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RESUMEN

Los da}401osdermatolégicos por causa de las radiaciones 0 el

envejecimiento son motivo de b}402squedaincesante de productos

antioxidantes y las plantas son de especial predileccién hoy en dia. El

presente trabajo de investigacién se realizé con la }401nalidadde determinar

la actividad antioxidante de la crema elaborada a base de los compuestos

fenélicos aislados de las }402oresde Mutisia acuminata R&P. �034chinchi|coma",

durante Ios meses de agosto del 2013 a febrero del 2014. La muestra fue

recolectada en el centro poblado de Chuschi, provincia de Cangallo,

departamento de Ayacucho, obteniéndose Ios compuestos fenélicos a

panir de un extracto etanolico, con solventes de diferente polaridad,

realizandose su identi}401cacién mediante ensayos cualitativos,

cromatogra}401casy espectrales, las cuales indican la presencia de'

isoflavonas. La actividad antioxidante se determiné por el método

espectrofotométrico usando el DPPH (1,1difeniI�0242picrilhidrazil), se elaboré

las, cremas a concentraciones de 0,5; 1 y 2% a base de compuestos

fenélicos. Las cremas al 0,5 y 1,0 % fueron de color crema claro y al 2%,

mostaza claro, todos de aspecto homogéneo, pH neutro y el tipo de

emulsion, ONV. La extensibilidad bajo 500 9 de peso ejercido fue: al 1%,

con mayor extensibilidad (91.1 cmz), seguida de la crema al 2% (90,3 cmz)

y }401nalmentela de 05% (86,1 cmz) Iigeramente mayor que la crema base

(84,3 cmz), la crema al 2.0% presenta mayor porcentaje de inhibicién de

radicales libres (99,70%), respecto a las cremas al 1,0% y 05% que

presentaron porcentajes de 98.6% y 96.1% respectivamente. Sin embargo,

todos los porcentajes de inhibicién de las cremas al 0,5%, 1,0% y 2,0%

son estadisticamente similares (p>0,05). Se concluye que la crema posee

caracteristicas organolépticas éptimas para una crema, y que a diferentes

concentraciones las cremas tuvieron actividad antioxidante.

Palabras clave: Mutisia acuminata R&P. �034chinchilcoma",compuestos

fenélicos, antioxidante y radicales libres.
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I. INTRODUCCION

El tema de los antioxidantes ha venido adquiriendo importancia singular en los

}401ltimostiempos. AI existir una disminucién de los niveles de antioxidantes o una

inhibicién de las enzimas antioxidantes se desencadena un estrés oxidativo,

produciendo un da}401ocelular por la oxidacién a macromoléculas como proteinas,

lipidos y écido desoxirribonucleico. Estudios previos correlacionan el estrés

oxidativo con la patogénesis de numerosas enfermedades y han demostrado

que los antioxidantes desempe}401anuna funcién fundamental en la prevencién de

enfermedades crénicas no lransmisibles por lo que es imponante el consumo de

sustancias antioxidantes no enziméticas o la innovacién de nuevas productos

quimicos enziméticos que puedan Iograr un efecto positivo en la salud del

paciente.�035Una fuente importante de estas sustancias son las que derivan de

productos naturales.�031En este sentido, Ios }402avonoidesy écidos fenélicos se han

constituido como importantes sustancias antioxidantes por ser fuertes

atrapadores de radicales libres.�030Solamente resta transformarlos para su

administracién en los sistemas biolégicos.

De otro lado, la preparacién y formulacién de los medicamentos se consideré

durante muchos a}401oscomo un arte, y su estudio como disciplina estaba

constituido por una gran cantidad de conocimientos empiricos y descriptivos que

se han transformado. En la actualidad, es un conjunto de nociones de alto rigor

cienti}401coy acelerado desarro||o.5

Este escenario nos motivé a determinar la actividad antioxidante de la crema

elaborada a base de los compuestos fenélicos aislados de las }402oresde Mutisia

acuminata R&P �034chinchilcoma",como objetivo general. En este cdmetido, previa

revisién de la bibliografia, se siguié técnicas estandarizadas usadas en estudios

similares y procedimientos propios de los Iaboratorios de Farmacognosia de la

Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional de

San Cristébal de Huamanga, Ayacucho, Peru.
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En este informe, adicionalmente a la determinacién de la actividad antioxidante,

se describen Ios procedimientos y resultados de aislar compuestos fenélicos de

las }402oresde Mutisia acuminata R&P �034chinchilcoma�035,de formular y elaborar

cremas a concentraciones de 0,5, 1 y 2% y de evaluar sus parémetros fisico

quimicos, dando valor agregado asi a una especie endémica en nuestra regién.°

Por todas las consideraciones y con el propésito de generar conocimiento acerca

de las propiedades de esta especie, es necesario conocer la actividad

antioxidante de la crema elaborada a base de los compuestos fenélicos aislados

de las }402oresde Mutisia acuminata R&P "chinchilcoma�035,para lo cual se plantearon

con los siguientes objetivos: -

Objetivo General: '

o Determinar Ia actividad antioxidante de la crema elaborada a base de los

compuestos fenélicos aislados de las }402oresde Mutisia acuminata R & P

~ "chinchilcoma". - b . .

Objetivos Especificos: - '

- Aislar los compuestos fenélicos presentes en las }402oresde Mutisia acuminata

R&P "chinchi|coma". .

o Formular y elaborar las cremas a una concentracién de 0.5%, 1% y 2% a

' base de los compuestos fenélicos aislados de las }402oresde Mutisia

acuminata R&P �034chinchi|coma".

- Evaluar Ios parémetros fisico quimicos de la crema elaborada a base de los

compuestos fenélicos aislados de las }402oresde Mutisia acuminata R&P

�034chinchi|coma�035.

o Evaluar la actividad antioxidante de la crema elaborada a base de los

compuestos fenélicos aislados de las }402oresde Mutisia acuminata R&P

�034chinchi|coma"sobre el radical Iibre del DPPH.
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II. MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes del problema

Muchas especies vegetales han demostrado tener actividad antioxidante tanto in

vivo como in vitro por lo que su interés en desarrollar formas farmacéuticas a

base de estos es creciente. Siguiendo esta misma |I'nea de investigacibn en

nuestro medio, por ejemplo, se han desarrollado los siguientes trabajos:

Actividad antioxidante de la crema elaborada a base del extracto hidroalcohélico

de las hojas y }402oresde Calceolaria engleriana Kraenzl �034wawi|Iay".7

Formulacién y evaluacién de la actividad antiin}402amatoriade una crema y gel

elaborados a base del extracto atomizado de la corteza de Uncaria tomentosa

(Wi|ld.) DC. �034u}401ade gato�035.°

Evaluacién de la actividad antiin}402amatoriatépica de hidrogeles elaborados a

partir de extractos de Mutisia acuminata Ruiz & Pav. �034chinchi|coma".9

2.2 Mutisia acuminata R&P �034chinchilcoma�035

2.2.1 Clasificacién taxonémica

DIVISION : Magnoliophyia

CLASE : Magnoliopsida

SUB CLASE : Asteridae

ORDEN : Asterales

FAMILIA : Asteraceae

GENERO : Mutisia

ESPECIE : Mutisia acuminata R&P

NOMBRE COMUN : �034chinchilcoma�035

Fuente: Certi}401cadoemitido por el Herbariun Huamangensis (2013) (Anexo 1).
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2.2.2 Descripcién boténica

Mutisia acuminata Ruiz & Pav. �034chinchilcoma�035es un arbusto de 60 a 120 cm de

altura. Tallo ramoso desde la base, cuyas ramas son }402exuosas.Hojas alternas,

pinnalicompuestas, peciolo de uno a dos centimetres de largo, raquils o

nervadura principal que termina en zarcillo bi}401doo trilido, limbo 9 a 11 cm de

largo, 10 a 14 pares de foliolos lanceolados, acuminados en el épice, atenuado

en la base, haz glabrescente. ln}402orescenciaen capitulo terminales, solitarios,

pedunculados_ involucro cilindrioo acompa}401ado,brécteas involucrales, las

externas gradualmente més peque}401asy agudas en el épice, las internas

ob|ongo- lanceoladas. Flores rojo naranjas, las marginales femeninas, corola

bilabiada 60 a 70 mm de largo, labio externo desarrollado forma la ligu|a,~|abio

interno peque}401ofiliforme; el tubo de la corola 40 a 50 mm de largo por 15 mm de

diémetro. Flores del disco hermafroditas bilabiadas 60 a 65 mm de largo total,

tubulo 50 a 60 mm de largo y labios 5 a 8 mm de largo, labio externo, tri}401do,

labio interno bi}401do;anteras apendiculadas en el épice, sagitadas en la base;

estilo bi}401do,ramas pilosas. Fruto aquenio 7 a 8 por 2 a 3 mm cilindrico con

numerosas cerdas alargadas plumosas.�030°'�034

2.2.3 Nombres Popiilares

Chinchilcoma, chinchilcuma, chinchircoma, chinchircuma, chincumpa,

checchecla, chinchimani, chinchinmaqui, cinchis. mancopaqui, tinlerma, tintilma,

chinchilpo, chianchiarko. tintilkuma.°

2.2.4 Distribucién geogréfica

Niveles medios de los andes, prirrcipalmente en los valles interandinos del cenlro

y sur del pals, en suelos arcillosos, entre los 2000 y 3600 msnm, se desarrolla en

bordes rocosos.�030°'6

2.2.5 Usos en la medicina tradicional -

El cocimiento se usa para el lavado de heridas y en las enfermedades del

aparato respiratorio y para curar el reumatismo. Se utiliza como cicalrizanle

exlerno y como antiin}402amaloriodel higado por la comunidad del Callején de

Huay|as.�0302 �030 V
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2.3 Composicién quimica

Arce y et al. (2010), en el extracto etanélico evidenciaron los siguientes

metabolites secundarios: flavonoides, triterpenos y/o esteroides, alcaloides,

compuestos fenélicos.°

Lozano (2007), en el extracto hidroalcohélico de las hojas de Mu!isia acuminata

R&P, se determiné la presencia de azucares reductores, taninos y fenoles,

aminoécidos libres, }402avonoides,glicésidos cardioténicos, Iactonas y/o cumarinas,

catequinas y saponinas.�035

En un trabajo realizado por Juérez y Mendiondo (2003), el patrén cromatogré}401co

de }402avonoidesde Mufisia acuminata var. paucijuga mostré la presencia de

}402avonoidescomo la quercetina, quercetina-3-gIucorénido, isorhamnetin�0243-

glucorénido y pelargonidina diglicosido.�034

Yarleque y col. (2002). aislaron dos }402avonoides:5,3',4�031�024trihidroxi-7-gli-

}402avanonay 5,3�031-�024dihidroxi�0244-O�024metil�0247�024O-Rh�024glucosil}402avanona.�034

2.4 Compuestos fenélicos

Son metabolites secundarios producidas por todas las plantas, un grupo de

substancias que poseen en com}402nun anillo aromético con uno o més

sustituyentes hidroxilos y que ocurren frecuentemente como glicésidos,

combinados con unidades de az}402car.Son relativamente polares y tienden a ser

solubles en agua; pueden ser detectados por el intenso color verde, azul a

negro, que producen cuando se Ies agrega una solucién acuosa 0 alcohélica al

1% de cloruro férrico.�034

Ademés estos compuestos fenélicos son utilizados para tratar enfermedades

re|acionadas con procesos antiinflamatorias y desordenes cardiovasculares

debido a la actividad que ejercen sobre el sistema circulatorio, mejorando Ia

circulacién periférica, la movilizacién del colesterol y disminuyendo Ia fragilidad

capilar."

Los compuestos fenélicos tienen una gran capacidad antioxidante. considerado

Ia actividad biolégica responsable del efecto preventivo sobre algunas

enfermedades y el mecanismo por el que acluan reside en su capacidad para

captar radicales libres que se pueden generar en las células del cuerpo humano

y que son resultado de la combinacién de muchos factores ambientales.�034
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2.4.1 Clasi}401cacién

l:os polifenoles se pueden clasificar de muchas maneras debido a su diversidad

eslructural. Segun su estructura quimica tenemos dos grandes grupos:

No flavonoides

Entre ellos: Acidos fenoles: derivados del écido benzoico C6-C1 y derivados del

écido cinémico C6-C3.�035

Flavonoides (C6-C3-C6)

Formados por dos grupos bencénicos unidos por un puente tricarbonado,

antocianos, iso}402avonas,}402avonas,}402avononas,}402avanolesy flavanonoles, taninos

condensados y lignanos.�035

2.4.2 Acidos fenélicos

Estos compuestos tienen una funcién carboxilica y un grupo hidroxilico fenélico,

estos compuestos derivan del écido benzoico (anisaldehido, vanillina, écido |-

verétrico, écido anisico) y del écido cinémico (cafeico, ferulico y sinéptico).

Las acciones més importantes de los écidos fenélicos son Ia actividad

antimicrobiana y la actividad antiin}402amatoria.�035

Los écidos fenélicos tienes gran importancia debido a su amplia actividad

biolégica como son: antioxidantes, antivirales, antitumorales, antif}402ngicos,

antimutagénicos, hepatoprotectores, antiin}402amatoriase inmunoestimulantes. La

actividad antioxidante de los écidos fenélicos denominados écidos de serie

cinémica son més activos que los derivados hidroxi del a�031cidobenzoico "debido a

que poseen grupos OH y carbonilo no unidos directamente al anillo bencénico."

o Acidos fenélicos derivados del écido benzoico

R1 R2

R1  '

OCH; H écido vanillico

Ho COQH OH OH écido gélico

* OCH; OCH; écido siringico

R2

Acido p-hidroxibenzoico

Figura 1. Estructura de. los écidos benzoicos.�035
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- Acidos fenélicos derivados del écido cinémico

R R
R \ COOH �030 2

1 �024�024�024__..___T_
O H écido p-cumérioo

HO OH H écido caféico

R2 OCH3 H écido ferlilico

Acido p-hidroxicinamico OCH; OCH3 écido sinéptioo

Figura 2. Estructura de cos écidos cinémicos.2°

2.4.3 Flavonoides

Son compuestos fenélicos, responsables de la coloracién de flores y frutos,

estén ampliamente extendidos en todo el reino vegetal constituyendo Ia mayoria

de los pigmentos aman�031IIos(}402avonas,}402avonoles,ohaloonas, auronas), rojos y

azules (antocianos). Los flavonoides comparten un esqueleto com}402nde

difenilpiranos (C5 �024C3 �024C5), compuesto por dos anillos de fenilos (A y B) ligados

a través de un anillo C de pirano (heterociclico). Los étomos de carbono en los

anillos C y A se numeran del 2 al 8, y los anillos del B desde el 2�031al 6�031,poseen

propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, antitromboticas, antimicrobianas,

antialérgicas, antitumorales, antiasméticas.�0352�030

3.

2' 4.

3 1 1.

7 0 2 5'

c I 6'

6 4 3

5

O

Figura 3. N}401cleobésico de los flavonoides.�035

2.4.4.1 Clasificacién

Los flavonoides se clasifican en varios grupos de acuerdo con las variantes

estructurales que presentan: flavonas, }402avonoles,}402avanoles,isoflavonas y

antocianidinas como se muestra en la figure.
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Figura 4. Clasi}401mciénde flavonoides.�034 ' _

2.4.4.2 Actividad antioxidante de los compuestos fenélicos

El comportamiento antioxidante de los compuestos fenélicos parece estar

relacionado con su capacidad para quelar metales, inhibir Ia Iipoxigenasa y

captar radicales libres, aunque en ocasiones también pueden promover

reacciones de oxidacién in vitro.�035Todos tienen en su estructura uno o més

anillos arométicos oon al menos un sustituyente hidroxilo. Su estructura quimica

es propicia para secuestrar radicales libres, debido a la facilidad con la que el

étomo de hidrégeno desde el grupo hidroxilo anométioo puede ser donado a la

especie radical, y a la estabilidad de la estructura quimica resultante que soporta

un electrén desapareado. La actividad antioxidante de los polifenoles depende

del numero y la Iocalizacién de los grupos hidroxilo que contienen en su

estructura?�030 V

Para que un compuesto fenélico sea clasi}401cadocomo antioxidante debe cumplir

dos condiciones bésicas:

- Cuando se encuentra en una ooncentracién baja con relacién al sustrato

que va a ser oxidado pueda retrasar o prevenir la autooxidaciénv o la

oxidacién mediada por un radical Iibre.

- El radical fonnado tras el secuestro sea estable y-no pueda actuar en

oxidaciones'pos1eriores.Z�031

2.5 Radicales libres V

Se consideran radicales libres (RL) a aquellas moléculas que en su estructura

atémica presentan un electrén desapareado o impar en el orbital extemo. Esta

8



con}401guraciénespacial las hace muy inestable, extraordinariamente reactivos y

de vida efimera, con una enorme capacidad para combinarse con la mayoria de

las biomoléculas celulares (carbohidratos, lipidos, proteinas, acidos nucleicos y

derivados de cada uno de ellos) provocando un gran da}401oen ellas y en las

membranas celulares.�035

Los radicales libres cumplen numerosas funciones titiles en el organismo (de

hecho, nuestro propio cuerpo las fébricas en cantidades moderadas para luchar,

por ejemplo, contra las infecciones), pero en cantidades excesivas tienen el

potencial de da}401arnuestras células y el material genético alli contenido.�034

2.5.1 Clasi}401caciénde radicales libres

2.5.1.1. Radicales libres inorgénicos o primaries ,.

Se originan por la transferencia de electrones sobre el étomo de oxigeno,

representan por tanto distintos estados de reduccién de este y se caracterizan

por tener una Vida media muy corta; estos son el anién superéxido, el radical

hidroxilo y el éxido nitrico.�035

2.5.1.2. Radicales libres orgénicos o secundarios

Se generan por la transferencia de un electrén de un radical primario a un étomo

de una molécula orgénica 0 por la reaccién de dos radicales primarios entre sl,

tienen una vida media mas prolongada que los primaries.�035

2.5.1.3. Intermediaries estables relacionados con los radicales libres del

oxigeno

Se incluye el grupo de especies quimicas que sin ser radicales libres, son

' generadas de estas sustancias o resultan de la reduccién o metabolismo de

ellas, entre las que estén el oxigeno singlete, el peréxido de hidrégeno, el acido

hipocloroso, el peroxinitrito, e hidroperéxidos orgénicos."

2.6. Antioxidantes

Los antioxidantes son un grupo de moléculas reconocida por su capacidad para

neutralizar los radicales libres, estas sustancias han surgido como una

alternativa para combatir las de}401cienciesasociadas al estrés oxidativo.�031

Los antioxidantes son sustancias que retardan el comienzo o disminuyen Ia

velocidad de oxidacién de los materiales oxidables. Bajo condiciones }401siolégicas,

el organismo puede prevenir el da}401oproducido por las especies oxidantes, a

9



través de mecanismos de proteccién que incluye elevar los niveles intracelulares

de defensas antioxidantes."

2.6.1. Antioxidantes endégenos . ~ �030 ~

son los sistemas antioxidantes que se producen dentro del organismo para

combatir Ia accién de los radicales libres. Se clasi}401canen enziméticos

(superoxido dismutasa, glulatién peroxidasa, catalasa) y no enziméticos

(glutatién, melatonina, estrégenos, écido }402rico,a|bumina.27'�035

2.6.2. Antioxidantes exégenos

Uliles cuando el sistema endégeno se satura, capturan Ios radicales libres

evitando Ia reaccién en cadena, este proceso se obtiene mediante Ia dieta.

Dentro de estos antioxidantes encontramos a la vitamina C, vitamins E,

Carotenoides y compuestos fenéIicos."°

2.7. cremas

Son formas farmacéuticas bifésicas constituidas por dos fases, una lipé}401lay otra

acuosa, Son de dos tipos, cremas hidréfobas y cremas hidré}401las.�034

2.7.1. Hidréfobas

La fase contin}402ao externa es la fase lipé}401ladebido a la presencia en su

composicién de emulgentes tipo W/O, Ejemplo: cremas refrescantes.�034

2.7.2. Hidréfilas

La fase externa es de naturaleza acuosa debido a la presencia en su

composicién de emulgentes tipo O/W, tales como jabones sédicos o

trietanolamina, alcoholes grasos sulfatados y polisorbatos, a veces combinados

en proporciones convenientes con emulgentes tipo W/O. Ejemplo: cremas

evancescentes. Las cremas son emulsiones formadas por mezclas de dos fases

insolubles entre si, una soluble en agua y otra en grasas. La emulsién se

encuentra estable a la temperatura ambiente cuando se Ke agrega un agente

emulsi}401cantey se obtiene una mezcla homogénea ai agitarse por lo que asi se

puede incorporar una fase en la otra a la temperatura mayor que el punto de

fusién de cada fase.�035

Como resultado de los avances producidos en la quimica sintética para

cosméticos el fonnulador de una base para emulsion puede verse enfrentado a.

una cantidad enorme de opciones. Por fortuna, la base de emulsién puede ser
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subdividida en tres partes componentes que se denominan fase oleosa,

emulsiva (o emulsionante) y fase acuosa. El agente medicinal puede ser incluido

en una de estas fases o agregado a la emulsién ya formada.�035
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Ill. MATERIALES Y METODOS

3.1 Lugar de ejecucién

El presente trabajo de lnvestigacion se llevé a cabo en los Laboratories de

Farmacognosia del Area académica de Farmacia de la Facultad de Ciencias

Biolégicas de la Universidad Nacional San Cristobal de Huamanga, durante los

meses de agosto del 2013 a febrero del 2014.

3.2 Poblacion y muestra

3.2.1. Poblacién

Flores secas de Mutisia acuminata R&P. �034chinchilcoma"que crecen en el distrito

de Chuschi, provincia de Cangallo, Departamento de Ayacucho.

3.2.2. Muestra

Dos Kilogramos de Flores de Mutisia acuminata R&P. �034chinchilcoma�035

3.2.3. Tipo de Estudio

Bésico - Experimental

3.2.4. Unidad de anélisis

La crema a diferentes concentraciones de 05%, 1,0% y 2,0%

3.3 Dise}401oMetodolégico para la recoleccién de datos

3.3.1 Recoleccién de Muestra

Se recolecté las }402oresfrescas e intactas en los alrededores del distrito de

Chuschi, se colecto las }402oresno da}401adasen horas de la ma}401ana,se lavé con

abundante agua y se seco a sombra, en una habitacién ventilada sobre papel

periédico, aproximadamente por una semana, para su posterior reduccién de
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tama}401oe particulas. Una parte de la planta con hojas y }402oresfue llevada al

Herbarium Huamanquensis de la UNSCH para la clasi}401caciéntaxonémica.�035

3.3.2 Preparacién del extracto etanolico total

Se utilizo dos kg de }402oressecas, Iuego se realizé la molienda en un mo}402erode

porcelana, el material molido se llevé a maceracién en un frasco de color ambar

por un periodo de una semana en nueve Iitros de alcohol de 96 cuyo volumen

cubrié Ia muestra. Durante el proceso se agito mecénicamente el frasco para que

el alcohol se distribuya homogéneamente en la muestra. Luego se procedié a la

filtracién del macerado a través del filtro al vacio utilizando papel Whatman N 40,

Iuego se llevé concentrar a sequedad en un rotavapor rotatorio BUCHI 3000, y

Iuego en una estufa a 40C, hasta obtener un extracto seco.

3.3.3 Extraccién de los compuestos fenélicos

El extracto etanolico seco se reconstituyé con agua destilada y se lrato con éter

de petroleo con la }401nalidadde eliminar grasas, ceras, pigmentos y otros

metabolitos que puedan interferir con la extracclén de compuestos fenélicos.

La exlraccion Ilquido�024llquidocon acelato de etilo se hizo utilizando un embudo de

separacién, para recuperar }401nalmentela fraccion de acetato de etilo y evaporarla

a sequedad (fraccion }402avénica).�034

3.3.4 Reaccién de cloruro férrico

Se a}401adiéunas gotas de cloruro férrico 1%, sobre la fraccion de acetate de etilo

y se observé una coloracién verde que demostré la presencia de compuestos

fené|icos.�030°

3.3.5. Cromatografia en capa fina (CCF)

- La fraccion de acetato de etilo se disolvié en 0,5 mL de metanol y mediante un

capilar de vidrio se aplicé en la parte inferior de la placa cromatogré}401ca

previamente aclivada (fase eslacionaria)

- Se utilizé como sistema de solventes BAW (butanol, écido acético y agua) en la

proporcién de 4:125

- Se colocé la placa en la cémara teniendo cuidado que el solvente no sobrepase

la muestra aplicada y dejando que el liquido ascienda por capilaridad.

- Se retiré Ia placa cromatogréfica de la camara cuando el eluyente llegé a dos

centimetres de la parte superior de la placa (frente del solvente).

- Se dejé secar al aire Iibre y se observé en la lémpara UV. .
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- Se revelé con cloruro férrico al 1%.

- Se observé la presencia de manchas.�034

3.3.6 Aislamiento de los compuestos fenélicos

Sistema cromatogréfico:

- Fase estacionaria: Placa cromatogréfica 20 x 5 conteniendo Silicagel G 254

(Merck)

- Fase mévilz Butanol: écido aoétioo: agua (4:1 :5)

La siembra de la fraccion de acetate de etilo se realizé en bandas con el

propésito de aislar Ios compuestos fenélicos, Ios cuales se evidenciaron en la Iuz

ultravioleta. Estas bandas fueron recuperados, disueltos en metanol y filtrados,

obteniéndose tres bandas.

Pruebas espectrales

Las bandas obtenidas fueron Ieidas en el espectrofotémetro ultravioleta

GENESYS 6, en el rango de 200 a 500 nm. registréndose Ios méximos picos de

absorcién.

3.4. Formulacién de la crema a ensayar (Laboratorios farmacéuticos

Markos)

Tabla 1. Formula de la crema elaborada a diferentes concentraciones a base de

los compuestos fenélioos aislados de las }402oresde Mutisia acuminata R&P

�034chinchilcoma�035Ayacucho �0242013

T . . .  _
: Principlo activo y exclpnentes 015% 19% 2,0% CB,-ggea

Extracto de Mutisia acuminata R&P. 0.15

�034chinchilcoma",0,5 (g).

Extfacto de Mutisia acuminata R&P. 030

�034chmchIlcoma"1 (g).

Extfacto de Mutisia acuminata R&P. Q60

�034chInohIlooma"2 (g).

Metilparabeno (g). 0.0038 0.0038 0.0038 0.0038

Propilparabeno (g). 0.0023 0.0023 0.0023 0.0023

Lanette N (g). . 3.0 3.0 3.0 3.0

Alcohol Cetilico (g). 0.3 0.3 0.3 0.3

Propilenglicol (g). 0.6 0.6 0.6 0.6

Vaselina Liquida (g). 1.5 1.5 1.5 1.5

Agua Purificada c.s.p. 30.00 30.00 30.00 30.00
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3.4.1. Elaboracion de la crema en ensayo _

3.4.1.1. Formacién de la fase oleosa

Se colocé en un recipiente de aoero inoxidable provista de ba}401omaria: vaselina

Iiquida, alcohol cetilico y Ianelte N, se fundié a 70°C bajo agitacién moderada?�034

3.4.1.2. Formacién de la fase acuosa

En un recipiente adecuado de aoero inoxidable provista de ba}401omaria se colocb

agua puri}401caday se calenté a 70-75°C, Iuego se agregé propilenglicol,

metilparabeno y propilparabeno, se agito hasta dilucién completa.

En un recipiente adecuado de vidrio se cargé agua purificada, y se agregé bajo

agitacién moderada el compuesto fenélico aislado de las flores de Mutisia

acuminata R&P �034chinchilcoma�035hasta disolucién oompleta.

3.4.1.3. Formacién de la emulsién }401nal

Una vez que los ingredientes estén totalmente disueltos en sus respectivas fases

y manteniendo las correspondientes temperatures se incorporé Ientamente bajo

agitacién moderada Ia fase acuosa sobre la fase oleosa, evitando Ia formacién

de burbujas, hasta Iograr una emuisién oompleta.

Se apagé las fuentes de calor y se dejé que la temperatura descienda

normalmente mientras se continué agitando oonstantemente.

La emulsién formada se caracleriza por ser blanca y fluida, se verifico el pH

(entre 5.0 a 7,5).

Se verifico el peso final, se dejé en reposo hasta su enfriamiento en su ambiente

aséptioo. Una vez verificado los controles y ensayos, se envaso en un ambiente

aséptioo en envases previamente sanitizados.�03435

3.4.2. Evaluacién de los parémetros }401sicoquimicosde las cremas

3.4.2.1. Detenninacién de las caracteristicas organoléptlcas

Se detenninaron las caracteristicas organolépticas de las cremas siguiendo Ios

procedimientos descritas?�030en la evaluacién de los parémetros fisicoquimicos

del extrado hidroalcoholico de las }402ores de Mutisia acuminata R&P

"chinchi|coma�035

3.4.2.2. Determinacion de pH

Para determinar el pH se siguié el mé}401odode Fiedler, se tomé 5 a 10 g de crema

en un vaso precipitado y Iuego se llevé a ba}401omaria, se fundié la muestra y se

Ie agrego 30 ml de agua bidestilada a pH 7, se calenté a 70 °C, se mezclé bien
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hasta la formacién de dos fases, se }401ltréIa fase acuosa y se determino el pH del

}401ltrado.�034

3.4.2.3. Determinacion del tipo de emulsién

Método de Dilucién: En dos tubos de ensayo se colocé 1 a 5 mL de emulsion, a

uno de ellos se agrego 5 mL de agua y al otro 5 mL de vaselina Iiquida 0 alcohol,

se mezclé y se observé.

3.4.2.4. Determinacion del indice de extensibilidad

Para realizar este ensayo se utilizé dos placas de cristal (10 X 10 cm) en las

cuales se colocaron una cantidad de 2 g y se trabajo a una temperatura de t

0.5 °c. '

Se colocé Ia placa inferior de cristal sobre una hoja de papel milimetrado, se

recuadro la placa y se trazaron las diagonales, se colocé Ia muestra del

preparado sobre el punto de interseccién.

Se peso la placa superior y se coloca sobre la inferior, pasado un determinado

tiempo por el efecto de la presion la muestra se extiende de forma circular.

Se anoto Ios valores de los dos diémetros y se calculé el diémetro medio y a

partir de este, se calculo Ia super}401ciedel clrculo formado.

Se representé Ia extensibilidad en mm�031(érea = n(d/2)2) frente a los pesos

empleados.

3.5. Detenninacién de la actividad antioxidante de la crema elaborada

3.5.1. Método de la capacidad secuestradora del radical DPPH

Fundamento: El radical Iibre y estable DPPH, es una sustancia que mide la

capacidad de secuestro de cualquier compuesto con actividad antioxidativa. Se

caraoteriza como un radical Iibre estable en virtud de la deslocalizacion del

electron Iibre en toda la molécula, de manera que las moléculas no dimerisen,

como en el caso de la mayoria de otros radicales libres. La deslocalizacién

también da Iugar a un color violeta oscuro. que se caracteriza por una banda de

absorcién en solucion de etanol a aproximadamente 520 nm. Cuando una

solucién de DPPH se mezcla con la de una sustancia que puede donar un étomo

de hidrogeno, entonces esto da Iugar a la forma reducida con la pérdida de este

color vioIeta.°�030�034
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Figura 5. Reaccién de la forma reducida del DPPH.�034

Preparacién del DPPH

Se pesé 5 mg de DPPH en una fiola de 250 mL Ia cual se aforotcon metanol,

obteniendo una concentracién de 50 ug/mL.

Preparacién de la Muestra

De las cremas formuladas al 0.5, 1. 2 %, se pesé un gramo de cada una de ellas

en un vaso precipitado y se agregé 25 mL de metanol, se }401ltréy se preparé

diluciones para obtener concentraciones de 100, 50. 10 ugImL. Una vez

preparadas las diluciones se tomaron de cada una de ellas 3 mL y se Ie adiciono

1 mL de solucién de DPPH las cuales se agitaron vigorosamente y se

mantuvieron en la oscuridad a temperatura ambiente por 5 min, transcurrido el

tiempo se procedié a leer la Absorbancia a 517 nm.

Preparacién del blanco

Se pesé un gramo de crema base, en un vaso precipitado se le agrego 25 mL de

metanol y se filtré, Iuego se realizé diluciones para obtener concentraciones de

100, 50. 25 ug/mL. Una vez preparada las diluciones se tomaron de cada una de

ellas 3 mL y se Ie adiciono 1 mL de solucién de DPPH las cuales se agitaron y

se mantuvieron en la oscuridad a temperatura ambiente por 5 min, transcurrido

el tiempo se procedié a leer la Absorbancia a 517 nm.

Los ensayos se realizaron por triplicado para cada formulacién de la crema y se

empleé un total de 48 tubos de ensayo.�035

La capacidad de las cremas para reducir Ios radicales libres se calcularon con la

siguiente ecuacién:
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Ac �024Am �024Ab
AA% = "-�024�024�024�024X100

Ac

Déndez

AA%: porcentaje de actividad antioxidante.

Ac: Absorbancia del control.

Am: Absorbancia de la muestra.

Ab: Absorbancia dei blanco

3.6. Anélisis de datos

Los resultados de la actividad antioxidante se representaron en forma de gré}401cos

en funcién de las medias. Las diferencias entre las medias fueron contrastadas

mediante el Anélisis de Varianza Factorial (ANOVA) a un nivel de con}401anzadel

95% (p<0,05).
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IV. RESULTADOS
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Tabla 2. Caracteristicas de las reacciones quimicas de la fraccién de acetate de

etilo que contiene los compuestos fenélicos aislados de las }402oresde Mutisia

acuminata R&P �034chinchiIcoma�034.Ayacucho - 2013

Caracteristicas

Fraccién PF';�030gl':;f,ju°Pf}401zzfeDPPH

Fecl, KMno._ DPPH

Acetato +++ +++ +++ d d I �031

de etilo ver 6 eco. gm�030Decolora
oscuro preclplta

Leyenda:

(+++) :Abundante
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Tabla 3. Caracteristicas cromatogré}401casde los compuestos fenélicos aislados

de las flores de Mutisia acuminata R&P �034chinchilcoma".yde los esténdares de

referencia. Ayacucho - 2013

Revelador

Fraccién j 

Fluorescencia FeC|3 DPPH

Acetato de etilo Azul �024purpura Marrén Amarillo

Ac. Caféico* Celeste Marrén Amarillo

Quercetina�030 Amarillo Marrén Amarillo

' esténdares de referencia
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Tabla 4. Caracteristicas espectrales de los compuestos fenélicos aislados de las

}402oresde Mutisia acuminata R&P "chinchilcoma". Ayacucho �0242013

Fraccién Sub�024fracciones Ultravioleta (nm)

F1 (amarillo - verdoso) 209 nm.

Acetate de etilo F2 (anaranjado) 209 nm y 288 nm

F3 (violeta �024purpura) 209 nm y 297nm

Esténdar écido benzoico �024 230 nm y 270 nm
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Tabla 5. Parémetros fisicoquimicos de la crema elaborada a base de los

compuestos fenélicos aislados de las }402oresde Mutisia acuminata R&P

�035chinchiIcoma�031Ayacucho, 2013.

3, Parémetro Ensayo Férmula , Resultado >

crema 0,5% crema - claro

crema 1.0% crema - claro

Color

crema 2,0% mostaza claro

crema base blanco nieve

Organolépticos �024..j.T__:.__.:_?__

Olor crema inodoro

Sabor crema amargo

Aspecto crema homogéneo

crema base 7,1

crema0,5% 7,9

pH

crema1,0% 7,6

crema 2,0% 7,4
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Tabla 6. Tipo de emulsion de la crema elaborada a base de los compuestos

fenélioos aislados de las flores de Mutisia acuminata. R&P �034chinchilcoma�035.

Ayacucho, 2013.

Método , solvente _ Resultados -

Homogéneo

Agua purlficada Soluble

Dnucian (emulslén ONV)

Heterogéneo

Alcohol etilico

Insoluble
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Figura 6. Variacién de la extensibilidad en funcién del peso aplicado a las cremas

elaboradas a base de los compuestos fenélicos aislados de las }402oresde Mutisia

acuminata. R&P �034chinchilcoma�035.Ayacucho, 2013.
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V. Drscusléu

Las }402oresde Mutisia acuminata. R&P "chinchilcoma" fueron recolectadas del

distrito de Chuschi. provincia de Cangallo, region Ayacucho.

En los ultimos a}401osse ha incremenlado el interés en la busqueda de

antioxidantes naturales, generalmente constituidos por mezclas de compuestos

con elevada diversidad molecular y funcionalidad biolégica, como los

compuestos fenélicos, los que tienen gran capacidad antioxidante. Dentro de

esta gran familia pueden encontrarse tres grupos principales: Ios écidos

fenélicos, los polifenoles y los }402avonoides,siendo estos ultimos el grupo mas

comun. La }401nalidado mecanismo de estos compuestos reside en su capacidad

para captar los radicales libres que se pueden generar en las células del cuerpo

humano y que son resultado de la combinacién de muchos factores ambienta|es_

incluida Ia contaminacion atmosférica.�034

En las pruebas quimicas realizadas de los compuestos fenolicos aislados (tabla

2) fueron diferenciados por las pruebas de cloruro férrico al 5%, con KMnO.. y

DPPH, en la prueba quimica con FeC|3 al 5% se produjo un color verde oscuro

identi}401candosepresencia de grupos fenélicos en abundante concentracién. La

�030 prueba quimica con KMnO.. produce un cambio de coloracién y un precipitado

intenso, este cambio de coloracion del KMnO. se debe a que esta se reduce

debido a la accién de los compuestos fenélicos.�035En la prueba qulmica con

DPPH se observa la decoloracién del radical Iibre, esto debido a que el

radicallibre tiene un electron desapareado y es de color violeta decoloréndose a

amarillo cuando reacciona con los compuestos fenélicos que pueden donar un

étomo de hidrogeno.°'°7. Dado que todas las reacciones son positivas podemos

a}401rmarque los compuestos aislados de las flores de Mutisia acuminata. R&P

�034chinchi|coma"tienen propiedades antioxidantes.

En la tabla 3, se observa la presencia de }402uorescenciade color azul-purpura a la

luz del espectro ultraviloleta, de lo cual se deduce que se trata de un compuesto
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fenélico, cuando se revela la misma placa con cloruro férrico al 1% y DPPH

(Anexo 11 y anexo 12), se observan manchas de color marrén y amarillo a la luz

visible. Esta mancha de color purpura a la luz UV indica que se trata de los

compuestos fenélicos.'° Estudios realizados en Mutisia acuminata se determino

la presencia de }402avonoidescomo la quercetina, quercetina-3-glucorénido.

isorhamnetin-3�024glucorénldoy pelargonidina diglicosido, también se determiné la

presencia de dos flavonoides: 5,3�031,4'�024trihidroxi�0247�024gli�024fIavanonay 5,3'�024dihidroxi�024

4�024O�024metil�0247�024O�024Rh�024gIucosi|flavanona.�035'5

Para la caracterlzacién de los compuestos fenolicos se utilizé la espectroscopia

ultravioleta, logréndose separar tres bandas a partir de la fraccion de acetato de

etilo (F1, F2 y F3) (Tabla 6 y Anexo 17). La fraccion F1 corresponde a un

compuesto fenélico con una }402uorescenciaamarillo - verdoso y muestra una

absorbancia méxima en el espgctro ultravioleta a 209 nm, la fraccion F2

corresponde a un compuesto fenélico con una fluorescencia anaranjada y

muestra una absorbancia de 209 y 288 nm, la fraccion F3 corresponde a otro

compuesto fenélico con una }402uorescenciavioleta �024purpura y muestra una

absorbancia méxima en el especlro ultravioleta a 209 �024297 nm,

El esténdar utilizado fue acido benzoico con una absorbancia méxima en el

espectro ultravioleta a 230 270 nm. Por lo tanto podemos asumir que en la

fraccion F2 se trata de un derivado de los }402avonoidesque viene a ser las

iso}402avonas(Anexo 17).

La piel constituye el tegumento externo del organismo, cumple diferentes

funciones como: protectora, intercambio acuoso y térmico con el medic externo,

sintesis de vitamina D, entre otras; por lo que su proteccién es de vital

importancia para el mantenimiento del organismo como un todo.�030°En este

sentido, es de suponer que el desarrollo de formas fannacéuticas dermatolégicas

antioxidantes efectivas adquiere relevancia para la industria farmacéutica y que

el desarrollo de cremas dennatolégicas corno las cremas, debe tener en

consideracién ciertos parémetros fisicos y qulmicos especificados en los libros

oficiales los que ofrezcan caragzteristicas farmacotécnicas adecuadas. Er: nuestro

trabajo este aspecto se ve�030reflejadoen las caracteristicas organolépticas

resultantes (Tabla 5); el color de las cremas, por ejemplo, dependen de la

concenlracion de los compuestos fenolicos de las }402oresde "chinchilcoma"

incorporados: Ia crema base es de color blanco nieve; la crema al 0,5 y 1,0 %,

presentan un color crema claro, mientras que la crema al 2%, mostaza claro. El
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olor graso es caracteristico a todas las cremas debido a que dentro de la férrnula

se encuentran la vaselina Iiquida y el alcohol cetilico. Tienen, ademés un

aspecto homogéneo Io cual es indicador de la buena compatibilidad existente

entre los compuestos fenélicos de las }402oresde �034chinchilcoma"y los excipientes

empleados.

Otra caracteristica importante es el pH de la crema (Tabla 5). La crema base

tiene un pH précticamente neutro equivalente a 7,1; lo mismo que las cremas

elaboradas a diferentes concentraciones, que tienen pH précticamente neutro.

En la Tabla 6, se muestra el tipo de emulsién de las cremas elaboradas. Como

resultado de las pruebas de dilucién las cremas fueron insolubles en etanol, pero

solubles en agua al mismo tiempo que adopta un aspecto homogéneo, por lo

que se puede concluir que se trata de una emulsién O/W, es decir, de fase

externa acuosa. Estos resultados se pueden contrastar con los obtenidos por

Vicu}401a.�034

En la Figura 6, se muestra Ia extensibilidad de las cremas formuladas a base de

compuestos fenélicos de las }402oresde �034chinchilcoma".La caracterizacién

reolégica es fundamental en la investigacién y desarrollo de formas

farmacéuticas semisélidas como las cremas, debido a que las propiedades

reolégicas tienen una gran in}402uenciaen la estabilidad y en la textura de estos

productos. En este estudio se consideran las determinaciones de extensibilidad y

viscosidad debido a la relacién existente entre estos parémetros para de}401nir

dicho comportamiento.�035

También se puede apreciar que la extensibilidad es directamente proporcional at

peso aplicado hasta llegar a un punto donde Ia extensibilidad se hace constante.

La Figura muestra que, sometida a 5009 de peso, Ia crema elaborada a base de

los compuestos fenélicos de las }402oresde �034chinchiIcoma"a una concentracién de

1% tiene mayor extensibilidad (91,1cm2), seguida de la crema al 2% (90,3cm�031)y

}401nalmentela de 05% (86,1cm2) Iigeramente mayor que la crema base

(84,3cm2).

Para Ia determinacién de la actividad antioxidante de las cremas elaboradas se

siguié el método de decoloracién del DPPH, procedimiento estandarizado y de

alta }401abilidad.Dado que existe un creciente interés en antioxidantes,

par}401cularmenteen los destinados a impedir los efectos nocivos de los radicales

libres en el cuerpo humano y la preferencia por los antioxidantes de origen

natural. paralelamente aumenta también el uso de métodos para la estimacién
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de la e}401cienciade sustancias tales como antioxidantes. Uno de los métodos es

el actualmente popular basado en el uso del radical libre estable

difenilpicrilhidrazilo (DPPH).�035

Se sometlé a evaluacién tres concentraciones, 0,5, 1 y 2%, de cremas

elaboradas a base de los compuestos fenélicos de las }402oresde Mutisia

acuminata. R&P �034chlnchilcoma�035,a partir de las cuales, mediante diluciones, se

preparé concentraciones de 100, 50, y 10 pg/mL.°°

La Figura 7, nos muestra gréficamente el porcentaje de actividad secuestradora

del radical Iibre DPPH por accién de las cremas. Es notorio el poder antioxidante

de la crema: todas las concentraciones tienen actividad antioxidante mayor al

50% incluso la de menor concentracién. Es evidente que los compuestos

fenélicos aislados que se incorporé a las cremas son desde el punlo de vista

quimico potentes antioxidantes, los mismos que corresponderian al grupo de los

}402avonoidesya que son cuantilativamenle més abundantes e imporlantes dentro

de los compuestos fenélicos en general.

Los flavonoides son moléculas cuya actividad antioxidante ha sido demostrada

ampliamente tanto in vivo como in vitro.

Las caracteristicas cromatogré}401cas(Anexo 4) y espectrales de los compuestos

fenélicos aislados parecen ser coincidentes con los encontrados en otro estudio

similar con la misma especie.�034

Del mismo modo, el extracto acuoso de Sanicula graveolens (Apiaceae) y

Mutisia friesiana (Asteraceae) mostraron actividad de caplacién de radicales en

el ensayo de decoloracién del DPPH. El aislamiento guiado por bioensayo

condujo a derivados del écido cafeico y }402avonoidescomo los principales

compuestos activos de ambas especies. Después de la hidrélisis, écido cafeico y

quercetina demostraron ser los principios bioactivos de ambas plantas.�034
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VI. CONCLUSIONES

1. Se aislé Ios compuestos fenélicos de las }402oresde Mutisia acuminata R&P �034

2. Se elaboré y se formulé las cremas a concentraciones de 0.5%, 1.0% y 2.0%

respectivamente.

3. Las cremas elaboradas a base de los compuestos fenélicos aislados de las

}402oresde Mutisia acuminata R&P �034chinchilcoma"cumplen con los parémetros

establecidos para una forma farmacéutica semisélida.

4. Las cremas elaboradas a base de los compuestos fenélicos aislados de las

}402oresde Mutisia acuminata R&P "chinchilcoma�035a las concentraciones de 0,5, 1

y 2 %, tienen actividad antioxidante, directamente proporcional a la

concentracién de compuestos fenélicos, donde Ia crema a diluciones de 100, 50,

y 10 pg/mL, se obtuvo un porcentaje de 99.7, 98.2 y 84.8 % respectivamente,

por lo tanto la crema concentrada al 2% tiene mayor actividad antioxidante.
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VII. RECOMENDACIONES

1. Continuar con los estudios de Ia actividad antioxidante in vivo

(antifotoenvejecimiento) de las cremas elaboradas a base de los compuestos

fenélicos aislados de las }402oresde Mutisia acuminata R&P �034chinchi|coma".

2. Realizar estudios de estabilidad térmica y clinicos de las cremas elaboradas a

base de los compuestos fenélicos aislados de las }402oresde Mutisia acuminata

R&P �034chinchi|coma",dado que en ellas se encontré una alta actividad

antioxidante.

3. Realizar estudios de toxicidad aguda y crénica de las cremas elaboradas a

base de los compuestos fenélicos aislados de las }402oresde Mutisia acuminata

R&P �034chinchi|coma�035.
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Anexo 1

Certi}401cadode clasi}401caciénboténica de Mutisia acuminata. R&P �034chinchilcoma�035

_a.. .
lg�031 EL JEFE DEL HERBARIUM HUAMANGENSIS DE LA FACULTAD DE

-R}401�030-_~"""�034CIENCIAS BIOLOGICAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN

CRISTOBAL DE HUAMANGA

xv

C E R T I F I C A '

Que, la Bach. en Farmacia y Bioqulmica, sna. Amelia Diana, OMONTE

QUISPE, ha solialado la identi}401cacionde una muestra vegetal para trabajo de

tesis.

Dicha muestra ha sido estudxada y de(eI1ninada seg}402nel Sistema de Clasi}402cacibn

de Cronquisl. A 1988�030y es como sigue:

DIVISION I MAGNOLIOPHYTA

Cl.ASE I MAGNOLIOPSIDA

�030 SUB CLASE ; ASTERIDAE

ORDEN . ASTERALES

FAMILIA : ASTERACEAE

GENERO : Mutisia

ESPECIE 2 Mutisia acuminata R.& P.

N V. . �034chinchilcorna" '

. Se expide la cer}401}401caciéncovrespondienle a soldcitud de la imeresada

para los lines que estlme com/enienle,

Ayacucho. 07 de Agosto del 2013

a»5!1't§�030;?-�031i�0303�030.�030Zvgwz 9,
um».-». -.1�030-_;;>-.n

f§\luIn§�030v.
' .4-.D . -'

> .EFE .
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ANEXO 2

Flujograma del aislamiento de flavonoides de las }402oresde Mutisia acuminata

R&P "chinchi|coma�035

Dos Kg de }402oressecas de Mulisia

acuminata R&P �034chinchiicoma�035

Maceracién por7 dlas en etanol al 96%

Extracto Etanélico

Suspensién en H20 destilada

Desengrasado con

Eter de Petréleo

- Marcha

Fitoquimica

Fraccién Etérea Fraccién desengrasada

Extraccién con

Acetate de Etilo

Fraccién acetato de etilo Fraccién Acuosa

COMPUESTOS FENOLICOS

Ensayos qulmicos , .

, KMno�030 Actividad

' Fe�030-7'3 antioxidante de la
- DPPH

Ensayos crema elaborada

cromatogré}401cas

. ccF ~�024�024?~--�024

- Espectro UV
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Anexo3

Flor de Mutisia acuminata R&P �034chinchilcoma"

.�0305- gs�030.�030T"Cr k. 0 V �034j.2 �030 _, .,('// �031

L «*5 /g: K a �035�030 f.- i�030Ii

"' �030xi_ rs �031' V�031 i Q\ ,. /4 Rs�030 .-
. . ',__,"I �030 &\ �031;-tt, " .»

Nu: �031:�254t«%"�034;:va*~vg\1�031.2* M.
1 I ' �031 ~.~ I _ ,3»

.' -I�030 . 2' V,�030 5�031Q�030w, �030:47 I"

la; . ~ -4, .�030[ 1 J�030 . .x VG

n -.�034,y . �030V ¥�030.�030v"�034Q-Ii�030

�030}402"0}.§'- �030 4'�030 V ) :4�034�030I. ' .

1 -- 3,. �024 s c . Q
3,. -* �031�030 \~. �030Vp }401g"\;.F x�030.
., , �030_ " _ .�031 4 p�030\ �030

~. A __ _ / ;- O�030,

.. .' " . V K , �030�030Q �030 V '1;

9. , I _ . _ » V�030, --_

�024 ' �034xV�030I '5 fé
I . . _ �030�030V, Kk I �031 ;

. or �030 .. "f -» - - �030 ,�030- . ~''

I. X M�031-�030.I'*�031.A'."-.�034�030.�030...-21::-*-f3 '\ V: 32
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Anexo 4

Recoleccion y secado de las }402oresde Mutisia acuminata R&P �034chinchilcoma�035

V"' "}402..; O -;

�031 _,__ :;»«v?:.'.;_ _

I �031�030 '

I r �024 F, .

5V4: , �031n W ~ >

�034"'*~V, . ,.- ~ we \ xv

- �0309.: it ' A
\ x �024 ~�030¢' 3

. \ wt, .> -2-

. "* ._ \ 1»; - IV \ �030 . �030I .�030 �030_I.~g._,,\§_�031�030

�030 , _ �030 .�030 >

�030 ' �030 �030- Q ' ' 4 f�030,O

\ , I ._ IN�034. .
�030 Y? . I J, \ ;.e& �030

, v -�030~ - .1, . 2: v_

�030wffv,

�030 \\_« �030I.\ _ �030,

�030IN�031 ry "}401e"�030l �030�030 .�030-.
�030M-1- -�034VV ' _ F �034v.�030,_'

.. M .8 :__%,_.:

�030s'_ rye I�034?

�031 �030 _, _.-.s '�031

'

Q
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Anexo5

Concentracién de la fraccion etanolica de las }402oresde Mutisia acuminata R&P

�034chinchilcoma"

.V _ ,__......

" "~�030:

- /-pr... j

H /. 3.�034W _
�030a H "r/"�024�031,a ,- .\ ?'�030-

L �031ir<)1

. , > 'C?\ .' "

V 3:; L .4�03011 V >

�030 r, �030' /- /
�030 �030 - I �030/~.P"�030:$ K

5' I H �030 " .
1.9�031If,�035E .-V §'- �034�030E�031:\\ .

' $ 3 ,. N

c _ , 25/1/2013

, / %:u-«»~,1_,~__._..Mg
____-,, . .,._-_._j__.- \ '

.. �034�031T�031"'T_�034

,._.. ..»4.or:.-J}401 , ,.

"�031> _** _" L�030,___,._./z,�031

- A» ' �024�024r�024�030__/ .

., :;%;,~;_:%<~E�030T.
." _ -- - i I k�030\�030~

_ _ �030 -~~» _ '~ I

�030 \�030<<:5)�0355

*' �031 �034W.-- V / ._;

_ �030 uam7',-ms
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Anexo 6

Metabolites secundarios del extracto etanolico de las }402oresde Mutisia

acuminata. R&P �034chinchilcoma".

Metabolite Ensayo Resultado Observacién

Azdcares �030

Benedict ++ Precipitado rojo
reductores

_ _ Mancha verde carmelita a luz

Catequlnas Catequlna +++

UV

Lactonas y/o , . _ _

A Baljet +++ Precipitado l'0]0
cumannas

_ _ Fase amilica de color rojo
Flavonoides Shlnoda +++ .

Intenso

Fenoles y/o Cloruro �030 _
_ I _ +++ Coloraclén verde mtensa

taninos fernco

Triterpenos y/o Liebermann�024 ,
�031 ++ Coloracuon verde oscura

esteroides Burchard

(+): Escaso

(++): Regular

(+++): Abundante
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Anexo 7

Desengrasado de la fraccion etanolica total con eter de petroleo y extraccion

liquido �024liquido con acetato de etilo de las }402oresde Mutisia acuminata R&P

"chinchilcoma"

Q ..~ A mg

1:�030. ' H '

« % t » °~

; 9-, '-. �030-

�030 ®-\ . > . _

M ;,J
3�030 ' '. �030:

\,(L° 9' �030_

m. u /�030I ~. �030

Q\ . ' �030
no , I,�031 I p I

9-_ l . I�031

4-).\ V_, .9 1'

�030 __h . \\ __:r___I

. �030 _ V -
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Anexo8

Pruebas quimicas de los compuestos fenélicos aislados

Umx�0300;
'�030'.>.�030~�030r�031P�034

; �030;
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Anexo 9

Sembrado en la placa cromatogré}401cade capa }401na20 x 20 conteniendo silicagel

y desarrollo de la cromatografia de la fraccién de acetate de etilo aislado de ias

}402oresde Mutisia acuminata R&P �034chinchilcoma

- I. ' » * T �030 \

4 < , \ _, _ �030,�030

., ; , �030H, h }

T % /g ?
» I < us�031. 3 ; 53"�030

. 5 ' ,,.,,.,...,.. ;"'ff�030T.:i";l:;.'§._

> . - ' t: �030o .

5; 1

, J!
. I;

�030 V . Wz1©}402IZ_}401JM
1 �030:. ... __ .. .,:-.-,�024:,.~

�030 ,/ ;\ .
- A , , ______,,_,
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Anexo 10

Cromatografia en capa fina de los compuestos fenélicos aislados (I), quercetina

(ll) écido caféico (III) revelado con luz ultravioleta
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Anexo 11

Cromatografia en capa }401nade los compuestos fenélicos, revelados con cloruro

férrico al 5% (I) y DPPH (II)

1

% A T 4..
,~

�031 E

i,

El 2
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Anexo 12

Elaboracién de la crema a base de los compuestos fenélicos aislados de las

}402oresMutisia acuminata R&P �034chinchi|coma�035

,. \ ' 1»; , fr

_.�031/ I 1'; Q�031.

'1�031 J--.4/...-. r�031 " " 2

,-~ - Q----HIP�030 _--,-' �034V r « 1
.~7..//'-A-..�024 ' "'�034~�030- _ I 11.; -

' mumm . " �024 ~ �030 ' I �031"J miim

'~.,. -..,,�030.. A

"an . ' i

t . an '

1 ( //1,1�030 s�030\ 

1 1% A �031 1110112014
\ .

, = \ L
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Anexo 13

Formulacién de las cremas a diferentes concentraciones

.. 3
I 1
I �030.
/ \ I, .�030 \ �030.�030

if X �030 \ .

I N 1 u .

7 \ �031*i\ /
-:�030 , -\b t »

[J is I/I �030V \

5 �030F§�031L�030T.7=:?5Z*]�254~

�030 L\ \_>

,' �034

,�030-�030 |\,/ \*'

/ , \  \
i �030V�024�031/\\ ~ \ \�030 �03127,

1�030IiGT�254Z;T�034_é3
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Anexo 14

Determinacién de la extensibilidad y el pH de las cremas
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I �030 V �031__ iv /
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v I _ 1
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�031 c....«,A Ialouzo
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Anexo15

Cromatografia de las fraciones que muestra las fluorescencias de los

compuestos fenélicos aislados de las }402oresde Mutisia acuminata R&P

�034chinchilcoma�035.
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Anexo 16

Cromatografia en capa }401napreparativa y recuperacién de fracciones

1,;,_N:.k�030 V ., :v_. I, _ K
�034 #g;x.;xr (13;?�034�030V: , ,

s �030 . ;, ""�035" '

*�035*"�030�035�0305 * . "
:5 �0342 -;.:...�024....,,,

'«i"�034�031C.; ' ,

! :r':-�030?�031~-§»,�030�030�030> ,

»~:S�030.�030f}401? . ~ '1�030 �031
-' g �030 ~

�030~« ~\ A xx�030-*�031»

I -u , . _., «. ';;:,~

I . "-, ._,.. ' �030\. -
- 11 �030 I . Q4; ~ ._,.yI,-�030�030

. ES 0535 ,3; )7,

Hr , �030 mg: I; ' C9: �031Tl]

) V .. \~ - er ~',.«-3-. 7�030

Fm 5 pun �030x y�030
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Anexo 17

Curva Espectral de las fracciones F1, F2 y F3 aislados

A

�030 T 1 �030 ' ' 5 i E I I 5 1 3 E 3 1' 5

' 2 5 E E = 2 - ' r - i 2 V
1 �030 : �030 x ' I �030 = 9 I l 2 I �030 is

1 g 1 1 j i E E E I I : : 5 �030 E 2
0.8 , ,4, , 4 _,<, N: ,, E, ,4 J1, ,_ ,1 _ ,1. 3. ,

X 4 5 1 2 ; » E 5 5 2 : g 1 l i
~ « 1 3 . , 5 : j > �030 ,

' % 1 3 i i 4 E 5 5 5 E �030 �030

�030 : ! : 2 : 3 ; I 2 : �030

V] 1; 1 �030 ; ; i ' 3 5 § § § : 5 } �030

4 �031 �030 =§ E 2 % g 5 : E E i
02 __ ._., ,.; ,,,_.;,., .'.., ,._.j,.,,,,,L,,.,.,-

. = = ' 5 2 s ; 3 1�034}l1E:
= �034 E : : : 5 , , K �030 �030 '

0.0 �030 �030 ' ' ' ' __ �024�024�024�024�024
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nm

T Fracdén Ldso Fluoresmnda amarillo verdoso

----�024Fracdén 2.dsn Fluaresoenda anaraniada

�024�024�024Fraccién 3.dso Fluoresoendavioleta

58



Anexo 18

Anélisis de varianza del porcentaje de la actividad secuestradora del DPPH

Amv}401�035

cuadrados - ouadré}401ca F -}402�024Q
Actividad Covariables Concentadén
sewes}402adm (uglmu 2909.202 1 2909.282 60.254 .000

dd DPPH(%) stems principales Tratamientos 9411.511 3 3137.204 64.974 .000

Moddo 12320993 4 3080.223 63,794 .000

Residual 1496.804 31 45.294

To1al 13817597 35 394.791

8- Adixidad secuesttadora dei DPPH(%) porTratamiemos con conoentradén (ugImL)

11- Todos los efeclns irnroduddns simumneameme
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Actividad antioxidante de la crema elaborada

a base de los compuestos fenolicos aislados

de las flores de Mutisia acuminata R&P

�034chinchIlcoma�035.Ayacucho �0242013.

Amelia Diana Omonte Qulspe�030,Enrique Aguilar Felices�030

�030UniversidadNacional de San Cristobal de Huamanga.

RESUMEN

Los da}401osdermatologicos por causa de las radiaciones 0 el envejecimiento son motivo de

busqueda incesante de productos antioxidantes y las plantas son de especial predileccion hoy en

dia, El presente trabajo de investigacion se realizo con la }401nalidadde determinar la actividad

antioxidante de la crema elaborada a base de los compuestos fenélicos aislados de las }402oresde

Mutisia acuminata R&P�030�034chinchi|coma",durante Ios meses de agosto del 2013 a febrero del 2014.

La muestra fue recolectada en el centro poblado de Chuschi, provincia de Cangallo, departamento

de Ayacucho, obteniéndose los compuestos fenolicos a partir de un extracto etanolico, con

solventes de diferente polaridad, realizéndose su identi}401cacionmediante ensayos cualitativos,

cromatogra}401casy espectrales, las cuales indican la presencia de iso}402avonas.La actividad

antioxidante se determiné por el método espectrofotométrico usando el DPPH (1,1difenil-2

picrilhidrazil), se elaboro las, cremas a concentraciones de 0,5; 1 y 2% a base de compuestos

fenélicos. Las cremas al 0,5 y 1.0 % fueron de color crema claro y al 2%, mostaza claro, todos de

aspecto homogéneo, pH neutro y el tipo de emulsion, ONV. La extensibilidad bajo 500 g de peso

fue ejercido: al 1%, con mayor extensibilidad (91,1 cmz), seguida de la crema al 2% (903 cm?) y

}401nalmentela de 05% (86,1 cm?) Iigeramente mayor que la crema base (84,3 cm�031),la crema al

2.0% presenta mayor porcentaje de inhibicion de radicales libres (99,70%), respecto a las cremas

al 1,0% y 0,5% que presentaron porcentajes de 98.6% y 96.1% respectivamente. Sin embargo,

todos los porcentajes de inhibicion de las cremas al 0.5%, 1.0% y 2,0% son estadisticamente

similares (p>0,05). Se concluye que la crema posee caracteristicas organolépticas optimas para

una crema, y que a diferentes concentraciones las cremas tuvieron actividad antioxidante.

Palabras clave: Mutisia acuminata R&P. �034chinchilcoma",compuestos fenolicos, antioxidante y

radicales libres.

SUMMARY

The skin damage caused by radiation or aging are of relentless pursuit of antioxidant products and

plants are of special predilection today. This research was conducted in order to determine the

antioxidant activity of the cream produced from phenolic compounds isolated from }402owersMutisia

acuminata R 8. P. "Chinchilcoma" during the months of August 2013 to February 2014. The sample

was collected in the town center Chuschi province of Cangallo, department of Ayacucho, obtaining

the phenolic compounds from an ethanol extract with solvents of different polarity, performing

qualitative identi}401cationby chromatographic and spectral tests, which indicate the presence of

iso}402avones.The antioxidant activity was determined by the spectrophotometric method using

DPPH (1, 1difenil-2 picrylhydrazyl), the creams was prepared at concentrations of 0.5; 1 and 2%

based phenolics compounds. Creams 0.5 and 1.0% were light cream and 2%, clear mustard, all of

homogeneous aspect, neutral pH and the emulsion type, 0 I W. The extensibility under 500 g

weight was exercised: 1%, with greater extensibility (911 cm2), followed by 2% cream (90.3 cm2)

and }401nally0.5% (86.1 cm? ) slightly larger than the base cream (84.3 cm�031),the cream 2.0%

presents higher percentage inhibition of free radicals (99.70%) compared to creams to 1.0% and

0.5% who presented percentages of 98.6% and 96.1% respectively. However, all percentages

inhibition creams 0.5%, 1.0% and 2.0% are statistically similar (p> 0.05).|t concludes that the cream

has optimum organoleptic characteristics for a cream at different concentrations the creams had

antioxidant activity. _

Key words: Mutisia acuminata R & P. �034chinchilcoma�034phenolic compounds, antioxidant and free

radical.



INTRODUCCION Objetivo General:

El tema de los antioxidantes ha venido o Determinar Ia actividad antioxidante de la

adquiriendo importancia singular en los }402itimos crema elaborada a base de los

tiempos. AI existir una disminucion de los compuestos fenolicos aislados de las

niveles de antioxidantes o una inhibicién de las }402oresde Mutisia acuminata R 8: P

enzimas antioxidantes se desencadena un �034chinchilcoma".

estrés oxidativo, produciendo un da}401ocelular Objetivos Especificos:

por la oxidacién a macromoléculas como o Aislar Ios compuestos fenélicos presentes

proteinas, lipidos y écido desoxirribonucleico. en las }402oresde Mutisia acuminata R&P

Estudios previos correlacionan el estrés "chinchi|coma"_

oxidativo con la patogénesis de numerosas o Formular y elaborar las cremas a una

enfermedades y han demostrado que los concentraci}401nde ()_5%_ 1% y 2% a base

antioxidantes desempe}401anuna funcién de los compuestos fenélicos aislados de

fundamental en la prevencion de enfermedades las }402oresde Mutisia acuminaga R&P

crénicas no transmisibles por lo que es "cnincm|¢oma"_

impmame 9' C°�0355�034m°de 5U5�030a"Ci35 - Evaluar Ios parémetros fisico quimicos de
antioxidantes no enziméticas o la innovacion de ya crema eiabo,-Eda 3 base de [05

nuevos productos quimicas enziméticos que compuestos fenéncos aisiados de [35

puedan Iograr un efecto positivo en la salud del }402oresde Mug,-5,3 acuminata Rgp

paciente.�035Una fuente importante de esias A-chinchi|c°ma=-_

sustancias son las que derivan de productos , Evaluar la actividad antioxidante de ,3

na_tura|es.° En este sentido, los fiavonoides y crema elaborada a base de los

écidos fenélicus se han constituido como compuestos fenélicos aislados de �030as

imporiantes sustancias antioxidantes por ser �034mesde Mutisia acuminata R&p

fuertes atrapadores de radicales libres.�030 A-chinchilcomaxv sobre el radical Iibre del

Solamente resta transformarlos para su DPPH�030

administracién en los sistemas biologicos.

De otro lado, la preparacion y formuiacién de los MATERIALES Y METODOS

medicamemos se considera durante muchos

a}401oscomo un arte, y su estudio como discipline Ubicacién del mbajo de inves}401gacién

estaba °°"5mUid° 33°" �034"39'3�035°3"�034d3dde El presente trabajo de lnvestigacion se Ilevo a

°°�035°°'�035"9"�030°5e"�030P'"°°5Y de5°"P_""°5 que 53 cabo en los Laboratorios de Farmacognosia del

ha" "a"5f°""3d°- E�035'3 3°�030�035a''dad-95 �034�034Area académica de Farmacia de la Facultad de
°°�035J�034"t°de "°°'°"e5 de 3"° "9°' °'e"�030�035�030°°Y Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional

a°°'e�031ad°de5a"°"°-5 San Cristobal de Huamanga, durante Ios meses
Esie�030escenario nos motivo a determinar la de 390510 de. 2013afeb,.e,o de. 2014'

actividad antioxidante de la crema elaborada a

base de los compuestos fenolicos aislados de De}401niciéndela poblaciény mueswa

'35, "�030?�030�031e5de M�034�0355�031aa°�035�035":�035a�031aR&P Poblacion Flores secas de Mutisia acuminata
"°h!�034,°""°°ma"-�030E�031?939 °°""_5"d_?v _P'§V'a R&P. �034chinchiIcoma"que crecen en el distrito
revision de la bibliografia, se sigulo tecnlcas de Chuschi�030provincia de Canganoy

estandarizadas usadas en estudios similares y Depanamemo de Ayacucho

procedimientos propios de los laboratories de Muestra D05 Kilogramos de Flores de Mutisia

Farmacognosia de la Escuela Profesional de acum,-"am R&p_ r-chinchncomau

Farmacia y Bioquimica de la Universidad Tipo de Estudio BéSiC0_Exper][-nental

N3°i°�0353�030�0301553" C�0355�030éb5'5�034?HU3m3"93u Unidad de anélisis La crema a diferentes

AY3°�034°h°~Fem concentraciones de 05%, 1,0% y 20%
En este informe, adicionalmente a la

deterrmnacnon de la giciividad antioxidante, se Dise}401ometodolégico para la mcoleccién de

describen Ios procedimientos y resultados de dams

aisIsr_compue_stos fenolicos do las }402oresde Recoleccién dela muestra

M�034�0355�031a3°�035�031"�031�035a�031aR&P �034°h'�035°""'°°�035�030a"-d9 Se recolecto las }402oresfrescas e intactas en los

f°""'-"3�031V e'3b°"a' cremas 9 °°�035Ce�035"a°i°�034e5alrededores del distrito de Chuschi, se colecto

de 05 1 V 2% V de evaluar Sus parémems las flores no da}401adasen horas de la ma}401ana,
fisico quimicos,dando valoragregado asiauna Se law, can abundante agua y Se seco a

e5pe°iee"démi°3?" �035�034�030?5"a"e9i°�035-6 _ sombra, en una habitacion ventilada sobre
Portodas las consideraoionesycon ei propésito papel periodico�030aproximadamente por una

de 9e�035e�035�034'°°�035°°"�034'e"�030°acerca de '35 semana, para su posterior reduccion detama}401o

pmpiedades de 9513 °5F�031e°ie-95 �0359°e5a�035°e particulas. Una pane de la planta con hojas y
conocer la actividad antioxidante de la crema }402oresfuenevada 3| He,ba,,-U,"

elaborada a base de los compuestos fenolicos Huamanquensis de la UNSCH para la

aislados de las }402oresde Mutisia acuminata R&P clasi}401cacibntaxonémicaz

"chinchi|ooma�035,para Io cual se plantearon con los

siguientes objetivos:



Preparacion del extracto etanolico

Se ulilizo dos kg de flores secas, Iuego se realizo  _

la molienda en un mortero de porcelana, el material I Prlncipio activa y sxcipientes Ta

molido se llevo a maceracion en un frasco de color ' °'5% 1'°% 2'°% Base

ambar por un periodo de una semana en nueve0 

Iitros de alcohol de 96 cuyo volumen cubrib la Extractu de Mutisia acuminata R&P. 0.15

muestra. Durante el proceso se agito �030°hi"C"i|<=°ma�031-0-5_(9)- _

mecanicamente el frasco para que el alcohol se :_"�0301�035�031(:;�030*"�034�035""5�0313R&P 0,30

distrib a horn éneamente en la muestra. Lue o - .�030 .

se }401ltriydel mggerado a través del }401ltroal vacgio 212:; a°""""�035�031R&P�031 0.50

utilizando papel Whatman N 40. Iuego se llevo _ 0903

concentrar a sequedad en un rotavapor rotatorio M°"'P3""�031°"°(9)~ 5 °'°°3B °'°°3° °'°°3°

sucm aooo, y Iuego en una estufa a 40c, hasta pmp1|paraberI0(9)- °'�030�031�030�031�03100023 0.0023 0.0023
obtener un extracto seco 3 �031

Lanette N (g). on 3.0 3.0 3.0

Extraccién de los compuestos fenolicos A�030C°h°|Celiliw (9)- 0-3 0-3 0-3 0-3

El extracto etanolico seco se reconstituyo con Pf°Pi|en9|i¢°|(9)- 0-6 0-5 0-5 0-6

agua destilada y se trato con éter de petroleo Vaseline Liquida(9>- 1-5 1-5 1-5 1-5

con la }401nalidadde eliminar grasas, ceras, Agua Puri}401cadac.s.p. 30.00 30.00 30.00 30.00

pigmentos y otros metabolites que puedan

interferir con la extraccion de compuestos Elaboracion de |a crema en ensayo

fen0|i0°5- Fonnacién de la fase oleosa
La extraccién |iquido»|iquido con acetato de etilo se ¢o|°¢¢ en un recipieme de acefo jngxidame

56 N10 U"�034Z�254�034d°U" 3700000 05 Sepafacién. provista de ba}401omaria: vaselina Iiquida, alcohol
para recuperar finalmente la fraccion de acetato cetilico y lanette N, se fundié a 70�034Cbajo

de etilo y evaporarla a sequedad (fraccion agigacaan moderada?

"3V0"l03)-7 Formacion de la fase acuosa

Reaccién de Cloruro férrico En un recipiente adecuado de acero inoxidable

Se a}401adiounas golas de cloruro férrico 1%. provista de ba}401omaria se colacé agua

sobre la fraccion de acetato de etilo y se puri}401caday se ¢a|en:o 5 7o.75°c, Iuego se

observb una coloracibn verde que demostro la agrego propilenglicol, metilparabeno y

P79590003 09 C0mPU55t°5 f9"0"°°5-9 propilparabeno, se agito hasta dilucién
Cromatografia en capa }401na(CCF) wmpleyay

Sislema C"°m3�030°9Vé"C°3 En un recipiente adecuado de vidrio se cargo

0 Fase estacionaria:P|aca cromatogra}401ca20 agua puri}401cada,y se agrego bajo agitacién

X 20 conteniendo Silicagel G 254 (Merck) moderada el compuesto fenolico aislado de las

- Fase movil: Butanol: acido acético: agua }402oresde Mutisia acuminata R&P "chinchi|coma"

(4:1:5) hasta disolucién complela.

- Volumen de inyeccién: 20 pl Fonnacién de la emulsion final

. Revelador; Luz ultravioleta, cloruro férricoy Una vez que los lngredientes estén totalmente

DPPH_ disueltos en sus respectivas fases y

Aismmiemo �030:9ms compuestos iemsncos manteniendo las correspondientes temperaturas

- Fase estacionaria: Placa cromatogra}401ca20 se d in<;0I'p|0r? Ientamenteb blalof agifacién

x5conteniendo Silicagel G 254(Merck) "10 973 3 3 939 ?CU°33 50 T0 3 359 08°53.

. Fase mow; Butanok gcido acétgco; agua evitando la formaclon de burbujas, hasta Iograr

4-1; una emulsion completa.

La s(iemt?I?a de la fraccion de acetato de etilo se 59 30390 '35 fU9|�030!19509 03'�035Y 59 0510 flue '3

realizé en bandas con el propésito de aislar Ios �0309"�030P9'§tU';3désclenda "°""3'm9"te mlemlas

compuestos fenolicos, los cuales se 59 °°"t'�035'-{Q39|13nd0 C0"S�0303"t9me"19-

evidenciaron en la luz ultravioleta. Estas bandas L3 emU'5'°'} 7°"'"3d3 _5e Cafadeflla P0? 59f

fueron recuperados, disueltos en metanol y g':')�03003V "W03. 39 Ve"}401C°9' PH (SW9 5-0 3
I n . - '

g}401fgfjg::t:2f{,�030:.°;et es be �034S Se veri}401co_el peso }401nal,se dejo en repose hasta

Las bandas obtenldas fueron Ieidas en el ::z9"\'If:r3_f'T"9l'i1t° I: 5;'°}401:g":s�035�030:3:22;:-S U2:

lr vi I GENESYS "53 ° »

:ls:)e1er::;o°:.1°eté2rP)?)�030;°5l(fJ(t)fume, eta 6' en envaso ent un a_tr_nbl§nte9 �030ezsépticoen envases

prevlamen e sanl lza 0s. v

F,,,.mu|a,,i,5n de la crema a ensaya, ' Determipaoion de las cayacteristicas

Tabla 1. Formula de la crema elaborada a °''9a"°�030°F'_t'¢35-59 �031d5�0305"m'�0343"°"'33
diferentes concentraciones a base de los °?"3F�030e"5"C35°'9a"_|0"éP�030|F-35<59 _'35 uclemas

compuestos fenélicos aislados de las }402oresde 5'9U'e"d_° '05 P"°C9d|'"'e"'°5 de§C"'t°_5- _ en '3

Mm,-3,3 scum,-,,a,a Rgp «ch;n5h;|mma~- evaluaclbn de los parémetros }401slcoqulmlcosdel

Ayacucho _ 2°13 extraoto hldroalcohollcode las }402oresde Mutlsla

acuminata R&P �034chInchI|coma"

Determinacion de pH. Para determinar el pH

se siguio el método de Fiedler, se tom�030)5 a 10 9

de crema en un vaso precipitado y Iuego se

llevo a ba}401omaria, se fundié Ia muestra y se Ie

agrego 30 ml de agua bidestilada a pH 7, se



calenté a 70 "C, se mezcla bien hasta la Preparacién del blanco

fonnacion de dos fases, se }401llroIa fase acuosa Se pesé un gramo de crema base, en un vaso

y se determiné el pH del fillrado.�030 precipitado se le agrego 25 mL de metanol y se

flltré, Iuego se realiza�031:diluciones para obtener

Determinacion del tipo de emulsion concentraciones de 100, 50, 25 ug/mL. Una vez

Método de DiIuci6n: En dos tubes de ensayo preparada las diluciones se tomaron de cada

se colocé 1 a 5 mL de emulsion, a uno de ellos una de ellas 3 mL y se la adiciono 1 mL de

se agrego 5 mL de agua y al otro 5 mL de solucién de DPPH las cuales se agilaron y se

vaselina Iiquida 0 alcohol, se mezclé y se mantuvieron en la oscuridad a temperatura

observo. ambiente por 5 min, transcurrido el tiempo se

Determinacion del lndice de extensibilidad prooedib a leer la Absorbancia a 517 nm.

Para realizar este ensayo se utilizo dos placas Los ensayos se realizaron por triplicado para

de cristal (10 X 10 cm) en las cuales se cada forrnulacién de la crema y se empleo un

colocaron una cantidad de 2 g y se trabajo a total de 48 tubes de ensayo.�034

unatemperatura de: 0.5 �034G. La capacidad de las cremas para reducir los

Se colocb Ia placa inferior de cristal sobre una radicales libres se calcularon con la siguiente

hoja de papel milimelrado. se recuadro Ia placa ecuaciénz

y se trazaron las diagonales, se colocé la ( )

muestra del preparado sobre el punto de Ac �024Am�024Ab

interseccién. -43% =}401eX100
Se peso la placa superior y se ooloca sobre la C

inferior, pasado un determinado tiempo por el D}401ndej

efecto de la presibn la muestra se extiende de AA%: porcemaje de actividad anuoxidanm

f°"�034a°i'°�035'a" Ac: Absorbancia del control.
Se anoto los valores de los dos diémelros y se Am: Absorbancia de la mues}402a

calculé el diémelro medio y a partir de este. se Ab: Absorbancia del blanco

calculo la super}401ciedel circulo formado.

Se represenlo la extensibilidad en mm�031(area = Ané}401sisde datos

"(d�0312)2)f�031e"�030e3 '°5 P95�034em"'ead°5' Los resultados de la actividad antioxidante se

Método de la capacidad secuestradora del 3Z°l§§°£é�0302lZ2.i2§°£?3e�0301il§?§§fiZM28232
radical DPPH - - -

Fundamento: El radical Iibre y estable DPPH, 3Jaerl;(a)?�030z§°r,1;t;§(t,:dai1s(,$qe(g{,a£;eaelusn}401liljg3:

es una sustancia que mide Ia capacidad de con}401anzade|95% 03¢ 05)�030

secuestro de cualquier compuesto con actividad '

antioxidativa. Se caracleriza como un radical RESULTADOS

Iibre estable en virtud de la deslocalizacién del

electmn "bra 9" mda 'a.m°[é°u'a�030de manera Tabla 2. Caraclerlsticas de las reacciones

que [35 m°'é°''"a5 "° d'me"5e"' c°"'° en 9' quimicas de la fraccion de acetate de etilo que
case de la mayorla de otros radicales libres. La contiene los compuestos fené}402wsaislados de

deslocalizacién también da Iugar a un color '35

vlolela oscuro, que se caragteruza por una Flores de Mutisia acuminata R&P

banda de absorclbn en soluclén de etanol a ..chinCh�034c°ma..Ayacuch°_2O13

aproximadamente 520 nm. Cuando una '

solucién de DPPH se mezcla con la de una  �031j

sustancia que puede donar un étomo de . .

hidrégeno, entonces esto da Iugar a la fonna Fm 3'; l:':,°e D�035c"�030"°"�034'"s

reducida con la pérdida de este color violeta.�034 cm peck KM" H es;

Preparacién del DPPH 5% O. Krvm mvp

Se peso 5 mg de DPPH en una }401olade 250 mL Fee" 0. H

la cual se aforo con metanol, obleniendo una ~s�024j:�030sj�024'�024

concentracién de 50 ug/mL. Acem «>0 +9» no decor;

Preparacién dela Muestra 0 de verde ra, Dewl

De las cremas formuladas al 0.5. 1, 2 �034/2,se �034'0 Oswm vrecipi Ora

peso un gramo de cada una de ellas en un vaso '3

precipitado y se agrego 25 mL de metanol, se  %

filtré y se preparo diluciones para obtener Leyenda.

concentraciones de 100, 50, 10 ug/mL. Una vez (+++) ' . Abundant:

preparadas las diluciones se tomaron de cada '

una de ellas 3 mL y se Ie adiciono 1 mL de

solucion de DPPH las cuales se agilaron

vigorosamente y se mantuvieron en la oscuridad

a temperatura ambiente por 5 min, transcurrido

el tiempo se procedio a leer Ia Absorbancia a

517 nm.



Tabla 3. Caracterislicas cromalogréficas de los Figura 1. Variacién de la extensibilidad en

compuestos fenélicos aislados de las }402oresde funcion del peso aplicado a las cremas

Mutisia acuminata R&P �034chinchilcoma�035.yde los elaboradas a base de los compueslos fenélicos

estandares dereferencia.Ayacucho~2013 aislados de las }402oresde Mutisia acuminata.

R&P "chinchilcoma". Ayacucho, 2013.

Revelador

Fraccién m

Fluorescencla Fecla DPPH

Aceoatode . . 9° - �034�030 f
etilo Azu|�024purpura Manon Amarillo E M . _.

"°' Celeste Marrén Amarillo 5 ' -as-am
Caféico�030 E m =
 E �031 �030 -ue-unas

Quercelina�030 Amarillo Mamsn Amanllo g so ' - V '°'='"=l�034
-. ....».......

5,, .

�030esténdares de referencia
.4

, _ a mu zoo am Am sou
Tabla 4. Caracterlslncas espectrales de los Pnurp}402c-}401t�030)

compuestos fenélicos aislados de las flores de

Q}402f}401ho_a;l6r1"g]ara R&P �034chinch"C°ma"' Figura 2. Porcentaje de actividad secuestradora

del radical Iibre DPPH por accibn de las cremas

 m;-�030-l.�024l-�030-�024-elaboradas a base de los compuestos fenélicos

Fraccién Sub-fracciones 3,393 aislados de las }402oresde Mutisia acuminata.

 1(amarmo _ 209 R&P"chinchi|coma�035.Ayacucho.2013.

verdoso) "m"

A tat u ("I F2( 'd ) 209 288 E,» 537'"ce 0 eelo anaranja 0 nmy nm " «,4:

F3 (violeta �024 5 ._ E m E
purpura) 209 nm y 297nm E �030E E

Esténdar écido 2
be}402zoico - 230 nm y 270 nm : '° }401g�030

. . . E " El
Tabla 5. Parametros flslcoqulmucos de la crema jg:

elaborada a base de los compuestos fenélicos g °"

aislados de las }402oresde Mutisia acuminata R&P g �030 El

�034chincl1i|coma�035Ayacucho,2013. �031 4

..

..... m .. :5

l�030 Parémetro Ensayo Férmula Resultado �030-""""

Cm�034°-5% �034�0315'"a'°'a'°Figura 3. Cromatografia en capa fina de los
C I crema1,0% crema-claro compuestos fenéllicos, revelados con cloruro

GOT v - 7

crema 2,0% maslaza claro fe�035'C°3�0305% (D Y DPPH (H)

Organuléplicos crema base blanco nieve

Olor Crema Inodoro

Saba: Creme Amargo }

Aspecko Crema homogéneo

crema base 7,1 l�031,

crema 05% 7,9

Ph
crema 1,11% 7,6

crema 2,0% 7,4

Tabla 6. Tipo de emulsion de la crema

elaborada a base de los compuestos fenélicos I 1]

aislados de las }402oresde Mutisia acuminata. "

R&P �034chinchiIcoma".Ayacucho, 2013.

l_ Método Solvente Resultados

Homogéneo

Agua purificada Soluble

Dilucién (emulsién 0/W)

,_ Heterogéneo
Alcohol etlllco

Insoluble



Figura-1. Curva Espectral de lasfracciones F1, En la tabla 3, se observa la presencia de

F2 y F3 aislados }402uorescenciade color azul-purpura a la luz del

especlro ultraviloleta, de lo cual se deduce que

.�030 A se lrata de un compuesto fenolico, cuando se

; �030 �030 _ revela la misma placa con cloruro férrico al 1% y

to _; = I __§_____ _._;_ _ H; _ . DPPH (Figura 3), so observan marlchas de

. , 3 �030 l 1 color marron y amanllo a la luz vnslble. Esta

M J�030 g V �030_ _ _j> _ _ -7 i mancha de color purpura a la luz UV indica '

�031 l l l ; I Que se lrata de los compuestos fenolicos.�030°

as _. �030 : L __ _ _ _: Estudios realizados en Mutisia acuminata se
' | 1 _ = g - 2 ; determina la presencia de flavonoides como la

[ l �030 : �030 �0301 ; § 2 quercetina, quercelina«3-glucoronido.

1°�030 �031 ' y 1 . ' isorhamnetin-3�024gIucoronidoy pelargonidina

? i f diglioosido, también se detennino la presencia

5�034 5 ' T �030_�034*�034�024�030�030' 5 de dos }402avonoides:5,3',4�030�024trihidroxi�0247�024gli�024

' 7 _ }402avanonay 5,3�030�024dihidroxi�0244�024O-metil�0247�0240�024Rh�024

W �031A"":"�034_�030glucosi|}402avanona."-1*�031
I 200 Zlll 220 230 110250 260 270 250 290 SW 3�034!320 110 M0 354} $0 370 380 S90 4410 Para la carac�030erizaci6nde los compueskm

�024�254Fracu'snl.asp Fharsoendaamalillove fenélicos se utiliza Ia espectroscopia

§-ii�030:"°'°5°="°3 ultravioleta, Iogréndose separar tres bandas a

C �030" "°'°s°'"°'�030" partir de la fraccion de acetate de etilo (F1. F2 y

F3) (Tabla 6 y Figura 4). La fraccion F1

corresponde a un compuesto fenolico con una

D'5CU3'°N fluorescencia amarillo - verdoso y rnueslra una

Las �034mesde Mm,-5,3 Baum,-,,a,a_ R&p absorbancia maxima en el espectro ultravioleta

�034chinchi|coma"fueron reoolectadas del distrito 3 209 "m- '3 f"_3°°'3" F2 °°"35P°�034d33 "F

de Chuschi, provincia de Cangallo. region °°"�030P�03435'°'3"3"°° °°�034�034"3f"{°"°5°3�034°'3
Ayacuchu anaranjada y mueatra una absorbancia de 209 y

En Ios ultimos a}401osse ha incrementado el 233 �035m-'3 33°93" F3 °°"35P°"°'3 3 °'f°

interés en la b}401squedade antioxidantes °F'"�0309�03435'°'3"3"°° °°"' �034"3}402�035°"�030-�0305°3"°f3

naturales, generalmente constituidas por V'°'3'3 �030P""P�034"3Y m"35"�0313_�034"33b5°'b3�034°'3

mezclas de compuestos con elevada diversidad �035�0303"'"�03033" 3' 35P3°"° �035'"3V'°'3'33 2'39 ' 297

molecular y funcionalidad biologica. como Ios �034mv __ I �031
wmpuesms gen¢"c°5_ los que gene" gran El estandaruullzadofue acldo benZO|CDCOl:1 una

capacidad a,moXidame_ Demo de eS�030agran absorbancla maxnma en elespeclro ultravioleta

fam}402iapueden enccm,-arse tres grupos a 230 270 pm. Por lo tanto podemoa asurnir que

principales: los acidos fenolicos. los polifenoles 3" '3 "3°°'°" F2 33 "3'3 3'3 �030-'"d3"�030{3d°33 '°5

y los flavonoides, siendo estos ultimos el grupo f'3_"°�035°�030d35que V'e"�030e3 53' '35 '5°f'3V°"35

mas comun. La }401nalidado mecanismo de estos (F'9�034f34)�030,
compuestos reside en su capacidad para captar '-3 P'_3' °°"5"'�034Y33' '°9�034"�0303"'°,°X'3m° 33'
Ios radicabs }401bresque Se pueden genera, en organismo, �030cumpleclnferentes funcIon_es como:

pas oémlas de| cuerpo humano y que son protaclora. Intercambloacuosoylcrmlco con el

resultado dela combinacién de muchos factores m3d'° °"'e"�030°w5'�035'35'533 �030�031''3'�034'"3D: 3""'3
amblentales, incluida la contaminaclén W35? 9°�031'° �030W35�035P'°'e°°'°" 35 �030'9V''3'
atmosféricaua Imponancia para el mantenimiento del

En las pruebas quimicas realizadas de los organismo como un todo.�035En este sentido, es

compuestos fenolicos aislados (tabla 2) fueron de 5�035P°'_�030e'Que 9' d9§3"°''° 11*? f0|�030m35

diferenciados por las pruebas de cloruro férrico '3�035�0343°3�034"°35. d3"�0353'°'39'F353""'°_X'd3"'35
3| 5%, can KMno4 y DppH' en 13 pmeba efectrvas adquiere relevancua para la Induslna

quimica can Fech 3| 5% Se produjo un C010, farmacéutlca y que el desarrollo de cremas

verde oscuro identi}401céndosepresencia de d3"�035"_3'°'°9_'°35°9"�030°'35 °'3�035"35-debe tenere"

grupos fenélicos en abundanle concenlracion. °°[�0305'_d3'3°'°"_°'e�034°5P3"3"�0303"°5"5'°°5 Y
La prueba quimica con K�035/mo�030pmduce un qulmucos especl}401cados.en.|os|lbros o}401cialealos

cambio de w|°,aci¢n y un precipitado intensa�031 que ofrezcan caractenstncas farmacotécmcas

este cambio de c0|°,ac;6n de| KMn04 Se debe adecuadas. En nuestro trabajo este aspecto se

a que esta se reduce debido a la accion de Ios �030'3'°"°}3"° 3" '35 °3'3°'3"5"°35
Compuestos fen,-,"c°5_u En la prueba quimica organolépllcas resultantes (Tabla 5); el color de

con DPPH se observa la decoloracion del '35 °�0313'�0343_5v9°�0313J3mP'°- d3P3"d3"4 "3 '3

radical Iibre, esto debido a que el radicallibre °°"°°""3°'°�03533 '°5 F°"�030PUe5'°5f�254nl5||C°5<19
tiene un egemén desapamado Y es de color las flares de �034chmchI|coma"Incorporados: Ia

violeta decoloréndose 3 amarillo cuando crema base es de color blanco nieve; la crema

reacciona con los compuestos lenélicos que 3'_°~5 Y '9 °/°~ P'e59"'3�034U" °°'°" crema 9'3"�031-
pueden dona, un ammo de hidmgen°_3,l5_ Dado mientras que la cremalall 2%, mostaza claro. El

que todas [as reacciones son posmvas podemos olor_graso es caraclensllco a todas las cremas

afirmar que los compuestos aislados de las 33'°'d° 3 que "3�035"°"5 '3 f°"�034'-"353

}402oresde Mutisia acuminata.R&P"chinchilcoma" 3�035°'f3�035"3"'3 V35°"�0343"°|�034'°'3Y 3' 3'°°"'°'

tienen propiedades antioxidantes�030 °3""°°~ T'e"e"v ademés U" 35995�034?
homogéneo lo cual es indicador de la buena



compatibilidad exislente entre los compuestos antioxidante mayor al 50% incluso la de menor

fenélicos de las flares de �034chinchiicoma"y los conceniracién. Es evidente que los compuestos

excipientes empleados. fenolicos aislados que se incorporo a las

Otra caracteristica importante es el pH de la cremas son desde el punto de vista quimico

crema (Tabla 5). La crema base tiene un pH potentes antioxidantes, Ios mismos que

précticamente neutro equivalente a 7.1; lo corresponderian al grupo de los }402avonoidesya

mismo que las cremas elaboradas a diferentes que son cuantitalivamente mas abundantes e

concentraciones, que tienen pH précticamente imponantes dentro de los compuestos fenélicos

neutro. en general.

En la Tabla 6, se muestra el tipo de emulsion de Los }402avonoidesson moléculas cuya actividad

las cremas elaboradas. Como resultado de las antioxidante ha sido demostrada ampliamente

pruebas de dilucion las cremas fueron tanto in vivo cumoin vitro.

insolubles en etanol, pero solubles en agua al Las caracteristicas cromatogra}401cas y

mismo tiempo que adopta un aspecto espectrales de los compuestos fenoiicos

homogéneo, por lo que se puede concluir que aislados parecen ser coincidentes con los

se trata de una emulsién O/\N. es decir, de fase encontrados en otro estudio similar con la

externa acuosa. Estos resultados se pueden misma especie."

contrastarcon Ios obtenidos porVicur'\a.�031° Del mismo modo, el extracto acuoso de

En la Figura 1, se muestra la extensibilidad de Sanicula graveolens (Apiaceae) y Mutisia

las cremas formuladas a base de compuestos fliesiana (Asteraceae) mostraron actividad de

fenblicos de las }402oresde �034chinchi|coma".La captacién de radicales en el ensayo de

caracterizacién reologica es fundamental en la decoloracién del DPPH. El aislamiento guiado

investigacién y desarrollo de formas por bioensayo condujo a derivados del acido

farmaceuticas semisolidas como las cremas, cafeico y flavonoides como los principales

debido a que las propiedades reolégicas tienen compuestos activos de ambas especies.

una gran in}402uenciaen la estabiiidad y en la Después de la hidrélisis, écido cafeico y

textura de estos productos�030En este estudio se quercetina demostraron ser los principios

consideran las deterrninaciones de bioactivos de ambas plantas.�035

extensibilidad y viscosidad debido a la relacién

existente entre estos parametros para de}401nir

dicho componamiento.�035 coNcLus|oNEs

También se puede apreciar que la extensibilidad

95 difedameme P"-'>P°FC�030°"�0303�0303' P950 3P�034C5d° 1. Se aislé Ios compuestos fenblicos de las

hasta llegar a un punto donde Ia extensibilidad }402oresde Mutisia acumjnara Rap '-

se hace ccnstante. La Figura muestra que, 2_ se elabo.-5 y Se formu|}401135 cremas a

sometida a 5009 de peso, la crema elaborada a concem.-acignes de (),5°/.,, 1_()% y 2_()%

base de los compuestos fenolicos de las }402ores respeclivamente.

de �034chinchilcoma�035a una concentracién de 1% 3, Las cremas e|abo[adaS 3 base de las

tiene mal/OF exlensib}402idad(91.10m2)- seguida compuestos fenélicos aislados de las }402oresde

de '3 Cfema 3' 2% (90.3Cm2) Y }401|'|3'm9T�034e'3 (59 Mu}402siaacuminata R&P "chinchi|coma" cumplen

05% (55v1Cm2) Hfiefamente m3Y°F que '3 Creme con los parametros establecidos para una forma

base (84.3cm2)- farmaoéutica semisélida.
Para Ia deterrninacién de la actividad 4, L35 cremas e|abo.-adas a base de los

antioxidante de las cremas elaboradas se siguib compuestos fen¢|i5os a]s|3dg5 de [as }402oresde

6' mé*°¢° de deC°�030°T3Ci°ndel DPPH. Mutisia acuminata R&P "chinchilcoma" a las
procedimiento estandarizado yde alta }401abilidad. concentraciones de 05. 1 y 2 0/0, tienen

D3d° Clue axis�030?U" ¢'�254Cie"�034eimefés 9" actividad antioxidante, directamente
antioxidantes. pariiculannente en los destinados p.-opon;iona| 3 [a concemracgén de compuestos

a impedir Ios efectos nocivos de los radicales fen¢5|icg5y donde |a crema a dnuciones de 109,

libres en el cuerpo humano y la preferencia por 50, y 10 pg/m|_, Se obtuvo un pomentaje de

'05 3"|li0Xid3"1e5 de N395" "3YU'3'. 99.7. 98.2 y 84.8 % respectivamente, por lo

Pafalelamenle 3|-lmema iambién 9' U50 de tanto la crema concentrada al 2% tiene mayor
métodos para la estimacibn de la e}401cienciade actividad antigxidanm

sustancias tales como antioxidantes. Uno de los

métodos es el actualmente popular basado en RE|=ERENc|As 3|3|_|oGR;'u=|cAs

el uso del radical Iibre estable

difenilpicfilhidialilo(DPPH)-" 1. A: Fernando C, Lazarova Z, Ba}401uelosR,

Se sometida a evaluacién tres concentraciones, sgnchez s_ Anuoxidamesy un paradigma

0:5. 1 Y 2°/°v (56 Cfemas e'3b°'3d35 3 D359 de en el tratamiento de enfermedades. Revista
Ios compuestos fenélicos de las }402oresde Anacem [revista an internet] junio 2012,

Mutisia acuminata. R&P �034chinchilcoma",a partir [acgeso mam; 2013]; VOL 5(1); 43.53,

�031 de las cuales, mediante dilucicnes, se preparé Dispongbie en;

concentraciones de 100, 50. y 10 ug/mL." httprllrevistaanacem.cl/webl?p=1096

L3 Figura 2- "05 "'|U55"3 Qré}401cameme5' 2. Lampe J. Health effects of vegetables and

P}402foemaiede 30�034Vid3d5eCUe5"3d°'3 del fruit: assessing mechanisms of aciion in

radical Iibre DPPH por accibn de las cremas. Es human experimemai sfudiesy Am J clin

notoria el poder antioxidante de la crema: todas Nun [revista en imemet] 1999, [acceso
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