta el 80% de la poblacion mundial
depende de los remedios tradicionales a base de hierbas. El interés por la medicina
tradicional y la fitoterapia es objeto de varios estudios, sin embargo, existe una
tendencia a disminuir el uso de medicamentos de origen vegetal por parte de los
profesionales de la salud; sus tratamientos se basan Unicamente en drogas sintéticas,
incluso en el tratamiento de problemas de salud diagnosticados como enfermedad leve.
En el caso de las poblaciones rurales, el acceso a los medicamentos farmacologicos se
restringe por multiples motivos, como el traslado a una farmacia, altos costos, aspectos
culturales, dificil acceso a los centros de salud, siendo la medicina basada en plantas
el principal recurso terapéutico disponible @.

En América Latina, la mayoria de los paises utiliza las plantas medicinales para el
tratamiento de diversas enfermedades. Asi, podemos mencionar que el 83 % de la
poblacion del Perd lo utiliza @,

Uno de los principales problemas de salud a nivel mundial son las enfermedades
crénicodegenerativas, cabe mencionar que dentro de este grupo de patologias se

encuentran la hipertension arterial, enfermedades hepéticas, diabetes mellitus,



enfermedades cardiovasculares, Alzheimer, Parkinson, y diferentes tipos de
oncologias; asi como el 2 envejecimiento, donde la etiologia de estas patologias
compromete en gran medida el estrés oxidativo, que se produce cuando el ataque
oxidativo de los radicales libres supera las defensas antioxidantes de las celulas,
provocando la muerte celular®.

Las plantas sintetizan una gran cantidad de metabolitos primarios y secundarios,
cuando hablamos de metabolitos secundarios, quiere decir que las plantas sintetizan
una gran variedad de productos secundarios que contienen un grupo fenol, conocidos
también como compuestos fendlicos, fenilpropanoides o polifenoles siendo el grupo
mas abundantes dentro de los metabolitos secundarios. Entonces, la actividad
antioxidante esta relacionada a la presencia de polifenoles gracias a su capacidad de
atrapar, o inhibir la produccion de radicales libres®).

Los antioxidantes son clasificados en seis tipos; antioxidantes miscelaneos,
antioxidantes sintéticos, antioxidantes naturales, antioxidantes enzimaticos,
atrapadores de oxigeno y antioxidantes primarios®.

Actualmente, diversos estudios demuestran la asociacion entre Estrés Oxidativo y
enfermedades crénicodegenerativas, especialmente el papel de los radicales libres en
el desarrollo de la enfermedad y la accién de los antioxidantes en su fase preventiva y
curativa. Los radicales libres o metabolitos reactivos del oxigeno (MRO), son
moléculas formados en el cuerpo durante el metabolismo celular normal o por la
exposicion a toxinas ambientales (contaminantes en el aire, alimentos y agua), estos
radicales libres pueden ser dafinos, ya que poseen un electron no apareado

(configuracion inestable), de extraordinaria reactividad y enorme capacidad para



combinarse inespecificamente con lipidos, proteinas, acidos nucleicos y derivados de
cada uno de ellos, importante en la patogenia de la enfermedad .

La especie Mammea americana (L.) también conocida como “Mamey” es una fruta
exotica que existe en nuestro pais con buenas caracteristicas organolépticas y que, a
nivel nutricional tiene propiedades funcionales debido a sus vitaminas y minerales;
ademas de compuestos fendlicos, pigmentos en presencia mayor de carotenoides y
actividad antirradical. Teniendo como la mayor region que siembra y cosecha a
Lambayeque ©.

Por lo tanto, se planteo la siguiente pregunta de investigacion ¢ El extracto metandlico
de la céscara de la cascara de Mammea americana “mamey” tendra capacidad
antioxidante y contenido de polifenoles totales?

Por otro lado, haciendo énfasis en el uso de plantas medicinales; hoy en dia, se halla
un mayor interés por la medicina tradicional, ya que la poblacion opta por la medicina
herbaria que se encuentra a su alcance, y a un bajo costo en comparacion con los
productos farmacéuticos de sintesis convirtiéndolo en una alternativa primordial para
el cuidado de atencion primaria de su salud.

Ante esta problematica, se busca impulsar como alternativa terapéutica tratamientos a
base de plantas medicinales existentes en el Peru; para incitar e incentivar a nuestra
poblacion peruana a usar plantas medicinales encontradas en nuestro entorno, empero
en base de evidencia cientifica demostrada. Este proyecto se realiza con el fin de
beneficiar a la comunidad en general, dandole una alternativa de solucion a sus
problemas de salud encontrados generalmente en nuestra sociedad actual.

El area geografica donde se realizo el estudio fue en el Laboratorio de Bioquimica de

la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad Catélica los Angeles de



Chimbote. Para demostrar la actividad antioxidante de las cascaras de Mammea
americana (L.) “mamey”, se emple6 el método de DPPH considerando como patron
Trolox el cual se basa en su capacidad para captar radicales libre, y para la
determinacion del contenido de 4 polifenoles totales se emple6 el método de Folin-
Ciocalteu usando catequina como como patrén a concentraciones de 0.5; 1; 2,5; 5y 10
ppm mg/L. Los resultados fueron presentados en tablas valorados mediante un analisis
de medidas de tendencia central promedio y desviacion estandar.
Objetivo general
Determinar la capacidad antioxidante y contenido de polifenoles totales del extracto
metandlico de la cascara de Mammea americana (L.) “Mamey”.
Objetivos especificos
— Determinar el contenido de polifenoles totales del extracto metandlico de la
cascara de Mammea americana (L.) “mamey” expresado en mg de catequina
Eqg/g muestra seca.
— Determinar la capacidad antioxidante del extracto metandlico de la cascara de
Mammea americana (L.) “mamey” expresado en mM de Trolox Eq/g muestra

Seca.



1. REVISION DE LITERATURA

Barbosa® et al en su investigacion publicada el 2020 determiné por primera vez el
perfil completo de compuestos bioactivos y las capacidades antioxidantes de la
manzana mamey (Mammea americana), camapu (Physalis angulata) y uxi (Endopleura
uchi); Como parte de su metodologia los compuestos bioactivos se caracterizaron por
cromatografia liquida de ultra rendimiento acoplada a espectrometria de masas de alta
resolucion (UPLC-MSE) en extractos acuosos y etandlicos. Como resultados se
obtuvo que las principales clases de compuestos en las tres especies fueron
terpenoides, &cidos fendlicos y flavonoides, los extractos etandlicos de frutas
mostraron mayor actividad antioxidante y abundancia total de iones de compuestos
bioactivos que los acuosos. Uxi tuvo los valores mas altos de contenido fendlico
(701,84 mg GAE / 100 g), ABTS (1602,7 umol Trolox g — 1) y ORAC (15,04 umol
Trolox g — 1). El Mamey tuvo los resultados més altos para DPPH (1168.42 umol TE
g— 1)y FRAP (1381.13 umol FSE g —1).

Velazquez @ en su informe publicado el 2017 “Gelatina adicionada con
microcdpsulas de ingredientes bioactivos de Mamey (Pouteria sapota)” tuvo la
finalidad de medir la actividad antioxidante del mamey (Pouteria sapota) recolectados
de un estado de México Los extractos de mamey (Pouteria sapota) se obtuvieron por
extraccion solido-liquido. Teniendo como resultado que el mamey contiene
compuestos con actividad antioxidante (porcentaje de inhibicion de RL fue de 77.71%,
71.10% y 31.18% respectivamente para extractos de cascara, semilla y pulpa de
mamey) siendo una opcion para contrarrestar el exceso de radicales libres presentes en

el organismo.



Lima™® en su informe publicado en el 2003 titulado “Evaluacion de distintos solventes
para el proceso de extraccion en la determinacion de la actividad antioxidante de
Quilete y Mamey”, para determinar la actividad antioxidante total, se empleo el
reactivo a,o—difenil-B-picrilhidrazilo (DPPH), y para el contenido de grupos fenoles
por la reaccion de Folin Ciocalteu y la vitamina C por (HPLC). Lo que obtuvimos en
esta Ultima variable se incluyeron ocho solventes de acuerdo a su distinta naturaleza
polar (metanol, etanol, cloroformo, n-hexano, buffer a pH 3, buffer a pH 7.4, agua y
fase movil). Los resultados fueron 538.54 Fenoles totales expresados en equivalentes
de acido galico / gramo de peso seco con solvente Metanol en Quilete y 47.46 Fenoles
totales expresados en equivalentes de &cido galico / gramo de peso seco con solvente
Metanol en mamey.

Montoro®? en su investigacion publicada el 2017 evalu6 el efecto de la temperatura
sobre la capacidad antioxidante del extracto acuoso de Pouteria sapota Jacq.
H.E.Moore & Stearn (mamey). Para llegar a obtener su respuesta se utiliz6 como
método para medir la capacidad antioxidante al radical 2,2-difenil-1- picrilhidrazilo
(DPPH) y el reactivo Folin Ciocalteu para medir la cantidad de vitamina C en la fruta.
Se logro observar que si hay influencia de la T° en el poder antioxidante del extracto
acuoso del Pouteria sapota (mamey), a congelacion se observa que baja menos su
capacidad antioxidante, conservando asi un buen poder reductor contra los RL.
Velazquez %), En su trabajo publicado en el afio 2015 titulado “Historia del mamey
Pouteria sapota” presenta como objetivo realizar una revision bibliografica del 5
mamey, encontrando que existe una gran variedad distribuida en todo el mundo.
Siendo Pouteria sapota y Mammea americana L. las especies mayor comercializadas

en México. Esta revision deja abierta la posibilidad de continuar la investigacion sobre



este fruto, pues 7 hasta el momento existen muy pocas investigaciones realzadas acerca
del mamey (Pouteria sapota) y sobre su uso potencial en los diversos campos de la
investigacion.

2.2. Bases teoricas de la investigacion

Antioxidante

Estas son sustancias sintéticas o naturales que impiden y evitan la oxidacion e inhiben
reacciones promovidas por oxigeno y perdxidos. Estos agentes reductores a causa de
su capacidad de 6xido reduccion que presentan sus grupos OH y las correlaciones
estructurales entre las distintas fracciones de su configuracion quimica ponen fin a la
reaccion en cadena estabilizando al a&tomo que estuvo buscando una emparejamiento
para su electron desparejado. Los antioxidantes desempefian sus cualidades benéficas
impidiendo la formacion de RL y contrarrestando o neutralizando los ya producidos¥.
Clasificacion de los antioxidantes

Existen numerosas clasificaciones de los antioxidantes, sin embargo la mas importante
y significativa es la que se divide en dos grandes grupos: antioxidantes que entran
mediante la cadena alimentaria conocida como exdgena y antioxidantes sintetiza la
célula conocidos como endégenos™® .

Al reaccionar el antioxidante con el RL le cede un e— oxiddndose y convirtiéndose en
un RL débil con insuficientes, escasos o nulas consecuencias toxicas y que en algunos
casos pueden depravarse a su perfil primario por la actuacion de distintos
antioxidantes. Asi mismo, posen distintos mecanismos de accién, algunos
imposibilitan la formacion de los Radicales Libres y/o especies reactivas “sistema de

prevencion”, otros impiden la accion de los radicales libres “Sistema barredor” y otros



benefician la reconstruccion de los sistemas bioldgicos perjudicados conocido como
“sistema de reparticion” 19,

Antioxidantes exdgenos: Aqui como ya mencionamos, éstas ingresan mediante la
cadena o serie alimentaria, los cuales son vitaminas A, vitamina C y vitamina E, el
Beta caroteno, los polifenoles, licopeno y la melatonina &7 .

Antioxidantes endogenos: Los sistemas antioxidantes enddgenos principales son las
enzimas superéxidodismutasa (SOD) que cambian el radical O2 en H202, asi como
también la catalasa (CAT) que altera el H202 en agua y oxigeno. Y la
glutationperoxidasa (GPX) que oxida el glutation y reduce de esta manera el H202. ,
y algunos metales como el zinc, cobre y el selenio 8,

Compuestos fenolicos

Los fenoles o compuestos fendlicos son la agrupacion mas amplio de constituyentes
no energéticos encontrados en los suministros de fuente vegetal. La actividad de los
compuestos fendlicos para modular el efecto de distintas enzimas, y obstaculizar los
mecanismos de sefializacion en diferentes procesamientos celulares se debe a la
particularidad fisicogquimicas de esta composicion, que les posibilita intervenir en
diversas reacciones celulares metabolicas de 6xido reduccion @9,

Los compuestos fendlicos son metabolitos esenciales para el crecimiento vy
reproduccion de las plantas y actGan como agentes protectores frente a patdgenos,
siendo secretados como mecanismo de defensa a condiciones de estrés, tales como
infecciones, radiaciones UV, entre otros. Esta sintesis se da a partir de fenilalanina por
la via del shikimato. Juegan un rol vital en las plantas y regulan el metabolismo y
sintesis de la lignina por lo que las plantas presentan un gran nimero de componentes

fendlicos (e.g., flavanoles, flavonoles, chalconas, flavonas, flavanonas, isoflavonas,



taninos, estilbenos, curcuminoides, acidos fendlicos, coumarinas, lignanos, etc) @9,
Formacién de Radicales Libres(RL)

Los RL son formados por fuentes exogenas y endogenas, y el principal productor de
las ERO es la mitocondria, fuente endogena. Esto debido a que la respiracion celular
da a este nivel donde se conoce que el 90% del total del oxigeno inhalado se consume
en la mitocondria y alrededor del 2 % del oxigeno reducido se transforma en el radical
Anioén super 6xido (02) @V,

Estrés oxidativo (EO); su papel en el envejecimiento y sus patologias

Cuando el incremento del contenido intracelular de ERO excede las defensas
antioxidantes de la célula se produce el estrés oxidativo (EO), a través del cual se
induce dafio a corpusculos biolégicos como lipidos, proteinas y acidos nucleicos. El
EO se presenta en distintos estados patoldgicos donde se altera la funcionalidad
celular, coadyuvando y/o retroalimentando el progreso de patologias degenerativas
tales como la aterosclerosis, cardiomiopatias, enfermedades neuroldgicas y cancer®?,
Radicales libres (RL) o especies reactivas de oxigeno (EROS)

Los radicales libres (RL) o también conocidos como especie reactiva de oxigeno
(ERO) son moléculas que en su configuracion atomica posee un ¢ — desapareado o
dispar en el orbital externo, lo que le confiere una estructura inestable. El oxigeno es
un elemento indispensable en la vida, sin embargo, como ya mencionamos es fuente
de radicales libres, que si no se neutralizan de forma apropiada pueden tener efectos
mortiferos sobre la funcion celular. En la molécula de oxigeno se conocen las
siguientes especies reactivas (EROS): 3

- Anidn super oxido (O2) Este radical es el mas cuantioso y frecuente a nivel celular.

Es disefiado primordialmente en la sucesion de transporte de € — y en la fagocitosis



para ser utilizado como proteccion bactericida. Asi mismo, este radical es producido
en reacciones enzimaticas y de auto oxidacion en distintos organoides celulares: como
en reticulo endoplasmico; citosol y las mitocondrias ?4).

- Peroxido de Hidrogeno (H202): Cabe mencionar que este no es radical libre,
empero, es de gran significancia una forma reactiva, esto a causa de que tiene la
suficiencia de originar el radical OH cuando esta frente a un hierro como metal. Esta
especie reactiva de oxigeno es producida mayormente en la matriz mitocondrial, no
obstante también se produce en otros organoides celulares como los peroxisomas, el
citosol y el reticulo endoplasmico®®.

- Radical hidroxilo (OH): Este radical posee una alta reactividad, y actia de manera
veloz e impreciso con blancos celulares mas limitrofes como el ADN, carbohidratos
proteinas y lipidos. Asi mismo, posee una capacidad superior en causar dafio a nivel
celular que las deméas ERQOS; esto es correspondiente a que las células no poseen un
sistema enzimatico antioxidante resistente a este radical OH. La constitucion de este
radical a nivel celular se da cuando es exhibida a irradiaciones ionizantes como por
ejemplo rayos gamma o rayos X9,

- Oxigeno singulete (O2 1 ): Esta ERO tiene la capacidad de alterar distintas
moléculas constituyentes de los seres vivos como el ADN y ocasionar trastornos en
las proteinas mediante la oxidacion de algunos grupos esenciales de aminoacidos como
por ejemplo la histidina, el triptofano, residuos de cisteina y la metionina "
Composicion quimica de Mammea americana L.

Posee compuestos bioactivos como carotenoides, vitamina C y compuestos fendlicos,
y ofrecen gran potencial para su uso en procesamientos agroindustriales y cubrir los

requerimientos deseados para la salud del consumidor®® Por cada 100mg de fruta
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fresca hay calcio 4.00-19.5mg, fdésforo 7.80-14.5mg, hierro 0.15-2.51mg, Tiamina
0.017-1.030mg, Riboflavina 0.025-0.068mg, Niacina 0.160-0.738mg y Acido
Ascorbico 10.20-22.00 mg®@®

Requerimientos edafoclimaticos.

En América Central crece en zonas de clima tropical desde el nivel del mar hasta los
600 — 900 msnm. necesita abundante precipitacion y no tolera la sequia. El cultivo no
requiere grandes cuidados, aunque si es conveniente mantener la humedad del suelo
y abonar a lo largo de todo el afio de forma equilibrada. EI mamey prospera en partes
himedas, debajo de los 1000 m de altitud. Requiere una temperatura promedio de 18°C
y suelos livianos, 6 ricos, profundos y bien drenados. EI mamey crece de mejor manera
en climas de himedos a muy hdmedos, con regimenes de precipitacion con 1500
mm/afio 0 mas. Se cultiva en los valles interandinos de Pert y Ecuador, donde llueve
menos de 1500 mm, pero con lluvias bien distribuidas o con suplemento de riego @9,
Caracteristicas

Arbol de armonioso porte y follaje, con altura media de 20 m, llegando hasta 25 m,
con una copa amplia, densa y regular. El follaje es verde oscuro, tronco recto y vertical
que puede alcanzar un metro de didametro y que, al igual que otras clusidceas, exuda
12 un latex amarillo y resinoso al ser cortado. Hojas de color verde brillante oscuro,
de peciolo corto, eliptico, algunas veces oblongoovado, la base en forma de cufia,
obtusa o redondeada; el apice redondo u obtuso, los margenes enteros con numerosas
glandulas finas y claras entre las nervaduras; de 1 0a 20 cmde largoy5a1 0 cm de
ancho. Flores solitarias o, también formando racimos en las axilas de los brotes
jovenes, con dos sépalos y cuatro a seis pétalos blancos y fragantes. Planta con arboles

masculinos y con arboles hermafroditas. El fruto es una drupa globosa u oblada, de 7
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a 25 cm de didmetro y peso entre 600 y 700 g, pudiendo llegar hasta 1.0 kg. Cascara
color marrén claro, aspera. El epicarpio duro forma con la parte externa del
mesocarpio, una cascara de 3 a 4 mm de espesor, rica en fibras y canales de resina y
facilmente desprendible. La pulpa o mesocarpio es de color amarillo hasta rojizo,
consistencia firme y azucarada. Las semillas de 6 a 8 cm de largo se presentan en
nimero de uno a cuatro, dispuestas de manera radial %
Posicion Taxonomica
Reino: Plantae
Division: Angiospermae
Clase: Magnoliopsida
Orden: Malpighiales
Familia: Clusieaceae
Tribu: Calophyleae
Género: Mammea
Especie: Mammea americana.

Nombre vulgar: “mamey” ¢

1.  HIPOTESIS

El extracto metanolico de la cascara de Mammea americana (L.) “Mamey” presentan

un alto contenido de polifenoles, por lo tanto, presentan capacidad antioxidante.
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IV. METODOLOGIA
4.1. Disefio de la investigacion
El presente estudio de investigacion fue de tipo experimental, corte transversal y con
nivel de investigacion descriptivo simple de enfogque cuantitativo.
4.2. Poblacién y muestra
Poblacién vegetal: Cascaras de Mammea americana L. “Mamey”.
Muestra vegetal: Se emplearon 100g de cascara.
Criterios de inclusion y exclusion:
Criterios de inclusion:

— Céscaras recolectadas en el Departamento de Lambayeque.
Criterios de exclusion:

— Céscara en mal estado vegetativo y fitosanitario
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4.3. Definicion y operacionalizacion de las variables e indicadores

VARIABLES

DEFINICION
CONCEPTUAL

DEFINICION
OPERACIONAL

INDICADORES

Capacidad antioxidante del
extracto metandlico de la
de

americana (L.) “mamey”

cascara Mammea

Sustancia que al encontrarse a
bajos niveles de concentraciones
en existencia de un sustrato
retarda la

oxidable, esta

oxidacion de la misma

Se realiz6 a través de método de

DPPH segun capacidad de

secuestro y/o inhibicion de
radicales libres de acuerdo a
valores de absorcion medida en

el espectrofotometro UV/VIS

mM de Trolox eqg/g de

muestra seca

Contenido de polifenoles del
extracto metandlico de la
de

americana (L.) “mamey”

cascara Mammea

Grupo heterogéneo de moléculas
que comparten la cualidad de
poseer en su estructura varios
grupos bencénicos sustituidos

por funciones hidroxilicas

Se trabajé con el reactivo Follin
Ciocalteu, segin valores de

absorcion medida en el

espectrofotometro UV/VIS.

mg de catequina eg/g muestra

Seca
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4.4. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos
En el presente estudio se utilizaron técnicas e instrumentos para obtener la informacion
necesaria y asi responder a la pregunta planteada en la investigacion a partir de las
observaciones realizadas y recopiladas mediante la encuesta.
— Técnicas: Se utilizé como técnica la observacion directa, medicion y registro
de las reacciones de coloracién y otras caracteristicas que se observaron en la
medicion de las concentraciones totales de polifenoles.

— Instrumento: El instrumento fue una ficha de recoleccion de datos.

4.5. Plan de analisis

Obtencidn de la especie vegetal

La planta fue adquirida en el Distrito de Oyotun de la Provincia de Chiclayo, ubicada
en el Departamento de Lambayeque. La distancia del aire Oyotun Chiclayo: 60 km en
direccién: 278°, a poco mas de 3 horas, de la provincia.

El estudio se realiz6 de la cascara del material vegetal, las cuales fueron seleccionadas,
lavadas, aireadas a temperatura medio ambiente, en sombray luego llevadas a la estufa
para su secado a una temperatura de 40°C, durante 27 horas para ser pulverizadas en
un molino de cuchillas eléctrica, marca Oster y luego se almacend en un frasco color
ambar cubierto con papel aluminio hasta la fecha de prueba.

Preparacion del extracto metandlico (CH30OH 80%) por extraccion exhaustiva (1)
Para la obtencién del extracto metandlico se utilizé 0,2067g de céscaras secas y
pulverizadas, ésta fue afiadida a un tubo de centrifuga. Se le afiadié como solvente 15
ml de metanol al 80% + acido formico al 0,1%. Seguidamente se procedi6 a colocar
una barra magnética para posteriormente llevarlo al agitador magnético digital durante

30 minutos. Pasados los 30’ retiramos la barra magnética del tubo de centrifuga y se
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llevé a la centrifuga universal a 6000 rpm (revoluciones por minuto) durante 5
minutos.

Posteriormente, con sumo cuidado de no mover la muestra centrifugada tomamos el
sobrenadante con una pipeta graduada de 1 ml y traspasamos a una fiola de 50ml la
cual debid estar envuelto con papel aluminio para evitar contacto con la luz. Dicho
proceso de extraccion se realizo 03 tres veces. Finalmente el extracto obtenido se llevo
a congelador a 4° C hasta el momento del analisis.

Preparacion del DPPH

Se prepar6d 100 ml del reactivo con metanol, para ello se utilizé 2.3mg de polvo de
DPPH vy se afor6 con metanol en la fiola de 100ml, para tener 0.06Mm.
Determinacion de la capacidad antioxidante a través del método de 2,2-Difenil-1-
Picrilhidrazil (DPPH)(3V

En una cubeta se adiciond 1450yl de DPPH a 0.06 mM, luego se llevd a leer a
espectrofotometro a una longitud de onda (A) de 515nm para obtener su absorbancia a
tiempo cero (DPPH t0), a continuacion, a ello se le agregd S0uL del extracto
metandlico de hojas y se dejo por 15 min en obscuridad para que reaccione, por ultimo
se obtuvo la absorbancia A a tiempo 15 (DPPH t15). El anélisis se realizo por triplicado

para cada una de las muestras.

Como estandar se utilizé el Trolox a concentraciones de 0.5, 1.0, 2.5, 5, 7.5y 10 mM,
para obtener la curva de calibracion. El porcentaje % de inhibicion se determiné
utilizando la siguiente formula:

Abs DPPH t0 — Abs DPPH t15

%INH 100
% Abs DPPH t0 X

16



Donde:

%INH: Porcentaje de inhibicién

Abs DPPH t0: Absorbancia del 2,2-Difenil-1- Picrilhidrazil a tiempo 0

Abs DPPH t15: Absorbancia del 2,2-Difenil-1- Picrilhidrazil a tiempo 15

Se realizd una curva de calibracion con Trolox para verificar que el extracto
metanolico de las cascaras de Mammea americana (L.) “mamey” posee capacidad
antioxidante expresado en mM de trolox eg/g muestra seca.

Determinacion de polifenoles totales por el método de Folin — Ciocalteu.

En una fiola grado B con tapa Giardino de 10 ml se agreg6 2,5 ml de agua tipo-II,
después se afadio el estandar de catequina a concentraciones de 0,5; 1; 2,5; 5; 7.5y
10ppm (mg/L) para obtener la curva de calibracion, a las demas fiolas se adiciond 50
pL de extracto metanodlico al 80%, respectivamente a cada fiola. Posteriormente se
agregé 500 pL de Folin Ciocalteu y se dejé reposar por 5 minutos en oscuridad.
Transcurrido este tiempo se agreg6 2 ml de carbonato de sodio al 10%, seguidamente
se aforé con agua tipo-Il e inmediatamente se llevé a oscuridad por 90 minutos, El
analisis se realizo por triplicado para las muestras. Finalmente se realizo la lectura en

el espectrofotdmetro UNICO 2800 UV/Vis a una longitud de onda de 700 nandémetros.
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3.7 Matriz de consistencia

Titulo de la Formulacion Objetivos Hipétesis Variable Disefio de Poblacion y Plan de
Investigacion del investigacion muestra analisis
Problema
CAPACIDAD ¢El extracto Obijetivo general El extracto 1.Variable El presente Poblacion Programa
ANTIOXIDANTE metanolicode Determinar la capacidad antioxidante y metandlico  dependiente estudio de vegetal: informatico
Y CONTENIDO  la cascara de  ¢ontenido de polifenoles totales del extracto € lacascara  Capacidad investigacion Céscarasde  Microsoft
DE Mammea metandlico de la cédscara de Mammea e Mammea antioxidante fue de tipo Mammea Excel 2016
POLIFENOLES  americana . americana  del  extracto . .
TOTALES DEL “mamey” americana (L.) “Mamey”. (L) metandlico de experimental, americana L.
EXTRACTO tendra Objetivos Especificos “Mamey” la céiscara de corte transversal “Mamey”.
METANOLICO  capacidad — Determinar el  contenido de presentan Mammea y con nivel de Muestra
DE LA antioxidante polifenoles totales del extracto un alto americana (L.) investigacion vegetal:
CASCARA y contenido metan6lico de la cascara de Mammea contenido  “Mamey” descriptivo Se emplearon
DE Mammea de polifenoles americana (L.) “mamey” expresado de _ _2.Variab|_e simple de 100g de
americana (L.) totales? . polifenoles, independiente .
“mamey” en mg de catequina eq/g muestra seca. por lo tanto, Contenido  de enf_oqu_e Cascara de
— Determinar la capacidad antioxidante presentan polifenoles del ~ cuantitativo. Mammea
del extracto metandlico de la cascara capacidad extracto americana L.
de Mammea americana (L.) “mamey” antioxidante metanolico de “Mamey”.

expresado en mM de Trolox eq/g
muestra seca.

la cascara de
Mammea
americana (L.)
“Mamey
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3.8 Principios éticos

Para el desarrollo del presente estudio se considerd los principios éticos basados en la
Declaracion de Helsinki en donde se promueve la recuperacion del conocimiento
tradicional sobre el uso del plantas medicinales, no solo para preservar su legado
cultural, sino también para registrar informacion relevante y demostrar cientificamente
sus efectos terapéuticos que servirdn como nuevas fuentes de medicamentos y otros
beneficios para la humanidad. Estos principios se encuentran presentados en el codigo
de ética para la investigacion 004 basados en los lineamientos y principios éticos
presentados por la Universidad Catdlica Los Angeles de Chimbote en donde se utilizd

los principios del cuidado del medio ambiente y la biodiversidad ©2.
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V. RESULTADOS

5.1 Resultados

Tabla 1 Contenido de polifenoles totales del extracto metandlico de la cascara de

Mammea americana (I.) “mamey” expresados en mg de catequina Eq./g muestra

seca
Muestra Parte de la Tipo de Mg
planta extracto catequina
eq./g
muestra seca
Mammea americana (L.) Cascara del Metanolico 44.43 +2.03
fruto

Fuente: Datos propios de la investigacion.

Tabla 2 Capacidad antioxidante del extracto metandlico de la cascarade Mammea

americana (l.) “mamey” expresados enmM de trolox eq./g

Muestra Parte de la Tipo de mM/trolox
planta extracto eq./ g
muestra seca
Mammea americana (L.) Cascara del Metanolico 409.23+9.23
fruto

Fuente: Datos propios de la investigacion.
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5.2 Andlisis de los resultados

Enla Tabla 1. se muestran los resultados de la evaluacién del contenido de polifenoles
del extracto metanolico de la cadscara de Mammea americana (L.) “mamey” expresados
en mg de catequina eq./g muestra seca segun el método de folinciocalteu, el cual fue
de 44.43 + 2.03.

Datos semejantes obtuvo Lima @V usando similar metodologia encontré un promedio
de 47.46 sin embargo, dichos resultados fueron expresados en equivalentes de acido
galico/g muestra seca de polifenoles totales en el fruto Mammea americana (L.)
“mamey” cabe mencionar que sélo se evalud la parte comestible del fruto. Lo que
demuestra que la cascara de Mammea americana (L.) “mamey” tiene contenido de
polifenoles respecto al extracto metandlico del fruto de Mammea americana (L.)

“mamey”.

La presencia de compuestos fenolicos o también conocido como fenilpropanoides o
polifenoles se realizd bajo el método de Folin Ciucalteu en el cual la propiedad de los
fenoles de la estructura quimica de la planta reacciona frente a agentes oxidantes como
este reactivo. Este reactivo contiene molibdato y tungstato sodico que al reaccionar
con los compuestos fendlicos presentes, forman complejos fosfomolibdico -
fosfotlngstico. Y estando éste en un medio basico la transferencia de electrones reduce
estos complejos a 6xidos de tungsteno (W O) y molibdeno (Mo O ), manifestando una
coloracion azul intenso que son proporcionales a la cantidad de grupos fendlicos

presentes en la molécula de interés®?,
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En otras palabras los compuestos fenolicos reaccionan con el reactivo de
FolinCiocalteu (RF-C) bajo condiciones basicas o alcalinas (ajustadas por la solucién
de carbonato de sodio a pH > 10). La disociaciéon del proton fendlico permite la
formacion del i6n fenolato, el cual es capaz de reducir el reactivo de Folin-Ciocalteu
(RF-C), lo que apoya la idea de que la reaccion ocurre a traves del mecanismo de

transferencia de electrones ¢4,

Por otro lado, en la Tabla 2. Se muestran los resultados de la capacidad antioxidante
del extracto metanodlico de la cascarade Mammea americana (1.) “mamey” expresados
enmM de trolox eq./g dando como resultados 409.23+ 9.23 mM/trolox eq./ gmuestra

Seca.

Resultados mayores obtuvo Barbosa © et al empleando similar metodologia debido a
que uso como extracto la solucion etandlica y su estudio fue realizado en el fruto
Mammea americana (L.) “mamey” dando un promedio de 1168.42 + 218.56 pmol
Trolox equivalente a g—1, resultados que me permiten concluir que el estudio realizado
el fruto me demuestra que tiene capacidad antioxidante por lo tanto la cascara

estudiada puede presentar capacidad antioxidante.

Asi mismo, Lima @b sefiala que la extraccion alcohdlica con metanol y etanol es la
mejor opcidn para la cuantificacion de los compuestos antioxidantes, debido a su

relativo alto grado de polaridad (constante dieléctrica 33.6).

En cuanto a la determinacién antioxidante se realiz6 bajo el método DPPH, su funcion
principal de este reactivo, es que cuando se pone en contacto con una sustancia que
dona un atomo de Hidrogeno (antioxidante) se produce la forma reducida DPPH-H o

DPPH-R en el que da una pérdida de color amarillo palido. El radical DPPH es
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ampliamente usado y esto se debe a que se obtiene los resultados en un tiempo corto

(@),

De acuerdo a lo mencionado anteriormente afirmamos que la capacidad antioxidante
esta relacionada a la concentracion de polifenoles; ya que en diferentes bibliografias
se encontrd, que la capacidad antioxidante se encuentra completamente ligada a los

compuestos polifenolicos que se encuentran en las hojas.
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VI. CONCLUSIONES

— El extracto metanolico de la cadscara de Mammea americana (L.) “mamey”
tiene 44.43 + 2.03 mg catequina/g de muestra seca.

— La capacidad antioxidante del extracto metanolico de la cascara de Mammea
americana (L.) “mamey” fue de 409.23+ 9.23 expresado en mM de Trolox/g

de muestra seca.

ASPECTOS COMPLEMENTARIOS
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El presente estudio representa una base cientifica para futuros estudios acerca
de la capacidad antioxidante de la cascara de Mammea americana (L.)
“mamey”. Por lo que se recomienda determinar cual o cuales son las sustancias
que hacen posible esta accion asi como los mecanismos que podrian estar
asociados a sus efectos.

Ampliar el estudio de la determinacion de la capacidad antioxidante (captacion
de radicales libres) y la capacidad de los compuestos fenolicos de la Mammea
americana (L.) “mamey” empleando otros métodos tales como; ABTS, y
DMPD.

Para lograr un aprovechamiento integral de éste, se requiere de mas estudios
que avalen el uso de la cascara de Mammea americana (L.) “mamey” como
fuente potencial de antioxidantes naturales con gran proyeccion industrial
siendo este valor agregado el requerido en la prevencion de enfermedades

crénicas.
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Curva de Calibracion Polifenoles Totales
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