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RESUMEN

En el presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo el determinar el perfil fitoquimico
y capacidad antioxidante in vitro del extracto etandlico de Nostoc commune (Cushuro). Se
preparé el extracto etandlico de Nostoc commune (Cushuro) proveniente de la Laguna
Cushuro de la ciudad de Huamachuco y se demostré mediante el analisis fitoquimico la
presencia de metabolitos secundarios tales como, triterpenos y esteroides (Ensayo de
Lieberman — Burchard), saponinas (Ensayo de la espuma), compuestos fendlicos (Ensayo del
cloruro férrico), flavonoides (Ensayo de Shinoda) y antocianidinas (Ensayo de
antocianidinas). Ademas se determind la concentracion de compuestos fenolicos por el
método de Folin-Ciocalteu, presentando 2.562 + 0.051 mg equivalente de &cido galico (EAG)

por gramo de muestra seca.

Y finalmente se determiné el Coeficiente de Inhibicion para reducir en un 50% la
concentracion del radical DPPH (IC50) por parte del extracto etanolico de Nostoc commune,
encontrandose valores de 476.393 y 0.006 expresados en ug/mL de solidos solubles y ug/mL
EAG.

Palabras claves: Nostoc commune, extracto etandlico, compuestos fendlicos totales, perfil

fitoquimico, capacidad antioxidante.
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ABSTRACT

The present research work had a objective determine the phytochemical profile and the in
vitro antioxidant capacity of the ethanolic extract of the commune of Nostoc (Cushuro). The
ethanolic extract of the commune of Nostoc (Cushuro) from the Cushuro Lagoon of the city
of Huamachuco, it was prepared and the presence of metabolites such as triterpenes and
steroids (Lieberman Test - Burchard), saponins (Foam test), phenolic compounds (ferric
chloride test), flavonoids (Shinoda test) and anthocyanidins (anthocyanidin assay). The
concentration of phenolic compounds was also determined by the Folin-Ciocalteu method,
presenting 2.562 + 0.051 mg gallic acid equivalent (EAG) per gram of sample.

Finally, the Inhibition Coefficient was determined to reduce by 50% the concentration of the
DPPH radical (IC50) by the ethanolic extract of Nostoc commune, finding values of 476.393
and 0.006 expressed in ug / mL of soluble solids and ug / mL EAG .

Key words: Nostoc commune, ethanolic extract, total phenolic compounds, phytochemical

profile, antioxidant capacity.



I. INTRODUCCION

1.1. Realidad problemética

En la evolucion de muchas patologias, junto con el proceso de inflamacién y la consecuente
remodelacion de los tejidos, se produce un desequilibrio entre los agentes oxidantes y
antioxidantes, denominado estrés oxidativo. Este proceso oxidativo es un evento dindmico y
complejo, caracterizada por un desbalance entre la sintesis formacién de radicales libres y la
disponibilidad y accion de los agentes antioxidantes enddgenos, lo que puede ocasionar una
serie de transformaciones fisiologicas y bioquimicas que contribuyen al deterioro y muerte

celular'?,

Los radicales libres son compuestos que tiene dentro de su estructura quimica un electron
desapareado o libre que los hacen sumamente reactivos, y es por ello que buscan capturar un
electron de compuestos estables vecinos con la finalidad de lograr su estabilidad
electroquimica. Cuando el radical libre logro capturar el electron que necesitaba, el
compuesto estable que lo perdio6 se transforma en un nuevo radical libre por quedar con un
electrdn libre, generando una serie de reacciones en cadena lo que conlleva a la degeneracion
de las células. Dentro de los radicales libres de mayor importancia bioldgica, se encuentran
el anion radical superoxido (O2:-), 6xido nitrico (-NO), radical hidroperoxilo (HO,-), radical
hidroxilo (-OH), radical peroxilo (RO,-), radical di6xido de nitrégeno (-NO,) y radical

alcoxilo (RO-)*4,

El proceso del estrés oxidativo y la proliferacion de los radicales libres se han implicado tanto
en la patogenia como en la cronificacion de muchas enfermedades tales como la
arterioesclerosis, problemas cardiovasculares, hipertension arterial y diabetes. Es posible
también que en otros procesos como las enfermedades fibrosantes, la Glcera péptica, ciertos
canceres, e incluso el proceso natural del envejecimiento, intervengan de manera directa los

radicales libres®.

Los tratamientos antioxidantes asi como los alimentos ricos o enriquecidos en sustancias
antioxidantes, parecen evitar o por lo menos disminuir el declive funcional del organismo

causado por el estrés oxidativo. La efectividad o fracaso de estos tratamientos se pueden
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deber a diversos factores: la iniciacion temprana o tardia del tratamiento, intervenciones en
poblaciones o en pequefios grupos con alto riesgo, unién de intervenciones profilacticas con
curativas, asi como, prevencion primaria y secundaria de muchas patologias, dosis
inadecuadas, utilizacion de una sola sustancia antioxidante o una mezcla de dos antioxidantes
0 mas, evaluacién con parametros objetivos de laboratorio, con variables bioldgicas y

clinicas®.

Para las probleméticas mencionadas anteriormente se estan buscando nuevas formas de
terapia alternativa, por lo que hoy en dia se hace de interés el desarrollo y descubrimientos

de nuevas fuentes de productos, y uno de ellos son las algas.

El término “algas” se ha utilizado por mucho tiempo para denotar a todos los
microorganismos productores de O, como resultado de la fotosintesis. Esta clasificacion es
exclusiva para microorganismos eucariotas fotosintéticos, los cuales contienen clorofila en

la membrana fotosintética de sus cloroplastos subcelulares’.

El uso de algas como fuente potencial de compuestos bioactivos de alto valor y con fines
terapéuticos en la medicina y beneficios nutricionales en la industria como son los
carotenoides, compuestos fendlicos, vitaminas antioxidantes, esteroles, acidos grasos
insaturados y exopolisacaridos que pueden cumplir un rol importante en la prevencion de

enfermedades cardiovasculares®.

Sanna et al. evidenciaron que el extracto de 9 especies de algas (8 cianobacterias y una alga
verde) tenia actividad antioxidante y anticancerigena; que pueden usarse como colorantes
aditivos para diferentes productos alimenticios (naturales, no toxico) en lugar de las
sustancias colorantes sintéticas que pueden ser cancerigenas®. La actividad antioxidante de
las microalgas de debe en gran parte a sus compuestos fendélicos intracelulares como
extracelulares segin Mohammad et al, los cuales evaluaron la actividad antioxidante de 5

especies de microalgas®®.

Entonces la importancia de los compuestos bioactivos como ingredientes funcionales ha sido

bien reconocida debido a la efectividad en la promocion de la salud y en la reduccion del



riesgo de enfermedad; este hecho implica su potencial como ingrediente funcional en los

productos alimenticios, los productos farmacéuticos y los cosmecéuticos™!.

La Cordillera de los Andes es lugar de numerosos lagos, lagunas, quebradas, manantiales,
canales, rios y diversos ambientes hiumedos donde es muy frecuente encontrar al borde de la
superficie o sumergidas en ellas, colonias de textura gelatinosa de forma esférica, de color
verde azulados o verde parduzco que son Cyanophyta o algas azul-verdes y corresponden a
diferentes especies de nostoc que existen en el Per!2. En el Peri podemos encontrar las
siguientes especies: nostoc commune vauch, nostoc phaericum vauch, nostoc pruniforme,

nostoc parmelioides y nostoc verrucosum vauch 3.

Una de las especies mas comunes en el Peru es el nostoc commune, que son algas globosas
de color verde olivaceo, verde nilo o verde parduzco que forman colonias esféricas de tamafio
variable desde el microscopio hasta macroscépicas con la superficie del talo liso y de
consistencia gelatinosa. Reciben el nombre de “coshuro”, “cossuro”, “ovas de los rios”,
“ururupa”, entre otros dependiendo la zona geografica donde se encuentren. Este tipo de algas
en el PerG las podemos encontrar en el Departamento de Ancash, Cajamarca, La Libertad,

Junin, Pasco, Arequipa, Cuzco, Apurimac y Puno®,

Los metabolitos y sus efectos a favor de la salud estan siendo estudiadas en todas las
variedades de nostoc; se ha evidenciado que tienen propiedades antioxidantes,
anticancerigenas antivirales, antifingicas y antibacterianas'*. El contenido de estos

metabolito o compuestos bioactivos variara en funcion a la ubicacion y especie del nostoc*®.
1.2.  Trabajos Previos
1.2.1 Internacional

Yue et al*® en su trabajo titulado; optimizacion para la extraccion de polisacaridos de Nostoc
commune Yy sus actividades antioxidantes y antibacterianas, refieren que los polisacaridos
extraidos de N. commune ejercieron una fuerte capacidad de eliminacion de radicales 1,1-
difenil-2-picrilhidrazilo, pero una débil captacion de radical superdxido débil y de radicales
hidroxilo.



1.2.2 Nacional

Chavez!’ en su trabajo titulado “Composicion quimica y actividad antioxidante in vitro del
extracto acuoso de Nostoc sphaericum”, determiné la concentracion de polifenoles totales de
Nostoc sphaericum (Cushuro) proveniente del departamento de Junin-Peru, exactamente de
la laguna Cushurococha; encontrandose que la cantidad, por muestra liofilizada, de 2.98mg
EAG/g; asi también encontro, el valor de 1C50 entre 10-15 ug/mL para el radical ABTS.+
(Acido 2,2'-azinobis (3etilbenzotiazolin)-6-sulfonico); concluyendo asi que la muestra es una

fuente de antioxidantes.
1.3. Teorias relacionadas al tema

El Nostoc es uno de los alimentos de mayor accesibilidad en las comunidades andinas, ya
que su consumo data de tiempos inmemoriales y proporciona una buena cantidad de
nutrientes. Este producto se consume principalmente en las comunidades de Ecuador, Bolivia
y Peru; es muy econdmico de adquirir y todos los afios se recolectan durante los meses de
diciembre y marzo, que son temporadas de lluvias. Ademas este producto se le puede

considerar como una fuente rica en proteinas y minerales como el calcio®®.

El nostoc es una colonia de cianobacterias de color verde azulado o verde oliva, este color
se debe a la presencia de clorofila y el azul se debe al pigmento llamado ficocianina, ambos
relacionados con el proceso de la fotosintesis. Tienen la forma de uvas traslucidas y de
consistencia gelatinosa con un diametro de 10 hasta 25 mm. Estas cianobacterias atrapan el
nitrégeno del aire y las fijan en su interior, es alli que se pueden emplear como abono natural.
Se encuentran a méas de 3000 m sobre el nivel del mar a temperaturas muy bajas, son muy
resistentes a la radiacion y pueden rehidratarse con las lluvias. Esta especie ha sobrevivido

millones de afios, existiendo en zonas con climas extremos?®.

Al nosctoc también se le conoce como coshuro, cussuro, ovas de rio, ururupsha, ururupa,

rachapa, llullucha, murmunta, jugadores y sharapa®?.
Segun su taxonomia se encuentra clasificada como®®:

e Reino: Eubacteria



e Filum: Cyanobacteria

e Clase: Cyanophyceae

e Subclase: Nostocophycidae

e Orden: Nostocales;

e Familia: Nostocaceae;

e Género: Nostoc

e [Especies: N. commune, N. desertorum, N. edaphicum, N. ellipsosporum, N.
entophytum, N. flagelliforme, N. indistinguenda, N. linckia, N. muscorum, N.
paludosum, N. piscinale, N. punctiforme, N. sphaericum, N. trichormus. N. calcicola,

N. cycadae, N. lichenoides

El habitat natural donde forman colonias gelatinosas esféricas son por el borde de la
superficie o sumergidos en lagunas, charcos, quebradas, manantiales, rios, aconales

mezclados con otras especies de nostoc!?.

Segln su composicion quimica-bromatoldgica, en 100 gramos de producto tiene 242 Kcal;
ademas en relacion a los macronutrientes presenta 299 de proteinas, 0.5 de grasas y 46.9g de
carbohidratos. Dentro de los micronutrientes contiene 147mg de calcio, 64mg de fosforo y
83.6mg de hierro®.

El nitrégeno que capturan del ambiente lo transforman en aminoécidos, los cuales sirven para
la formacidn de proteinas que le da su calidad alimentaria de facil digestion; ademas contiene
hidratos de carbono en diferentes proporciones, llegando hasta un 50%. Todo esto nos
demuestra que el nostoc es un alimento muy valioso que agrega proteinas a los platos andinos
asi como calcio para proteger la dentadura y la fuerza de los huesos segun la tradicién incaica.

Es una buena fuente de fosforo, hierro y vitamina A entre otros®®,

Una de las especies en mencién es el Nostoc commune, que son algas globosas de color
verde olivaceo, verde nilo o verde parduzco que forman colonias esféricas de tamario
variable desde el microscopio hasta macroscépicas con la superficie del talo liso y de

consistencia gelatinosa; desde un milimetro hasta los 8 cm de diametro. Tricomas



uniseriadas, rectos o curvos simples o reunidos en nimero variable, dentro de una vaina

comun de consistencia gelatinosa®2.

Para obtener informacion sobre los principios activos de la drogas son necesarios los
métodos fisicoquimicos. El ensayo fitoquimico se pueden agrupar en primer lugar en
métodos cualitativos que tiene como objetivo la deteccion e identificacion de los diferentes
metabolitos que componen la droga. En segundo lugar tenemos a los métodos cuantitativos
que tiene por objetivo cuantificar, es decir, determinar en qué cantidad se encuentran dichos
metabolitos en la droga. En todos estos ensayos es primordial disponer de drogas patron y

principios activos patron que sirven como referencia para comparar la droga investigada?®.

Las microalgas son uno de los componentes importantes en las cadenas alimentarias de los
ecosistemas acuéticos y se han utilizado para el consumo humano como alimento y como
medicamentos. La gran diversidad de compuestos sintetizados a partir de diferentes vias
metabolicas de algas marinas frescas y marinas proporciona fuentes prometedoras de acidos
grasos, esteroides, carotenoides, polisacaridos, lectinas, aminoacidos similares a
micosporina, compuestos halogenados, policétidos, toxinas, agar agar, &cido alginico y
carragenano. La biomasa de microalgas se considera un sistema antioxidante
multicomponente, que generalmente es mas efectivo debido a las interacciones entre
diferentes componentes antioxidantes. Las microalgas son ricas en vitaminas; tienen la
capacidad de acumular a- / B-tocoferol / a-tocotrienol (vitamina E) y fenoles solubles en
grasa con propiedades antioxidantes. La vitamina E tiene una amplia gama de aplicaciones.
Se usa para tratar el cancer, la enfermedad cardiaca, la enfermedad ocular, la enfermedad de

Alzheimer, la enfermedad de Parkinson y otras afecciones médicas?..

Las cianobacterias se han identificado como organismos importantes debido a su aislamiento
de productos naturales novedosos y bioquimicamente activos. La mayoria de las
cianobacterias, como Spirulina, Anabaena, Nostoc y Oscillatoria, producen numerosas
variedades de metabolitos secundarios y compuestos bioactivos. Las peptidas sintetasas
estan presentes y son comunes en las cianobacterias y estan implicadas en la biosintesis de
ciertos compuestos bioactivos cianobacterianos (por ejemplo, microcistinas). La criptoficina

1 es un producto natural que se aislé inicialmente de las algas verde-azul Nostoc sp., Que se



ha demostrado que es potente en un amplio espectro de actividad antitumoral en modelos
preclinicos in vitro e in vivo. Las cianobacterias producen una ficotoxina bioactiva altamente
efectiva. Tiene una amplia gama de valores terapéuticos, que incluyen propiedades
citotoxicas, antitumorales, antibioticas, antifingicas, inmunosupresoras y neurotdxicas, que
ofrecen un gran potencial para la explotacion biotecnoldgica. Dichos compuestos de toxinas
son producidos principalmente por dinoflagelados y cianobacterias. Las cianobacterias,
como las especies Microcystis, Anabaena, Oscillatoria y Nostoc, producen las toxinas de

algas de agua dulce mas comunes, como microcistinas, homo y anatoxina-a y saxitoxinas?:.

El proceso del estrés oxidativo se da cuando se rompe el equilibrio entre la sintesis o
formacion de especies reactivas de oxigeno o nitrdgeno y los agentes de defensa
antioxidante, que trae como consecuencia una serie de cambios fisioldgicos y bioquimicos
que producen un deterioro y una posterior muerte de la célula. La existencia del oxigeno
como molécula principal en la composicion de la atmosfera, asi como la radiacion UV del
sol, entre otros, promueven efectos oxidativos en todos los seres vivos y es por ello el
desarrollo de mecanismos de defensa antioxidante para contrarrestar los efectos dafinos

promovidos por los factores ambientales en las que nos desenvolvemos?.

Todos los procesos de 6xido-reduccion tienen una gran distribucién dentro del metabolismo
celular; como por ejemplo en la transformacion de los nutrientes y por ende la obtencién de
energia almacenada en sus enlaces involucran procesos de 6xido-reduccion que acontece en
el proceso de la cadena respiratoria que se da dentro de la mitocondria durante el cual se
hace un consumo de oxigeno. Pero durante este proceso también se produce la oxidacion de
muchas moléculas a través de reacciones consecutivas que no hace uso directo del oxigeno.
La oxidacion viene a ser la eliminacién de electrones y no solo a la adicién de atomos de
oxigeno, y el proceso de reduccion viene a ser la adicion de electrones. Las moléculas
organicas estan constituidas por carbono e hidrogeno, es decir se encuentran reducidas (tiene
muchos electrones), posteriormente después de su metabolismo se transforman hasta CO2y
H>0, moléculas que han donado electrones y por ende son moléculas muy oxidadas. Esta es

la forma més estable y es por ellos que este proceso es energéticamente favorable??,



En el cuerpo humano se sintetizan continuamente moléculas con electrones no apareados en
su ultimo orbital electronico, estas moléculas se denominan ‘“radicales libres”. Estas
moléculas por lo general muestran una gran agresividad oxidativa celular; su inestabilidad
en su estado energético los transforma en muy reactivos y de vida media corta. Estos
radicales libres generan una serie de reacciones de transferencia de electrones con moleculas
vecinas, que a su vez se transforman también en radicales libres, y tan solo cesa su actividad
en el caso reaccionen dos radicales libres entre si mismos. La interaccion de los radicales
libres con su entorno produce un grave dafio oxidativo con repercusiones sobre el desarrollo
de muchas enfermedades, en las diferentes disciplinas medicas como la Nefrologia, la

Neurologia, la Cardiologia, la Oftalmologia, la Gastroenterologia, entre otras??.

Una sustancia o compuesto antioxidante es aquella que a concentraciones pequefias y en
presencia de un sustrato oxidable, retrasa o previene la oxidacion del mismo, produciendo
una inhibian de la tasa de oxidacion. El cuidado de la salud implica en gran medida a la
existencia de sistemas eficaces de defensa antioxidantes que actlen contra el dafio ocasionad
por los radicales libres. Ademas los radicales libres desempefian papeles importantes en
diferentes procesos como en la hipertrofia muscular, los compuestos antioxidantes actdan
evitando aquellos incrementos excesivos de radicales libres que podrian generar efectos
dafinos sobre el organismo. En tal sentido existen enzimas antioxidantes que catalizan la
ruptura de radicales libres, pero a nivel intracelular. Cada una de estas enzimas antioxidantes
ejerce una funcion determinada en un lugar especifico. Asi, por ejemplo la catalasa (CAT)
actlia en los peroxisomas de la célula; el beta caroteno actda en el ndcleo y asi como en la

membrana celular y la vitamina E en el reticulo endoplasmico??.
1.4.  Formulacién del problema

¢Cual es el perfil fitoquimico y la capacidad antioxidante in vitro del extracto etanolico de

Nostoc commune (Cushuro)?
1.5.  Justificacion del estudio

Por todo lo mencionado anteriormente, en los Ultimos afios para enfrentar a los grandes

problemas de salud que aqueja a nuestra sociedad y por ende a nuestro pais, se ha venido



explorando en la naturaleza, buscando nuevos metabolitos bioactivos. Por otro lado, el
surgimiento de nuevas enfermedades en el mundo moderno cuya base es el estrés oxidativo,
han generado la necesidad de evaluar diversos compuestos naturales con actividad
antioxidante como una alternativa en el tratamiento de enfermedades cronico-degenerativas,
buscando atenuar nuestra problematica en la salud. En este sentido, se tiende a desarrollar
diversas estrategias para investigar los componentes que actien como agentes terapéuticos
que pueden ser empleados en la prevencion y tratamiento de algunas enfermedades y que
sean de facil obtencion; es por ello que ha cobrado importancia el estudio de las algas, ya que
son abundantes en los ecosistemas marinos y fluviales de nuestro pais. Dentro de esta gran
variedad de algas, encontramos al nostoc el cual presenta metabolitos que estan siendo
investigados y que tienen gran importancia y repercusion clinica ya que pueden ser Utiles
para explorar agentes potenciales para la industria alimentaria. En el presente trabajo se
evaluara la actividad antioxidante de Nostoc commune, una de las especies mas comunes y
abundantes que se encuentran en nuestro pais y es consumida de manera habitual por los

pobladores de algunas regiones de los andes.
1.6. Hipotesis

Implicita

1.7.  Objetivos

General

e Determinar el perfil fitoquimico y capacidad antioxidante in vitro del extracto

etanolico de Nostoc commune (Cushuro).

Especificos

e Determinar el perfil fitoguimico en el extracto etandlico de Nostoc commune
(Cushuro)



Determinar el contenido de compuestos fendlicos totales de Nostoc commune

(Cushuro)

Determinar la capacidad antioxidante in vitro del extracto etandlico de Nostoc

commune (Cushuro)

Il.  METODO
2.1.  Disefo de investigacion
Descriptivo, transversal
G - >01ly02
Donde:
G: Extractos etanolico
O1: Evaluacion fitoquimico
0O2: Capacidad antioxidante
2.2.  Variables y Operacionalizacion
Variables:
e Evaluacion Fitoquimico
e Capacidad antioxidante
Operacionalizacion
. ; ESCALA
DEFINICION DEFINICION
VARIABLE DIMENSIONES| INDICADORES DE
CONCEPTUAL | OPERACIONAL i
MEDICION
Tiene como Se realizé el Catequinas
Evaluacion | gpjetivo detectar, Ensayo Baljet Presencia (+) Cualitativa-
Fitoquimico identificar y Fitoquimico por Lieberman No presencia (-) nominal
cuantificar los reacciones de Espuma
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diferentes
metabolitos que
componen una

droga®.

coloracion y

precipitacion

Cloruro férrico
Borntranger
Kedde
Shinoda
Antocianidinas
Dragendorff
Mayer
Wagner

Capacidad

antioxidante

Efecto de una
sustancia que
previene o
retrasa la
oxidacién de un
compuesto

oxidable®.

Se determiné la

Concentracién

inhibitoria media

(I1C50) por el

método del DPPH

IC50
(ug/mL)

Cuantitativa-
Razon

2.3.
2.3.1.

2.3.2.

Poblacion y Muestra

Poblacion

Nostoc commune (Cushuro) de la laguna de Cushuro del distrito de Huamachuco,

provincia Sanchez Carrion, region La Libertad.

Muestra

5 kg de Nostoc commune (Cushuro) recolectadas de la laguna de Cushuro del  distrito

de Huamachuco, provincia Sanchez Carrion, region La Libertad.

2.3.2. Procedimientos

2.3.2.1 Recoleccion de las muestras
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Se recolectaron 5 kilogramos de Nostoc commune (Cushuro) en Octubre del 2018 de
la laguna de Cushuro ubicada a 4000 m.s.n.m. del distrito de Huamachuco, provincia
Sanchez Carrion, regién La Libertad. Luego se trasladaron las muestras en un cooler

hasta el Laboratorio de Ciencias médicas de la Universidad Cesar Vallejo.
2.3.2.2. Identificacion botanica

Las muestras de ejemplares de la especie de Nostoc commune (Cushuro) fueron
secadas, preparadas y finalmente llevadas al Herbarium Truxillense de la Universidad
Nacional de Trujillo para su identificacion y verificacion taxonOmica, siendo
depositada con el codigo N° 59630 (ANEXO N°1).

2.3.2.3. Preparacion de la muestra®

Las muestras de Nostoc sphaericum (Cushuro) fueron seleccionadas, separando las
sustancias extrafias (pajas, piedras) y las algas rotas. Luego se lavaron con agua de
cafo, seguido de una desinfeccion utilizando hipoclorito de sodio a una concentracién
de 200 ppm durante 1 minuto. Posteriormente se realiz6 un enjuague con suficiente
agua destilada estéril, esto es para retirar los residuos de hipoclorito. Luego se sometid
a un proceso de escurrido a temperatura ambiente en un colador y después se llevaron

a secar en estufa a 40 °C hasta obtener un peso constante.
2.3.2.4. Preparacion de los extractos®

Las muestras secas fueron molidas en un mortero y luego se pasaron a través del tamiz
N° 0.7. De estas muestras se pesd una porcion de 25 g por separado y luego se vertié
en un matraz, después se le afiadié 150 mL de etanol a 96° GL para su extraccién por

maceracion por 7 dias.

El producto se filtré con papel filtro Whatman N°4 y por Gltimo en papel Whatman

N°2. Obteniéndose un extracto purificado libre de gérmenes.

2.3.2.5. Determinacion de solidos solubles
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Se tomo dos gotas del extracto etanolico filtrado sobre el refractdmetro, obteniéndose

asi el porcentaje de solidos solubles en la muestra.

2.3.2.6. Determinacion de metabolitos secundarios?*

Mediante los ensayos de reacciones de coloracion y precipitacion se determinaron los

metabolitos secundarios del extracto etanélico.

- Ensayo de catequinas
Para realizar este ensayo, se agrego | gota del extracto alcohdlica, con la ayuda de
un capilar sobre un papel filtro. Ademas sobre la mancha se afiadié una solucion
de carbonato de sodio. La presencia de una mancha verde carmelita a la luz ultra
violeta, ha de indicar un ensayo positivo.

- Ensayo de Baljet
Se afiadié 1mL del reactivo de Baljet, considerandose un resultado positivo la

presencia de una coloracion o precipitado rojo (++ y +++) respectivamente.

- Ensayo de Liebermann-Burchard
Para ello, el solvente alcohdlico se evaporard en bafio de agua y el contenido
restante se redisolvio con 1 mL de cloroformo. Después se afiadio 1mL de
anhidrido acético y se mezcl6 bien. Por la pared del tubo de ensayo se dej6 caer
de Il a 11 gotas de acido sulfrico concentrado sin agitar.

Un ensayo positivo se ha de reconocer por un cambio rapido de coloracion:

1. Rosado azulado demasiado rapido.
2. Verde intenso observable aunque rapido.
3. Verde oscuro al final de la reaccion.
- Ensayo de la espuma
El extracto alcoholico se diluy6 con cinco veces su volumen en agua y se agitd
fuertemente por 5 a 10 minutos aproximadamente.
Se considera un resultado positivo si apareciese espuma en la superficie del
liquido de mas de 2 mm de altura y persistente por mas de 2 minutos.

- Ensayo del cloruro férrico
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A una muestra del extracto alcohdlico se le afiadio 111 gotas de una solucién de
tricloruro férrico al 5% en solucion salina fisioldgica, un resultado positivo puede

dar la siguiente: coloracion rojo vino, verde intenso y azulado

Ensayo de Borntrager

Para realizar este ensayo, el solvente se evaporo en bafio de agua y el residuo se
redisolvido en 1mL de cloroformo. Se agregé 1mL de hidroxido de sodio,
hidroxido de potasio o amonio al 5%. Después se agitd, mezclando las fases y se
dejo reposar hasta su posterior separacion. Si la fase acuosa alcalina (superior) se
coloreara de rosado o rojo, el ensayo se considerara positivo.

Ensayo de Kedde

Para realizar el ensayo se tomo una muestra del extracto alcohdlico se mezcl6 con
1mL del reactivo y se dejo reposar aproximadamente por 5 a 10 min. En un ensayo
positivo se desarrollard una coloracion violacea, persistente durante 1 a 2 h.
Ensayo de Shinoda

Se tomé una muestra del extracto alcohdlico y se diluydé con 1mL de &cido
clorhidrico concentrado con un pedacito de cinta de magnesio metalico. Después
de la reaccion se esper6 durante 5 minutos, luego se afiadi6 1mL de alcohol
amilico, y se mezclaron las fases y se dejé reposar hasta que se separen.

Se considera un resultado positivo cuando el alcohol amilico se coloree de
amarillo, naranja, carmelita o rojo; intenso en todos los casos.

Ensayo de antocianidinas

Se calentd 2 mL del extracto alcohélico por 10 minutos con 1 mL de HClcc., y se
dejo enfriar y después se afiadio 1 mL de agua y 2 mL de alcohol amilico.
Posteriormente se agitd y se dejé separar las dos fases. La aparicidn de color rojo
a marron en la fase amilica sera indicativa de un ensayo positivo.

Ensayo de Dragendorff

Para realizar el ensayo se evaporo el solvente de una pequefia muestra del extracto
alcohdlico y después el residuo se redisolvio con 1 mL de acido clorhidrico al 1%.

Con la solucion acuosa acida se realizé el ensayo, se afiadio 111 gotas del reactivo

14



de Dragendorff, si existiera: opalescencia se ha de considerar (+), turbidez
definida (++), precipitado (+++).

- Ensayo de Mayer
El ensayo se ejecutd segun la forma descrita anteriormente, hasta obtener una
solucion acida. Se afiadio luego, una pizca de cloruro de sodio en polvo, se agito
y filtr6. Después se afiadio Il o Il gotas de la solucion reactiva de Mayer, y si
observase: opalescencia (+), turbidez definida (++), precipitado coposo (+++).

- Ensayo de Wagner
Se partio similar que en los casos anteriores de la solucion &cida, y posteriormente
se afiadio 11 6 111 gotas del reactivo y se clasifico los resultados teniendo en cuenta

lo anterior.

2.3.2.7. Evaluacion actividad antioxidante
Contenido de fenoles totales (CFT) %6
Curva patron de acido galico

El contenido de polifenoles se determind mediante el método de Folin-Ciocalteu
desarrollado por Dewanto et al. El ensayo se realiz6 de la siguiente manera: se medi6 125
pL de la solucién patron de acido galico, se le adiciond 0,5 mL de H20 destilada y 125
pL del reactivo de Folin-Ciocalteu; se dejo reaccionar por 6 min y se agregd 1,25 mL de
una solucion de Na2COs al 7 %, por Gltimo se agrego agua destilada para ajustar a 3 mL
de solucion total, y se dejo reposar por 90 min. Las soluciones patron y un blanco se
Ilevaron a un espectrofotometro para realizar las lecturas de las absorbancias a la longitud
de onda de 760 nm.

Medida del contenido en polifenoles totales del extracto etandlico de Nostoc

sphaericum (Cushuro)

Luego, cada extracto del vegetal a evaluar se diluyd con agua destilada en la proporcion
1:5 y se determind el contenido de polifenoles totales de la misma forma como se hizo

con los patrones de acido galico. Después por interpolacion de las absorbancias de los
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extractos en la curva del acido galico se logro determinar el contenido de polifenoles

totales. Todas las determinaciones se realizaron por triplicado.
2.3.2.8. Evaluacion de la actividad antioxidante por el método DPPH 27

Se prepararon diluciones del extracto etanolico hasta obtener concentraciones de 25, 50,
150, 300 pg/mL. Se mezcl6 1,0 mL de cada una de las diluciones con 0,5 mL de una
solucion 0,3 mM de DPPH en etanol y se dejo reaccionar a temperatura ambiente por 30
minutos; al finalizar de los cuales se medid la absorbancia de la mezcla a 517 nm. Todas
las pruebas se realizaron por triplicado. Se calculara el porcentaje de radicales DPPH

capturados, con la siguiente formula:

Abs.control — Abs. muestra
% de captura de radcales DPPH = x100
Abs. control

Determinacion de la concentracion inhibitoria media (1C50)

Se grafic6 una recta obtenida por el porcentaje de captura de DPPH versus la
concentracion de cada una de las diluciones del extracto etandlico de nostoc commune
expresada en pg/mL).

Se utilizo el intercepto y la pendiente de la linea de regresion lineal para calcular el valor

de IC50, aplicando la siguiente formula.

50-D
m
Donde:
ICso cantidad necesaria de la muestra para reducir en un
50% la concentracion inicial del radical DPPH
b : Intercepto de linea de regresion lineal
m : Pendiente de la linea de regresion lineal

2.4 Técnica e instrumentos de recoleccion de datos, validez y confiabilidad
2.4.1 Técnica de recoleccion de datos

Observacion de Campo
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2.4.2 Instrumento de recoleccién de datos
Guia de observacion de campo
2.5 Métodos de analisis de datos

Para la presente investigacion utilizé tablas de resumen de indicadores como media
aritmética, desviacion estandar y asimismo se usaron graficos y tablas adecuadas para
presentar los resultados de la presente investigacion. Para los valores obtenidos de la
capacidad antioxidante fueron procesados en el programa Microsoft Office Excel 2013; y se
realizo el andlisis de correlacion de variables mediante el método de Pearson, utilizando el

nivel de significancia del 95% (p<0.05).
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1. RESULTADOS

TABLA N°1: Perfil Fitoquimico del extracto etandlico de nostoc commune

(coshuro)

Ensayo

Fitoconstituyente

Resultado Cualitativo

Ensayo de Catequinas

Catequinas

Ensayo de Baljet

Compuestos lactonicos

Ensayo de Liebermann-

Burchard Triterpenos y Esteroides +

Ensayo de la espuma Saponinas +
Ensayo del cloruro férrico Compuestos fendlicos +
Ensayo de Borntranger Quinonas -
Ensayo de Kedde Glucosidos cardiotonicos -
Ensayo de Shinoda Flavonoides +
Ensayo de Antocianidinas Antocianidinas +
Ensayo de Dragendorff Alcaloide -
Ensayo de Mayer Alcaloide -
Ensayo de Wagner Alcaloide -

Fuente: Datos obtenidos por el investigador.

Leyenda:
+: Positivo

- . Negativo
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TABLA N°2: Concentracion de compuestos fendlicos totales del nostoc

commune (coshuro)

Compuestos fenolicos
Extracto

mg EAG/g muestra
Etanolico 2.562 + 0.051

Fuente: Datos obtenidos por el investigador.

TABLA N°3: Coeficiente de Inhibicion al 50% (I1C50) del extracto etandlico de nostoc

commune (coshuro)

Coeficiente de Inhibicién al 50% (1C50)
ug/mL de solidos solubles ug/mL de EAG
Etandlico 476.393 0.006

Fuente: Datos obtenidos por el investigador.

Extracto

IV. DISCUSION
El proceso oxidativo se realiza contantemente en las células de nuestro cuerpo, pero este
proceso debe ser controlado con una adecuada proteccion antioxidante ya sea enddgena o
exogena. Entre los antioxidantes exdgenos, encontramos a los que ingerimos comunmente
en la dieta, como por ejemplo las vitaminas y compuestos fenolicos, que por diferentes

mecanismos neutralizan a los radicales libres?e,

El Nostoc commune, es una cianobacteria macroscépica, que por muchos afios ha sido
apreciada como un alimento saludable y una medicina tradicional en todo el mundo. La
evidencia cientifica acumulada ha demostrado que posee una serie de actividades fisioldgicas
y farmacoldgicas notablemente protectoras, basadas principalmente en estudios con animales

e in vitro®.

Antes de iniciar la valoracién de uno o mas principios activos presentes de una droga, es

necesario un “screening fitoquimico, también Ilamado marcha o tamizaje fitoquimico, que
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permita determinar de manera cualitativa los principales grupos constituyentes quimicos de
una droga, a partir del cual pueda orientarse las extracciones y/o fraccionamientos de mayor

interés por el investigador?,

El estudio fitoquimico comenzo con la obtencidn del extracto etandlico (Anexo N°2), el cual
se dividio en fracciones para la realizacion de los ensayos fitoquimicos. En la tabla N°1 donde
se observa los resultados de la marcha fitoquimica del extracto etanélico de Nostoc commune
(Cushuro), demostrando la presencia de triterpenos y esteroides (Ensayo de Lieberman —
Burchard), saponinas (Ensayo de la espuma), compuestos fendlicos (Ensayo del cloruro
férrico), flavonoides (Ensayo de Shinoda) y antocianidinas (Ensayo de antocianidinas)
(Anexo N°3).

Los terpenos son en su mayoria hidrocarburos que se encuentran en gran parte como
componentes de los aceites esenciales. El bloque de construccion es una unidad de isopreno
de cinco carbonos (CH2C (CHs) CHCHy>). Los hidrocarburos terpénicos tienen una formula
molecular de (CsHg) n, donde n dicta el nimero de unidades involucradas. Los hidrocarburos
terpénicos se clasifican segun el nimero de unidades de isopreno. Ademas otro metabolito
identificado son las saponinas, que son un grupo de compuestos glucésidos anfifilicos de los

esteroides y triterpenos que se encuentran en las plantas y algunos organismos marinos?® %,

Jaki Birgit et al®. encontraron un metabolito extracelular con un esqueleto diterpenoide, 8 -
[(5-carboxi-2-hidroxi) bencil]-2-hidroxi-1,1,4a,7,8-pentametil-1,2,3,4,4a,6,7,8,8a, 9,10,10a-
dodecahidrofenantreno, este metabolito fue aislado del medio de cultivo de la cianobacteria
terrestre Nostoc commune Vaucher mediante aislamiento bioguiado. La molécula fue
identificada como noscomina; su estructura quimica se determind mediante métodos

espectroscopicos, principalmente Resonancia Magnética Nuclear y espectrometria de masas.
El término “compuestos fenolicos” abarca a todos los compuestos que poseen dentro de su

estructura varios grupos funcionales fenol, nombre popular del hidroxibenceno (anillo

aromatico unido al grupo funcional hidroxilo); estos compuestos son metabolitos secundarios
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de las plantas y algas. En la naturaleza existen mas de ocho mil compuestos fendlicos

identificados y se clasifican como acidos fendlicos, flavonoides y taninos®2.

Los flavonoides representan mas de la mitad de los ocho mil compuestos fendlicos
identificados en la naturaleza. Los flavonoides son compuestos de bajo peso molecular de
quince atomos de carbono, dispuestos en una configuracion Ce-Cs-Cs; Su estructura quimica
consiste de dos anillos aroméaticos A y B, unidos por un carbono puente, mayormente en
forma de anillo heterociclico C. Las variaciones del anillo C dan como resultado las
principales clases de flavonoides, como por ejemplo los flavonoles, flavonas, flavanoles (o

catequinas), isoflavonas, flavanonas, flavononoles y antocianinas®2.

Las antocianinas son pigmentos purpuras, azules o rojos que se encuentran en flores frutos y
tubérculos; estos compuestos se encuentran dentro de los flavonoides, aunque tiene una carga
positiva en el &tomo de oxigeno del anillo C de la estructura fundamental de los flavonoides.
La antocianina se deriva del flavonol y tiene estructura basica del ion flavilio (2-
fenilcromenilio), que es la falta de oxigeno de una cetona en la posicion 4 y su estabilidad

dependera del pH, la luz, la temperatura, iones metalicos, enzimas, oxigeno y su estructura®.

También se debe tener presente que la distribucidn de estos metabolitos varia a medida que
los factores culturales cambian durante el crecimiento, como el lugar de origen, la luz, la

temperatura y los niveles nutricionales?,

Los compuestos fenolicos son compuestos bioldgicamente activas y existes muchos estudios
cientificos in vitro, en modelos animales e intervenciones en seres humanos, que demuestran
que estos compuestos proporcionan una serie de beneficios para la salud previniendo
diversas enfermedades degenerativas, como el cancer y las enfermedades cardiovasculares

haciendo énfasis en su capacidad antioxidante®®.

El contenido de compuestos fendlicos totales se determino con el reactivo de Folin-Ciocalteu,
usando como estandar el acido galico para la elaboracién de una curva estandar Y = 0.0548x
+ 0.0686; R? = 0.9624, donde “Y” es la absorbancia a 760 nm y “X” es la concentracion de
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fenoles totales contenidos en la muestra (Anexo N°4). En la tabla N°2 se evidencia el valor
encontrado de compuestos fendlicos totales que fue de 2.562 + 0.051 mg EAG/g de muestra
seca de nostoc commune. Estos datos son similares a los reportados por Chavez!’, quien
encontré una concentracion de compuestos fenolicos totales de 2.98 mg EAG/g de muestra
liofilizada de Nostoc sphaericum (Cushuro) de la laguna Cushurococha del departamento de

Junin-Peru.

Para la evaluacion de la capacidad antioxidante se utilizé el método del DPPH, el fundamento
de este metodo desarrollado por Brand-Willams et al, se basa en que este radical, 1,1-difenil-
2-picrilhidrazilo (DPPH) tiene un electrdn desapareado y tiene una coloracion azul-violeta,
decoloréndose hacia amarillo palido por reaccion con una sustancia con efecto antioxidante;
la absorbancia es medida espectrofotométricamente a 517 nm. La diferencia de absorbancias,

permite obtener el porcentaje de captacion de radicales libres?’.

En la Tabla N°3 se observa el Coeficiente de Inhibicién para reducir en un 50% la
concentracion del radical DPPH (IC50) por parte del extracto etandlico de Nostoc commune,
encontrandose valores de 476.393 y 0.006 expresados en ug/mL de solidos solubles y ug/mL
EAG. Con respecto al porcentaje de inhibicion del extracto etandlico de nostoc commune con
el reactivo del DPPH, donde se evidencia que conforme se incrementa la concentracion,
mayor serd el porcentaje de inhibicidn; pero sin diferencia estadistica significativa entre los
datos (Prueba de Pearson, Anexo N°) p>0.05. (Anexo N°5)

Yue el al'® refieren que los polisacéridos extraidos de N. commune ejercieron una fuerte
capacidad de eliminacion de radicales 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo, pero una débil captacién
de radical superdxido débil y de radicales hidroxilo. También Ishihara et al®® encontraron
que esta especia tenia la capacidad de capturar radicales libres, por lo que desempefia un
papel importante en los mecanismos tolerantes al estrés como la radiacion ultravioleta y el
estrés oxidativo.

El efecto antioxidante es explicado por la presencia de compuestos fendlicos en el extracto
etanolico de Nostoc commune. La actividad antioxidante de los compuestos fendlicos estara

influenciada por su estructura quimica, en particular al nimero y a las posiciones de los
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grupos hidroxilo y la naturaleza de las sustituciones en los anillos aromaticos. Es por ello que
la estructura de los compuestos fendlicos es un determinante clave en la eliminacién de
radicales libres y actividad quelante de metales; esto se conoce como relacion estructura-
actividad (SAR) ¥'.

El SAR de los flavonoides es mas complicada debido a la complejidad de las moléculas. El
grado de hidroxilacion y las posiciones de los grupos —OH en el anillo B, en el caso particular
de una estructura orto-dihidroxilo del anillo B (grupo catecol) da como resultado una mayor
actividad, ya que le da una mayor estabilidad al radical aroxilo por deslocalizacion
electrénica. Ademas un doble enlace entre C2 y Cz conjugado con el grupo 4-oxo en el anillo
C o un doble enlace entre C, y Cz combinados con un 3-OH en el anillo C, ambos mejoran

la capacidad de eliminar los radicales libres®.

La actividad antioxidante de la antocianina se debe al doble enlace conjugado con el grupo
ceto de su estructura, ademas la estructura del anillo B glicosilado de la antocianina
contribuye a la alta actividad antioxidante, donde la orto-hidroxilacion y la metoxilacion

incrementan sustancialmente la actividad antioxidante®*.

Los estudios descritos demuestran que N. commune posee una actividad antioxidante
beneficiosa y efectiva, e identifica compuestos que son potencialmente responsables de estos
efectos. Sin embargo, cabe mencionar que los resultados diferentes o incluso contrarios
dependeran del tipo de extracto obtenido dado que podrian deberse a diferentes métodos y

sistemas de reaccion para la prueba?,

V.  CONCLUSION
e Se demostrd6 mediante el analisis fitoquimico del extracto etandlico de Nostoc

commune (Cushuro) proveniente de la ciudad de Huamachuco la presencia de
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metabolitos secundarios tales como, triterpenos y esteroides (Ensayo de Lieberman —
Burchard), saponinas (Ensayo de la espuma), compuestos fenolicos (Ensayo del
cloruro férrico), flavonoides (Ensayo de Shinoda) y antocianidinas (Ensayo de
antocianidinas).

Se encontro la concentracion de compuestos fendlicos totales de nostoc commune,
siendo este de 2.562 + 0.051 mg EAG/g de muestra seca

Se determind el Coeficiente de Inhibicion para reducir en un 50% la concentracion
del radical DPPH (IC50) por parte del extracto etandlico de Nostoc commune,
encontrdndose valores de 476.393 y 0.006 expresados en ug/mL de solidos solubles

y ug/mL EAG respectivamente.
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VI. RECOMENDACIONES
Realizar extractos de Nostoc commune (Cushuro) con solventes de diferentes
polaridades.
En investigaciones futuras se podria realizar la evaluacion antioxidante de Nostoc
commune (Cushuro) in vivo.
Realizar estudios para determinar la dosis por el cual el extracto de Nostoc commune
(Cushuro) se convierte en toxico.
Estudiar efectos terapéuticos del Nostoc commune (Cushuro) y determinar su dosis

terapéutica.
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ANEXOS



ANEXO N°1
IDENTIFICACION TAXONOMICA

Figura N° 1: Especie Nostoc commune (Cushuro) identificada e ingresada el Herbarium
Truxillense
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ANEXO N°2
PREPARACION DE LA MUESTRA

Figura N° 2: Seleccion y pesado de la muestra de Nostoc commune (Cushuro)

Figura N°3: Secado de la muestra de Nostoc commune (Cushuro) a 40°C en estufa
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Figura N°5: Pesado de la muestra triturada de Nostoc commune (Cushuro)
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Figura N°6: Preparacion del extracto etandlico de Nostoc commune (Cushuro)

Figura N°7: Filtrado del extracto etan6lico de Nostoc commune (Cushuro)
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ANEXO N°3

ANALISIS FITOQUIMICO

Figura N°9: Ensayo de Figura N°10: Ensayo de
Espuma (+) Liebermann-Burchard (+)
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Figura N°11: Ensayo para

alcaloides (-)

Figura N°12: Ensayo de

antocianinas (+)

Figura N°12: Ensayo de
Baljet (-)

Figura N°13: Ensayo de
Borntranger (-)
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Figura N°14: Ensayo de Figura N°14: Ensayo de
Kedde (-) Catequinas (-)

Figura N°15: Ensayo de Figura N°15: Ensayo de

Cloruro férrico (+) Shinoda (+)

38



1.2

0.8

0.6

0.4

0.2

ANEXO N°4

DETERMINACION DE COMPUESTOS FENOLICOS TOTALES

Concentracion de Acido Galico vs Absorbancia

y = 0.0548x + 0.0686
R?=0.9624

Grafico N°1: Curva de calibracion para el contenido de compuestos fenolicos totales

Tabla N°4: Determinacion de compuestos fenolicos totales

Extracto Absorbancia ug EAG mg EAG/g muestra
0.450 6.96 2.506
Etandlico 0.461 7.16 2.578
0.465 7.23 2.604
Promedio 2.562
Varianza 0.003
Desviacion Estandar 0.051
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ANEXO N°5
DETERMINACION DEL % DE INHIBICION

Tabla N°5: Determinacion del porcentaje de inhibicio del DPPH

%

Concentracion Absorbancia Absorbancia jnhibicion Promedio Desviacion
muestra control Estandar
de DDPH
0.503 0.557 9.69479
25 ug/mL 0.505 0.557 9.33573 9.3956 0.2742
0.506 0.557 9.15619
0.460 0.557 17.41472
50 ug/mL 0.463 0.557 16.87612  16.9360 0.4518
0.465 0.557 16.51706
0.405 0.557 27.28905
150 ug/mL 0.402 0.557 27.82765  27.5883 0.2742
0.403 0.557 27.64811
0.367 0.557 34.11131
300 ug/mL 0.370 0.557 33.57271  33.5727 0.5386
0.373 0.557 33.03411

TABLA N°6: Porcentaje de inhibicion de DPPH del extracto etandlico de

nostoc commune (coshuro)

Concentracion % inhibicion de DDPH
25 ug/mL 9.3956 + 0.2742
50 ug/mL 16.9360 + 0.4518
150 ug/mL 27.5883 + 0.2742
300 ug/mL 33.5727 + 0.5386

Fuente: Datos obtenidos por el investigador.
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Grafico N°2: Porcentaje de Inhibicion del extracto etanélico de nostoc commune

(coshuro)

Tabla N°7: Correlacion de la concentracion y del % de inhibicion de la raccion del extracto
etanolico de nostoc comunne con el reactivo DPPH

PRUEBA DE PEARSON
Correlaciones

Concentracion % Inhibicion
Concentracién Correlacion de Pearson 1 ,942
Sig. (bilateral) ,058
N 4 4
% Inhibicion Correlacién de Pearson ,942 1
Sig. (bilateral) ,058
N 4 4
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