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RESUMEN
El estrés oxidativo estd asociado con patologias de altas incidencias en el
hombre, entonces la busqueda de antioxidantes naturales reviste una
extraordinaria importancia.
El presente trabajo de investigacion fue desarrollado con la finalidad de
determinar la actividad antioxidante de las fracciones aisladas de las hojas y
flores de Mutisia acuminata R&P “chinchiicoma”, desarrollado en los laboratorios
del Area de Farmacia de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga
durante los meses de diciembre del 2012 a abril del 2013.
La muestra fue colectada en el centro poblado de Huascahura, distrito de
Ayacucho, provincia de Huamanga, las fracciones aisladas se obtuvieron por
extraccidn con solventes de diferente polaridad: etanol, éter de petréleo,
cloroformo, acetato de etilo y agua, asi mismo, se sometid a un tamizaje
fitoquimico, pruebas cromatograficas, cuanfificacion de fenoles totales usando el
reactivo de Folin-Ciocalteu y la actividad antioxidante mediante el ensayo de
captacion del radical iibre, 1,1-difenil-2-picrilhidraziio (DPPH).
Los metabolitos secundarios hallados fueron: alcaloides, lactonas y/o cumarinas,
flavonoides, quinonas, catequinas, saponinas, azucares reductores, taninos y/o
fenoles, aminoacidos libres, friterpenos y/o esteroides. La cromatografia en capa
fina identificé distintos compuestos fendlicos, en la cuantificacién de fenoles
totales, la fraccion de acetato de etilo presenté mayor contenido de compuestos
fendlicos equivalentes de éacido clorogénico (17,85 mg%o). Las cinco fracciones
aisladas demostraron tener actividad secuestradora del radical libre DPPH
superior al 50%. Se concluye que las hojas y flores de Mulisia acuminata R&P
“chinchilcoma” tienen actividad antioxidante, siendo la fraccion de acetato de
etlo la que presentd los metabolitos secundarios con mayor actividad
antioxidante.
Palabras clave: Antioxidante, fracciones aisladas, Mulisia acuminata R&P.
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I. INTRODUCCION

En la actualidad se estan realizando numerosas investigaciones en busca de
antioxidantes naturales con la finalidad de ser usados en la industria de
alimentos y en la atencién de la salud para prevenir, aliviar y/o curar procesos
degenerativos, como consecuencia de la presencia de radicales libres en nuestro
organismo, se sabe que por causas ambientales, asi como, por ingesta de algun
contaminante o incluso como consecuencia de nuestro metabolismo estos
pueden producir dafio oxidativo en los componentes celulares, incluyendo
lipidos, proteinas e incluso a ADN. En la dltima década se han acumulado
evidencias que permiten afirmar que los radicales libres y el conjunto de
especies reactivas que se les asocian juegan un papel central en nuestro
equilibrio homeostatico, el proceso debe ser controlado con una adecuada
proteccion antioxidante. !

Los antioxidantes son moléculas capaces de retardar o prevenir la oxidacion de
otras moléculas y su papel principal es terminar con las reacciones de oxidacion
e inhibir otras reacciones de oxidacion oxidandose ellos mismos, la salud de las
personas se relaciona con el adecuado balance oxidativo, es decir, que los
radicales libres y antioxidantes se equilibren en modo tal que se minimice el
darfio.

Las evidencias epidemiologicas, en los Ultimos afos, asocian el consumo de



vegetales con una menor incidencia de enfermedades croénicas, indican un
interés acentuado de los consumidores hacia ciertos vegetales que, ademas de
contenér nutrientes, contengan sustancias fisioldgicamente activas que cumplan,
al igual que los nutrientes esenciales, una funcién beneficiosa en la reduccién de
ciertas enfermedades. A estos alimentos, se les ha denominado antioxidantes
naturales.®

Estos antioxidantes naturales se encuentran presentes, practicamente en todas
las plantas sintetizando una gran cantidad de moléculas organicas como
consecuencia de su metabolismo secundario, los compuestos fendlicos como los
acidos fendlicos, flavonoides y otros metabolitos estan asociados a propiedades
antioxidantes.

La caracteristica antioxidante de los compuestos fendlicos radica en la gran
facilidad que poseen para ceder atomos de hidrégeno de un grupo hidroxilo
aromatico a un radical libre, estos compuestos han demostrado ser fuertes
atrapadores de especies reactivas como el radical perdxido de hidrégeno, anién
superéxido y el radical hidroxilo que es el mas potente.*

La regidon andina de nuestro pais posee una variada flora y dentro de ella,
muchas especies con reconocida actividad benéfica para la salud. En el afan de
contribuir a la busqueda de fuentes de antioxidantes naturales se selecciond a la
especie Mutisia acuminata R&P “chinchilcoma”, que viene a ser una especie
nativa muy usada en diferentes partes del territorio nacional, asi como en
nuestra localidad, dado que crece libremente, representa una gran alternativa
para la prevencion de algunas enfermedades como problemas hepaticos,
renales, ulceras gastricas, tumores intemnos.®

Sin embargo, es necesario confirmar y estudiar sus posibilidades como
alternativa, asi pues nos avocamos al estudio que presenta ciertas

caracteristicas en cuanto a la actividad antioxidante de las fracciones aisladas de



las hojas y flores de Mutisia acuminata R&P “chinchilcoma”, por lo que al

desarrollar el presente trabajo se persigue los siguientes objetivos:

Objetivo General

e Evaluar la actividad antioxidante de las fracciones aisladas de las hojas y
flores de Mutisia acuminata R&P *“chinchilcoma”.

Objetivos Especificos

o Identificar los metabolitos secundarios presentes en el extracto etandlico de
las hojas y flores de Mutisia acuminata R&P "chinchilcoma”.

¢ Realizar pruebas cromatogréficas por capa fina, en las fracciones aisladas de
las hojas y flores de Mutisia Acuminata R&P “chinchilcoma”.

e Detemminar el contenido de fenoles totales en las fracciones aisladas de las
hojas y flores de Mutisia Acuminata R&P “chinchilcoma”.

e Comparar la actividad antioxidante de las fracciones aisladas de las hojas y

flores de Mutisia acuminata R&P “chinchilcoma.



Il. MARCO TEORICO
2.1 Antecedentes
En cuanto a los trabajos de investigacion realizados a las diferentes especies de
Mutisia, podemos mencionar:
Eliminadores de radicales libres de Mutisia friesiana (Asteraceae) y Sanicula
graveolens (Apiaceae), el extracto soluble en agua, presenta actividad
secuestradora de radicales libres en el ensayo de decoloracion de DPPH, esto
concluy6 al aislamiento de derivados del acido cafeico y quercetina.®
Caracterizacion de dos flavonoides de Mutisia acuminata "chinchilcoma” vy
estudiaron su efecto sobre el plasma humano.”
Aislamiento de flavonoides de las hojas y flores de Mutisia acuminata
(Asteraceae).®
Aislamiento de compuestos fendlicos, cromonas y cumarinas de Mutisia
acuminata y el estudio de la actividad bioldgica del compuesto 11, 12-dihidroxi-5-
metilcoumestano en la prueba del leucocito-5-lipoxigenasa y en el sistema
primario de cultivos de hepatocitos.’
Actividad antiinflamatoria tépica de hidrogeles a partir de extractos de Mutisia
acuminata R&P “chinchilcuma™.'
Actividad antimicrobiana de los extractos metandlico y acuoso de Mutisia

acuminata R&P confra bacterias y hongos."



Efecto hepatoprotector del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Mutisia
acuminata R&P “chinchilcoma” en ratas.”

Evaluacion de la capacidad antioxidante de siete plantas medicinales
peruanas.”

2.2 Mutisia acuminata R&P “chinchilcoma*

2.2.1 Clasificacion taxon6émica

Se ubica en la siguiente categoria taxonémica:

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA
CLASE : MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE : ASTERIDAE

ORDEN ASTERALES

FAMILIA :ASTERACEAE
GENERO : Mutisia

ESPECIE : Mutisia acuminata R&P

NOMBRE COMUN : “chinchilcoma”

Fuente: Constancia emitida por el Herbarium Huamangensis (Anexo 1).

2.2.2 Descripcién bétanica

Arbusto de 60—-120 cm de altura. Tallo ramoso desde la base, cuyas ramas son
flexuosas. Hojas alternas, pinnaticompuestas, peciolo 1-2 cm de largo, raquis o
nervadura principal que termina en zarcillo bifido o trifido, limbo 9-11 cm de
largo, 10-14 pares de foliolos lanceolados, acuminados en el apice, atenuado en
la base, haz glabrescente. Inflorescencia en capitulos terminales, solitarios,
pedunculados, involucro cilindrico acampanado, bracteas involucrales, las
externas gradualmente mas pequefias y agudas en el apice, las internas
oblongo-lanceoladas. Flores rojo-naranjas, las marginales presentan corola
bilabiada de 60-70 mm de largo, labio externo desarrollado forma la ligula, labio

interno pequeino filiforme, el tubo de la corola mide 40-50 mm de largo por 1,5



mm de didmetro. Flores del disco amarillo naranja hermafroditas de 60-65 de
largo total, bilabiadas, labio externo trifido, labio interno bifido, presentan el
androceo con 5 estambres unidos por las anteras y el gineceo presenta ovario
infero. Fruto aquenio 7-8 x 2-3 mm cilindrico con numerosas cerdas alargadas
plumosas que forma el papus.'* ™

2.2.3 Nombres populares

Chinchilcoma, chinchilcuma, chinchircoma, chinchircuma, chincumpa,
checchecta, chinchimani, chinchinmaqui, cinchis, mancopaqui, tinterma, tintiima,
chinchilpo, chianchiarko, tintilkuma.>

2.2.4 Distribucién geografica

Niveles medios de los Andes, principaimente en los valles interandinos del centro
y sur del pais, en suelos arcillosos, entre los 2000 y 3600 msnm, se desarrolla en
bordes rocosos.>**

2.2.5 Estudio etnobotanico y etnofarmacolégico

Segin informaciones etnobotanicas y etnofarmacolégicas es usada para resolver
problemas hepaticos se recomienda el agua de cocimiento de ramas y hojas, en
problemas renales ingerir infusiones de flores, en enfermedades respiratorias es
util el cocimiento de hojas y flores, en dolores cardiacos se recomienda masticar
las flores, contra dlceras gastricas se recomienda tomar el jugo fresco, en mal de
aire se aconseja tomar mate de hojas y flores ylo baiarse. También se usa para
curar heridas superficiales, para el reumatismo, para dolores de cuerpo; se
recomienda lavado con el agua de cocimiento de las hojas.’ ™

2.2.6 Composicion quimica

En ¢l extracto etandlico de las hojas se deteminé la presencia de flavonoides,
triterpenos y/o esteroides, alcaloides, compuestos fendlicos y saponinas.'

En el extracto hidroalcohdlico de las hojas se identificé taninos, fenoles,

triterpenos ylo esteroides, aminoacidos, flavonoides, glicosidos cardioténicos,



cumarinas, catequinas y saponinas.”” De las hojas y flores se aislaron los
flavonoides 5,3',4'-trihidroxi—-7—gli-flavanona y 5,3'—-dihidroxi—4'-O-metil-Rh—
glucosil flavanona; quercetina, quercetina—3—glucoronido, isoramnetina~3—
glucoronido y pelargonidina diglicsido.”®

Asi mismo se identificaron varios compuestos entre ellos, quercetina—3—
glucuronico, L-inositol, la arbutina, la cromona 2-hidroxi-5-metil-cromona—2—-
D- glucopiranosido y las cumarinas 11, 12-dihidroxi-5-metilcoumestano, y 2',4’:4,5-
furocumarina.®

2.3 Radicales libres (RL)

Los radicales libres son atomos o grupos de atomos que tienen un electrén
desapareado, por lo que son muy reactivos, son de vida efimera y tienen alta
inestabilidad ya que tienden a captar un electrén de otros atomos con el fin de
alcanzar su estabilidad electroquimica, estas moléculas constan de atomos que
se unen por enlaces quimicos tienen protones cargados positivamente y
electrones cargados negativamente que orbitan alrededor del atomo. Una vez
que el radical libre ha conseguido sustraer el electrén que necesita, la molécula
estable que lo pierde se convierte a su vez en un radical libre por quedar con un
electrén desapareado, iniciandose asi una reaccion en cadena. Los RL actdan
por un lado como mediadores y reguladores a concentraciones fisiologicas,
mientras que a concentraciones elevadas pueden actuar como potentes
oxidantes citotoxicos, tienen una capacidad de agresion indiscriminada
sobre células y tejidos vivientes."” ®

Los principales RL que 4se originan son los derivados de la respiracion aerobia y
se denominan especies reactivas de oxigeno (ERQ), cuya principal fuente son
las mitocondrias, los lisosomas, los peroxisomas, la membrana nuclear,
citoplasmica y del reticulo endoplasmatico, lo cual puede conducir a mutacion y

muerte celular.” "



2.3.1 Formacién de los Radicales Libres

Fuentes endégenas: Son elaborados continuamente como un producto del
metabolismo normal de cada célula e inactivados por un conjunto de
mecanismos unos enzimaticos y otros de atrapamiento.’®"

Las fuentes enddgenas de especies reactivas incluyen: las mitocondrias, los
peroxisomas, los lisosomas, las células fagociticas y el citocromo P — 450.%
Entre las células que generan y utilizan los radicales libres del oxigeno tenemos
a los neutrdfilos, monocitos, macréfagos, eosintfilos y las células endoteliales,
estan dotadas de diversas proteinas asi como de vias metabdlicas que generan
especies agresivas, cuyo fin es lesionar y destruir elementos extrafios.?’

Fuentes exégenas: Los radicales libres se producen como respuesta a la:
contaminaciéon ambiental, radiacion ionizante, luz ultravioleta, ciertas drogas,
toxinas flngicas, xenobidticos, reactivos, solventes industriales, componentes
del tabaco, hiperoxia, algunas enfermedades como diabetes, procesos
inflamatorios, fendmenos de isquemia.™

2.3.2 Especies Reactivas del Oxigeno (ERO)

Las ERO son moléculas muy reactivas, tienen una vida media corta, por lo que
actéan cercano al sitio en que se forman. Se producen en el metabolismo del
oxigeno en todos los sistemas biolégicos aerébicos y reaccionan con todas las
moléculas que se encuentran a su alrededor, su gran reactividad se debe a que
poseen electrones desapareados que les hace reaccionar con ofras moléculas
organicas en procesos de oxido-reduccion, incluyen tanto a los derivados radicales
como los no radicales, que son agentes oxidantes y/o facimente convertibles en
oxidantes. 2> Entre las ERO se encuentran;

Ani6én superdxido (O;), se forma a partir de la captacién de un electron por una
molécula de oxigeno.”

O, + & —meep o7y



- Peroxido de hidrogeno (H.O;) se forma cuando el radical libre superdxido
capta dos protones.?
20,+2H" — 3 O, +H,0,
El peréxido de hidrogeno puede reaccionar via reaccion de Fenton con metales
de transicion como el Fe ? o el Cu* y producir OH"2*
Fe* + H,0, —————» Fe* + "OH + OH"
Cu" + H,0p —————» Cu® + 'OH + OH"
Radical hidroxilo (OH"), es la ERO mas potente, puede dafiar a casi todas las
moléculas que se encuentran en las células vivas, inicia una cadena de
reacciones, aparece cuando el peréxido de hidrégeno se une al superéxido.?
05 +H0, ", 0,+H0+ OH
Oxigeno singlete ('O,), especie ubicua que puede ser formado por absorcion
directa de radiacién, por fotdlisis (destruccion por accién de la luz) en aire
contaminado, por irradiacién de O, o secundariamente a la exitaciéon del éxido
de nitrégeno luego de la absorcion de energia radiante.®
2.3.3 Daito celular producido por las Especies Reactivas de Oxigeno (ERO)
a) Lipidos, se produce un mayor dafio, ya que afecta la estructura de acidos
grasos polinsaturados, alterando la permeabilidad celular, produciendo edema y
muerte celular. Este dafio puede desencadenarse por el oxigeno, el peréxido de
hidrogeno y ef radical hidroxilo que es el mas daiiino, una vez que se inicia este
proceso toma forma de cascada, con produccion de radicales libres que son los
responsables de los efectos citotoxicos.
b) Proteinas, hay oxidacién de aminoacidos como fenilalanina, tirosina, histidina,
metionina, entrecruzamiento de enlaces proteina-proteina, lipido-lipido, proteina-
lipido, estos son susceptibles al dafio del radical ‘'OH y como resultado final

puede producir lisis celular.”®%



¢) Acido desoxirribonucleico (ADN), los radicales OH y O,- causan cambios
conformacionales, alteracién de bases, ruptura de una de la doble cadena y
pérdida de nucleétidos, presentando una mutacién antes de la replicacién. Estos
radicales pueden atacar tanto purinas como pirimidinas.?

e) Carbohidratos, la oxidacién de carbohidratos puede dar lugar a la formacién

de moléculas capaces de reaccionar con los grupos carbonilo de las proteinas.

Radicattibye Membians celular
Dadioen amenbrana
. L
Miocadrixs 4 o
Invasidn de caldo v /
ndicales (bues & través
dela membrime
/"’“ \\\
/ Daost DNA ‘
/" pondats X pra
Fheae y

Figura 1. Dafio a biomoléculas por radicales libres."’
El dafio celular es provocado principalmente por la oxidacion en la membrana,
pemitiendo el paso de radicales libres (O,-, OH) y calcio, el cual provoca dafo
mitocondrial, liberando al medio intracelular mas radicales libres, los cuales
provocan una reaccion en cadena, oxidando a su paso proteinas, lipidos de

membrana (mitocondrial, nuclear y de reticulo), y el propio DNA."
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2.3.4 Estrés oxidativo

El estrés oxidativo es un estado de la célula en la cual se encuentra aiterada la
homeostasis Oxido-reduccion (balance entre prooxidantes y antioxidantes)
intracelular que reune lesiones de muchos tipos de procesos de enfermedad.
Esta alteracion se produce a causa de una excesiva produccidn de especies
reactivas de oxigeno (ERO), conduciendo a dafio celular. %%

2.4 Antioxidantes

Los antioxidantes son sustancias que retardan el comienzo o disminuyen la
velocidad de oxidacion de los materiales oxidables, capaces de neutralizar los
radicales libres, debido a esto es que los antioxidantes son @ menudo agentes
reductores. El anﬁoxidante_al reaccionar con €l radical libre cede un electrén, se
oxida y se transforma en un radical libre débil no toxico. Bajo condiciones
fisiologicas, el organismo puede prevenir el dafio producido por las especies
oxidantes, a través de mecanismos de proteccidn que incluye elevar los niveles
infracelulares de defensas antioxidantes.”?

2.4.1 Clasificacion de antioxidantes

Los antioxidantes se clasifican en dos sistemas:

2.4.11 Antioxidantes endégenos

Son los sistemas antioxidantes que se producen dentro del organismo para
combatir la accion de los radicales libres. Se clasifican en enzimaticos
(superéxido dismutasa, glutation peroxidasa, catalasa) y no enzimaticos
{glutation, melatonina, estrégenos, acido drico, albimina) ?2°

2.4.1.2 Antioxidantes ex6genos

Utiles cuando el sistema enddgeno se satura, capturan los radicales libres
evitando la reaccion en cadena, este proceso se obtiene mediante la dieta.

Dentro de éstos antioxidantes encontramos a la vitamina C, vitamina E,

carotenoides y compuestos fendlicos.”
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2.5 Compuestos fenélicos

Los compuestos fendlicos, son compuestos organicos en cuyas estructuras
moleculares contienen al menos un grupo fenol, un anillo aromatico unido al
menos a un grupo funcional (esteres, metil-ester). Son productos biosintetizados
en las plantas que poseen la caracteristica biolégica de ser productos
secundarios de su metabolismo. En general son sintetizados por una de dos vias
biosintéticas: la ruta del acido shikimico o la via del acido malénico (o0 por las
dos, por ejemplo los flavonoides).*

Eritrosa-4-fosfato Acido fosfoenolpiruvato

(De ia ruta de las
Pentosas fosfato)

(De la ruta de glicolisis)

Ruta de acido
shiquimico
l Acetil CoA
Fenilalanina
Ruta de acido
malénico
v
Acido cinamico
Compuestos
fendlicos <

Figura 2. Rutas de sintesis de compuestos fendlicos.*
La ruta del acido maloénico, es una fuente importante de fenoles, poco empleada
en plantas superiores, la ruta del acido shikimico, es responsable de la
biosintesis de la mayoria de los compuestos fendlicos de las plantas. A partir de
eritrosa-4-P y de acido fosfoenolpirivico se inicia una secuencia de reacciones

que conduce a la sintesis de acido shikimico y, derivados de este, aminoacidos
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aromaticos (fenilalanina), la enzima fenilalanina amonio liasa cataliza la
formacion de acido cinamico por eliminacién de una molécula de amonio de la
fenilalanina, este acido se metaboliza para formar acidos fenélicos (cafeico y
ferdlico), cuya principal funcién es ser precursor de ofros derivados mas
complejos como los flavonoides.™

2.5.1 Acidos fenolicos

Se caracterizan por poseer un anillo aromatico con un grupo carboxilo, se
encuentran en los metabolitos secundarios de los vegetales® Los acidos
fendlicos se incorporan a la pared celular de las plantas en respuesta al estrés
bidtico resultando en la sintesis de &cido hidroxibenzoico y acido hidroxicinamico
(cafeico, sinaptico, fertlico, p-cumarico). Tienen accién antiespasmaédica,
antinflamatoria, anticoagulante indirecto de la sangre, accién diurética,
antiedematoso, hipocolesterolemiante.®

2.5.1.1 Clasificacion de los acidos fenélicos

a) Derivados del acido hidroxibenzoico C; - C,

Se encuentran distribuidos en el reino vegetal, poseen 7 atomos de carbono, el
grupo carboxilico esta enlazado directamente al anillo aromatico Cs . C,, tienen
un esqueleto formado por fenilpropanoides. Se encuentran libres o combinados
en forma de hetérosidos o ésteres. Estan presentes en forma de aldehidos,
derivados metoxilados y algunos alcoholes 3%

b) Derivados del acido hidroxicinamico C; ~ C;

Es el grupo mas distribuido en la naturaleza, poseen 9 atomos de carbono, el
grupo carboxilo esta enlazado a partir de un sustituyente 2-propanilo C;.C,. Los
principales acidos son (cafeico, ferdlico, p-cumérico y sinaptico), habituaimente
se encuentran en la naturaleza esterificados. El ejemplo mas Importante es

que el acido caféico se encuentra esterificado con el acido quinico, dando lugar

al &cido clorogénico. 3%
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OH Compuesto R, R,
R, L R, Acido p-hidroxibenzoico H H
‘1/ \T/ Acido vanilico H OCH;
N ! Adido siringico OCH;, OCH;,
Acido protocatético OH H
COOH . ]
Acido galico OH OH
b) OH
Compuesto Ry R;
Rz R1
P Acido p-cumérico H H
Agido ferifico H OCH;
Acido singptico OCH; OCH;
CH=CH-COOH

Acido caféico OH H

Figura 3. Estructura quimica del acido hidroxibenzoico (a) y el acido
hidroxicinamico (b).>*

2.5.2 Flavonoides

Son compuestos fendlicos, responsables de la coloracién de flores y frutos,
estan ampliamente extendidos en todo el reino vegetal constituyen la mayoria de
los pigmentos amarillos (flavonas, flavonoles, chalconas, auronas), rojos y azules
(antocianos). Los flavonoides comparten un esqueleto comun de difenilpiranos
(Cs - C3- C¢), compuesto por dos anillos de fenilos (A y B) ligados a través de un
anillo C de pirano. Los atomos de carbono en los anillos C y A se numeran del 2
al 8, y los del anillo B desde el 2 al 6', contienen en su estructura quimica un
nimero variable de grupos hidroxilo fendlicos que tienen excelentes propiedades
de quelacion del hierro y otros metales de transicion, lo que les confiere una gran
capacidad antioxidante, poseen propiedades antioxidantes, antiinflamatorias,

antitrombéticas, antimicrobianos, antialérgicas, antitumorales.*%
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Figura 4. Nuicleo basico de un flavonoide
2.5.2.1 Clasificacion de flavonoides
Las variaciones estructurales en los anillos permiten subdividir a los flavonoides

en seis subclases: flavonas, flavonoles, isoflavonas, flavanonas, antocianidinas,

flavanoles.*®
Flavonas Flavonoles Isoflavonas
O \ &~ ?\2
“ Lo,
- o & 2
Flavanonas Antocianidinas Flavanoles
' 3
> // \4‘ 3 2/ \4,
e b 27N o b A
AR o %l L HO\( Ty N
M NNy N 9
OH [ :!5 4" “oH
NS A
6\5 & OH

Figura 5. Estructura quimica de los flavonoides.*®
2.5.3 Mecanismo antioxidante de los compuestos fendlicos
La actividad antioxidante de los compuestos fendlicos, esta relacionado con su
estructura quimica, debido a la presencia de grupos hidroxilo y a su estructura
aromética. Los compuestos fendlicos actian, como donadores de hidrégeno o
electrones, al ceder un electréon al radical libre, la molécula se queda con un

electron desapareado, que se estabiliza gracias a la deslocalizacion de los
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dobles enlaces, actGan como agentes reductores que evitan la reaccién oxidante
atrapando a las ROS antes de que causen dano, actian también como
prooxidantes quelando metales, de manera que mantienen o incrementan su

actividad catalitica o bien reduciendo metales 38

o

HOLOO" I.OOHO O O
O¥ Q- -

Figura 6. Mecanismo antioxidante de los compuestos fendlicos.>’
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ll. MATERIALES Y METODOS
3.1 Lugar de trabajo de investigacion
El presente trabajo de investigacién, se desarrollé en el Laboratorio de
Farmacognosia del Area de Farmacia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la
Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga, durante los meses de
diciembre 2012 a abril del 2013.
3.2 Poblacion y muestra
Poblacién: Las hojas y flores de Mutisia acuminata R&P “chinchilcoma”, que
crecen en el centro poblado de Huascahura, del distrito de Ayacucho, provincia
de Huamanga, departamento de Ayacucho.
Muestra: un kg de hojas secas de Mufisia acuminata R&P “chinchiicoma” y un
kg de flores secas de Mutisia acuminata R&P "chinchilcoma”, que crecen en el
centro poblado de Huascahura.
3.3 Diseiio metodolégico para la recoleccién de datos
3.3.1 Recoleccion de muestra
Se colectaron las hojas y flores no dafiadas en los alrededores del Centro
Poblado de Huascahura, distrito de Ayacucho, en horas de la mafana (8:00 am),
se distribuyd en una habitacién ventilada sobre papel periodico para su secado
{Anexo 4), se trasladd a los laboratorios del Area de Farmacia de la

Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga.
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En la identificacién botanica se emplearon las hojas, flores y raiz de la muestra.
La cual estuvo a cargo de los especialistas del Herbanium Huamanguensis de la
Facultad de Ciencias Bioldgicas de la UNSCH (Anexo 1).

3.3.2 Preparacién del extracto etandlico

Se utilizé dos kg de hojas y flores secas, en seguida se realizé ia molienda en un
mortero de porcelana, el material molido se llevé a maceracion en un frasco
limpio y seco durante una semana con 5 litros de etanol al 96%. Posteriormente
se realizé la filtracion del macerado a través del filtro al vacio utilizando papel
Whatman N° 40, finalmente se procedié a la evaporacion a sequedad en un
rotavapor rotatorio BUCHI 3000, y en una estufa 40°C (Anexo 5).

3.3.3 Técnica de Ia obtencién de fracciones

El extracto seco fue resuspendido en agua destilada (fraccion etandlica) se
procedié a desengrasar con éter de petrdleo utilizando un embudo de separacion
con la finalidad de eliminar grasas y otros metabolitos (fraccién etérea), el cual
se llevé a sequedad; sucesivamente se realizé una extraccién liquido-liquido con
cloroformo recogiendo la fase cloroférmica y llevandola a sequedad (fraccion
cloroférmica); seguidamente se realizé6 una extraccion con acetato de etilo, la
cual se evaporé a sequedad (fraccidn de acetato de etilo) y finaimente se
recuperd la solucion acuosa (fraccién acuosa)® (Anexo 2).

3.4 Tamizaje fitoquimico del extracto etanélico y pruebas quimicas

Se desarrollé6 mediante ios cambios estructurales ocasionados en los metabolitos
presentes, como aparicibn o desaparicion de una coioracién, formacién o
dilucién de un precipitado o desprendimiento de gas**° (Anexo 3).

Asl mismo, las fracciones aisladas se sometieron a la identificacion de
complejos fendlicos con cloruro férrico; identificacién de sustancias reductoras

con permanganato de potasio y la prueba de decoloracion dei DPPH.®
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3.5 Cromatografia en capa fina (CCF)

Sistema cromatogréafico:

o Fase estacionaria: Placa cromatogréfica 20 x 20 conteniendo Silicagel G 254
(Merk)

o Fase movil: Butanol: 4cido acético: agua (4:1:5)

e Volumen de inyeccion: 20 i

¢ Revelador: Luz ultravioleta, cloruro férrico, DPPH.

Cada una de las fracciones aisladas se disolvieron en metanol y mediante un

capilar de vidrio, se aplicd en la parte inferior de la placa cromatografica, se

colocé la placa de CCF en la camara teniendo cuidado que el solvente butanol:

acido acético: agua (4:1.5) no sobrepase a la muestra aplicada, se dejb por 12

horas que el solvente ascienda por capilaridad. Posteriormente se procedié a

sacar la placa cromatografica teniendo en cuenta que el solvente haya llegado

hasta los 2 cm de la parte superior de la placa (frente del solvente), se dejé secar

la placa de CCF al aire libre y se procedi6 a observar en la camara UV CAMAG,

finalmente se revel6 con DPPH y cloruro férrico.*

3.6 Contenido de fenoles totales

Fundamento:

Se fundamenta en una reaccién de oxidacidén/reduccién que es el mecanismo

basico; gracias al caracter reductor del reactivo Folin-Ciocalteu.

Se utiliza como reactivo una mezcla de acidos fosfowolframico y fosfomolibdico

(amarillo) en medio basico, que se reducen al oxidar los compuestos fendlicos,

originando Oxidos azules de wolframio y molibdeno. La absorbancia del color

azul desarrollado se mide a 725 nm. La concentraciéon de fenoles totales se

establecera por comparacion con un compuesto estandar (acido clorogénico) y

los resultados se expresan como equivalentes del estandar utilizado.*
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Reactivo Fdin-Clocatteu compuesto
fendico O Comrplejo maibdeno-azu

Figura 7. Reaccién de compuestos fendlicos con el reactivo Folin-Ciocaiteu.*
Reactivos y soluciones:

Reactivo de Foiin-Ciocalteu 1N (Merck), diluido en agua destilada 1. 10; Na,COs
al 20% en agua destilada, 4cido clorogénico 1 mg/mi.

Curva de calibracién:

La curva de calibracion se construyé graficando diferentes concentraciones del
estandar (4cido clorogénico) en funcién de su absorbancia correspondiente. Se
tomaron volimenes de 7,59 mg/mi; 15,18 mg/mi; 22,27 mg/ml, 30,36 mg/mi y
37,95 mg/ml y se leyd en el espectrofotémetro a 725 nm*? (Anexo 14).
Procedimiento:

Se colocd 0,1 g de extracto en una fiola y se enrazé a 50 ml con metanol;, se
mezclé por 2 minutos, después del reposo, con una pipeta se tomé 0,5 mi de fa
muestra (sobrenadante claro), y 8 ml de agua destilada y se mezclé; al mismo
tiempo, se preparé un blanco con 0,5 mi de metanol, se afadid 0,5 mi del
reactivo Folin-Ciocalteu; se mezcld y dejo reaccionar por 3 minutos; al pasar este
tiempo, se afiadi® 1 ml de carbonato de sodio (Na,CO;) con una pipeta; se
mezclo y dejo reaccionar por 10 minutos; se llevo al espectrofotdmetro a “cero”
con una solucién blanco de metanol;, se colocé la alicuota del sobrenadante en
una cubeta y se llevo al espectrofotémetro a una lectura de 725 nm; finaimente
se estimo la cantidad de fenoles totales a partir de la ecuacioén desarrollada para

el &cido clorogénico en mg%.*?
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3.7 Determinacion de la actividad antioxidante

Actividad secuestradora del radical libre 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH)
Fundamento:

Uno de los métodos para determinar la capacidad antioxidante es aquel que
emplea al radical DPPH, el cual por su estabilidad, es destruido solamente por
antioxidantes, de tal manera que el mejor compuesto destructor sera el mejor
antioxidante. Reaccién quimica en el que el radical libre DPPH sustrae un atomo
de hidrégeno proveniente de un donador (antioxidante), producto de este cambio
se desarrolla un cambio de color, de azul-violeta a amarilio, al disminuir ia
concentracion de radical DPPH.*®

En representacion del radical DPPH, la reaccion es:

o NN+ XOH—= °2”Q—':7N * X
=" 0
DPPH (Violeta) Antioxidante DPPH (Amarillo)

Figura 8. Reaccion del DPPH con el antioxidante ®

Procedimiento:

e Se prepard una solucién metanélica de DPPH de 20 mgl/l.

e Se prepar6é una solucibn metandlica de cada fraccion (total, etérea,
cloroférmica, acetato de etilo y acuosa) a una concentracién de 300 pg/mi
(solucién A).

* Se calibrd el espectrofotometro a cero con una solucion blanco de metanot
agua (2:1).

e Sé prepard un blanco de muestra con 0,75 mi de muestra (solucién A) mas

1,5 de metanol.
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e Se prepard un patron de referencia (estandar) con 1,5 ml de DPPH mas 0,75
ml de agua destilada.

¢ |a muestra; con 0,75 mi de solucién A y 1,5 ml de DPPH obteniéndose una
solucidn final de 100 ug/ml.

¢ Inmediatamente se dejé a temperatura ambiente por 5 minutos y se realizé
la lectura de la absorbancia a 517 nm en el espectrofotometro.

e Se diluyd la solucién A (2) con metanol en una proporcidon de 1:1 (soluclén
B) para obtener una solucién final de 50 pg/mi y luego en una proporcion de
1:9 (solucién C), para obtener una concentracion final de 10 ug/mi.

e Con la solucién By C se procedié igual que en el paso 7.

Los célculos del porcentaje de actividad antioxidante se realizaran de acuerdo a

la siguiente férmula:

Ac— (Am-Ab)
AAY= A X100

Donde:

AA%: Porcentaje de actividad antioxidante.

Am: Absorbancia de la muestra.

Ab: Absorbancia del blanco.

Ac: Absorbancia del reactivo DPPH.

3.8 Andlisis de datos

Los resultados de la actividad antioxidante fueron representados en forma de
gréficos en funcion de las medias. Las diferencias entre las medias fueron
contrastadas mediante el Analisis de Varianza Factorial (ANOVA) a un nivel de

confianza del 95% (p<0,05).
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IV. RESULTADOS
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Tabla 1. Metabolitsexcundarios presentes en el extracto etandlico de Mutisia
acuminata R&P “chinchilcoma*“

Ensayo Metabolito Resultado Observacién
Dragendorff Alcaloides + Precipitado
Lactonas y/o
Baljet ++ Rojo
cumarinas
Shinoda Flavonoides +++ Rojo
Borntrager Quinonas ++ Rojizo
Espuma Saponinas + Espuma
Benedict Azlcares reductores ++ Rojo ladrillo
Cloruro férrico Taninos y/o fenoles 4+ Verde-azulado
Catequinas Catequinas +++ Verde Fluorescente
Ninhidrina Aminoacidos libres ++ Violeta
Liebermann- Triterpenos y/o
++ Verde oscuro
Burchard esteroides
LEYENDA:

(+++) Abundante
(++) Moderado
(+) Leve
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Tabla 2. Caracteristicas quimicas de las diferentes fracciones de Mutisia
acuminata R&P “chinchilcoma*

- Prucba de Prueba Caracteristicas
Fracciones de DPPH
FeCl; 5%
KMnO, FeCl, KMnO, DPPH
Verde
Etandlica i+ +++ +4++ Precipitado  Decolora
azulado
Verde
Etérea ++ + i+ Precipitado  Decolora
oscuro
Verde
Cloroférmica +++ ++ +++ Precipitado  Decolora
azulado
Acetato de Verde
+++ +++ +++ Precipitado  Decolora
etilo azulado
Verde
Acuosa ++ + +++ Precipitado  Decolora
OSCuro
LEYENDA:

(+++) Abundante
(++) Moderado

(+) Leve
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Tabla 3. Caracteristicas cromatograficas de las diferentes fracciones de Mutisia
acuminata R&P “chinchilcoma”

Sub Revelador
Fracciones ; . Lz
racciones . FeCl, DPPH
ultravioleta
Rojo Verde azulado Amarilio
Azul Verde azulado Amarilio
Etanodlica cuatro
Pdarpura Verde azulado Amarillo
Celeste Verde azulado Amarillo
Rojo Verde Verde
Etérea dos
Purpura Verde Verde
Azul - -
Cioroférmica tres Verde azulado - -
Parpura - -
Marron verde  Verde azulado Amarillo
Amarillo
Verde azulado Amarillo
azulado
Acetato de etilo seis Marron Verde azulado Amarillo
Parpura Verde azulado Amarillo
Celeste Verde azulado Amarillo
Azul Verde azulado Amarillo
Plrpura Verde azulado Amariilo
Acuosa fres Celeste Verde azulado Amarillo
Azul Verde azulado Amarillo
Quercetina uno Marron Verde azulado Amariilo
Acido cafeico uno Celeste Verde azulado Amarillo
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Tabla 4. Contenido de fenoles totales de Mutisia acuminata R&P “chinchilcoma”

Fracciones aisladas

Absorbancia (725 nm)
Repeticiones y = 0,0562x-0,0512 (Acido clorogénico)
F. Etandlica F. Etérea F. Cloroférmica  F.Acetato de Etio F.Acuosa
1 13,22 422 4,51 16,27 5,91
2 13,40 369 483 17,03 573
3 12,60 415 3,70 20,25 947
Eq. Acido
clorogénico 13,08 4,02 435 17,85 7,04
(mg%)
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V. DISCUSION

Se ha demostrado que dietas ricas en alimentos vegetales reducen de forma
significativa la incidencia y tasas de mortalidad de enfermedades degenerativas
causadas por estrés oxidativo. Este efecto protector ha sido atribuido
principalmente a compuestos fendlicos y otros metabolitos, a la actividad
antioxidante presentes en especies vegetales.! La planta que ha sido objeto del
presente estudio esta relacionado con efectos antioxidantes, ya que se ha
comprobade en los Gitimos afios la implicacion que han tenido las especies
reactivas de oxigeno en ciertas patologias lo que puede conllevar a la
disminucién de las defensas antioxidantes, de tal manera que lo que se quiere es
ayudar a prevenir a los pacientes que estan expuestos a enfermedades a
disminuir complicaciones.

Para determinar la actividad antioxidante de las fracciones aisladas, han indicado
que fos compuestos fendlicos pueden ser extraidos utilizando una secuencia de
disolventes con polaridad divérgente."4 Asi se procedid a readlizar las
extracciones liquide — liquido con distintos solventes que se basan en dferentes
soiubilidades de los diversos compuestos que se encuentran en el material
vegetal, la primera consistié en una exiraccion etandlica (fraccion etanélica), el
alcohoi es generaimente mas eficaz para lograr la recuperacion de la mayoria de

los metabolitos secundarios; la segunda consistié en una extraccion con éter de
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petréleo (fraccion etérea) con la finalidad de extraer sustancias de baja polaridad
(lipidos) y eliminar la clorofila (Anexo 6); la tercera extraccién se realizé6 con
cloroformo (fraccién cloroférmica) con la finalidad de extraer sustancias de baja
polaridad (terpenos); la cuarta con acetato de etilo (fraccién de acetato de etilo),
para extraer sustancias de alta polaridad (compuestos fendlicos), quedando
como residuo la fase acuosa (fraccién acuosa).®

El tamizaje fitoquimico del extracto etanélico, muestra en la Tabla 1 y Anexo 7 la
presencia de flavonoides, taninos ylo fenoles y catequinas en abundante
concentracion. En la prueba de Shinoda ias coloraciones que van de rojo a
amarillo son consideradas positivas, en la identificacién de fenoles y/o taninos
debe observarse una coloracién azul verdosa al agregar unas gotas de cloruro
férrico, asi mismo; la identificacion de catequinas se evidencian por fluorescencia
verde al UV.* En concentracién moderada se identificé lactonas y/o cumarinas,
quinonas, azucares reductores, aminoacidos libres y triterpenos y/o esteroides.
Las cumarinas dan una coloracién y precipitado ropp que indica un resultado
positivo y en la prueba de Lieberman debe observarse una coloracién azul
verdosa.® En la identificacién de quinonas indican que una coloracién rojiza al
realizar la prueba de Borntrager es considerado positivo, en el caso de la prueba
de Benedict explican que los azucares reductores dan precipitados de color rojo
ladrillo y en fa prueba de ninhidrina se debe evidenciar una coloracién violeta.®
En poca concentracién se identific la presencia de alcaloides y saponinas. Un
resultado positivo para identificar alcaloides debe ser la presencia de precipitado
y en la identificacién de saponinas debe observarse formacién de espuma
Estudios realizados por ofros autores comoboran la presencia de algunos
metaboliitos encontrados a realizar el tamizaje fitoquimico de Mutisia acuminata
R&P‘10,12

La reiterada similiftud de metabolitos secundarios identificados, representa un
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soporte para la realizacién del presente estudio, puesto que los compuestos
fendlicos son ampliamente conocidos por su actividad antioxidante.

En las pruebas quimicas realizadas en las fracciones aisladas, la Tabla 2 y
Anexo 8, reporta que las fracciones (etandlica, etérea, cloroférmica, acetato de
etilo y acuosa) obtenidas fueron diferenciadas por las pruebas de cloruro férrico
al 5%, permanganato de potasio y DPPH; la prueba quimica con cloruro férrico al
5% para las fracciones etandlica, cloroférmica, y acetato de etilo produjeron un
color verde azulado intenso identificandose presencia de grupos fendélicos en
abundante concentracién. Los compuestos fendlicos son solubles en alcohol y
en acetato de efilo debido a su alta polaridad de los solventes y son poco
solubles en compuestos de baja polaridad.® Las fracciones etérea y acuosa
produjeron una coloracién verde oscuro deduciendo que la presencia de grupos
funcionales se encuentra en baja concentracién. La prueba quimica con
permanganato de potasio para las fracciones etandlica y acetato de etilo
producen precipitacion intensa debido a una reaccién de oxidacion. La reaccion
de oxidacién se da por interferencia de enlaces dobles de fenoles aromaticos
donde hay cambio de coloraciin® La fraccién cloroférmica al reaccionar
produce poca cantidad de precipitado, asi mismo; en la fraccidn etérea y acuosa
se observé minima cantidad de precipitado. En la prueba quimica con el DPPH
para las fracciones etandlica, etérea, cloroférmica, acetato de etilo y acuosa es
positivo ya que se observd decoloracién del radical libre. Los resultados de las
pruebas quimicas realizados en el presente estudio nos indican que la especie
Mutisia acuminata R&P presenta compuestos fendlicos con caracter
antioxidante.

En la cromatografia en capa fina;, el procedimiento para la separacién e
identificacidon de compuestos fendlicos, se desarrollé utilizando como sistema de

solventes el BAW (n-buQOH: HOAc: H,O; 4: 1: 5). Las proporciones que se
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utilizaron permiten separar los compuestos fendlicos de otros compuestos.* Con
las cinco fracciones obtenidas se determiné las diferencias y semejanzas entre
ellas, utilizandose como estandares al Acido cafeico (&cido fendlico) y la
quercetina (flavonoide); y como revelador Iluz ultravioleta, cloruro férrico y
DPPH.

En la Tabla 3 y Anexos 9, 10, 11; observamos el comportamiento de cada una
de las fracciones aisladas, en la fraccion etandlica, se observa cuatro manchas
fluorescentes (rojo, azul, parpura y celeste), seguido de la fraccion etérea donde
se observa dos manchas fluorescentes (rojo y pirpwra ), mieniras que en la
fraccion cloroférmica se observa tres manchas fluorescentes (azul, verde -
azulado y purpura), asi mismo, en la fraccién de acetato de etilo se observa seis
manchas fluorescentes (marron-verde, amarillo-azulado, marrén, purpura,
celeste, azul), finalmente en la fraccibn acuosa se observa tres manchas
fluorescentes (purpura, celeste y azul). En las fracciones etandlica, cloroférmica,
acetato de etilo y acuosa se observa manchas de color azul, deducimos que hay
presencia de derivados del acido cinamico, asi mismo, la fracdén de acetato de
etilo es la que presenta mayor cantidad de manchas, la mancha marrén que
presenta, es semejante a estandar quercetina identificandose un derivado de la
quercetina. Al ser revelados con cloruro férrico se observa que las fracciones
etandlica, en especial la fraccibn de acetato de etilo y la fraccion acuosa
presentan manchas de color verde azulado afirmando que existen compuestos
fendlicos, que no muestra en las fracciones etérea y cloroférmica. Al ser
revelados con el DPPH se observa que en la fraccion de acetato de etilo se
encuentran la mayor concentracién de compuestos fendlicos antioxidantes
secuestradores del radical libre, seguido de la fraccion etandlica y la fraccién
acuosa donde se observan manchas de color amarillo. Los fenoles son

compuestos aromaticos y por consecuencia generaimente fluorecen o atrapan
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luz, las manchas caracteristicas de los derivados del acido cinamico debido a su
movilidad en los disolventes utilizados dan una coloraciéon azul fluorescente,
celeste fluorescente.® Las posibles coloraciones de los flavonoides en la
cromatografia en capa fina van desde purpura, celeste fluorescente, amarillo-
naranja fluorescente, amarillo-verdosa, azul-verdosa, marmn.*® Estudios
realizados corroboran principalmente con la presencia de compuestos fendlicos
caracterizados en distintos solventes.”®*®

El contenido de fenoles totales es un parametro importante para determinar la
actividad antioxidante. En la Tabla 4 y Anexos 12, 13; se presentan los
resultados de la cuantificacion de fenoles totales obtenidos para las cinco
fracciones aisladas, se calculé a partir de la curva de calibracion del acido
clorogénico con su ecuacion comrespondiente: y = 0,0562 x — 0,0512 (R? =
0,9977) (Anexo 14). La seleccidn del disolvente apropiado para la cuantificacion
de fenoles totales es un aspecto importante ya que se debe alcanzar la
concentracion deseada de fitoconstituyentes en los extractos.** Asi la fraccién de
acetato de etilo presentdé 17,85 mg¥%o de fenoles en equivalentes de acido
clorogénico, seguido de la fraccién etandlica donde el contenido de fenoles fue
de 13,08 mg¥ en equivalentes de acido clorogénico, de modo contrario las
fracciones etérea, cloroférmica y acuosa reportaron valores respectivamente
4,02 mg%, 4,35 mg% y 7,04 mg% en equivalentes de acido clorogénico. El
resultado de la reaccion presenta una coloracién azul; mientras mas intenso sea,
mayor contenido de fenoles habra en una muestra.” Se puede apreciar que el
contenido de fenoles totales fue considerablemente superior en la fracciéon de
acetato de etilo y en la fraccion etandlica lo que significa que hay mayor
concentracion de compuestos fendlicos, destacandose que tiene mayor
actividad antioxidante, en comparaciéon con las demas fracciones que resultaron

poco. significativas.
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Las fracciones aisladas demostraron tener actividad antioxidante al captar el
radical libre DPPH, tal como se muestra en el Figura 9 y Anexo 15, se compara
la actividad antioxidante de las cinco fracciones aisladas, donde la fraccién
etandlica, la fraccion de acetato de etilo y la fraccion acuosa a 100 ug/mi
reportaron una actividad antioxidante superior al 90%, mientras que la fraccion
etérea y cloroférmica obtuvieron una actividad superior al 50%. A concentraciéon
de 50 pg/ml, la fraccién etandlica y la fraccion de acetato de etilo presentaron
una actividad antioxidante superior al 90%, la fraccion acuosa presenté una
actividad superior al 70%, mientras que la fraccion etérea y cloroférmica
obtuvieron una actividad superior al 50%. Asi mismo, a concentracion de
10ug/mi, la fracciéon de acetato de etio presentd una actividad secuestradora
superior al 60%, mientras que las fracciones etandlica total, etérea, cloroférmica
y acuosa presentaron actividad inferior al 50%. A las concentraciones de 100
pg/mi, 50ug/ml y 10ug/ml el analisis de varianza factorial aplicado dejé ver que
existen diferencias significativas entre las fracciones aisladas, asi también entre
las concentraciones probadas (Anexo 16). Por lo tanto, podemos afirmar que
cada una de las fracciones aisladas a las concentraciones de 100 pg/ml y
50ug/ml tienen actividad secuestradora del radical libre DPPH superior al 50%, y
la fraccion de acetato de etilo fue la que mostré la mejor actividad antioxidante
en las diferentes concentraciones 100 uyg/ml, 50ug/ml y 10 pg/mi, por ende el
mejor solvente extractor de los compuestos fendlicos es €l acetato de etilo. Los
compuestos fendlicos se encuentran en los solventes de alta polaridad etanol,
acetato de etilo y agua y los terpenos son extraidos en solventes de baja
polaridad como éter de petrdleo y cloroformo.34%

Con estos resultados obtenidos en el presente trabajo podemos afirmar que
existe un alto potencial antioxidante de la especie Mutisia acuminata R&P

*chinchilcoma”.



VI. CONCLUSIONES
Las fracciones aisladas de las hojas y flores de Mutisia acuminata R&P
“chinchilcoma” presentan actividad antioxidante.
Los metabolitos secundarios presentes en el exiracto etandlico de las hojas
y flores de Mutisia acuminata R&P “chinchilcoma” son: alcaloides, lactonas
y/o cumarinas, flavonoides, quinonas, catequinas, saponinas, azucares
reductores, taninos y fenoles, aminoacidos libres, triterpenos.
Los compuestos fendlicos presentes en las fracciones aisladas de las hojas
y flores de Mutisia acuminata R&P “chinchilcoma™ se evidenciaron mediante
cromatografia en capa fina, identificandose mayor cantidad en la fraccion de

acetato de etilo.

. Se determind el contenido de fenoles totales en cada una de las fracciones

aisiadas de ias hojas y flores de Mutisia Acuminata R&P “chinchilcoma”,
siendo la fraccibn de acetato de etio la de mayor concentracién de
compuestos fendlicos de 17,85 mg% equivalente de acido clorogénico.

. Las fracciones aisladas de las hojas y flores de Mutisia acuminata R&P
“chinchilcoma”, a concentraciones de 100 uyg/mi y 50 pg/mi demostraron
tener actividad antioxidante superior al 50%, y la fraccién de acetato de etilo
demostro tener actividad antioxidante superior al 50% a las concentraciones

de 100 pg/ml, 50 pg/mi y 10 pg/mi respectivamente.
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VIi. RECOMENDACIONES

. Evaluar la actividad antioxidante de Mutisia Acuminata R&P “chinchilcoma”,

aislando compuestos fendlicos especificos y elucidar su estructura quimica.
Proseguir con los estudios de la actividad antioxidante in vivo de las hojas y
flores de Mutisia acuminata R&P “chinchilcoma”, puesto que demostré tener
actividad antioxidante en el ensayo in vitro.

Realizar formulaciones en presentaciones farmacéuticas (capsulas, sobres)

para su empleo como sustancia antioxidante.

. Readlizar estudios de toxicidad en animales de experimentacion, empieando

las hojas y flores de Mutisia Acuminata R&P “chinchiicoma’.
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Anexo 1

Tabla 5. Certificado de clasificacion taxonomica de Mutisia acuminata R&P
*chinchilcoma”

EL JEFE DEL'HERBARIUM HUAMANGENSIS DE LA FACULTAD DE
CIENCIAS BIOLOGICAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN
CRISTOBAL DE HUAMANGA

CERTIFICA

Que, la Bach. en Farmacia y Bioquimica, Srta. Gabriela, BELLIDO MUJICA, ha
solicitado la identificacion de una muestra vegetal para trabajo de tesis.

Dicha muestra ha sido estudiada y determinada segun el Sistema de Clasificacién
de Cronquist A. 1988. yes como sigue:

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA
CLASE : MAGNOLIOPSIDA
SUBCLASE ASTERIDAE

ORDEN : ASTERALES

FAMILIA : ASTERACEAE

GENERO : Mutisia

ESPECIE : Mutisia acuminata R& P.
NV. : *chinchilcoma”

Se expide la certficacion comespondiente a soficitud dea interesada
para los fines que estime conveniente.

Ayacucho, 09 de Octubre del 2012
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Anexo 2

2 kg de hojas y flores de
Mudtisia acuminata R&P
“chinchilcoma’

Maceracién por7 dias
con 5 |l de etanol af 96%

Extracto Etandlico

Suspension en HO destilada
l desengrasado con
éter de petréieo
Fraccién Etandlica _
-Prueba de Solubilidad I l
- Marcha Fitoquimica
Fraccion Etérea Fraccion desengrasada
Bxdraccidn con
cloroformo
l Extraccion
Fraccién ::nemoacetato
Cloroférmica
Fraccion Acetato de Fraccion
Etilo Acuosa
FRACCIONES
Ensayos Quimicos - Actividad antioxidante
-KMnO4 - Cuantificacion de fenoles totales
-FeCfa
-DPPH

-Cromatografia en Capa Fina

Figura 10. Esquema de la obtencion de las fracciones, ensayos quimicos y
cromatograficos
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Anexo3

Tabla 6. Caracteristicas de los metabolitos secundarios

Metabolitos Ensayos con .
. . Observacién
Secundarios Reactivos
Dragendorif
. Mayer Hay formacién de precipitado en todas las
Alcaloides _
Wagner
Lactonas y/o ] L
] Baljet Formacion de una coloracion roja
cumarinas
. ) Hay coloracion amarilla, naranja, carmelita o rojo
Flavonoides Shinoda .
en [a fase anilica
. Si es positivo la fase amoniacal es de color rojizo
Quinonas Borntrager
o rosada
. ) Coloracion verde carmelita a luz UV, indica un
Catoquinas Catequiras .
ensayo positivo
) Si es positivo hay formacion de espuma en la
Saponinas Espuma )
superficie
Azucares ) Si es positivo hay formacién de precipitado rojo
Benedict .
reductores ladrillo

Taninos y Fenoles

Cloruro Férrico

Formacioén de una coloracion negruzca

Aminas o o
. Ninhidrina Hay coloracion violeta
{aminoacidos)
Cardendlidos Kedde Colaracidn viotacea
Resinas Resinas Hay formacién de precipitado




Anexo 4

Figura 11. Hojas y flores de Mulisia acuminata R&P “chinchilcoma’
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Anexo 5

Figura 12. Fraccion etandlica de las hojas y flores de Mutisia acuminata R&P
“chinchilcoma”
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Anexo 6

Figura 13. Desengrasado de la fraccién etanblica de Mutisia acuminata R&P
“chinchilcoma”
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Anexo 7

Figura 14. Tamizaje fitoquimico y reaccién de Shinoda de la fraccién etandlica de
Mutisia acuminata R&P “chinchicoma”



Anexo 8

Figura 15. Pruebas quimicas realizadas en la fracciones de Mutisia acuminata
R&P “chinchilcoma*



Anexo 9

Figura 16. Sembrado en la placa cromatografica de capa fina 20 x 20 y desarrolio
de la cromatografia de Mutisia acuminata R&P “chinchilcoma*
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Anexo 10

Figura 17. Cromatografia en capa fina de la fracciones (1, 2, 3, 4, 5); frente a los
estandares quercetina (1) y acido cafeico (il)
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Anexo 11

Figural8. Cromatografia en capa fina de las fracciones, reveladas con cloruro
férrico (1), DPPH (Il) y luz UV (lil)
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Anexo 12

Figura 19. Reaccién de las fracciones con el Reactivo Folin-Ciocalteu para la
cuantificacion de fenoles totales de Mutisia acuminata R&P “chinchilcoma”
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Actividad antioxidante de las fracciones aisladas de las
hojas y flores de Mutisia acuminata R&P
“chinchilcoma”. Ayacucho-2012.

Gabriela Bellido Mujica! Enrique Javier Aguilar Felices'
'Farmacia y Bioquimica: UNSCH

RESUMEN

El estrés oxidativo esta asociado con patologias de altas incidencias en el hombre, entonces la bisqueda
de antioxidantes naturales reviste una extraordinaria importancia. El presente trabajo de investigacion fue
desarrollado con la finalidad de determinar la actividad antioxidante de las fracciones aisladas de las hojas
y flores de Mutisia acuminata R&P “chinchilcoma™, desarrollado en los Laboratorios del Area de
Farmacia de la Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga durante los meses de diciembre del
2012 a abril del 2013. La muestra fue colectada en el Centro Poblado de Huascahura, distrito de
Ayacucho, provincia de Huamanga, las fracciones aisladas se obtuvieron por extraccion con solventes de
diferente polaridad: etanol, éter de petroleo, cloroformo, acetato de etilo y agua, asi mismo, se sometio a
un tamizaje fitoquimico, pruebas cromatograficas, cuantificacion de fenoles totales usando el reactivo de
Folin-Ciocalten y la actividad antioxidante mediante el ensayo de captacion del radical libre, 1,1-difenil-
2-picrilhidrazilo (DPPH). Los metabolitos secundarios bhallados fueron: alcaloides, lactonas y/o
cumarinas, flavonoides, quinonas, catequinas, saponinas, azucares reductores, taninos y/o fenoles,
aminodcidos libres, triterpenos y/o esteroides. La cromatografia en capa fina identifico distintos
compuestos fenodlicos, en la cuantificacion de fenoles totales, la fraccion de acetato de etilo presento
mayor contenido de compuestos fendlicos equivalentes de acido clorogénico (17,85 mg®/4) Las cinco
fracciones aisladas demostraron tener actividad secuestradora del radical libre DPPH superior al 50 %. Se
concluye que las hojas y flores de Mufisia acuminata R&P “chinchilcoma” tienen actividad antioxidante,
siendo Ia fraccion de acetato de etilo la que presento los metabolitos secundarios con mayor actividad
antioxidante.

Palabras clave: Antioxidante, fracciones aisladas, Mutisia acuminata R&P.

SUMMARY

Oxidative stress is associated with incidences of diseases in man, then finding natural antioxidants of
extraordinary importance. The present research was developed in order in order to determine the
antioxidant activity of the fractions isolated from the leaves and flowers of Mutisia acuminata R & P
"chinchilcoma" developed in the laboratories ofthe Department of Pharmacy, National University of San
Cristobal de Huamanga during the months of December 2012 to April 2013. The sample was collected in
the Town of Huascahura Center district of Ayacucho, Huamanga province, the isolated fractions were
obtained by extraction with solvents of different polarity: ethanol, petroleum ether, chloroform, ethyl
acetate and water, also, is underwent a phytochemical screening, testing chromatographic quantitation of
total phenols using the Folin-Ciocalteu reagent and antioxidant activity uptake assay using free radical,
1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH). Secondary metabolites were found: alkaloids, laetones and / or
coumarins, flavonoids, quinones, catechins, saponins, reducing sugars, tannins and / or phenols, amino
acids, triterpenes and / or steroids. Thin layer chromatography identified different phenolic compounds, in
the quantification of total phenols, the ethyl acetate fraction showed higher phenolic content of
chlorogenic acid equivalents (17.85 mg?6) The five fractions isolated shown to have free radical
scavenging activity of over 50% DPPH. We conclude that the leaves and flowers of Mutisia acuminata R
& P “chinchilcoma" have antioxidant activity, being the ethy! acetate fraction which secondary
metabolites showed more antioxidant activity.

Key words: Antioxidant, isolated fractions, Mutisia acumtinata R&P.



INTRODUCCION

Los antioxidantes son moléculas capaces de
retardar o prevenir la oxidacion de otras
moléculas y su papel principal es terminar con
las reacciones de oxidacion e inhibir otras
reacciones de oxidacion oxidandose ellos
mismos, la salud de las personas se relaciona con
el adecuado balance oxidativo, es decir, que los
radicales libres y antioxidantes se equilibren en
modo tal que se minimice ¢l dafio."

Las ewidencias epidemiologicas, en los
altimos afios, asocian e consumo de vegetales
con una menor incidencia de enfermedades
cronicas, indican un interés acentuado de los
consumidores hacia ciertos vegetales que,
ademds de contener mnutrientes, contengan
sustancias fisiologicamente activas que cumplan,
al igual que los nutrientes esenciales, una funcion
beneficiosa en la reduccion de ciertas
enfermedades. A estos alimentos, se les ha
denominado antioxidantes naturales.’

La caracteristica antioxidante de los compuestos
fendlicos radica en la gran facilidad que
poseen para ceder atomos de hidrogeno de
un grupo hidroxilo aromatico a un radical libre,
estos compuestos han demostrado ser fuertes
atrapadores de especies reactivas.®

Entre las alternativas de fuentes antioxidantes
naturales se ecuentra la especie Mutisia
acuminata R&P “chinchilcoma”, que viene a
ser una especie nativa muy que viene a ser una
especie nativa muy usada en usada en nuestra
localidad, representa una gran alternativa para la
prevencion de algunas enfermedades como
problemas hepaticos, renales, ulceras gastricas,
tumores internos Sin embargo, es necesario
confirmar y estudiar sus posibilidades como
alternativa, por lo que al desarrollar el presente
trabajo se persigue los siguientes objetivos:
Objetive General:

Evaluar la actividad antioxidante de las
fracciones aisladas de las hojas y flores de
Mutisia acuminata R&P “chinchilcoma”.

Objetives Especificos:

o Identificar los  metabolitos  secundarios
presentes en el extracto etanolico total de las
hojas y flores de Mutisia acuminata R&P
“chinchilcoma”.

o Realizar pruebas cromatograficas por capa fina,
en las fracciones aisladas de las hojas y flores
de Mutisia Acuminata R&P “chinchilcoma”.

e Determinar el contenido de fenoles totales en
las fracciones aisladas de las hojas y flores de
Mutisia Acuminata R&P “chinchilco  ma”.

» Comparar la actividad antioxidante de las
fracciones aisladas de las hops y flores de
Mutisia acuminata R&P “chinchilcoma.

MATERIAL Y METODOS

Poblacion- Las hojas y flores de AMutisia
acuminata R&P “chinchilcoma”, que crecen en
¢l Centro Poblado de Huascahura, del distrito de
Ayacucho, provincia de Huamanga,
departamento de Ayacucho.

Muestra- un kg de hojas secas de Mutisia
acuminata R&P  “chinchilcoma” y un kg de
flores secas de Mutisia acuminata R&P
“chinchilcoma”, que crecen en el centro poblado
de Huascahura.

Disefio de investigacién

Tipo: basico

Nivel: descriptivo

Meétodos para la recoleccién de datos
a. Preparacién del extracto etanélico

El material seco y pulverizado de las hojas y
flores (un kg) fue macerado con 5 litros de
solvente etandlico al 96° en un frasco ambar por
siete dias a temperatura ambiente. Se filtrd al
vacio y este se concentré a sequedad en un
Rotavapor.

b. Técnica de la ebtencién de fracciones

El extracto seco fue resuspendido en agua
destilada (fraccion etandlica); se procedido a
desengrasar con éter de petrdleo utilizando un
embudo de separacion con la finalidad de
eliminar grasas y otros metabolitos {fraccion
etérea), el cual se llevd a sequedad,
sucesivamente se realizd una extraccion liquido-
liquido con cloroformo recogiendo la fase
cloroformica y Hevandola a sequedad {(fraccion
cloroformica), seguidamente se realizé una
extraccidon con acetato de etilo, la cual se
evapord a sequedad {fraccion de acetato de etilo)
y finalmente se recuperé Ia solucion acuosa
(fraccion acuosa).’

¢. Tamizaje fitoquimico del extracto etandlico
total y pruebas quimicas

Se desarrollo mediante los cambios estructurales
ocasionados en los metabolitos presentes, como
aparicion o desaparicion de una coloracidn,



formacién o dilucién de un precipitado o
desprendimiento de gas>’Asi  mismo, las
fracciones aisladas se  sometiecron a la
identificacion de comple jos fendlicos con cloruro
férrico; identificacion de sustancias reductoras
con permanganato de ;)otasio y la prueba de
decoloracién del DPPH.

d. Cromatografia en capa fina (CCF)

Las  fracciones aisladas se disolvieron en
metanol y mediante un capilar de vidrio, se
aplic6 en la parte inferior de la placa
cromatogrifica, se coloc6 la placa de CCF en la
camara teniendo cuidado que el solvente butanol:
4cido acético: agua (4:1:5) no sobrepase a la
muestra aplicada, se dej6 por 12 horas que el
solvente ascienda por capilaridad.
Posteriormente se procedi6 a sacar la placa
cromatogrifica temiendo en cuenta que el
solvente haya llegado hasta los 2 cm de la parte
superior de la placa (frente del solvente), se dejé
secar la placa de CCF al aire libre y se procedi6 a
observar en la cdmara UV CAMAG, finalmente
se revel6 con DPPH y cloruro firrico.”

e. Contenido de fenoles totales

Se colocé 0,1 g de extracto en una fiola y se
enraz6 a 50 mi con metanol; se mezclé por 2
minutos, después del reposo, con una pipeta se
tom6é 0,5 ml de la muestra y 8 mi de agua
destilada, al mismo tiempo, se prepar6 un blanco
con 0,5 mi de metanol; se affadii 0,5 mi del
reactivo Folin-Ciocalteu; se mezcld y dejo
reaccionar por 3 minutos; al pasar este tiempo, se
afiadii 1 mi de carbonato de sodio (Na,COs, se
mezclé y dej6 reaccionar por 10 minutos; se
llevéd al espectrofotémetro a “cero con una
solucién blanco de metanol; se colocé la alicuota
del sobrenadante en uma cubeta y se llevé al
espectrofotémetro a una lectura de 725 nm;
finalmente se estimé la cantidad de fenoles
totales a partir de la ecuacién desarrollada para el
4cido clorogénico en mg%.®

f. Determinacién de la actividad antioxidante

Se realiz6 mediante el método de la actividad
secuestradora del radical libre 1,I-difenil-2-
picrilhidrazilo (DPPH)

Se preparé una solucién metandlica de DPPH de
20 mg/], por otra parte se prepard una solucién
metandlica de cada fraccién aislada (etandlica,
etérea, cloroférmica, acetato de etilo y acuosa) a
una concentracion de 300 pg/mi (solucion A). Se
calibré el espectrofotémetro a cero con una
solucién blanco de metanol: agua (2:1). Sé
preparé un blanco de muestra con 0,75 mi de

muestra (solucién A) mds 1,5 de metanol. Asf
mismo, se prepar6 un patrén de referencia
(estandar) con 1,5 mi de DPPH més 0,75 mi de
agua destilada. La muestra, con 0,75 mi de
solucién A y 1,5 mi de DPPH obteniéndose una
solucién final de 100 pg/ml. Inmediatamente se
dejé a temperatura ambiente por 5 minutos y se
realiz6 la lectura de la absorbancia a 517 nm en
el espectrofotémetro, se diluyd la solucién A (2)
con metanol en una proporcién de 1:1 (solucién
B) para obtener una solucién final de 50 pg/ml y
luego en una proporciéon de 1:9 (solucién C),
para obtener una concentracion final de 10
pg/mi, con la solucién B y C se procedi6 igual
que en los pasos anteriores,’

Los calculos del porcentaje de actividad
antioxidante se realizardn de acuerdo a la
siguiente formula:

(Am—-Ab)
%AA= 100 — —— X 100
Ac

Donde:

Ac: Absorbancia del control DPPH Sigma
Am: Absorbancia de la muestra

Ab: Absorbancia del blanco de la muestra
AA: Actividad antioxidante

Analisis de datos

Los resultados de la actividad antioxidante
fueron representados en forma de graficos en
funcién de las medias. Las diferencias entre las
medias seran contrastadas mediante el Analisis
de Varianza Factorial (ANOVA) a un nivel de
confianza del 95% (p<0,05).

RESULTADOS

Tabla 1. Metabolitos secundarios presentes en el
extracto etandlico de Mutisia acuminata R&P
“chinchilcoma”

Ensayo Metabolitos Resultados
Dragendorff Alcaloides . +
Baljet Lactonas ++
Shinoda Flavonoides -+
Bortrager Quinonas +
Espuma Saponinas +
Benedict Azucares reductores ++
Cloruro férrico Taninos y fenoles ++
Catequinas Catequinas +++
Ninhidrina AminoAcidos libres ++
Liebermann- Triterpenos y ++
Burchard esteroides

Leyenda: abundante(+++) moderado (++) leve(+)



Tabla 2. Caracteristicas quimicas de las
diferentes fracciones de Mutisia acuminata R&P
“chinchilcoma”

Fracciones % kmmo, DPPH
.

Etanolica - H+ +H+

Etérea ++ + ++

Clereférmica +H+ ++ 4

Acetato de etilo +H+ ++ +H+

Acuosa ++ + 4+

leyenda: abundante(+H) moderado(+) leve(+)

Tabla 3. Caracteristicas cromatograficas de las
diferentes fracciones de Mutisia acuninata R&P
“chinchilcoma”

Fracciones Sub fracciones

Fandhca Rajo, azul, pfirpura, celeste

Etérea Rojo, plirpura

Cloroférmica Azul, verde-azulado, purpura
. Marrén-verde, amarillo-azul,

Acstato de etilo Marrén, pirpora, celeste, azul

Acnosa Purpurs, celeste, azul

Quercetina Marron

Acido cafeico Celeste

Tabla 4. Contenido de fenoles totales de Mutisia
acuminata R&P “chinchilcoma”

Fracciones Eq. Acido clorogénico
Etantlica 13,08
Etérea 402
Cloroférmica 435
Acetato de etilo 17.85
Acuosz 7.04
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Figura 1. Porcentaje de I actividad
secuestradora de! radical fibre DPPH segin
tratamientos

DISCUSION

Se ha demostrado que dietas ricas en alimentos
vegetales reducen de forma significativa la
incidencia y tasas de mortalidad de enfermedades
degenerativas causadas por estrés oxidativo. Este
efecto protector ha sido atribuido principalmente
a compuestos fendlicos y otros metabolitos, ala
actividad antioxidante presentes en especies
vegetales'” La planta que ha sido objeto del
presente estudio estd relacionado con efectos
antioxidantes, ya que se ha comprobado en los
nitimos afios la implicaciéon que han tenido las
especies reactivas de oxigeno en ciertas
patologias lo que puede conllevar a la
disminucion de las defensas antioxidantes, de tal
manera que lo que se quiere es ayudar a prevenir
a los pacientes que estin expuestos a
enfermedades a disminuir complicaciones.

Para determinar la actividad antioxidante de las
fracciones aisladas, han indicado que los
compuestos fendlicos pueden ser extraidos
utilizando uma secuencia de disolventes con
polaridad divergente " Asi se procedio a realizar
las extracciones liquido — liquido con distintos
solventes que se basan en diferentes
solubilidades de los diversos compuestos que se
encuentran en ¢ material vegetal, la primera
consistid en una extraccion etandica (fraccion
etanilica), €l alcohol es generalmente més eficaz
para. lograr la recuperacion de la mayoria de los
metabolitos secundarios; la segunda consistié en
una extraccion con éter de petréleo (fraccién
etérea) con la finalidad de extraer sustancias de
baja polaridad (lipidos) y eliminar la clorofila; la
tercera extraccion se tealizd con cloroformo
(fraccion cloroférmica) con la finalidad de
extraer sustancias de baja polaridad (terpenos) ;
la cuarta con acetato de etilo (fraccion de acetato
de etilo), para extraer sustancias de alta polaridad
(compuestos fendlicos); quedando como residuo
la fase acuosa (fraccion acuosa)’

En 1la Tabla 1 se reporta la presencia de
flavonoides, taninos y/o fenoles y catequinas en
abundante concentracion. En la prueba de
Shinoda las coloraciones que van de rojo a
amarillo son consideradas positivas, en la
identificaciébn de fenoles y/o taninos debe
observarse una coloracién azul verdosa al
agregar unas gotas de cloruro férrico, asi mismo,
la prucba de catequinas se evidencian por
fluorescencia verde al UV.® En concentracion
moderada se identificd lactonas y/o cumarinas,
quinonas, azucares reductores, aminoacidos
libres y triterpenos yfo esteroides. Las cumarinas
dan una coloracion y precipitado rojo que indica
un resultado positivo y en la prueba de
Lieberman debe observarse una coloracion azul



verdosa® En Ia identificacion de quinonas
indican que una coloracién rojiza al realizar la
prueba de Borntrager es considerado positivo, en
el caso de la prueba de Benedict explican que los
azucares reductores dan precipitados de color
rojo ladrillo y en la prueba de ninhidrina se debe
evidenciar una coloracion violeta” En poca
concentracion se identificd la presencia de
alcaloides y saponinas. Un resultado positivo
para identificar alcaloides debe ser la presencia
de precipitado y en la identificacion de saponinas
debe observarse formacion de espuma.’’
Estudios realizados por otros autores corroboran
la presencia de algunos metabolitos encontrados
al realizar el tapjzaje fitoquimico de Mutisia
acuminata R&P'!

En la Tabla 2, se reporta que las fracciones
(etandlica, etérea, cloroférmica, acetato de etilo y
acuosa) obtenidas fueron diferenciadas por las
pruebas de cloruro férrico al 5%, permanganato
de potasio y DPPH; donde en la prueba con
cloruro férrico al 5% para las fracciones
etandlica, cloroformica, y acetato de etilo
produjeron un color verde azulado intenso
identificandose presencia de grupos fendlicos en
abundante concentracion. Los compuestos
fenolicos son solubles en alcohol y en acetato de
etilo debido a su alta polaridad de los solventes y
son poco solubles en compuestos de baja
polaridad. ¥ Las fracciones etérea y acuosa
produjeron  una coloracidbn verde oscuro
deduciendo que la presencia de grupos
funcionales se encuentra en baja concentracion.
La prueba quimica con permanganato de potasio
para las fracciones total y acetato de etilo
producen precipitacion intensa debido a uma
reaccion de oxidacion. La reaccion de oxidacion
se da por mterferencia de enlaces dobles de
fenoles aromaticos donde hay cambio de
coloracion® La fraccion cloroformica  al
reaccionar produce poca cantidad de precipitado,
asi mismo, en la fraccion etérea y acuosa se
obserwi minima cantidad de precipitado. En la
prueba quimica con €l DPPH para las fracciones
etandlica, etérea, cloroformica, acetato de etilo y
acuosa es positivo ya que se observo
decoloracion del radical libre.

En 1la cromatografia en capa fina; el
procedimienio para la separacion e identificacion
de compuestos fendlicos, se desarrolld utilizando
como sistema de solventes el BAW (n-buOIL
HOAc: H;0; 4: 1: 5). Las proporciones que se
utilizaron permiten separar los compuestos
fendlicos de otros compuestos® Con las cinco
fracciones obtenidas se determiné las diferencias
y semejanzas entre eilas, utilizindose como
estandares al acido cafeico (acido fenodlico) y la
quercetina (flavonoide); y como revelador luz

ultravioleta, cloruro férrico y DPPH. En la Tabla
3; observamos el comportamiento de cada una
de las fracciones aisladas, en la fraccion
etandlica, se observa cuatro  manchas
fluorescentes (rojo, azul, purpura y celeste),
seguido de la fraccion etérea donde se observa
dos manchas fluorescentes (rojo y parpura ),
mientras que en la fraccion cloroférmica se
observa tres manchas fluorescentes (azul, verde -
azulado y purpura), asi mismo; en la fraccion de
acetato de etilo se observa seis manchas
fluorescentes (marrdn-verde, amarillo-azulado,
marrén, purpura, celeste, azul), finalmente en la
fraccion acuosa se observa tres manchas
fluorescentes (plrpura, celeste y azul). En las
fracciones etandlica, cloroférmica, acetato de
etilo y acuosa se observa manchas de color azul,
deducimos que hay presencia de derivados del
acido cindmico, asi mismo; la fraccion de acetato
de etilo es la que presenta mayor cantidad de
manchas, la mancha marrén que presenta, es
semejante al estandar quercetina identificiAndose
un derivado de la quercetina. Al ser revelados
con cloruro férrico se observa que las fracciones
etandlica, en especial la fraccion de acetato de
etilo y la fraccion acuosa presentan manchas de
color verde azulado afirmando que existen
compuestos fendlicos, que no muestra en las
fracciones etérea y cloroférmica. Al ser
revelados con el DPPH se observa que en la
fraccion de acetato de stilo se encuentran la
mayor concentracion de compuestos fendlicos
antioxidantes secuestradores del radical libre,
seguido de la fraccion etandlica y la fraccion
acuosa donde se observan manchas de color
amarillo. Los fenoles son compuestos aromaticos
y por consecuencia generalmente fluorecen o
atrapan luz, las manchas caracteristicas de los
derivados del acido cinamico debido a su
movilidad en los disolventes utilizados dan una
coloracién azul fluorescente, celeste
fluorescente” Las posibles coloraciones de los
flavonoides en la cromatografia en capa fina van
desde purpura, celeste fluorescente, amarillo-
naranja fluorescente, amarillo-verdosa, azul-
verdosa, marrén.® Estudios realizados corroboran
principalmente con la presencia de compuestos
fendlicos _ caracterizados  en  distintos
solventes s

El contenido de fenoles totales es un pardmetro
importante para determinar la  actividad
antioxidante. En la Tabla 4, se presentan los
resultados de la cuantificacion de fenoles totales,
la seleccion del disolvente apropiado para la
cuantificacion de fenoles totales es un aspecto
importante ya que se debe alcanzar Ia
concentracion deseada de fitoconstituyentes en
los extractos."’ Asi la fraccion de acetato de etilo



presentd 17,85 mg% de fenoles en equivalentes
de é&cido clorogénico, seguido de la fraccion
etanodlica donde el contenido de fenoles fue de
13,08 mg% en equivalentes de 4cido
clovogénico, de modo contrario las fracciones
etérea, cloroformica y acuosa reportaron valores
respectivamente 4,02 mg®, 435 mg% y 7,04
mg% en equivalentes de acido clorogénico. El
resultado de la reaccion presenta una coloracion
azul, mientras mas intenso sea, mayor contenido
de fenoles habri en una muestra.' Se puede
apreciar que el contenido de fenoles totales fue
considerablemente superior en la fraccion de
acetato de etilo y en la fraccién etandlica lo que
significa que hay mayor concentracion de
compuestos fenolicos y destacandose que tiene
mayor actividad antioxidante. Las fracciones
aisladas demostraron tener actividad
antioxidante al captar € radical libre DPPH, tal
como se muestra en la Figura 1, se compara la
actividad antioxidante de las cinco fracciones
aisladas, donde la fraccion etanodlica, la fraccidn
de acetato de etilo y la fraccion acuosa a 100
pg/mi tuvieron una actividad antioxidante
superior ai 56%, mientras que la fraccion etérea
y clorofdérmica tuvieron una actividad superior al
50%. A concentracion de 50 pg/ml, la fraccion
etandlica y la fraccion de acetato de etilo
presentaron una actividad antioxidante superior
al 50%, la fraccion acuosa presentd una actividad
superior al 70%, mientras que la fraccion etérea
y <cloroformica presentaron una actividad
superior al 50%. Asi mismo, a concentracion de
10ug/ml, la fraccion de acetato de etilo presentd
una actividad secuestradora superior al 60%,
mientras que las fracciones etanflica, ctérea,
cloroformica y acuosa presentaron actividad
inferior al 50%. A las concentraciones de 100
pg/ml, SOpug/ml y 10pg/ml el analisis de
varjanza factorial aplicado dejo ver que existen
diferencias significativas entre las fracciones
aisladas, asi también entre las concentraciones
probadas. Por lo tanto, podemos afirmar que
cada una de las fracciones aisladas a las
concentraciones de 100 pg/ml y 50pg/ml tienen
actividad secuestradora del radical libre DPPH
superior al 50%, y la fraccion de acetato de etilo
fue fa que mostrd la mejor actividad antioxidante
en las diferentes concentraciones 100 pg/ml,
50ug/ml y 10 pg/ml, por ende el mejor solvente
extractor de los compuestos fenolicos es el
acetato de etilo. Con estos resultados obtenidos
en el presente trabajo podemos afirmar que
existe un alto potencial antioxidante de la especie
Mutisia acunrinata R&P “chinchilcoma”.
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