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ABSTRACT: La céascara de Musa paradisiaca tiene diversas aplicaciones en la medicina tradicional debido a su contenido de
flavonoides, terpenos, fenoles, y catecolaminas. La investigacion permitid la realizacion de extracciones usando agua, metanol,
cloroformo y acetato de etilo; encontrando que en los extractos polares existe la presencia de compuestos de tipo fenil propanoides
identificados por UV. Para el extracto cloroférmico se aislo un compuesto triterpénico ciclico del tipo Cicloabissinona o Cicloeuca-
lenona. Se realizo la cuantificacion de Dopa, Dopamina, Norepinefrina y Serotonina en extractos en medio acido, basico y neutro
para los estados de maduracion verde, pinton y maduro por fluorescencia y HPLC; obteniéndose que el contenido de catecolaminas
aumenta segun lo hace el estado de maduracién de la cascara; el medio acido arrojo mejores resultados. Los extractos con mayor
actividad antioxidante segln el estado de maduracion y el medio de extraccion corresponden a MppA con 4,54x10* pug/mL, MpvA
1,89 pg/mL y MpmA 5,12 pg/mL. Los extractos con mayor contenido de fenoles por Folin-Ciocalteu segin el estado de madura-
cion y medio de extraccion corresponden a MpmA 1403,3 nEq AG/gEH, MppA 169 pEq AG/gEH y MpvA 92,7 nEq AG/gEH.

1. INTRODUCCION. Malasia y tropicos de Australia y ahora se encuentran amplia-
mente en todos los paises tropicales y subtropicales como:
India, Filipinas, China, Ecuador, Brasil, Indonesia, México,
Costa Rica, Colombia y Tailandia. Se cultiva extensamente
como una planta frutal en todo Bangladesh®.

El platano conocido como Musa paradisiaca es considerado
uno de los alimentos con mayor valor nutricional y uno de los
cultivos mas comunes en todos los paises con clima tropical®;
de todo el fruto lo Unico que es consumido por el ser humano

es la pulpa por lo que se generan grandes cantidades de 1.2 Clasificacion y descripcion botanica.

desperdicios con el material restante, este generalmente es

colocado en basureros lo que contribuye a la existencia de El platano es una planta herbacea monocotiledénea, de la
problemas ambientales”. La medicina en conjunto con la familia Musaceae, originaria del sudeste asiatico y traida a
ciencia esta en una busqueda constante de nuevas aplicaciones nuestro pais por los espaiioles en el siglo XVI. Es considerado
y descubrimientos de moleculas con actividad bioldgica que el cuarto cultivo mas importante del mundo, por tratarse de un
permitan justificar el desarrollo de la medicina tradicional; y producto bésico y de exportacién, fuente de empleo e ingresos
asi darle un valor agregado al material que no es usado para en numerosos paises del tropico y subtropico®. Fue descrita
consumo humano. por primera vez por Linneo en el afio 1753".

1.1 Origen y distribucion.
Las variedades de platano cultivadas en Colombia son: domi-

El platano se origin en Asia Meridional y se conoce en el nico-hartén, dominico, harton, -pelipita, mogrado, cachaco,
mediterraneo desde el afio 650 cuando la especie llegd a las popocho, pompo, maqueno, guineo y trucho®, las cuales se
Islas Canarias en el siglo XV; desde allf fue llevado a América detallan en la Figura 1.

en el afio 15162,

En diferentes paises, alrededor de 300 variedades de platanos
son cultivados, cuya gran mayoria ha crecido en Asia, India,
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Figura 1. Variedades caracteristicas de platano cultivadas en
Colombia®.

Las partes principales de una platanera M. paradisiaca esta
conformada por el seudotallo que mide 2-5 m, y su altura
puede alcanzar 8 m con las hojas. Es una planta estolonifera,
con hojas erguidas, oblongas de 1 a 2 m de largo por 30- 55
cm de ancho, redondeadas en el dpice y en la base, cara supe-
rior verde claro y con envés mas tenue. Su inflorescencia
colgante mide de 1 a 1,5 m, con brécteas violaceas de 15 a 30
cm de largo, persistentes o caducas, oblongo-lanceoladas u
oblongo-aovadas, flores blancas o cremosas de 3 a 5 cm de
largo. Los frutos son bayas falsas sin semillas, cilindricos
distribuidos en manos de racimos con 30-70 platanos que
miden 20-40 cm de largo y 4-7 cm de didmetro®.

1.3 Clasificacion taxonémica.

La M. paradisiaca pertenece a la familia de las Musaceae
donde comprenden mas de 150 especies repartidas en tres
géneros?®.
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Figura 2. Clasificacion de la familia Musaceae!*.

El género Musa lo integran mas de 50 especies entre las mas
caracteristicas se encuentran (Figura 2): Musa acuminata,
Musa coccinea, Musa textiles, Musa velutina, Musa balbisiana
0 sapientum, Musa cavedishii y M. paradisiaca’®.

En la Tabla 1 se describe la taxonomia para la especia M.
paradisiaca.

Tabla 1. Clasificacién taxonémica para la especie M. paradi-
i 12
siaca'.

TAXONOMIA

Reino Plantae
Division Magnoliophyta

Clase Liliopsida

Orden Zingiberales
Familia Musaceae
Género Musa
Especie Musa paradisiaca

1.4 Actividad bioldgica.

Las empresas procesadoras de platano, generan grandes canti-
dades de residuos (céscaras), que se convierten en un proble-
ma sanitario que propicia la proliferacion de insectos, hongos,
bacterias y olores por descomposicidn, pero que, a su vez, son
usados como alimento para bovinos por su alto contenido en
fibras y energia; el resto sélo se desecha y se descompone al
aire libre.

Se ha encontrado diferentes aplicaciones de la céascara del
platano en la industria alimenticia, de plésticos, y en la
industria farmaceuta. En la actualidad la medicina tradicional
se ha utilizado para el tratamiento de diferentes enfermedades.
Este conocimiento tradicional, ha sido transmitido de genera-
cién a generacion significativamente al desarrollo de diferen-
tes sistemas de medicina, asi como a la ayuda en la explora-
cion de diferentes plantas medicinales para encontrar la base
cientifica de sus tradicionales usos.
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1.4.1 Medicina Tradicional.

A la medicina tradicional de la Tribu Embera Chami ubicada
en el Departamento de Risaralda se le ha atribuido el uso de la
infusion en agua de la céascara del platano para el tratamiento
de las lesiones necréticas generadas por el pie diabético (co-
municacion oral contada por el profesor de la Universidad del
Valle José Hipolito Isaza). Las personas diabéticas pierden la
sensibilidad en la piel, dando lugar a que no puedan sentir el
dolor y quemaduras, etc., produciéndose heridas pequefias
(Figura 3) como consecuencia de la neuropatia diabética que
dafia los vasos sanguineos y los nervios; sin el cuidado y el
tratamiento adecuado se puede llegar a presentar la ampu-
tacion de las extremidades afectadas.

Figura 3. Representacién del estado necrotico del pie de una
persona con Diabetes avanzada.

Esta afeccion esta estrechamente relacionada con la actividad
de cicatrizacion de heridas. La cual ha sido informada con el
uso del extracto metandlico y acuoso de la banana M. sapien-
tum var. paradisiaca en ratas. En ambos extractos se ha identi-
ficado la presencia de compuestos de tipo fendlicos, flavonoi-
des y terpenos, que presentan propiedades cicatrizantes y
generan la reduccion de glutation. También se le atribuye la
disminucion del area de la herida, la cicatriz y peroxidacion de
lipidos®®. Los efectos han sido atribuidos a la propiedad anti-
oxidante del platano.

1.4.2 Actividad Antidiarreica.

Este efecto de combatir las enfermedades intestinales fue
atribuido al contenido de pectina del platano. La dieta del
platano fue efectiva para la disenteria bacilar en un estudio en
127 pacientes de nueve meses a cuarenta ocho afios. Los copos
del platano también han sido probados y se ha encontrado
eficaz en el tratamiento de la diarrea en estado critico*.

Recientes estudios han revelado que la savia de la especie M.
paradisiaca ha sido til para el tratamiento de la diarrea; esto
se le atribuye al contenido de metabolitos como alcaloides,
compuestos fendlicos, saponinas y flavonoides presentes. Este
estudio ha sido desarrollado en ratas usando el método de
diarrea inducida por aceite de ricino mejorando el tiempo de
inicio de la diarrea, la absorcidn de fluidos y electrolitos®.

143 Actividad Antiulcerativa.

La pectina y la fosfatidilcolina encontradas en el platano verde
fortalecen los fosfolipidos de la capa que protegen la mucosa
géstrica. El extracto metandlico de M. sapientum var. paradi-
siaca contiene flavonoides del tipo leucocianidina y es utiliza-
do para el tratamiento de la Ulcera péptica. El estudio se baso
en la induccion de Ulceras gastricas duodenales con farmacos
como aspirina, indometacina, fenilbutazona y prednisolona en

comparacion con el efecto que ejerce el farmaco omeprazol y
el extracto metandlico en el organismo de ratas®®.

14.4 Actividad Antimicrobiana.

El extracto acuoso de las cascaras del platano verde y hojas de
M. paradisiaca var. sapientum ha sido reportado por mostrar
actividad antimicrobiana contra las especies Staphylococcus y
Pseudomonas. Se ha informado que tanto extracto etandlico
como acuoso del fruto inmaduro de M. sapientum mostr6
buena actividad contra S. aureus, Salmonella paratyphi, Shi-
gella flexnerii, E. coli, Klebsiella pneumoniae, B. subtilis y
Pseudomonas aeruginosa'’.

La pulpa del platano verde ha sido estudiada para evaluar la
influencia de la administracion simultdnea de M. paradisiaca
y ciprofloxacina en conejos. Mejorando el efecto final de la
administracion del fArmaco frente a la actividad antimicrobia-
na contra la E. coli®®.

Se ha evaluado la actividad antibacteriana del extracto alcoho-
lico (isopropanol) y acuoso de la céscara de M. paradisiaca
contra los patdgenos periodontales como Porphyromonas
gingivalis (P. gingivalis) y Aggregatibacter actinomyce-
temcomitans (A. actinomycetemcomitans) atribuyendo estas
propiedades a la presencia de compuestos tipo glucdsidos,
alcaloides, flavonoides y taninos mientras que el extracto
acuoso solo presentaba compuestos de tipo glucésidos y alca-
loides™.

1.45  Actividad Hipoglicémica.

Se ha informado que el extracto hidrometanolico de la raiz de
M. paradisiaca tiene efecto hipoglicémico debido a la estimu-
lacion de la produccion de insulina y la utilizacion de glucosa.
El alto el contenido de potasio (K) y sodio (Na) se ha correla-
cionado con el efecto glicémico. Igualmente se encontrd el
mismo efecto para el jugo del tallo y el fruto verde?. La pecti-
na aislada del extracto cloroférmico del jugo del tallo de las
flores de M. sapientum mostraron reduccion de la glucosa en
sangre y la hemoglobina glicosilada después de la administra-
cion oral en ratas?.

1.4.6  Actividad Hipocolesterolémica.

El fruto inmaduro M. paradisiaca y el extracto metanolico de
la raiz mostraron una baja absorcion de glucosa y colesteraol,
flavonoides aislados de frutos inmaduros mostraron actividad
hipolipidémica evidenciado por la disminucion de colesterol,
triglicéridos, en suero, higado, rifion y cerebro de ratas. El
contenido de pectina en el jugo del tallo de la inflorescencia de
M. sapientum también posee disminucién de los niveles de
colesterol y triglicéridos?.

1.4.7  Actividad antihipertensiva.

El efecto antihipertensivo del extracto acuoso del fruto madu-
ro de M. paradisiaca en ratas albinas ayudé a generar una
disminucion de la presion arterial y a su posible prevencion.
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Esta actividad se atribuye posiblemente a los altos contenidos
de tripto6fano y carbohidratos que aumenta los niveles de sero-
toninaZ,

1.4.8 Actividad antioxidante.

La cascara y la pulpa de M. paradisiaca posee compuestos
antioxidantes (Galocatequina y Dopamina) que actlan en
contra de enfermedades del corazén, asi como algunos tipos
de cancer, arteroesclerosis, artritis, Parkinson y Alzheimer?.
De acuerdo a estudios realizados de la inflorescencia de M.
cavendishii también poseen una alta capacidad antioxidante y
se han utilizado como ingredientes con propiedades funciona-
les para la prevencion del estrés oxidativo. Estos estudios
también se han realizado para seudatallo y rizoma de las pla-
taneras encontrando resultados positivos®. La céascara del
fruto maduro también se ha encontrado antocianinas (delfini-
dina y cianidina) y catecolaminas?®®.

2. FITOQUIMICA.

Los neurotransmisores son sustancias quimicas que transmiten
informacion de una neurona a otra. Dentro de su clasificacion
se encuentran las catecolaminas que son un grupo de aminas
biogénicas que poseen un anillo de fenilo 3,4-dihidroxi-
sustituido (Figura 4) y son sintetizadas a partir de la L-
Tirosina. Estos compuestos incluyen la Dopamina, Norepine-
frina (Noradrenalina) y Epinefrina (Adrenalina). Las indola-
minas también hacen parte de la familia de neurotransmisores
entre ellos se encuentran la serotonina sintetizada a partir del
triptéfano?.

Las catecolaminas precursoras de neurotransmisores estan
involucradas en la transmisién de impulsos en el sistema ner-
vioso central de los animales. También han estado implicadas
en la funcién hormonal, en particular en la regulacion del
metabolismo del glucogeno por la epinefrina y la norepinefri-
na. Estas catecolaminas funcionan como transmisores en la
rama del sistema nervioso periférico, conocido como el siste-
ma nervioso autdnomo?®.
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Figura 4. Estructura quimica y funcionalidad de los neuro-
transmisores de estudio: L-Dopa, Dopamina, Norepinefrina y
Serotonina.

Neurotransmisores como la serotonina, norepinefrina, dopa-
mina; triptéfano, compuestos de indol, pectina, taninos, almi-
doén, azdcares, vitamina C, vitaminas B, albuminoides, grasas
y sales minerales se han encontrado en la pulpa de la fruta de
M. paradisiaca y M. sapientum?®.

Alguno flavonoides y compuestos relacionados (leucocianidi-
na, quercetina y su 3-O-galactésido, 3-O-glucésido y 3-O-
ramnosil glucésido) fueron aislados de la céascara del pla-
tano®. Acil esteril glucdsidos tales como sitoindosido-I, sito-
indosido-11, sitoindosido-II1, sitoindosido-1V (Figura 5 A) y
esteril glucésidos tales como sitosterol gentiobioside, sitoste-
rol mio-inositil-B-D-glucdsido se han aislado de frutos de M.
paradisiaca®. Se ha aislado un diarilheptanoide biciclico, rel-
(3S, 4aR, 10bR) -8-hidroxi-3-(4-hidroxifenil)-9-metoxi-4a,
5,6,10b-tetrahidro-3H-nafto [2,1-b] pirano (Figura 5 B), y 1,2-
dihidro-1,2,3-trihidroxi-9- (4-metoxifenil) fenaleno (Figura 5
C), hidroxianigorufona (Figura 5 D), anhidrido 2- (4-
hidroxifenil) naftalico (Figura 5 E), 1,7-bis (4-hidroxifenil)
hepta-4 (E), 6 (E) -dien-3-ona (Figura 5 F)®.

Se ha informado sobre el aislamiento de varios triterpenos
tales como ciclomusalenol, ciclomusalenona, 24- metileneci-
cloartanol, estigmast-7-metilenecicloartanol, estigmast-7-en-3-
ol, lanosterol y B-amirina®. Un principio antihipertensivo
7,8-dihidroxi-3-metilisocroman-4-ona, se aisl6 de la cascara
de la fruta de M. sapientum®*. Cicloartanos triterpénicos como
3-epicicloeucalenol, 3-epiciclomusalenol, 24- metillenpolli-
nastanona, 28-norciclomusalenona, 24-ox0-29- norcicloar-
tanona se han aislado de la cascara de la fruta de M. sapien-
tum®,

Figura 5. Estructuras quimicas de compuestos representativos
aislados de M. paradisiaca: A. Sitoindosido IV: estigmast-5-
en-3-il 6-0-[2-(hexadecanoiloxi)-3,4,5,6 tetrahidroxici-
clohexillhexo-piranosido. B.  Diarilheptanoides  bicicli-
cos(a)rel-(3S,4aR,10bR)-8-Hidroxi-3-(4-hidroxifenil)-9-
metoxi-4a,5,6,10b-tetrahidro-3H-nafto[2,1-b]piran; C. 1,2-
Dihidro-1,2,3-trihidroxi-9-(4 metoxifenil) fenaleno; D. Hidro-
xianigorufone; E. 2-(4-Hidroxifenil) anhidrido naftalico; F.
1,7-Bis(4-hidroxifenil)hepta-4(E),6(E)-dien-3-ona.



Celulosa, hemicelulosa, arginina, acido aspartico, acido glu-
tdmico, leucina, valina, fenilalanina y treonina han sido aisla-
das de la pulpa y la cascara de M. paradisiaca®. Hemiterpe-
noide glucdsido (1,1-dimetilalil alcohol), siringina, (6S, 9R)-
roseosida, alcohol bencilico, (24R) -4a, 14 a, 24-trimetil-
sacolesta-8,25 (27) -dien-3p-ol se ha aislado de la flor de M.
paradisiaca®.

3. METODOLOGIA EXPERIMENTAL.
3.1 Instrumentacion general.

Los disolventes que se usaron en los procesos de extraccion y en
las diferentes cromatografias de columna, TLC y cromatografia
analitica fueron grado HPLC. Los estandares y reactivos nece-
sarios para los ensayos, fueron adquiridos a casas de suminis-
tro de reactivos como Merck y Sigma-Aldrich.

Las separaciones por cromatografia en columna se realizaron
sobre SiGel 60 (63-230 Mesh) Merck, Diaion HP20 y en
columnas de vidrio. La cromatografia en capa fina TLC se
realizé sobre placas de Silica gel 60 F254 (Merck) y RP- 18
F254 (Merck). La cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) analitica se realizé en un equipo Shimadzu Corp. LC-
2010 (Kyoto, Japdn), equipado con un controlador de sistema
CBM-20A, un desgasificador DGU-20A, una bomba LC-
20AD, un horno de columna CTO-20AC, un automuestreador
SIL-20AHT y detector de arreglo de diodos PDA SPD-M20A,;
Se usé la columna Restek Pinnacle DB C18 de 5 um (250 x
4,6mm).

Para la determinacion de la actividad antioxidante y contenido
de fenoles totales se utilizaron microplacas de 96 pozos y un
lector de microplacas Metertech AccuReader M965+.

Los espectros UV-visibles se tomaron usando un espectrofo-
tometro Shimadzu UV-1700 PharmaSpec. Los espectros de
fluoresencia se tomaron usando un espectrofluorometro Jasco
FP- 8500.

3.2 Recoleccidn de la muestra.

La especie M. paradisiaca se colectd de uno de los restauran-
tes particulares de la Universidad del Valle. Se tomaron 1,082
kg de céscara himeda y picada. El material fue almacenado en
bolsas de cierre hermético y bajo refrigeracién 10 °C.

3.2.1 Obtencién de los extractos de la cascara de M. paradi-
siaca.

Las cascaras himedas y picadas (1.082 kg) fueron secuen-
cialmente extraidas por ultrasonido marca Branson 2510 a 30
°C con agua (3 veces x 15 minutos), el extracto acuoso fue
posteriormente liofilizado Mp 1; seguido de la extraccion con
metanol Mp 2 (3 veces x 15 minutos) concentrado a presion
reducida. El extracto obtenido de metanol fue secuencialmente
separado por extraccion liquido-liquido con cloroformo y
acetato de etilo por triplicado. Con lo anterior se obtuvieron

los extractos de cloroformo Mp 3, acetato de etilo Mp 4 y el
marco acuoso Mp 5.

3.2.2 Fraccionamiento del extracto acuoso liofilizado.

Se realizd el fraccionamiento del extracto acuoso liofilizado
Mp 1 por cromatografia de columna Diaion HP-20 (resina
polimérica de poliestireno-divinilbenceno) realizando elucio-
nes con agua:methanol 90:10 hasta 30:70 volimenes respecti-
vamente. Las fracciones obtenidas fueron fraccionadas nue-
vamente por cromatografia de columna con cartucho RP-18
con eluciones metanol y acido fosférico 0,05% 1:2 obteniendo
fracciones Mp 1.1 — Mp 1.12 unificadas segln su similitud en
los espectros UV.

3.2.3 Fraccionamiento del extracto cloroférmico.

Se realizé el fraccionamiento al extracto cloroférmico obteni-
do de las extracciones liquido-liquido por cromatografia de
columna Silica gel realizando eluciones con butanol 100% y
sucesivamente BAW (butanol:acido acético:agua) 80:10:10
hasta 60:10:25. Se llevaron las fracciones obtenidas a concen-
tracion por rotaevaporacion. Se obtuvieron fracciones Mp 3.1-
Mp 3.14 unificadas segun su similitud en los espectros UV.

3.2.4 Fraccionamiento del marco acuoso de la extraccién
liquido-liquido.

Se realizé la liofilizacion del extracto, para luego realizar
cromatografia de columna con Diaion HP-20 realizando con
agua, agua:metanol, metanol y cloroformo:metanol y cloro-
formo:hexano. Obteniéndose fracciones Mp 5.1-Mp 5.18
unificadas segun su similitud en los espectros UV.

3.3 Obtencién de los extractos para identificacion y cuantifi-
cacion de catecolaminas y actividad antioxidante.

Se tomaron 10 g de cascara picada y himeda de las muestras
de platano en los estados de maduracion verde, pinton y madu-
ro; esta muestra fue tomada de un almacén de cadena. Se
realizaron extracciones independientes (4 veces x 15 minutos)
en medio &cido, neutro y bésico; con acido clorhidrico 0.5 N,
agua y carbonato de sodio 5 % (p/v). Posteriormente cada
extracto fue filtrado.

3.2.1 Determinacion de actividad antioxidante por colorime-
tria.

Se determiné la actividad antioxidante de los extractos utili-
zando el radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo DPPH. EI proce-
dimiento usado es una adaptacion del método descrito por
Sdiri®. Se usd como estandar o control positivo la Quercetina
(Sigma-Aldrich) en diluciones seriadas de 515 ppm a 0,5 ppm.
Todos los extractos se usaron a una concentracion inicial de
1030 ppm. En la reaccion se utilizé una solucion isopropandli-
ca de DPPH 103 ppm. En las microplacas se prepararon dilu-
ciones seriadas desde una concentracion de 515 ppm hasta 0,5
ppm, posteriormente se adicionaron a todos los pozos 100 pL
de DPPH a 103 ppm. La microplaca se deja a temperatura
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ambiente durante una hora y se midié el cambio de la absor-
bancia a 520 nm en un lector de microplacas. Los resultados
corresponden al promedio de tres réplicas y fueron expresados
en términos de la capacidad captadora de radicales de las
muestras y el estandar que reduce en un 50% al radical DPPH
(FRSso) en pg/mL. El tratamiento de los datos y los graficos
se hicieron con el programa GraphPad Prism® version 5.03
(GraphPad Software Inc., San Diego, California, USA).

3.3.2 Determinacién de contenido de fenoles totales mediante
el método de Folin-Ciocalteu.

La actividad antioxidante estd relacionada generalmente con
metabolitos que contienen grupos fendlicos, por ello se deter-
mino el contenido de fenoles totales (CTF) por el método de
Folin-Ciocalteu. Este método fue aplicado en formato de
microplaca de 96 pozos y analizado colorimétricamente de
acuerdo al método descrito previamente por Sdiri*® con algu-
nas modificaciones. Las muestras de los extractos estaban a
una concentracion inicial de 1030 ppm disueltos previamente
en isopropanol se mezclaron con 50 pL del reactivo de Folin-
Ciocalteu (solucion al 20% en agua) con agitacion durante 10
segundos. Posteriormente se adicionaron 50 pL de Na.COs;
(1.6% p/v). La microplaca se incubd durante 1 hora a 60 °C,
luego se dejé enfriar a temperatura ambiente durante 15 minu-
tos y finalmente se midio la absorbancia a 650 nm en el lector
de microplacas. Se utilizé acido galico (AG) como estandar en
una curva de calibracion con un rango éptimo de 256 ppm a
16 ppm. Los resultados corresponden al promedio de tres
réplicas se expresaron como mg de AG/mg de extracto hime-
do (EH).

3.4 Cuantificacion de catecolaminas presentes en los extrac-
tos de M. paradisiaca por Fluorescenciay HPLC.

3.4.1 Fluorescencia.

Para la determinacion y cuantificacion de catecolaminas en los
extractos verde, pintdn y maduro de la céscara del platano, se
utilizo el equipo espectrofluorometro Jasco FP- 8500 teniendo
en cuenta las longitudes de onda de emision y excitacion para
las muestras es los extractos y para los estandares de cateco-
laminas L-Dopa, Dopamina, Norepinefrina y Serotonina Sig-
ma Aldrich. Se realizd la curva de calibracion de los estanda-
res con diluciones sucesivas en un rango de concentraciones
de 0,024x107 hasta 1,00 ppm. Las mediciones se realizaron
por cuadruplicado.

3.4.2 HPLC.

Se determind y cuantificd el contenido de catecolaminas y
serotonina en los extractos verde, pinton y maduro de la céasca-
ra del platano, utilizando los tiempos de retencion determina-
dos para cada uno de los estandares de las catecolaminas L-
Dopa, Dopamina, Norepinefrina y Serotonina Sigma Aldrich.
Se realiz6 la curva de calibraciéon para los estandares con
concentraciones de 5,0 a 100 ppm por cuadruplicado.

4.  ANALISIS DE LOS RESULTADOS

El rendimiento para los extractos obtenidos a partir de las
cascaras de M. paradisiaca en agua, metanol, cloroformo,
acetato de etilo se presentan en la Figura 6 y Figura 7).

Acuoso liofilizado 14,8925

MeOH 17,9490

CHCly 2,0450

AcOEt 0,7355

Marco acuoso 12,6000

4] 5 10 15 20

Cantidad de extracto (g)

Figura 6: Cantidades obtenidas para el extracto acuoso liofili-
zado, metanol, cloroformo y el marco acuoso de M. paradisia-
ca.

Acuoso liofilizado

MeOH

CHCl;

AcOEt

Marco acuoso

= Porcentaje de rendimiento (%)

Figura 7. Porcentajes de rendimiento para los extractos de M.
paradisiaca.

Como se observa en la Figura 6 y la Figura 7 la masa de los
extractos de cloroformo, acetato de etilo y el marco acuoso es
menor al obtenido para el extracto metandlico ya que parte de
este extracto fue almacenado como contramuestra. Los extrac-
tos acuosos y metandlico presentan mayores porcentajes de
rendimiento debido a que estos extractos no son llevados a
sequedad totalmente.

4.1 Extracto acuoso liofilizado.

En el extracto acuoso liofilizado Mp1 (1,38 %) es de esperar
compuestos de naturaleza polar en cada una de las 72 fraccio-
nes obtenidas que posteriormente fueron reunidas por la simi-
litud en sus espectros UV tomados a 254 nm (compuestos
aromaticos), 280 nm (fenoles) y 330 nm (flavonoides) esta
relacion se puede detallar en la seccién (Anexos: Figura 1).
Finalmente quedaron 12 fracciones con sus respectivas masas
obtenidas (Figura 8).
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Figura 8. Distribucion de masas para las fracciones obtenidas
por cromatografia de columna Diaion del extracto acuoso
liofilizado de Mp1.

Realizado el fraccionamiento de las 12 fracciones anterior-
mente descritas utilizando cartuchos de RP-18 se observa una
distribucion de masas correspondiente a la Figura 9. Con
respecto a la Figura 8 se observa una disminucion considera-
ble en las masas obtenidas para las fracciones Mp1.1 y Mpl.2
ya que en estas dos primeras fracciones los compuestos de tipo
glicosidicos pasan directo por los cartuchos de RP-18.

2,70

1,20

Masa (mg)

Figura 9. Distribucion de masas para las fracciones obtenidas
de C.C. Cartucho RP-18 en el extracto acuoso de Mpl.1-
Mp1l.12.

El seguimiento realizado por TLC se observa que hay muy
poca actividad antioxidante tanto en silica gel como en RP-18
como se muestra en la Figura 10. Esto sucede porque el reac-
tivo DPPH es de color parpura que al entrar en contacto con
compuestos con actividad antioxidante se revela y se torna de
color amarillo.

TICRP-18

H.POL:IPA 60:40

TiCSiica gel

BAW 65:10:25

Figura 10. Analisis por TLC de las fracciones del cartucho
RP-18 por silica gel y RP-18 para el extracto acuoso de M.
paradisiaca.

Igualmente se realiz6 el analisis preliminar por UV (Anexos:
Figura 2) se obtuvo para la fraccion Mpl.6 un espectro UV
caracteristico para compuestos de tipo fenilpropanoides (Figu-
rall Ay 11 B. No se hace profundizacién sobre esta fraccién
ya que la masa obtenida fue de 1,20 mg y no fue posible reali-
zarle andlisis adicionales.
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Figura 11. Cromatograma (A) y espectro UV (B) para la
fraccion Mpl.6 obtenida por cartucho RP-18 en el extracto
acuoso de Mpl. Fase mévil HsPO,:MeOH (10-100%) y fase
estacionaria: Columna Restek Pinnacle DB C18 250 mm x4,6
mm X 5 pm.

4.2 Extracto clorofémico.

Se obtuvo la siguiente distribucién de masas para el extracto
cloroférmico Mp3 obtenido a partir del extracto metanélico
Mp2 (Figura 12).
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Figura 12. Distribucion de masas para las fracciones obteni-
das de cromatografia de columna silica gel en el extracto
cloroférmico Mp3.



TLC silica f01-f05 Hex:
Acetona 9:1

TLC silica f06-f11 Hex:
Acetona 9:1

TLC silica f12-f14Hex:
Acetona 9:1

Figura 13. Analisis por TLC en silica gel de las fracciones del
extracto cloroférmico Mp3.

En la Figura 13 se observa marcadamente que en las primeras
5 fracciones hay presencia de compuestos de baja polaridad
con poca actividad fluorescente; diferente a lo que ocurre en
las fracciones 6 a la 14 donde la actividad fluorescente esta
presente en todas las fracciones de forma mas marcada en los
compuestos que quedan retenidos en la placa y no en los de
menor polaridad; a excepcion de la fraccion 11 que indica la
presencia de compuestos de baja polaridad con actividad fluo-
rescente.

DPPH

Vainillina

Figura 14. Andlisis por TLC en silica gel de las fracciones del
extracto cloroférmico Mp3. Fase movil: Hexano:Acetona 9:1.

En la Figura 14 se hace analisis por DPPH cualitativo y reve-
lacion con vainillina. En la fraccion Mp3.3 se evidencia una
marcada actividad antioxidante tanto en los compuestos de
baja polaridad como los que quedan retenidos en la placa.

El revelado con vainillina es usado para identificar la posible
presencia de fenoles, esteroides, alcoholes y aceites esenciales.
Como se observa en la Figura 14 los compuestos de baja pola-
ridad son los que muestran revelacion positiva con la vainilli-
na®.

Durante el proceso de concentracion la fraccion Mp3.2 y
Mp3.3 se observo la formacion de un precipitado grumoso
para Mp3.2 y en la fraccion Mp3.3 el precipitado la formacion
de cristales (Figural5).

A B C

Figura 15: A. Fraccion obtenida de la concentracion del ex-
tracto Mp3.2. B. Producto obtenida de la recristalizacion en
hexano de la fraccion Mp3.2. C. Fraccién obtenida del extrac-
to Mp3.3.

A la fraccion Mp3.2 y Mp3.3 se realizaron pruebas de recrista-
lizacion con lavados de metanol, acetona, cloroformo 6 he-
xano dependiendo de su solubilidad. Obteniéndose de la frac-
cién Mp3.2 en los lavados con hexano 25,8 mg y Mp3.3 en
lavados con acetona y luego hexano 15,6 mg.

Razon por la cual se realiza el analisis por espectrometria de
masas para la fraccion Mp3.2 en colaboracién con la Univer-
sidad de Manizales. A la fraccion Mp3.3 no se le realiza nin-
gun analisis.
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Figura 16. Espectro de masas para Mp3.2.

Para la fraccion Mp3.2 se obtuvo el espectro de masas de la
Figura 16 donde aparece registrado el pico del ion molecular
m/z 424. Se ha encontrado segun la literatura la existencia de
dos posibles compuestos a los que pertenece el pico de ion
molecular. El primero es un ciclotriterpeno o cicloabissino-
ne*°(4p,14-dimetill-9,19-ciclo-5a,9B-ergost-24(28)-en-3-ona)
(Figura 17) aislado de la especia Harrisonia abyssinica o el
triterpeno cicloeucalenona* aislada de la cascara de M. para-
disiaca en extracto etandlico 70% como se observa en Figura
18.



Figura 17: Cicloabissinona aislada en la especie Harrisonia
abyssinica.

Figura 18: Cicloeucalenona aislada de M. paradisiaca.

La diferencia encontrada en las dos estructuras presentadas en
la Figura 17 y 18 es que para la cicloabissinona tiene el grupo
metilo (CH3) de la posicién 29 saliendo del plano; mientras
que para la cicloeucalenona el grupo metilo de la posicién 30
se encuentra hacia atras del plano, esteroquimicamente son
diferentes. Para estos dos compuestos se ha reportado activi-
dad biologica contra la leishmaniasis, gonorrea, tuberculosis y
mordeduras de serpiente®®4L,

Queda como estudio posterior realizar los analisis completos
para el compuesto aislado en Mp3.2 como RMN H y 3C (1D
y 2D) e infrarrojo que permitan corroborar con mayor certeza
el compuesto y su estereoquimica.

4.3 Extracto acetato de etilo.

Para el extracto en acetato de etilo se obtuvo un polvo de color
beige (Figura 19) el cual s6lo mostré solubilidad en agua
considerando ser algun tipo de sal. Por lo cual no es de interés
para este estudio.

Figura 19: Extracto concentrado de acetato de etilo Mp4.
4.4 Marco acuoso obtenido de las extracciones liquido-liquido.

En el marco acuoso de las extracciones liquido-liquido se
obtuvieron 18 fracciones después de ser fraccionadas con
Diaion HP20 y posteriormente cartucho RP-18, En esta ex-
traccion las fracciones obtenidas no presentaron pesos signifi-
cativos para realizar posteriores analisis, solo se realizé el
seguimiento por TLC-RP-18 vy silica gel para las fracciones
Mp5.1-Mp5.15. Cabe resaltar que las fracciones Mp5.3 y
Mp5.4 presentan la mayor actividad fluorescente tanto en onda

corta (254 nm) como en onda larga (365 nm) indicando la
presencia de compuestos de alta polaridad que revelan a estas
longitudes de onda con este comportamiento (Figura 20).

Figura 20: Anélisis por TLC de las fracciones de RP-18 y
silica gel para el marco acuoso de Mp5.1-Mp5.15.
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Silica

TLC RP-18
HCOOH 1% :MeOH
30:70

TLC silica
AcOEt:MeOH 70:30

TLC silica
AcOEt:MeOH 70:30

TLC silica AcOE!
70:30

DPPH

RP-18

Figura 21: Anélisis por TLC y TLC-DPPH de las fracciones
Mp5.16- Mp5.18 en RP-18 y silica gel para el marco acuoso.

Se observa poca actividad antioxidante para estas fracciones
(Figura 21). Y gran complejidad en las fracciones para ser
evaluadas por HPLC.

4.5 Identificacion y cuantificacion de catecolaminas.

Quimicamente, las catecolaminas son monoaminas. La estruc-
tura en anillo no solamente hace que estos compuestos sean
naturalmente fluorescentes, sino que también los tornan sensi-
bles a la luz y facilmente oxidables®. Por ello se emplearon
técnicas como la espectrofotometria, espectrofluorimetria y el
HPLC para su cuantificacion.

Preparada la muestra de la cascara de M. paradisiaca en los
tres estados de maduracion verde, pintén y maduro (Figura 22)
y en los tres medios de extraccion acido (HCI 0,5N), neutro
(agua) y basico (Na,COs3; 5% p/v), como se ensefia en la Figura
22 y Figura 23.
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Figura 22: Muestras de M. paradisiaca utilizada para las
preparaciones de los extractos.

Solvente de extraccion
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HGoSN
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Figura 23: Extractos obtenidos de la cascara de M. paradisia-
ca en los tres estados de maduracion y en los tres medios de
extraccion. Mpv(Verde), Mpp(pintdn) y Mpm(maduro).

4.5.1 Cuantificacién por fluorescencia.

En la Tabla 2 se observan las longitudes de onda de excitacion
y de emision obtenidos por ultravioleta y fluorescencia. Las
mediciones en cada uno de los extractos se realizaron de for-
ma directa.

Tabla 2. Longitudes de onda de excitacion y emision por
fluorescencia para los extractos MpvA(verde-acido), MpvN
(verde-neutro), MpvB(verde-basico), MppA(pinton-acido),
MppN (pintdn-neutro), MpB(pintdn-basico), MppA(maduro-
4cido), MppN (maduro-neutro), MpB(maduro-basico).

MpvA 276,3+1,16 311,341,111
MpvN 279.,7+0,73 316,542,38
MpvB 281,240,91 300,2+1,58

339,610,85
MppA 280,510,65 314,041,32
MppN 281,310,97 318,0+£1,76
MppB 279,0+1,32 331,3+1,89
MpmA 277,1+0,55 309,5+1,26
MpmN 276,8+0,83 314,8+1,26
MpmB 290,2+0,34 357,3+3,00

Los resultados obtenidos fueron comparados con los estanda-
res de L-Dopa, Dopamina, Norepinefrina y Serotonina obteni-
dos de la casa Sigma-Aldrich. Para ello se prepararon solucio-

nes stock de 1000 ppm de cada uno de los estandares disueltos
previamente en isopropanol que arrojaron las longitudes de
onda presentadas en la Tabla 3.

Tabla 3: Longitudes de onda de excitacién y emision por
ultravioleta y fluorescencia para los estandares de L-Dopa,
Dopamina, Norepinefrina y Serotonina.

L-Dopa 2835 316,0
Dopamina 283.,5 3155
Norepinefrina 282,5 3140
Serotonina 278,0
3015 3350

Se realizé la cuantificacion de las catecolaminas presentes en
cada uno de los extractos de M. paradisiaca en los tres estados
de maduracién y en medio 4cido, neutro y basico; para ello se
prepararon estdndares con un rango de concentracion de
0,024x107 ppm a 1,0 ppm usando diluciones sucesivas y se
elabord la curva de calibracion realizando las medidas por
cuadruplicado. Se usaron longitudes de onda de 280 nm (exci-
tacion) y 315 nm (emision) para Dopa, Dopamina y Norepine-
frina y para serotonina segun la emisién es a 335 nm.
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Figura 24: Curvas de calibracién para cada uno de los
estdndares Dopa, Dopamina, Norepinefrina y Serotonina por
fluorescencia.

A partir de las curvas de calibracion establecidas para cada
uno de los estandares (Figura 24) se determinaron los g de
estandar/g EH, que corresponden a los mg de estandar
contenidos en un gramo de extracto himedo como aparece en
la Figura 24.
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Figura 25: Comparacion de la concentracion de los estandares
de Dopa, Dopamina, Norepinefrina y Serotonina en los
extractos de verde, maduro y pinton de cascara de M.
paradisiaca en medio acido, basico y neutro por fluorescencia.

En la Figura 25 se observa que la relacion en concentracion va
de Dopa>Norepinefrina>Dopamina; la serotonina no fue
cuantificable ya que no mostr6 sefial en ninguno de los
extractos. Segun lo mencionado anteriormente, a medida que
va aumentando el estado de maduracion de la cascara de Mp la
concentracion de catecolaminas es mayor.
Verde<Pinton<Maduro.

Evaluando el medio de extraccion para la muestra se obtiene
que el medio &cido es el medio por el cual hay mejores
resultados frente a la concentracion de catecolaminas
determinadas en cada extracto.

4.5.2 CUANTIFICACION POR HPLC

La segunda técnica de cuantificacién usada fue HPLC. Para
ello se prepararon soluciones stock de cada uno de los
estandares Dopa, Dopamina, Norepinefrina y Serotonina entre
50 ppm y 100 ppm con diluciones seriadas y por
cuadruplicado.

Se usé como fase movil HsPO, al 0,05% (A) y Metanol (B).
A:B (95%:5%), con un flujo de 1,0 mL/min.

Tabla 4: Datos sobre los tiempos de retencién y longitudes de
onda para los estandares Dopa, Dopamina, Norepinefrina y
Serotonina.

Muestra Tiempo Longitud de
retencion onda (nm)
(min)
Dopat+Norepinefrina 2,945 278
Dopamina 4,089 279
Serotonina 5,191 275 y 305

Segun se observa en la Tabla 4 la Dopa y la Norepinefrina
presentan tiempos de retencién muy cercanos de tal forma que
no fue posible su separacion (Figura 26).
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Figura 26: Cromatograma obtenido para la mezcla de los 4
estandares de Dopa, Dopamina, Norepinefrina y Serotonina:
Fase movil HsPO, 0.05%:MeOH (95:5) y fase estacionaria
Columna Restek Pinnacle DB C18 250 mm x4,6 mm x5 um.
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Figura 27: Curvas de calibracion para cada uno de los
estdndares Dopa, Dopamina, Norepinefrina y Serotonina por
HPLC.

A partir de las curvas de calibracion obtenidas por HPLC
como se observa en la Figura 27 se determinaron los pg de
cada estandar en un gramo de extracto himedo.
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Figura 28: Comparacion de la concentracion de los estandares
de Dopa, Dopamina, Norepinefrina y Serotonina en los
extractos de verde, maduro y pinton de cascara de M.
paradisiaca en medio &cido, basico y neutro por HPLC.

Segun se observa en la Figura 28 el patrén de comportamiento
es similar al arrojado por fluorescencia, a medida que aumenta
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el estado de maduracion de la cascara de M. paradisiaca
aumenta la concentracion de las catecolaminas y que el medio
mas dptimo para lograr su identificacion es el medio &cido.

Tanto para fluorescencia como para HPLC la catecolamina
presentada en mayor concentracion es la Dopa que es
considera el precursor metabdlico de la Dopamina, que a su
vez es la encargada de los desordenes en los comportamiento,
la sicosis, el placer y la euforia en los seres humanos.

4.6 Actividad antioxidante por colorimetria.
4.6.1 Analisis por DPPH.

El radical DPPH es altamente estabilizado debido a la desloca-
lizacion de los spines por toda la molécula, que le otorga un
color violeta oscuro en soluciones etandlicas con una banda de
absorcidn caracteristica alrededor de 517nm, en funcién de lo
cual se llevan a cabo las determinaciones respectivas conside-
rando su mecanismo de accion (Figura 29).

RH
(Antioxidante)

DFPPH * DPPH
solucion Violeta Solucién Amarilla

Figura 29. Mecanismo propuesto para la reaccion entre
DPPH" y compuestos antioxidantes.

En consecuencia, la actividad antioxidante se determind en
con base en la disminucion de la absorbancia del radical
DPPH mediante el uso de microplacas de 96 pozos (Figura 30)
y un lector de microplacas Metertech AccuReader M965+. Por
esta metodologia los resultados son expresados normalmente
como valores de FRS50 (Concentracion inhibitoria) que co-
rresponden a la concentracion del compuesto o extracto nece-
saria para reducir en un 50 % la concentracion inicial de
DPPH. En el caso de estudio se usan ademas &cido ascérbico y
quercetina dos antioxidantes comerciales como patrones de
referencia.

Columnas

Muestras

Figura 30: Placa con muestras para la determinacion de la
actividad antioxidante con DPPH.

En la Figura 31 se observan las curvas de calibracién por
cuadruplicado con decaimiento exponencial en primera fase.
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Figura 31. Curvas de calibracion de los estdndares de
catecolaminas para determinar el FRSSO.

La simbologia que aparece en la parte derecha de las graficas
corresponde a designacion dada para cada replica.

Tabla 5: Resultados obtenidos de FRSs, para los estandares
Dopa, Dopamina, Norepinefrina, Serotonina y las muestras de
cascara de Mp verde, pintén y maduro en medio acido, neutro

y bési- co.
Muestra FRS;, (ng/mL)

MpvA 1,80+0,996
MpvN 312,90+0,561
MpvB 124,67+0,345
MppA 4,54x10- +9,06x10-
MppN 545,800,532
MppB 345,78+0,145
MpmA 5,12+0,735
MpmN 621,31+0,490
MpmB 515,56+0,178

En la Tabla 5 se observa que la actividad antioxidante de los
extractos segln el estado de maduracion y el medio de extrac-
cion es mayor para MppA con 4,54x10* pg/mL, MpvA 1,89
pg/mL y MpmA 5,12 pg/mL; el estado de maduracion pintén
y el medio de extraccion acido es el mas promisorio.

4.6.2 Analisis de contenido de fenoles totales.

La preparacion del plato se muestra en la Figura 32. En donde
los valores de absorbancia se trasforman a equivalentes de
acido galico/ gramos de extracto por medio de la ecuacion
resultante de la curva de calibracion del &cido galico.

Figura 32: Disposicién de las muestras en el plato para la
Cuantificacién de Fenoles por el método de Folin -Ciocalteu.
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La actividad antioxidante esta relacionada generalmente con
metabolitos que contienen grupos fendlicos, por ello se deter-
mino el contenido de fenoles totales (CTF) por el método de
Folin-Ciocalteu.

Tabla 6: Contenido de fenoles totales en las muestras de
cascara de Mp verde, pintdn y maduro en medio acido, neutro
y bésico.

Muestra Contenido total de
fenoles (uEq AG/g EH)
MpvA
169.0+0,093
MpvN
21,0+0,52
MpvB 24.6+4.42
MppA
169.0+0,093
MppN
39,940.87
MppB
40,1+1.31
MpmA
1403.3+1.39
IR 70.2+0.16
MpmB
65,6+3,05

En la Tabla 6 se observan los resultados para el contenido de
fenoles totales en los extractos. El mayor contenido de fenoles
por el método Folin-Ciocalteu segun el estado de maduracion
y medio de extraccion corresponden a MpmA 1403,3 pEq
AG/gEH, MppA 169 pEq AG/gEH y MpvA 92,7 pEq
AG/gEH; a medida que el estado de maduracién aumenta el
contenido fendlico se incrementa maduro>pinton >verde. El
medio de extraccion mas promisorio es el medio acido. Se
encuentra que existe una relacion directa entre el contenido de
fenoles totales y la actividad antioxidante en todos los extrac-
tos de céascara de M. paradisiaca.

5. CONCLUSIONES

.
*

Se aislo un compuesto terpenoide ciclico del extracto

cloroférmico de la cascara de M. paradisiaca corres-

pondiente a la cicloabissinone ¢ clicloeucalenona re-
portados en la literatura los cuales presentan el

m/z:424. Se recomienda realizar estudios posteriores

de RMN e IR para completar el estudio espectrosco-

pico y corroborar su estructura y su estereoquimica.

% Se determin6 por TLC-DPPH que el extracto méas
promisorio en cuanto actividad antioxidante fue el
extracto cloroférmico en donde la fraccion Mp3.2 y
Mp3.3 corresponden al terpenoide ciclico aislado con
caracteristicas antioxidantes.

¢+ Se logré identificar de forma cualitativa por HPLC la
presencia de compuestos de tipo fenil propanoides en
los extractos polares de cascara de M. paradisiaca.

% Se permiti6 la cuantificacion de catecolaminas por
fluorescencia y HPLC encontrando que la catecola-
mina que se encuentra en mayor concentracion en los
extractos de cascara de M. paradisiaca es la Dopa.

% Debido a los tiempos de retencién entre la Dopa y la
Norepinefrina tan cercanos entre si tr: 2,945 min y
tr:3,309 min no fue posible realizar su separacion por
HPLC.

% Usando HPLC se logro cuantificar la serotonina que
no fue posible por hacerlo por fluorescencia.

% Se determin6 que por fluorescencia y HPLC a medi-

da que aumenta el grado de maduracion de la cascara

10.

11.

de M. paradisiaca aumentaba la concentracion de ca-
tecolaminas y que el mejor medio de extraccion es el
acido.

Los extractos con mayor actividad antioxidante se-
gun el estado de maduracion y el medio de extrac-
cion corresponden a MppA con 4,54x10* pg/mL,
MpvA 1,89 pg/mL y MpmA 5,12 ug/mL; el estado
de maduracion pintén y el medio de extraccién acido
es el més promisorio.

Los extractos con mayor contenido de fenoles por
Folin-Ciocalteu segln el estado de maduracion y
medio de extraccion corresponden a MpmA 1403,3
UEgq AG/gEH, MppA 169 pEq AG/gEH y MpvA
92,7 uEq AG/gEH; a medida que el estado de madu-
racion aumenta el contenido fendlico se incrementa
maduro>pintdn >verde. El medio de extraccién mas
promisorio es el medio &cido.
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ANEXOS
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Figura 1. Relacidn de los espectros UV para las fracciones del extracto acuoso de la Musa Paradisiaca.
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Figura 2. Relacion de los espectros UV para las fracciones obtenidas por C.C. RP-18 del extracto acuoso de la Musa
Paradisiaca.
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Figura 3: Espectro de excitacion y emisidn por fluorescencia para los estandares de catecolaminas Dopa, Dopamina,
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