CIENCIA E INVESTIGACION 2020 23(1):15-18 ISSN Online: 1609-9044
DOI: http://dx.doi.org/10.15381/ci.v23i1.18718 ISSN impreso: 1561-0861
FACULTAD DE FARMACIA Y BloQuimICcA

Articulo Original

Metabolitos secundarios y capacidad antioxidante del extracto
hidroalcohdlico de hojas de Minthostachys mollis (muia)

Secondary metabolites and antioxidant capacity of the hydroalcoholic extract
of the leaves of Minthostachys mollis (mufia)

Carlos Cano P. ', Pablo Bonilla R. 2, Rubén Valdivieso |. 3

Recibido: 13/12/2019 Aceptado: 07/02/2020 Publicado: 31/08/2020

Resumen

El objetivo de la presente investigacion fue identificar algunos metabolitos secundarios en el extracto hidroalcéholico de
hojas de Minthostachys mollis (mufia), y determinar su Capacidad antioxidante. La especie vegetal se recolecto en el dis-
trito de Huamanguilla (3276 msnm), provincia de Huanta, Ayacucho. El extracto se preparé con hojas secas pulverizadas
de Minthostachys mollis (mufia), mediante maceracion hidroalcoholica, con el que se realizaron ensayos de solubilidad
con solventes de diferente polaridad, asi como también la marcha fitoquimica, luego se separaron algunos metabolitos
secundarios por cromatografia en capa fina obteniéndose 12 fracciones las que fueron leidas al espectrofotometro UV-
vis. En el extracto hidroalcéholico se determiné su capacidad antioxidante (DPPH, ABTS). Mediante espectroscopia UV
visible se propone la estructura quimica de 5 flavonas y 1 flavanona. Se hall6é buena Capacidad antioxidante mediante los
métodos DPPH y ABTS.

Palabras clave: Extracto hidroalcohodlico de Minthostachys mollis; Capacidad antioxidante; DPPH; ABTS; espectroscopia
UV-vis.

Abstract

The objective of the present investigation was to identify some secondary metabolites in the hydroalcoholic extract of lea-
ves of Minthostachys mollis (mufia), and determine its antioxidant capacity. The plant species was collected in the district
of Huamanaguilla (3276 masl), province of Huanta, Ayacucho. The extract was prepared with dried powdered leaves of
Minthostachys mollis (mufia), by hydroalcoholic maceration, with which solubility tests were carried out with solvents of
different polarity, as well as the phytochemical march, then some secondary metabolites were separated by layer chro-
matography fine obtaining 12 fractions which were read to the UV-vis spectrophotometer. In the hydroalcoholic extract its
antioxidant capacity (DPPH, ABTS) was determined. The chemical structure of 5 flavones and 1 flavanone is proposed by
visible UV spectroscopy. Good antioxidant capacity was found using the DPPH and ABTS methods.

Keywords: Hydroalcoholic extract of Minthostachys mollis; antioxidant capacity; DPPH; ABTS; UV-vis spectroscopy.
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INTRODUCCION

Los antioxidantes son compuestos que evitan la forma-
cién de radicales libres. Estos (antioxidantes) brindan
proteccién al cuerpo humano mediante la inhibicién de
varias reacciones de cadena oxidante. Las especies reac-
tivas de oxigeno generadas (ERO) reaccionan exdgena-
mente con diversas biomoléculas presentes en la piel y
desempefan un papel importante en los trastornos de la
piel. Los compuestos fendlicos son sustancias bioactivas
ampliamente distribuidas en las plantas, siendo compo-
nentes importantes de la dieta humana, comprenden
una gran diversidad, como son los flavonoides (anto-
cianinas, flavonoles, flavonas, etc.) y varias clases de no
flavonoides (dcidos fendlicos, ligninas, estilbenos). Los
antioxidantes naturales son efectivos para prevenir la
formacién de radicales libres al eliminarlos o promover
su descomposicién y suprimir los trastornos. Algunos
compuestos inhiben el inicio o la propagacién de reac-
ciones de cadena oxidativa, previniendo o reparando el
dafo oxidativo causado por las células del cuerpo pro-
movidas por el oxigeno'.

En la actualidad, el uso de extractos con componen-
tes bioactivos de una variedad de productos botdnicos
en cosméticos cumple dos funciones: el cuidado del
cuerpo y como ingredientes para influir en las funcio-
nes bioldgicas de la piel, proporcionando los nutrien-
tes para una piel saludable. En general, las plantas
nativas son una fuente rica de vitaminas, antioxi-
dantes, aceites esenciales, hidrocoloides, proteinas,
terpenoides y otros compuestos bioactivos. Seglin su
composicién, estos extractos pueden aportar diferen-
tes propiedades®?.

MATERIALES Y METODOS
Obtencién de la especie vegetal

Fue recolectada en el distrito de Huamanguilla (3276
msnm), 13°00’40”S 74°10°24”O; provincia de Huanta,
Regién Ayacucho. Su clasificacién taxonémica se realizé

en el Museo de Historia Natural, UNMSM.
Preparacién del extracto

Se utilizé 1,00 Kg de hojas secas trituradas de Minthos-
tachys mollis (muna) para realizar la extraccién por ma-
ceracién hidroalcéholica. Se agregé 5 L de alcohol etili-
co y se dejé en maceracién durante 6 dias, agitando tres
veces al dia manualmente. La solucién obtenida se filtrd
con papel Whatman N° 40 y el filtrado se llevé a secar a
40°C en una estufa con aire circulante por 3 dias con el
fin de obtener el extracto seco. El proceso de extracciéon
se realizé en el laboratorio del Instituto de Investigacion
en Ciencias Farmacéuticas y Recursos Naturales “Juan

de Dios Guevara” de la Facultad de Farmacia y Bioqui-
mica de la UNMSM.

El extracto seco se utilizé para realizar la prueba de so-
lubilidad, la marcha fitoquimica, luego se visualizaron
y separaron algunos metabolitos secundarios por cro-
matografia en capa fina (CCF)’ y se determinaron los
espectros UV — vis de los componentes quimicos®.
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Andlisis Cromatogrifico del Extracto

Mediante la técnica de cromatografia en capa fina prepa-
rativa se aislaron metabolitos secundarios. Se usé como
fase estacionaria Silica Gel G-60 y fase mévil clorofor-
mo: metanol en la proporcién de 3:1; y como revelador
la ldmpara de luz UV. Se obtuvieron 12 fracciones que
presentaron fluorescencia a la luz UV a 366 nm.

Se llevaron al andlisis espectrofotométrico UV en el
rango de 200 a 400nm descartdndose 6 fracciones, fi-
nalmente al analizar los espectros UV de las fracciones
1,2,5,6,7 y 11 y al comparar las longitudes de onda de
los picos de cada fraccién con tablas publicadas por Ma-
bry et al. permitié proponer estructuras®.

Capacidad antioxidante del extracto

Se realizé utilizando los métodos 2,2-difenil-1-picril-
hidracilo (DPPH) y 2,2 -azinobis (dcido 3-etilben-
zotiazolina-6-sulfénico) (ABTS ). La Vitamina C y el
Trolox se usan como patrones de comparacién para
con los extractos®”.

RESULTADOS

Tabla 1. Prueba de solubilidad del extracto hidroalcohdlico de
hojas de Minthostachys mollis (mufia)

Ne SOLVENTES FORMULA RESULTADO
1 Agua destilada H,0 +

2 Etanol EtOH +++

3 Metanol MeOH e+

4 n-butanol N -BuOH ++

5 Cloroformo CHCI, ++

6 Acetato de etilo EtOAc ++

7 Eter etilico Et,0 +

8 Diclorometano CH,CI, ++

Leyenda: ( +++ ) Muy soluble, ( ++ ) Soluble, ( +) Poco soluble, (-) Insoluble.

Tabla2. Marcha Fitoquimica del extracto hidroalcohdlico de hojas
de Minthostachys mollis (mufia)

REACTIVO RESULTADO METABOLITO
FeCl, +++ Compuestos fenolicos
Shinoda +++ Flavonoides
AICI, +++ Flavonoides
Reactivo de Dragendorff ++ Alcaloides
Reactivo de Mayer ++ Alcaloides
Gelatina/ Na(OH) ++ Taninos
Reactivo de Molish ++ Glicésidos
Reactivo de Liberman ++ Esteroides/terpenoides
Ninhidrina - Aminoacidos libres

Leyenda: (+++) Abundante, (++) Regular, (+) Poco, (-) Ausencia
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Tabla 3. Propuesta de componentes quimicos en el extracto
hidroalcohdlico de hojas de Minthostachys mollis (mufia)

ESTRUCTURA QUIMICA

N° EtOH
FRACCION ﬂ“mdx (nm) PROPUESTA

1 280,330 4’ 5,7 ,8-tetrahidroxiflavona

2 274,316 5, 6, 7-trihidroxi — 4’-metoxi flavona

5 274,311 5,6, 7-trihidroxiflavona

6 282,336 5-hidroxi-3°,4,6,7,8-pentametoxiflavona
7 279,338 5,7-dihidroxi-3",4",6,8-tetra metoxiflavona
1 284,335 3°,4",5,6,7-pentametoxiflavanona

Tabla 4. Capacidad antioxidante del extracto hidroalcéholico de
hojas de Minthostachys mollis (mufa), Vitamina C y Trolox (expre-
sado como Cl, ) DPPH, ABTS

cl,,,, (DPPH)

cl,,, (ABTS)

muia 136,2 ug/mL 388,9 ug/mL
Vitamina C 10,44 ug/mL 158,8 ug/mL
Trolox 10,42 ug/mL 177,9 ug/mL

Tabla 5. Capacidad antioxidante del extracto hidroalcoholi-
co de hojas de Minthostachys mollis (mufia), equivalente a
Vitamina C (CAEEVC) y equivalente a Trolox (CAEET) por los
métodos DPPH y ABTS

Extracto/Método CAEEVC CAEET 100 % VitC 100 % Trolox
Extracto (Muia)

Ante DPPH 13,046 13,071 7,66 % 7,65 %
Extracto (Mufa)

Ante ABTS 2,449 2,186 40,83 % 45,75 %

Mediante el método DPPH del extracto hidroalcéholico
de Minthostachys mollis (mufa) y los patrones de com-
paracién Trolox y Vitamina C, se obtuvieron un CI50
de: 136,25 10,42; y 10,44 pg/mL respectivamente. Por
el método DPPH el valor de la capacidad antioxidante
del extracto de muna equivalente a Trolox(CAEET) fue
13,071 mg muestra/mg Trolox y el valor de la capacidad
antioxidante del extracto de mufa equivalente a Vitami-
na C(CAEEVC) fue 13,046 mg muestra /mg Vitamina

C respectivamente.

2,186 mg muestra/mg Trolox y el valor de la capacidad
antioxidante del extracto de mufa equivalente a Vitami-
na C(CAEEVC) fue 2,449 mg muestra /mg Vitamina C
respectivamente. (Tablas 4,5)

DISCUSION

La prueba de solubilidad indica que el extracto hidro-
alcéholico de las hojas de mufia se disuelven bien en
metanol y etanol, entonces los componentes quimicos
del extracto analizado son de alta polaridad (Tabla 1).

El tamizaje fitoquimico mostr6 la presencia de alcaloi-
des, flavonoides y triterpenos. Estos metabolitos tam-
bién fueron reportados por Castillo (2010) “en extracto
acuoso y metanélico de las hojas de Minthostachys mo-
Ulis” Los flavonoides y compuestos fenélicos son los més
abundantes en este extracto y estarfan relacionados con
el efecto antioxidante®® (Tabla2).

CIENCIA E INVESTIGACION 2020; 23(1)

A través de las pruebas cromatogrificas se confirmé en
el extracto hidroalc6holico la presencia de flavonoides,
revelindose los cromatogramas con luz UV 366 nm.

Mediante espectroscopia UV-vis se encontré que las
fracciones F1,F2,F5,F6,F7 y F11 correspondian a fla-
vonoides del tipo de las flavonas y flavanonas, sugirién-
dose como: F1 4,5,7,8-tetrahidroxiflavona, F2 5, 6,
7-trihidroxi — 4’-metoxi flavona , F5 5,6, 7-trihidroxi-
flavona, F6 5-hidroxi-3,4",6,7,8-pentametoxiflavona,
F7 5,7-dihidroxi-3",4",6,8-tetra metoxiflavona y F11
3’,4’,5,6,7-pentametoxiflavanona* ( Tabla 3 ).

Respecto a la Capacidad antioxidante del extracto hi-
droalcdholico de Minthostachys mollis (mufa) (Tablas
4y 5). La CL, corresponde a la concentracién del
extracto (ug/mL) que reduce en un 50% la absorbancia
de una solucién metanélica de DPPH como control a
517 nm. La Vitamina C y el Trolox se utilizan como
referencia o control en las determinaciones de la Capa-
cidad antioxidante. Los valores de CI50% se interpre-
tan: a menor valor de CL, le corresponde mayor Ca-
pacidad antioxidante. Asi mediante el metodo DPPH
el Trolox (10,42 ug/mL) presenta mayor Capacidad
antioxidante, luego sigue Vitamina C (10,44) ug/mL
y la mufa con menor Capacidad antioxidante (136,2
ug/mL). El valor de 13,046 significa que 13,046 ug
(mg o g) de extracto de mufa equivale a 1 ug (mg o g)
de Vitamina C para responder el mismo efecto antioxi-
dante mediante el método DPPH. El valor de 13,071
significa que 13,071 ug de extracto de muna equivale a
1 ug de Trolox para responder el mismo efecto antioxi-
dante mediante el método DPPH. El valor de 2,449
significa que 2,449 ug de extracto de mufa equivale
a 1 ug de Vitamina C para responder el mismo efecto
antioxidante mediante el método ABTS. El extracto de
muna presenta una Capacidad antioxidante del 7,66
% de la Capacidad antioxidante de la Vitamina C to-
mado como referente mediante el método DPPH; y
presenta el 7,65 % de la Capacidad antioxidante del
Trolox tomado como referente mediante el método
DPPH. El extracto de mufa presenta una Capacidad
antioxidante del 40,83 % de la Capacidad antioxidan-
te de la vitamina C tomado como referente mediante

el método ABTS.

Los resultados se encuentran dentro del rango sefialado
para el extracto acuoso al 10% p/v de las hojas, de Minzhos-
tachys mollis (muna), que fueron: 92,41 y 94,72% a 50 y
100 pg/mL y de 94,08 y 97,27% para la vitamina C.?

Mediante el ensayo ABTS@+ se obtuvieron porcenta-
jes de actividad antioxidante mucho mds altos que por
medio del método de DPPH@® lo cual concuerda con
datos reportados. Hay algunas razones por medio de las
cuales se podria dar explicacién a este hecho, la primera
se basa en la longitud de onda a la cual se realizaron las
medidas para cada ensayo. Para en el ensayo ABTS@+
se tom6 una longitud de onda de 732 nm, mientras que,
para el ensayo DPPH@® se midié a 517 nm. Otra razén
podria ser el mecanismo de reaccién del DPPHe con los
antioxidantes, lo cual estd directamente relacionado con
la conformacién estructural de los mismos; es decir, un
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antioxidante pequefio con mayor acceso al radical mos-
trard mejor actividad antioxidante, teniendo presente
que el DPPHe estd impedido estéricamente®!°.

El estrés oxidativo es uno de los principales mecanis-
mos para el envejecimiento de la piel y las condiciones
dermatoldgicas. La radiacion ultravioleta de la luz solar
es el factor exdgeno mds comin que dafa la piel. La
exposicion continua a factores ambientales conduce a
alteraciones en el tejido conectivo debido a la formacién
de peréxidos lipidicos y especies reactivas de oxigeno
(ERO), asi como a la accién de las enzimas, lo que resul-
ta en varios trastornos de la piel! La exposicion a radia-
cién ultravioleta (RUV) induce produccién de cromd-
foros, moléculas que al absorber la luz (principalmente
UVB pero también UVA) producen RL! 4,

CONCLUSIONES

En el extracto hidroalcéholico de hojas de Minthostachys
mollis (mufia), se detecté buena presencia de flavonoides y
alcaloides. Mediante CCF a escala preparativa se aislaron
varias fracciones que fueron analizadas mediante espec-
troscopfa UV-vis. Se proponen cinco flavonas y una flava-
nona. Mediante el ensayo de DPPH se determiné que la
Capacidad antioxidante expresada como Concentracion
Inhibitoria al 50% (CI,, ug/mL) del extracto de muna
es de: 136,2 ug/mL frente al patrén Trolox de: 10,42 y
de la Vit.C de 10,44 ug/mL respectivamente. Mediante
el ensayo de ABTS se determiné que la Capacidad an-
tioxidante expresada como Concentracion Inhibitoria al
50,, (CL,, ug/mL) del extracto de muna es de: 388.9 ug/
mL frente al patron Trolox de: 177,9 y de la Vit.C de
158,8 ug/mL respectivamente. Los valores mencionados
demuestran actividad antioxidante del extracto investiga-
do por el método ABTS oscilando entre el 41 % y 46 %
de los referentes Vit C y Trolox respectivamente.
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