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Resumen

En la presente investigacion se trabajo con la flor de nabo Brassica rapa proveniente de
la provincia de Espinar de la regién Cusco, la muestra fue procesada en el laboratorio de
fitoquimica y bioquimica vegetal del 1IBBM de la Universidad Nacional Agraria La
Molina. EIl propoésito de este trabajo de investigacion, fue determinar los principales
grupos de metabolitos secundarios por tamizaje fitoquimico, solubilidad, citotoxicidad
frente a semillas de Lactuca sativa y capacidad antioxidante por el método de radical
DPPH. Los resultados de solubilidad, en ella se observé una mayor solubilidad en
solventes organicos, mientras que en solvente de mayor polaridad (agua) se muestra
insoluble, en el screnning fitoquimico se evidencio la presencia abundante de compuestos
fenolicos, flavonoides, triterpenos, esteroides, glicésidos cardiacos, antraquinonas,
taninos. La determinacion de la capacidad antioxidante, por el método de DPPH, presenta
mayor % de inhibicion a 1000 pg/ml y que este mismo extracto posee un ICso de 797,334
pug/ml. Mientras que en el andlisis del efecto alelopatico sobre las semillas de lechuga
Lactuca sativa se demostro que el extracto tiene un efecto inhibidor en el desarrollo de la
radicula. De acuerdo a los resultados obtenidos se puede evidenciar que las flores de
Brassica rapa presenta importantes compuestos quimicos y actividad antioxidante que

podria ser aprovechado en la actividad industrial de diferentes rubros.

Palabras claves: Tamizaje fitoquimico, actividad antioxidante, capacidad citotdxica,

Lactuca sativa y Brassica rapa.



Abstract

In this research we worked with the turnip flower Brassica rapa from the province of
Espinar of the Cusco region, the sample was processed in the laboratory of plant
phytochemistry and biochemistry of iiBBM of the National Agrarian University La Molina.
The purpose of this research work was to determine the main groups of secondary
metabolites by phytochemical screening, solubility, cytotoxicity versus Lactuca sativa
seeds and antioxidant capacity by the DPPH radical method. Solubility results, in it
observed greater solubility in organic solvents, while in solvent of greater polarity (water)
is insoluble, in the phytochemical screnning was shown the abundant presence of phenolic
compounds, flavonoids, triterpenes, steroids, cardiac glycosides, anthraquinones, tannins.
The determination of the antioxidant capacity, by the DPPH method, has a higher %
inhibition rate at 1000 g/ml and that this same extract has an IC50 of 797,334 g/ml. While
the analysis of the allopathic effect on Lactuca sativa lettuce seeds showed that the extract
has an inhibitory effect on the development of the radicle. According to the results obtained
it can be seen that the flowers of Brassica rapa present important chemical compounds and

antioxidant activity that could be used in the industrial activity of different areas.

Keywords: Phytochemical screening, antioxidant activity, cytotoxic capacity, sativa

lacquer and Brassica rapa.
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Introduccion

Las plantas son importantes para todos los seres vivos porque absorben el CO, ya que
liberan oxigeno que necesitan y son fuente de agentes terapéuticos que se emplean para la
fabricacién de medicamentos semisintéticos como materia prima. El uso de extractos de las
plantas ha aumentado progresivamente.

El Peru tiene una gran biodiversidad de plantas medicinales con fines curativos utilizados
de manera tradicional y empirica, que son fuente de recursos naturales para la
investigacion, y que poseen propiedades terapéuticas frente a diversas patologias,
sobresaliendo sus metabolitos secundarios, compuestos fenolicos, que tienen actividad
antioxidante y esta a su vez esta relacionada a la inflamacién y al tratamiento de otras
enfermedades. Evans, Hirsch, y Dushenkov (2006). Dentro de estas plantas se encuentra
Brassica rapa “flor de nabo”.

La actividad antioxidante tiene capacidad para inhibir la degradacion oxidativa, de
tal forma un antioxidante actla gracias a su capacitad para evitar o prevenir muchas
enfermedades. En la actualidad el estudio de compuestos fendlicos y flavonoides han
adquirido gran importancia ya que la mayoria de ellos cuidan el dafio producido por los
radicales libres. La especie de Brassica rapa subsp. campestris (L.) Clapham “Flor de
nabo” es una planta silvestre que se encuentra en los campos de cultivo de cebada y papa
libremente, posee abundante agua y escaso aporte calérico, pero tiene alto contenido de
fibra. También proporciona buena cantidad de vitamina C y B. EIl objetivo de la presente
investigacion, es determinar a través del screening fitoquimico, los grupos de compuestos
fendlicos y flavonoides asociados a la capacidad antioxidante y a la actividad citotdxica de
los extractos etanolicos de la parte floral de la especie Brassica rapa, con el fin de su
aprovechamiento en la prevencion y manejo de enfermedades. Por tal motivo se realizo esta

investigacion con la finalidad de determinar su actividad antioxidante y citotoxica



Capitulo |

Planteamiento del problema

1.1. Descripcion de la realidad problematica

El estrés oxidativo es un desequilibrio entre la produccion celular de especies reactivas de
oxigeno y los mecanismos antioxidantes que las contrarrestan. ElI cerebro con su alto
consumo de oxigeno y un entorno rico en lipidos se considera altamente susceptible al
estrés oxidativo o los desequilibrios redox. El estrés oxidativo esta implicado en varios
trastornos mentales, como depresion, trastornos de ansiedad, esquizofrenia y trastorno
bipolar. Salim (2014).

Los antioxidantes son sustancias que pueden detener o prevenir el dafio a las células
afectadas por los radicales libres, moléculas inestables que el organismo produce como
consecuencia a las presiones ambientales y de otros. Es conocido como “carrofieros de
RL”. Las fuentes de antioxidantes pueden ser artificiales como naturales. Ciertos alimentos
de origen vegetal son ricos en antioxidantes, y fitonutrientes.

Las plantas medicinales son la fuente mas rica de sustancias o compuestos empleados en
los sistemas tradicionales de medicina, popular, moderna, nutracéuticos, suplementos
alimenticios, intermedios farmacéuticos, y entidades quimicas para drogas sintéticas.
Gonzales y lazarte (2016).

Con el beneficio de que dichas plantas con sus principios activos, presentan minimos
efectos colaterales indeseados durante su uso terapéutico. Escalona, et al. (2015).

En el Perd los pueblos indigenas ancestrales son poseedores de un incalculable acervo de
conocimientos sobre plantas medicinales, el cual ha sido transmitido a través de varias
generaciones, lo que impulsa que el estudio de estas plantas se convierte en una necesidad
orientada a salvaguardar y proteger dichos saberes. Mamani (2017), Salaverry y Cabrera
(2014).

Brassica rapa se caracteriza por el contenido elevado de macro y micronutrientes, como
también por un alto contenido de glucosinolatos. Arias (2009). Teniendo en consideracion
que las plantas son fuentes de compuestos antioxidantes, el presente trabajo de
investigacion busca determinar la composicion de extracto etandlico de B. rapa y evaluar la
actividad antioxidante y citotdxica, con la finalidad de aportar en su estudio y posterior

actividad farmacoldgica. Sanchez (2013).



1.2. Formulacion del problema

1.2.1. Problema general

¢Cudl es la actividad antioxidante del extracto etanolico de las flores de Brassica rapa
subsp. campestris (L.) Clapham “flor de nabo™?

1.2.2. Problemas especificos

¢Cudl es la capacidad antioxidante del extracto etandlico de las flores de Brassica rapa

subsp. campestris (L.) Clapham “flor de nabo” en diferentes concentraciones?

¢Cudl es la capacidad antioxidante del extracto etandlico de las flores de Brassica rapa

subsp. campestris (L.) Clapham “flor de nabo” frente a trélox?

¢Cudl es la capacidad citotdxica del extracto etandlico de las flores de Brassica rapa subsp.
campestris (L.) Clapham “flor de nabo” de inhibicién del crecimiento en semillas de
lechuga?

1.3. Objetivos de la investigacion

1.3.1. Objetivo general

Evaluar la actividad antioxidante del extracto etandlico de las flores de Brassica rapa
subsp. campestris (L.) Clapham “flor de nabo”.

1.3.2. Objetivos especificos

Evaluar la actividad antioxidante del extracto etanolico de las flores de Brassica rapa

subsp. campestris (L.) Clapham “flor de nabo” en diferentes concentraciones.

Evaluar la actividad antioxidante del extracto etandlico de las flores de Brassica rapa

subsp. campestris (L.) Clapham “flor de nabo” frente a trélox.

Determinar la actividad citotoxica del extracto etandlico de las flores de Brassica rapa
subsp. campestris (L.) Clapham “flor de nabo” de inhibicion del crecimiento en semillas de

lechuga.

1.4, Justificacion
En la naturaleza, especialmente en los alimentos y las plantas medicinales se distribuyen
ampliamente los antioxidantes. Estos antioxidantes de origen natural, conformados

especialmente por polifenoles y carotenoides, presentan una variedad de efectos biologicos,



como propiedades antiinflamatorias, antienvejecimiento, antiaterosclerdticas vy
anticancerigenas.

Los productos naturales han sido y siguen siendo una gran fuente de especialidades
farmacéuticas, desde el afio 1981-2014 el 51% de las entidades quimicas aprobadas como
farmacos provienen directa o indirectamente de fuentes naturales, ya sea porque son
moléculas naturales o derivados semisintéticos de las mismas, 0 porque sus estructuras son
miméticas de las naturales y/o contienen un farmacdéforo originario de un producto natural.
Newman y Cragg (2016).

La medicina tradicional ha sido una fuente de muchos medicamentos importantes como
artemisina, galantamina, vinblastina, paclitaxel y muchos otros. Balunas y Kinghorn
(2005). Hasta el afio 2014 en Estados Unidos ya se comercializaban cuatro extractos
estandares como medicamentos aprobados por la Food and Drug Administration. Newman
y Cragg (2016).

Se sabe que Brassica rapa es una especie de cultivo de importancia econémica. Se cultiva
en todo el mundo como cultivos oleaginosos y vegetales. Pertenece al género Brassica,
tribu Brassiceae de la familia Brassicaceae. Vilar (2016).

Su potencial antioxidante ha sido evaluado, descubriéndose que el extracto acuoso de las
raices y partes aéreas poseen una considerable capacidad antioxidante para la eliminacion
de radicales DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo).

La presente investigacion aportara informacion relevante acerca de las bondades
medicinales de las estructuras de la planta que han sido poco estudiadas, lo que afianzara su
uso especialmente por las poblaciones mas necesitadas, generando ademds futuras

investigaciones en el campo de los medicamentos naturales.



Capitulo I1:

Fundamentos tedricos
2.1. Antecedentes
2.1.1. Nacionales
Matos, et al. (2010). En Arequipa, investigaron las propiedades antioxidantes en la especie
Corryocactus brevistylus (sancayo), relacionando dicha actividad con el contenido de
fenoles. Los resultados establecieron correlacion entre la capacidad antioxidante y el
contenido de fenoles.
Aparcana y Villareal (2014). En el Perd, valoraron y compararon el contenido de
polifenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu y su capacidad antioxidante en el
aguaymanto (extracto etandlico), provenientes de Ancash, Cajamarca, Junin y Huanuco,
mediante los métodos de ABTS (acido 2,2"-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico) y
DPPH (1,1"-difenil-2-picril-hidrazilo). Los frutos provenientes de Huanuco presentaron una
mejor respuesta antioxidante en comparacion a los de Ancash, Junin y Cajamarca,
concluyéndose por lo tanto que podrian ser beneficiosos para la salud.
Garayar y Chavez (2016). En Ancash, evaluaron en las hojas, tallos y flores de la planta
Loricaria ferruginea la capacidad antiradicalaria a través del método de DPPH. Se observo
una mayor capacidad antioxidante en la fraccion de acetato de etilo en donde se evidencio
la presencia de flavonoides y catequinas.
Villavicencio (2016). En Pasco, se evaluo el contenido de capsaicinoides (capsaicina y
dihidrocapsaicina) fue determinado via HPLC y el contenido de polifenoles totales por
folin-ciocalteau en las variedades rojo y amarillo de C. pubescens. Los resultados
mostraron que el rocoto amarillo presenta mayor contenido de polifenoles totales y mayor
actividad antioxidante.
Figueroa y Molliendo (2017). En Lima, evaluaron la capacidad antioxidante de Hylocereus
undatus “pitahaya” y sus fitoconstituyentes, usaron el método DPPH (Brand-wiliams W).
Se concluyd que la parte comestible de H. undatus “pitahaya” presentd capacidad
antioxidante, identificando flavonoides, azucares reductores, compuestos fendlicos,

alcaloides y esteroides.



2.1.2. Internacionales

Armesto, et al. (2012). En Espafia, investigaron Brassica spp. Caracterizada por los
componentes bioactivos como vitamina C, compuestos fendlicos, glucosinolatos,
carotenoides, etc. Concluyendo que presenta mayor capacidad antioxidante y el contenido
en fenoles en hojas y tallo.

Soengas, et al. (2012). En Espafia, se estudiaron la actividad antioxidante de seis cultivos
de Brassica como col rizada, col, nabicol, brocoli, col tronchuda, con métodos de DPPH y
FRAP. La col rizada y la coliflor presentaron mayor capacidad antioxidante. La actividad
antioxidante de los cultivos de Brassica se relaciond con diferencias en la composicion
fendlica y los contenidos fenolicos totales.

Sotelo, et al. (2014). En Estados Unidos, estudiaron métodos de transferencia de electrones,
contenido fenolico, antocianina y carotenoide en B. oleracea. Fueron detectados 19 QTL
(locus de un caracter cuantitativo) para todos los rasgos. Tres regiones genomicas
determinaron la variacion para mas de un método. Después del anlisis sintético con A.
thaliana, se proponen varios genes candidatos relacionados con la biosintesis de
fenilpropanoide para los QTL encontrados.

Talreja, et al. (2015). En La India., valoraron la eficacia del extracto de Brassica oleracea
como antioxidante hepatoprotector. Se encontrd que la actividad antioxidante en el extracto
es de 1.295 equivalentes al extracto de acido ascorbico/gm y 14.77 equivalente al extracto
de &cido ascorbico/gm macerado en frio. El analisis por HPLC ha determinado la presencia
de gluconapina y glucobrassicina que son excelentes antioxidantes.

Upadhyay, et al. (2016). En Estados Unidos, evaluaron los fitoquimicos en la col que
activan y utilizan los medicamentos antioxidantes. Los extractos metandlicos de las
especies como B. oleracea L. var. Italica (brécoli), B. oleracea L. var. Botrytis (coliflor), B.
oleracea L. var. Capitata (col verde) y B. oleracea L. var. Capitata f. Rubra (col roja), se
analizaron su capacidad antioxidante. Determinaron la presencia de flavonoides vy
compuestos fendlicos confirmando la capacidad antioxidante in vitro.

Seong, et al. (2016). En China, se evalu la actividad antioxidante del extracto de las hojas
de Brassica rapa mediante el ensayo DPPH, FRAP, TEAC y ORAC. Los &cidos fenodlicos y
los flavonoides se separaron e identificaron mediante cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) y cromatografia liquida/espectrometria de masas (LC/MS). La hoja
externa tuvo la actividad antioxidante mas fuerte con el contenido méximo de

antioxidantes, seguida de las hojas media e interna. El andlisis del componente principal



(PCA) revel6 que la hoja externa esta positivamente relacionada con el contenido de acido
cafeico, acido p-cumarico, acido ferdlico y miricetina, mientras que las hojas media e
interna estan negativamente relacionadas con el contenido de &cido sinaptico.

Wang, et al. (2016). En China, se investigd la optimizacion de la extraccion, la
caracterizacion y la actividad antioxidante in vitro de los polisacaridos de la raiz de B. rapa
L. (BRP). Las condiciones 6ptimas de extraccion con un rendimiento de extraccion de
21,48 + 0,41% para BRP bruto se obtuvieron de la siguiente manera: temperatura de
extraccion 93 ° C, tiempo de extraccion 4,3 hy relacion de disolvente de extraccion (agua) a
materia prima 75 ml/g. EI BRP bruto se purificd. El andlisis de composicion de
monosacaridos indic6 que BRP-1-1 estaba compuesto de manosa, ramnosa, glucosa,
galactosa y arabinosa, BRP-2-1 estaba compuesto de ramnosa, acido galacturénico,
galactosa y arabinosa, y BRP-2-2 estaba compuesto de ramnosa y acido galacturénico en
una relacion molar de 1.27: 54.92. Ademés, el BRP bruto exhibié una actividad
antioxidante relativamente mayor in vitro que las fracciones purificadas; por lo tanto,
podria usarse como antioxidante natural en alimentos funcionales o medicamentos.
Mahmud, et al. (2019). En la India, Se determiné la actividad antioxidante de Brassica
juncea L.). La aplicacion exogena de EDTA a las plantulas tratadas con Cd reduce las
lesiones oxidativas inducidas por Cd al restringir la absorcion de Cd, aumentar la
concentracion de NPT y regular al alza la mayoria de los componentes de sus sistemas de
defensa antioxidante y glicoxalasa.

2.2. Bases teoricas

Flor de nabo (Brassica rapa)

Las plantas de B. rapa son hierbas con una diversidad de habitos de crecimiento. Las
plantas generalmente el tallo es robusto y con una altura que puede sobrepasar 1.5 m, las
hojas son de color verde claro, lobuladas o entera y con borde dentado, dispuestas
alternativamente, y a menudo son cerosas. Muchas especies son bianuales. Las flores de
color amarillo, cuatro pétalos generalmente nacen en racimos y dan frutos secos conocidos

como siliques o silicles, dependiendo de su longitud. Arias (2009) y Gomez (2000).
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Figura 1. Brassica rapa “flor de nabo”. Morfologia de la planta y sus partes.
Fuente: Conabio (2019)

Clasificacién taxonomia

Division : Magnoliophyta

Clase : Magnoliopsida

Orden : Capparales

Familia : Brassicaceae

Género : Brassica

Especie : Brassica rapa subsp. campestris (L.) Clapham

Nombre comdn: Flor de nabo
1 Composicion quimica
Principalmente se han determinado compuestos fendlicos como el &cido sinaptico, ferulico,
cafeico y p-cumarico; kaempferol y 4&cidos organicos como el aconitico, citrico,
cetoglutarico, malico, shikimico y furdmico. Conabio (2000).
Polifenoles
Los Polifenoles son compuestos bio-sintetizados por las plantas (flores, hojas, tallos y
frutos). En la naturaleza existen una amplia variedad de compuestos que presentan una
estructura molecular caracterizada por la presencia de uno o varios anillos fenélicos. Estos
compuestos son denominados polifenoles (PF). Algunos de estos compuestos son
indispensables para las funciones fisioldgicas vegetales y otros en funciones de defensa

ante situaciones de estrés. Quifiones, et al. (2012).


http://www.conabio.gob.mx/

Son conocidos por sus propiedades antioxidantes ademas de otras actividades bioldgicas
beneficiosas para la salud, se ha demostrado que los polifenoles poseen importante
estructura quimica para retener radicales libres, la actividad antioxidante aporta una mayor
cantidad, que las vitaminas C y E. Cartaya y Reinaldo (2001).

Los Polifenoles son materia de interés de investigadores y grandes industrias, lo que ha
llevado a realizar diversos estudios con el fin de encontrar PF con propiedades
farmacologicas de interés dentro de las que se encuentra el caracter antioxidante,
importante para combatir las enfermedades por el estrés oxidativo. Adicionalmente a la
capacidad antioxidante de estos compuestos, se les atribuye propiedades antiinflamatorias,
antialérgicas, antitrombdticas, antimicrobianas, antineoplasicas y anticancerigena.
Valencia, et al. (2017).

Flavonoides

Son compuestos ampliamente diseminados y se caracterizan por tener dos anillos
aromaticos bencénicos unidos por tres atomos de carbono, con estructura Cg-C3-Cg, que
pueden o no formar el tercer anillo y de forma universal en las plantas vasculares, en forma
de glicosidos. Fernandes, et al. (2007).

En el género Brassica se han identificado quercetina-3-diglucosidos-7-diglucosido,
quercetina-7-glucésido, kaempferol-7-glucésido, kaempferol-3-diglucésido y kaempferol-
3-diglucosido. cartaya y Reinaldo (2001).

Son denominados estos anillos como A, B y C; los atomos de carbono individuales son
referidos por el sistema numérico, el cual emplea nimeros ordinarios para los anillos A 'y

C, y para el anillo B nimeros primos. Cartaya y Reinaldo (2001).

. Figura 2. Estructura
basica del esqueleto
flavondlico. Anillos de
atomos de cabono.
Fuente: Lock (2016)

Clasificacion:

6

Los flavonoides son clasificados

5 4

de acuerdo con la sustitucion del
anillo C. Es importante la posicion del anillo B y el estado de oxidacion del anillo

heterociclico (Figura 4).
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Los diferentes tipos de flavonoides estan en relacion a una ruta biosintética, que incorpora
precursores de las rutas del acetato malonato y del shiquimato.
Generalmente el azucar que estd presente en los flavonoides es la glucosa, también lo

podemos encontrar como ramnosa, xilosa y galactosa. Lock (2016).
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Figura 3.
Tipos de

flavonoides. Estructura central y subgrupos de los flavonoides.
Fuente: Cartaya y Reynaldo (2001)

Funciones y propiedades:
Las funciones de los flavonoides se pueden resumir en tres grupos: papel de sefial quimica,

defensa y efecto sobre las enzimas.
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Los flavonoides ejercen funciones importantes en las plantas principalmente como
pigmentos de colores amarillos en pétalos de flores para atraer a diversos insectos
polinizadores, también implicados en la filtracion de los rayos UV, microorganismos
(bacterias y hongos) protegiendo las plantas. A nivel celular cumplen funciones de
reguladores del ciclo celular. Cartaya y Reinaldo (2001).
Aplicaciones terapéuticas de los flavonoides
El uso terapéutico de los flavonoides ha sido usado empiricamente en el tratamiento de
enfermedades, ya que esta practica es antigua que la ciencia de estos compuestos quimicos.
Son conocidos los efectos farmacoldgicos con el descubrimiento de nuevos flavonoides de
origen vegetal.
Dependiendo de su estructura quimica los flavonoides poseen variedades de propiedad
terapéutica como las que mencionamos. Lock (2016).

e Accion antiinflamatoria (taxifolina y bavaquinina)

e Accion antialérgica (baicaleina y sales derivados de la cromona)

e Antihepatotoxico (la silimarina)

e Antiesclerotica y antiedematosa (rutina)

e Contra la arterosclerosis

e Contra la diabetes mellitus (quercetina)

e Expectorante

e Contra la Ulcera al estdbmago y el duodeno

e Antimicrobiana (derivados de catequina)

e Accion diurética
Capacidad antioxidante
Es la capacidad de una sustancia para inhibir la degradacion oxidativa, de tal forma que un
antioxidante actta principalmente a nivel de los orbitales desapareados transfiriendo
electrones que permiten restaurar a los electrones perdidos, produciendo en la molécula la
pérdida de su poder pro oxidante razén por la cual se les conoce como antioxidante.
Pallardé (2017).
Usos terapeuticos
Principalmente se le asocian beneficios como diurético, expectorante, purificador de la
sangre, emoliente, antipirético, alcalinizante, laxante leve, anticanceroso y en la
eliminacion de toxinas. Medlineplus (2019).

Antioxidantes
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Es una molécula lo suficientemente estable como para donar un electrén a un RL y
neutralizarlo, disminuyendo asi su capacidad de dafiar (a nivel celular). Algunos como el
ubiquinol el glutation y el acido Urico, se producen durante el metabolismo normal en el
organismo. Pallardd (2017).

Son sustancias presentes en el cuerpo o en los alimentos a bajas concentraciones, que
controlan o inhiben la oxidacion, siendo que los principales entre los micronutrientes
(vitaminas) son la vitamina E (a-tocoferol), la vitamina C (&cido ascorbico) y el caroteno B;
los cuales el organismo no los puede fabricar, por lo tanto deben ser suministrados con la
dieta (Figura 6). Shahidi y Ambigaipalan (2018).

Respiracion celular
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Figura 4. Respiracion celular. Resumen de las vias de produccion de RL y los principales sistemas oxidantes.
Fuente: Cartaya y Reynaldo (2001)

El cuerpo también produce algunos antioxidantes, conocidos como antioxidantes
enddgenos. Los antioxidantes que previenen del exterior del cuerpo se denominan
exogenos. Londofio (2012). Por otra parte, su uso como suplementos — en altas dosis-
mayormente puede estar relacionado con problemas para la salud. El beta-caroteno puede
elevar el riesgo de cancer de pulmoén. Medicalnewtoday (2018).

El consumo de antioxidantes esta asociado con la prevencion de enfermedades

degenerativas ocasionados por el estrés oxidativo como: Aterosclerosis, Parkinson,
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Alzhéimer o Céncer, ya que son responsables del mecanismo de defensa del organismo
frente a patologias. Moharram y Youssef (2014).

Pueden clasificarse como antioxidantes primarios y secundarios, los primarios son los que
al reaccionar rompen la cadena con los radicales lipidicos, que los convierte en productos
méas estables; y los secundarios cumplen la funcion de retener los radicales libres.
Moharram y Youssef (2014).

Los antioxidantes alimentarios se dividen en varias clases como los polifenoles, los acido
fendlicos y los flavonoides que es el grupo mas grande. La otra clase de antioxidante
dietético integra carotenoides, vitaminas y minerales. Bunaciu, et al. (2015).

Radicales libres y estrés oxidativo

Cuando se presenta un desequilibrio entre los radicales libres (RL) y los antioxidantes,
acontece el estrés oxidativo (EO). Estos RL oxigeno con un namero desigual de electrones,
lo que les permite reaccionar con gran facilidad con otras moléculas, proceso denominado
oxidacion, que pueden ser beneficiosos o perjudicales. Gonzales y Sabana (2015). Esta
oxidacion ocurre en las células siendo un proceso normal e indispensable. Cuando los RL
cumples una correcta funcion, estos pueden ayudar a combatir patdgenos conducentes a
infecciones. Elejalde (2001).

Los RL son derivados del metabolismo esencial, tanto en el organismo como provenientes
de fuentes externas por ejemplo por exposicion (rayos X, ozono, cigarrillos, quimicos
industriales y contaminacion ambiental). Su formacién se produce continuamente a nivel
celular producto de reacciones enzimaticas y no enzimaticas. Las enzimaticas incluyen la
fagocitosis, sintesis de prostaglandinas y el sistema del citocromo P-450. Las no
enzimaticas son producto de reacciones del oxigeno con compuestos organicos, y también

por reacciones ionizantes. Viada, et al. (2017).

Es de esperarse que las reacciones de los RL generen cambios adversos progresivos,
acumulables con el paso del tiempo en todo el cuerpo. Lo que se considera comdn. Sin
embargo, a este patron esperado se le superpone la genética y las diferencias ambientales,
estos factores modulan el dafio por RL, ocasionando alteraciones en la relacion estructura-
funcion a nivel celular asociada a fisiopatologia primaria con la consecuente aparicion de
enfermedades caracteristicas a determinadas edades por factores genéticos. Corrales y
Mufoz (2012).
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Recientemente se ha visto que el EO afecta a los sistemas de control epigenético y que las

enzimas de regulacién de este sistema, también pueden regular el EO. Resaltdndose que

leucemias, diabetes tipo Il y gran ndmero de enfermedades denominadas como raras,

(sindrome del X fragil o el sindrome de Rett), son debidas a alteraciones epigenéticas.

Venereo (2002).

2.3. Marco conceptual

= Capacidad antioxidante: es la actividad biologica responsable para inhibir la
degradacién oxidativa previniendo ciertas enfermedades.

= Tamizaje fitoquimico: es una de las etapas iniciales de la investigacién fitoquimica,
permite identificar cualitativamente los compuestos quimicos presentes en la planta.

= Antioxidante: Son sustancias cuya accion inhiben la oxidacion de los radicales libres
que al disminuir pueden provocar dafio celular, envejecimiento y algan tipo de cancer.

= DPPH: Es una abreviatura para el compuesto quimico 2,2-difenil-1-picrilhidracilo, es
un polvo cristalino de color oscuro conformado por moléculas de radicales libres que se
decolora ante la reaccion de un radical oxidante.

= Flavonoides: Son pigmentos casi universales en los vegetales, mayormente
hidrosolubles, y son responsables de la coloracion de las flores, frutos y a veces de las
hojas.

= Polifenoles: Con compuestos bio-sintetizados por las plantas, formado por un grupo
hidroxilo unido a uno o varios anillos bencénicos, que no solo se caracteriza por ser
antioxidantes.

= Actividad Citotdxica: Es la accion de compuestos en estructuras y fisiologia que es vital

para la célula, lo que ocasiona alteraciones en el metabolismo o estructurales.

2 4. Hipotesis

2.4.1. Hipdtesis general

El extracto etandlico de las flores de Brassica rapa subsp. campestris (L.) Clapham “flor de
nabo” presenta actividad antioxidante.

2.4.2. Hipotesis especifica

El extracto etanolico de las flores de Brassica rapa subsp. campestris (L.) Clapham “flor de

nabo” presenta actividad antioxidante en diferentes concentraciones.

El extracto etandlico de las flores de Brassica rapa subsp. campestris (L.) Clapham “flor de

nabo” presenta mejor actividad antioxidante que trélox.
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El extracto etandlico de las flores de Brassica rapa subsp. campestris (L.) Clapham “flor de

nabo” presenta actividad citotoxica de inhibicion del crecimiento en semillas de lechuga.

2.5. Operacionalizacion de las variables e indicadores

Tabla 1. Operacionalizacion de las variables e indicadores.

Variable
independiente

Defnicion
operacional

Dimensién

Indicadores

Brassica rapa
subsp. Campestris
(L.) Clapham "flor
de nabo"

Planta silvestre,
anual, ramificado,
erecta de la familia
Brassicaceae.

Extracto de
flores secas
pulverizadas.

concentracion masa /
volumen expresado
eng/ml.

Variable Definicion . . .
. . Dimension Indicadores
dependiente operacional
Inhibicion de las Capacidad

Actividad
antioxidante

especies reactivas del
oxigeno (radicales
libres)

antioxidante
(antiradicalaria)
DPPH

(%) inhibicién

Actividad
citotoxica

Inhibicién del
crecimiento de las
radiculas e
hipocotilos de las
semillas de lechuga

Variables, definicion operacional, dimension e indicadores.

Fuente: Elaboracion propia.

Capacidad
citotéxica

(%) inhibicién
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Capitulo 111

Metodologia

3.1. Tipoy nivel de investigacion

= Investigacion experimental: esta enmarcada en condiciones controladas de laboratorio de
base prospectiva ya que se generaron datos como resultado de los analisis que se
realizaron.

» Aplicada: busca resolver los problemas al estrés oxidativo mediante la actividad
antioxidante.

= Transversal: se realizaron en concordancia a un cronograma preestablecido, en un solo
corte.

3.2. Descripcion del método y disefio

La investigacion corresponde al disefio experimental, transversal y prospectivo.

Las pruebas se llevaron a cabo en los diferentes laboratorios del Instituto de Investigacion

de Bioquimica y Biologia Molecular de la Universidad Nacional Agraria La Molina, con el

asesoramiento de investigadores en bioquimica vegetal especializados en la extraccion y

cuantificacion de metabolitos secundarios.

3.3. Poblacion y muestra

Poblacion: Conformado por las Flores de Brassica rapa subsp. campestris (L.) Clapham

“flor de nabo™.

Muestra: Extracto etanolico de las flores de Brassica rapa subsp. campestris (L.) Clapham

“flor de nabo”.

3.4. Técnica e instrumentos de recoleccion de datos

Para la recoleccion de la informacion se usé una ficha pre-elaborada en donde se anotaron

los resultados de los andlisis, toma de datos con instrumentos analiticos de medicion de

manera sistematica y confiable, respecto a los resultados de los experimentos realizados

durante el proceso de investigacion.

v Tamizaje fitoquimico

Fundamento: Es un método cualitativo que nos permite identificar los grupos de

metabolitos secundarios presentes en los extractos de las plantas, a través de la observacion

y diferenciacion de precipitados, turbidez o virajes de color. Dentro de los principales

grupos de metabolitos secundarios encontramos a los flavonoides, taninos, alcaloides,
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saponinas, esteroles, antraquinonas, cardiotonicos, compuestos fendlicos, entre otros. Las

fracciones y reacciones se analizaron segun la metodologia propuesta por. Lock (2016).

Recoleccion de la Muestra:

Las flores de la especie Brassica rapa subsp. campestris (L.) “flor de nabo” se recolectaron
en el distrito de Espinar, provincia de Espinar, departamento del Cusco, a una altitud de
3800 msnm. El lugar de colecta de la planta se caracteriza por contar con campos de cultivo
de avena, papa, cebada entre otras variedades de cultivo. La colecta se realizé en estado de
floracion en el horario de 7.00 a 8.00 am durante los meses de febrero, marzo y abril del
20109.

Secado de la muestra:

Las flores de B. rapa fueron seleccionadas y secadas a temperatura ambiente bajo sombra
por un aproximado de 04 dias, luego se complet6 el secado en estufa de conveccion a 40°C
durante 48 horas y hasta obtener un peso constante. Posteriormente las flores se
pulverizaron en licuadora hasta la formacién de harina de flores, las cuales se guardaron en
frascos ambar con tapa hermética, a temperatura y humedad controlada y en oscuridad, para
Su mejor conservacion.

Obtencion del extracto etandlico:

Se pesaron 10 gramos de la muestra pulverizada y se colocd dentro de un frasco color
ambar de 250ml. Se agregé 100ml de etanol al 96% al frasco que contenia la muestra,
cubriendo el frasco con papel aluminio, para luego dejar macerando por 07 dias, agitando la
muestra cada dia. Cumpliendo los dias de maceracidn, se filtrd el extracto resultante con
ayuda de un embudo y papel filtro Whatman N° 04, se lavo las paredes del frasco con
etanol (10-20ml) para arrastrar la muestra sobrante. Seguidamente se llevé a un volumen
final de 100ml afiadiendo etanol. De este volumen, se reservaron 50ml en un frasco &mbar
cubriendo con papel aluminio y se almacend en refrigeracion. Se reservaron 5 ml del
extracto crudo (Fraccion A) para las pruebas de gelatina. FeCls, ninhidrina y Shinoda y los
45ml restantes se transfirieron a un matraz de 250ml y se llevo a la estufa de vacio a 40°C
para su secado.

Método

Fraccion A: Se practicaron las siguientes reacciones:

e Reaccidon con Gelatina (Determinacién de taninos):
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De la fraccion a ensayar se coloca en un tubo de ensayo 5 gotas de reactivo de gelatina y se
agrega 5 gotas de NaCl al 5%. Dejar dejé reposando por unos minutos. Si se observa la

aparicion de una precipitacion y/o turbidez, el resultado es positivo.

e Reaccion de FeCl; (Determinacion de taninos):
De la fraccién a ensayar se coloco6 en un tubo de ensayo 2 gotas del reactivo y compararlo
con el control, seguidamente observar la reaccion en 2 segundos. Resulta positivo la
aparicion de verde oscuro, que afiadiendo mas gotas del reactivo no cambia.
e Reaccion de Ninhidrina (Determinacion de amino4cidos):
A la muestra a ensayar afadir 2 gotas del reactivo de ninhidrina al 1%, luego llevar a
bafio maria por unos minutos. Resulta positiva la coloracion azul violeta.
e Reaccion de Shinoda (Determinacion de flavonoides):
De la fraccion a ensayar se afiadié una lima de Mg metalico, luego se agreg6 5 gotas del
reactivo de Shinoda y 5 gotas de HCI concentrado. La coloracion naranja con formacion
de espuma el resultado es positivo.
Fraccion Insoluble y solucion acida:
La fraccion etanolica del extracto crudo fue secada a 40 °C hasta evaporar todo el etanol,
después se resuspendio la muestra con 15ml de HCI al 1 %. y se llevo a estufa a 50 °C por
un tiempo de 90 minutos. Cumplido el tiempo se filtrd la muestra. El proceso se repite
nuevamente. El filtrado pertenece a la solucion &cida y lo restante que quedo en el papel
filtro es la solucion insoluble.
Fraccion Insoluble:
Con agua destilada se lavé el papel filtro y se secO en la estufa a 45 °C por 48 horas,
conservandose en un desecador hasta su uso. En un beacker colocar el papel de filtro con la
solucion insoluble y adicionar 10 ml cloroformo, para disolver los solutos adheridos.,
agitando constantemente. Finalmente se calienta en la plancha, evitando la evaporacion.
Con ayuda de un embudo y papel Whatman se filtr6 la solucién y se extrajo los residuos de
agua con sales de sulfato sodico. Se adiciond 5 ml con cloroformo como volumen final.
Esta es la fraccion B.
Fraccion B: Se realizaron las siguientes reacciones:

e Reaccion de Liebermann-Burchard (Determinacion de esteroides y/o triterpenos):
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Se mezclaron 1 ml de anhidrido acético y 1 ml de cloroformo. Luego se agrega 2 ml de la
fraccion a ensayar posteriormente por las paredes del tubo se deslizaron gotas de H,SO4
previamente enfriado a 0 °C. La coloracion del anillo verde petréleo resulta positiva para

esteroides.

e Reaccion de Borntranger (Determinacion de antraquinonas):
De las fracciones a ensayar se colocd 5 gotas en un tubo de ensayo y se agregdé 5 ml de
NaOH al 5 %, se agita y se espera la separacion de las fases. La formacion del anillo de
color rojizo en la interfase, evidencia la presencia de antraquinonas.
De las fracciones Tratamiento de la solucion &cida:
Medir el pH de la solucion &cida, se agregd amoniaco para alcalinizar la solucion a un pH
9. La solucion alcalina se llevo a una pera de decantacion agregando cloroformo 25 ml.
Agitandose y dejar reposar hasta que forme las fases. El extracto alcalinizado en la fase
superior y la cloroférmica es inferior. Repetir el primer paso reemplazando el cloroformo
por el triclorometano. Conservando las fases en cada envase correspondiente.
Tratamiento de la Fase Cloroformica:
La fase cloroférmica se agregd a la pera con 15 ml de agua destilada, agitandose y dejando
reposar hasta formar una capa intermedia.
Se decanto la pera conservando la fase acuosa para afiadir al matraz de fase acuosa, lavando
con 15 ml de agua siguiendo el proceso anterior. Con sulfato de sodio anhidro se seco la
fase cloroformica y se filtro.
Fraccion C:
Fraccion Cloroférmica:
e Reaccion de Kedde (Determinacién de cardenolidos):
En un tubo de ensayo se agregd 5 ml del reactivo Kedde y unas gotas de KOH 5,7 %. La
presencia del anillo rosado en la interfase y rosado claro en la fase superior.
e Liebermann-Burchard (Determinacion de esteroides):
Por las paredes del tubo de ensayo agregar 5 gotas del reactivo de Liebermann-Burchard
mas 10 gotas de acido acético. La formacion del anillo de color verde, reaccion positiva.
e Reactivo de Mayer (Determinacion de alcaloides):
En un tubo de ensayo adicionar 1 ml de solucion concentrada y se agreg6 unas gotas de
reactivo Mayer. La formacion de turbidez lechosa la reaccidn es positiva.

e Dragendorff (Determinacion de alcaloides):
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En el matraz que contiene los solidos de la fraccion D afadir HCI 1%. Con una bagueta se
agitd y con un capilar, recoger esta solucion en el interior. De esta solucidn se concentrd
gota a gota en un papel filtro colocandolo en un soporte de cartdn, agregar el reactivo
Dragendorff. La formacion de un anillo marrén alrededor de la concentracion de la
muestra, indica positivo.
Tratamiento de la Fase Acuosa:
Saturar con sulfato de sodio anhidrido, filtrar y pasar a una pera de decantacion realizando
las extracciones con una solucion de triclorometano/etanol.
Después de las dos extracciones separar las fases. Fase Cloroférmica se almacend en un
matraz y la fase acuosa sera la fraccion E.
Fraccion E:
e Reactivo de Shinoda (Determinacion de flavonoides):
Como se indicd lineas arriba.
e Rosenheim (Determinacién de leucoantocianidinas):
Afadir 5 gotas de HCI 2N vy llevar a bafio maria por un tiempo de media hora. La
coloracion verde intenso indica reaccion positiva.
Obtencion de la fraccion cloroférmica:
La solucion cloroférmica devolverlo del matraz a la pera de decantacion. Con sulfato
sodico se lavo con 10 ml y se agito, sequidamente se separd las fases.
La fase acuosa se elimina y la organica se llevo a un matraz, para secar la solucién organica
con sulfato sodico. Se filtrd y se conservé en un matraz. Se obtiene la Fraccion D.
Fraccion D:
e Reactivo de Shinoda (Determinacion de flavonoides)
e Reaccion de Rosenheim (Determinacion de Leucoantocianidinas)
e Reaccion de Kedde (Determinacion de cardenolidos)
e Reaccidn de Liebermann-Buchard (Determinacion de esteroides y triterpenos)
e Reactivo de Mayer (Determinacion de alcaloides)
e Dragendorff (Determinacién de alcaloides):
Los procedimientos de cada una de estas reacciones son los mismos empleados en las otras
fracciones.
v Actividad antioxidante por el método de DPPH

Fundamento
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La capacidad antioxidante se analiz6 por el método espectrofotométrico visible, en donde
se mide la disminucion de la concentracion, que contiene un radical libre DPPH, como una
solucion patron del reactivo 2,2-difenil-1-picrilhidrazil, para la determinacion de
compuestos antioxidantes se utilizd la técnica analitica DPPH que fue propuesto por. Blois
y Col. (1958).

Metodologia

Se prepard una solucion de DPPH a una concentracion de 0.3 pg/ml en etanol. Se
prepararon soluciones del extracto a 50, 100, 250, 500 y 1000 pg/ml. También se prepard
trélox a las concentraciones de 250, 500, 750 y 1000 pg/ml.

El ensayo se ejecutd segun el disefio esquematizado en las siguientes tablas.

Tabla 2. Disefio de ensayo DPPH para las soluciones del extracto.

Volumen Volumen
Grupos experimentales Control
Orden 1 2 3 4 5 6
Sol. DPPH 0.8ml | 0.8ml 0.8 ml 0.8 mi 0.8 ml 0.8 ml
Etanol 2ml
Sol. De extractos
50 2ml
100 2 mi
250 2 mi
500 2 ml
1000 2mi
Volumen total 2.8 ml 2.8 ml 2.8 ml 2.8 ml 2.8 ml 2.8 ml

Solucion del extracto a concentraciones de 50, 100, 250, 500 y 1000 pg/ml.
Fuente: Elaboracion propia
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Tabla 3. Disefio de ensayo DPPH para las soluciones del Trolox.

Volumen (ml) Volumen (ml)
Grupo estandar Control
Orden 1 2 3 4 5
Sol. DPPH 0.8 ml 0.8 ml 0.8 ml 0.8 ml 0.8 ml
Metanol 80 % 2ml
Sol. de Trélox
250 2 mi
500 2mi
750 2mi
1000 2 mi
Volumen total 28ml 28ml 28ml  28ml  2.8ml

Solucion de trolox a concentraciones de 250, 500, 750 y 1000 pg/ml.

Fuente: Elaboracion propia

Luego, las muestras fueron incubadas en ausencia de la luz durante 30 minutos.
Inmediatamente fueron leidas las absorbancias a 517 nm.
El calculo de inhibicion se realiz6 con la siguiente formula:

Ac — (Am — Abm))
x 10
Ac

% de inhibicion = (

Ac = Absorbancia del blanco reactivo (DPPH + metanol)
Am = Absorbancia de la muestra + DPPH
Abm = Absorbancia del blanco muestra (muestra + metanol)

v Capacidad citotdxico del extracto de Brassica rapa sobre el desarrollo de las
semillas de Lactuca sativa (lechuga)

Fundamento

El objetivo del ensayo fue determinar la inhibicion parcial o total del crecimiento de
hipocotilos y radiculas de semillas de Lactuca sativa (lechuga), se calculé el porcentaje de
inhibicién midiendo la longitud de la raiz con la muestra analizada con respecto a la
longitud de la raiz muestra control. Ticona, et al. (1998) y POE. Implementado del 1IBBM

de la Universidad Nacional Agraria.

= Materiales:

-Pinzas con punta de ceramica
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-Semillas germinadas (20 hrs.)

-Extracto

-Micropipeta de 100, 1000 y 5000 ul.

-Tips de 100, 1000 y 5000

-Bandejas de acero con tapa

-Discos de papel filtro whatman

-Microplacas y placa petri

-Agua destilada

-Pizeta

-Incubadora con fotoperiodo, VELP SCIENTIFICA FOC 2251
Meétodo
Las semillas de lechuga se seleccionaron para el proceso de germinacion que consistio en
colocar las semillas en placa petri acondicionado con papel filtro whatman humedecido con
agua destilada, luego la placa petri se ubicé en la bandeja metélica cubriendo las paredes
con papel toalla humedecido para luego incubar a una temperatura de 20 °C durante 20
horas. En paralelo se colocaron discos de papel filtro Whatman en 10 placas petri de 2.5
cm. de diametro. Transcurridas las 20 horas de pregerminacion se eligieron 5 semillas méas
uniformes y se colocaron en paralelo y en forma circular, en la superficie del papel filtro de
cada una de las placas. Posteriormente se afiadieron 700 ul de agua destilada en la parte
media de cada placa y luego se taparon las placas, para incubar dentro de la camara de
humedad durante 52 horas a 20 °C. Al completar el tiempo de incubacion se procedié a
medir el tamafio del hipocétilo y radicula de las semillas.
3.5. Técnicas de procesamiento y analisis de datos
Los datos se analizaron mediante el analisis comparativo de varianza (ANOVA), seguido
de la comparacion de medias de Dunett con un grupo control, prueba de Kruskal-Wallis y
test de Shapiro-Wilk.
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Capitulo IV

Presentacion y analisis de resultados

4.1. Presentacion de resultados
v Ensayo preliminar de solubilidad
Se muestran los resultados obtenido del andlisis de solubilidad del extracto etanélico seco

de las flores de Brassica rapa “Flor de nabo”, en la siguiente tabla.

Tabla 4. Solubilidad del extracto etandlico de Brassica rapa "flor de nabo”

Solventes Solubilidad
Diclorometano Soluble
Cloroformo Soluble
Hexano Medianamente soluble
Metanol Medianamente soluble
Etanol Poco soluble
Agua destilada Insoluble

Resultados del analisis de solubiliad.
Fuente: Elaboracion propia

De la tabla anterior se observa que el extracto etandlico seco de las flores de Brassica rapa
“Flor de nabo” es soluble en solventes organicos (apolares) como el diclorometano y
cloroformo y medianamente soluble en hexano y metanol. El caréacter hidrofébico del
extracto se observa en el tubo con etanol y agua, donde la mezcla es poco soluble e
insoluble respectivamente

v Ensayo preliminar del Tamizaje fitoquimico

Los resultados del tamizaje fitoquimico del extracto etanolico seco de las flores de Brassica

rapa “Flor de nabo” se muestra a detalle en la siguiente tabla.
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Fraccion Reactivo Resultado
secundarios
A Rvo. Ninhidrina Grupo amino libre +++
Rvo. Gelatina Taninos ++
Rvo. Tricloruro Férrico  Compuestos fendlicos +++
Rvo. Shinoda Flavonoides +++
B Rvo. Libermann Triterpernos / esteroides
Burchard o
Rvo. Borntranger Naftoquinonas/Antraquinonas +++
@ Rvo. Kedde Glicosidos cardiacos +++
Rvo. Libermann Triterpernos / esteroides
Burchard o
Rvo. Mayer Alcaloides -
Rvo. Dragendorff / Alcaloides
Wagner )
D Rvo. Shinoda Flavonoides -
Rvo. Rosenheim Leucoantocianidinas/catequinas -
Rvo. Kedde Glicosidos cardiacos +++
Rvo. Libermann Triterpernos / esteroides
Burchard o
Rvo.Mayer Alcaloides -/-
E Rvo. Shinoda Flavonoides -
Rvo. Rosenheim Leucoantocianidinas/catequinas 5
Leyenda:
Negativo - Positivo moderado ++
Traza +/- Positivo abundante AHFF
Positivo leve +

Tabla 5. Tamizaje fitoquimico del extracto etanolico de Brassica rapa "flor de nabo"

Resultados del tamizaje fitoquimico.

Fuente: Elaboracion propia

De la tabla anterior se puede apreciar que el extracto de Brassica rapa “Flor de nabo”
presenta abundantes compuestos fendlicos, taninos, flavonoides, triterpernos, aminoacidos,

esteroides, glicésidos cardiacos y antraquinonas. Hay presencia leve de

Leucoantocianidinas y no se observa la presencia de alcaloides.
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v Actividad antioxidante

Los resultados del ensayo antioxidante con reactivo DPPH al extracto etandlico seco de las

flores de Brassica rapa “Flor de nabo”, se muestran en la siguiente tabla.

Tabla 6. Resultados del ensayo DPPH del extracto etandlico de las flores de Brassica rapa

"flor de nabo"
Concentracién (ug/ml) Absorbancia media % de inhibicion ICso (g/ml)
0 0.514 -

50 0.499 2.92
100 0.488 5.12 797.334
250 0.453 11.92

500 0.368 28.45

1000 0.182 64.61

Indica el % de inhibicion e IC s, del extracto etandlico Brassica rapa.
Fuente: Elaboracion propia

La tabla anterior muestra que extracto etanolico de las flores de Brassica rapa “Flor de

nabo” presenta mayor % de inhibicién a 1000 pg/ml y que este mismo extracto posee un
ICsode 797.334 pg/ml.
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calibracion 1 del extracto. Curva de calibracion 1 del extracto con reactivo DPPH.
Fuente. Elaboracién propia.

Figura 6. Curva de calibracion 2 y 3 del extracto. Curva de calibracion 2 y 3 de extracto con reactivo DPPH.
Fuente. Elaboracion propia

Los resultados del ensayo antioxidante con reactivo DPPH al reactivo de referencia trélox,
se muestran en la siguiente tabla.



Tabla 7. Resultados del ensayo DPPH al estandar trélox

Concentraci6 | Absorbancia % de ICs
n (pg/ml) media inhibicién (ng/ml)
0 0.5297 -
62.5
0.2687  49.276 i U
125 0.2177  58.905
250 0.1603  69.729
500 0.0487 = 90.812

Indica % inhibicidn del estandar e IC s, del estandar trolox.

Fuente: Elaboracion propia.
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La tabla anterior muestra que el reactivo de referencia trolox presenta un % de inhibicion
de 90.812 a la concentracion de 500 pg/ml y un ICsq de 47.045 pg/ml.

70

60

50

40

30

% Actividad

20

10

200

400

600

800

Conc. (pug/ml)

1000

1200

Figura 7. Curva de calibracién 1 de trolox. Curva de calibracion 1 de trélox con reactivo DPPH.
Fuente. Elaboracion propia.
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v Capacidad citotoxica
Los resultados del ensayo de citotoxicidad realizados con el extracto etandlico de las flores
de Brassica rapa, sobre las semillas de Lactuca sativa, se muestran en la siguiente tabla.

Tabla 8.Tabla de resultados del ensayo de citotoxidad del extracto etanolico de Brassica
rapa "flor de nabo"

Concentracién (mg) Radicula (mm) Media Hipocétilo (mm) Media % de inhibicién (R/H)
0 (Control) 14 14.6 12 114 -
0 (Control) 14 12
0 (Control) 15 11
0 (Control) 15 11
0 (Control) 15 11
100 2 1.2 1 14 91.78/87.72
100 1 1
100 1 2
100 1 2
100 1 1
30 1 1.2 2 1.6 91.78/85.96
30 1 1
30 1 2
30 2 1
30 1 2
10 1 1.0 3 34 93.15/70.18
10 1 5
10 1 3
10 1 3
10 1 3
3 1 3.8 4 4.6 73.97/59.65
3 5 4
8 10 7
3 2 5
3 1 3
1 4 4.0 8 7.2 72.6/36.84
1 4 9
1 8 10
1 2 5
1 2
0.3 12 11.6 13 11.6 20.55/-1.75
0.3 12 11
0.3 11 14
0.3 12 10
0.3 11 10
0.1 12 12.4 11 10 15.07/12.28
0.1 13 11
0.1 13 10
0.1 14 10
0.1 10 8

Resultados de citotoxidad a concentraciones 0.1, 0.3, 1, 3, 10. 30 y 100 mg del extracto etandlico Brassica rapa “flor de nabo”.
Fuente: Elaboracion propia.
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La tabla anterior muestra que a las concentraciones 0.1, 0.3, 1, 3, 10, 30 y 100 mg el
extracto etandlico de las flores de Brassica rapa “flor de nabo” presentan longitudes
medias de radicula de 12.4, 11.6, 4.0, 3.8, 1.0, 1.2 y 1.2 mm en la radicula y 10, 11.6, 7.2,
4.6, 3.4, 1.6 y 1.4 mm en el hipocétilo de las semillas de Lactuca sativa, respectivamente.
Frente a 14.6 y 11.4 mm en la radicula e hipocotilo para el grupo control.

4.2. Prueba de hipotesis

Hipdtesis general

HO: El extracto etandlico de las flores de Brassica rapa subsp. campestris (L.) Clapham
“flor de nabo” no presenta actividad antioxidante.

H1: El extracto etandlico de las flores de Brassica rapa subsp. campestris (L.) Clapham

“flor de nabo” presenta actividad antioxidante.

Para determinar la prueba estadistica necesaria para contrastar la hipétesis general se
requiere determinar si la distribucién de los resultados es normal. Para esto se uso el test de

Shapiro-Wilk como se muestra en la siguiente tabla.

Tabla 9. Test de Shapiro-Wilk

Grupo Shapiro-Wilk
Estadistico =~ gl = p-valor
Absorbancias Control ,750 3 ,000
Ext. 50 ,964 3 ,637
Ext. 100 ,983 3 (47
Ext. 250 1,000 3 1,000
Ext.500 | 910 3 417
Ext. 1000 ,976 3 ,702

Grupos de extracto a concentraciones de 50, 100, 250, 500 y 1000 pg/ml.
Fuente: Elaboracion propia.

La tabla anterior muestra que los grupos extracto a 50, 100, 250, 500 y 1000 pg/ml
muestran un p-valor mayor a 0.05 pero el grupo control muestra un p-valor menor al 0.05.
Por esto, se puede inferir que los resultados del ensayo antioxidante extracto etandlico de
las flores de Brassica rapa subsp. campestris (L.) Clapham “flor de nabo” presentan una

distribucion no normal.
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El método estadistico utilizado para contrastar esta hipétesis es el H de Kruskal-Wallis. Ya
que es una prueba estadistica no paramétrica que permite hacer comparaciones entre las
medias de los grupos tanto experimentales como grupo control como se muestra en la
siguiente tabla.

Tabla 10. Prueba de Kruskal-Wallis
Absorbancias

Chi-cuadrado 16,596
Gl 5
p-valor ,005

Absorbancia a diferentes concentraciones.
Fuente: Elaboracion propia

La tabla anterior muestra que el p-valor es menor al 0.05. Por esto, se puede inferir que el
extracto etanolico de las flores de Brassica rapa subsp. campestris (L.) Clapham “flor de
nabo” a las concentraciones de 50, 100, 250, 500 y 1000 pg/ml y el grupo control tienen
absorbancias con diferencias estadisticamente significativas.

Decision: Se rechaza la hipotesis nula.

Hipotesis especifica 1

HO: El extracto etandlico de las flores de Brassica rapa subsp. campestris (L.) Clapham
“flor de nabo” no presenta actividad antioxidante a diferentes concentraciones.

H1: El extracto etandlico de las flores de Brassica rapa subsp. campestris (L.) Clapham

“flor de nabo” presenta actividad antioxidante a diferentes concentraciones.

El método estadistico utilizado para contrastar esta hipotesis es el T3 de Dunnet. Ya que es
una prueba estadistica no paramétrica que permite hacer comparaciones entre las medias de
los grupos experimentales frente a un grupo control como se muestra en la siguiente tabla.

Tabla 11. Comparaciones multiples por Dunnet de la actividad antioxidante

95% de intervalo de

Qo |@onso |Memmohte o |
Limite Limite
inferior superior
Control Ext. 50 ,015000° ,001886 ,025 ,00331 ,02669
Ext. 100 ,026333 ,004137 ,05 -,00147 ,05414
Ext. 250 ,061333 ,002028 ,000 ,05009 ,07258
Ext. 500 ,146333 ,006864 ,006 ,09056 ,20211
Ext. 1000 ,332333 ,006642 ,001 ,27881 ,38586

Grupos de extracto a diferentes concentraciones con absorbancias frente a los del grupo control.
Fuente: Elaboracion propia.
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La tabla anterior muestra que los grupos con el extracto etandlico de las flores de Brassica
rapa subsp. campestris (L.) Clapham “flor de nabo” a las concentraciones de 50, 100, 250,
500 y 1000 pg/ml muestran un p-valor menor o igual a 0.05. Por esto, se puede inferir que
todos los grupos con el extracto a diferentes concentraciones presentan absorbancias con
diferencias estadisticamente significativas frente a los del grupo control.

Decision: Se rechaza la hipotesis nula

Hipdtesis especifica 2

HO: El extracto etandlico de las flores de Brassica rapa subsp. campestris (L.) Clapham
“flor de nabo” no presenta mejor actividad antioxidante que trolox.

H1: El extracto etandlico de las flores de Brassica rapa subsp. campestris (L.) Clapham

“flor de nabo” presenta mejor actividad antioxidante que trolox.

900 797.33
800

700
600
500
400
300
200
100

0

IC50

47.04 Figura
] 9.

Exttracto Troélox

Grupos

Diagrama de barras de los IC s.de la antividad antioxidante
IC 50 del ensayo antioxidante del extracto etandlico de Brassica rapa frente a trélox.
Fuente: Elaboracion propia

La figura anterior muestra que el 1Csy del extracto etandlico de las flores de Brassica rapa
subsp. campestris (L.) Clapham “flor de nabo” es mayor que el de trélox. Esto, muestra que
trolox presenta mayor efecto antioxidante.

Para determinar la prueba estadistica necesaria para contrastar esta hipotesis se requiere
determinar si la distribucién de los resultados del, ensayo antioxidante del extracto
etandlico de las flores de Brassica rapa subsp. campestris (L.) Clapham “flor de nabo”, es

normal. Para esto se uso el test de Shapiro-Wilk como se muestra en la siguiente tabla.
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Tabla 12. Test de Shapiro-Wilk de los ICs, del ensayo antioxidante
Grupo Shapiro-Wilk

Estadistico gl = p-valor

IC50 Extracto 960 3 617

Ui 082 3 741

Test de Shapiro de los 1Cs, del extracto Brassica rapay trélox.
Fuente: Elaboracién propia.

La tabla anterior muestra que los p-valores mostrados por los grupos con extracto etanolico
de las flores de Brassica rapa subsp. campestris (L.) Clapham “flor de nabo” y trolox es
mayor a 0.05. Por esto, se puede inferir que la distribucién de los ICs del extracto y trolox
es normal.

El método estadistico utilizado para contrastar esta hipotesis es el T de Student para
muestras independientes. Ya que es una prueba estadistica paramétrica que permite hacer
una comparacion entre la media de grupos experimental frente a un grupo control como se

muestra en la siguiente tabla.

Tabla 13. Test de levene para muestras independientes

Prueba de
Ic_zgl\ilggg gg prueba t para la igualdad de medias
varianzas
F p- T gl p- Diferenci Diferenci 95% de intervalo de
valor valor ade ade confianza de la
medias error diferencia
estandar Inferior Superior
| Se asumen 5,112 ,087 43,679 4 ,000 751,945 17,215 704,148 799,742
C | varianzas
5 iguales
0
No se asumen 43,679 2,140 ,000 751,945 17,215 682,318 821,572
varianzas
iguales

Muestra los 1Cs, de extracto etandlico de Brassica rapa “flor de nabo™ y el estandar trolox.
Fuente: Elaboracion propia.
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La tabla anterior muestra que segun el test de Levene los ICsy del extracto y trélox
presentan un p-valor mayor a 0.05. Por esto, se puede inferir que los ICsq del extracto y
trolox presentan homogeneidad en sus varianzas. En la fila en la que se asume que las
varianzas son iguales se muestra que el p-valor es menor a 0.05 seguin la T de Student para
muestras independientes. Por esto, se puede inferir que existe diferencia estadisticamente
significativa entre los I1Csq del extracto y trolox.

Decision: Se rechaza la hipotesis alternativa

Hipotesis especifica 3

HO: El extracto etandlico de las flores de Brassica rapa subsp. campestris (L.) Clapham
“flor de nabo” no presenta actividad citotoxica.

H1: El extracto etandlico de las flores de Brassica rapa subsp. campestris (L.) Clapham

“flor de nabo” presenta actividad citotoxica.

Para determinar la prueba estadistica necesaria para contrastar esta hipdtesis se requiere
determinar si la distribucion de los resultados del, ensayo de citotoxicidad del extracto
etanolico de las flores de Brassica rapa subsp. campestris (L.) Clapham “flor de nabo”, es
normal. Para esto se uso el test de Shapiro-Wilk como se muestra en la siguiente tabla.
Tabla 14. Prueba de normalidad por el test de Shapiro-Wilk

Grupo _ Shapiro-Wilk
Estadistico gl p-valor
Control ,684 5 ,006
100 mg 1552, 5 ,000
30 mg ,552 5 ,000
Radicula 3 mg ,821 5 ,118
1 mg ,833 5 ,146
0.3 mg ,684 5 ,006
0.1 mg ,914 5 ,492
Control ,684 5 ,006
100 mg ,684 5 ,006
30 mg ,684 5 ,006
Lo 10 mg ,552 5 ,000
3mg ,914 5 ,492
1 mg 0I5 5 ,501
0.3 mg ,867 5 ,254
0.1 mg ,833 5 ,146

Resultados del ensayo de citotoxicidad a diferentes concentraciones.
Fuente: Elaboracion propia.

La tabla anterior muestra que los grupos control, 100 mg, 30 mg y 0.3 mg tienen p-valores
menor a 0.05 para la longitud de radicula y que los grupos control, 100 mg, 30 mgy 10 mg
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presentan también p-valores menores a 0.05. Por esto, se puede inferir que los resultados
del ensayo de citotoxicidad del extracto etandlico de las flores de Brassica rapa subsp.
campestris (L.) Clapham “flor de nabo” sobre las semillas de Lactuca sativa, no presentan
distribucion normal.

El método estadistico utilizado para contrastar esta hipétesis es el T3 de Dunnet. Ya que es
una prueba estadistica no paramétrica que permite hacer comparaciones entre las medias de

los grupos experimentales frente a un grupo control como se muestra en la siguiente tabla.

Tabla 15. Comparaciones multiples por Dunnet del ensayo citotdxico

95% de intervalo de

Variable ()] ) Diferencia de Error Si confianza
dependiente Grupo Grupo medias (I-J) estandar g Limite Limite
inferior superior
Radicula Control 100 13,400 316,000 12,04 14,76
mg
30 mg 13,400 ,316 ,000 12,04 14,76
10 mg 13,600 ,245 ,000 12,21 14,99
3mg 10,800 1,732 ,033 1,18 20,42
1mg 10,600 1,122 ,005 4,55 16,65
0.3 mg 3,000 ,346 ,001 1,53 4,47
0.1 mg 2,200 721 ,288 -1,44 5,84
Hipocétilo Control | 100 10,000 ,346 ,000 8,53 11,47
mg
30 mg 9,800 ,346 ,000 8,33 11,27
10 mg 8,000 ,469 ,000 5,89 10,11
3mg 6,800 721,003 3,16 10,44
1mg 4,200 1,183 ,204 -2,21 10,61
0.3 mg -,200 ,849 1,00 -4,61 4,21
0
0.1 mg 1,400 ,600 ,539 -1,50 4,30

Ensayo de citotoxidad de radicula e hipocdtilo de las semillas de Lactuca sativa.
Fuente: Elaboracion propia

La tabla anterior muestra que los grupos 100, 10, 3, 1 y 0.3 mg presentan p-valores menores
las 0.05 para la variable radicula y que los grupos 100, 30, 10 y 3 mg presentan p-valores
menores las 0.05 para la variable hipocétilo. Esto expresa que extracto etandlico de las
flores de Brassica rapa subsp. campestris (L.) Clapham “flor de nabo” a las
concentraciones 100, 10, 3, 1 y 0.3 mg presentan actividad citotoxica estadisticamente
significativa en la radicula de las semillas de Lactuca sativa y a las concentraciones 100,
30, 10 y 3 mg en los hipocétilos de las mismas.

Decision: Se rechaza la hipotesis nula.
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4.3. Discusion de resultados

El extracto de Brassica rapa “flor de nabo” presenta compuestos fenolicos, taninos,
flavonoides, triterpernos, aminoacidos, esteroides, glicosidos cardiacos y antraquinonas y
ausencia de alcaloides

Con respecto a los metabolitos secundarios presentes en el género Brassica., Armesto, et al.
(2012), identifico la presencia de compuestos fendlicos, glucosinolatos y carotenoides. Por
otra parte, Cobanio (2000), determind la presencia de compuestos fendlicos como el acido
sipnatico, ferulico, cafeico.

Conocer la solubilidad de determinado extracto que nos permite hacer una estimacion
rapida la biodisponibilidad de los metabolitos presentes en él y conocer si seran efectivos o
no a nivel in vivo. Allam, et al (2011). Se entiende que esta es una proximacion limitada, ya
que existen, ademas muchos otros factores relacionados con la “biodisponibilidad”. El
extracto de la flor de nabo al ser mas soluble en solventes orgénicos que agua, podria
presentar una mayor distribucién en tejidos grasos y por ende un mayor efecto en ellos.

Los resultados de la presente tesis concuerdan con ellos al encontrar presencia abundante
de compuestos fenolicos por métodos cualitativos y posteriormente corroborarla mediante
técnicas cuantitativas espectrofotométricas.

Dentro de los compuestos més abundantes en Brassica rapa estan los glucosinolatos. Areas
(2009). Los glucosinolatos podrian tener un efecto positivo en el sistema antioxidante al
minimizar la peroxidacién de lipidos elevando la catalasa y glutation. Intrigo (2013). Esto
podria explicar los elevados valores de capacidad antioxidante encontrados en el presente
estudio.

El ensayo antioxidante muestra que el extracto etandlico de las flores de Brassica rapa
“Flor de nabo” presenta mayor % de inhibicion a 1000 pg/ml y que este mismo extracto
posee un ICsode 797.334 pg/ml con el reactivo DPPH.

Shafek, Michael, Sayed, Ibrahim, y Al-sayed (2018), evidenciaron la actividad antioxidante
del extracto etandlico de las hojas de Brassica rapa, proveniente de Egipto, con un
porcentaje de inhibicién de 50.49 % a la concentracion de 50 mg/ml. Esto, en contraste con
los resultados de la presente tesis podrian ser explicados por la diferencia en la procedencia
y tratamiento que recibié cada muestra ya que son factores determinantes para el
rendimiento de extraccién, de calidad de fruto y concentracion de compuestos fenolicos.
Pefarrieta, Tejada, Mollinedo, Vila, y Bravo (2014).
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Otras especies pertenecientes al género Brassica también fueron investigadas por su
actividad antioxidante como Podsg¢dek, Sosnowska, Redzynia, y Anders (2006), que
evidenciaron la actividad antioxidante del extracto etanolico de las hojas de Brassica
oleracea, proveniente de Polonia, con un ICsy de 770 pg/ml. Upadhyay, et al (2016),
reporta valores de inhibicién de DPPH de 18, 25, 27 y 69 % para Brassica oleracea var.
botrytis, Brassica oleracea var. Italica, Brassica oleracea var. capitata y Brassica oleracea
L. var. capitata F. rubra, respectivamente. El valor observado en este estudio para el
extracto etandlico de flor de nabo se encuentra dentro del rango. Esto es evidencia de que
las especies del género Brassica son plantas promisorias con amplia capacidad
antioxidante.

El ensayo de citotoxicidad muestra que a las concentraciones 0.1, 0.3, 1, 3, 10, 30 y 100 mg
el extracto etandlico de las flores de Brassica rapa “Flor de nabo” presentan longitudes
medias de radicula de 12.4, 11.6, 4.0, 3.8, 1.0, 1.2 y 1.2 mm en la radicula y 10, 11.6, 7.2,
4.6, 3.4, 1.6 y 1.4 mm en el hipocétilo de las semillas de Lactuca sativa, respectivamente.
Frente a 14.6 y 11.4 mm en la radicula e hipocotilo para el grupo control. Estos estudios del
efecto alelopéatico realizados, nos permiten estimar si existe una interaccion entre los
compuestos de determinada planta y el desarrollo de otra, asi como la dosificacion a partir
de la cual se pueden observar efectos significativos. Chomn y Nelson (2009). En este
sentido, el extracto evaluado presentd un efecto significativo sobre el desarrollo de la
radicula a dosis moderada. Este efecto fue inhibitorio del desarrollo normal de la radicula 'y
permite afirmar que existe una interaccion entre los metabolitos secundarios presentes en el

extracto y el desarrollo de otros organismos.
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Capitulo V

Conclusiones y recomendaciones

5.1. Conclusiones

El extracto etandlico de las flores de Brassica rapa subsp. campestris (L.) Clapham
“flor de nabo” presenta abundante presencia de compuestos fenodlicos, triterpenos,
esteroides, antraquinonas y taninos los cuales estan relacionados con la capacidad
antioxidante.

El extracto etandlico de las flores de Brassica rapa subsp. campestris (L.) Clapham
“flor de nabo” muestran una mayor solubilidad en solventes organicos, la cual se reduce
al llegar al hexano; mientras que, en solventes polares como el agua, se muestran casi
insolubles.

El extracto etandlico de las flores de Brassica rapa subsp. campestris (L.) Clapham
“flor de nabo” presenta actividad antioxidante a las concentraciones 50, 100, 250, 500 y
1000 pg/ml.

El extracto etandlico de las flores de Brassica rapa subsp. campestris (L.) Clapham
“flor de nabo” presenta menor actividad antioxidante que trélox con un IC50 de 797.33
pg/ml frente a 47.04 pg/ml.

El extracto etandlico de las flores de Brassica rapa subsp. campestris (L.) Clapham
“flor de nabo” presenta actividad citotoxica a las concentraciones 100, 30, 10, 3, 1y 0.3

mg.
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5.2.Recomendaciones

Elaborar un preparado galénico de valor agregado a la investigacion.

Realizar ensayos con lineas celulares con tumoraciones (cancer), dado su efecto
citotoxico demostrado.

Realizar ensayos in vitro con animales de laboratorio a fin de conocer los aspectos de la
farmacocinética y dinamica para el empleo de farmacos en procesos que permitan llegar
a un producto y evaluar como los procesos afectarian a las propiedades bioactivas
demostradas en el presente estudio.

Debido a que este estudio esta enfocado a la revalorizacion de la Flor de nabo y su uso
en poblaciones de bajos recursos, se podrian proponer un proceso de coccion y evaluar

la estabilidad de las propiedades bioactivas en el tiempo.
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AnNexos

Anexo A: Matriz de consistencia

Problema general

¢Cual es la actividad antioxidante del
extracto etandlico de las flores de
Brassica rapa subsp. campestris (L.)

Clapham “flor de nabo”?

Objetivo General

Evaluar la actividad antioxidante del
extracto etandlico de las flores de Brassica
rapa subsp. campestris (L.) Clapham “flor

de nabo”.
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Hipdtesis General

El extracto etandlico de las flores de Brassica
rapa subsp. campestris (L.) Clapham “flor de

nabo” presenta actividad antioxidante.

Variable Depend

Actividad antioxi

Problema especifico

¢Cudl es la capacidad antioxidante del
extracto etandlico de la flores de
Brassica rapa subsp. campestris (L.)
Clapham “flor de nabo” a diferentes

concenraciones?

Objetivo especifico

Evaluar la actividad antioxidante del
extracto etanolico de las flores de Brassica
rapa subsp. campestris (L.) Clapham “flor

de nabo” a diferentes concentraciones.

Hipotesis especifico

El extracto etandlico de las flores de Brassica
rapa subsp. campestris (L.) Clapham “flor de
nabo” presenta actividad antioxidante a

diferentes concentraciones.

Variable Indepen

Metabolitos de e

etanolico

¢Cudl es la capacidad antioxidante del
extracto etandlico de las flores de
Brassica rapa subsp. campestris (L.)
Clapham “flor de nabo” frente a

trolox?

Evaluar la acividad antioxidante del
extracto etanolico de las flores de Brassica
rapa subsp. campestris (L.) Clapham “flor

de nabo” frente a trolox.

El extracto etandlico de Brassica rapa subsp.
campestris (L.) Clapham “flor de nabo”
presenta mejor actividad antioxidante que
trolox.

Metabolitos del e

etanolico

¢Cudl es la capacidad citotoxica del
extracto etandlico de las flores de
Brassica rapa subsp. campestris (L.)
Clapham “flor de nabo” de inhibicién
del crecimiento en semillas de

lechuga?

Determinar la actividad citotoxica del
extracto etandlico de las flores de Brassica
rapa subsp. campestris (L.) Clapham “flor
de nabo” de inhibicion del crecimiento en

semillas de lechuga.

El extracto etanélico de las flores de Brassica
rapa subsp. campestris (L.) Clapham “flor de
nabo” presenta actividad citotoxica de
inhibicion del crecimiento en semillas de

lechuga.

Metabolitos del e

etanolico
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Recoleccidn de datos para el ensayo preliminar de la marcha fitoquimica.

A Rvo. Ninhidrina

Rvo. Gelatina
Rvo. Tricloruro Férrico
Rvo. Shinoda
B Rvo. Libermann Burchard
Rvo. Borntranger
© Rvo. Kedde
Rvo. Libermann Burchard
Rvo. Mayer
Rvo. Dragendorff /
Wagner
D Rvo. Shinoda

Rvo. Rosenheim

Rvo. Kedde
Rvo. Libermann Burchard
Rvo.Mayer
E Rvo. Shinoda

Rvo. Rosenheim

Grupo amino libre
Taninos
Compuestos fenolicos
Flavonoides
Triterpernos / esteroides
Naftoguinonas/Antragquinonas
Glicosidos cardiacos
Triterpernos / esteroides
Alcaloides

Alcaloides

Favonoides
Leucoantocianidinas/catequin
as
Glicosidos cardiacos
Triterpernos / esteroides
Alcaloides
Flavonoides
Leucoantocianidinas/catequin
as



Recoleccion de datos del ensayo preliminar de solubilidad.

Diclorometano

Cloroformo

Hexano

Metanol

Etanol

Agua destilada

Recoleccion de datos de la actividad antioxidante por el método DPPH

100
250
500
1000

Recoleccion de datos de la actividad antioxidante DPPH al estandar Trolox.

62.5
125

250
500
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Recoleccion de datos de la capacidad citotoxica de inhibicidn del crecimiento en
semillas de lechuga.

0 (Control)
0 (Control)
0 (Control)
0 (Control)
0 (Control)

100

100

100

100

100

30

30

30

30

30

10

10

[ BN
o

cooooooooo s
Rk kR wwwww T PPP PR www oo
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Anexo C: Data consolidado de resultados

Estadisticos descriptivos de ensayo antioxidante

ICs
0

Extract
0

Trélox

Media

95% de intervalo de
confianza para la media

Media recortada al 5%
Mediana

Varianza
Desviacion estandar

Minimo

Maximo

Rango

Rango intercuartil
Asimetria
Curtosis

Media

95% de intervalo de
confianza para la media

Media recortada al 5%
Mediana

Varianza

Desviacion estandar
Minimo

Maximo

Rango

Rango intercuartil
Asimetria

Curtosis

Limite
inferior
Limite
superior

Limite
inferior
Limite
superior

798, 97233

726,16250
0

871,78217
2

792,23031
2
859,070

29,309903
2
773,6209

831,0658
57,4449

,980

47,026489
33,415954

60,637023

47,880435
30,019
5,4789775
41,1707

52,0284
10,8577

-,684

16,9220805

1,225

3,1632891

1,225
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Estadistica descriptiva de ensayo de citotoxicidad

Radicula

Contro

100
mg

30 mg

Media

95% de intervalo de
confianza para la media

Media recortada al 5%
Mediana

Varianza
Desviacion estandar
Minimo

Maximo

Rango

Rango intercuartil
Asimetria

Curtosis

Media

95% de intervalo de
confianza para la media

Media recortada al 5%
Mediana

Varianza
Desviacidn estandar
Minimo

Maximo

Rango

Rango intercuartil
Asimetria

Curtosis

Media

95% de intervalo de
confianza para la media

Media recortada al 5%
Mediana

Varianza

Desviacidn estandar
Minimo

Maximo

Rango

Rango intercuartil

14,60

Limite 13,92
inferior
Limite 15,28
superior

14,61

15,00
,300
,548

14

15

1

1
-,609
-3,333
1,20

Limite ,64
inferior
Limite 1,76
superior

1,17

1,00
200
447

2,236
5,000
1,20

Limite ,64
inferior
Limite 1,76
superior
1,17
1,00
,200

447

e = RS

,913
2,000
,200

,913
2,000
,200
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3 mg

1mg

0.3 mg

Asimetria
Curtosis
Media

95% de intervalo de
confianza para la media

Media recortada al 5%
Mediana

Varianza
Desviacion estandar
Minimo

Maximo

Rango

Rango intercuartil
Asimetria

Curtosis

Media

95% de intervalo de
confianza para la media

Media recortada al 5%
Mediana

Varianza
Desviacidn estandar
Minimo

Méximo

Rango

Rango intercuartil
Asimetria

Curtosis

Media

95% de intervalo de
confianza para la media

Media recortada al 5%
Mediana

Varianza

Desviacion estandar
Minimo

Maximo

Rango

Rango intercuartil
Asimetria

Limite
inferior
Limite
superior

Limite
inferior
Limite
superior

Limite
inferior
Limite
superior

2,236
5,000
3,80
-,96

8,56

3,61
2,00
14,700
3,834

10

1,407
1,331
4,00

7,04

3,89
4,00
6,000
2,449

1,361
2,000
11,60
10,92

12,28

11,61
12,00
,300
,548
11

12

-,609

,913
2,000
1,715

,913
2,000
1,095

,913
2,000
,245

,913
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Hipocatil
0

0.1 mg

Contro
|

100
mg

Curtosis
Media

95% de intervalo de
confianza para la media

Media recortada al 5%
Mediana

Varianza
Desviacion estandar
Minimo

Maximo

Rango

Rango intercuartil
Asimetria

Curtosis

Media

95% de intervalo de
confianza para la media

Media recortada al 5%
Mediana

Varianza
Desviacidn estandar
Minimo

Méximo

Rango

Rango intercuartil
Asimetria

Curtosis

Media

95% de intervalo de
confianza para la media

Media recortada al 5%
Mediana

Varianza

Desviacidn estandar
Minimo

Maximo

Rango

Rango intercuartil
Asimetria

Curtosis

Limite
inferior
Limite
superior

Limite
inferior
Limite
superior

Limite
inferior
Limite
superior

-3,333
12,40
10,52

14,28

12,44
13,00
2,300
1,517
10
14

-1,118
1,456
11,40
10,72

12,08

11,39
11,00
,300
,548
11

12

,609
-3,333
1,40

2,08

1,39
1,00
,300
,548

,609
-3,333

2,000
,678

,913
2,000
,245

,913
2,000
,245

,913
2,000
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30 mg

10 mg

3 mg

1 mg

Media

95% de intervalo de
confianza para la media

Media recortada al 5%
Mediana

Varianza
Desviacion estandar
Minimo

Maximo

Rango

Rango intercuartil
Asimetria

Curtosis

Media

95% de intervalo de
confianza para la media

Media recortada al 5%
Mediana

Varianza
Desviacidn estandar
Minimo

Méximo

Rango

Rango intercuartil
Asimetria

Curtosis

Media

95% de intervalo de
confianza para la media

Media recortada al 5%
Mediana

Varianza
Desviacidn estandar
Minimo

Maximo

Rango

Rango intercuartil
Asimetria

Curtosis

Media

1,60

Limite ,92
inferior
Limite 2,28
superior

1,61

2,00
,300
,548

-,609
-3,333
3,40

Limite 2,29
inferior
Limite 451
superior

3,33

3,00
,800
,894

2,236
5,000
4,60

Limite 2,72
inferior
Limite 6,48
superior

4,56

4,00
2,300
1,517

1,118
1,456
7,20

,245

,913
2,000
,400

,913
2,000
,678

,913
2,000
1,158
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0.3 mg

0.1 mg

95% de intervalo de
confianza para la media

Media recortada al 5%
Mediana

Varianza
Desviacion estandar
Minimo

Maximo

Rango

Rango intercuartil
Asimetria

Curtosis

Media

95% de intervalo de
confianza para la media

Media recortada al 5%
Mediana

Varianza
Desviacidn estandar
Minimo

Méximo

Rango

Rango intercuartil
Asimetria

Curtosis

Media

95% de intervalo de
confianza para la media

Media recortada al 5%
Mediana

Varianza

Desviacidn estandar
Minimo

Méaximo

Rango

Rango intercuartil
Asimetria

Curtosis

Limite
inferior
Limite
superior

Limite
inferior
Limite
superior

Limite
inferior
Limite
superior

3,99
10,41

7,22
8,00
6,700
2,588

10

-,363
-2,413
11,60
9,34

13,86

11,56
11,00
3,300
1,817
10
14

,567
-2,231
10,00
8,48

11,52

10,06
10,00
1,500
1,225

11

-1,361
2,000

,913
2,000
,812

,913
2,000
,548

,913
2,000
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Anexo D: Testimonios fotograficos

Figura 10. Flor de nabo. Secado de las flores de Brassica rapa “Flor de nabo”

Fuente: Elaboracion propia

52

Figura 11. Tamizaje fitoquimico. Resultado de la fraccion Ay B
Fuente: Elaboracion propia.
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Tamizaje fitoquimico. Resultado de la fraccion C,D y E
Fuente: Elaboracién propia.




Figura 13. Ensayo de solubilidad del extracto seco de las flores de Brassica rapa “Flor de nabo”
Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 14. Ensayo de la capacidad citotxica Procedimiento del ensayo de la capacidad citotéxica en semillas
de lechuga.
Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 16. Crecimiento de semillas. Lectura a diferentes concentraciones.
Fuente: Elaboracion propia.

Figura 17. Actividad antioxidante de trélox. Ensayo de la actividad del estandar trélox y lectura.
Fuente: Elaboracién propia.
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Figura 18.
Actividad

antioxidante por el método de DPPH. Preparacion de soluciones a diferentes concentraciones y lectura del ensayo
antioxidante por el método de DPPH
Fuente: Elaboracion propia.
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Anexo G: Constancia de la clasificacién Botanica de Brassica rapa

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
Universidad del Peric. DECANA DE AMERICA W‘\ ey
VICERRECTCORADQO DE INVESTIGACION Y POSGRADO :

MUSEQO DE HISTORIA NATURAL

"Afio del Didlogo y fa Reconciliacion Nacional”

CONSTANCIAN®145-USM-2019

EL JEFE DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEQ DE HISTORIA NATURAL, DE
LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA CONSTANCIA QUE:

La muestra vegetal (planta completa) recibida de Yeni Gladiz Cuti Chulilo ¥ Yennifer
Beatriz Prado Paredes, estudiantes de la Universidad Interamericana para el
Desarrolio; ha sido estudiada y clasificada como: Brassica raga subsp. campesins
(L.) Clapham; y tiene la siguiente posicion taxonémica. segun el Sistema de Clasificaci
de Cronquist (1988).
Rrea DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUB CLASE: DILLENIDAE
ORDEN: CAPPARALES
FAMILIA: BRASSICACEAE
GENERO: Brassica
ESPECIE: Brassica rapa subsp. campesitris (L.) Clapham

Nombre vulgar: "Flor de nabo"
Determinado por: Mg. Asuncién A. Cano Echevarria.

Se extiende la presente constancia a solicitud de Ia parte interesada, para los fines que
considere conveniente.
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Lima, 07 de mayo de 2019



