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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion, tuvo como objetivo determinar la
actividad antioxidante del extracto etandlico de Lepidium meyenii
Walpers, maca negra. Los hipocaétilos de maca negra fueron recolectados

en el distrito de Carhuamayo, provincia de Junin, departamento de Junin.

Para la determinacién de la actividad antioxidante se realiz6 por el método
DPPH (2,2-difenil -1-picrilhidrazil), en el que se utilizaron cinco
concentraciones diferentes del extracto de la muestra a 800 ug/ml,
700ug/ml, 600 ug/ml, 400ug/ml, 200 ug/ml.

Se concluyé que el extracto etandlico de Lepidium meyenii Walpers,
maca negra, por el método de DPPH (2,2-difenil -1-picrilhidrazil) presenta
actividad antioxidante, mostrando que a mayor concentracion del extracto,
mayor es su actividad antioxidante y presentando una concentracion
inhibitoria (IC50) de 0,350 mg/ml, dicha actividad antioxidante
probablemente se deba a la presencia de los compuestos fendlicos,
flavonoides, catequinas, taninos que se identificé en el extracto etandlico

de la maca negra mediante una marcha fitoquimica.

Palabras claves: Actividad antioxidante, marcha fitoquimica, extracto

etandlico, maca negra, Lepidium meyenii Walpers.



ABSTRACT

This research work was to determine the antioxidant activity of ethanolic
extract of Lepidium meyenii Walpers, “black maca”. Black maca hypocotyls
were collected carhuamayo district in the province of Junin, department of

Junin.

For the determination of antioxidant activity was performed by the method
DPPH (2,2-diphenyl-picrylhydrazyl -1), in which five different concentrations
of the sample extract to 800 ug / ml, 700ug / ml were used, 600 ug / ml,
400ug / ml, 200 ug / ml. It was concluded that the ethanolic extract of
Lepidium meyenii Walpers, black maca, by the method of DPPH (2,2-
diphenyl-picrylhydrazyl -1) has antioxidant activity, showing that the higher
the concentration of the extract, the greater its antioxidant activity and
presenting a concentration inhibitory (IC50) of 0.350 mg/ml, said
antioxidant activity is probably due to the presence of phenolic compounds,
flavonoids, catechins, tannins identified in the ethanolic extract of black

maca by a phytochemical march.

Keywords: Antioxidant activity, phytochemical march, ethanol extract,
black maca, Lepidium meyenii Walpers.



INDICE

CARATULA ...ttt sttt i
DEDICATORIA. . i
AGRADECIMIENTOS ..ottt ee s ii
RESUMEN. ... . e e e e e aaans Y
ABSTRACT ettt e e e e e e e et e e e e e e e e s s reeaaeeens v
INDICE ...ttt vi
INDICE DE TABLAS ......octiiitiesietets ettt iX
INDICE DE FOTOS. . ..ottt X
INDICE DE GRAFICOS.....c.coiiiiiieieiiesieisieiee s Xi
INDICE DE ANEXOS......ouuiiiiiiiiiiiie et Xii
INTRODUCCION ....ocviiiiciiiieecietee sttt Xiii
CAPITULO I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA .....cccovveuree.. 14
1.1 Descripcién de la Realidad Problematica...........cccccccvvveeeeeenneee. 14
1.2 Formulacién del Problema...........ccccciiiiiiiee e, 14

1.2.1 Problema General .........ccccouvvvviiiiiiiiiiiiiiiieeeiiiieeeeeeeeeee 14

1.2.2 Problemas ESpPeCifiCOS .........uuvririiiriiiiiiiiiiiiiiiieeieeeeeeeeee, 14
1.3 Objetivos de la INVeStIgacioNn..........c.ueeveiriiieie i 15

1.3.1 Objetivo General .........ccccuveiiiieeiiiiiiiee e 15

1.3.2 Objetivos ESPECIfiCOS ........cuvveverieeriiiiiiiiieiiiiieeeeveeeeeeeeee 15
1.4 Hipdétesis de la Investigacion.............ccccoooeii 15

1.4.1 Hipotesis General .........cccccooiiiiieiiiiiiiiieieee e 15

1.4.2 Hipbtesis SecUNdarias ........ccccocueeeeeeiiieeeeesiiiiee e eiieeeen 15
1.5 Justificacion e Importancia de la Investigacion.......................... 16

Vi



CAPITULO II: MARCO TEORICO ...ttt 17

2.1 ANTECEUBNTES ...ttt e et e e e e e e e 17
2.1.2 A NiIVEl NBCIONAL .....cccoiiiiiiieiiiiiee e 17
2.1.2 A nivel Internacional .............c.oeeviiiiiiiiiii e 18

2.2 BASES LEONICAS ..eeeeiuvieiie ettt ettt e 19

2210 MACA. ... 19
2.2.2 Ubicacion GeografiCa...........ccooiiiiiiiiiiiicii e, 20
2.2.3 Clasificacion TaxonOmiCa...........ocvuvuiiiiiiiiiiiiiieieeeeee 20
2.2.4 Descripcion Botanica..........ccooviiiiiiii 21
2.2.5 CURIVO. .. 21
2.2.6 Composicion Quimica y Nutricional..................cccoviiiiiiinne. 22
2.2.7 Ecotiposde MacaenelPerd.............ccoooiiiiiiiiiiiii 25
2.2.8MaCaNEQra.....c.iuieiiii 26
2.29Radicales Libre....... ..o 26
2.2.10 EStrés OXidativo.........o.iuiniiiiii e 27
2.2.11 ANtIOXIdaNES. ... 27
2.2.12 Beneficios de los Antioxidantes..............cccooiiiiiiiiiniiinn. 28
2.2.13Compuestos FenoliCoS. ........cviiiiiiii 29
2.2.14 Métodos de determinacion de la actividad antioxidante............ 30
2.2.15 Método de captacion de radical DPPH..................ccoiieni, 30
2.3 Definicion de Términos BASICOS. .......coviviiiiiiiiiiiiie e 31

vii



CAPITULO Ill: METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION................... 32

3.1 Tipo de INVESHIGACION ... 32
3.1.1 Método de Investigacion ............ccceeeeeiii 32
3.1.2 Técnica de INVeSHIgaCION .........ccuuveieiiiiiiie e 32
3.1.3 Disefio de INVESHIQAaCION ..........c.uuevieiieeeiiiiiiiiiieeee e 33

3.2 Poblacion y Muestreo de la Investigacion..............ccccooeeeeeeeee. 33
3.2. 1 PODBIACION ..o 33
3.2.2 MUBSIIA ...ttt eeeeeeaeaes 33

3.3 Variables e INdicadores ...........ccoeeeeeeeeee e, 33

3.4 Técnicas e Instrumentos de Recoleccion de Datos.........ccccceeeennnn. 34
I A = Tod [0 1 PSRRI 34
3.4.2 INSITUMENTOS ... et 42

CAPITULO IV: PRESENTACION, ANALISIS E INTERPRETACION

DE RESULTADOS ..o 44
4.1 RESUIAAOS ...ooeeiiiiiiiieieeie et 44
4.2 Andlisis e Interpretacion de resultados.............ccoooiviiiiiiiiinnn. 52
DISCUSION ...ttt 53
CONCLUSIONES. ...t 55
RECOMENDACIONES ... 56
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........coovieieeeeeeeeeeeeee e 57
ANEXOS .. 60

viii



INDICE DE TABLAS

TABLA N° 1: Clasificacion TaxonOmicCa............ccoeveiiiiiiniiiiiiiiiiininan, 20
TABLA N° 2: Composicion analitica de la maca en porcentaje............... 22

TABLA N° 3: Vitaminas y minerales hallados en hipocétilos de maca....... 23

TABLA N° 4: Contenido de aminoacidos en hipocétilos de maca............ 24
TABLA N°5: Listade ecotipoSde maca.........c.covvvieiiiiiiiiiiiieieiean, 25
TABLA N° 6: Clasificacion de los antioxidantes..............c.c.coevviinnnn. 28
TABLA N°7: Variables e indicadores. ..........coooovieiiiiiiiiiiiiiieeee e 33

TABLA N° 8: Caracteristicas organolépticas del extracto etanélico seco de

(= (o= I a1 o | = T 44

TABLA N° 9: Prueba de solubilidad del extracto etandlico de Lepidium

meyenii Walpers, Maca Negra. ... ....co.veieiii e eeeee e 45

TABLA N° 10: Marcha fitoquimica del extracto etanolico de Lepidium

meyenii Walpers, Maca Negra.........c.ooeieiiiii i 46

TABLA N° 11: Porcentaje de captacion de radicales libres del extracto

etandlico de Lepidium meyenii Walpers, macanegra................ccceeuvnnnn. 48

TABLA N° 12: Concentracién Inhibitoria (IC50) del extracto etandlico de

Lepidium meyenii Walpers, macanegra..........ccccvvieiiiiieieiieaiianeanennns 51

TABLA N° 13: Capacidad antioxidante mediante la IC50 en (ug/ml) del
extracto etandlico de Lepidium meyenii Walpers, maca negra Yy

TABLA N° 14: Capacidad antioxidante del extracto etandlico de Lepidium
meyenii  Walpers, maca negra expresada en equivalente ug

1101 [0 )¢ o T PPN 51



INDICE DE FOTOS

FOTO N° 1: Recoleccion del recurso vegetal.............oooviiiiiiiiiinn. 34
FOTO N° 2: Hipocétilos de Maca Negra...........o.vuveiuiuieiiiiiiiiieeenn, 34
FOTO N° 3: Seleccion y limpieza de los hipocotilos de maca negra......... 35
FOTO N° 4: Proceso de molienda............ccooeiiiiiiiiiiiiii e, 35
FOTO N° 5: Muestra molida de macanegra............ccoeeeviiiiniiiiinnnnne 35
FOTO N° 6: Proceso de MaceracCion...........ccovvienininenieieieaeaeieaaanns 36
FOTO N° 7: Maceracion etandlica de maca Negra.........ccccceeeeeeeeeeeeeeeeeeennn. 36
FOTO N° 8: Proceso de filtracion.............ccoooiiiiiiiiiiiiiie, 36
FOTO N° 9: Filtrado del macerado etanodlico..............cooviiiiiiiiiinenee, 36
FOTO N° 10: Extracto etanilico S€CO............ccoviiiiiiiiiiiiiiiee 37

FOTO N° 11: Prueba de solubilidad del extracto etandlico de Lepidium

meyenii Walpers, “maca negra’...........cooooiiiiiiii i 45

FOTO N° 12, 13, 14: Marcha Fitoquimica del extracto etandlico de Lepidium

meyenii Walpers “maca negra’.............oooiiiiiiii e 47
FOTO N° 15: 2,2-difenil -1-picrilhidrazil (DPPH)............cccovvviivieeeeiiee, 64
FOTO N° 16: TroloxX AlAriCh..........uuiiiiiie e 64
FOTO N° 17: Preparacion de la solucion de DPPH............cccccoeieininnnn, 64
FOTO N° 18: Preparacion de la solucion madre del extracto.................. 64

FOTO N° 19; 20: Preparacion de las concentraciones del extracto, patron

de referenciay blancos de muestra..............ccoooiiiiiiiic i, 65

FOTO N° 21: Espectrofotémetro Spectroquant Pharo 300 Merck............ 65
FOTO N° 22: Reaccion del extracto etandlico de maca negra con el

FAAICAl DPPH. ..o 65



INDICE DE GRAFICOS

GRAFICO N° 1: Porcentaje de captacion de radicales libres del extracto

etanolico de MAaCa NEGIa.........c.iuiie e 49

GRAFICO N° 2: Curva de concentracion vs porcentaje de captacion

de radicales lIBresS. . ... e, 50

GRAFICO N° 3: Curva estandar de TroloX........oueeeeeneeieeeeeee e, 66

Xi



ANEXO N° 1:

ANEXO N° 2:

ANEXO N° 3:

ANEXO N° 4:

maca negra......

ANEXO N° 5:

INDICE DE ANEXOS

Matriz de consistencia...........ooeeeiiei s 61
Flujograma de trabajo............ccoiiiiiiiiiiiiiiiiee, 62

Clasificacion TaxonOmiCa. ....c..ue e e, 63

xii



INTRODUCCION

En la actualidad, los compuestos antioxidantes, presentes en forma natural
en plantas, estan cobrando cada dia mayor importancia. Esto debido al
papel que desempefian en la salud humana, previniendo y eliminando
sustancias potencialmente nocivas y generadoras de desoérdenes y

enfermedades en el ser humano.

La maca negra es una planta herbacea, nativa de los Andes Peruanos, que
se cultiva principalmente en las regiones Suni y Puna de los departamentos
de Junin y Pasco, que es cultivada tanto por sus cualidades nutritivas como

medicinales.

El presente trabajo de investigacion tiene como objetivo determinar la
actividad antioxidante del extracto etanolico de Lepidium meyenii
Walpers, maca negra. Para la determinacion de la actividad antioxidante

se realiz6 mediante el método DPPH (2,2-difenil -1-picrilhidrazil).

Este trabajo de investigacion pretende contribuir al conocimiento quimico y
biolégico, para tentar la posibilidad de que sea utilizado la maca negra de
forma racional como alternativa terapéutica segura y con minimos efectos
adversos en el tratamiento de enfermedades provocadas por la presencia
de radicales libres; asi mismo contribuir con datos e informacién para

futuras investigaciones.

xiii



CAPITULO |

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1Descripcion de la Realidad Problematica

En los dltimos afos se ha incrementado la contaminacion ambiental por
la emision de contaminantes provenientes de fabricas, de pesticidas,
de herbicidas, el humo del cigarro, el incremento de transporte publico
gue eliminan gases toxicos produciendo moléculas altamente nocivas
para el ser humano denominado “radicales libres”, la acumulacion
excesiva de radicales libres en el organismo puede provocar dafios en
las células, originando degeneracion de los tejidos, desatando asi un

estrés oxidativo en el organismo. @

El estrés oxidativo y sus efectos adversos en la salud humana ha
llegado a ser un tema de alto interés en los campos biologico,
medicinal, nutricional y asi naciendo el interés en la busqueda y
obtenciéon de antioxidantes como alternativas de origen natural, con

minimos efectos adversos.

1.2Formulacién del Problema

1.2.1 Problema General

¢El extracto etandlico de Lepidium meyenii Walpers, “maca

negra” presentara actividad antioxidante?
1.2.2 Problemas Especificos

P.E.1 ¢Cuales seran los metabolitos presentes en el extracto

etandlico de Lepidium meyenii Walpers, “maca negra”?

P.E.2 ¢ Cudl sera la concentracion inhibitoria (IC50) del extracto

etandlico de Lepidium meyenii Walpers, “maca negra”?

14



1.3 Objetivos de la Investigacion
1.3.1 Objetivo General

Determinar la actividad antioxidante del extracto etandlico de

Lepidium meyenii Walpers, “maca negra”.
1.3.2 Objetivos Especificos

O.E.1 Identificar los metabolitos presentes en el extracto

etanolico de Lepidium meyenii Walpers, “maca negra”.

O.E.2 Evaluar la concentracion inhibitoria (IC50) del extracto

etandlico de Lepidium meyenii Walpers, “maca negra”.

1.4 Hipotesis de la Investigacion

1.4.1 Hipétesis General
El extracto etandlico de Lepidium meyenii Walpers, “maca

negra” posee actividad antioxidante.

1.4.2 Hipétesis Secundarias

H.E.1 El extracto etandlico de Lepidium meyenii Walpers,

“maca negra” presenta metabolitos con actividad antioxidante.

H.E.2 El extracto etandlico de Lepidium meyenii Walpers,
‘maca negra” posee una concentracion inhibitoria (IC50) frente
al radical DPPH.

15



1.5Justificacién e importancia de la investigacion

151

15.2

Justificacion

En el organismo se acumulan diferentes sustancias provenientes ya
sea del propio metabolismo o por la contaminacién ambiental, estas
sustancias pueden llegar a causar problemas a la salud de las
personas. En los Uultimos afios se determind que muchas
enfermedades pueden ser provocadas por radicales libres,
sustancias que tienen la capacidad de causar oxidaciones en el
organismo y desencadenar enfermedades graves. Debido a esto es
indispensable investigar plantas naturales que presenten actividad
antioxidante.

Este trabajo se enfoc en el estudio de Lepidium meyenii Walpers,
‘maca negra” sobre su propiedad antioxidante, asi como la
comprobacién de dicha propiedad y asi logrando justificar su uso
antioxidante como una medicina alternativa natural, fomentando su
uso y consumo de maca negra y dar a conocer a la humanidad una

base cientifica para futuras investigaciones.

Importancia

La importancia de este trabajo de investigacion es dar a conocer la
actividad antioxidante de Lepidium meyenii Walpers, “maca
negra”, y asi proponiendo esta planta nativa de los Andes como
alternativa de origen natural, para su aprovechamiento de tal manera
gue pueda orientarse a la poblacion para un uso racional de este
recurso vegetal y asi sustituyendo a los antioxidantes sintéticos

debido a sus efectos nocivos para el hombre y el medio ambiente.

16



CAPITULO Il
MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes

2.1.1 A Nivel Nacional

La investigacion realizada por Palma E, Prado C, Loja B, Salazar
A. (2012). CARACTERISTICAS FITOQUIMICAS DE
MUESTRAS COMERCIALES DE MACA EN TRES REGIONES
DE PERU. Se estudiaron productos de harina de maca de
ecotipo amarillo procedente de centros de expendio formal e
informal de las provincias de Lima, Callao y Junin, Perud. La
marcha fitoquimica se realiz6 segun el método de colorimetria
descrito por Lock, que catalog6 cualitativamente la presencia del
fitoquimico en “+++” (abundante), “++” (moderado), “+” (leve) y
“” (ausencia). Se indagaron los siguientes metabolitos:
alcaloides, lactonas y cumarinas, triterpenos/esteroides,
catequinas, azucares reductores, saponinas, fenoles, taninos,
aminoacidos libres, quinonas, flavonoides y antocianinas, por lo
gue se evidencié la presencia de todos los fitoquimicos

indagados, con excepcion de las saponinas. @

La investigacion realizada por Oré M. (2008). EFECTOS
HIPOLIPEMICO Y ANTIOXIDANTE DE Lepidium meyenii
Walp EN RATAS. Se realizaron pruebas para medir la
capacidad antioxidante del extracto acuoso y etandlico tanto in
vitro como in vivo. Para el estudio en vitro utilizaron el método
(DPPH), donde se obtuvo como resultado que el IC 50 del
extracto etandlico es de un aproximado de 10mg/ml y del

extracto acuoso un IC50 aproximado de 0,8mg/ml por lo que se

17



concluye que el extracto acuoso de maca amarilla, mostro mayor
actividad antioxidante in vitro que el etandlico probablemente por

la presencia de fenoles y flavonoides. @

La investigacion realizada por Doroteo V, Diaz C, Terry C, Rojas
R. (2013). COMPUESTOS FENOLICOS Y ACTIVIDAD
ANTIOXIDANTE IN VITRO DE 6 PLANTAS PERUANAS .Se
determindé el contenido de &cido ascorbico, flavonoides y
compuestos fendlicos totales; asimismo, se evaluo la actividad
antioxidante de los extractos de Uncaria tomentosa (ufia de
gato), Zea mays (maiz morado), smallanthus sonchifolius
(yacon), Lepidium meyenii (maca ecotipo amarillo), Krameria
triandra (ratania) y physallis peruviana (aguaymanto). La
actividad antioxidante in vitro de dichos extractos fue
determinada por medio de los ensayos de inhibicion de radicales
DPPH, superdxido e hidroxilo; como también a través de la
medicion de su poder reductor y actividad antioxidante total. Los
extractos con mayor actividad antioxidante fueron los de ufia de
gato y ratania, lo cual puede deberse a sus contenidos de,

flavonoides y compuestos fendlicos. ¥

2.1.2 A Nivel Internacional

La investigacion realizada por Sandoval M, Okuhama N, Angeles
F, Melchor V, Condezo L, Lao J, Miller J (2002). LA ACTIVIDAD
ANTIOXIDANTE DE LA MACA VERDURA CRUCIFERA
(Lepidium meyenii). El propésito de este estudio fue evaluar la
actividad antioxidante de Maca se evalu6 mediante el método de
(DPPH), resultados indican que la maca tiene la capacidad de
eliminar los radicales libres y protegen las células contra el

estrés oxidativo. ®
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La investigacion realizada por Zhaa S, Zhaoa Q, Chena J,
Wanga L, Zhanga G, Zhang H, Zhao B. (2014). EXTRACCION,
PURIFICACION Y ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LOS
POLISACARIDOS DE LA MACA (LEPIDIUM MEYENII). Los
polisacaridos fueron separados de la maca (Lepidium meyenii),
los resultados mostraron que los polisacaridos de maca por el
método de DPPH tenian una alta actividad antioxidante,
captadora de radicales, y podria ser explorado como la fuente

de compuestos bioactivos.

2.2 Bases Teoricas
2.2.1 Maca

El término maca es utilizado por el Dr. Javier Pulgar Vidal como
proveniente de dos voces de la lengua chibcha: “MA” que tiene
significado de origen: De la altura (que ha sido cultivado en la

altura) y “CA” que significa:” comida que fortalece”. (")

La maca era utilizada como medio de cambio o trueque entre
los moradores de las poblaciones vecinas y servia, al igual que
otros alimentos importantes, de ofrenda a los dioses del mundo

andino.

La maca ha tenido un gran significado en la vida del hombre
andino, quien le da el reconocimiento de fecundante y
fortalecedor y de ser considerada beneficiosa para la
humanidad por sus importantes propiedades nutritivas y
medicinales que actualmente se define con el término de

Nutracéutico. ®
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2.2.2 Ubicacion Geogréfica

Es la Unica especie andina que tiene un centro Unico de
domesticacién, diversificacion y de produccion, que es la sierra

alta de la zona Central del Peru.

Se halla en altitudes extraordinarias: de 3800 a 4800 metros
sobre el nivel del mar, se distribuye principalmente en las
regiones de suni y Puna de los departamentos de Junin y
Pasco, es capaz de soportar heladas, granizadas, nevadas y
otros factores climatolégicos que son negativos para muchos

cultivos. ©

2.2.3 Clasificacion Taxondmica

La clasificacion taxondmica del recurso vegetal obtenida del
distrito de Carhuamayo, Provincia Junin en el Departamento
de Junin, fue realizada por el Bi6élogo Hamilton Beltran y
certifica de acuerdo al Sistema de Clasificacién de Cronquist

1981, la siguiente clasificacion:

TABLA N° 1: CLASIFICACION TAXONOMICA

Reino Plantae

Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida

Subclase Dillenidae

Orden Capparales

Familia Brassicaceae

Genero Lepidium

Especie Lepidium meyenii Walpers

Fuente: Anexo N°03
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2.2.4 Descripcion Botanica

La Maca es una planta herbacea bienal. Presenta una raiz
reservante (hipocaétilos), de forma globosa redondeada,
axomorfa. Con tamafio de 3-6 cm. de didmetro transversal

y de 4-7 cm. Longitudinal.

Tallo: Corto y poco visible, del que nacen varias ramas
secundarias.

Hojas: basales arrosetadas, pecioladas, peciolos
aplanados de 2 — 3 cm de longitud, con margen escarioso,
Limbo compuesto, tiene un largo de 6 a 9 cm.; las basales
son pinnatifidas y las caulinares algo reducidas.
Inflorescencia: apical y axilar con espinas muy pequeiitas
en el pedunculo.

Flores: son muy pequeiias, su tamafo promedio esta entre
1.5y 2.0 milimetros. Sus pétalos son de color blanco de 0.7
milimetros en promedio y sus sépalos de color que varia
entre el verde, violaceo y verde-violaceo, miden 1.2
milimetros en promedio. Las flores estdn reunidas en
inflorescencia en panicula y el conjunto de estas formas la
roseta de la fase reproductiva de la maca.

Fruto seco, tipo silicula, ligeramente emarginado en el
apice de 2.8 - 3.3 mm y 2.5 de ancho, con una sola semilla
en cada celda, dehiscencia longitudinal siguiendo la

direccion del tabique, el cual es membranoso. ) (10)
2.2.5 Cultivo

Los terrenos cultivados con maca deben descansar por
menos de 6 a 8 afos, ya que existe una idea generalizada
entre los campesinos de que es un agotador de la tierra, y
tal como lo manifiestan los agricultores mediante estudios

de suelos realizados se llegan a la conclusion de que la
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maca es una planta que extrae fuertemente los nutrientes

del suelo. 19

2.2.6 Composicién Quimica y Nutricional

La maca contiene el derivado benzilato de 1,2 Dihidro - N-
hidroxipiridina, llamada macaridina junto con el alcaloide
benzilado macamida: N-Benzil-5-ox0-6 E, 8E-

octadecadienamida y N-Benzilhexadecanamida. %

El perfil fitoquimico de la maca revela su contenido de
esteroles, glucosinolatos, leucoantocianinas, saponinas,
terpenoides y esteroides, alcaloides, isotiocianatos,

acidos grasos, flavonoides, antocianinas. 2)(3)

Los componentes varian, como cualquier derivado de una
planta, de acuerdo a los suelos en los que fue cultivada la
maca. Los siguientes datos aportan valores nutricionales

aproximados. %
TABLA N° 2. COMPOSICION ANALITICA DE LA

MACA EN PORCENTAJE

Componentes %
Agua 104
Proteinas 12.2
Lipidos 2.2
Carbohidratos hidrolizables 59.0
Fibra total 8.5
ceniza 4.9

Fuente: Obregon Vilchez 1998
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TABLA 3. VITAMINAS Y MINERALES HALLADOS EN
HIPOCOTILOS DE MACA. 15

Minerales mg/100g Vitaminas %
materia
seca
Fe 16.6 Caroteno 0.07
(vitamina A)
Mn 0.8 Tiamina 0.15
(Vitamina B)
Cu 5.9 Riboflavina 0.31
(Vitamina B2)
Zn 3.8 Acido 3.1
Ascorbico
Na 18.7
K 2,050.0
Ca 150.0

Fuente: Dini A, Migliuolo G, Rastelli L, Saturnino P, Schettino
0.1994.
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TABLA N° 4. CONTENIDO DE AMINOACIDOS HALLADOS
EN HIPOCOTILOS DE MACA. 19

AMINOACIDOS Concentracion
(mg)/proteina (g)
Aspartato 91.7
Glutamato 156.5
Serina 50.4
Histidina 21.9
Glicina 68.3
Treonina 33.1
Alanina 63.1
Arginina 99.4
Tirosina 30.6
Fenilalanina 55.3
Valina 79.3
Metionina 28.0
Isoleucina 47.4
Leucina 91.0
Lisina 54.5
OH prolina 26.0
Prolina 0.5
Sarcosina 0.7

Fuente: Dini A, Migliuolo G, Rastelli L, Saturnino P, Schettino

0.1994.
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2.2.7 Ecotipos de Maca en el Peru

Existen diferentes ecotipos de maca, que se definen por el color

del hipocétilo. (16)

TABLA N°5: LISTA DE ECOTIPOS DE MACA

Color del Hipocatilo

Porcentaje (%)

Amarillos 47.8
Rojo- Blancos 16.5
Morados- blancos 9.0
Blanco-rojo 6.3
Plomos 5.4
Negros 4.2
Rojo-amarillo 3.7
Blancos 2.2
Blanco-morados 1.6
Amarillos- rojos 1.3
Plomo claros 0.8
Morado-plomos 0.7
Amarillo-plomos 0.5

FUENTE: Juan Tello, Michael Hermann y Alberto Calderon.

1992
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2.2.8 Maca Negra

La maca negra posee un efecto neuroprotector que puede
revertir dafos causados por enfermedades degenerativas como
el Alzheimer y potenciar las funciones cognitivas como la
memoria y la concentracion., se quedé comprobado que la
maca negra alivia sintomas de enfermedades degenerativas que
se presentan en alrededor del 15 % de las personas mayores de

75 afnos.

La Maca negra parece potenciar los efectos de la maca regular,
especialmente en la resistencia fisica y sexual, la fertilidad

masculina y femenina, el aprendizaje y de resistencia al estrés.
(12)

2.2.9 Radicales Libres

Los radicales libres son moléculas inestables porque contienen
un electron no apareado. Para poder convertirse en moléculas
estables, los radicales libres buscan electrones de otras
moléculas tales como el ADN, lipidos en las membranas
celulares y en las proteinas de los tejidos corporales. Cuando
estas moléculas son atacadas por los radicales libres, su
estructura molecular se altera. Estas moléculas alteradas se
convierten entonces en radicales libres que buscan, atacan y
dafian moléculas aledafias, continuando asi una reaccion en
cadena que crea radicales libres y causa dafios moleculares. La
excesiva produccion de un organismo a radicales libres induce
en éste alteraciones bioldgicas potencialmente conducentes a

un dafio celular, denominado "estrés oxidativo". @7
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2.2.10 Estrés Oxidativo

El estrés oxidativo ocurre cuando hay un desequilibrio en
nuestras células debido a un aumento en los radicales libres y/o
una disminucion en los antioxidantes. Con el tiempo, este
desajuste en el equilibrio entre los radicales libres y los

antioxidantes puede dafar nuestros tejidos.

Enfermedades o procesos asociados al dafio oxidativo en
las moléculas biolégicas:

» Envejecimiento: Peroxidacion de los acidos grasos de la

membrana celular y dafio del ADN.

* Ateroesclerosis: Peroxidacion de lipidos en las particulas de

LDL con dafio de otros componentes.
» Cancer: Dafo del ADN.
«Cataratas: Modificaciones irreversibles en las proteinas.

*Cuadros Inflamatorios Crénicos

2.2.11 Antioxidantes

Los antioxidantes son sustancias que detienen o previenen una
cadena de propagacion oxidativa, mediante la estabilizacion del

radical generado (radical libre). ()
e Clasificacion de los Antioxidantes
Los antioxidantes se pueden clasificar como compuestos

endodgenos producidos por el organismo 0 compuestos

exdgenos suministrados con la ingesta de alimentos.
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TABLA N° 6: CLASIFICACION DE LOS ANTIOXIDANTES

EXOGENOS ENDOGENOS COFACTORES
Vitamina E Glutation Cobre
Vitamina C Coenzima Zinc
Beta-caroteno | Acido tiotico Manganeso
Compuestos Enzimas: Hierro
fendlicos Superoxido,

dismutasa

(SOD), Catalasa,

Glutation

peroxidasa.
Licopeno Selenio

FUENTE: Criado C., Moya M. (2009).

2.2.12 Beneficios de los Antioxidantes

Varios estudios cientificos han demostrado que los antioxidantes

reducen el riesgo de padecer:

« Cancer

¢ Hipertension arterial

« Enfermedades cardiovasculares

¢ Diabetes

« Retrasan el envejecimiento prematuro
« Enfermedades degenerativas

« Fortalecen el sistema inmunolégico @8

28


http://www.codeconutrilife.com/tratamiento-natural-presion-alta
http://www.codeconutrilife.com/tratamiento-natural-diabetes

2.2.13 Compuestos Fendlicos

Los compuestos fendlicos constituyen uno de los grupos de
sustancias mas numerosos y ampliamente distribuidos en el reino
vegetal. Ellos son productos del metabolismo secundario de las
plantas, que son determinantes en la calidad sensorial y nutricion
de las frutas, verduras y otras plantas. Se ha demostrado que los
polifenoles dietéticos juegan un papel importante en la salud
humana que previenen o retrasan una serie de muchas
enfermedades cronicas, como el cancer, enfermedades
cardiovasculares, inflamacion crénica y muchas enfermedades
degenerativas. Muchas de las actividades biol6gicas de los
compuestos fendlicos se atribuyen a su capacidad antioxidante.
Los compuestos fendlicos presentan un anillo aromatico que tiene
uno o mas grupos hidroxilos y su estructura puede variar desde la
de una molécula fendlico simple (acidos fendlicos) a la de un
complejo de alto peso molecular como un polimero de masa tales

como taninos condensados.

e Principales clases de compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos comprenden una amplia variedad
de moléculas que tienen una estructura polifenol es decir,
varios grupos hidroxilo en el anillo aromético, también

moléculas con fenol en el anillo tales como &acidos fendlicos.

Los polifenoles se dividen en varias clases de acuerdo con el
namero de fenoles en el anillo y elementos estructurales que
se unen al anillo entre si. Los principales grupos de
compuestos fendlicos son: flavonoides, isoflavonoides,
antraguinonas, antocianidinas, antocianinas, catequinas,
xantonas, acidos fendlicos, fenilpropenos, taninos

(hidrolizables y condensados), estilbenos y lignanos®?), (20)
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2.2.14 Métodos de determinacion de la actividad antioxidante

Estos métodos deben ser rapidos, reproducibles y requerir
cantidades pequefias de los compuestos quimicos por
analizar. @b

Ejemplos de los modelos in vitro més frecuentemente usados
para la evaluacion de la actividad antioxidante.

a) Método del radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH)

b) Ensayo FRAP, (Del inglés ferric-reducing antioxidant
power)

c) Método ORAC, (Del inglés Oxygen Radical Absorbance
Capacity)

d) Método del 6-sulfonato-3-etilbenzotiazolina (ABTS)

2.2.15 Método de captacién del radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo
(DPPH)

El método fue propuesto por Brand-Wiliams y se basa en la
medicion de la capacidad antioxidante estabilizar el radical
DPPH-.

La molécula 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH) es conocida
como un radical libre estable debido a la deslocalizacion de un
electron desapareado sobre la molécula completa. La
deslocalizacion del electron también intensifica el color violeta
intenso tipico del radical, el cual absorbe en metanol a 517 nm
Cuando la solucibn de DPPH reacciona con el sustrato
antioxidante que puede donar un atomo de hidrégeno, el color
violeta cambia al color amarillo o transparente.

El cambio de color es monitoreado espectrofotométricamente y
es utilizado para cuantificar la actividad antioxidante que

poseen distintas sustancias. (?2: (23)
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2.3 Definicién de Términos Béasicos
Hipocatilo: es la parte comestible de la planta, tiene textura carnosa,
forma globosa redondeada, napiforme y axonoforma.

Marcha fitoquimica: Son una serie de métodos para la deteccion
preliminar de los diferentes constituyentes quimicos de una planta,
basados en la extraccion de estos a través de solventes apropiados y
en la aplicacion de pruebas de coloracion.

Extracto etandlico: es una sustancia obtenida por extraccion de una

parte de una materia prima, usando como solvente al etanol.

Antioxidante: es una molécula capaz de retardar o prevenir la

oxidacion de otras moléculas.

Estrés oxidativo: es causado por un desequilibrio entre la produccién
de especies reactivas del oxigeno y la capacidad de un sistema
biologico de decodificar rapidamente los reactivos intermedios o

reparar el dafo resultante.

Método DPPH: es una de las diversas técnicas empleadas para
estimar la actividad secuestradora de radicales de compuestos

especificos o extractos naturales.

Nutracéutico: se refiere a productos que pueden proporcionar

beneficios de salud mas alla de su valor basico nutritivo.

Neuroprotector: hace referencia al efecto de cualquier sustancia o
molécula quimica o biolégica, con efectos protectores en el sistema
nervioso que previenen, mitigan 0 retrasan los procesos
neurodegenerativos propios de enfermedades como el Alzheimer o

lesiones cerebrales.
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CAPITULO llI
METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

3.1 Tipo de Investigacién

Aplicada: ya que se usaron los conocimientos adquiridos en los
afios de estudio de la carrera de Farmacia y Bioquimica, con

aproximacion al tema de investigacion.

Transversal: este trabajo de investigacion se llevé a cabo en un

periodo de junio a octubre del 2016.
3.1.1 Método

Cientifico: La investigacion cumplié todas las exigencias que
requiere dicho método ya que esta sujeto a problema de

investigacion, objetivos, hipoétesis, variables.

Inductivo: Se evalué una muestra del recurso vegetal “maca
negra”, para la identificacibon de sus metabolitos y la

determinacion de su actividad antioxidante.

Cualitativo: Se realizé mediante el ensayo de la prueba de

solubilidad y la marcha fitoquimica.

Cuantitativo: Se cuantific6 el porcentaje de actividad

antioxidante mediante la espectrofotometria UV- Visible.
3.1.2 Técnica

e Extraccion etanolica
¢ Marcha Fitoquimica
e Método DPPH (2,2-difenil -1-picrilhidrazil)
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3.1.3 Disefio

No experimental, ya que el estudio de esta investigacion se

basé en métodos ya validados.

3.2 Poblaciéon y Muestreo de la Investigacion

3.2.1 Poablacién

Hipocétilos de Lepidium meyenii Walpers, “maca” ecotipo
negro procedente del distrito de Carhuamayo a 4500

m.s.n.m, provincia de Junin, departamento de Junin.

3.2.2 Muestra

1200 g de hipocdtilos de Lepidium meyenii Walpers,
“maca” ecotipo negro.

3.3 Variables e Indicadores

TABLA N° 7: VARIABLES E INDICADORES

VARIABLES INDICADORES

Variable Independiente (X)

Extracto etandlico de Lepidium Metabolitos
meyenii walpers, “maca negra”. Presencia(+)
Ausencia (-)

Variable Dependiente (Y)
Actividad antioxidante del % de captacién de radicales
extracto etanolico de Lepidium libres

meyenii walpers, “maca negra”

FUENTE: Elaboracién propia
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3.4 Técnicas e Instrumentos de Recoleccién de Datos:

3.4.1 Técnicas
Este trabajo de investigacion se efectu6 en el laboratorio de
Farmacognosia de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la

Universidad Nacional Mayor de San Marcos.

a) Recoleccion

Los hipocotilos de maca negra fueron recolectados en el distrito
de Carhuamayo, provincia de Junin, departamento de Junin.
(Foto N°1 y Foto N°2)

FOTO N° 1: RECOLECCION FOTO N° 2: HIPOCOTILOS
DEL RECURSO VEGETAL DE MACA NEGRA

FUENTE: Elaboracién propia FUENTE: Elaboracién propia

b) ldentificacion taxondmica de la muestra
La identificacion taxonomica del recurso vegetal se realizé de
acuerdo al Sistema de Clasificacion de Cronquist 1981, y fue
realizada por el biélogo Hamilton Beltran. (Anexo N°3)
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c) Acondicionamiento de la muestra

Se selecciond los hipocotilos de maca negra de buen estado,
sin dafio fisico aparentes luego se procedi6 a limpiarlos

sacandole las raicillas. (Foto N° 3)

FOTO N° 3: SELECCION Y LIMPIEZA DE
LOS HIPOCOTILOS DE MACA NEGRA

FUENTE: Elaboracion propia

Luego fueron cortados en trozos muy pequefios y fue llevada a
estufa a una temperatura de 40°C, para su secado; y luego se
procedid a la molienda, la muestra molida se conservé en
sobres de papel kraff hasta la preparacion del extracto.

(Fotos N° 4 y N° 5)

FOTO N° 4: PROCESO DE FOTO N°5: MUESTRA MOLIDA
MOLIENDA DE MACA NEGRA

FUENTE: Elaboracion propia  FUENTE: Elaboracién propia
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d) Preparacion del extracto etanolico

En un envase de vidrio color ambar, se coloc6 200 g de la
muestra molida de maca negra; luego se afiadi6 1000ml de
etanol al 96%; se agitd diariamente por 7 dias, el cual fue el

tiempo de maceracién. (Fotos N° 6 y N°7)

FOTO N° 6: PROCESO FOTON° 7: MACERACION
DE MACERACION ETANOLICA DE MACA
NEGRA

FUENTE: Elaboracién propia FUENTE: Elaboracion propia

Luego de este tiempo se, paso a filtrar; el liquido obtenido fue
colocado en placas Petri grande para su concentracion en
estufa a 40° por 3 dias, para obtener al final un extracto seco,
y se guardd en un frasco de vidrio de color ambar en
refrigeracion a 4°C hasta su uso, el peso obtenido del extracto
seco fue 46,5 g. (Fotos N° 8, N° 9 y N° 10)

FOTO N° 8: PROCESO DE FOTO N°9: FILTRADO DEL

FILTRACION MACERADO ETANOLICO

el

FUENTE: Elaboracion propia FUENTE: Elaboracion propia
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e)

f)

9)

FOTO N° 10:
EXTRACTO ETANOLICO SECO

FUENTE: Elaboracion propia

Ensayo organoléptico

Se realiz6 la caracterizacion organoléptica del extracto

etanolico seco.

Prueba de solubilidad

Se usardn 5 tubos de ensayo donde se colocaron 3 mg del
extracto etanolico seco de maca negra y se agrego, a cada
uno, 1ml de solvente, cloroformo, etanol, metanol, agua
destilada y acetato de etilo Se agitd y se observaron los
resultados.

Marcha fitoquimica

Se realiz6 la aplicacion de pruebas de coloracion vy
precipitacion descrito por Lock de Ugaz, para determinar si
existe presencia o ausencia de metabolitos mas importantes,

mediante la marcha fitoquimica preliminar.
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Prueba de Molish: 0.5 ml de M.P. + 5 gotas de reactivo
Molish + &cido sulftrico en zona, reaccion positiva: anillo
violeta, presencia de carbohidratos.

Prueba de Antrona: 0.5 ml de M.P. + 5 gotas de reactivo
antrona, reaccion positiva: anillo verde azulado en la
interface, presencia de carbohidratos.

Prueba de Fehling: 0.5 ml de M.P. + 5 gotas de reactivo
Fehling “A” + 5 gotas de Fehling “B” y colocarlo en bafo
maria por 10 minutos, reaccion positiva: precipitado rojo
ladrillo, presencia de azucares reductores.

Prueba de Ninhidrina: 0.5 ml de M.P. + 3 gotas de reactivo
Ninhidrina, reaccion positiva: coloracién violeta azulada,
presencia de aminoacidos.

Prueba de Vainillin-sulfarico: 0.5 ml de M.P. + 5 gotas de
reactivo Vainillin-sulfurico, reaccién positiva: anillo rojo
pardo en la interface, presencia de glicésidos.

Prueba de Rosenheim: 0.5 ml de M.P. + 3 gotas de
reactivo de Rosenheim, reaccidén positiva: rojo pardo,
presencia de flavonoides, catequinas y antocianinas.
Prueba de Hidroxilamina: 0.5 ml de M.P. + 3 gotas de
reactivo Hidroxilamina, reaccion positiva: precipitado
rojiza.

Prueba de Dragendorff: 0.5 ml de M.P. + 3 gotas de
reactivo de Dragendorff, reaccion positiva: precipitado
naranja, presencia de alcaloides.

Prueba de Mayer: 0.5 ml de M.P+ 3 gotas de reactivo de
Mayer, reaccion positiva: precipitado blanco, presencia de
alcaloides.

Prueba de Bertrand: 0.5 ml de M.P. + 3 gotas de reactivo
de Bertrand, reaccidn positiva: precipitado blanco

lechoso, presencia de alcaloides.
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h)

Prueba de Sonnenschein: 0.5 ml de M.P. + 3 gotas de
reactivo de Sonnenschein, reaccién positiva: precipitado
verde azulado, presencia de alcaloides.

Prueba de Tricloruro de Hierro: 0.5 ml de M.P. + 3 gotas
de reactivo FeCl, reaccion positiva: coloracién verde es
predominio de compuestos fendlicos.

Prueba de Shinoda: 0.5 ml de M.P. + Mg metélico + 3
gotas HCI concentrado, reaccién positiva: coloracion roja
a salmon, presencia de flavonoles, flavonas, flavanonoles
y flavanonas; coloracién amarilla indica presencia de
isoflavonas; isoflavononas.

Prueba de Lieberman- Burchardat: 0.5 ml de M.P+
reactivo de Lieberman- Burchardat (1ml cloroformo +
anhidrido acético), reaccion positiva: coloracion verde o
azulada es predominio de esteroides; coloracion pardo
amarillo — naranja es predominio de triterpenoides.
Prueba de Borntrager: 0.5 ml de M.P. + 3 gotas de
reactivo de Borntrager, reaccion positiva: coloracion
rojiza, presencia de quinonas.

Prueba de Gelatina: 0.5 ml de M.P. + 3 gotas de reactivo
gelatina, reaccion positiva: precipitado blanco lechoso,
presencia de taninos.

Prueba de Espuma: 0.5 ml de M.P. + 5 ml de agua
destilada, agitar vigorosamente el tubo por 15 segundos
y dejar en reposo por 1 minuto, reaccion positiva:
formacién de espuma por mas de 1 cm y sea persistente,

presencia de saponinas

Actividad antioxidante

El método fue propuesto por Brand-Williams, se preparo
una solucién del radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidracilo

(DPPH) 2mg en 100 ml de metanol en una fiola, se cubrio
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con papel aluminio para evitar su rapida degradacion.
Luego se preparo una solucion del extracto etandlico seco
de maca negra, a una concentracion inicial de 2400 ug/ml,
a partir de ésta solucion madre, se prepararon diferentes
diluciones dando concentraciones finales de 800, 700,
600, 400, 200 ug/ml.

A cada concentracion se le adiciono 1,6 ml de la solucion
de DPPH. Las muestras fueron medidas por triplicado.
Luego se prepara el patron de referencia en un tubo de
ensayo 0,8ml de metanol con 1,6 ml de DPPH; el blanco
de muestra se prepara con 0.8ml (solucion del extracto) y
1,6 ml de metanol; se taparon todos los tubos con
parafilm; se agitaron y se dejaron reposar por 30 minutos
en la oscuridad. Se leyeron en el espectrofotometro a 517
nm. Como estandar se utilizo, el acido 6-hidroxi-2,5,7,8
tetrametil-croman-2-carboxilico (Trolox) analogo sintético
hidrosoluble de la vitamina E, se utiliz6 este estdndar para
determinar los equivalentes ug Trolox/ g de extracto

etandlico de maca negra.

Posteriormente, con los valores de las absorbancias
obtenidas se determind el % captacion de radicales libres

(DPPH) mediante la siguiente férmula.

Foérmula para calcular la actividad antioxidante:

Capacidad Antioxidante = | 1. _(A2A3)

X 100
% captacion de Radicales libres Al

Al: Absorbancia del patron de referencia
A2: Absorbancia de la muestra
A3: Absorbancia del blanco de muestra

40




Concentracion inhibitoria (IC50)

Luego de calcular los porcentajes de captacion de
radicales libres se procedio a determinar la concentracion
inhibitoria (IC50) mediante la ecuacién Y=mx+b, que se
obtuvo de la curva de concentracion vs % captacion de
radicales libres.

Utilizando el intercepto y la pendiente de la linea de
regresion lineal se calculd el valor IC50, aplicando la

siguiente formula:

IC50= 50-b

m

Donde:

IC50: Concentracidn necesaria del extracto para capturar
un 50% de radicales libres DPPH.
b: Intercepto de la linea de regresion lineal.

m : Pendiente de la linea de regresion lineal.
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3.4.2 Instrumentos

Equipos

e Espectrofotbmetro Spectroquant Pharo 300 Merck
e Bafo maria

e Balanza marca Digital precision®

e Balanza Analitica Ohaus®

e Estufa

e Molino metalico de mano

e Micropipetas

e Vortex Scilogex mx-s®

Reactivos

o 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) SIGMA.

. Etanol
° Metanol
. Cloroformo

o Fehling Ay B

. Acido sulftrico

o Acetato de etilo

. Anhidrido acético

o Tricloruro de hierro

o Magnesio metalico

o Reactivo de Mayer

o Reactivo de Gelatina
o Reactivo de Molish

J Reactivo de Dragendorff



Reactivo de Ninhidrina
Reactivo de Hidroxilamina
Reactivo de Bertrand

Reactivo de Sonnenschein
Reactivo de Borntranger
Reactivo de Lieberman-buchard
Reactivo de Rosenheim
Reactivo de Vainillin-sulftrico
Acido clorhidrico concentrado
Trolox ALDRICH

Materiales

Tubos de ensayo
Probeta

Gradilla

Embudo

Soporte universal
Aro metélico
Papel filtro

Papel parafilm
Papel aluminio
Puntas de micropipetas
Viales de vidrio
Tubo falcon

Placas Petri grande
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CAPITULO IV
PRESENTACION, ANALISIS E INTERPRETACION DE
RESULTADOS

4.1 Resultados

El extracto etandlico seco de Lepidium meyenii Walpers, “maca
negra”, presentd las siguientes caracteristicas organolépticas.(Ver
Tabla N°8)

TABLA N° 8: CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS DEL
EXTRACTO ETANOLICO SECO DE Lepidium
meyenii Walpers, “MACA NEGRA”

CARACTERISTICA RESULTADO
Aspecto Solido
Color Marron caramelo
Olor Caracteristico
Sabor Amargo

FUENTE: Elaboracion propia
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El extracto etandlico de Lepidium meyenii Walpers “maca
negra”, en la prueba de solubilidad se obtuvieron los siguientes
resultados. (Ver Tabla N° 9 y Foto N°11)

TABLA N° 9: PRUEBA DE SOLUBILIDAD DEL EXTRACTO
ETANOLICO DE Lepidium meyenii Walpers, “MACA

NEGRA”

SOLVENTE SOLUBILIDAD
Cloroformo Poco soluble
Etanol 96° Muy soluble

Metanol Muy soluble
Agua destilada Soluble
Acetato de Etilo Soluble

FUENTE: Elaboracion propia

FOTO N° 11: PRUEBA DE SOLUBILIDAD DEL
EXTRACTO ETANOLICO DE Lepidium
meyenii Walpers, “MACA NEGRA”.

1: Cloroformo

2: Etanol 96°

3: Metanol

4: Agua destilada

5: Acetato de etilo

FUENTE: Elaboracién propia
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El extracto etandlico de Lepidium meyenii Walpers “maca negra”, en la

marcha fitoquimica cualitativa presentd abundante cantidad de

carbohidratos, azucares reductores, aminoacidos, glicésidos, compuestos

fendlicos, alcaloides, en moderada cantidad de flavonoides, catequinas,

taninos, triterpenos, en leve cantidad de quinonas, saponinas y ausencia

de compuestos con grupo carbonilos.

TABLA N° 10: MARCHA FITOQUIMICA DEL EXTRACTO
ETANOLICO DE Lepidium meyenii Walpers, “MACA NEGRA”

ENSAYO METABOLITO RESULTADO

Molish Carbohidratos +++
Antrona Carbohidratos +++
Fehling Azucares reductores +++
Ninhidrina Aminoacidos +++
Vainillin - Sulfarico Glicosidos +++
Rosenhein Catequinas ++

Hidroxilamina Compuestos con -

grupo carbonilo
Dragendorff Alcaloides +++
Mayer Alcaloides +++
Bertrand Alcaloides ++
Sonnenschein Alcaloides ++
Compuestos +++
Tricloruro de Hierro fendlicos

Shinoda Flavonoides ++
Lieberman-buchardat Triterpenoides ++
Borntrager Quinonas +
Gelatina Taninos ++

Espuma Saponinas +

Leyenda: (+++) Abundante; (++) Moderado; (+) Leve; (-) Ausencia

FUENTE: Elaboracion propia
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Foto N° 12, 13,14: Marcha Fitoquimica del extracto etandlico
de Lepidium meyenii Walpers “maca negra”

FUENTE: Elaboracion propia
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FUENTE: Elaboracion propia
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Porcentaje de captacion de radicales libres del extracto etandélico de
Lepidium meyenii Walpers, "maca negra": se obtuvieron los siguientes
resultados a concentraciones de 800 ug/ml, 700 ug/ml, 600 ug/ml, 400
ug/ml, 200 ug/ml presentaron porcentaje de 77,97%, 72,68%, 67,62%,
56,38%, 37,66% respectivamente. (Ver Tabla N° 11 y Grafico N° 1)

TABLA N° 11: PORCENTAJE DE CAPTACION DE RADICALES
LIBRES DEL EXTRACTO ETANOLICO DE Lepidium meyenii Walpers,
"MACA NEGRA"

Absorbancia del patrén de referencia: 0,454

Muestra | Concentracion Prom. de Absorbancia
ug/mi Absorbancia | de blanco de | Capacidad
de la muestra Antioxidante
muestra %
Extracto 0,106 0,006
800 ug/ml 77,97
etandélico
0,128 0,004
demaca | 700 ug/ml
negra 72,68
0,151 0,004
600 ug/ml 67,62
0,200 0,002
400 ug/ml 56,38
0,283 0,000
200 ug/ml 37,66

FUENTE: Elaboracion propia
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GRAFICO N° 1: PORCENTAJE DE CAPTACION DE RADICALES LIBRES
DEL EXTRACTO ETANOLICO DE Lepidium meyenii Walpers, "MACA
NEGRA”
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FUENTE: Elaboracion propia
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Concentracion Inhibitoria (IC50) del extracto etandlico de Lepidium

meyenii Walpers, "maca negra”.

Mediante la ecuacion que se obtuvo de la curva de concentracién vs %
captacion de radicales libres, se calculd el valor de la concentracién
inhibitoria (IC50) del extracto etandlico de maca negra (Ver Grafico N° 2 y
Tabla N° 12)

GRAFICO N° 2: CURVA DE CONCENTRACION VS % CAPTACION
DE RADICALES LIBRES

90
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80 R? = 10,9806
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50
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FUENTE: Elaboracién propia

A partir de la ecuacion de la curva

Y=mx +b

X= (y-b)/m

IC50=_50-b
m

IC50 = (50-26.942) / 0.0658
IC50=350.42 ug/ml
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TABLA N° 12: CONCENTRACION INHIBITORIA (IC50) DEL EXTRACTO

ETANOLICO DE Lepidium meyenii Walpers, "MACA NEGRA"

Muestra IC 50 IC 50 IC50
expresado en expresado en expresado en
(ug/ml) (mg/ml) (g/ml)
Extracto

etandlico de 350.42 ug/ml 0,350 mg/ml. | 0,00035042 g/ml

maca negra

FUENTE: Elaboracién propia

Los resultados de la comparacién del IC50 del extracto etandlico de
Lepidium meyenii Walpers "maca negra" y Trolox, presento los siguientes
resultados. (Ver tabla N° 13)

TABLA N° 13: CAPACIDAD ANTIOXIDANTE MEDIANTE LA IC50 EN
(ug/ml) DEL EXTRACTO ETANOLICO DE Lepidium meyenii Walpers,
"MACA NEGRA” Y TROLOX.

CONCENTRACION INHIBITORIA (IC50) en ug/ml
Extracto etandlico de maca negra | 350.42 ug/ml
Trolox 2,3934 ug/ml
FUENTE: Elaboracioén propia

TABLA N° 14: CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DEL EXTRACTO
ETANOLICO DE Lepidium meyenii Walpers, "MACA NEGRA”
EXPRESADA EN EQUIVALENTE ug TROLOX/g.

Muestra

Equivalente ug Trolox/g extracto

Extracto etandlico de maca
negra 6830.08961 ug Trolox/ g
FUENTE: Elaboracioén propia

51



4.2 Analisis e Interpretacion de resultados

En la TABLA N° 10, Al realizar el analisis fitoquimico del extracto
etanolico de Lepidium meyenii Walpers “maca negra”, se observa
presencia de compuestos fendlicos, flavonoides, taninos,
catequinas, se puede deber talvez a estos metabolitos la actividad
antioxidante de la maca negra ya que segun bibliografia, son

metabolitos responsables de la actividad antioxidante.

Enla TABLA N° 11 y GRAFICO N° 1: Se observa que el extracto
etandlico de maca negra a diferentes concentraciones logro inhibir
la formacién de radicales libres, siendo los porcentajes de
captacion de radicales libres directamente proporcionales a las
concentraciones evaluadas, concluyendo que a medida que
aumenta la concentracion del extracto etandlico de maca negra,

mayor es su actividad antioxidante.

En la TABLA N° 12: Se observa que el extracto etanélico de maca
negra, presenta una concentracion inhibitoria (IC50) de 0,350 ug/ml,
determinando que necesita esa cantidad de extracto para capturar
un 50% de radicales libres DPPH.

Enla TABLA N° 13: Se observa la capacidad antioxidante mediante
la IC50 (mg/ml) del Trolox y del extracto etandlico de Lepidium
meyenii Walpers, “maca negra”, donde se muestra que el trolox
presenta mayor actividad antioxidante que la maca negra, ya que a

menor IC50 mayor es la actividad antioxidante.

En la TABLA N° 14: Se observa la capacidad antioxidante del
extracto etanodlico de Lepidium meyenii Walpers, “maca negra”,
expresado en Trolox, que se obtuvo de la division del IC50 del Trolox
(ug/ml) con el IC50 del extracto etandlico de maca negra (g/ml),
obteniendo que por gramo de extracto tuvo una actividad
antioxidante de 6830.08961 ug Trolox/ g de extracto.
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DISCUSION

Los resultados obtenidos de la marcha fitoquimica del extracto
etandlico de Lepidium meyenii Walpers “maca negra” coincide con el
estudio realizado por Palma. et al.; (2012), en la presencia de
metabolitos como los alcaloides, catequinas, taninos, compuestos

fendlicos, aminoacidos, quinonas, flavonoides y azlucares reductores.

En esta investigacion se obtuvo una concentracion inhibitoria (IC50) de
0,350 mg/ml del extracto etandlico de maca negra y comparando con
el estudio realizado por Oré M. (2008), que tuvo como resultado que el
extracto etandlico de maca amarilla realizado por el método de 2,2-
difenil-1-picrilhidracilo (DPPH) obtuvo un (IC50) de 10 mg/ml, a partir
de esta comparacion se deduce que la maca negra su (IC50) es menor
gue la maca amarilla, indicando que la maca negra presenta mayor

actividad antioxidante.

Segun los resultados obtenidos en la marcha fitoquimica del extracto
etandlico de maca negra, se observa presencia de flavonoides,
compuestos fendlicos en el cual se le puede atribuir a estos metabolitos
sean los responsables de la actividad antioxidante de la maca negra ya
gue segun bibliografia estos metabolitos participan en la actividad
antioxidante, esto queda respaldado por el estudio realizado por
Doroteo V. et al.; (2013), Compuestos fendlicos y actividad

antioxidante in vitro de 6 plantas peruanas.
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En esta investigacion se obtuvo que el (IC50) del extracto etandlico de
maca negra es menor que lo reportado por el estudio realizado por
Sandoval M. et al.; (2002), que tuvo como resultado que el (IC50) del
extracto acuoso de maca, es de 0,6mg/ml, concluyendo que el extracto

etandlico de maca negra presenta mayor actividad antioxidante.

El estudio realizado por Zhaa S. et al.; (2014), concluyeron que los
polisacaridos contenidos en la maca también contribuyen en la
actividad antioxidante del recurso vegetal, por lo que se deduce que
quizas la presencia de carbohidratos identificados en el estudio
fitoquimico del extracto etandlico de maca negra influya en su actividad

antioxidante.
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CONCLUSIONES

Se determind que el extracto etandlico de Lepidium meyenii Walpers,
‘maca negra” utilizando el método de captacion de radical 2,2-difenil-1-
picrilhidracilo (DPPH), present6 actividad antioxidante, mostrando que a

mayor concentracion del extracto, mayor es su actividad antioxidante.

En el estudio fitoquimico cualitativo del extracto etandlico de Lepidium
meyenii Walpers, “maca negra”, indicé presencia abundante de
compuestos fendlicos, flavonoides, taninos, catequinas, los cuales sean los

responsables de la actividad antioxidante de la maca negra.

Se evalub la concentracion inhibitoria (IC50) del extracto etandlico de
Lepidium meyenii Walpers, “maca negra”, obteniendo un (IC50) de 0,350
mg/ml, determinando que necesita esa cantidad de extracto para capturar
un 50% de radicales libres 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH).
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RECOMENDACIONES

Ampliar el estudio con otros métodos de determinacion de actividad

antioxidante de Lepidium meyenii Walpers, “maca negra”.
Se sugiere continuar con un estudio quimico que permita el aislamiento e
identificacion de los metabolitos activos del extracto etandlico de Lepidium

meyenii Walpers, “maca negra”.

Evaluar la actividad antioxidante de Lepidium meyenii Walpers, “maca

negra”, con otros tipos de extractos.

Realizar estudios comparativos de actividad antioxidante con otros

ecotipos de macas.

Siendo la maca negra un producto natural, podria ser recomendado como

suplemento antioxidante biolégico.
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ANEXOS



ANEXO 1
MATRIZ DE CONSISTENCIA

Titulo de Tesis: “ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DEL EXTRACTO ETANOLICO DE Lepidium meyenii Walpers MACA NEGRA”

Presentado por: VEGA ROJAS CINDY RUTH

PROBLEMA
GENERAL METODO Y DISENO -
OBJETIVO - TIPO Y NIVEL DE b POBLACION Y
GENERAL HIPOTESIS GENERAL INVESTIGACION DE INVESTIGACION VARIABLES
MUESTRA
¢El extracto etandlico de Determinar la actividad El extracto etandlico de Tipo de Variable Poblacién:

Lepidium meyenii Walpers,
maca negra presentara
actividad antioxidante?

Problemas Especificos

P.E.1 ¢Cuales seran los
metabolitos presentes en el
extracto etandlico de
Lepidium meyenii Walpers,
“maca negra”?

P.E.2 ¢Cual serala
concentracion inhibitoria
(IC50) del extracto etandlico
de Lepidium meyenii
Walpers, “maca negra”?

antioxidante del extracto
etandlico de Lepidium
meyenii Walpers, maca
negra.

Objetivos Especificos

O.E.1 Identificar los
metabolitos presentes en
el extracto etandlico de
Lepidium meyenii
Walpers, maca negra.

O.E.2 Evaluar la
concentracion inhibitoria
(IC50) del extracto
etandlico de Lepidium
meyenii Walpers, “maca
negra”.

Lepidium meyenii Walpers,
maca negra posee actividad
antioxidante.

Hipotesis Especificas

H.E.1 El extracto etandlico de
Lepidium meyenii Walpers,
maca negra presenta
metabolitos con actividad
antioxidante.

H.E.2 El extracto etanélico de
Lepidium meyenii Walpers,
“maca negra’” posee una
concentracion inhibitoria (IC50)
frente al radical DPPH.

Investigacion:

- Aplicada

- Transversal

Nivel de
Investigacion:

Descriptivo

Método de Investigacion:

- Cientifico
- Inductivo
- Cuantitativo

- Cualitativo

Disefio de Investigacion:

- No Experimental

Independiente(X)

X: Extracto etanélico de
Lepidium meyenii
Walpers, maca negra

Indicador:
X1: metabolitos (+) o (-)

Variable Dependiente

)

Y: Actividad antioxidante
del extracto etandlico de
Lepidium meyenii
Walpers, maca negra.

Indicador:
Y1: % Captacion de
radicales libres

Hipocdtilos de Lepidium
meyenii Walpers, “maca”
ecotipo negro procedente
del distrito de Carhuamayo
a 4500 m.s.n.m, provincia
de Junin, departamento de
Junin.

Muestra:

1200 g de hipocétilos de
Lepidium meyenii Walpers
“maca” ecotipo negro.
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ANEXO N° 2

FLUJOGRAMA DE TRABAJO

HIPOCOTILOS DE MACA
ECOTIPO NEGRO
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ANEXO N° 3
CLASIFICACION TAXONOMICA

Hamilton W. Beltran S.
Consultor Botanico
Calle Natalio Sanchez 251- Jesus Maria
hamiltonbeltran@yahoo.com

CERTIFICACION BOTANICA

El Bidlogo colegiado y autorizado por el Inrena segtin RD. N° 334-2013-MINAGRI-
DGFFS/DGEFFS, con Registro N° 37, certifica que la planta conocida como “MACA
NEGRA”, proporcionado por la Srta. VEGA ROJAS CINDY RUTH, ha sido

estudiada cientificamente y determinada como Lepidium meyenii y de acuerdo al

Sistema de Clasificacion de Cronquist 1981, se ubica en las siguientes categorias:

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Dillenidae
Orden: Capparales
Familia: Brassicaceae
Género: Lepidium

Especie: Lepidium meyenii Walpers

Se expide la presente certificacién a solicitud de la interesada para los fines que

estime conveniente.

Lima, 10 Agosto 2016.

Blgo. ﬂﬁn Beltran

Hanilon Winer elran Stiago
Biologo - Botdnico
CBR 2719
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ANEXO 4

FOTOS DEL ESTUDIO ACTIOXIDANTE DEL EXTRACTO
ETANOLICO DE MACA NEGRA

FOTO N°15 FOTO N° 16
2,2-DIFENIL -1-PICRILHIDRAZIL (DPPH) TROLOX ALDRICH

FUENTE: Elaboracién propia FUENTE: Elaboracién propia
FOTO N° 17: PREPARACION FOTO N° 18: PREPARACION
DE LA SOLUCION DE DPPH DE LA SOLUCION MADRE

DEL EXTRACTO

FUENTE: Elaboracion propia FUENTE: Elaboracion propia
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FOTO N° 19 Y 20: PREPARACION DE LAS
CONCENTRACIONES DEL EXTRACTO, PATRON DE
REFERENCIA'Y BLANCOS DE MUESTRA

FUENTE: Elaboracion propia

FOTO N° 21:
ESPECTROFOTOMETRO
SPECTROQUANT PHARO 300
MERCK

FUENTE: Elaboracion propia

FUENTE: Elaboracion propia

FOTO N° 22: REACCION DEL
EXTRACTO ETANOLICO DE
MACA NEGRA CON EL
RADICAL DPPH

FUENTE: Elaboracion propia



ANEXO 5

CURVA ESTANDAR DE TROLOX

GRAFICO N° 3: CURVA ESTANDAR DE TROLOX

80 y = 20,436x + 1,0869
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Fuente y elaboracion propia

Y=mx +b

X= (y-b)/m

IC50= 50-b
m

IC50 = (50-1,0869) / 20,436
IC50=2,3934 ug/ml




