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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue identificar los metabolitos secundarios, el
contenido de compuestos fendlicos y potencial antioxidante de las flores de
Mutisia mathewsii. Las flores fueron recolectadas de la comunidad de Huaraca,
distrito de Vinchos, departamento de Ayacucho. Los extractos de las flores se
obtuvieron mediante extraccion acelerada con solventes. Los metabolitos
secundarios se identificaron mediante tamizaje fitoquimico en los extractos
hexanico, etandlico y acuoso. Se evalu6 el perfil de polifenoles por HPCL-DAD
en la fraccion metandlica y el contenido de fenoles y actividad antioxidante se
evalug, tanto en el extracto metandlico como sus fracciones de acetato de etilo y
metandlica. El contenido de fenoles totales y flavonoides se cuantificaron por los
métodos de Folin-Ciocalteu y de tricloruro de aluminio, respectivamente. La
actividad antioxidante se determind por los métodos DPPH, ABTS y FRAP. Los
resultados obtenidos muestras que, las flores contienen alcaloides, cumarinas,
triterpenos y/o esteroides, saponinas, flavonoides y taninos y/o fenoles. Asimismo,
se identificd la presencia de 4cido clorogénico. EI mayor contenido de fenoles se
obtuvo en la fraccion metandlica (95,05 + 0,73 mg GAE/g) y de flavonoides en el
extracto metanolico (80,62 + 0,86 mg RUE/g). La fracciébn metandlica a 1000
pug/mL mostré la mayor actividad antioxidante (69,0%) en DPPH, y el extracto
metanolico destacd en ABTS y FRAP. El extracto metandlico presenté menor valor
de concentracion eficiente antioxidante mediante los tres métodos, lo que
corresponde a mayor actividad antioxidante. Se concluye que, las flores de Mutisia
mathewsii contiene compuestos fendlicos con actividad antioxidante in vitro.

Palabras clave: Mutisia mathewsii Hook. & Arn., actividad antioxidante,
compuestos fendlicos, concentracion eficiente antioxidante, extraccion acelerada

con solventes.

XV



ABSTRACT

The aim of this study was to identify secondary metabolites, phenolic compound
content, and antioxidant potential of Mutisia mathewsii flowers. Flowers were
collected from the Huaraca community, Vinchos district, Ayacucho department.
Extracts were obtained using accelerated solvent extraction. Phytochemical
screening was conducted on hexane, ethanol, and aqueous extracts to identify
secondary metabolites. The polyphenol profile was analyzed by HPLC-DAD in the
methanolic fraction, while phenol content and antioxidant activity were assessed
in both the methanolic extract and its ethyl acetate and methanolic fractions. Total
phenol and flavonoid contents were quantified using the Folin-Ciocalteu and
aluminum chloride methods, respectively. Antioxidant activity was determined by
DPPH, ABTS, and FRAP assays. Results indicated the presence of alkaloids,
coumarins, triterpenes/steroids, saponins, flavonoids, and tannins/phenols, as well
as chlorogenic acid. The highest phenol content was found in the methanolic
fraction (95.05 £ 0.73 mg GAE/g), and the highest flavonoid content was in the
methanolic extract (80.62 + 0.86 mg RUE/g). The methanolic fraction at 1000
png/mL demonstrated the highest antioxidant activity (69.0%) in the DPPH assay,
while the methanolic extract showed superior activity in ABTS and FRAP assays.
The methanolic extract also had the lowest efficient antioxidant concentration
across all three methods, indicating higher antioxidant activity. In conclusion,
Mutisia mathewsii flowers contain phenolic compounds with in vitro antioxidant
activity.

Keywords: Mutisia mathewsii Hook. & Arn., antioxidant activity, phenolic

compounds, efficient antioxidant concentration, accelerated solvent extraction.
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l. INTRODUCCION
La familia de las asteraceas incluye especies de plantas que destacan por su
abundante floracion. Esto ha generado un creciente interés en los pigmentos
presentes en estas plantas, lo que ha llevado a un aumento en los estudios
cientificos en los Ultimos afios. Los compuestos que forman estos pigmentos son
responsables de la reduccion de enfermedades coronarias, diabetes y cancer,
ademas de poseer actividad antiinflamatoria. Todas estas propiedades se asocian
a la presencia de sustancias antioxidantes.!
Estos antioxidantes tienen la capacidad de reducir o prevenir el estrés oxidativo,
el cual esta principalmente asociado con patologias de alta incidencia en los seres
humanos. Estos antioxidantes se encuentran en casi todas las plantas, donde se
sintetizan una serie de moléculas organicas producto de su metabolismo
secundario, como los compuestos fendlicos, acidos fendlicos, flavonoides y otros
metabolitos de interés que estan relacionados con sus propiedades
antioxidantes.?
En contraste, el interés por los pigmentos con capacidad antioxidante ha generado
un gran impacto econémico. Aunqgue los antioxidantes sintéticos son ampliamente
utiizados en la industria; sin embargo, debido a su toxicidad y efectos
cancerigenos, su uso es cada vez mas restringido. Dado que nuestro pais cuenta
con una inmensa variedad de plantas silvestres que poseen potentes efectos
antioxidantes y contienen pigmentos naturales, estas podrian ser utilizados en las
industrias alimentaria y dermocosmética.®
La region andina de nuestro pais posee una gran diversidad de flora, entre las
cuales se encuentran especies de plantas reconocidas por sus beneficios para la
salud. Una de estas especies es Mutisia mathewsii Hook. & Arn. conocida como
“chinchilcuma”. Esta especie es usada tradicionalmente en casos de célicos, dolor
de estdmago y contra la tos.* Asimismo, se ha reportado que esta especie

contiene en sus partes aéreas metabolitos secundarios, tales como, triterpenos



ylo esteroides, flavonoides, fenoles y/o taninos y alcaloides. Entre los mas

destacados estan los polifenoles,® compuestos que tienen una alta capacidad

antioxidante debido a su naturaleza quimica.®

Por otro lado, no existen estudios sobre la composicion quimica y la actividad

antioxidante de las flores de Mutisia mathewsii Hook. & Arn. Esto nos motivo a

evaluar la capacidad antioxidante mediante estudios in vitro, utilizando los

ensayos DPPH, ABTS y FRAP. Asimismo, se ha analizado los compuestos

fendlicos presentes en el extracto metandlico y en las fracciones obtenidas de las

flores de Mutisia mathewsii Hook. & Arn. De esta manera, buscamos contribuir al

interés en revalorar el uso tradicional de esta planta. Por ello, hemos planteado

los siguientes objetivos:

Objetivo general

Identificar los metabolitos secundarios presentes en las flores de Mutisia

mathewsii Hook. & Arn., y evaluar el contenido de compuestos fendlicos,

flavonoides y su potencial antioxidante in vitro.

Objetivos especificos

o Identificar los metabolitos secundarios presentes en las flores de Mutisia
mathewsii Hook. & Arn.

) Cuantificar el contenido de fenoles totales y flavonoides en las flores de
Mutisia mathewsii Hook. & Arn.

o Evaluar la actividad antioxidante in vitro de las flores de Mutisia mathewsii
Hook. & Arn.



Il. MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes
Una revisién exhaustiva de la literatura no reveld estudios sobre la composicién
quimica de las flores de Mutisia mathewsii Hook. & Arn., ni sobre la cuantificacion
de fenoles totales, flavonoides y actividad antioxidante. Por ello, se consideraron
antecedentes de otras especies pertenecientes al género Mutisia.
Juarez et al.,” realizaron un estudio en el que determinaron los flavonoides
presentes en las partes aéreas y flores de Mutisia acuminata R. & P. var. paucijuga
(Griseb.) Cabrera, utilizando muestras vegetales obtenidas en Rosario de Lerma,
Salta, Argentina. Para ello, realizaron una extraccién con cloroformo para eliminar
la clorofila. Posteriormente, el filtrado se extrajo sucesivamente con metanol al
80% y metanol al 50%. Luego, utilizaron una técnica cromatografica bidimensional
para aislar los flavonoides, que se revelaron utilizando vapores de amoniaco bajo
luz ultravioleta. Como resultado, lograron identificar la presencia de quercetina,
quercetina-3-glucurdénido, isorhamnetina-3-glucurénido y pelargonidina
diglicésido.
Omonte,® llevé a cabo un estudio sobre la actividad antioxidante de una crema
formulada a partir de compuestos fendlicos extraidos de las flores de Mutisia
acuminata R. & P. Las muestras fueron recolectadas en Chuschi, provincia de
Cangallo. Los compuestos fenélicos se obtuvieron a partir de un extracto etanélico
de las flores, seguido de un proceso de fraccionamiento utilizando solventes de
diferente polaridad. La actividad antioxidante se evalué mediante un método
espectrofotométrico, empleando el radical DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazilo). Se
formularon cremas con concentraciones de 0,5%, 1% y 2% de compuestos
fendlicos. Los resultados indicaron que la crema al 2% mostré el mayor porcentaje
de inhibicion de radicales libres (99,7%), superando a las cremas con
concentraciones de 1% y 0,5%, que alcanzaron inhibiciones del 98,6% y 96,1%,

respectivamente.



Palomino,® llevé a cabo una investigacion con el fin de determinar el contenido de
fenoles totales, antocianinas y la actividad antioxidante del extracto
hidroalcohélico de las flores de Brachyotum naudinii Triana, recolectadas en el
distrito de Vinchos, provincia de Huamanga. Para cuantificar los fenoles totales y
las antocianinas, se emplearon los métodos de Folin-Ciocalteu y pH diferencial,
respectivamente. La actividad antioxidante se evalué a través de tres ensayos
diferentes: DPPH, ABTS y FRAP. Se identificaron varios metabolitos secundarios,
como flavonoides, taninos, antocianinas, cumarinas, cardiotonicos, quinonas y
saponinas. Los resultados mostraron un contenido de 216,0 mg GAE/g de fenoles
totales y 45,47 mg/100g de cianidina para las antocianinas. La actividad
antioxidante del extracto hidroalcoholico de las flores de B. naudinii se informo con
valores de IC50 de 80,6 + 0,85 ug/mL (DPPH), 244,6 + 3,93 ug/mL (ABTS) y 64,8
1 3,09 pg/mL (FRAP).

Catalano et al.,'° realizaron una investigacion sobre las partes aéreas de Mutisia
acuminata R. & P. var. acuminata, recolectadas en los Andes Centrales del Pera.
Utilizaron una extraccion Soxhlet con hexano y metanol como solventes,
evaporando posteriormente el solvente a presion reducida a una temperatura
inferior a 45°C. Para la identificacion de los compuestos, se emple6 una técnica
de cromatografia en capa fina, usando hexano y etanol como eluyentes. Los
resultados mostraron que en el extracto hexanico se identificaron (-amirina,
pseudotaraxasterol y lupeol, mientras que en el extracto metandlico se
encontraron arbutina, quercetina y quercetina-3-glucurénido.

Devkota et al.,!! realizaron un estudio para determinar los compuestos fendlicos
bioactivos presentes en las flores de Farfugium japonicum (L.) Kitam. Se realizé
una extraccion hidroalcohdlica de las flores secas, utilizando una técnica de
cromatografia en capa fina para identificar los compuestos fendlicos. Los
resultados mostraron la presencia de cinco compuestos: petasifenol, acido
rosmarinico, acido 4,5-di-O-cafeoilquinico, acido quinico 5-O-cafeoil y quercetina.
El estudio concluyé que los compuestos fendlicos aislados mostraron actividad
inhibitoria sobre la tirosinasa y una accion eliminadora de radicales libre.

Ojo et al.,*? realizaron un estudio de revision sobre los componentes fendlicos
presentes en especies del género Chromolaena, pertenecientes a la familia
Asteraceae. Identificaron y aislaron mas de 190 compuestos, destacandose los

flavonoides, triterpenos, diterpenos, sesquiterpenos y estilbenos, entre otros. La



investigacion reportd 87 componentes fenodlicos especificos en las diferentes
especies del género Chromolaena.

Kozyra et al.,*® realizaron un estudio sobre la composicion fendlica y la actividad
antioxidante de la inflorescencia de Cardus nutans L. Encontraron que la
capacidad de captacion del radical libre DPPH tenia un IC50 de 618 + 10,03 pg/mL
y un contenido de fenoles totales de 61,49 mg/g de extracto. La composicion
fendlica se determiné mediante HPLC-DAD acoplado a espectrofotometria de
masas, identificando veinte &cidos fendlicos y flavonoides.

Chirinos et al.,** llevaron a cabo un estudio para determinar el contenido de fenoles
totales y la actividad antioxidante de plantas con propiedades nutricionales de la
region andina del Perd, incluyendo Mutisia acuminata. Las muestras se
recolectaron en cuatro provincias del departamento de Junin. Utilizaron el método
de Folin-Ciocalteu con estandar de 4cido galico para cuantificar los fenoles totales,
y los métodos DPPH, ABTS y ORAC para evaluar la actividad antioxidante. Los
resultados mostraron 59,4 + 0,9 mg GAE/g de extracto para los fenoles totales, y
para la actividad antioxidante se obtuvieron valores de 414,7 +2,0,656,5+ 16,1y
2326,2 £ 43,1 umol TE/g de extracto para DPPH, ABTS y ORAC, respectivamente.
Fernandez et al.,'® estudiaron el perfil fendlico de especies vegetales
pertenecientes a las Asteraceae, incluyendo Mutisia acuminata. ldentificaron
compuestos fendlicos simples mediante HPLC-DAD, obteniendo como resultados:
fenoles simples (66,99 + 2,29 mg de 4cido p-hidroxibenzoico/g de extracto), acidos
hidroxicinamicos (117,07 £ 0,50 mg de acido 3-O-cafeoilquinico/g de extracto),
flavanonas (144,01 + 1,25 mg de naringenina/g de extracto) y flavonoles (24,43 +
0,54 mg de quercetina 3-O-glucosido/g de extracto).

2.2. Redaccion del marco teorico

2.2.1. Mutisia mathewsii Hook. & Arn.

2.2.1.1. Clasificacién taxonémica

Division : Magnoliophyta

Clase : Magnoliopsida

Subclase : Asteridae

Orden . Asterales

Familia : Asteraceae

Género : Mutisia

Especie : Mutisia mathewsii Hook. & Arn.

Nombre vulgar : “chinchilcuma”



Fuente: Certificado emitido por la bidloga Laura Aucasime Medina de la Facultad
de Ciencias Bioldgicas de la UNSCH (Anexo 1).

2.2.1.2. Descripcién botanica

Hojas simples, alternas y de forma lineal-lanceolada, con un tamafio de entre 50
y 80 mm de largo por 1.5 a 2 mm de ancho. Las hojas tienen un margen entero y
revoluto, un apice filiforme y circinado, y una base sagitada; el haz puede ser
glabro o tomentoso. La planta desarrolla un capitulo solitario, terminal, de forma
campanulada y heterégama, con dimensiones de 1.5 a 2.5 cm de alto por 2 cm de
diametro. El involucro mide entre 15y 23 mm de alto por 14 a 25 mm de diametro
y estd formado por numerosas bracteas involucrales dispuestas en mdltiples
series (8-10), con las externas lineales y progresivamente mas pequefas que las
internas, que son eliptico-lanceoladas. Las flores marginales son liguladas,
femeninas, de color amarillo-rojizo, con una corola bilabiada: el labio externo esta
bien desarrollado y el labio interno es pequefio, filiforme y poco visible. Las flores
del disco son amarillas, hermafroditas y bilabiadas (con el labio externo trifido y el
interno bifido), con anteras apendiculadas en el 4pice y sagitadas en la base. La
planta presenta un pappus plumoso con numerosos pelos, de la misma longitud
que la corola. Su fruto es un aquenio cilindrico y glabro.®

2.2.1.3. Nombres comunes

Entre sus denominaciones mas comunes se encuentran: "chinchircoma mayu",
"chinchilcuma”, "mancharisa”, "mancharisga" y "siete sabios". 12

2.2.1.4. Distribucidn y habitat

Mutisia mathewsii se distribuye en matorrales himedos de zonas altoandinas,
adaptandose a altitudes de 3400 a 3900 msnm.!’” Estas areas comprenden las
regiones naturales de Suniy Puna. Los departamentos donde se ha reportado su
presencia incluyen Ancash, Ayacucho, Cusco, Huancavelica, Junin y Lima.?%23
2.2.1.5. Composicién quimica

Se ha reportado evidencia de otra especie del género Mutisia, la M. acuminata,
gue contiene dos flavonoides: 3', 4', 5-trihidroxi-7-O-gli flavanona y 3', 5-dihidroxi-
4-O-metil-7-O-Rh-glucosil flavanona. Otras fuentes literarias también han
identificado la presencia de quercetina-3-glucuronido, isorhamnetina-3-

glucurénido y pelargonidina diglicésido.’



2.2.1.6. Propiedades y uso medicinal
Mutisia mathewsii se utiliza ampliamente para tratar diversos malestares, como

non [T

, "susto",

"aya wayra aya tullu”, "mal de aire" y "gayga". Ademas, se cree que una
decoccion de sus ramas y flores puede curar el susto en nifios.*°

2.2.2. Compuestos fenadlicos

Los compuestos fendlicos son un grupo diverso de sustancias bioactivas que se
encuentran ampliamente distribuidas en alimentos de origen vegetal, como frutas,
verduras y bebidas como té, café y vino tinto.?* Estas moléculas se sintetizan en
las plantas a través de la ruta del acido shikimico y desempefian funciones
metabdlicas importantes, desde el crecimiento y la reproducciéon hasta la
proteccién contra patdgenos externos y el estrés oxidativo causado por la
radiacion UV y los depredadores.?®

Los compuestos fendlicos son sustancias organicas que pertenecen a una de las
principales clases de metabolitos secundarios en las plantas, donde cumplen
diversas funciones fisiologicas. Su estructura incluye un anillo de benceno
hidroxilado, y agrupan una serie de sustancias que varian en el nUmero de atomos
de carbono que las componen, junto con el esqueleto fendlico basico, ademas del

nimero y la posicion de los grupos hidroxilo (Figura 1).2¢

OH

Figura 1. Estructura nulcleo de los compuestos fendlicos.?

La clasificacién de estos compuestos puede observarse en la Figura 2.

Flavonoides
— Polifenoles Estilbenos
— Hidrolizados
Taninos —
Compuestos | | L Condensados
fendlicos
Hidroxicinamicos
L1 Fenoles simples —— Acidos fendlicos |
Hidroxibenzoicos

Figura 2. Clasificacion de los compuestos fenélicos.?



Entre las propiedades fisicas de los compuestos fendlicos tenemos:

+ Estos compuestos presentan una amplia variedad estructural debido a
reacciones de acoplamiento oxidativo, como la formacién de acido elagico a
partir de acido galico, lignanos, taninos condensados (proantocianidinas) y
muchos alcaloides aromaticos (alcaloides morfinanos).?’

* Los compuestos fendlicos son inestables, ya que son sensibles a la oxidacion,
lo que puede provocar reacciones de oscurecimiento.?’

* Son solubles en agua (como las antocianidinas), en acetato de etilo y etanol
(glicésidos), pero insolubles en agua y solventes organicos (polimeros de
taninos).?’

El proceso de extraccion depende del tipo de compuesto fendlico, ya que

muchos se descomponen en ambientes basicos, lo que los convierte en medios

de extraccion inadecuados. Las técnicas convencionales para la extraccion de
compuestos fenodlicos se basan en la capacidad de extraccién de diferentes
disolventes, combinados con calor y/o mezcla de varios solventes. Entre las
técnicas mas comunes se encuentran la extracciéon solido-liquido, la extracciéon

Soxhlet y la maceracion.?®

+ Extraccién sdlido-liquido: Este método se basa en la separacion de
compuestos de un sélido aprovechando las diferencias en solubilidad en un
disolvente especifico, permitiendo extraer los compuestos de interés del
solido y separarlos posteriormente.?8

» Extraccion Soxhlet: La técnica de Soxhlet permite extraer compuestos de
materiales soélidos, aunque presenta desventajas, como el tiempo prolongado
de extraccion y el elevado consumo de disolventes.?8

* Maceracion: Consiste en dejar la muestra en contacto con el solvente de
extraccién, con o sin agitacion. Es un método comun para extraer el principio
activo de las plantas usando alcohol o soluciones hidroalcohélicas.?

2.2.3. Los flavonoides

Los flavonoides, una subclase de los compuestos fendlicos, son un amplio grupo

de compuestos producidos por el metabolismo secundario de las plantas, a partir

de la via del acido shikimico y la via de los policétidos.?® Estos compuestos suelen
tener una estructura de fenil-benzo-y-pirona o fenil-y-cromona,*® también
conocidos como compuestos fendlicos diaril-13 propéanicos, debido a su
configuracion C6-C3-C6 (bencénica), en la que dos anillos bencénicos estan

conectados por una cadena de tres carbonos ciclada a través de un atomo de



oxigeno. La estructura A de los tres anillos proviene de la ruta de los policétidos,
mientras que las estructuras B y C se forman a partir de la ruta del &cido shikimico
(Figura 3).3t
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Figura 3. Estructura ndcleo de un flavonoide.?
Las diferencias estructurales en los anillos permiten clasificar a los flavonoides en
seis subclases: flavonas, flavonoles, isoflavonas, flavanonas, antocianidinas y
flavanoles.?’ La clasificacion de los flavonoides se presenta en la Tabla 1.

Tabla 1. Clasificacion de los flavonoides.?”

Flavonoides Compuestos

Flavonas Luteolina, apigenina, diosmetina, crisoeriol, tangeretina,

sinensetina, vitexina y baicaleina.

Flavonoles Rutina, silimarina, mircetina
Isoflavonas Genisteina, coumestrol
Flavanonas Hesperidina, naringenina

Antocianidinas Cianidina, delfinidina, pelargonidina

Flavanoles Catequina, epicatequina

Entre las propiedades fisicas, tenemos a la solubilidad de los flavonoides, que
depende de su forma y del tipo y nimero de sustituyentes presentes. Los
glicésidos y antocianidinas son solubles en agua y alcohol, mientras que las
agliconas, que estan altamente hidroxiladas, son solubles en alcoholes como el
etanol, metanol y n-butanol. Por otro lado, las agliconas menos hidroxiladas solo
son solubles en solventes como éter etilico, acetato de etilo y acetona. Las
agliconas altamente metoxiladas son solubles en solventes menos polares, como
éter de petréleo y cloroformo. La naturaleza quimica de los flavonoides varia en
funcion del patrén de hidroxilacion, la conjugacion entre los anillos aromaticos, las

fracciones glicosidicas, los grupos metoxi y otros sustituyentes.3?



2.2.3. Antioxidantes

Los antioxidantes son compuestos naturales presentes en los alimentos que
ayudan a prevenir o disminuir el estrés oxidativo en el cuerpo. El organismo genera
radicales libres continuamente durante el metabolismo del oxigeno, y estos
pueden causar dafio celular y problemas de salud. Los antioxidantes eliminan
eficazmente los radicales libres, promoviendo la prevencién y reparacion del dafio
celular. Las plantas y los animales son abundantes fuentes naturales de
antioxidantes.®*

2.2.3.1. Antioxidantes enddgenos

Estos se producen dentro de las células e incluyen antioxidantes enzimaticos y no
enzimaticos. Entre los enzimaticos mas relevantes se encuentran el superéxido
dismutasa, el glutation peroxidasa y la catalasa. Estas enzimas previenen el estrés
oxidativo al neutralizar radicales y especies reactivas antes de que dafien los
componentes celulares. El antioxidante no enzimatico mas destacado es el
glutation, el cual no solo actia como eliminador de oxidantes por si mismo, sino
gue también colabora con el glutation peroxidasa para eliminar el perdxido de
hidrégeno de las células.®

2.2.3.2. Antioxidantes exdégenos

Muchas frutas y verduras contienen una amplia gama de antioxidantes que, junto
con los antioxidantes enddgenos, contribuyen a la proteccion celular frente a los
radicales libres. Entre los antioxidantes mas importantes que se obtienen de la
dieta se incluyen la vitamina E (tocoferoles y tocotrienoles), la vitamina C (acido
ascorbico), carotenoides (como el 3-caroteno), flavonoides, acido alfa lipoico y
varios minerales traza.®

2.2.4. Radicales libres

Un radical libre es cualquier especie quimica que puede existir
independientemente y contiene uno o mas electrones desapareados, lo que
provoca inestabilidad quimica. Para alcanzar estabilidad, el radical libre toma
electrones de moléculas estables, convirtiendo a estas moléculas en nuevos
radicales libres y desencadenando asi una reaccion en cadena perjudicial para las
células.®3

Los radicales libres se generan principalmente en la célula a través de reacciones
de transferencia de electrones, que pueden ser mediadas 0 no por enzimas, pero
facilitadas por iones metalicos de transicion. Un ejemplo es el radical OH, que se

forma cuando el peréxido de hidrégeno (H,O;) entra en contacto con iones de
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cobre (Cu?*) o hierro (Fe2"). Dado que tanto el H,O, como los complejos metalicos
estan presentes en los humanos, es logico asumir que el radical OH puede
formarse in vivo.®’ Los radicales libres pueden generarse a través de tres
mecanismos:*’
+  Transferencia electrénica, donde se transfiere un electron a una molécula.
* Pérdida de un proton de una molécula.
*  Ruptura homolitica de un enlace covalente, donde cada fragmento conserva
un electron del enlace.
Aunque mas del 95% del oxigeno (O,) que consumen las células se reduce
completamente a agua durante la respiracion mitocondrial, un pequefio porcentaje
(<5%) se convierte en especies reactivas de oxigeno (ERO). Una vez formado el
radical libre, puede transferir su electrén a otros compuestos, generando nuevos
radicales, lo que provoca una reaccion en cadena que puede dafiar los tejidos
corporales.?’
2.2.5. Estrés oxidativo
El estrés oxidativo es un estado caracterizado por el desequilibrio entre la
presencia de especies reactivas de oxigeno y nitrdgeno (ROS y RNS, por sus
siglas en inglés) y la capacidad del organismo para contrarrestar sus efectos
negativos mediante su sistema antioxidante. Esto puede deberse a un aumento
de ROS/RNS o0 a una disminucién de la capacidad inhibitoria de los antioxidantes
endogenos, lo cual frecuentemente estid relacionado con diversas
enfermedades.*®
2.2.6. Relacion estructura-actividad de los flavonoides
La estructura caracteristica de los flavonoides determina su actividad bioldgica,
particularmente su capacidad antioxidante. La actividad antioxidante de una
molécula puede ser mejorada por ciertas configuraciones estructurales, como la
presencia de un grupo 3'4'-orto dihidroxi en el anillo, que se encuentra en
compuestos como la quercetina, catequina y luteolina. Ademas, la disposicion de
grupos hidroxilo en los carbonos 5 y 7 del anillo, como en la apigenina y
kaempferol, junto con un doble enlace entre los carbonos 2 y 3y la presencia de
grupos 4-ceto y 3-hidroxilo en el anillo C, como en la quercetina, también potencian
la actividad antioxidante. Otros estudios destacan que la disposicion de grupos
dihidroxilo en las posiciones 3'y 4' del anillo B mejora esta actividad debido al
doble enlace entre los carbonos 2 y 3, un grupo OH en la posicién 3, y un grupo

carbonilo en la posicion 4.294° Por estas caracteristicas, la quercetina se destaca
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como uno de los flavonoides mas efectivos como antioxidante, siendo cinco veces
mas potente que las vitaminas C y E, y teniendo una hidrosolubilidad similar a esta
ltima.

2.2.7. Tamizaje fitoquimico

Los metabolitos son sustancias quimicas presentes en las plantas, derivadas de
su metabolismo natural. Estas sustancias pueden ser beneficiosas o no para
nuestro organismo. Existen mas de 2000 fitoquimicos, organizados segun su
estructura funcional comun, siendo los compuestos fendlicos, terpenos y
alcaloides los mas estudiados. El tamizaje fitoquimico, o screening fitoquimico, es
un método preliminar utilizado en la investigacion de extractos vegetales. Este
método permite la identificacién cualitativa de los principales grupos quimicos
presentes en el extracto vegetal, orientando asi la extraccién o fraccionamiento
para la separacion o aislamiento de los fitoquimicos de interés.*

2.3. Marco conceptual

Actividad antioxidante. Es la capacidad de proteger el organismo de los
radicales libres, moléculas altamente reactivas que pueden dadar las células.*?
Concentracidn eficiente antioxidante (CE50). Es la cantidad minima necesaria
requerida de la sustancia antioxidante capaz de reducir el 50% de radicales libres
presentes en una solucion.®

Metabolitos secundarios. Son sustancias quimicas sintetizadas por el
metabolismo secundario de las plantas, como los compuestos fendlicos,
flavonoides, taninos, etc.?’

12



lIl. MATERIALES Y METODOS
3.1. Lugar de ejecucién
Este estudio se llevo a cabo en los laboratorios del Centro de Desarrollo, Andlisis
y Control de Calidad de Medicamentos y Fitomedicamentos (CEDACMEF),
perteneciente a la Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica de la Facultad
de Ciencias de la Salud, en Ayacucho, Pera.
3.2. Definicion de la poblacion y muestra
3.2.1. Poblacion
Flores de Mutisia mathewsii Hook. & Arn., conocidas como “chinchilcuma”,
recolectadas en el bosque de Piedras de Huaraca, ubicado en el distrito de
Vinchos, provincia de Huamanga, departamento de Ayacucho.
3.2.2. Muestra
500 g de flores de Mutisia mathewsii Hook. & Arn., conocidas como “chinchilcuma”,
recolectadas en el bosque de Piedras de Huaraca, ubicado en el distrito de
Vinchos, provincia de Huamanga, en el departamento de Ayacucho.
3.3. Procedimiento para larecoleccién de datos
3.3.1. Seleccion, recoleccidon y desecacion
Las muestras vegetales de M. mathewsii fueron recolectadas por la mafiana,
durante el mes de abril y fueron trasladadas en bolsas al laboratorio de Tecnologia
de Productos Naturales del CEDACMEF. Una porcién fue herborizada para su
identificacion botanica. Las flores se colocaron sobre papel bond en una capa
delgada, voltedndolas diariamente hasta alcanzar un secado uniforme (ver Anexo
2).
3.3.2. Tamizaje fitoquimico
El tamizaje fitoquimico se llevé a cabo segln el método descrito por Pérez et al.*®
Se trituraron 2 g de flores de M. mathewsii junto con 5,0 g de tierra de diatomeas
en un mortero hasta obtener un polvo fino y homogéneo. Esta mezcla se colocé

en una celda de extraccion de acero inoxidable de 66 mL, equipada con un filtro
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de celulosa de 27 mm, dentro del extractor acelerado de solventes Dionex™ ASE
150. Los parametros de extraccion fueron: temperatura de 40°C, tiempo estéatico
de 5 minutos, volumen de enjuague del 60%, tiempo de purga de 120 segundos y
5 ciclos estaticos. Se realiz6 una extraccion sucesiva hasta agotamiento con
hexano, etanol y agua. Posteriormente, los extractos hexanico y etandlico se
concentraron utilizando un rotavapor Buchi R-3000, mientras que el extracto
acuoso se liofilizé con un Freeze Dyer — Labotec.

La identificacion de los compuestos quimicos presentes en los extractos hexanico,
etandlico y acuoso, fueron realizados por el método de ensayo a la gota, segun lo
descrito por Pérez et al.*®

3.3.3. Contenido de compuestos fenélicos

Se prepard un extracto metandlico mediante extraccion acelerada con solventes
(ASE). Para ello, se trituraron 2 g de flores de M. mathewsii y se mezclaron con
7,5 g de tierra de diatomeas hasta obtener un polvo homogéneo, que luego se
procesé en una celda de extraccién de acero inoxidable utilizando un extractor
acelerado de solventes bajo condiciones especificas: 40°C, 10 minutos de tiempo
estatico, 60% de volumen de enjuague, 120 segundos de tiempo de purgay 5
ciclos estéticos. La extraccion se realizé con metanol y posteriormente el extracto
se concentré en un rotavapor Buchi R-3000 hasta la evaporacion del solvente
(Anexo 2).

El extracto metanolico fue fraccionado secuencialmente utilizando hexano,
acetato de etilo y metanol mediante una columna cromatografica de vidrio (1,5 x
30 cm) empacada con 20 g de silica gel 60. Se mezclaron 0,5 g del extracto
metanolico con silica gel y se colocaron en la columna, realizando eluciones
sucesivas con 100 mL de cada solvente. Las fracciones obtenidas fueron
concentradas en un rotavapor (BUCHI R300) hasta obtener un extracto seco, que
se conservo en un desecador.

3.3.3.1. Identificacion de flavonoides

Los ensayos de identificacion de flavonoices en el extracto metandlico de las flores
de M. mathewsii se realiz6 por reacciones de coloracion

a. Reaccion con alcalis

En un tubo de ensayo donde se afiadi6 0,5 mL de muestra més 0,5 mL de un alcali
NaOH al 10%. La formacion de coloracién amarrillo, tonos rojos, purpura rojiza,

café, anaranjado o azul indica una reaccion positiva.?
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b. Reaccién con acido sulfurico

En un tubo de ensayo se agregaron 0,5 mL de la muestra, seguidos de tres gotas
de H,SO, concentrado en el area. La apariciéon de una coloracion amarilla indica
la presencia de flavonas y flavonoles, mientras que una coloraciéon anaranjada o
guinda sefala la presencia de flavanonas, y una coloracion rojo guinda o rojo
azulado revela la presencia de chalconas y auronas.?!44

c. Reaccion de Dimroth

En un tubo de ensayo se adicionaron 0,5 mL de muestray 0,5 mL de reactivo de
Dimroth (acido bérico en medio de anhidrido acético). La formacion de una
coloracion anaranjada o roja indica la presencia de 5-hidroxiflavonas.?*44

d. Reaccion con cloruro férrico

En un tubo de ensayo se afiadieron 0,5 mL de muestra y 0,5 mL de FeCls al 5%.
La formacién de una coloracién verdosa indica la presencia de derivados de
catecol, mientras que una coloracién azul sefiala la presencia de derivados de
pirogalol.244

3.3.3.2. Perfil de polifenoles

El perfil de polifenoles en la fraccibn metandlica se realizé por cromatografia
liguida de alta performance en gradiente utilizando diversos estandares de
polifenoles. Para ello se utiliz6 como fase movil la solucién A que contenia una
mezcla de agua purificada y acido formico (19:1) y la solucién B (metanol). La
proporcion de solucion Ay B se varié en funcion del tiempo: 0 min (0:0); 6,25 min
(70:30); 8,35 min (70:30); 12.50 min (60:40); 20,85 min (55:45); 22,10 min (40:60);
24,60 min (0:100) y 25,0 min (0:100). La fase estacionaria fue una columna
SPHERISORB S5 ODS2 C18 4,0 mm x 126 mm (5,0um). Las condiciones
cromatogréficas fueron: 20uL de volumen de inyeccién, 0,8 mL/min de flujo, 280
nm y temperatura de 25 °C.

Se utilizé como estdndares los siguientes polifenoles: acido gélico, acido
cumarico, epicatequina, acido clorogénico, acido siringico, hesperidina,
vainillinico, rutina y quercetina. Se midié 10 mg y agreg6 con 5 mL de diluyente en
matraz de 50 mL y se homogenizé por rotacion mecanica, posteriormente se llevé
a volumen con el diluyente. El diluyente consistié en una mezcla de solucién Ay
solucion B (1:1), donde la solucién A contenia &cido férmico al 0,1% en aguay la

solucion B que contenia acido férmico al 0,1% en acetonitrilo.
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3.3.3.3. Contenido de fenoles totales

La cuantificacion de fenoles totales en el extracto metanélico y sus respectivas
fracciones, se realiz6 utilizando el reactivo Folin-Ciocalteu, siguiendo el método
descrito por Sousa et al.*®. Para ello, se prepard una soluciéon de muestra a 1
mg/mL en metanol, del cual se midi6é 100 pL y se afadio 500 uL de Folin-Ciocalteu
diluido y 400 pL de carbonato de sodio al 7,5%. La mezcla se dejo reaccionar
durante 30 minutos en la oscuridad a temperatura ambiente, y luego se midio la
absorbancia a 765 nm. La concentracion de fenoles totales se calcul6 utilizando
una curva patrén de acido galico y se expresé en miligramos equivalentes de acido
galico por gramo de extracto (mg GAE/Q).

3.3.3.4. Contenido de flavonoides

La cuantificacion de flavonoides en el extracto metandlico y sus respectivas
fracciones, se realizé el método de tricloruro de aluminio, adaptado de la
metodologia de Peixoto et al.,*®. Para ello, se preparé una solucién de la muestra
a una concentracion de 1 mg/mL en metanol, de la cual se midi6 2 mL y se
mezclaron con 0,5 mL de cloruro de aluminio (2%) y 2,5 mL de metanol. La mezcla
se dej6 reposar durante 30 minutos en la oscuridad a temperatura ambiente, y
luego se midi6 la absorbancia a 420 nm. La concentracion de flavonoides se
calcul6 utilizando una curva patrén de rutina y se expresd en miligramos de
contenido de flavonoides equivalentes de rutina por gramo de extracto (mg
RUE/qg).

3.3.4. Determinacion del potencial antioxidante

3.3.4.1. Ensayo del radical DPPH

La evaluacion de la actividad antioxidante del extracto metanolico y sus
respectivas fracciones, mediante el método del radical DPPH, se realizé siguiendo
la metodologia descrita por Sousa et al.,*® con algunas modificaciones. Se prepard
una solucién de la muestra a 1 mg/mL en metanol, y de ésta se midieron alicuotas
de 0,2; 0,5; 1,0 y 2,0 mL, completando a 2 mL con metanol para obtener
concentraciones de 100, 250, 500 y 1000 ug/mL. Luego, se mezclaron 300 uL de
cada solucion con 2,7 mL de DPPH (40 pg/mL). Tras 30 minutos, se midio la
absorbancia a 515 nm. La actividad antioxidante (%AA) se calculé usando una

ecuacion especifica:

A —(A —A
AA(%) — control ( muestra blanco)] <100

Acontrol
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Donde AA(%) es la actividad antioxidante en porcentaje, Acontror €S la absorbancia
inicial de la soluciébn metandlica, Apuesira €S la absorbancia de la mezcla de
reaccion, Apanco €S la absorbancia del blanco.

También se calcul6 la concentracién eficiente antioxidante (CE50). Para ello, se
calculd la concentracion de DPPH (ug/mL) de cada solucién a partir de una curva
de calibracion de DPPH. Se calcul6 el porcentaje de DPPH remanente, de acuerdo

con la ecuacion:

[DPPH] ¢ (ug/m1) 100
[DPPH]¢=o

Donde [DPPH]¢ (ug/m1)€S la concentracion de DPPH después de la reaccion con

el extracto a concentraciones diferentes, [DPPH] .-, es la concentracion inicial del
DPPH.
También se calcul6 la CE50 a partir de la curva exponencial (y = y, + AeRo¥),
obtenida de los valores del porcentaje de DPPH remanente en funcién de la
concentracion del extracto.
Se evalu6 la actividad antioxidante del Trolox a las mismas condiciones que el
extracto.
b. Ensayo del radical ABTS
La evaluacion de la actividad antioxidante del extracto metandlico y sus
respectivas fracciones, mediante el método ABTS, se realizé siguiendo el método
descrito por Arnao et al., con modificaciones de Thaipog et al.*’. Para ello, se
prepard el extracto a una concentracion de 1 mg/mL en metanol, y se obtuvieron
soluciones a concentraciones de 100, 250, 500 y 1000 pg/mL. La solucién patrén
de ABTS (SP) se preparé mezclando 19,2 mg de ABTS a 7 mM en 5 mL de agua
destilada y 3,3 mg de persulfato de potasio a 2,45 mM en 5 mL de agua destilada.
Ambas soluciones se mezclaron en un frasco ambar y se dejaron reposar en
oscuridad durante 12 horas. La solucion de trabajo (ST) se obtuvo diluyendo 1 mL
de SP en 60 mL de metanol, ajustando la absorbancia inicial a 734 nrma 1,1 +
0,02. Luego, se mezclaron 20 puL de la muestra con 980 uL de ST en un tubo de
ensayo, se homogeneizd y se dej6é reposar por 7 minutos antes de medir la
absorbancia a 734 nm, comparandola con un blanco de reaccion.
Se calcul6 la actividad antioxidante (%AA) a partir de la ecuacion:

control ~ (Amuestra — Ablanco)

A
AA(%) = x100

Acontrol
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Donde AA(%) es la actividad antioxidante en porcentaje, Acontrol €S la absorbancia
inicial, Apuestra €S la absorbancia de la mezcla de reaccion y Apjanco €S la
absorbancia del blanco.

También se calcul6 la CE50 a partir de la curva exponencial (y = y, + AeRo¥),
obtenida de los valores del porcentaje de ABTS remanente en funcién de la
concentracion del extracto.

Se evalué la actividad antioxidante del Trolox a las mismas condiciones que el
extracto.

c. Ensayo del poder reductor del hierro (FRAP)

La evaluacion de la actividad antioxidante del extracto metandlico y sus
respectivas fracciones mediante el método FRAP se realizé siguiendo el método
de Benzie y Strain, modificado por Thaipog et al.*’. Para ello, se preparé una
solucion de la muestra de 1 mg/mL en metanol, y se obtuvieron soluciones a
concentraciones de 100, 250, 500 y 1000 pg/mL. La solucién patron (SP) se
compuso de tres partes: un buffer de acetato 0,3 mM (pH 3,6), una solucion de
2,5,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) a 10 mM en HCI 40 mM, y cloruro férrico
hexahidratado a 20 mM en agua destilada. La solucién de trabajo (ST) se preparé
mezclando las soluciones en una proporcién de 25:2,5:2,5, respectivamente, y se
calent6 en bafio maria a 37°C durante 30 minutos. Se mezclaron 20 pL de la
muestra con 980 uL de ST en un tubo de ensayo, se homogeneizé en un vortex y
se dejo reposar por 30 minutos. Posteriormente, se midio la absorbancia de las
muestras a 593 nm. La actividad antioxidante (%AA) se calcul6 a partir de una

ecuacion especifica:

AA(%) — AControl - (Amuestra - Ablanco)] <100

Acontrol

Donde AA(%) es la actividad antioxidante en porcentaje, Acontrol €S la absorbancia
inicial, Apuestra €S la absorbancia de la mezcla de reaccidn y Apjanco €S 12
absorbancia del blanco.

También se calculé la CE50 a partir de la curva exponencial (y = y, + Aefo¥),
obtenida de los valores del porcentaje de FRAP remanente en funcién de la
concentracion del extracto.

Se evalud la actividad antioxidante del Trolox a las mismas condiciones que el
extracto.

3.4. Tipo de investigacidén

La investigacion es basica.*®
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3.5. Disefio de investigacidn

El disefio de investigacion para la identificacion de metabolitos secundarios, la
cuantificacién de fenoles totales y flavonoides es no experimental, transeccional
descriptivo. El disefio para la actividad antioxidante es experimental de tipo con
posprueba y con grupo control.

3.6. Anadlisis de datos

Los datos se expresaron como promedios con su correspondiente error estandar
de la media. Los resultados se presentaron en tablas y figuras. Se llevé a cabo un
andlisis de varianza para detectar diferencias estadisticamente significativas (p <
0,05) en el contenido de fenoles totales, flavonoides y la actividad antioxidante
entre los diferentes tratamientos, utilizando el andlisis de varianza y

comparaciones multiples mediante la prueba de Tukey, con el software SPSS.
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IV. RESULTADOS
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Tabla 2. Metabolitos secundarios de las flores de Mutisia mathewsii Hook. & Arn.
Ayacucho 2023.

Ensayo Metabolitos secundarios Extracto

Hexanico Etandlico Acuoso

Dragendorff Alcaloides + + +
Mayer Alcaloides + + +
Wagner Alcaloides + + +
Baljet Cumarinas + + -
Liebermann Burchard Triterpenos y/o esteroides + + -
Espuma Saponinas - - +
Cloruro férrico Fenoles y/o taninos - + +
Borntranger Quinonas - - -
Kedde Glicosidos cardioténicos - - -
Shinoda Flavonoides - + +

Nota: (+) positivo, (-) negativo
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Tabla 3. Identificacién de flavonoides en el extracto metanélico de las flores de

Mutisia mathewsii Hook. & Arn. Ayacucho 2023.

Ensayo Resultado Observacion

Reaccién con alcalis Positivo Coloracién amarilla (flavonas,

flavanonoles e isoflavonas).

Reaccién con acido sulfrico  Positivo Coloracion rojo guinda

(chalconas o auronas).

Dimroth Negativo -

Cloruro férrico Positivo Coloracién verde (derivado de

catecol).
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Nota: Los picos del 1 al 13 corresponden a la fraccion metandlica, cuyos tiempos de retenciéon se compararon
con el tiempo de retencién y cromatogramas de estandares de polifenoles: acido galico (Tr = 2,82), acido
clorogénico (Tr = 4,04), rutina (Tr = 4,92), vainillinico (Tr = 5,007), naringenina (Tr = 6,047), hesperidina (Tr =
6,087), acido ferdlico (Tr = 6,547), cumarina (Tr = 9,133), quercetina (Tg = 9,21).

Figura 4. Perfil cromatografico HPLC-DAD a 280 nm de los compuestos fendélicos
de la fraccion metandlica de las flores de Mutisia mathewsii Hook. & Arn.,
Ayacucho 2023.
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Figura 5. Espectro UV-VIS del &cido clorogénico identificado en la fraccion
metandlica de las flores de Mutisia mathewsii Hook. & Arn. por la técnica de HPLC-
DAD, Ayacucho 2023.
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Tabla 4. Contenido de fenoles totales y flavonoides de las flores de Mutisia

mathewsii Hook. & Arn. Ayacucho 2023.

Fenoles totales Flavonoides
Procedencia (Mg GAE/Q) (mg RUE/Q)
Fraccion de acetato de etilo 24,65 + 0,682 457 +0,182
Fraccién metandlica 95,05 + 0,73 56,65 + 1,40
Extracto metanoélico 84,82 +0,18° 80,62 + 0,86°

Nota: Estadistico de Levene: p-valor > 0,05; Analisis de varianza: p-valor < 0,05; Prueba de comparaciones

multiples de Tukey al 95% de nivel de confianza para cada parametro.
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Nota: FA: fraccion de acetato de etilo. FM: fraccion metandlica. EM: extracto
metandlico. Estadistico de Levene: p-valor > 0,05; Andlisis de varianza: p-valor <
0,05; Prueba de comparaciones multiples de Tukey al 95% de nivel de confianza
para cada parametro. Actividad antioxidante de Trolox (100 pg/mL): 78,2 + 0,1 %.

Figura 6. Actividad antioxidante in vitro por el método DPPH de las flores de
Mutisia mathewsii Hook & Arn. Ayacucho 2023.
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Nota: FA: fraccion de acetato de etilo. FM: fraccion metandlica. EM: extracto
metandlico. Estadistico de Levene: p-valor > 0,05; Andlisis de varianza: p-valor <
0,05; Prueba de comparaciones multiples de Tukey al 95% de nivel de confianza

para cada parametro. Actividad antioxidante de Trolox (100 pg/mL): 35,9 + 1,6 %.

Figura 7. Actividad antioxidante in vitro por el método ABTS de las flores de

Mutisia mathewsii Hook. & Arn. Ayacucho 2023.
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metandlico. Estadistico de Levene: p-valor > 0,05; Andlisis de varianza: p-valor <
0,05; Prueba de comparaciones mdltiples de Tukey al 95% de nivel de confianza

para cada pardmetro. Actividad antioxidante de Trolox (100 pg/mL): 78,1 + 0,33%.

Figura 8. Actividad antioxidante in vitro por el método FRAP de las flores de
Mutisia mathewsii Hook. & Arn. Ayacucho 2023.
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Tabla 5. Concentracion eficiente antioxidante in vitro de las flores de Mutisia

mathewsii Hook. & Arn. Ayacucho 2023.

Concentracion eficiente antioxidante (ug/mL)

Extracto
DPPH ABTS FRAP
FA 2587,35 + 28,93 1620,74 + 20,922 725,34 £ 9,432
FM 697,58 + 3,93° 819,26 + 4,442 1480,41 + 4,052
EM 547,21 £5,43° 724,23 + 3,26° 678,56 + 5,25°

Nota: FA: fraccion de acetato de etilo. FM: fraccion metandlica. EM: extracto metandlico. Estadistico de
Levene: p-valor > 0,05; Analisis de varianza: p-valor < 0,05; Prueba de comparaciones mdltiples de Tukey
al 95% de nivel de confianza para cada parametro. CE50 del Trolox: 43,28 + 1,12 ug/mL (DPPH), 145,45 +
0,93 pg/mL (ABTS), 28,17 + 1,04 ug/mL (FRAP).
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V. DISCUSION
Mutisia es un género que cuenta con alrededor de 60 especies distribuidas en toda
América del Sur a través de los Andes, abarcando paises como Colombia hasta
el sur de Chile y Argentina; suroeste de Brasil, Paraguay, Uruguay; noreste de
Argentina.’
Las partes aéreas de esta especie se utilizan para tratar afecciones como "aya
wayra", "susto”, "aya tullu”, "mal de aire" y "gayga".}’ La decoccién de ramas y
flores puede curar el susto en nifios,’®* ademas de ser Util para problemas
genitourinarios y trastornos gastrointestinales. Las flores, ademas de ser un
atractivo de la planta y su drgano polinizador, son una rica fuente de diversos
fitoquimicos de interés farmacoldgico, como &cidos fendlicos y flavonoides.’
Los compuestos polifendlicos tienen efectos positivos en la salud, ya que se ha
demostrado que poseen propiedades antioxidantes, protegiendo contra
enfermedades como el cancer, la diabetes, problemas cardiovasculares, obesidad
y ansiedad. Por ello, es relevante identificar los componentes bioactivos y sus
propiedades funcionales en las flores para amplificar y revalorar su uso.***°
En ese sentido, el estudio tuvo como primer objetivo identificar los metabolitos
secundarios presentes en las flores de Mutisia mathewsii. La Tabla 2, presenta los
resultados de la identificacion de los metabolitos secundarios en las flores de
Mutisia mathewsii. Para ello, se realizd6 extracciones sucesivas mediante
extraccion acelerada con solventes, utilizando hexano, etanol y agua. Los
resultados evidencian que los extractos acuoso y etandlico contienen una mayor
diversidad de metabolitos secundarios en comparaciéon con el extracto hexanico.
Esto sugiere que muchos de los metabolitos secundarios presentes en las flores
de M. mathewsii son mas solubles en solventes organicos. Los principales
metabolitos secundarios detectados incluyen alcaloides, cumarinas, triterpenos
ylo esteroides, saponinas, fenoles y/o taninos, y flavonoides. La ausencia de

deteccién de quinonas y glucésidos cardioténicos indica que estos compuestos no
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estan presentes en niveles detectables mediante los métodos utilizados en este
estudio.

Al respecto, la literatura nos indica que en esencia los alcaloides son extraidos
con el diclorometano; sin embargo, en nuestro resultado se observa la presencia
de alcaloides en los extractos hexanico, etandlico y acuoso. Esto implica que
posiblemente se trate de alcaloides de ndcleo pirrolizidinicos que son compuestos
nitrogenados con solubilidad a solventes de baja polaridad.>* Probablemente estos
componentes formen parte de las flores y sean solubles en hexano, etanol y agua.
El ensayo de cloruro férrico resultd positivo en los extractos acuoso y etandlico,
indicando la presencia de catecoles o taninos pirocatecolicos (coloracion verde) y
derivados del pirogalol o taninos pirogalotanicos (coloracion azul). La diferencia
en la coloracién se debe a que el pirogalol tiene un grupo hidroxilo adicional que
intensifica la coloracién.*® Los taninos hidrolizables son ésteres de acidos
fendlicos y azucares, mientras que los taninos condensados derivan de unidades
de flavan-3,4-dioles unidas por enlaces C-C. Los compuestos fendlicos y
flavonoides tienen alta solubilidad en solventes polares.*

El ensayo de Shinoda se aplicO a los extractos acuoso y etandlico para identificar
flavonoides, resultando positivo con la aparicion de un color amarillo naranja, lo
que indica la presencia de flavonas e isoflavonas.*® Ademas de su actividad
antioxidante, las flavonas tienen propiedades antitrombéticas y antitumorales,
mientras que las isoflavonas muestran actividad antivirica y antimic6tica.*® En esta
reaccion, el magnesio metalico es oxidado por HCI concentrado, produciendo
hidrégeno molecular, que se libera como gas, y cloruro de magnesio, el cual forma
complejos con los flavonoides, generando las coloraciones caracteristicas.3'3°

El ensayo de Lieberman-Burchard resultd positivo en el extracto hexanico y
etanolico, el cual evidencio un color rosado visible, en el extracto etanélico fue de
coloracién verdosa, afirmando la presencia de estructuras esteroidales, la
presencia positiva es indicador de presencia de esteroles, esteroides y glicosidos
triterpénicos.>? La reaccion de Liebermann-Burchard es especifica para ciclos
fusionados que contienen dos dobles enlaces conjugados, ya sea en el mismo
anillo, en anillos adyacentes, o con un doble enlace en un anillo adyacente a un
grupo hidroxilo. Es crucial realizar la reaccion en un medio completamente
anhidro, ya que la presencia de agua reaccionaria con el anhidrido acético,
impidiendo la formacion del agente oxidante necesario para que el ensayo sea

efectivo.>?
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Las saponinas dieron un resultado positivo en el extracto acuoso debido a que
estos componentes tienen a romper la tensién superficial manifestandose por la
formacion de espuma en un medio acuoso, por ello, el resultado negativo en los
otros extractos.*3*2

Estos resultados se contrastan con lo reportado por Condoli,>® quien reporté la
presencia de esteroides, flavonoides y taninos en las hojas de Mutisia mathewsii
y con respecto al género Mutisia, existen reportes que concuerdan con lo obtenido,
tal es el caso de M. acuminata,® en muestras de sus flores que dieron positivo a
compuestos fendlicos y flavonoides.

En la Tabla 3, se muestra los resultados de la identificacion de flavonoides en el
extracto metandlico de las flores de M. mathewsii, obtenido por extraccién
acelerada con solventes. El andlisis de los resultados indica que el extracto
metanolico de las flores de M. mathewsii contiene varios tipos de flavonoides,
incluyendo flavonas, flavanonoles, isoflavonas, chalconas y auronas. La presencia
de derivados de catecol,> también fue confirmada. Estos resultados confirman la
riqueza del extracto metanélico en compuestos fendlicos, lo que puede tener
importantes implicaciones farmacolégicas y antioxidantes.*®

En la Figura 4, se presenta el perfil cromatografico HPLC-DAD de la fraccion
metandlica de las flores de M. mathewsii registrados a 280 nm. Se evidencia la
formacion de 13 picos a diferentes tiempos de retencion. ElI cromatograma
muestra un perfil complejo de polifenoles en la fraccion metandlica de flores de M.
mathewsii, con varios compuestos presentes en diferentes concentraciones. El
pico a 4,10 min es el méas prominente, indicando la presencia de un compuesto en
mayor cantidad, con un éarea igual a 16,827 mAU*min (Anexo 12). Para una
identificacion precisa de los compuestos, es necesario realizar técnicas
adicionales como espectrometria de masas. Estos resultados subrayan el
potencial farmacoldgico del extracto, respaldando estudios previos sobre sus
propiedades beneficiosas para la salud.

De la comparacién de los tiempos de retencion y los espectros de absorcion UV-
VIS con la de estandares de polifenoles, se identifico la presencia del acido
clorogénico (Figura 5). Este compuesto fue identificado en el pico 5 a un tiempo
de retencion de 4,10 min; asimismo, presenta picos con maximos de absorcion a
243,1y 327,5 nm, los cuales coindicen con el estandar de 4cido clorogénico.

En la Tabla 4, se presenta los resultados del contenido de fenoles totales y

flavonoides en las flores de M. mathewsii. El contenido de fenoles totales en la
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fraccion de acetato de etilo contiene la menor cantidad de fenoles totales en
comparacion a la fraccion metanélica y el extracto metandlico. La baja cantidad
de fenoles indica una menor solubilidad de estos compuestos en acetato de etilo.
La fraccion metandlica presenta el mayor contenido de fenoles totales, indicando
una alta concentracion de compuestos fenolicos solubles en metanol. El extracto
metandlico también tiene un alto contenido de fenoles totales, aunque ligeramente
menor que la fracciébn metandlica. Esto sugiere que la extraccion con metanol es
eficaz para extraer fenoles totales. Respecto al contenido de flavonoides, la
fraccion de acetato de etilo contiene la menor cantidad de flavonoides, lo que
indica una baja solubilidad de estos compuestos en acetato de etilo. La fraccion
metandlica muestra un contenido considerable de flavonoides, indicando una
buena solubilidad de estos compuestos en metanol y el extracto metanélico tiene
el mayor contenido de flavonoides, sugiriendo una alta solubilidad de estos
compuestos en metanol. Estos resultados indican que el metanol es el solvente
mas eficaz para extraer tanto fenoles totales como flavonoides, como se evidencia
por los altos contenidos en la fraccion metandlica y el extracto metandélico.
Asimismo, se ha determinado que existe una diferencia estadisticamente
significativa en el contenido de fenoles totales y flavonoides entre las diferentes
fracciones, como lo indican las letras superindices (a, b, ¢) en la tabla, que sefialan
grupos con diferencias significativas segun la prueba de comparaciones multiples
de Tukey al 95% de nivel de confianza.

El contenido de fenoles totales y flavonoides en las fracciones metandlica y
extracto metandlico subrayan el potencial farmacoldgico y antioxidante del
extracto metanolico de las flores de M. mathewsii, aunque se ha reportado mayor
contenido de fenoles totales y flavonoides en las hojas de M. mathewsii.>® Estos
resultados respaldan el uso de solventes polares, como el metanol, para la
extraccién eficiente de compuestos bioactivos en investigaciones futuras y
aplicaciones farmacéuticas. Investigaciones relacionadas determinaron la
presencia de flavonoides como la quercetina, quercetina-3-glucorénido,
isorhamnetina-3-glucorénido y pelargonidina diglicésido, asimismo, 5,3’,4’-
trihidroxi-7-gli-flavanona y 5,3’-dihidroxi-4-O-metil-7-O-Rh-glucosil flavanona,® en
M. acuminata, que podrian reforzar los hallazgos de este estudio.’

En la familia Asteracea, se ha encontrado evidencia de ciertas especies con
contenidos relevantes de compuestos fendlicos en muestras de flores. Por

ejemplo, Tagetes patula L. presenta 227,67 mg GAE/g en su extracto metandlico,
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mayor al reportado en M. mathewsii.>® En especies del género Dahlia, se reportan
127,5 mg GAE/g.%’ Caléndula officinalis posee entre 9,65y 11,31 mg GAE/0,1 g
de fenoles y entre 1,51y 2,17 mg QE/0,1 g de flavonoides, con valores inferiores
a lo evidenciado en las flores de M. mathewsii.®® Ademas, en las flores de
Caléndula officinalis se han identificado flavonoides como luteolina, quercetina,
apigenina, rutina e isorhamnetina.®® En el caso de hojas de M. mathewsii, se ha
reportado un contenido fenoles totales de 263,3 mg GAE/g y de flavonoides de
171,3 mg RUE/g.>®

Otro aspecto a mencionar es que, se han realizado diversos estudios que han
concluido la correlacion directa entre el contenido de compuestos fendlicos con
respecto al aumento de la polaridad del solvente empleado en la extraccion;%%-52
como también se indica que el metanol es el solvente idéneo para extraer
sustancias fendlicas polares y medianamente polares como: glucdsidos de
flavonoides y acidos fendlicos,® estas menciones concuerdan con lo obtenido en
nuestro resultado.

Respecto al contenido de flavonoides, este fue menor en comparacion con los
fenoles, ya que los flavonoides son un subgrupo de los compuestos fendlicos. Los
flavonoides se encuentran principalmente en hojas, flores y tallos de las plantas,
y las flores, ademas de ser 6rganos reproductores, presentan una gran variedad
de colores debido a la presencia de compuestos como aceites esenciales,
carotenoides, acidos organicos, terpenos y flavonoides.®* Flavonoides como
chalconas, antocianinas, auronas y algunos flavonoles actilan como pigmentos
florales, mientras que las flavonas y flavonoles, que son incoloros o de color
amarillo palido, funcionan como copigmentos.® Por lo tanto, las flores son una
probable fuente de pigmentos naturales de interés farmacoldgico. Para su
extraccién, es necesario purificar y eliminar impurezas como mucilagos, ceras y
carotenoides, utilizando solventes como hexano, alcohol y éter de petréleo, tal
como se realizé en nuestro estudio al fraccionar el extracto metandlico con
hexano.

Segin Thavamoney et al.,®® el mayor contenido de flavonoides se obtiene
empleando acetato de etilo, aunque la solubilidad depende de la polaridad de los
flavonoides. Estos compuestos, a menudo glucoésidos, tienen sustituciones en el
carbono 3 del anillo C y, con menor frecuencia, en el carbono 7 del anillo A. Los
flavonoides polares tienen afinidad por solventes como etanol y metanol, mientras

gue los no polares prefieren cloroformo y acetato de etilo.®® En nuestro estudio,
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los flavonoides en el extracto de flores de M. mathewsii son principalmente
polares, dado que la fraccion metandlica (56,65 + 1,40 mg RUE/g) supera a la
fraccion de acetato de etilo (4,57 £ 0,18 mg RUE/q).

En la Figura 6 se presenta los resultados de la evaluacion de la actividad
antioxidante in vitro por el método DPPH de las flores de M. mathewsii. Se observa
gue la fraccion metandlica muestra la mayor actividad antioxidante en todas las
concentraciones, alcanzando su maximo de 69,0% a 1000 pg/mL. El extracto
también presenta una alta actividad antioxidante, especialmente en
concentraciones mas altas, con un 67,0% a 1000 pg/mL.

El analisis de varianza indica que hay diferencias significativas en la actividad
antioxidante entre las fracciones y extractos (p-valor < 0,05). La prueba de
comparaciones multiples de Tukey confirma que las diferencias entre las
fracciones y extractos son estadisticamente significativas, especialmente entre la
fraccion de acetato de etilo y las otras dos fracciones. Comparativamente, el Trolox
a 100 pg/mL tiene una actividad antioxidante de 78,2%, que es superior a todas
las fracciones y extractos a sus respectivas concentraciones (p < 0,05).

Aungue no hay evidencia de estudios de actividad antioxidante en las flores de M.
Mathewsii, diversos estudios, especialmente en flores y partes aéreas de Mutisia
acuminata, han evidenciado actividad antioxidante,'®'? lo que respalda los
resultados hallados en esta investigacion. Cabe mencionar que se ha reportado la
actividad antioxidante de las hojas de M. mathewsii, que evidencian mayor
actividad antioxidante in vitro.>

En la Figura 7 se reporta los resultados de la actividad antioxidante in vitro por el
método ABTS de las flores de M. mathewsii. Se observa que el extracto metanolico
muestra la mayor actividad antioxidante en todas las concentraciones, alcanzando
su maximo de 65,1% a 1000 ug/mL y la fraccion metandlica también presenta una
alta actividad antioxidante, especialmente en concentraciones mas altas, con un
59,5% a 1000 pg/mL. El andlisis de varianza indica que hay diferencias
significativas en la actividad antioxidante entre las fracciones y extractos (p-valor
< 0,05). La prueba de comparaciones multiples de Tukey confirma que las
diferencias entre las fracciones y extractos son estadisticamente significativas,
especialmente entre la fraccibn de acetato de etilo y las otras dos fracciones.
Comparativamente a 100 pg/mL, el Trolox tiene una actividad antioxidante de

35,9%, que es superior a todas las fracciones y extractos a esta concentracion.
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En la Figura 8 se reporta los resultados de la actividad antioxidante in vitro por el
método FRAP de las flores de M. mathewsii. Se observa que el extracto
metandlico muestra la mayor actividad antioxidante en todas las concentraciones,
alcanzando su maximo de 63,5% a 1000 ug/mL. La fraccion metandlica también
presenta una alta actividad antioxidante, especialmente en concentraciones mas
altas, con un 60,6% a 1000 pg/mL. Comparativamente el Trolox a 100 pg/mL tiene
una actividad antioxidante de 78,1%, que es superior a todas las fracciones y
extractos a sus respectivas concentraciones.

El andlisis de varianza indica que hay diferencias significativas en la actividad
antioxidante entre las fracciones y extractos (p-valor < 0.05). La prueba de
comparaciones mudltiples de Tukey confirma que las diferencias entre las
fracciones y extractos son estadisticamente significativas, especialmente entre la
fraccion de acetato de etilo y las otras dos fracciones.

De los resultados de la evaluacion de la actividad antioxidante se concluye que el
extracto metandlico y la fraccion metandlica de las flores de M. mathewsii
muestran una actividad antioxidante considerablemente mayor en comparacion
con la fraccién de acetato de etilo. La diferencia en la actividad antioxidante entre
las fracciones puede estar relacionada con la solubilidad y la concentracion de
compuestos bioactivos en cada fraccion. Los solventes polares como el metanol
son mas eficaces para extraer compuestos antioxidantes, lo que se refleja en la
mayor actividad de FM y EM.®”% Ademads, se evidencia que, para todas las
fracciones y extractos, la actividad antioxidante aumenta con la concentracién. La
alta actividad antioxidante del extracto y fraccion metandlica puede atribuirse a la
presencia de compuestos fendlicos y flavonoides, que son conocidos por sus
propiedades antioxidantes. Estos resultados sugieren que el metanol es un
solvente efectivo para extraer compuestos antioxidantes de M. mathewsii, y que
estos extractos podrian tener potenciales aplicaciones farmacologicas y
nutracéuticas.

Enla Tabla 5 se presenta los resultados de la concentracion eficiente antioxidante
in vitro de las flores de M. mathewsii. Se observa que mediante el método DPPH
el extracto metandlico tiene la menor CE50 (547,21 ug/mL), indicando la mayor
eficiencia antioxidante, seguido de la fraccion metandlica. La fraccién de acetato
de etilo que tiene la mayor CE50, indicando la menor eficiencia. Mediante el
método ABTS nuevamente el extracto metandlico muestra la mayor eficiencia

antioxidante con una CE50 de 724,23 ug/mL, seguido de la fraccién metanélica y
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la fraccion de acetato de etilo. Asimismo, segun el método FRAP el extracto
metandlico tiene la menor CE50 (678,56 ug/mL), seguido de la fraccidon metandlica
y fraccion de acetato de etilo. Comparativamente el Trolox muestra una CE50
significativamente menor en todos los métodos, indicando que es un antioxidante
mas eficiente que todas las fracciones y extractos analizados.

El analisis de varianza indica diferencias significativas en la actividad antioxidante
entre las fracciones y extractos (p-valor < 0,05). La prueba de comparaciones
multiples de Tukey confirma que las diferencias entre las fracciones y extractos
son estadisticamente significativas, especialmente entre la fraccion de acetato de
etilo y las otras dos fracciones.

Se concluye que el extracto metandlico muestra la mayor eficiencia antioxidante
en los tres métodos (DPPH, ABTS, y FRAP), seguido de la fraccion metandlica
(FM), mientras que la fraccion de acetato de etilo (FA) tiene la menor eficiencia.
Los resultados sugieren que los solventes polares como el metanol son mas
efectivos para extraer compuestos antioxidantes de M. mathewsii, lo que se refleja
en la mayor eficiencia antioxidante de las fracciones y extractos metandlicos. La
diferencia en la eficiencia antioxidante entre las fracciones subraya la importancia
de elegir el solvente adecuado para la extraccion de compuestos bioactivos, ya
gue los solventes polares como el metanol permiten una mejor extraccion de
compuestos fendlicos y flavonoides.

Los resultados obtenidos se contrastan con los obtenido por Romani et al.,>® quien
identificé los metabolitos presentes en las hojas de M. mathewsii y evaluo el
contenido de fenoles y actividad antioxidante de un extracto hidroalcohdlico.
Evidencié que las hojas de M. mathewsii contienen triterpenos y/o esteroides,
compuestos fendlicos, flavonoides, fenoles y alcaloides. Determiné que el extracto
atomizado de estas hojas presenta un contenido de fenoles totales de 263,3 £ 0,22
mg GAE/g y flavonoides de 171,3 + 0,63 mgRUE/g. Asimismo, de la evaluacion
actividad antioxidante del extracto, medida mediante DPPH, ABTS y FRAP,
determiné que los valores de porcentaje de actividad antioxidante fueron de
26,19%, 53,24% y 65,51% a las concentraciones mas altas de cada método,
respectivamente. Ademas, las concentraciones medias inhibitorias (IC50) del
extracto para DPPH, ABTS y FRAP fueron de 228,8 + 0,36 pg/mL, 246,3 + 4,19
pg/mL y 56,5 £ 0,52 pg/mL, respectivamente. Concluyé que las hojas de M.
mathewsii presentaban metabolitos que el conferian actividad antioxidante, lo que

refuerza nuestros resultados de que esta especie tiene potencial antioxidante.
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Estudios de la actividad antioxidante de flores en otras especies, podemos hacer
referencia a las flores de T. Parthenium (L.),*°® especie que pertenece a la familia
Asteracea, cuyo extracto etandlico presenté una CE50 de 270,70 + 20,6 pg/mL
evaluado con el método DPPH. Esto evidencia que los polifenoles de especies
vegetales, especialmente sus agliconas altamente hidroxiladas, son altamente
solubles en los disolventes polares; sin embargo, los polifenoles son un grupo de
compuestos con una alta diversidad en cuanto a grupos funcionales y, como tales,
los terpenos fendlicos, las agliconas flavonoides y los acidos fendlicos, y otras
formas de agliconas altamente metoxiladas necesitan disolventes menos polares,
como el hexano y el acetato de etilo, para extraerse.”®

En esencia la actividad antioxidante se debe a la presencia de los compuestos
fendlicos como los acidos fendlicos y flavonoides; especificamente los polifenoles
con caracteristicas polares, no obstante, como menciona Palaiogiannis et al.,”* no
se debe pasar por alto a componentes fitoquimicos presentes en las flores, como
los pigmentos naturales como los carotenos,’? que también presentan actividad
antioxidante, asimismo, hay algunas flores que presentan el acido ascérbico en
un porcentaje considerable tal como lo reporta Stefaniak y Grzeszczuk,> a lo que
se concluye que la actividad antioxidante podria ser un sinergismo entre los
compuestos polifenélicos y otros componentes no polifenélicos con propiedades
antioxidantes.

Otro aspecto por considerar es que las especies vegetales en esencia sintetizan
compuestos fendélicos como medio de proteccidn frente agentes agrestes del
medio climatico, como la funcién antioxidante frente al estrés hidrico y solar del
medio ambiente, sin embargo, en caso de las flores generalmente proporcionan
el color. Se sefiala que las plantas con un mayor contenido de compuestos
fendlicos suelen tener una mayor actividad antioxidante. Sin embargo, algunas
plantas muestran una actividad antioxidante superior o inferior a lo esperado en
relacion con su contenido fendlico. Esto se debe al posible efecto sinérgico de
otros compuestos presentes en la planta, como vitamina C, carotenoides u otros
metabolitos antioxidantes.®’

Generalmente las flores son apreciadas por su amplia gama de colores y aromas,
sus atributos sensoriales son indicadores valiosos de la calidad externa y el valor
ornamental, mas no por las propiedades de los componentes fitoquimicos que
poseen como los polifenoles,” estos componentes con amplios estudios de

efectos farmacoldgicos positivos en pro de la mejora de calidad de vida mediante
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el uso de extractos vegetales como alternativa, asimismo, la obtencién de
especies promisorias de pigmentos naturales. La blusqueda de compuestos
guimicos nuevos con caracteristicas antioxidantes, es un area de gran importancia
para la industria alimentaria, cosmética y sobre todo para la industria farmacéutica
debido a las propiedades que poseen como en la conservacion de productos
alimentarios comerciales, sobre todo la funciéon que cumple en el ambito de la
salud en la prevencion de multiples patologias como el céancer, artritis,
enfermedades cardiovasculares, diabetes, la arteriosclerosis y evolucién normal
de envejecimiento.”

En consecuencia, se observé la relacion entre el contenido de los compuestos
fendlicos con la respectiva actividad antioxidante, lo que implicaria que los
compuestos fendlicos presentes en el extracto metanélico de M. mathewsii son los
responsables de la actividad antioxidante, esto representa las bases para
establecer estudios posteriores que identifiquen el perfil de los compuestos
especificos, y de esta manera revalorar el uso de las flores de M. mathewsii con

multiples fines.
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VI. CONCLUSIONES
Las flores de Mutisia mathewsii Hook. & Arn. poseen un contenido de
compuestos fendlicos que le confieren actividad antioxidante in vitro.
Las flores de Mutisia mathewsii Hook. & Arn. contienen alcaloides,
cumarinas y triterpenos y/o esteroides, saponinas, compuestos fendlicos y
flavonoides.
Las flores de Mutisia mathewsii Hook. & Arn. poseen un contenido moderado
de compuestos fendlicos, reportando un mayor contenido de fenoles totales
en su fraccion metandlica (95,05 + 0,73 mg GAE/g) y mayor contenido de
flavonoides en su extracto metandlico (80,62 + 0,86 mg RUE/Q).
Las flores de Mutisia mathewsii Hook. & Arn. poseen actividad antioxidante
in vitro proporcional al contenido de compuestos fendlicos evaluados por los
métodos de DPPH, ABTS y FRAP. La mayor actividad antioxidante se
obtuvo en el extracto metandlico a una concentracion de 1000 pg/mL; asi

COMO con una mejor concentracion eficiente antioxidante.
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VIl. RECOMENDACIONES
Realizar trabajos de aislamiento y cuantificacion de &acidos fendlicos y
flavonoides puesto que los ensayos realizados nos muestran un potencial

antioxidante que deberia ser identificado.

Desarrollar analisis de HPLC-MS para poder identificar los compuestos

fitoquimicos en el extracto y las fracciones obtenidas.

Realizar estudios del potencial antioxidante por métodos in vivo, de esta

manera reafirmar el potencial de las flores de M. mathewsii.

Desarrollar estudios de capacidad antioxidantes por otros métodos no tan
comunes para obtener mejores afirmaciones con respecto a la actividad

antioxidante.

Desarrollar estudios toxicolégicos para evaluar la seguridad del extracto

obtenido de flores de M. mathewsii.
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Anexo 1. Certificado de identificacion taxonémica.

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

CERTIFICA

Que, el Centro de Desarrollo, Analisis y Control de Calidad de Medicamentos
y Fito medicamentos “Marco A. Garrido Malo, ha solicitado la identificacion de
una muestra vegetal para trabajo de Investigacion.

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

DIVISION 3 MAGNOLIOPHYTA

CLASE MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE ASTERIDAE

ORDEN . ASTERALES

FAMILIA X ASTERACEAE

GENERO Mutisia

ESPECIE Mutisia mathewsii Hook & Arn.
N.V ‘chinchilcuma”

Se expide la certificacion correspondiente a solicitud del interesado para los
fines que estime conveniente

Ayacucho 7 de Setiembre del 2017
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Anexo 2. Flujograma para la obtencion del extracto metandlico y las respectivas

fracciones.

Mutisia mathewsii Hook. & Arn
“chinchilcuma”.

Seleccién recolecciony| |
desecacion

Extracciéon metandlica y
fraccionamiento mediante
cromatografia en columna.

Extraccion metanolica'y
fraccionada con ASE.

Tamizaie Ensayo de Cuantificacion de Evaluacion de la
fitogimi é o identificacion fenoles totales y actividad
cualitativa de flavonoides. antioxidante
flavonoides.
DPPH
(CE50y %AA)

Reaccién con alcalis,
Dimroth, cloruro férrico
y acido sulfdrico.

ABTS
(CE50y %AA)

FRAP
(CE50y %AA)
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metandlico total y las fracciones.

Anexo 3. Protocolo para la cuantificacion de fenoles totales del extracto

Fenoles Totales

Método de Folin -
Ciocalteu

Curva de calibracion.

Preparacion de
muestras.

Pesar 20 mg de acido
galico.

100 pL de muestra.

Aforar a 25 mL con

Afadir 500 pL de

reactivo Folin -
metanol. Ciocalteu.
De la solucion anterior Agitar y agregar 400
tomar 300 pL y aforar HL de Na,CO; al
1700 pL (120 pg/mL) 7,5%.

De la solucién anterior
tomar alicuotas de
100, 200 y 400 pLy
aforar con metanol

Dejar reposar por 30
minutos protegidos de
la luz.

muestra.

Seguir con el mismo
procedimiento que la

765 nm.

Realizar las lecturas a
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Anexo 4. Protocolo para la determinacién del contenido de flavonoides del

extracto metandlico total y las fracciones.

Flavonoides

Curva de calibracion

Preparacion de la muestra

Pesar 1mg de rutina y aforar a 25

mL con MeOH (40 pg/mL) Muestra a 1 mg/mL
Tomar alicuotas de 1; 1,5; 2y 2,5 De la solucion anteror
mL y aforar a 5 mL con MeOH para tomar 2 mL
formar concentraciones de (8; 12;

16y 20 pg/mL )

Afiadir 0,5 mL de AICl; y 2,5 mL
de MeOH.

Seqguir en forma similar a la
muestra.

Dejar reposar por 30 minutos
protegidos de la luz.

Realizar las lecturas a
420 nm.
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Anexo 5. Protocolo para la determinacién de la actividad antioxidante mediante el

método DPPH.

DPPH
1 1 1 1 1
Solucion Solucion de Curva de Preparacién de
madre (SM) trabajo (ST) calibracion la muestra
| | | |
4mg de DPPH | | Tomar 10 mL Pesar 5 mg
en gIOD mL de deSPy Trolox y aforar Preparar a
MeOH (40 adicionar 45 a 10 mL con 1mg/mL muestra.
pg/mL) mL de MeOH. EtOH 96°.
| |
Llevar a volumen Tomar alicuotas
Mantener en Ajustar la Abs con MeOH a 5 de0,2;05 10y
refrigeracién hasta 1,1 + 0,02 mL para formar 2,0 mL
protegido de con MeOH. soluciones de I
g
minutos. ' volimen a 2 mL
I con MetOH,
Tomar 0,3 mL formando
de la solucién soluciones
anterior y afiadir de100, 250, 500
2,7 mlL de y 1000 pg/mL.
DPPH. [

Tomar 0,3 mL de

Agitar, dejar

la solucion
reposar por 30 | | anterior y afadir
minutos y leer a 2 7mL de DPPH.

515 nm.

L Agitar, dejar

reposar por 30

minutos vy leer a
515 nm.
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Anexo 6. Protocolo para la determinacioén de la actividad antioxidante mediante el
método ABTS.

ABTS
1 | 1
Solucion Solucion de Curva de .
madre (SM) trabajo calibracion Prepracion de
| | la muestra
———
Solucién 1 Solucion 2 . Pesar 5 mg de |
La solucién
SN (52) madre diluir Trolox. Preparar a 1
[ [ con MeOH 96°. | mg/mL
Pesar Llevar a |
19,202 mg 3&212484 g' 9 volumen de
de ABTS. 2028 10 mL con Formar sol. de
Leera 734 nmy MeOH. 100, 250, 500y
| | ajustar hasta 1000 pg/mL
obtener un valor I
Llevar a ILle'v‘arg 5 entre 1,1+0,02. |
volumen de 5 |[_|volumen de
mL con agua | | mL con agua Formar sol. de

100, 250, 500
y 1000 pg/mL

Tomar alicuota de
20 uL y 980 yL de
ABTS*.

destilada. destilada Tomar alicuota

de 20 pL y 980
uL de ABTS*

Dejar reposar
por 7 minutos
yleera 734
nm.

Dejar reposar
por 7 min. y leer
a 734 nm.
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Anexo 7. Protocolo para la determinacién de la actividad antioxidante mediante el
método FRAP.

FRAP
1 . 1 |
Solucion Curva de Preparacion
de trabajo calibracion de la
(8T | muestra
I — . 5 mg de Trolox
a%if;]g 1rip2r§:-:1:i$||s- Cloruro férrico volzr:rlnee?&g 10| | Preparara 1
51 triazine hexahidratado mL con MeOH. mg/mL
(S1) (52) (S3) [ |
5 15' Formar sol. F L4
12 M de 100, 250, ormar sol. de
acetato de 76mgde | [ 1352mg 500 v 1000 100, 250, 500 y
g TPTZ en 25| | diluir con 25 y
sodio en 25 — ng/mL 1000 pg/mL .
mL de HCI mL de agua
m de agua 40 mM destilada [ |
destilada. : -
Tozjn§1r2 gll’l:]:tu;}rtas Tomar
; licuotas de 20
Ajustar a pH afiadir 980 pL de| |2 v ofadir 680
3,6 haciendo FRAP. H E’(?g?l;;kp
uso de HCl Homogenizar. I—l:{:-mo enizar
40 mM 9 -
Dejar Dejar reposar
Solucién de trabajo FEpasar por or 30
(ST) 30 minutos y . pt |
. leer a 593 minutos y leer
125 mL de 51,125 nm a 593 nm.
mL de 52 v 12,5 mL )
de 53
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Anexo 8. Proceso de secado y molienda.

Secado de flores.

Proceso de molienda

Mezcla con tierra

diatomeas.
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Anexo 9. Obtencion del extracto metandlico las respectivas fracciones obtenidas

mediante el método ASE.

ASE -
Extracto metandlico

Fraccion hexanica Fraccion etandlica. Fraccidon acuosa.

65




Anexo 10. Resultado del tamizaje fitoquimico.

Extracto acuoso.
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Anexo 11. Reacciones de identificacion cualitativa de flavonoides.
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Anexo 12. Perfil cromatografico HPLC-DAD a 280 nm de los compuestos

fenolicos de la fraccidon metandlica de las flores de Mutisia mathewsii Hook. & Arn.

2004
5-4.103
150 ‘
1-2.080
100+ l ‘
32637 |'3 13-7512
4-3lge7 8- 5647
] 3-2 sziﬂ | '|10 ’ E-??;T 7307
; | | 7- 5.]:|8? | [l] [
|| \ f | 6-4§53 || |
M, | A A SF%“ 1),-{'5,?3

i )L___J,\-I -‘-'1\__J|J|._.,___,|- Ny 4 N '1_4-' A "'Tkr'nr W _'1'____,\ e i
-10 T T T T T ]

0.0 13 25 38 50 63 75 EX] 10.0 113 124
N® Nombre Ret.Time Area Altura Asym. Conc. Plates

min mAU*min mAU (USP) {USP)
1 n.a. 2.08 9.725 112.560 0.77 n.a. 6421
2 n.a. 264 2.418 55.096 112 na. 22169
3 n.a. 2.83 1.547 30.757 1.05 na. 19247
4 n.a. 3.69 3.933 43.603 1.04 na. 9928
5 n.a. 4.10 16.827 164.529 1.11 na. 10160
[ n.a. 4.55 1.849 17.483 1.14 na. 11389
7 n.a. 5.09 1773 22.897 0.98 na. 26145
8 n.a. 565 3.962 43.916 1.22 na. 23988
9 n.a. 6.05 1.249 11.312 1.50 na. 24852
10 |na 6.62 3.806 40.111 1.80 na. 43747
11 |na 7.07 0.602 6.914 0.87 na. 37045
12 |na 7.31 3.440 33.806 1.07 na. 30751
13 |na 7.61 7.557 52.224 1.80 na. 27592
RSD: n.a. 635209 15.46 0.000
R2: n.a. 687433 17.26 0.000
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Anexo 13. Espectros UV-VIS por HPLC-DAD de los compuestos detectados en la

fraccidn metandlica de las flores de Mutisia mathewsii Hook & Arn.

Pesk #1 100% st 2.08 min

Peak #2 100% st 2.64 min

70.0+
70.0
% %
228.4 190.7
50.0 2880 50.0 284.9
25.0- 250
2194
-10,0-
0.0 T T T T T T T T -10.0 T T T T T T T T
190 220 240 2€0 280 300 320 150 250 240 280 280 200 230
P 1 i
70.0+ ok 3 100% =1.2.83 min - Peak #4 100% at 3.89 min
% 0
%
228.0
£0.0 5004 320
25.04 250 2480
213's 2905 21738
-10.0- -100-
= T T T T T T [ T T T T T T T T T
180 220 240 260 280 300 320 190 20 240 260 280 300 320 340 360 380
700 FEBLES_100% ot 410 min 70,0 EEL#8_100% ot 58 min
% %
7.
£0.04 218 )] 798
2421 202
250 25.0-
Pl
-10.0- -10.04
—T T T T T T T T T Gt T T T T T T T T T
150 220 20 200 280 300 30 340 30 380 180 20 240 260 280 00 20 W 80 W0
70,0, EESLHT_100% 81 509 min 700 PEELE8100% 81585 min
% %
50.0 2653 wod 2582
304
2271 217
250 250
71
-10.0- 1004 —o — e — ~ -
T T T T T T T T =T T T T T T T T T T T
190 220 240 260 280 200 320 340 360 180 20 240 20 20 N0 320 M0 %0 B0 40
0 Peak #3_100% 2 805 min an g PES#10 100% 22282 min
¥ s
w04 . 7 04 | =
218
504 =0
1 P
104 e
(g T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
180 20 40 M M W W W MW W K0 % 2 20 0w W w3 ¥ W @ &
Peak#12 1| 781
70,0 FESk#11_100% 8t 7.31 min 70,0~ F30k 12 100% o1 761 min
% %
i 288 004 2580
%60
27
2439
26,0 22 204
1004 -100-
— T T T T T T T T == T T T T T T T T T T T
190 20 240 260 280 300 320 340 360 380 19 2 W W W N W M W W 40
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Anexo 14. Tiempos de retencién de los estdndares de compuestos fendlicos
mediante HPLC-DAD a 280 nm.

N° Estandar Tiempc?,de
retencién

1 acido galico 2.820

2 acido clorogénico 4.040

3 rutina 4.920

4 vainillinico 5.007

5 naringenina 6.047

6 hesperidina 6.087

7 acido fertlico 6.547

8 cumarina 9.133

9 guercetina 9.210
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Anexo 15. Cromatogramas HPLC-DAD de estandares de polifenoles.

Centro de Desarrolo Anilisis y Control de Calidad de Medicamentos
y

Centro de Desarrolo An s y Control de Calidad de Medicamentos

¥ Fi "

Facultad Ciecias de la Salud - EP Farmacia y Bioquimica - UNSCH Facultad Ciecias de la Salud - EP Farmacia y Bioquimica - UNSCH

TESIS FENOLES Y FLAVONOIDES #9 ST GALICO. uv_vis 2 TESIS FENOLES Y FLAVONCIDES #2 ST CLOROGENICO uv_vIs_1
WVL280 i WWWL:340 nr
12820
ﬂ‘ -a010
\ ‘ |
7 A, , . I
00 P 25 ES 50 63 75 s 100 11 124 00 13 2s E s 63 7s 35 100 13 124
N° ‘ Nombre Ret.Time Area Altura Asym.  Conc.  Plates N° Nombre Ret.Time Area Altura Asym. Conc.  Plates
min mAU*min mAU (uSP) (USP) min mAU‘min mAU (usP) (usP)
1_|na 2.82 47738 963.550 113 na. 20736 1] 4.04 59.179 544,699 1.17 1.000 9477
RSD: 963 550 713 0.000 RSD: 0.000 544,699 7 1.000
R2: 963 550 143 0.000 R2: 100.000 544,699 147 1.000

Centro de Desarrolo Andlisis y Control de Calidad de Medicamentos
y Fitomedi
Facultad Ciecias de la Salud - EP Farmacia y Bioquimica - UNSCH

Centro de Desarrolo Analisis y Control de Calidad de Medicamentos
y Fi
Facultad Ciecias de la Salud - EP Farmacia y Bioguimica - UNSCH

TESIS FENOLES ¥ FLAVONOIDES &5 STRUTINA UV_vis_1 TESIS FENOLES Y FLAVGNOIDES # STVAINILLINICO UV_Is_3
2007 L0 12007 VL33
1,000
a5
e
s
i 1-5.007
ars| |
1 as20 ] |
‘l‘ ] |
I i \H\
0k - -0 T T ;_J‘( T T T T T
o 13 25 s s 63 75 55 i s e 00 13 25 38 50 63 75 88 100 s s
o Nombre RetTime Aren Altura Asym. Gono.  Piates N° ‘ Nombre Ret.Time Area Altura Asym.  Conc.  Plates
min mAU*min mAU USP) (USP) min mAU"min mAU (UsP) {USP) |
T o 192 55,129 338,465 106 o 51463 1 |na. 5.01 42475 426.468 1.04 na. 16340
RSD: na. 338 465 1.06 0.000 RSD: n.a. 426.468 1.04 0.000
R2: n.a. 338.465 1.06 0.000 R2: n.a. 426.468 1.04 0.000
Centro de Desarrolo Andlisis y Control de Calidad de Medicamentos
yFi i Centro de Desarrolo Anilisis y Control de Calidad de Medicamentos
Facultad Ciecias de la Salud - EP Farmacia y Bioquimica - UNSCH y Fitomedicamentos
Facultad Ciecias de la Salud - EP Farmacia y Bioquimica - UNSCH
ST NARGININA UV VIS 2
WL280
1 1 200-TESIS FENOLES Y FLAVONOIDES # ST HESPERIDINA UV VIS 2
1 S | WUL280
000}
75
o ]
500
i 1-6.047 1 1-6087
754 |
1 75|
1 =H
| 5 |
i | ! |
| — | A -
0 IS 25 38 50 83 s i8 100 13 24 oo 13 25 38 s 63 75 a8 100 13 124
N° Nombre Area . Altura Asym. Conc.  Plates N° Nombre Ret.Time Area Altura Asym. Conc.  Plates
mAU‘min mAU (UsP) (UsP) min mAU‘min mAU (USP) (USP)
1 lna 36616 Apass 101 na. 33916 1 Ina. 609 36.568 446076 106 na._ 35520
RSD: na. 416.445 1m 0.000 RSD: na. 446.076 1.06 0.000
R2: na. 416,445 101 0.000 R2: na. 446076 1.06 0.000
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Centro de Desarrolo Anilisis y Control de Calidad de Medicamentos Centro de Desarrolo Andlisis y Control de Calidad de Medicamentos
y Fi y Fi i
Facultad Ciecias de la Salud - EP Farmacia y Bioquimica - UNSCH Facultad Ciecias de la Salud - EP Farmacia y Bioquimica - UNSCH
1 20 TESIS FENDLES Y FLAVONOIDES #5 STFERULICO UV VIS 1 " 20p. TESIS FENOLES ¥ FLAVONGIDES #10 ST COUMARINA UV VIS 2
WWL340m WLZ80 m
1-913
16507
s “ ! . ey —— .
oo 13 25 38 o 63 75 ds 100 113 124 o0 13 25 38 s0 &3 s 88 100 ms 14
N Nombre Ret.Time Area Altura Asym. Conc.  Plates N Nombre Ret.Time Area Altura Asym.  Conc.  Plates
min mAU*min mAU (USP) (USP min mAU*min mAU (USP) USP)
T e G55 92084 80450 107 v 30—]—750 1 |na 9.13 117407 1093232 104 na. 46274
RSD: na. 969460 107 0000 RSD: na. jos2sz 10 0000
s e o) 107 0000 Rz na. 093232 114 0.000

Centro de Desarrolo Andlisis y Control de Calidad de Medicamentos
y Fitomedicamentos
Facultad Ciecias de la Salud - EP Farmacia y Bioguimica - UNSCH
TESIS FENOLES Y FLAVOHNOIDES #7 ST QUERCETINA UV_VIS_1
VL340 0
1-9.210
PR L
00 13 25 38 50 63 75 58 100 112 124
N°® Nombre Ret.Time Area Altura Asym. Conc. Plates
min mAU*min mAU UsSP) {USP]
1 Ina. 9.21 46.008 496.199 117 na.__ 67307
RSD: na. 486.199 117 n.000
Rz n.a. 496 139 117 0.000
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Anexo 16. Espectro UV-VIS por HPLC-DAD de estandares de polifenoles.
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Anexo 17. Fraccionamiento por cromatografia en columna.
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Anexo 18. Curva de calibraciéon de acido galico para la cuantificacion de fenoles

totales.
1,000 +
0,800 -+
o
% 0,600 + ®
o]
5 y = 0,01x + 0,0255
3 Rz = 0,9998
" ,
0,400 -+ - ®
0,200 + ®
o
0,000 : ; : 1 : 1 : 1 : 1 : |
0 10 20 30 40 50 60

Acido galico (ug/mL)
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Anexo 19. Curva de calibracién de rutina para la cuantificacién de flavonoides

totales.
1,000 T
y = 0,0269x + 0,005
Rz=1 [

0,800 + :
p .
§ 0,600 -+
e o
o
3 °
< 0,400 |

°
0,200 + ®
0,000 1 1 1 |
0 10 20 30 40

Rutina (ug/mL)
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Anexo 20. Muestras obtenidas del extracto metanélico para realizar la actividad

antioxidante porcentual mediante DPPH.

Fraccion metandlica.

Fraccion de acetato de etilo.

Extracto metandlico.
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Anexo 21. Muestras obtenidas del extracto metandlico para realizar la actividad

antioxidante porcentual mediante ABTS.

Fracciéon metandlica.

Fraccién de acetato de etilo.

Extracto metandlico.
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Anexo 22. Muestras obtenidas del extracto metanélico para realizar la actividad

antioxidante porcentual mediante FRAP.

Fraccion metandlica.

Fraccion de acetato de etilo.

Extracto metandlico.
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Anexo 23. Datos estadisticos de los valores del contenido de fenoles y flavonoides

en las flores de Mutisia mathewsii Hook & Arn.

Descriptivos

95% del intervalo de

confianza
Desv. Error Limite Limite
N  Media Estandar estandar _ inferior  superior Minimo Mé&ximo
TPC Fraccion metandlica 3 95,1 1,3 0,7 91,9 98,2 93,7 96,1
Fraccién de acetato 3 24,7 1,2 0,7 21,7 27,6 23,3 25,5
de etilo
Extracto metandlico 3 84,8 3 0,2 84,1 85,6 84,5 85,0
TFC Fraccion metandlica 3 56,6 2,4 1,4 50,6 62,7 53,9 58,2
Fraccién de acetato 3 4,6 0,3 0,2 3,8 54 4,2 4,8
de etilo
Extracto metandlico 3 80,6 15 0,9 76,9 84,3 78,9 81,6
Prueba de homogeneidad de varianzas
Estadistico de
Levene gll gl2 Sig.
TPC Se basa en la media 2,917 2 6 0,130
TFC Se basa en la media 6,290 2 6 0,034
ANOVA
Suma de
cuadrados gl Media cuadrética F Sig.
TPC Entre grupos 8681,242 2 4340,621 4221,846 3,58 x 101
Dentro de grupos 6,169 6 1,028
Total 8687,411 8
TFC Entre grupos 9070,490 2 4535,245 1661,059 3,86 x 10°
Dentro de grupos 16,382 6 2,730
Total 9086,872 8
Tukey-TPC
Subconjunto para alfa = 0.05
Factor N 1 2 3
Fraccion de acetato de etilo 3 24,65
Extracto metandlico 3 84,82
Fraccion metandlica 3 95,05
Sig. 1,000 1,000 1,000
TFC
Subconjunto para alfa = 0.05
Factor N 1 2 3
Fraccion de acetato de etilo 3 4,56
Fraccion metandlica 3 56,64
Extracto metandlico 3 80,61
Sig. 1,000 1,000 1,000
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Anexo 24. Datos descriptivos de los valores la actividad antioxidante in vitro por

el método de DPPH de las flores de Mutisia mathewsii Hook & Arn.

Datos descriptivos

95% del intervalo de

confianza
Tratamiento N Media I?esv. 'Error — — Minimo Maximo
Estandar Estandar Limite Limite
inferior superior
FA_100 3 8,08 0,19 0,11 7,60 8,56 7,93 8,30
FA_250 3 14,21 0,21 0,12 13,68 14,74 14,09 14,46
FA_500 3 17,57 0,47 0,27 16,40 18,73 17,07 18,00
FA_1000 3 23,41 0,25 0,14 22,79 24,03 23,13 23,60
FM_100 3 16,02 0,29 0,17 15,29 16,75 15,68 16,19
FM-250 3 27,54 0,60 0,35 26,06 29,03 26,86 27,97
FM_500 3 47,34 0,64 0,37 45,77 48,92 46,61 47,71
FM_1000 3 68,95 0,48 0,28 67,76 70,15 68,56 69,49
EM_100 3 9,57 0,43 0,25 8,50 10,64 9,14 10,00
EM_250 3 24,08 0,47 0,27 22,92 25,25 23,76 24,62
EM_500 3 43,55 0,39 0,22 42,59 44,51 43,23 43,98
EM_1000 3 66,99 0,28 0,16 66,29 67,69 66,67 67,20
Total 36 30,61 20,59 3,43 23,64 37,58 7,93 69,49
Leyenda: FA: Fraccion de acetato de etilo; FM: Fraccién metandlica; EM: Extracto metandlico
Prueba de homogeneidad de varianza
Estadistico de .
Levene gll gl2 Sig.
Se basa en la media 1,30 11,00 24,00 0,29
Analisis de varianza
. Suma de Media .
Media cuadrados 9l cuadréatica F Sig.
Entre grupos 14840,81 11,00 1349,16 7797,26 7,8 x 104°
Dentro de grupos 4,15 24,00 0,17
Total 14844,96 35,00
Prueba de Tukey
Tratamiento N Subconjunto para alfa = 0,05
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
FA_100 3 8,08
EM_100 3 9,57
FA_250 3 14,21
FM_100 3 16,02
FA_500 3 17,57
FA_1000 3 23,41
EM_250 3 24,08
FM-250 3 27,54
EM_500 3 43,55
FM_500 3 47,34
EM_1000 3 66,99
FM_1000 3 68,95
Sig. 1,00 100 100 100 100 O,712 1,00 100 1,00 1,00 1,00

Leyenda: FA: Fraccion de acetato de etilo; FM: Fraccion metandlica; EM: Extracto metandlico
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Anexo 25. Datos descriptivos de los valores la actividad antioxidante in vitro por

el método de ABTS de las flores de Mutisia mathewsii Hook & Arn.

Datos descriptivos

95% del intervalo de

Desv. Error confianza

Tratamiento N Media Estandar Estandar Limite Limite Minimo Méaximo
inferior superior
FA_100 3 3,32 0,16 0,09 2,92 3,72 3,13 3,41
FA_250 3 7,63 0,50 0,29 6,39 8,88 7,11 8,11
FA_500 3 16,64 0,57 0,33 15,22 18,06 16,07 17,21
FA_1000 3 30,68 0,82 0,47 28,64 32,71 29,73 31,15
FM_100 3 5,67 0,33 0,19 4,85 6,49 5,29 5,86
FM-250 3 17,28 0,76 0,44 15,41 19,16 16,71 18,14
FM_500 3 33,43 0,94 0,54 31,10 35,76 32,57 34,43
FM_1000 3 59,52 0,58 0,33 58,09 60,95 59,00 60,14
EM_100 3 6,62 0,31 0,18 5,85 7,38 6,37 6,96
EM_250 3 21,33 0,51 0,30 20,06 22,61 20,74 21,63
EM_500 3 40,54 0,81 0,47 38,52 42,57 40,00 41,48
EM_1000 3 65,14 0,56 0,32 63,74 66,53 64,74 65,78
Leyenda: FA: Fraccién de acetato de etilo; FM: Fraccion metandlica; EM: Extracto metandlico
Prueba de homogeneidad de varianzas
EStig'Vsé'r?g de gl1 gl2 Sig.
Se basa en la media 1,340 11 24,0 0,263
Andlisis de varianza
Diferencia cusaudT;:igg g cuad'\r/léet:](l:lg F Sig-
Entre grupos 14306,6 11 1300,60 3465,73 1,3x10°%
Dentro de grupos 9,0 24 0,38
Total 14315,6 35
Prueba de Tukey
Subconjunto para alfa = 0,05
Concentracion N
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
FA_100 3 332
FM_100 3 5,67
EM_100 3 6,62 6,62
FA_250 3 7,63
FA_500 3 16,64
FM-250 3 17,28
EM_250 3 21,33
FA_1000 3 30,68
FM_500 3 33,43
EM_500 3 40,54
FM_1000 3 59,52
EM_1000 3 65,14
Sig. 1,00 0,75 0,67 0,97 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00

Leyenda: FA: Fraccion de acetato de etilo; FM: Fraccién metanélica; EM: Extracto metanélico
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Anexo 26. Datos descriptivos de los valores la actividad antioxidante in vitro por

el método FRAP de las flores de Mutisia mathewsii Hook & Arn.

Datos descriptivos

Desv.

Error

95% del intervalo de
confianza

Tratamiento N Media Estandar Estandar Limite Limite Minimo Méximo
inferior superior
FA_100 3 1,84 0,17 0,10 1,42 2,25 1,74 2,03
FA_250 3 8,56 0,80 0,46 6,58 10,54 7,65 9,14
FA_500 3 19,39 1,06 0,61 16,76 22,01 18,36 20,47
FA_1000 3 32,62 0,08 0,05 32,42 32,82 32,53 32,67
FM_100 3 14,43 0,92 0,53 12,15 16,71 13,90 15,49
FM-250 3 28,34 0,40 0,23 27,34 29,34 27,96 28,76
FM_500 3 44,87 1,29 0,74 41,68 48,07 43,90 46,33
FM_1000 3 60,59 0,92 0,53 58,30 62,88 59,55 61,30
EM_100 3 12,08 1,32 0,76 8,79 15,37 11,18 13,60
EM_250 3 31,66 1,68 0,97 27,50 35,83 29,73 32,71
EM_500 3 46,86 0,89 0,51 44,66 49,07 45,94 47,71
EM_1000 3 63,50 0,35 0,20 62,63 64,38 63,10 63,75
Leyenda: FA: Fraccién de acetato de etilo; FM: Fraccién metandlica; EM: Extracto metanélico
Prueba de homogeneidad de varianzas
Es?‘;'\fgﬁg de gl1 gl2 Sig.
Se basa en la media 2,987 11 24 0,062
Andlisis de varianza
Diferencia cuSaudTeiigZ g cuad’\rlle'figzliajl1 F Sig.
Entre grupos 13510,2 11 1228,2 1369,3 8,9 x 103
Dentro de grupos 21,5 24 0,9
Total 13531,692 35
Prueba de Tukey
Tratamiento N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3 4 5 6 7 8 9

FA_100 3 1,84

FA_250 3 8,56

EM_100 3 12,08

FM_100 3 14,43

FA_500 3 19,39

FM-250 3 28,34

EM_250 3 31,66

FA_1000 3 32,62

FM_500 3 44,87

EM_500 3 46,86

FM_1000 3 60,59

EM_1000 3 63,50

Sig. 1,00 1,00 0,16 1,00 1,00 0,98 0,35 1,00 1,00

Leyenda: FA: Fraccion de acetato de etilo; FM: Fraccion metandlica; EM: Extracto metandlico
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Anexo 27. Datos descriptivos de los valores de concentracion eficiente
antioxidante de las flores de Mutisia mathewsii Hook & Arn.
Descriptivos
95% del intervalo
de confianza
Desv.  Error Limite Limite
N Media  Estandar Est. inferior superior Minimo Mé&ximo
CE50 Fraccion metandlica 3 697,6 6,6 3,8 681,1 714,1 693,55 705,2
DPPH  Fraccién de acetato de etilo 3 2587,4 50,1 28,9 24629 2711,8 2546,9 26434
Extracto metandlico 3 547,2 9,4 54 523,9 570,6 536,4 553,0
CE50 Fraccién metandlica 3 819,3 7,7 4.4 800,1 838,4 813,9 828,1
ABTS Fraccion de acetato de etilo 3 1620,7 36,2 20,9 1530,8 1710,7 1592,2 1661,5
Extracto metandlico 3 724,2 5,6 3,3 710,2 738,2 720,1 730,7
CE50 Fraccion metandlica 3 1480,4 7,0 4,0 1463,0 1497,8 1473,0 14869
FRAP Fraccién de acetato de etilo 3 725,3 16,3 9,4 684,8 765,9 711,2 743,2
Extracto metandlico 3 678,6 9,1 52 656,0 701,1 6714 688,8
Prueba de homogeneidad de varianzas
Estadistico de
Levene gll gl2 Sig.
CE50 DPPH Se basa en la media 6,774 2 6 0,029
CE50 ABTS Se basa en la media 6,804 2 6 0,029
CE50 FRAP Se basa en la media 1,490 2 6 0,298
ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadrética F Sig.
CES50 DPPH Entre grupos 7756039,209 2 3878019,604  4402,881 3,15 x 10
Dentro de grupos 5284,748 6 880,791
Total 7761323,957 8
CE50 ABTS Entre grupos 1455147,101 2 727573,551 1555,236 7,13 x 10°
Dentro de grupos 2806,931 6 467,822
Total 1457954,032 8
CE50 FRAP Entre grupos 1215271,181 2 607635,590 4578,162 2,80 x 10°%°
Dentro de grupos 796,349 6 132,725
Total 1216067,530 8
Tukey CE50 DPPH
Subconjunto para alfa = 0,05
Factor N 1 2 3
Extracto metandlico 3 547,21
Fraccion metandlica 3 697,58
Fraccion de acetato de etilo 3 2587,35
Sig. 1,000 1,000 1,000
CE50 ABTS
Subconjunto para alfa = 0,05
Factor N 1 2 3
Extracto metandlico 3 724,23
Fraccion metandlica 3 819,25
Fraccién de acetato de etilo 3 1620,74
Sig. 1,000 1,000 1,000
CE50 FRAP
Subconjunto para alfa = 0,05
Factor N 1 2 3
Extracto metandlico 3 678,5633
Fraccién de acetato de etilo 3 725,3367
Fraccion metandlica 3 1480,4067
Sig. 1,000 1,000 1,000
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Anexo 28. Matriz de consistencia.

TITULO

PROBLEMA

OBJETIVO

HIPOTESIS

VARIABLES

METODOLOGIA

Tamizaje fitoguimico,
contenido de compuestos
fendlicos, flavonoides y
potencial antioxidante de
lag flores de Mubisiz
rathewsi Hook, & Am.

"chinchilcuma®.

Problema general
iCudles s0n los
metabolitos secundatios,
compuestos  fendlicos,
flavanoides v potencial
antioxidante de las flores
mathewsi

At

de  Mutisia
Hook? 8
"chinchilcuma™?
Problemas especificos.

s0n los

5.Cual
metabolitos
secundarios presentes
en las flores de Mutisia
mathewsii  Hook &
Arn.?

iCual es el contenida

de fenoles totales y

flavonoides  en  las

flares  de  Mutisi
mathewsi  Hook &
Arn.?

e ;Tendra actividad

antinxidante las flores
de Mutisiz mathewsi
Hook & Am.?

Objetivo energal:

Identificar los metabolitos

secundarios presentes en

las

flores de Mutisa

mathewsitHook, & Am., vy

evaluar el contenido de

compuestos

fendlicos

flav onoides ¥ su potencial

antinxidante i witra,

Objetivos especificos:

Identificar los
metabolitos

secundarios presentes
en las flores de Mutisiz

mathewsil Hook &
A
Cuantificar el

contenido de fenoles
totales y flavonoides

en las flares de Mutisiz

mathewsiy Hook &
A,
Evaluar la  actividad

antioxidante inwitra de

las  flores  Mutisz
mathewsiy Hook &
A,

Hi: Las  flores  de
Mutisia mathewsi Hook &

Arn. presentan metaboltos

secundarios, tales como
flavanoides, fenoles i
taninos.

H:: Las  flores e

Mutisiz mathewsd Hook &
Arn.

contenida de compuestos

presentan  un  alto

fendlicos y de flavonoides.
Hs: Las
Mutisia mathewsi Hook &

flores de

Arn. presentan un moderado

potencial antioxidante.

Variable independiente:

s Extracto metandlico de las flores
de Mutisia mathewsi Hook. & Am.

s Fraccidn de acetato de etilo de las
flares de Mubtisia mathewsil Hook.
& Am .

e Fraccidn metandlica de las flores
de Mutisia mathewsii Hook. & Am

Variable dependienta:

e Contenido de fenoles totales (my
GAE/).

e Contenido
RLE/g).

o Actividad antioxidante (%AR%) y
concentracidn

de flavonoides (mg

eficiarta

antioxidante (pgfmb),

Tipo de investigacidn:

Basica.

Definicidn de la poblacion y muestra.
Poblacidn:

Flares de Mutisia mathewsiiHook & Am.
Muestra:

800 g de flores Mutisia mathewsiiHook. & Am.
recolectadas en los afloramientos rocosos del
Bosgue de Piedras"Huaraca”.

Métodos instrumentales:

Para identificar los metab olitos secundarios de
las flores se utilizara el tamizaje fitoguimico y
cromatogafia liguida de alta precisidn, por otro
lado, para determinar los fenoles y flav onoides;
la respectiva actividad antioxidante (DPPH,
ABTS y FRAF), seran evaluados mediarte
técnicas por espectrofotometria Uvsvis.
Andlisis estadisticos:

Los datos se expresaron como pramedios con
su correspondiente error estand ar de la media.
Los resultados se presentaron en tablas v
figuras. Se llevd a cabo un analisis de varianza
para detectar diferencias estadisticamente
significativas (p = 003) en el contenido de
fenoles totales, flavonoides y la  actividad
antioxidante entre los diferentes tratamientos,
utilizando el analisis  de  warianza y
comparaciones miltiplesmediante la prueba de

Tukey, con el software SPSS
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En la ciudad de Ayacucho, siendo las cinco de la tarde del dia quince de noviembre de
dos mil veinticuatro, se reunieron en el Auditorio de la Facultad de Ciencias de la Salud
los docentes miembros del jurado evaluador de sustentacién, para el acto de
sustentacion de trabajo de tesis titulado: Tamizaje fitoquimico, contenido de compuestos
fendlicos, flavonoides y potencial antioxidante de las flores de Mutisia mathewsii Hook.
& Arn. “chinchilcuma”. Presentado por la bachiller Lis Carola ROJAS ESPINOZA para optar
el titulo profesional de Quimico Farmacéutico.

El Jurado evaluador de sustentacién esta conformado por:

Presidente (delegado por el Decano) : Prof. Edgar Cardenas Landeo
Miembros : Prof. Edgar Cardenas Landeo

: Prof. Kirianova Godoy Bautista
4to jurado : Prof. Gabriela Bellido Mujica
asesor : Prof. Marco R. Aronés Jara
secretaria Docente : Prof. Edith E. Conislla Caceres

Con el quorum de reglamento se dio por inicio la sustentacion de tesis, el presidente de
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Da inicio la exposicién la Bachiller: Lis Carola ROJAS ESPINOZA; vy, una vez concluida la
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PROMEDIO FINAL: 18




De la evaluacidn realizada por los miembros del jurado calificador, llegaron al siguiente
resultado: Aprobar a la Bachiller Lis Carola ROJAS ESPINOZA, quien obtuvo la nota final
de Dieciocho (18) para la cual los miembros del jurado evaluador firman al pie del
presente. Siendo las 06:50 pm del dia, se da por concluido el presente acto academico.
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