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Resumen

El objetivo de la investigacion fue evaluar las propiedades quimicas y bioldgicas de extractos acuosos e hidroalcoholicos del pseu-
dotallo de Musa x paradisiaca L. La materia prima vegetal fue caracterizada mediante analisis fisico-quimicos. El estudio quimico
cualitativo de los extractos se realizo a través de un tamizaje fitoquimico, por cromatografia en capa delgada (CCD) y mediante
cromatografia liquida de alta eficiencia acoplada a espectrometria de masas (CLAE/EM), sugiriendo la existencia de saponinas,
compuestos fendlicos y aztcares reductores. Se cuantificaron las saponinas en los tres extractos, obteniéndose la mayor concentra-
cién en el acuoso e hidroalcohdlico (1:1). En la cuantificacion de compuestos fendlicos por el método de Folin-Ciocalteu, el extracto
hidroalcohdlico (1:1), present6 la mayor cantidad de tales metabolitos. La actividad expectorante del extracto hidroalcoholico (1:1),
siguiendo el modelo de rojo fenol en secreciones de raton, a la dosis ensayada (500 mg/kg de peso del animal) mostré un efecto
mucolitico similar al control positivo (Bisolvon). El estudio del efecto del extracto en el gasterépodo Cerithidea valida no reveld
efecto letal bajo las condiciones estudiadas. Se detect6 la inmediata retraccion del cuerpo del molusco dentro de la concha y la
oclusion de la abertura con el opérculo, lo que provoco la inmovilidad de los moluscos, comportamiento atribuido a la probable
accion irritante del extracto.
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Chemical composition and biological activity of the
pseudostem of Musa x paradisiaca L. (BANANA)

Abstract

The objective of the research was to evaluate the chemical and biological properties of aqueous and hydroalcoholic extracts of the
pseudostem of Musa x paradisiaca L. The vegetable raw material was characterized by physic-chemical methods. The qualitative
chemical study of the extracts was carried out through phytochemical screening, by thin layer chromatography (TLC) and by high
performance liquid chromatography coupled to mass spectrometry (HPLC/MS), suggesting the presence of saponins, phenolic
compounds and reducing sugars. The saponins were quantified in the three extracts, obtaining the highest concentration in the
aqueous and hydroalcoholic (1:1). The quantification of phenolic compounds by the Folin-Ciocalteu method, perceiving that the
hydroalcoholic extract (1:1) showed the highest amount of such metabolites. The expectorant activity of the hydroalcoholic extract
(1:1), following the phenol red model in mouse secretions, at the dose tested (500 mg / kg of animal weight) showed a mucolytic effect
similar to the positive control (Bisolvon). The study of the effect of the extract on the Cerithidea valida gastropod did not reveal a
lethal effect under the conditions studied. The immediate retraction of the body of the mollusk inside the shell and the occlusion of the
opening with the operculum was detected, which caused the immobility of the mollusks, a behavior attributed to the probable irritant
action of the extract.
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I. INTRODUCCION

El uso de las plantas medicinales a lo largo del
tiempo se ha vuelto una practica muy comin, segiin
estadisticas de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), el 80% de la poblacion tercermundista recurre
a su utilizaciéon debido a sus beneficios terapéuticos
(Buedo y Giagante, 2015) [1]. Dichos recursos naturales
no solo encuentran su aplicacion en el campo médico
sino también en el sector acuicola (como desinfectantes,
herbicidas, pesticidas, parasiticidas y antibioticos)
por presentar menos riesgos en comparacion con los
productos sintéticos (Mioso et al., 2014) [2].

Durante las etapas de cosecha y postcosecha, en las
bananeras, se generan grandes cantidades de residuos
conocidos como Biomasa Residual Agricola (BRA)
que incluye hojas, pseudotallos, bellotas, raquis entre
otros, que, al carecer de un tratamiento o disposicion
adecuada, se convierten en contaminantes del ambiente
(Meneses, et al., 2012) [3]. El pseudotallo y las hojas
representan mas del 60% de la biomasa seca que se
produce en plantaciones de banano (Marquez, 1991)
[4]. De hecho, se ha indicado que por cada tonelada
de racimos de banano se producen 3 toneladas de
pseudotallo y 480 kg de hojas (Franga, 2010) [5],
motivo por el cual se considera de gran pertinencia y
aplicacion estudiar alternativas de aprovechamiento
de los residuos de la cosecha y postcosecha del platano,
especificamente del pseudotallo, con el objetivo de
poder brindarle un valor agregado al cultivo de la
especie y contribuir con la disminuciéon de desechos.

Tomando en consideracion que en el pseudotallo de
Musa sp se ha identificado la presencia de cantidades
importantes de saponinas (Okorondu et al., 2012;
Onyenekwe et al, 2013; Apriasari & Suhartono,
2014; Amutha & Selvakumari, 2016) [6-9]), podria
ser esta especie vegetal aprovechada por su posible
efecto expectorante y molusquicida. Por tal motivo el
objetivo general de la investigacion fue evaluar algunas
propiedades quimicas y biologicas (expectorante y
molusquicida) de extractos acuosos e hidroalcoholicos
obtenidos del pseudotallo de M. paradisiaca.

II. MATERIALES Y METODOS

La recoleccion del pseudotallo de banano fue
realizada en la Unidad Académica de Ciencias
Agropecuarias (UACA), de la Universidad Técnica
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de Machala, provincia El Oro, sometiéndose la
biomasa vegetal a un proceso de seleccion, lavado y
desinfeccion. Posteriormente, fue cortado en trozos
de, aproximadamente, 2 cm y deshidratado durante 60
horas, en una estufa con recirculacion de aire forzado
(MEMMERT UFSS), a una temperatura de 35°C, con
100% de ventilacién y la trampilla abierta en un 100%.
La disminucion de tamafo de particula de la droga se
realiz6 en un molino (MAGRICO) utilizando una criba
de 1 mm de didmetro. La droga molida se almacen6
en fundas con cierre hermético en un lugar cerrado y
fresco.

Para la estandarizacion de la droga cruda se
determind la humedad residual mediante una balanza
con fuente de calentamiento haldégeno (Ohaus, modelo
MB120). La determinacion de cenizas totales se realizd
segin metodologia descrita por Miranda y Cuellar
(2000) [10]. La cuantificacién de minerales fue realizada
en el laboratorio NEMALAB S.A. (https://obsa.com.
ec/ob/es/index.php/nemalab), utilizando para ello el
método de digestion via hiimeda/espectrofotometria.
Colateralmente, se determiné la cantidad de metales
pesados (As y Pb) en el laboratorio certificado AVVE
(http://www.laboratoriosavve.com/index.php/about-
joomla/nosotros), utilizando los métodos de referencia
MMQ-AAS-04 y MMQ-AAS-28, respectivamente.

Se elaboraron tres tipos de extractos empleando
como menstruos agua, agua:etanol (8:2) y agua:etanol
(1:1), mediante maceracion por ultrasonido
(ULTRASONIC BATH 5.7 L, Fischer Scientific) a una
frecuencia de 40 kHz. El estudio quimico en los tres
extractos se realiz6 a través de un tamizaje fitoquimico,
segiin metodologia descrita por Miranda y Cuéllar
(2000) [10], através de los siguientes ensayos: espuma;
Borntrager, Shinoda,
Dragendorffy Fehling. Paralelamente, fueron evaluados
los extractos mediante CCD, empleando placas de silica
gel GF254 (0,25 mm; Macherey-Nagel) sobre soporte
de aluminio; como fase movil butanol: acido acético:

ninhidrina, cloruro férrico,

agua (65:25:10) utilizando como estandar de referencia
una disoluciéon de saponinas de Quillaja saponaria
(SIGMA-ALDRICH) en soluciéon acuosa. Para el
revelado se utilizé luz UV a una longitud de onda de 254
nm; acido sulfarico al 50% en metanol y vainillina; y,
ademas, una solucion etanoélica al 0,2% de 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPH), de SIGMA-ALDRICH.



La cuantificacion de realizo
colorimétricamente,
sulfarico (Hiaietal.,1976) [11]. Se prepararon soluciones

acuosas a la concentraciéon de 0,02g/mlL, partiendo

saponinas  se
utilizando vainillina y 4&cido

de los extractos secos acuoso, hidroalcohdlico (8:2) e
hidroalcohdlico (1:1). Las lecturas fueron realizadas
por triplicado con ayuda de un espectrofotometro

Abs = —0,000714286 + 0,731429 * Conc.

Para la determinacion de fenoles totales se empled
el método de Folin-Ciocalteu, segiin la metodologia
descrita por Campo et al, (2017) [12]. Las disoluciones
analizadas fueron las mismas antes preparadas a una
concentracion de 0,02g/mL. La cuantificacién se hizo

Abs = 0,0116667 + 1,12071 * Conc.

El andlisis quimico cualitativo para el extracto
hidroalcohdlico (1:1) se realiz6 mediante CLAE/EM
utilizando un equipo UHPLC (Thermo Scientific,
UltiMate 3000) acoplado con un espectrometro de
masas Thermo Scientific LTQ XL. El anélisis de la
muestra se realizd en una columna Accucore RP-MS
C18, de dimensiones (100 x 2,1 mm:2 pm), con un flujo
de 0,4 mL/min a 35°C y un volumen de inyeccion de 2
uL. La fase movil utilizada fue acetonitrilo y agua acida
(&cido formico al 0,1 % en agua), aplicando una eluciéon
en gradiente.

La preparacién de las muestras se realizé pesando
1 mg de extracto seco en una balanza analitica (RICE
LAKE TA series Max/d 220/0,0001 g) y se diluy6
en un 1 mL de metanol grado CLAE. El anélisis por
espectrometria de masas se realiz6 en modo positivo,
optimizando las condiciones (archivo de sintonia),
en base a una infusién de una solucién de quercetina
(15 mg/L). Los parametros utilizados fueron los
siguientes: voltaje de spray 5,00 kV, voltaje capilar
50,00 V, y temperatura del capilar 225 °C. El flujo de
atomizaciéon consté de un gas principal, gas auxiliar
y un gas de barrido (34:5:3), unidades arbitrarias,
respectivamente. La muestra se analiz6 mediante tres
modos diferentes: modo “Full Scan” con rangos entre
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UV-visible (SPECTROPHOTOMETER Evolution 201
Thermo Scientific, USA) a la longitud de onda de 440
nm. Los valores resultantes se calcularon a través
de una curva de calibracion utilizando como patrén
saponinas de Q. saponaria en concentraciones entre
0,4 v 1,0 mg/mL. El anélisis de regresion lineal arroj6
la siguiente ecuacion:

(R=0,9825) (1)

mediante una curva de calibracién con el patron acido
galico (SIGMA-ALDRICH) en concentraciones entre
0,2 y o,7ymg/mL. Las diluciones y las muestras se
analizaron por triplicado. El anélisis de regresion lineal
brind6 la ecuacion:

(R=0,9993)  (2)

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

Actividad mucolitica

La evaluacion preliminar de la actividad mucolitica
del extracto hidroalcohélico (1:1) se realizd en el
Bioterio clase II, siguiendo el modelo de rojo fenol en
secreciones de raton (Engler y Szelenyi, 1984) [13]. Se
pesaron 100 mg del extracto seco y se disolvieron en 5
mL de una mezcla conformada por agua:etanol:tween
80 (90:5:5). Se emplearon 15 ratones entre machos y
hembras, reproducidos en el Bioterio de la Unidad
Académica de Ciencias Quimicas y de la Salud, con un
peso entre 31 gy 52 g. Los animales se mantuvieron en
condiciones ambientales, de limpieza y alimentacion
propias para la especie. El acceso al agua y a la comida
fue ad libitum. La muestra fue administrada por via oral
utilizando una canula intragéstrica. Se confeccionaron
tres grupos los cuales fueron dispuestos en cajas
independientes, con un total de cinco animales por
cada grupo, debidamente identificados. La distribucion
de los animales en los grupos se realiz6 de manera que
en cada grupo existieran diferentes pesos y sexos.

La descripcion de los grupos formados se muestra
en la tabla 1.
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Tabla 1. Grupos de ensayo empleados en la determinacién preliminar del efecto mucolitico.

Grupo

Tratamiento

Control negativo

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

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

Control positivo (Bisolvon)

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

de ratén)

Extracto hidroalcohélico (1:1)

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

Luego de transcurridos 30 minutos desde la
administracion de los extractos, los animales fueron
sacrificados y se procedi6 a la diseccion y extraccion
de la trdquea, la cual se lavé con 1 mL de solucién
salina fisiol6gica. A continuacion, se afadi6 0,1 mL
de la soluciéon de NaOH (1M) a cada tubo de ensayo
con la muestra. La concentraciéon de rojo fenol fue
determinada por espectrofotometria UV/Vis mediante

Abs = 0,01524 * Conc.-

Actividad molusquicida

La evaluacion de la actividad molusquicida se
llevo a cabo en el gasteropodo Cerithidea valida. El
proposito de este ensayo fue establecer las curvas
de concentracion del extracto hidroalcohélico de M.
paradisiaca vs respuesta y la concentracion letal
media (CL50) a las 96 horas en el caracol C. valida.
Los ejemplares empleados en el bioensayo fueron
colectados manualmente en piscinas de cultivo de
camaroén infestadas con ese organismo y transportados
en fundas plasticas hasta el laboratorio.

A fin de minimizar factores estresantes debidos a
la transferencia desde el 4rea de colecta hasta el sitio
de confinamiento, los organismos fueron aclimatados
durante 48h en acuarios provistos de agua de mar
filtrada y aireacion continua, sin proporcionar alimento.
Se consideraron aclimatados todos aquellos organismos
que presentaron actividad normal (movimiento y que
se mantengan adheridos a las paredes de los acuarios
de aclimatacion), los cuales fueron seleccionados para
el bioensayo.

El sistema utilizado para la realizacion del bioensayo
fue de tipo estatico, de corta duracién y sin renovacion,
teniendo en cuenta las recomendaciones de protocolos
internacionales estandarizados para la realizacion de
pruebas ecotoxicolégicas (Rodriguez y Esclapés, 1995)
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una curva de calibracién de rojo fenol, en un rango de
concentraciones de 2 a 6 ug/mL. Para la determinacion
fue necesario un blanco, compuesto de 1 mL de solucién
de NaCl (0,9%) y 0,1 mL de NaOH (1 M). Las lecturas se
realizaron a una longitud de onda de 560 nm. La curva
de calibracion obtenida, luego del anélisis de regresion
lineal, dio como resultado la siguiente ecuacion:

0,027 (R=0,9984) (3)
[14].

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

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

El bioensayo fue realizado durante 96 h, efectuando
una revision del comportamiento (movilidad) a las 2,
4, 6 y 12 horas el primer dia y posteriormente, cada 24
horas.

Los resultados fueron analizados estadisticamente
a través del método Probit mediante el programa
estadistico Statgraphics Centurion.

Para obtener la CL50 con sus limites de confianza al
95% fue aplicado el método Dosis-Respuesta PROBIT

(Finney y Tattersfield, 1952) [15]. La relacion entre



la dosis y el porcentaje de mortalidad se ajusta mas
exactamente a una linea recta, cuando las dosis son
transformadas a logaritmo (base 10) y los porcentajes
de mortalidad a unidades Probit. Las unidades Probit
se basan en las frecuencias de la desviacion estandar
de una curva de distribucién normal, en la cual el 50%
de frecuencia acumulada es equivalente a 5 unidades
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Probit, el 83,13% equivale a 6 unidades Probit y el
2,27% a 3 unidades Probit (Busvine, 1971; Sokal, 1995)
[16,17].

II1. RESULTADOS
Los parametros de control de la calidad evaluados
en la materia prima vegetal se presentan en la tabla 2

Tabla 2. Analisis fisico-quimicos de la droga cruda en estudio, pseudotallo de M. paradisiaca.

M. paradisiaca

Pardmetro Media/desviacion estaindar
Humedad (%) 5,890/0,228
Cenizas totales (%) 16,290/ 0,312
Macrominerales % peso seco
N 0,850
P 0,600
K 5,810
Ca 2,950
Mg 0,480
Microminerales ppm (mg/kg peso seco)
Zn 6,900
Cu 5,900
Fe 169,70
Mn 129,80
Na 88,200
Metales pesados ppm (mg/kg peso seco)
Arsénico < 0,005
Plomo <0,090

Para cada uno de los extractos elaborados (acuoso,
hidroalcohdlico 8:2 y 1:1) se lograron los siguientes
rendimientos de extraccion: 4,51 (extracto acuoso);
9,97 (H,O:EtOH; 8:2) y 10,12 (H,O:EtOH; 1:1).

Los resultados de la cuantificacion de saponinas y
fenoles totales realizadas en los extractos se muestran
en la tabla 3.

Tabla 3. Cuantificacion de saponinas y fenoles en los extractos acuoso e hidroalcohélicos (EAG= unidades
equivalentes de acido galico)

Parametros

Extracto acuoso

Extracto
hidroalcohdlico (8:2)

Extracto
hidroalcoholico (1:1)

Cuantificacion de saponinas (g equival entes a Q.
saponaria/g de extracto seco) /DE

Cuantificacion de fenoles (mg EAG/gramo de
extracto seco) /DE

0,098/0,003*

1,890/0,115*

0,072/0,003° 0,099/0,001*

2,584/0,177° 4,343/0,237¢

Nota: Letras iguales demuestran que no hay
diferencia estadisticamente significativa para un mismo
parametro, segtn el programa estadistico Statgraphics
Plus version 5.0

El estudio mediante CLAE/EM sugiri6 la presencia

de cinco compuestos fendlicos: glucogalina, acido
fertlico-hexdsido, rutina, kaempferol-3-O-rutindsido y
isorhamnetina-3-O-rutindsido.

Evaluacién preliminar del efecto mucolitico
Para la muestra objeto de estudio la concentracion

| 23



ClENClA UNEMI Volumen 12, Nimero 31, Septiembre-Diciembre 2019, pp. 19 - 29

de rojo fenol fue de 2,832 pg/mL (DS=0,53), mientras que para el Bisolvon y el control negativo fue de 2,802 ug/
mL (DS=0,54) y 1,963 pg/mL (DS=0,41), respectivamente.

Evaluacién del efecto del extracto de M. paradisiaca en el gasteropodo C. valida
En la figura 1, se muestra la grafica del modelo ajustado con intervalos de confianza al 95%, método empleado

para calcular la dosis media de extracto que provoca la inmovilidad del 50% de los caracoles (CL50).

Grafica del Modelo Ajustado
con intervalos de confianza del 95.0%
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Figura 1. Grafica del modelo ajustado con intervalos de confianza al 95%
La ecuacion del modelo ajustado obtenida fue:
2. horas
Inméviles 72 ————— = —0,693332 + 0,000413843 x Conc. 3)
expuestos

IV. DISCUSION

El proceso de secado es una operaciéon de gran
importancia dentro de los pasos a seguir para propiciar
la conservacion de las drogas. En el pseudotallo del
banano se refieren altos contenidos de agua, alrededor
del 96% (Jayaprabha, et al., 2011) [18], lo cual hace
que el tiempo de secado sea mayor, si se compara con
otros 6rganos vegetales como las hojas o flores. Dada la
textura, tamafo y contenido de agua del pseudotallo,
fue preciso trocearlo para favorecer el aumento de la
superficie de contacto y con ello la velocidad y eficacia
del proceso de secado.

A la droga cruda molida (pseudotallo de M.
paradisiaca) se le determinaron solo algunos de los
parametros de control de la calidad, tales como:
humedad residual y contenido de cenizas totales (tabla
2).

La humedad recomendable no debe superar el 12%
eincluso, en algunos casos, este porcentaje es suficiente
para propiciar la actividad enzimatica que provoca
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la descomposicién de la droga. Segtn los resultados
obtenidos la humedad residual lograda cumple con los
limites establecidos (Miranda y Cuéllar, 2001) [19].

Las cenizas son los residuos que permanecen en la
muestra posterior a la ignicion u oxidacién completa
de la materia organica y constituyen un parametro
que brinda informacién asociada con la presencia de
materiainorgénica que, generalmente, no excede el 12 %
(Farmacopea Espariola. Real Farmacopea Espaiiola,
2002) [20]. Las plantas, normalmente, absorben
los minerales del suelo a través de las raices y dicha
absorcion depende de la capacidad de transporte activo
del sistema radicular (Miranda y Cuéllar, 2001) [19]. En
el banano la absorcién de minerales del suelo sigue
el orden K>N>Cl>Ca>Mg>S>P y Mn>Fe>B>Zn>Cu
aunque existen diferencias interespecificas en la
exigencia de estos minerales (Hoffman et al., 2010;
Acosta y Salinas, 2011;) [21,22].



En este estudio los valores de cenizas totales fueron
superiores al valor de referencia antes indicado, lo cual
pudiera ser un indicio de la capacidad de acumulacion
de minerales por parte de las plantas de banano vy,
también, de las caracteristicas propias del suelo donde
se recolectaron las muestras analizadas. En tal sentido,
lo mas relevante del analisis de minerales realizado
al pseudotallo result6 ser la presencia de altos niveles
de hierro y manganeso. Con relacién al potasio este
fue el macromineral que la planta acumul6 en mayor
cantidad, lo que coincide con diversos trabajos, en los
cuales se plantea que el potasio es requerido en grandes
cantidades por las plantas de banano y sus niveles
pueden fluctuar en dependencia del estadio fenologico
de la planta (Fontaine, et al., 1989; Mostafa, 2005)

[23,24].

Considerando que dentro de los elementos
inorganicos pudieran encontrarse metales pesados, se
realizo6 la correspondiente determinacién de As y Pb.
Se pudo constatar que los niveles de metales pesados
investigados no superan los limites permisibles
establecidos por la norma NTE INEN 2392:2013 [25].

Niveles elevados de metales pesados en suelos,
tales como plomo, arsénico, mercurio, niquel y cadmio,
pueden provenir de los residuos de empresas mineras
o incluso encontrarse en el agua utilizada para el
riego agricola. Dichos elementos inorgénicos, por la
toxicidad que ejercen sobre los diferentes cultivos y su
biodisponibilidad, pueden resultar peligrosos a la salud
humana (Prieto, et al., 2009; Londofo-Franco et al.,
2016) [26,27].

De los tres tipos de extractos (acuoso,
hidroalcohdlico 8:2 y 1:1) elaborados, resulta evidente
que el menstruo hidroalcohdlico (1:1) fue el que logrd
extraer la mayor cantidad de metabolitos de la droga
vegetal.

La evaluacion quimica preliminar realizada en
los tres extractos, reveld la existencia de saponinas
(ensayo de espuma), ademas de flavonoides (ensayo
de Shinoda) y azdcares reductores (reactivo de
Fehling). Solo el extracto acuoso exhibi6 la presencia de
aminoacidos (ensayo de ninhidrina). Una investigacion
desarrollada por Ogofure y Emoghene (2016) [28]
reporta la deteccion de alcaloides, flavonoides, taninos

. Murgueitio et al. Composicion quimica y actividad biologica del pseudotallo de Musa x paradisiaca L.

y esteroides en extractos de etanol y acetona del
pseudotallo y tallo de M. paradisiaca.

Los estudios de CCD realizados para verificar
el resultado obtenido en el tamizaje fitoquimico vy,
ademads, analizar comparativamente la complejidad
cromatografica de los tres extractos, evidenci6 un
revelado caracteristico de saponinas y discreta
existencia de compuestos con grupos cromoforos
conjugados, sobre todo, de alta polaridad, por presentar
una coloracién maés intensa en el punto de aplicacion.
Adicionalmente, el revelado con DPPH, demostrd
que existe una discreta actividad antioxidante por
secuestro del radical libre DPPH, en aquellas zonas
donde se apreci6 el revelado con la luz ultravioleta a
254 nm, mostrando los extractos hidroalcohoélicos una
decoloracién ligeramente superior a la del extracto
acuoso.

La cuantificacion de saponinas y fenoles totales
realizadas a los extractos se presenta en la tabla
3. Se puede apreciar que la mayor concentracion
de saponinas se obtuvo en los extractos acuoso e
hidroalcoholico (1:1). El anélisis de varianza demostrd
que esas concentraciones no fueron estadisticamente
diferentes (P>0,05), sin embargo, el contenido de
saponinas obtenido fue estadisticamente diferente
(P<0,05) con respecto al extracto 8:2.

El ensayo Folin-Ciocalteu demostr6 que el
disolvente que logré extraer la mayor cantidad de
compuestos fenolicos fue el hidroalcoholico (1:1) con
un total de 4,343 mg EAG/ por cada gramo de extracto
seco obtenido, luego de concentrar el extracto a baja
temperatura y vacio. El analisis de varianza logrd
determinar que existe una diferencia estadisticamente
significativa entre los resultados obtenidos con los tres
disolventes, dado que el valor P es menor que 0,05, con
un nivel del 95,0% de confianza.

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

Haciendo un analisis integral de los resultados

alcanzados hasta este punto, se decidi6 continuar
los estudios quimicos y bioldgicos con el extracto
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hidroalcohdlico (1:1). Este extracto, aunque mostrd
similar concentraciéon de saponinas que el extracto
acuoso, logré extraer la mayor cantidad de compuestos
fenodlicos.

Para identificar los compuestos presentes
en la muestra se utiliz6 la CLAE/EM. El estudio
cromatografico la presencia de
compuestos, dos 4cidos fendlicos (glucogalina y acido
fertlico-hexdsido) y tres flavonoides glicosidados

sugiere cinco

(rutina, kaempferol-3-O-rutinésido, isorhamnetin-3-
O-rutinésido).

Con relacion a los compuestos fendlicos se
sabe que una de las principales caracteristicas es
que presentan caracter reductor, que potencian la
actividad antioxidante; un ejemplo son los &cidos
fertlicos y caféicos (Reyes-Luengas, 2015) [29]. Esta
actividad antioxidante es la responsable de prevenir
enfermedades, principalmente, de tipo cardiaco e
inmunolégico (Echavarria, et al., 2009) [30].

Los estudios quimicos desarrollados se consideran
de gran interés, pues la revision bibliografica realizada
para dicha investigacion no refiere la identificacion
de tales metabolitos. Adicionalmente, la composicién
quimica que se reporta para el pseudotallo de M.
paradisiaca solo hace alusién a métodos de tamizaje
fitoquimico, los cuales se consideran quimicamente
preliminares (Ortiz, 2018) [31].

Evaluacién preliminar del efecto mucolitico

Los expectorantes son drogas que activan la
expulsion del esputo, bien porque aumentan las
secreciones traqueo bronquiales para reducir su
viscosidad, o porque estimulan el reflejo de la tos
(Florez, 1998) [32]. A las saponinas se les ha atribuido
efecto expectorante, debido a la capacidad que poseen
de fluidificar las secreciones bronquiales y estimular
su expulsion (Bruneton, 1993) [33], lo cual motivo la
evaluacion de dicho extracto hidroalcohdlico (1:1),
luego de evidenciar la presencia de tales metabolitos en
su composicion quimica.

La dosis ensayada (500 mg/kg de peso del animal)
mostrd un efecto mucolitico similar al control positivo
(Bisolvon). Evidentemente, el ensayo que se presenta
es de caracter preliminar, dado que se ensay6 una sola
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dosis, elevada, buscando solo evidenciar la posible
existencia del efecto. Los resultados obtenidos abren
una nueva brecha de investigaciéon recomendandose
realizar el ensayo con varias dosis, para establecer el
efecto dosis-respuesta.

Evaluacién del efecto del extracto de M.
paradisiaca en el gasteropodo C. valida

El bioensayo realizado con el gasteropodo C. valida
para determinar el efecto de la exposicion al extracto
de M. paradisiaca durante 96 horas permitio establecer
que durante las primeras 24 horas, a excepcion del
grupo control, todos los caracoles permanecieron en
el fondo del recipiente, resguardandose dentro de su
concha y cerrando el opérculo, probablemente a causa
de irritabilidad del medio donde fueron confinados.
Con el transcurrir del tiempo, los organismos
comenzaron a subir por las paredes del recipiente para
salir de los frascos, excepto en los recipientes con mayor
concentracion de extracto en los que permanecieron en
el fondo, aparentemente muertos.

Durante el ensayo fue posible observar deposicion
de heces por parte de los caracoles, de manera tal que
a mayor concentracion de extracto mayor cantidad
de heces. Debido a que las saponinas estan asociadas
con el efecto laxante, es probable que la exposicion
a la soluciéon con saponinas haya promovido una
estimulacién de las mucosas intestinales provocando
la evacuacion en los organismos ensayados (Luengo,
2008) [34].

Al cabo de las 96 horas fue suspendido el bioensayo
y, como medida de precaucion, fueron sustituidas
las soluciones con las diferentes concentraciones
ensayadas, por agua de mar limpia, para verificar la
mortalidad efectiva de los caracoles que permanecieron
inméviles. Sin embargo, luego de 30 minutos, todos los
caracoles, en todas las concentraciones, recobraron su
actividad.

A partir de esos resultados, y aunque no pudo
determinarse la actividad molusquicida del extracto
ensayado, contrariamente a lo esperado, el extracto
parece haber tenido més bien un efecto beneficioso
en los caracoles. Por lo tanto, la ausencia de
movilidad de los organismos objeto de ensayo, en las
mayores concentraciones, permite suponer que ese



comportamiento podria ser el resultado de la adopcion
de una respuesta de proteccién ante condiciones,
probablemente irritantes del extracto, a dosis altas, que
podria ser provocada por algin compuesto quimico del
extracto que éste contiene. De hecho, el opérculo es un
disco corneo (organico) o calcareo adherido a la parte
superior del pie del molusco, que encaja perfectamente
en la apertura de la concha para cerrarla como
mecanismos de proteccion ante sustancias liquidos
nocivas o de los efectos deshidratantes del sol y el aire.
Por lo tanto, ante la imposibilidad de establecer efecto
letal, se decidi6 calcular la dosis media de extracto que
provoca la inmovilidad del 50% (CL50) de los caracoles
mediante anélisis Probit.

A partir de las predicciones inversas obtenidas del
modelo ajustado que indican el valor de concentracion
al cual el modelo alcanza ciertos porcentajes, se obtuvo
el valor correspondiente a p=50% (CL50) que resultd
igual a 1675,350 con los siguientes intervalos de
confianza: 1266,52 < CL50 < 2209,880.

V. CONCLUSIONES

El control de calidad realizado a la droga cruda
mostrd resultados que se encuentran dentro de los
limites permisibles. En la cuantificacion de materia
inorgénica resalté la presencia de potasio, hierro y
manganeso, mientras que los metales pesados, As y Pb,
se encontraron dentro de los limites permisibles por las
normas ecuatorianas.

El anélisis quimico de los tres tipos de extractos
(acuoso, hidroalcohdlico 8:2 y 1:1) sugiri6 la existencia
de saponinas y compuestos fenodlicos, entre otros
metabolitos; siendo el extracto hidroalcohdlico (1:1)
el que present6 la mayor cantidad de compuestos
fenolicos y de saponinas.

Los estudios biolégicos preliminares sugieren,
para dicho extracto hidroalcohdlico (1:1), un efecto
mucolitico similar al control positivo (Bisolvon). Con
relacion a la actividad molusquicida, aunque no fue
posible establecer efecto toxico del extracto, si se detecto
un efecto que provoco la inmovilizacion de los caracoles
y que fue atribuido a un probable mecanismo de
resguardo ante la posible accion irritante del extracto.

Con el fin de investigar mas afondo el efecto
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biolégico de las saponinas aqui estudiadas se requiere
evaluar otros métodos de extraccion, que favorezcan
la obtenciéon de mayor cantidad de las saponinas; asi
como analizar otras técnicas analiticas que permitan
su cuantificacion con precision. Esos estudios se
encuentran en desarrollo en nuestro laboratorio.
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