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“Perfil de componentes fendlicos mediante cromatografia liquida y espectrometria de
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El presente trabajo tiene por objetivo determinar el perfil de componentes fenolicos

presentes en las cinco especies de género Mutisia.
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RESUMEN

El propdsito de esta investigacion fue determinar la naturaleza de los componentes fendlicos en
cinco especies del género Mutisia: Mutisia acuminata var. Hirsuta Meyen, Mutisia
cochabambensis Hieron., Mutisia lanata Ruiz Lopez & Pavon, Mutisia orbignyana Wedd. y
Mutisia venusta S.F. Blake. Para tal fin se realiz6 el analisis cuantitativo preliminar de: Fenoles
totales, flavonoides totales, acidos hidroxicinndmicos totales y la capacidad antioxidante total,
analisis cromatografico por capa fina, también se realizé la identificacion de sustancias fendlicas
por cromatografia liquida con deteccion UV (UHPLC-DAD) y cromatografia liquida asociada a
espectrometria de masas (UHPLC-MS/MS) en los extractos etanodlicos de las especies
mencionadas, lograndose aislar el 11,12-dihidroxi-5-metilcumestano y 5-metilcumarina-4-
glucosido los mismos que fueron cuantificados en las cinco especies. Este trabajo de investigacion,
en el que se obtiene el perfil de componentes fendlicos en las cinco especies de género Mutisia,
ayudara a las siguientes investigaciones, asi como también a la comprension quimiofenética y
metabolomica del género, ademas contribuira para validar su empleo en medicina tradicional y en

la preparacion de fitomedicamentos.

Palabras clave: Mutisia, Sustancias fendlicas, flavonoides, cumarinas, Cromatografia,

Espectrometria de masas.
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ABSTRACT

The purpose of this research was to determine the nature of the phenolic components in five species
of the genus Mutisia: Mutisia acuminata var. Hirsuta Meyen, Mutisia cochabambensis Hieron,
Mutisia lanata Ruiz Lopez & Pavon, Mutisia orbignyana Wedd. and Mutisia venusta S.F. Blake.
For this purpose, preliminary quantitative analysis of total phenols, total flavonoids, total
hydroxycinnamic acids and total antioxidant capacity, as well chromatographic analysis by thin
layer, the identification of phenolic substances by liquid chromatography with UV detection
(UHPLC-DAD) and liquid chromatography associated with mass spectrometry (UHPLC-MS/MS)
in the ethanolic extracts of the species mentioned was also carried out. The 11,12-dihydroxy-5-
methylcoumarin and 5-methylcoumarin-4-glucoside were isolated in M. orbignyana and
quantified in the five species of Mutisia. This research work, in which the profile of phenolic
compounds in the five species of the genus Mutisia is obtained, will help further research, as well
as the chemophenetic and metabolomic understanding of the genus, and will also contribute to
validate their uses in traditional medicine and in the preparation of phytomedicines.

Keywords: Mutisia, Phenolic substances, flavonoids, coumarins, Chromatography, Mass

spectrometry.



INTRODUCCION

El género botanico Mutisia pertenece a la familia Asteraceae, subfamilia Mutisioideae,
tribu Mutisieae, sub-tribu Mutisiinae. Actualmente este género contiene mas de 60 especies, en su
mayoria arbustos o lianas, distribuidas principalmente en los Andes de Chile, Argentina, Pera y
Bolivia, pero también en la region sur del Brasil y en areas aledanas de Uruguay y Paraguay. En
el Pertl estan registradas 15 especies de este género, y para el Cusco se han reportado cuatro
especies: Mutisia acuminata var. Hirsuta Meyen (Cabrera, 1965), Mutisia cochabambensis
Hieron, Mutisia lanata Ruiz Lopez & Pavon y Mutisia venusta S.F. Blake (Ferreyra & Macbride,
1995). De estas especies se destaca la Mutisia acuminata, cominmente conocida en la region como
“chinchirkuma, chinchilkuma”, la infusion y decoccion de sus hojas y flores es ampliamente
utilizadas para tratar sintomas de enfermedades respiratorias (tos, catarros, resfrios), lavado de
heridas, afecciones renales, etc., en la medicina tradicional de los pobladores de la region Cusco
(Daily et al., 1988; Roersch, 1994). La Mutisia cochabambensis, conocida tradicionalmente como
“wayurkuma”, también forma parte de la farmacopea tradicional andina por sus propiedades
analgésicas. La infusion de las hojas y flores de esta especie es usada para lavar la cabeza a fin de
aliviar sus dolores (Roersch, 1994). A pesar de su importancia en la medicina tradicional de la
region y su potencial econdmico intrinseco, se conoce muy poco sobre los constituyentes
fitoquimicos presentes en estas especies medicinales y en otras de la region Cusco. Estudios
etnofarmacoldgicos como el de Roersch en 1992 han demostrado la importancia de estas especies
y sugieren que nuevas investigaciones deban realizarse con énfasis en estudios fitoquimicos y
farmacologicos (Roersch, 1994). Por otro lado, es posible encontrar en la literatura estudios sobre
la composicion quimica de especies chilenas.(Zdero et al., 1988; Viturro et al., 1999). Teniendo

en cuenta que las propiedades farmacologicas de las plantas medicinales estan relacionadas con su



composicion quimica, en esta tesis se planted estudiar la composicion fitoquimica de cinco
especies del género Mutisia, utilizando cromatografia liquida asociada a espectrometria de masas
y espectroscopia ultravioleta.
PLANTEAMIENTO DE PROBLEMA

En la revision de la bibliografia especializada se encuentran los estudios realizados solo de
las especies Mutisia acuminata, Mutisia cochabambensis y Mutisia orbignyana, pero no se tiene
reportes de investigaciones sobre la composicion quimica de Mutisia lanata ni Mutisia venusta,
procedentes del Pert, razéon por la cual se plantea el desarrollo del presente trabajo de

investigacion.

Figura 1 Los principales componentes encontrados en la subfamilia
Mutisioideae (Asteraceae)

NOTA. Los principales componentes encontrados en la subfamilia Mutisioideae segin
(Funk et al., 2009).
Segun la OMS hasta 80% de la poblacion sigue utilizando la medicina tradicional, por

tradicion cultural o porque no existen otras opciones de medicar. En los paises ricos, muchas



personas recurren a diversos tipos de remedios naturales porque consideran que lo natural es
sindbnimo de inocuo. Pero en la actualidad cuanto mds aumenta el uso de las medicinas
tradicionales o alternativas, también aumenta el nimero de informes sobre reacciones adversas
(OMS, 2004).

Para la comunidad cientifica es muy importante determinar el andlisis fitoquimico
cuantitativo preliminar, capacidad antioxidante y el perfil de componentes de fenolicos de las
plantas de género Mutisia, y demostrar que son de gran importancia para utilizarlas en la medicina
convencional, y de un conocimiento tradicional empirico sean valoradas como plantas medicinales
con actividad terapéutica de gran importancia. Se sabe por ejemplo que M. acuminata se utiliza
para el tratamiento de enfermedades del rindén y del higado y M. cochabambensis es
particularmente indicada para el tratamiento del dolor de cabeza (Daily et al., 1988; Roersch,
1994).

FORMULACION DE PROBLEMA

El problema se basa en la necesidad de contar con datos cientificos, registros cualitativos
y cuantitativos de los componentes fendlicos de las cinco especies de género Mutisia. Para que
dichas informaciones ayuden a la correcta interpretacion. ;Cual es la composicion fenolica de las

cinco especies de género Mutisia?



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinaciéon del perfil de componentes fendlicos mediante cromatografia liquida y

espectrometria de masas de alta resolucion en tdndem, MS/MS, de cinco especies del género

Mutisia.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Realizar el andlisis cuantitativo preliminar de fenoles, flavonoides y dcidos hidroxicinndmicos
totales en extractos etandlicos al 96%, 70% y 50% de las cinco especies de género Mutisia las
cuales son: M. acuminata var. Hirsuta Meyen, M. cochabambensis Hieron, M. lanata Ruiz
Lépez & Pavon, M. orbignyana Wedd., Chlor. y M. venusta S. F. Blake.

2. Analizar la capacidad antioxidante en los extractos etanolicos al 96%, 70% y 50%.

3. Definir el perfil de sustancias fendlicas por cromatografia en capa fina en los extractos
etanolicos al 96%, 70% y 50%.

4. Identificar sustancias fenolicas por cromatografia liquida con deteccion UV (UHPLC-DAD)
en los extractos etandlicos al 70% y extractos de acetato de etilo.

5. Identificar componentes fendlicos por cromatografia liquida asociada a espectrometria de
masas (UHPLC-MS/MS) en extractos etanolicos al 70%.

6. Aislar y cuantificar metabolitos secundarios mayoritarios en las cinco especies de género
Mutisia.

JUSTIFICACION

Ademés, de entender la diversidad quimica de las especies medicinales del género Mutisia,

(Mutisia acuminata y la Mutisia cochabambensis), se establecieron las bases quimicas y se dieron



soporte cientifico y valor a los usos tradicionales de estas especies en la medicina tradicional de
las poblaciones de la region Cusco. Por otro lado, es importante destacar que estas especies, en
especial la Mutisia acuminata, crecen espontdneamente por lo que pueden ser aprovechadas en
grandes cantidades en las diferentes provincias de la region Cusco. Esta especie soporta largos
periodos sin lluvias, de 6 a 10 meses, y florece en el periodo seco entre mayo y agosto. Estas
caracteristicas agrondmicas, y por sus propiedades terapéuticas, demuestran el potencial
econdémico de esta especie. Es asi que, el logro de los objetivos de la presente tesis sementara las
bases cientificas para el mejor aprovechamiento econémico de esta especie y para la posible
elaboraciéon de fitomedicamentos a base de extractos acuosos y etandlicos quimicamente
estandarizados de Mutisia acuminata, Mutisia cochabambensis y porque no también a partir de
Mutisia orbignyana.

HIPOTESIS

Las cinco especies del género Mutisia presentan similar variedad de compuestos fendlicos.
VARIABLES

VARIABLES DEPENDIENTES

Perfil de componentes fenolicos presentes en las cinco especies de género Mutisia.
VARIABLES INDEPENDIENTES

Los extractos etandlicos y acetato de etilo de las cinco especies del género Mutisia en estudio.



CAPITULO 1
1 MARCO TEORICO

1.1 Antecedentes
Condoli, (2019), CONTENIDO DE FENOLES TOTALES, FLAVONOIDES Y ACTIVIDAD
ANTIOXIDANTE DEL EXTRACTO ATOMIZADO DE LAS HOJAS DE MUTISIA
MATHEWSII HOOK & ARN. “CHINCHILCUMA”, AYACUCHO - 2018. Se evalu6 extracto de
etanodlico al 70% de Mutisia mathewsii las caracteristicas organolépticas y fisicoquimicas, los
metabolitos secundarios principales hallados fueron: Esteroides, flavonoides y taninos. Se
cuantificaron fenoles y flavonoides mediante el método espectrofotométrico Folin-Ciocalteu y
cloruro de aluminio respectivamente; encontrandose 263,3 mg de fenoles totales equivalentes de
acido galico por gramo de extracto atomizado (EAG/g EA) y 171,3 mg de flavonoides totales
equivalentes de rutina por gramo de extracto atomizado (ERu/g EA). También determino la
actividad antioxidante hallando 228,8 + 0,36 ng/mL; 246,3 + 4,19 ng/mL y 56,5 + 0,52 pg/mL
frente al radical DPPH, ABTS y FRAP.

Flores et al., (2009), UN GLUCOSIDO DE 5-METILCUMARINA Y UN DERIVADO
DE CUMESTANO DE MUTISIA ORBIGNYANA. Realizaron el estudio en el extracto etanolico
de las partes aéreas de Mutisia orbignyana recolectadas del altiplano Bolivia, encontraron dos
compuestos mayoritarios: (1) mutisifurocumarina y (2) 5-metilcumarina-4-p-glucosido y
presentaron por primera vez la asignacion completa de los datos de RMN de 'Hy *C del
compuesto (2), asi como algunas reasignaciones del espectro de RMN de '*C para el
compuesto (1), aplicando técnicas de RMN 2D. Ademas, se midio el efecto antiproliferativo sobre

las células de cancer de colon (Caco-2) y el efecto de barrido mediante la prueba ABTS. Los



resultados mostraron una interesante actividad de barrido y un efecto no proliferativo sobre las
células de cancer de colon.

Viturro et al, (2004), S-METILCUMARANONAS DE MUTISIA FRIESIANA Y SU
BIOACTIVIDAD. En el extracto metandlico de las partes aéreas del arbusto Mutisia friesiana
Ademas de las mutisicumaranonas A (1) y B (2) conocidas, se produjo dos nuevos compuestos 5-
metilcumaranonas, las mutisicumaranonas C (3) y D (4). Sus estructuras se dilucidaron mediante
métodos espectroscopicos. Los datos de RMN '3C de las mutisicumaranonas A y B se presentan
por primera vez. Todos los compuestos mostraron actividad antifungica contra el hongo
fitopatogeno

Serrano,  (2002), COMPONENTES DE MUTISIA COCHABAMBENSIS
(HIERONYMUS). A partir del extracto acuoso de Mutisia cochabambensis (Hieronymus) obtuvo
cuarto glicésidos de flavonol: Quercetin-3-O-B-D-galactésido, isorhamnetin-3-O-3-D-
galactosido, quercetin-3-O-a-L-arabinopiranosido y quercetin-3-O-a-L-arabinofuranosido,
también se determind en el extracto acuoso y metanolico, utilizando cromatografia HPLC la
presencia del 4cido clorogénico.

Viturro et al., (2001) FURANONAS DIASTEREOMERICAS ANTIFUNGICAS DE
MUTISIA  FRIESIANA: DETERMINACION  ESTRUCTURAL Y  ANALISIS
CONFORMACIONAL Dos furanonas diastereoméricas, la (4S,5S)-5-(4-metil-3-pentenil)-4-
hidroxi-5-metildihidrofurano-2-ona 1 'y la  (4S,5R)-5-(4-metil-3-pentenil)-4-hidroxi-5-
metildihidrofurano-2-ona 2 se aislaron por primera vez a partir del arbusto Mutisia friesiana. La
estereoquimica relativa de 1 y 2 se determiné a partir de datos de RMN NOESY y se confirmé
mediante una combinaciéon de modelos moleculares (mecanica molecular y célculos de orbitales

moleculares ab initio) y datos de RMN. La comparacion entre los datos experimentales y 'H-'H



calculadas revel6 que ambas furanonas existen en un equilibrio de dos conformadores estables del
anillo de cinco miembros. La aplicacion del método de Mosher sugiere que ambas furanonas
diastereoméricas tienen la misma configuracion (S) en C-(4) y son epimeros en C-(5).

Daily etal, (1988), NUEVOS DERIVADOS DE CROMONA, CUMARINA Y
CUMESTANO DE MUTISIA ACUMINATA VAR. HIRSUTA. DE MUTISIA ACUMINATA
(ASTERACEAE). Se aislaron tres compuestos conocidos, quercetina-3-glucuronido, L-inositol y
arbutina, y tres nuevos compuestos fenolicos, 2-hidroxi-5-metil-cromona-2-B-D-glucopirandsido,
11,12-hidroxi-5-metilcumestano y 2'.4":4,5-furocumarina. El compuesto 11,12-dihidroxi-5-
metilcumestano mostrd actividad bioldgica en la prueba de leucocitos-5-lipoxigenasa y en el
sistema de hepatocitos primarios cultivados.

Zdero et al., (1988). OTROS DERIVADOS DE LA 5-METILCUMARINA DE MUTISIA
ORBIGNYANA. De las partes aéreas de Mutisia orbignyana se extrajeron, tras separaciones muy
prolongadas timol metil éter, arbutina isoramnetina, ramnazina y grandes cantidades de quercetina,
24 derivados de 4-hidroxi-5-metilcumarinas, los derivados 4-O-geranilo, 1, 2, 2a, 4, 4a,5, 6 y 8,
los derivados nerilicos 3, 3a y 7, los derivados con dobles enlaces reordenados 9% 16, los
compuestos de anillo de oxigeno 17-19, el derivado 20 y la cumarina 21 tetraciclica. Algunos de
estos fueron aislados tras la acetilacion de los compuestos naturales, como 2a, 4a, 9a, 10a, 12a,
15a y 16a son los acetatos correspondientes y Sa, 8a, 10a, 11a and 14a los diacetatos, las
estructuras se elucidaron mediante técnicas de RMN de alto campo y algunas transformaciones
quimicas.

Zdero et al., (1986), OTRAS 5-METIL CUMARINAS Y OTROS CONSTITUYENTES
DE LA SUBTRIBU MUTISIINAE. La investigacion de cuatro especies de la subtribu. Mutisiinae

proporcion6 ocho nuevos monoterpenos, siete S5-metil cumarinas, dos 5-metil cromonas



estrechamente relacionadas, dos derivados del cumarina, un derivado de p-hidroxi acetofenona y
un nuevo Cis-acetileno. Las estructuras se dilucidaron mediante métodos espectroscopicos y
algunas transformaciones quimicas. transformaciones quimicas.

1.2  Bases Teoricas

1.2.1 Plantas de Género Mutisia

Antiguamente estas plantas de género Mutisia se conocian con el nombre de “chinchil”,
arbusto silvestre de tallo corto y hojas lanceoladas, cuya flor conocida como “chinchil wayta” es
de color rojo palido. Pero la ciencia botanica la ha registrado como chinchilkuma o chinchirkuma,
especie Mutisia Hirsuta, género Mutisia, familia de las Asterdceas, indicando que es un arbusto de
flores rojas o amarillas cuya infusion es una medicina efectiva para curar la anemia y corregir el
funcionamiento de los rifiones (Daily et al., 1988; Roersch, 1994).

Las flores de estas plantas de género Mutisia eran utilizadas por los antiguos indigenas
como adorno en la cabeza, de alli viene la denominacidon “chinchircuma’”, que quiere decir “lleva
la flor chinchir en la cabeza”, por la inclusion de “uma” (cabeza) a la estructura del término
original; asi lo daba entender Fray Diego Gonzélez Holguin, quien en su Vocabulario de la lengua
general de todo el Perti llamada lengua Qquichua, o del Inca (1608), registro la primera definicion:
“Chinchircuma. Una flor amarilla que es plumaje ”.
1.2.1.1 Distribucion geografica del género Mutisia

El género Mutisia se encuentra distribuido principalmente en los Andes de Chile,
Argentina, Peru, Bolivia, Colombia y Ecuador, pero también en la region sur del Brasil; en areas
aledafias de Uruguay y Paraguay (Cabrera, 1965). Las zonas con mayor diversidad de Mutisias

estan en el sur de Chile y en el sur de Ecuador (Moreira ef al., 2020).
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Figura 2 Distribucion geogrdfico de género Mutisia

Nota. Distribucion geografica de género Mutisia (Cabrera, 1965)

1.2.1.2 Relaciones Generales y Evolucion del Género Mutisia
Segtin (Cabrera, 1965), las especies mas primitivas serian las de la seccion Isantha. De
estas derivarian otras secciones Holophillum, Fruticosa y Guariruma, y de la tltima las secciones

Ovata y Mutisia que seria la mas evolucionadas. El desarrollo evolutivo de las secciones se basa
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fundamentalmente en detalles morfoldgicos; de hojas simples primitivas a hojas compuestas
evolucionadas; desde arbustos hacia enredaderas, de capitulos pequeiios a capitulos grandes, de
hojas sin zarcillos a hojas con zarcillos; entre los mas notables. La figura 3 describe la evolucion
de las secciones de Mutisia planteada:

Figura 3 Esquema de secciones evolutivas

HOLOPHYLLUM

/

ISANTHA [—® GUARIRUMA 4>-

FRUTICOSA OVATA

Nota. Esquema de secciones evolutivas segun (Cabrera, 1965)

De las cinco plantas en estudio, M. orbignyana pertenece a la seccion mas primitiva
Isantha, mientras que, M. cochabambensis esta en Guariruma — precisamente el nombre de esta
seccion deriva del vocablo quechua Wayurkuma que es el nombre de M. cochabambensis en
Cusco. En cambio, Mutisia acuminata, M. lanata y M. venusta estdn en la seccidon mas
evolucionada, Mutisia.
1.2.1.3 Clasificacion Botanica de las Cinco Especies de Género Mutisia
La clasificacion botanica de las cinco especies, segun el sistema de clasificacion de: Cabrera,
(1965); Ferreyra & Macbride, (1995); Katinas et al., (2008); Mandel et al., (2019); Katinas &
Funk, (2020); Moreira et al., (2020) es la siguiente:

Familia: Asteraceae.

Subfamilia: Mutisioideae.

Tribu: Mutisieae
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Subtribus: Adenocaulinae, Mutisiinae, Gerberinae
Géneros: Brachyclados, Chaetanthera, Lulia, Mutisia, Oriastrum, Pachylaena

Las muestras colectadas se compararon con las imagenes descritas por (Cabrera, 1965; Ferreyra
& Macbride, 1995).

1.2.1.4 Mutisia acuminata var. Hirsuta Meyen

1.2.14.1 Distribucion de la Especie

Se encuentra en la sierra en los valles interandinos del centro y sur del Pert, entre 2000-3600
m.s.n.m.

Situacion: Arbusto silvestre (Figura 4).

Figura 4 Mutisia acuminata (R. y P.) (var. Hirsuta)

1.2.1.5 Mutisia cochabambensis Hieron

1.2.1.5.1 Distribucion de la Especie

Esta especie se encuentra distribuida en la cordillera andina, del sureste del Pert1 hasta el oeste y
el centro de Bolivia (3200-3700 m.s.n.m).

Situacion: Mutisia cochabambensis se asemeja mucho a Mutisia mandoniana Wedd. Pero

difiere en que posee hojas brevemente pecioladas y estrictamente glabras (Figura 5).
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Figura 5 Mutisia cochabambensis Hieron

1.2.1.6 Mutisia lanata Ruiz Lopez & Pavon

1.2.1.6.1 Distribucion de la especie

Conocida desde el centro de Peru hasta Bolivia (1800-3400 m.s.n.m.).

Situacion: Mutisia lanata se distingue facilmente por su habito tomentoso, sus flores rojas del
rayo y sus flores bajas del disco de color amarillo. (Figura 6).

Figura 6 Mutisia lanata (R.y P.).

1.2.1.7 Mutisia orbignyana Wedd., Chlor
1.2.1.7.1 Distribucion de la Especie

Conocida desde el sur de Peru hasta Bolivia y el norte de Argentina (3400-4000 m.s.n.m.).
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Situacién: Arbustos erectos (Figura 7).

Figura 7 Mutisia orbignyana Wedd.

1.2.1.8 Mutisia venusta S. F. Blake
1.2.1.8.1 Distribucion de la Especie
Conocida en la Cordillera andina del sur del Peru (3400-4000 m.s.n.m.).
Situacion: Mutisia venusta se parece mas a Mutisia acuminata, de la que se diferencia por

tener involucres mas largos (Figura 8).

Figura 8 Mutisia venusta S. F. Blake
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1.2.2 LOS COMPUESTOS FENOLICOS

Los compuestos fenolicos constituyen uno de los grupos de sustancias mas numerosos y
ampliamente distribuidos en el reino vegetal. Ellos son productos del metabolismo secundario de
las plantas, que son determinantes en la calidad sensorial y nutricion de las frutas, verduras y otras
plantas. Muchas de las actividades bioldgicas de los compuestos fendlicos se atribuyen a su
capacidad antioxidante.

Los compuestos fendlicos muestran un anillo aromatico que tiene uno o mas grupos
hidroxilos y su estructura puede variar desde una molécula fenolica simple a la de un complejo de
alto peso molecular, como un polimero de masa, tales como los taninos condensados (Amaya &

Portillo, 2013).

Figura 9 Estructuras de compuestos fenolicos
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1.2.2.1 FLAVONOIDES

Los flavonoides son compuestos fendlicos que estan presentes en vegetales, frutas como
pigmentos naturales que protegen al organismo del dafio producido por agentes oxidantes, como
los rayos ultravioleta, la contaminacion ambiental, sustancias quimicas presentes en los alimentos.
Los flavonoides contienen en su estructura quimica un numero variable de grupos hidroxilo
fenolicos con excelentes propiedades antioxidantes (Martinez et al., 2002).
1.2.2.2 ACIDOS HIDROXICINNAMICOS

Son compuestos aromaticos con una cadena lateral de tres carbonos (C6-C3), como el:
acido cafeico, acido p-cumarico, y los acidos sindpicos, que pertenecen a los acidos fenolicos,
pueden estar presentes en las plantas en formas libres y ligadas. Los acidos fendlicos se pueden
clasificar en dos subgrupos en acidos hidroxibenzoicos y hidroxicinndmicos (Amaya & Portillo,
2013).
1.2.2.3 CUMARINAS

Las cumarinas son una familia de compuestos cuya estructura basica corresponde a la
lactona heterociclica 2H-1-benzopiran-2-ona (Pérez Cruz, 2016). Estructuralmente, el anillo de
cumarina consiste en un grupo fenilo fusionado con un anillo de pirona, con el grupo carbonilo
(C=0) en la posicion C—2 y un doble enlace C=C, en la posicion C—3. Los derivados del anillo de
cumarina han despertado un gran interés en diversos campos de la investigacion dado a sus
multiples aplicaciones. En el ambito de la medicina forma parte de diversos compuestos
anticancerigenos, antioxidantes, antifungicos, anticoagulantes, antinflamatorios, antivirales, y
antibacteriales (Tato, 2020).
Las 5-metilcumarinas también se encuentran en las tribus Mutisieae, Onoserideae y Nassauvieae

que pertenecen a subfamilia Mutisioideae, familia Asteraceae, las cumarinas sustituidas por
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prenilo y geranilo predominan en las especies de Mutisieae mientras que en las tribus Onoserideae
y Nassauvieae, los compuestos presentan principalmente unidades sesquiterpenicas unidades a C-
3 y C-4 de la molécula a-pirona (Vestena et al., 2022).
1.2.2.4 CUMESTANOS

Los cumestanos naturales son un conjunto de metabolitos secundarios aromaticos
policiclicos derivados de plantas que se caracterizan por la presencia de un sistema de cuatro
anillos heterociclicos oxigenados compuesto por una fraccion de cumarina y una fraccion de
benzofurano que comparten un enlace C=C. Recientemente, se ha prestado cada vez méas atencion
a la investigacion del potencial medicinal de los cumestanos, en particular el cumestrol, la
wedelolactona, la psoralidina y el glicrol, en diversas enfermedades, los cumestanos aislados de
varias fuentes vegetales durante el periodo 1956 — 2020 se recolectaron 120 moléculas y se
clasificaron en, cumestanos esqueléticos, dimetilpiranocumestanos, furanocumestanos,
cumestanos O-glisilados etc. Con sus actividades bioldgicas como estrogénicos, anticancerigenos,
antinflamatorios, antiosteoporoticos, organoprotectores, neuroprotectores, antidiabéticos,

antioxidantes, etc, (Tu ef al., 2021).

1.2.3 LA PROPIEDAD ANTIOXIDANTE

La actividad antioxidante es la capacidad de una sustancia para inhibir la degradacion
oxidativa, de tal forma que un antioxidante acttia, primordialmente, debido a su capacidad para
reaccionar con radicales libres (Londofio, 2012).

Los antioxidantes son captadores de radicales liebres y por esto retrasan o inhiben la fase

de iniciacion del proceso de oxidacion (Alamed ef al., 2009).
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1.2.4 RADICALES LIBRES

Los radicales libres son todas aquellas especies quimicas, cargadas o no, que en su
estructura atdmica presentan un electron desapareado o impar en el orbital externo que les da una
configuracion espacial generadora de gran inestabilidad, sefalizado por el punto situado a la
derecha del simbolo. Poseen una estructura birradical, son muy reactivos, tienen una vida media

corta, por lo que actuan cerca al sitio en que se forman y son dificiles de dosificar (Gutiérrez, 2002)

Las principales especies radicalares reactivas del oxigeno o sustancias prooxidantes son, segin
(Gutiérrez, 2002):

Tabla 1 Radicales Libres del oxigeno

Especies de oxigeno reactivo (ROS)

RADICAL LIBRES No radicales
Hidroxilo (HO") Oxigeno molecular 10,
Superoxido (O2%) Ozono 03
Peroxido (ROO*) Peroxido de hidrogeno (H202)
Oxigeno nitrico (NO») Peroxinitrito NO;
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Mecanismo de Reaccion de radical libre 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo con fenol

(antioxidante) y la estabilidad del compuesto fendlico.

Figura 10 Reaccion de 1,1-difenil-2-picrilhihidrazilo (radical libre) con fenol (antioxidante) y
su estabilidad
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Nota. Mecanismo de reaccion de 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (radical libre) con fenol

(antioxidante) y su estabilidad (Torres et al., 2019).
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1.2.5 TECNICAS INSTRUMENTALES
1.2.5.1 ESPECTROFOTOMETRIA UV-VISIBLE

La espectrofotometria UV-visible es una técnica analitica que permite determinar la
concentracion de un compuesto en solucion. Se basa en que las moléculas absorben las radiaciones
electromagnéticas y a su vez que la cantidad de luz absorbida depende de forma lineal de la
concentracion. Para hacer este tipo de medidas se emplea un espectrofotdmetro, en el que se puede
seleccionar la longitud de onda de la luz que pasa por una solucion y medir la cantidad de luz

absorbida por la misma (Laime, 2016).

Figura 11 Espectrofotometria UV-visible

Nota. Partes de la espectrometria UV-visible (Laime, 2016).
1.2.5.2 CROMATOGRAFIA EN EL PLANO
Es una técnica de separacion en la que la fase estacionaria es un plano o esta sobre un plano.
Este plano puede ser un papel utilizado como tal, o impregnado con una sustancia a modo de lecho
estacionario (cromatografia en papel, PC), o bien una capa de particulas s6lidas que recubren un
soporte, como por ejemplo una placa de vidrio (cromatografia en capa fina, TLC). A veces, la

cromatografia en plano se denomina también cromatografia de lecho abierto (Ettre, 1995).
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Figura 12 Cromatografia de capa fina y la separacion de componentes

Nota. Cromatografia de capa fina y la separacion de componentes segun (Sgariglia et al., 2010).

1.2.5.3 CROMATOGRAFIA LIQUIDOS (LC)

La técnica de cromatografia liquida que se basa en un método fisico de separacion de
analitos polares, de polaridad intermedia o de baja volatilidad. La separacion es posible gracias a
la distinta afinidad que presentan los analitos entre dos fases inmiscibles. La fase estacionara es un
solido (columna) y la fase movil es un liquido (eluyente). La fase mévil pasa a través de la columna
en condiciones de alta presion impulsada por una bomba, a lo largo de la columna no deben
producirse impulsos, para ello el instrumento cuenta con un amortiguador de impulsos. Cuanto
mas alta sea la presion mayor serd la capacidad separativa (resolucion cromatografica) del
instrumento, diferenciando asi entre HPLC (de sus siglas en inglés, High Performance Liquid
Chromatography) y UHPLC (de sus siglas en inglés, Ultra High Pressure Liquid Chromatography)
(Hichou, 2017).

Las principales fuerzas que actian en las moléculas son: Las fuerzas de dispersion de
London, las interacciones dipolo, las interacciones por puente de hidrégeno, interacciones
dieléctricas y las interacciones electroestaticas, cualquier variacion de estas fuerzas afectard

directamente el grado de separacion obtenido (Fallon, 1987).
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Figura 13 Componentes principales de un cromatdgrafo de alta resolucion HPLC

—
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Nota. Los componentes principales de un cromatografo de alta resolucion HPLC
segun (Giri, 2015).
1.2.5.3.1 FASE MOVIL

Las caracteristicas que debe presentar toda fase movil para ser util en cromatografia liquida
son las siguientes: Disolver la muestra, no degradar o disolver la fase estacionaria, tener baja
viscosidad, ser compatible con el tipo de detector utilizado y tener una polaridad adecuada para
permitir una retencion conveniente de la muestra en la columna (Berrocal & Medina, 2008)
1.2.5.3.2 FASE ESTACIONARIA

La fase estacionaria es una de las dos fases que forman un sistema cromatografico. Puede
ser un solido, un gel, o un liquido. Si es un liquido, puede estar adherido sobre un solido. Este
solido puede o no contribuir al proceso de separacion. El liquido también se puede unir
quimicamente al solido o inmovilizarse sobre ¢l (fase inmovilizada). La expresion lecho
cromatografico o sorbente, se puede emplear como término general para denominar cualquiera de
las diferentes formas en las que se presenta la fase estacionaria (Ettre, 1995).
1.2.5.4 ESPECTROMETRIA DE MASAS

La espectrometria de masas es una técnica microanalitica usada para identificar

compuestos desconocidos, cuantificar compuestos conocidos. Para elucidar la estructura y
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propiedades quimicas de las moléculas requiere pequefias cantidades de muestra. La muestra es
ionizada (y por tanto destruida) usando diversos procedimientos. De todos ellos el mas usual y/o
utilizado es la técnica denominada de Impacto Electronico consistente en el bombardeo de la
muestra (previamente vaporizada mediante el uso de alto vacio y una fuente de calor) con una
corriente de electrones a alta velocidad. Mediante este proceso, la sustancia pierde algunos
electrones y se fragmenta dando diferentes iones, radicales y moléculas neutras. Los iones
(moléculas o fragmentos cargados) son entonces conducidos mediante un acelerador de iones a un
tubo analizador curvado sobre el que existe un fuerte campo magnético y conducidos a un
colector/analizador sobre el que se recogen los impactos de dichos iones en funcion de la relacion
carga/masa (Pallas, 2008).

La espectrometria de masas (MS) es una técnica analitica muy potente, que acoplada a GC
o LC puede ser utilizada para identificar compuestos desconocidos, cuantificar materiales

conocidos y elucidar la estructura quimica de las moléculas (Hichou, 2017).

Figura 14 Componentes generales de un espectrometro de masas

Nota. Los componentes generales de un espectrometro de masas segun (Camacho, 2018).
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CAPITULO 11
2 METODOLOGIA Y PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL
2.1 Tipo de Estudio
La investigacion es de tipo descriptivo y experimental, se trata de analisis fitoquimico cualitativo
y cuantitativo. La parte experimental se realizo en el Laboratorio de Bioproductos y Bioprocesos
que pertenece al Departamento Académico de Quimica de la Universidad Nacional de San Antonio
Abad del Cusco. Los analisis cromatograficos UHPLC-DAD se ejecutaron en el Laboratorio de
Cromatografia de la UNSAAC. Los analisis UHPLC-DAD-MSMS se llevaron a cabo en el
laboratorio de Farmacognosia, Facultad de Ciencias Farmaceuticas de Ribeiaro Preto, Universidad
de Sao Paulo-USP, Brasil. Los experimentos de RMN fueron hechos en el Servicio de
Espectroscopia RMN del Departamento de Quimica de la Pontificia Universidad Catolica del Peru.
2.2 Materiales, Equipos y Reactivos
2.2.1 Materiales
e Frascos de color ambar de 25mL de capacidad.

e Frascos viales de SmL de capacidad.

e Viales de HPLC.

e Tijeras.
e Pinza.
e Espatula.

e Micropipetas 20-200 pL; 100-1000 pL.
e Puntas para micropipetas.

e Pipetas graduadas.

e Propipetas o succionador.

e Filtros y jeringas UptiDisc aplicado para pequena cantidad de muestra.



Tubos de ensayo de vidrio.

Vasos de precipitado 500 mL, 200 mL, 100 mL y 50 mL.

Pizetas.

Embudos de vidrio.

Algodon

Papel toalla.

Cromatofolios SiGelG60F2s4 Merck.

Céamara cromatografica de vidrio con tapa.

Rociador de vidrio para TLC Camag, con Erlenmeyer de 100mL.
Equipos

Espectrofotometro visible, ThermoScientific Genesys 30.

Sistema cromatografico DAD-UHPLC, Ultimate 3000- ThermoScientific
Cromatograf6 liquido asociado a espectrometro de masas, UHPLC-MS/MS, Ultimate
3000- ThermoScientific — Orbitrap-Exactive Plus - ThermoScientific.
Espectrometro RMN de 400 MHz- Bruker.

Balanza analitica (10mg a 210g).

Licuadora doméstica.

Estufa de 20°C a 400°C, Memmert UNB.

Lampara de rayos UV de longitud onda dual 254 nm/366 nm, Camag.
Bafio ultrasonido (Jeio Tech).

Estandares y Reactivos

Acido galico de 98 % (Merck).

Acido cafeico 97% (Merck).

Quercetina de 95% HPLC (Merck).

25
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Acido ascérbico 99% (Merck)

Alcohol etilico de 96% (C.HsOH).
Difenilborinato de etanolamina (revelador).
Solucioén al 5% de cloruro férrico (FeCls) Q. P.
Cloroformo (CHCI3) Q.P.

Acetona (C3HeO) Q.P.

Acido formico (CH202) Q.P.

Acetonitrilo (CH;CN) Q.P.

Eter de petréleo (destilado entre 20-40°C)
Acetato de etilo (C4HsO2) Q. P.

Metanol (CH30H) Q. P.

Acido sulfarico concentrado (H2SO4) Q. P.
Fosfato de sodio (Na3POs) Q. P.

Molibdato de amonio ((NH4)sM07024) Q. P.
Acido acético (CH;COOH) Q. P.

Disefio Experimental
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El presente trabajo de investigacion de las cinco especies del género Mutisia se desarrollo

considerando las siguientes etapas (figura 15):

l.

2.

Recoleccién de las cinco especies de género Mutisia.

Identificacidon botédnica de las cinco especies en estudio.

Secado y Molienda de las muestras.

Obtencion de los extractos etandlicos al 96%, 70% y 50%.

Determinacion del porcentaje de extractos seco.

Analisis cuantitativo preliminar de fenoles, flavonoides y 4cidos hidroxicinndmicos.
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7. Andlisis de capacidad antioxidante en los extractos etanolicos.

8. Analisis de perfil de sustancias fenolicas por cromatografia en capa fina.

9. Analisis de perfil de sustancias fendlicas por cromatografia liquida con deteccion UV por

arreglo de diodos UHPLC-DAD.

10. Perfil de sustancias fendlicas cualitativo por cromatografia liquida asociada a

espectrometria de masas (UHPLC-MS/MS).

Figura 15 Procedimiento experimental realizado.
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2.4  Recoleccidon de Muestras y Ubicacion Geografica

Se recolectaron las partes aéreas, que incluyeron las hojas y flores, de las especies de género
Mutisia, utilizando el método de muestreo aleatorio. Las especies M. acuminata y M.
cochabambensis se recolectaron en zonas proximas al sitio arqueologico de Tipon, provincia del
Cusco a una altura de 3480 y 3650 m.s.n.m. La muestra de M. lanata en el sector Mandor, Lares,
provincia de Calca a 2600 m.s.n.m, Mutisia orbignyana se recolectd en el distrito de Yunga,
provincia de General Sanchez Cerro — Moquegua a 3750 m.s.n.m. M. venusta se recolectd en
alrededores de Huaytampo, provincia de Urubamba - Cusco a 2800 m.s.n.m. También se
recolectaron algunas muestras de Mutisias de especies acuminata, provincia de Acomayo -
Pomacanchi a 3700 m.s.n.m, y de la zona de Occopata, provincia Cusco, a 3800 m.s.n.m, y M.

orbignyana de Chivay- Arequipa a 3650 m.s.n.m.

Figura 16 Recoleccion de las especies Mutisia acuminata y Mutisia cochabambensis
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Una parte de muestras recolectadas se herborizo en el herbario Vargas de la Universidad
Nacional de San Antonio Abad del Cusco para su identificacion botanica, y lo demas fue colocados
sobre papel y periddicos, extendidos para lograr un secado uniforme.

2.4.1 Obtencion de Extractos Etanolicos y Acetato de Etilo

Luego del secado de las hojas de las cinco especies de Mutisia se molieron utilizando una
licuadora hasta pulverizar y se tamizaron por malla 42 apertura de 0.355 mm. Para la preparacion
de los extractos etandlicos se pesod 0.5g de cada muestra los cuales se llevaron a macerar en un
frasco de vidrio con 20mL de etanol al 96%, 70% y 50% por 4 dias. Después se procedio a filtrar
utilizando una filtracién simple (acondicionado con algodoén y papel filtro) con ayuda de una pipeta
pasteur se tomo el sobrenadante, este proceso se realizd hasta agotar el extracto y por tltimo se
afor6 a 60 mL.

Para la preparacion de extractos de acetato de etilo, se pesaron 100mg de cada muestra, se
adicionaron mas 2 mL de AcOEt y se someti6 por 2 minutos al ultrasonido hasta agotar el extracto,
luego se evapord el extracto a sequedad, se desengraso con 2 porciones de 5 mL de Eter de petrolio.
El residuo se disolvio en 2 mL de MeOH vy se filtré a un vial de rosca, de HPLC, utilizando un
filtro de 0.22 pm.

2.4.2 Obtencion del Extracto Seco y su Porcentaje

Para obtener el porcentaje del extracto seco, se tom6 12 mL del extracto aforado, luego se
llevo a secar en tres viales a una temperatura de 40°C, hasta evaporar completamente. Cuyo
promedio de los tres pesos en gramos y sabiendo que para preparar los extractos se peso 0.5 g de
muestra se determiné el porcentaje de extracto seco, los resultados se presentan en la tabla 20.

Formula utilizada para el célculo del porcentaje de extracto seco:

g ext. seco x Vol. aforo
Vol. evaporado

peso de muestra

x 100

Porcentaje de ext.seco (%) =
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2.5  Procedimiento Experimental y Método
2.5.1 Analisis Cuantitativo Preliminar de los Extractos Etanoélicos
2.5.1.1 Determinacion de Fenoles Totales: Método de Folin-Ciocalteu

Se empled el método de Folin-Ciocalteu descrito por (Curifuta et al., 2012), es una
determinacion espectrofotométrica de fenoles totales en el que el reactivo amarillo de Folin-
Ciocalteu (wolframato sdédico y molibdato sédico en &acido fosforico) reacciona con restos
fenolicos dando color azul, cuyo espectro de absorcidon presenta un maximo a 765nm.

Figura 17 Reaccion del acido galico con el reactivo de Folin-Ciocalteu

Nota. Reaccion del acido galico con el reactivo de Folin-Ciocalteu segun (Oliveira et al., 2009).
Procedimiento

Preparacion de Reactivos

e El reactivo de Folin-Ciocalteu se diluyo6 1:10 en agua.

e Solucién de carbonato de sodio al 10 %.
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e La solucion del estandar de acido galico se pes6 10mg y se afor6é a 10 mL con etanol al
96 % se diluyé 1 mL de la solucion preparada aforandola a 10 mL para obtener
0.1mg/mL de concentracion.

2.5.1.1.1 Elaboracion de la Curva de Calibracién con Acido Galico para

Determinacion de Fenoles Totales

La tabla 2 muestra las concentraciones y volimenes de la solucion estandar de acido

gélico utilizados para la curva de calibracion de fenoles totales.

Tabla 2 Elaboracion de curva de calibracion para la determinacion de fenoles totales.

Estandar y reactivos A B C D E F
Acido gilico (uL) 0 20 40 60 80 100
Acido gilico (ng) 0 2 4 6 8 10
Reactivo de folin-ciocalteau (uL) 100 100 100 100 100 100
carbonato de sodio al 10%(uL) 200 200 200 200 200 200
Agua (nL) 2000 1980 | 1960 1940 | 1920 1900
2.5.1.1.2 Determinacion de Fenoles Totales en los Extractos Etanolicos de las Cinco
Especies

Se realizo una dilucion de 1:10 para cada extracto con etanol y para la cuantificacion se

tomo6 100 pL de esta dilucion.

Tabla 3 Determinacion de fenoles totales en los extractos etandlicos.

Extractos y reactivos Volumenes para la reaccion
(nL) de los extractos etanolicos diluidos 100
Reactivo de folin-ciocalteu. (uL) 100
carbonato de sodio al 10%(uL) 200
Agua (nL) 1900
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Se dej6 reaccionar en un lugar oscuro por 30 min, después se procedié a medir las absorbancias
por espectrofotometria UV-visible a 765 nm y los resultados se muestra en la tabla 21.

Tabla 4 Concentraciones y absorbancias de la curva de calibracion con acido galico para
fenoles totales.

Acido Galico Absorbancia

ng 765 nm
0 0

2 0.074
4 0.177
6 0.239
8 0.317
10 0.374

Figura 18 Curva de calibracion de fenoles totales utilizando el estandar de acido galico.

Curva de Calibracion

0.45
0.4 y = 0.038x + 0.0068
0.35 R? = 0.9934
0.3
0.25
0.2

Abs a 765nm

0.15
0.1
0.05

10 12

ug acido galico

El contenido de fenoles totales de los extractos se calculd utilizando la ecuacion de
regresion lineal con las absorbancias obtenidas. La concentracion en pg de AG en 10 pL y fueron

expresados en pg equivalentes de acido galico por 100 pg de extracto.
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ug AG en 10 pL
AGen 100pg Ext. = [ 100
Hg Atkren HE BX ug de ext.seco en 10 pL X

2.5.1.2 Determinacion de Flavonoides Totales: Métodos del Cloruro de Aluminio

Se empled el método de cloruro de aluminio descrito por (Cimpoiu ef al., 2011), este
método se basa en la reaccion de los iones de aluminio con las moléculas de flavonoides en
condiciones basicas. Los productos de esta reaccion son quelatos rojos de aluminio-flavonoides
capaces de absorber a una cierta longitud de onda. La intensidad de color y la sensibilidad del
método dependen del niimero de grupos hidroxilo en la molécula de flavonoides y de las
propiedades de los iones de aluminio

Figura 19 Reaccion entre el flavonol quercetina y cloruro de aluminio

Nota. Reaccion entre el flavonol quercetina y cloruro de aluminio segin (Badami ef al., 2018).
Procedimiento
Preparacion de Reactivos

e La solucion de cloruro de aluminio al 10 %.

e Solucidn de acetato de sodio de 0.1 M.



34

e Se peso del estandar de quercetina 10 mg y se aford a 10 mL con etanol al 96%, luego se

diluyo 1mL de la solucion preparada aforando a 10mL para obtener 0.1 mg/mL de

concentracion.

2.5.1.2.1 Elaboracion de la Curva de Calibracion para la Determinacion de

Flavonoides Totales

La tabla 5 muestra las concentraciones y volimenes de la solucion estandar quercetina para

la curva de calibracion de flavonoides totales.

Tabla 5 Elaboracion de la curva de calibracion con quercetina para la determinacion de

flavonoides totales

Estandar y reactivos A B C D E F G
Quercetina (uL) 0 100 200 300 | 600 | 800 | 1000
Quercetina pg 0 10 20 30 60 80 100
AICI3 al 10%(nL) 100 100 100 100 | 100 | 100 | 100
Acetato de sodio 0.1M (nL) | 100 100 100 100 | 100 | 100 | 100
Agua (mL) 5.8 5.7 5.6 5.5 52 15 4.8
2.5.1.2.2 Determinacion de Flavonoides Totales en los Extractos Etanolicos de las

Cinco Especies

La tabla 6 muestra los volimenes de los extractos y reactivos utilizados para la

determinacion de flavonoides totales en los extractos etanolicos al 96%, 70% y 50% de las cinco

especies.



35

Tabla 6 Determinacion de flavonoides totales en los extractos etandlicos de las cinco especies

Extractos y reactivos

Volumenes para la reaccion

(nL) de los extractos etanoélicos
AICI310% (nL)
Acetato de sodio 0.1M (uL)
Agua (mL)

50
100
100
5.8

Luego se procedid a medir las absorbancias a una longitud de onda de 415nm.

Tabla 7 Concentraciones y absorbancias de la curva de calibracion con quercetina para
flavonoides totales

Quercetina
ng

Absorbancia
415 nm

0

10
20
30
60

0
0.062
0.171
0.255

0.488

Figura 20 Curva de calibracion de flavonoides totales utilizando el estandar de quercetina.

Curva de calibracion
0.6

y =0.0083x - 0.0034

0.5
R?=0.9964

0.4

0.3

Abs 415nm

0.2

0.1

0 10 20 30 40 50 60 70

ug Quercetina




36

El contenido de flavonoides totales de los extractos se calculd utilizando la ecuacion de
regresion lineal con las absorbancias obtenidas, la concentracion en ug de quercetina en 10 pL,
posteriormente fueron expresados en pg de equivalentes de quercetina por 100 pg de extracto los

resultados se muestran en la tabla 21.

ug Quen 50 pL

pg Qu en 100pg Ext. = ]xlOO

ug de ext.seco en 50 pL

2.5.1.3 Determinacion de Acidos Hidroxicinnamicos Totales: Método de Arnow
E1 método se basé en la reaccion de los acidos hidroxicinnamicos en medio acido con el
reactivo de Arnow, que presenta una coloracion amarilla y cambia anaranjado en medio alcalino,

cuyo espectro de absorcion presenta un maximo en 505 nm (Matkowski et al., 2008).

Figura 21 Reaccion de acido cafeico con el reactivo de Arnow
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Procedimiento
Preparacion de Reactivos
e Solucion de 4cido clorhidrico 0.5 M.
e Solucién de hidréxido de sodio al 10 %.
e El reactivo Arnow se prepard disolviendo 10 g de nitrito de sodio y 10 g de molibdato de
amonio aforado a 100 mL.
e Estandar de acido cafeico se pesd 10 mg y se aforo a 10 mL con etanol de 96 %, luego se
diluyo 1 mL de la solucién estandar aforando a 10 mL para obtener 0.lmg/mL de
concentracion
2.5.1.3.1 Elaboracién de la Curva de Calibracién con Acido Cafeico para la
Determinacién de Acidos Hidroxicinnamicos Totales

La tabla 8 muestra las concentraciones y volimenes de la solucion estandar 4cido cafeico
reactivos para la curva de calibracion de flavonoides totales.

Tabla 8 Elaboracion de la curva de calibracion con acido cafeico para la determinacion de
acidos hidroxicinnamicos

Estandar y reactivos A B C D E F
Estandar acido cafeico (nL) 0 100 200 300 400 500
HC1 0.5M (mL) 2 2 2 2 2 2
Reactivo Arnow (mL) 2 2 2 2 2 2
NaOH 10% (mL) 2 2 2 2 2 2
Agua (mL) 5 4.9 4.8 4.7 4.6 4.5
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2.5.1.3.2 Determinacién de Acidos Hidroxicinnamicos en los Extractos Etanélicos de
las Cinco Especies

La tabla 9 muestra los volimenes de los extractos y reactivos utilizados para la
determinacion de 4cidos hidroxicinndmicos totales en los extractos etandlicos al 96 %, 70 % y 50
% de las cinco especies.

Tabla 9 Determinacion de acidos hidroxicinnamicos en los extractos etandlicos de las cinco

especies.
Muestra y reactivos Volumenes para la reaccion
(uL) de los extractos etandlicos 50
HCI 0.5M (mL) 2
Reactivo Arnow (mL) 2
NaOH 10% (mL) 2
Agua (mL) 4.95

Luego se medid las absorbancias por espectrofotometria de UV-visible a 505nm.

Tabla 10 Concentraciones y absorbancias de la curva de calibracion con acido cafeico para
acidos hidroxicinndmicos totales.

Acido cafeico Absorbancia
ng 505 nm
0 0
10 0.012
20 0.029
30 0.046
40 0.058
50 0.072
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Figura 22 Curva de calibracion de dcidos hidroxicinndmicos totales utilizando el estandar de
dcido cafeico

Curva de Calibracion
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El contenido de acidos hidroxicinndmicos totales de los extractos se calcul6 utilizando la
ecuacion de regresion lineal con las absorbancias obtenidas, la concentracion en pg de AC en
10uL y fueron expresados en pg de equivalentes de acido cafeico por 100ug de extracto y los

resultados se muestran en la tabla 21.

ACen 100pg Ext. = hg AC en 10 pL 100
Mg AL en HE BxL = ug de ext. seco en 10 pL X

2.5.2 Analisis de Capacidad Antioxidante
2.5.2.1 Determinacion de Capacidad Antioxidante: Método de Azul de Molibdeno

En este estudio se utilizard un método espectrofotométrico muy sencillo, basado en la
formacion de un complejo coloreado (azulado) de fosfato y molibdeno (V). El fundamento del

método radica en la capacidad de los antioxidantes de reducir el molibdeno (VI) a molibdeno (V),
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el cual, en presencia de fosfato a pH acido, forma un complejo fosfomolibdico de color azul cuyo

espectro de absorcion presenta un maximo a 695 nm.

Figura 23 Reaccion de determinacion de antioxidante por el método de azul de molibdeno

HO HO
(0] (@]
HO 0 . Ho _0
+ FosfoMo(V)+ H — > + complejo fosfo/Mo(V)
U N color azul
HO OH 1o 0 ( )
. L Acido dehidroascorbico
Acido ascorbico .
(oxidado)
Procedimiento

Preparacion de Reactivos
e Solucién estandar de vitamina C (&cido ascorbico), se pes6 100mg y se aforo en una fiola
de 100 mL. Luego se diluy6 1: 10 que corresponde a una concentracion de 100pug/mL.
e Solucién de reactivo fosfomolibdato, se pes6d 4.66g de molibdato de amonio, también se
peso 10.64g de Na3PO4 .12H20 y se medido H2SO4 32.61mL y se aforo a un litro.
2.5.2.1.1 Elaboracion de la Curva de Calibracion para la Determinacion de Capacidad
Antioxidante
La tabla 11 muestra las contracciones y volimenes de la solucion estandar &cido ascorbico
para la curva de calibracion de capacidad antioxidante.

Tabla 11 Elaboracion de la curva de calibracion con dcido ascorbico para la determinacion de
antioxidante.

Estandar y reactivos A B C D E F

Estandar acido 0 100 300 500 600 | 500
ascorbico(nL)

H20 (mL) 1 1 1 1 1 1

Reactivo fosfomolibdato de 1 1 1 1 1 1
amonio (mL)
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Para que se complete la reaccion se dejo por media hora en la estufa a 80 °C, luego se
afiadi6 5 mL de agua destilada para la dilucion.
2.5.2.1.2 Determinacion de Capacidad Antioxidante en los Etandlicos de las Cinco
Especies

La tabla 12 muestra los volimenes de los extracto y reactivos utilizados para la
determinacion de capacidad antioxidante en los extractos etandlicos al 96%, 70% y 50%.

Tabla 12 Determinacion de capacidad antioxidante en los extractos etandlicos de las cinco

especies
Estandar y reactivos Volumenes para la reaccion
Estandar acido ascorbico(nL) 50
H20 (mL) 1
Reactivo fosfomolibdato de amonio (mL) 1

Para que se complete la reaccion se dejé por media hora en la estufa a 80 °C, luego se

afnadio 5 mL de agua destilada para la dilucion y se medio las absorbancias a 695 nm.

Tabla 13 Concentraciones y absorbancias de la curva de calibracion con acido ascorbico para
capacidad antioxidante.

Acido ascorbico Absorbancia
ng 695 nm
0 0
10 0.049
20 0.092
30 0.144
50 0.223
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Figura 24 Curva de calibracion de capacidad antioxidante utilizando el estandar dcido

ascorbico
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El contenido de capacidad antioxidante de los extractos se calculo utilizando la ecuacién

de regresion lineal con las absorbancias obtenidas, la concentracion en pg de 4cido ascorbico en

10 pL, posteriormente fueron expresados en g equivalentes de 4cido ascorbico por 100ug de

extracto seco, los resultados se muestran en tabla 22.

ug AA en 100pg Ext. =

ug AAen 10 pL
ug de ext.seco en 10 pL

]X].OO

2.5.3 Cromatografia en Capa Fina de los Extractos Etandlicos al 96%, 70% y 50%

El analisis de agliconas libres por cromatografia en capa fina (TLC) se realizdo en

cromatoplacas de Silica Gel G60 como fase estacionaria, y como fase moévil una mezcla de CHCls:

Me,CO: HCOOH (75:16.5:8.5); mientras que para la determinacion cualitativa de glicosidos se
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utilizé una mezcla de AcOEt: HCOOH: AcOH: H20 (100:11:11:26) como fase mévil. En ambos

las cromatoplacas fueron reveladas con:

Solucion de FeCls (5%).

Difenilborinato de etanolamina (1%) en metanol.

Los resultados se muestran en las figuras 26 y 27.

2.5.4 Cromatografia UHPLC-DAD Cualitativo de los Extractos Etanolicos al 70%

Para el analisis de sustancias fenolicas por cromatografia de UHPLC-DAD se utilizaron

los siguientes estandares.

Tabla 14 Estandares utilizados en el analisis cualitativo de sustancias fenolicas en los cinco

extractos etanolicos.

Acido 3-cafeoilquinico

Acido 5-cafeoilquinico

Acido 4-cafeoilquinico
Quercetina-3-0-hexosido

Quercetina

218,242,326

204, 256, 355,4
204, 255, 369

Vinayagam & Sudha,(2015)

Gaitén et al., (2010)

Con la siguiente metodologia:

e Columna: Zorbax RPCi5100 x 2.1 mm x 1.8um.

¢ Flujo: 0.4mL/min
e Temperatura: 35°C
e Tiempo: 20min

e Fase movil:

a)  Acido formico CH,O; al 0.1% en agua.

b)  Acetonitrilo (CH3CN).
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Gradiente:

Tabla 15 Gradiente de fase movil para el andlisis cualitativo de sustancias fendlicas en los
extractos etanolicos

Minutos 0 5 10 12 15 17 19 20
% a) 98 70 20 20 0 0 98 98
% b) 2 30 80 80 100 100 2 2

Paralelamente se determino los espectros de absorcion UV (200-400nm): 254, 330, 280 y
370nm, resultados en la figura 28 y tabla 23.
2.5.5 Cromatografia UHPLC-MS/MS de los Extractos Etandlicos al 70%

El analisis por cromatografia liquida asociado con la espectrometria de masas de alta
resolucion (UHPLC-MS/MS) y la deteccion ultravioleta se llevaron a cabo en sistema de Thermo
Scientific (USA), compuesto por dos bombas cuaternarias Accela 1250, acopladas a un detector
de diodos Accela, y un espectrometro de masas Thermo Scientific Exactive Plus equipado con un
analizador de masas tipo Orbitrap, sincronizado por el software Xcalibur 3.1.66.10 (2015).

Las condiciones cromatograficos fueron las mismas que el anéalisis UHPLC-DAD:
e (Columna: Kinetex XB-C18 (1.7 um, 150 x 2.1 mm) acoplada a una columna de proteccion
compatible
e Flujo: 400 uL
e Temperatura: 35°C
e Tiempo: 40 min
e Fase movil:
a) Agua con acido formico CH>O; al (0.1%).

b) Acetonitrilo (CH3CN) con 4cido formico CH20; al 0.1%.
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Gradiente:

Tabla 16 Gradiente de fase para el andlisis de sustancias fendlicas por cromatografia de

UHPLC-MS/MS
Minutos 0 30 33 35 40
% a) 98 70 0 0 98
% b) 2 30 100 100 2

e Lalongitud de onda de exploracion del detector DAD se ajusté de 190 a 600 nm.
e Estandar de acido 5-O-cafeoilquinico grado HPLC (Merck)
El espectrometro de masas funciono6 bajo un cambio rapido de polaridad (modo negativo),
con resolucion de 70,000 unidades en los modos MS y MS/MS con las siguientes condiciones:
e Modo de ionizacion por electroaspersion (ESI).
e Voltaje de pulverizacion de 3.2 kV en modo negativo,
e Temperatura capilar de 320 ° C
e Rango de exploracion de 100 a 1,500 m/z.
La fragmentacion MS/MS fue realizada por el método de disociacion por colision (HCD) en
modo negativo. Los cromatogramas obtenidos por UHPLC-MS/MS fueron explorados para
extraer los espectros de MS y MS/MS.
Se elabord una tabla de los tiempos de retencion de los compuestos identificados en las
especies estudiadas, los resultados se encuentran en la figura 31 y tabla 24

Formulas de los calculos:

Masa experimental = (m; — A de hidrégeno)

Mgy, — M
Appm = (exm—t) x 10°
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Datos:

m v"pLC-Ms/Ms: Masa obtenida por el software Xcalibur sincronizado con UHPLC MS/MS

mi: Masa monoisotopico.

A: Masa atdémica de hidrégeno (1.0078).

Appm: Error de medicion de la masa.
2.5.6 Metodologia para la Purificacion de los Metabolitos Secundarios Mayoritarios

Las hojas secadas de M. orbignyana se pesaron 50 g, se pulverizaron en un molino de
cuchillas y se tamizaron. Se extrajeron por maceracion con etanol al 96% (6 veces, relacion
planta/disolvente 1:5 g/mL). El disolvente se destilo a presion reducida utilizando un rotavapor
para obtener 12,3 g de extracto seco. Este extracto se disolvid en agua caliente (300mL), se filtrd
y se parti6 con acetato de etilo (EtOAc, 3 veces de 100 mL). La fraccion de EtOAc se trato entonces
con MgSO4 para eliminar el agua residual y luego se evapor6 para obtener 5g de fraccion. Esta
fraccion se mezcld ademas con silice (5 g) y luego se sometio a cromatografia VLC con gel de
silice como fase estacionaria (tamafio de particula de 50 um, 2085 mm) y como fase moévil éter
de petroleo y acetato de etilo con una gradiente de polaridad creciente:

Tabla 17 Gradiente de éter de petroleo y acetato de etilo para la purificacion de fraccion de
acetato de etilo.

FASE MOVIL A B C D E
(200ml) | (200ml) | (200mL) | (200mL) | (100mL)

Eter de petroleo (ml) 180 160 140 120 0

Acetato de etilo (ml) 20 40 60 80 100
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Las fracciones fueron eluidas y aplicadas en una cromatoplaca de SilicaGel G60 con una
mezcla de solventes CHCl3:(CH3)2CO: H2CO2 (75:16:5:1,7) como fase movil y placas de silice

como fase estacionaria, los resultados se encuentran en figura 32.

2.5.6.1 Metodologia para la Identificacion y Cuantificacion de Compuesto A en las Cinco
Especies de Mutisia
La cuantificacion de compuesto A (11,12-dihidroxi-5-metilcumestano) en las cinco
especies de género Mutisia se realizd en los extractos etanolico al 70% y extractos en acetato de
etilo, para ello se utilizdo la siguiente metodologia y la columna con las caracteristicas
correspondientes:
e Columna: Zorbax RPC3100 x 2.1 mm x 1.8 um.
e Flyjo: 0.3 mL/min
e Temperatura: 40 °C
e Tiempo: 15 min
e Fase movil:
a) CH:O: al (0.1 %) en agua.
b) CH»0:al (0.1 %) en MeCN.
Gradiente:

Tabla 18 Gradiente de fase movil para la cuantificacion de 11, 12-dihidroxi-5-metilcumestano

Minutos | 0 3 5 7 9 11 13 15
% a) 90 50 30 20 20 0 0 90
% b) 10 50 70 80 80 100 100 10

Para la deteccion UV se utiliz6 las siguientes longitudes de onda;345; 280; 246 y 210 nm.
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Los resultados se presentan en la tabla 29 y 30.
2.5.6.2 Metodologia para la Identificacion y Cuantificacion del Compuesto B en las Cinco
Especies de Mutisia
La cuantificacion de 5-metilcumarina-4-glucésido en las cinco especies de género Mutisia
se realizo en los extractos etanolicos al 70%. Siguiendo las siguientes condiciones:
e Columna: Zorbax RPCig4.6 x 100 mm x 1.8 um.
e Flyjo: 0.4 mL/min
e Temperatura: 35 °C
e Tiempo: 20 min
e Fase movil:
a) Acido formico CH,O; al (0.1%) en agua.
b) Acetonitrilo (CH3CN).
Gradiente:

Tabla 19 Gradiente de fase movil para la cuantificacion de 5-metilcumarina-4-glucosido

Minutos 0 5 10 12 15 17 19 20
% a) 98 70 20 20 0 0 98 98
% b) 2 30 80 80 100 100 2 2

Para la deteccion UV se utilizo las siguientes longitudes de onda: 280, 345, 254 y 330

nm. Los resultados se muestran en la figura 29 y 30
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CAPITULO II1
3 RESULTADOS Y DISCUSIONES
3.1 Porcentaje de Extracto Seco en las Cinco Especies de Género Mutisia
El porcentaje de extracto seco en las cinco plantas de género Mutisia estudiadas con etanol de

96%, 70% y 50 % se muestra tabla 20.

Tabla 20 Porcentaje de extracto etandlico seco de las cinco especies

1 Mutisia acuminata Ma - 96 17.07 £ 0.002
2 Mutisia acuminata Ma- 70 38.64 £ 0.001
3 Mutisia acuminata Ma - 50 39.60 + 0.002
4 Mutisia cochabambensis Mc - 96 11.69 +0.002
5 Mutisia cochabambensis Mc -70 25.18 £ 0.001
6 Mutisia cochabambensis Mc -50 28.70 £ 0.002
7 Mutisia lanata Ml - 96 7.48 £ 0.004
8 Mutisia lanata Ml -70 21.59 £0.001
9 Mutisia lanata Ml -50 25.17+£0.003
10 Mutisia orbignyana Mo - 96 24.58 £ 0.003
11 Mutisia orbignyana Mo - 70 44.32 £0.001
12 Mutisia orbignyana Mo - 50 45.60 £ 0.005
13 Mutisia venusta Mv - 96 8.99 +£0.002
14 Mutisia venusta Mv - 70 24.29 + 0.001
15 Mutisia venusta Mv - 50 27.56 £0.002

Los mayores porcentajes de extraccion corresponden al 50 % y 70 % de Mutisia
orbignyana con 45.60 % y 44.32 % respectivamente siendo que los extractos con 50 % de etanol,

en las cinco especies, resultan ser los de mayor extraccion.
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3.2 Analisis Cuantitativo Preliminar
El contenido de fenoles totales, flavonoides totales y acidos hidroxicinndmicos totales de

los extractos etanolicos de las cinco especies Mutisia se muestra en la tabla 21.

Tabla 21 Resultados del analisis cuantitativo preliminar de fenoles, flavonoides y dcidos
hidroxicinnamicos totales

1| Ma-96 16.26+0.001 0.44+0.004 4.75+0.001
2| Ma-70 38.14+0.004 5.324+0.002 15.77+£0.002
3| Ma-50 11.39+0.001 1.91+0.004 5.31+0.001
4| Mc-96 20.25+0.002 7.97+0.003 14.11+0.001
5| Mc-70 28.12+0.004 8.49+0.002 11.58+0.001
6| Mc-50 14.67+0.001 9.84+0.003 18.96+0.001
7|1 MI-96 22.27+0.001 2.09+0.002 9.44+0.002
8| Ml-70 17.04+0.002 8.60+0.001 1.75+0.002
9| MI-50 13.29+0.001 2.65+0.003 7.37+0.001
10 | Mo -96 13.55+0.001 2.34+0.005 5.42+0.001
11| Mo-70 18.69+0.004 3.65+0.001 4.76+0.001
12| Mo-50 18.44+0.002 5.82+0.003 17.32+0.002
13| Mv-96 20.02+0.001 1.33+0.003 6.42+0.002
14| Mv-170 32.74+0.002 4.26+0.001 4.16+0.005
15| Mv-50 12.85+0.001 1.68+0.003 4.98+0.001

AG = Acido gélico Qu = Quercetina AC = Acido cafeico
Las muestras analizadas poseen una cantidad importante de fenoles, los extractos

etanolicos al 70% de M. acuminata, M. venusta y M. cochabambensis presentan alto contenido de

fenoles totales en relacion a los otros extractos con valores de 38.14 pg/100ug, 32.74 png/100pug y

28.12 ng/100ng respectivamente. En la determinacion de flavonoides totales con mayor contenido

son los extractos de M. cochabambensis al 50 %, 70 % ,96 % y M. lanata al 70 %, encontrandose
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9.84 ng/100ug, 8.60 png/100png, 8.49 ng/100ug y 7.97 pg/100pug. En los resultados de acidos
hidroxicinnamicos los extractos con mayor contenido son M. cochabambensis al 50%, M.
orbignyana 50 %, M. acuminata 70 %, M. cochabambensis al 96% con valores de 18.86, 17.32
ng/100ug de extracto seco respectivamente, son comparables con los resultados obtenidos por
Condoli, (2019), en su investigacion de fenoles y flavonoides totales en extractos atomizados de
las hojas de Mutisia mathewsii Hook & Arn. de 26.23 y 17.13ug/100ug EA respectivamente.
3.3 Analisis de Capacidad Antioxidante

El contenido de capacidad antioxidante en los extractos etanolicos de las cinco especies

Mutisia se muestra en la tabla 22.

Tabla 22 Resultado de capacidad antioxidante en los extractos etandlicos al 96%, 70% y 50%

1 Ma - 96 11.49+0.02
2 Ma - 70 16.78+0.01
3 Ma - 50 9.59+0.01

4 Mc - 96 16.17+0.01
5 Mc - 70 12.58+0.01
6 Mc - 50 11.44+0.04
7 MI - 96 14.70+0.01
8 MI - 70 7.65+0.01

9 MI - 50 10.64+0.01
10 Mo - 96 9.09+0.02
11 Mo - 70 7.8540.01

12 Mo - 50 14.45+0.02
13 My - 96 12.16+0.05
14 My - 70 17.71+0.02
15 My - 50 11.78+0.01

AA = Acido Ascorbico
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Los extractos etandlicos de las cinco especies poseen una cantidad importante de capacidad
antioxidante, los extractos etandlicos al 70% de M. venusta y M. acuminata, seguidos los extractos
etanolicos al 96 % de M. cochabambensis presentan alto contenido de 17 .71, 16.78 y 16.17 ug/100
pg de extracto seco comparado los resultados de Condoli, (2019) en extractos atomizados de las
hojas de Mutisia mathewsii Hook & Arn. Con concentraciones de 22.88 + 0,36 pg/mL; 24.63 +
4,19 pg/mL y 5.65 £ 0,52 ng/100puL frente al radical DPPH, ABTS y FRAP respectivamente, los

resultados son menores en el presente trabajo esto se debe el método utilizado y estandares.



pg estandar/100pg extr. EtOH
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El siguiente diagrama muestra la variacion de las concentraciones de fenoles, flavonoides, dcidos hidroxicinnamicos totales y capacidad

antioxidante.

Diagrama de los resultados
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Figura 25 Diagrama de resultados de andlisis cuantitativo preliminar de fenoles, flavonoides, dacidos hidroxicinnamicos totales y
capacidad antioxidante

Donde:
e FT=Fenoles totales.

e FLT= Flavonoides totales.
e AHT = Acidos hidroxicinamicos totales.

e CAO = Capacidad antioxidante.
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3.4  Perfil Cromatografico en Capa Fina de Sustancias Fendlicas

Figura 26 Cromatograma de agliconas libres de los extractos etandlicos de las cinco especies

Figura 27 Cromatograma de glicosidos de los extractos etandlicos de las cinco especies

Rf: 0.5
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Las figuras 26 y 27 son los cromatogramas, revelados con difenilborinato de etanolamina,
utilizando fase moévil de agliconas y glicdsidos, respectivamente. En el cromatograma de las
agliconas, las zonas celestes generalmente derivados de 4cidos hidroxicinndmicos o fenoles no
flavonoides-con Rf 0.8 y 0.2, son particularmente discernibles. Ademads, se aprecian zonas
amarillas-naranjas que son tipicos de flavonoides. En el cromatograma de glicdsidos aparecen
sefales celestes intensas en 1, 2, 3 y 11 con Rf de 0.5. Los resultados de la cromatografia de capa
fina indica que los extractos etanolicos de las cinco especies tienen una mezcla de metabolitos.
Segun Martinez & Maria, (2019), el grado de elucion de las sustancias depende tanto de su propia
polaridad como de la polaridad del eluyente utilizado y segin (Huayhua & Moya, 2018), los
componentes de la muestra recorren por la placa a diferentes velocidades que dependen de su
solubilidad y de su grado de retencion por la fase estacionaria.

3.5  Perfil de Sustancias Fendlicas por Cromatografia Liquida con Deteccion UV
(UHPLC-DAD)

La informacién que provee la cromatografia en capa fina es limitada entonces fue
conveniente caracterizar los extractos al 70 % por UHPLC-DAD, se eligio el extracto en etanol al
70% pués los resultados del analisis cuantitativo preliminar muestran mayor concentraciéon de
fenoles, flavonoides y acidos hidroxicinnamicos totales con respecto a los otros extractos en etanol

del 96 y 50%.
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En el siguiente cromatograma (figura 28) se presenta el perfil de sustancias fenolicas por UHPLC-

DAD en el extracto al 70% de M. acuminata.

Figura 28 Cromatograma por UHPLC-DAD del extracto etandlico al 70% de Mutisia

La tabla 23 muestra tentativamente los resultados de analisis del perfil cromatografico con
deteccion de UV (HPLC-DAD) empleando diferentes estandares. Se observa que los extractos

etanolicos al 70% evaluados, contienen acidos cafeoilquinicos y quercetina libre y glicosilada.

Tabla 23 Perfil de Sustancias Fenolicas por Cromatografia Liquida con Deteccion de UV
(UHPLC-DAD) de los Extractos Etandlicos al 70 %.

Acido 3-cafeoilquinico 3.3 217.91, 236.89, 325.48
Acido 5-cafeoilquinico 3.9 218.8, 241.36, 326.57
Quercetina-3-0-hexosido 53 204.1, 256.61, 355.60

Acido 4-cafeoilquinico 5.8 218.18,242.22,328.06 - -

Quercetina 7.2 204, 255.5, 372 + +

+ o+t
+ o+ o+
+ o+ o+
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Espectro UV de cromatograma figura 28 del extracto etandlico al 70% de Mutisia acuminata
con tiempo de retencion 3.83min que corresponde al pico 13

Figura 29 Espectro UV de acido 5-cafeoilquinico en extracto
etanolico de Mutisia acuminata

Espectro UV experimental que representa los isomeros de acidos monocafeoilquinicos
como el &cido 3-cafeoilquinico y acido 5-cafeoilquinico con tiempo de retencion de 3.83min,
presentes en los extractos etandlicos al 70% de Mutisia acuminata, comparados con los estandares
utilizados y la referencia segin (Vinayagam & Sudha, 2015), presentan maximos de absorcién a
218, 242, 326 nm, esto confirma que el extracto contiene los 4cidos monocafeoiquinicos, aunque
el tiempo de retencion varia en algunos, esto se debe a las condiciones de la metodologia y

caracteristicas de la columna.
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Espectro UV de cromatograma figura 28 del extracto etandlico al 70% de Mutisia acuminata
con tiempo de retencion 7.17 min que corresponde al pico 22

Figura 30 Espectro UV de quercetina en extracto etandlico de Mutisia
acuminata

Espectro UV experimental de quercetina presente en extracto etanolico al 70% de Mutisia
acuminata, el pico 22 en el cromatograma, figura 30, con tiempo de retencion de 7.17 min,
comparados con los estandares utilizados y la referencia segiin Gaitén et al., (2010), presentan
maximos de absorcion a 204, 256, 369 respectivamente, confirman que el extracto etandlico de

Mutisia acuminata contiene quercetina.
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3.6  Perfil de Sustancias Fendlicas por Cromatografia Liquida Asociada a Espectrometria de Masas (UHPLC-MS/MS)
En la figura 31 se muestran los cromatogramas de los cinco extractos etandlicos al 70%, con el detector Orbitrap en el modo

ESI+/-, donde M. acuminata (1), M. cochabambensis (2), M. lanata (3) M. orbignyana (4) y M. venusta (5).

Figura 31 Perfil de sustancias fendlicas por cromatografia liquida asociada a espectrometria de masas (UHPLC-MS/MS) ESI-

*El detalle de cada cromatograma y su espectro de masa se muestra en anexos.



3.6.1 Principales Constituyentes de Acuerdo con los Espectros de UHPLC-MS/MS

La visualizacion de los espectros MS/MS implicé visualizalos con el software Thermo Xcalibur 3.1.66.10 (2015) a partir de los

archivos Raw preferentemente al modo ESI-. Los resultados aparecen en la tabla 24.

Tabla 24 Principales constituyentes identificados de las cinco especies de Mutisia

60

Formula

No RT [M-H] Molecular Identificacion tentativa Muestras
Expgianslz(‘ental le/{')isizclo Appm MA | MC| ML MO | MV
1 | 19 317.0872 317.0871 | 0.32 C13H500 No identificado + + + |+ +
2 5.69 353.0871 353.0872 | 0.28 Ci6sH1309 Acido 3-O-Cafeoilquinico - + - - -
3 6.92 399.0567 399.0564 | -0.75 CisH16012 No hay resultados en DPN + - - - -
4 | 7.77 | 353.0875 353.0872 | -0.85 C16H1500 Acido 5-O-cafeoilquinico + + + |+ +
5 | 8.64 | 383.0619 383.0615 | -1.04 | CieHisOn No identificado + - - - +
6 94 221.0073 221.0086 | 5.88 C10H6Os Acido dihidroxicumarinico- N i i N i
carboxilico

7 | 97 | 2510184 | 2510192 | 319 | CuH:O No identificado S I R I
8 | 11.37| 383.0984 383.0978 | -1.57 | CiHisOs 5-metilcumarina-4-glucésido N

+ CH,0, (aducto del acido férmico) + - + -
9 | 12.25| 235.0232 235.0243 | 4.68 C11HsOs No identificado - - + -
10 | 13.11| 609.1479 609.1455 | -3.94 Ca7H30016 Quercetina 3-O-rutindsido + N N N
11 | 13.18 | 463.0885 463.0876 | -1.94 | C2H0n Quercetina 3-O-glucésido - ) Lo _
12 | 135 | 477.0677 477.0669 | -1.68 | C2HisOu Quercetina 3-O-glucuronido + + + +
13 | 1435 | 433.0777 433.0771 | -1.39 | CaHisOn Pentosido de quercetina - P ) )
14 | 147 | 433.0777 433.0771 | -1.39 | CaHisOn Pentésido de quercetina ; P ] ]
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15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33

34
35
36

14.9

15.18
15.5

16.03
16.4

16.72
17.16
17.76
18.52
18.80
22.49
24.57
25.75
26.74
26.94
27.96
28.40
28.56
29.21

29.41
29.93
32.42

515.1202
477.1043
477.1044
515.1205
447.0936
447.0938
447.0939
287.0556
175.0395
301.0349
315.0505
281.0445
425.1972
425.1975
409.2021
411.2175
409.2021
327.1595
395.2225

393.2074
311.1644
379.2278

515.1189
477.1033
477.1033
515.1189
447.0928
447.0928
447.0928
287.0555
175.0392
301.0355
315.0507
281.045

425.1964
425.1964
409.2015
411.2172
409.2015
327.1597
395.2223

393.2066
311.1647
379.2273

-2.52
-2.10
-2.31
-3.11
-1.79
-2.24
-2.46
0.35

1.71

-1.99
-0.63
1.78

-1.88
-2.59
-1.47
-0.73
-1.47
0.61

-0.51

-2.03
0.96
-1.32

Ca5H24012
C22H2012
C22H2012
Ca5H24012
C21H2001
Ca1H2001n
C21H2001;
CisH1206
CioHsO3
CisH1007
CicH1207
Ci6H100s
C2sH3006
CasH300¢
CasH300s
C25H3,0s
CasH300s
Ca0H2404
C25sH3204

Ca5H3004
Ca0H2403
Cy5H3,03

Acido 3,5-O-Dicafeoilquinico
Hexdsido de isoramnetina
Hexdsido de isoramnetina

Acido 4,5-O-Dicafeoilquinico
Glucésido flavonoide
Glucosido flavonoide
Glucosido flavonoide

Eriodictyol
4-Hidroxi-5-metilcumarina
Quercetina
Isorhamnetina
11,12-Dihidroxi-5-metilcumestan
No identificado
No identificado
No identificado
No identificado
No identificado
Mutisicumarina A o isdmero

5-metil-2,8-dihidroxi-3-farnesilcromo

Mutisicumarina C
4-geraniloxi-5-metilcumarina

5-metil-4-hidroxi-3-farnesilcumarina

+ o+ 4

+ 4+ + + o+ 4+

e

+

+ o+ o+
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De acuerdo a la figura 31 en los cromatogramas de los extractos etandlicos al 70%, de las
cinco especies, en el modo ESI- utilizando el pico base para rango de trabajo de 100 a 1500 m/z se
detectan 36 sefiales de las cuales 27 han sido tentativamente identificadas.

Primero por comparacion con el estandar utilizado se identificaron los derivados del éster
del acido cafeico, acido 3-O-cafeoilquinico (2), acido 5-O-cafeoilquinico (4), 3,5-O-
dicafeoilquinico (15), acido 4,5-O-dicafeoilquinico (18); asi como los flavonoides quercetina 3-
O-rutinodsido (10), quercetina 3-O-glucosido (11) y quercetina 3-O-glucurénido (12). Ademas, los
compuestos 13, 14, 16, 17, 19, 20 y 21 se identificaron como glucdsidos flavonoides, por
comparacion de sus datos de MS y formulas moleculares con los resumidos en el diccionario de
productos naturales (DNP), igualmente el eriodictiol (22), la quercetina (24) y la isorhamnetina
(25). Los siguientes compuestos se identificaron por comparacion de sus datos masas y formulas
con la bibliografias publicado de las investigaciones en género Mutisia: los compuestos (8) y (26)
con Daily et al., (1988) y Flores et al. (2009), asimismo (23), (36) y (33) con Zdero et al., (1986),
también (32) y (34) con Viturro et al. (2004) y finalmente (35) con Zdero et al. (1988).

Adicionalmente se observa que los siguientes compuestos estan presentes en las cinco
especies: acido 5-O-cafeoilquinico (4), Quercetina 3-O-rutindsido (10), Quercetina 3-O-glucurénido

(12), eriodictiol (22), la quercetina (24), isorhamnetina (25) y 11,12-Dihidroxi-5-metilcumestan (26).
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3.7  Purificacion de Metabolitos Secundarios Mayoritarios
Se trabajo seguin la metodologia de 2.5.6 descrita en la parte experimental de aislamiento
de extracto etandlico al 96% de Mutisia orbignyana se muestra el siguiente cromatograma de capa

fina, figura 32.

Figura 32 Cromatograma de purificacion de metabolitos mayoritarios
revelado en lampara UV a 366nm

Segun este cromatograma se separaron dos metabolitos mayoritarios presentes en Mutisia
orbignyana. De acuerdo a la cromatografia las fracciones B, C y D se agruparon por similitud del
Rf, eliminandose el disolvente y luego se tratd con etanol caliente y frio para la cristalizacion, y

de igual manera se trat6 a la fraccion E.
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Figura 33 Cristales de las fracciones de B,C y D (compuesto A)

A

Figura 34 Cristales de la fraccion E (compuesto B)

Las figuras 33 y 34 muestran los cristales de A que se obtuvo 17.1 mg con rendimiento
0.034% y de B se obtuvo 27mg con 0.054%, los mismos se llevaron para el andlisis de RMN a la
Pontificia Universidad Catolica del Peru para poder identificar y garantizar que tipo de compuesto

estd presente en las especies de género Mutisia.
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THRMN del Compuesto A (11,12-dihidroxi-5-metilcumestano)

Figura 35 Espectro de 'HRMN del compuesto A (11,12-dihidroxi-5-metilcumestano)

Nota. figura 35 representa 'H RMN del compuesto A en DMSO-ds a 500 MHz
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3.7.2

I3CRMN del Compuesto A (11,12-dihidroxi-5-metilcumestano)

Figura 36 Espectro >CRMN del compuesto A (11,12-dihidroxi-5-metilcumestano)

Nota. figura 36 representa *C RMN del compuesto A en DMSO-dg a 125 MHz
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Los cristales del compuesto (A) obtenido son de color amarillo palido. La espectrometria
de masas de alta resolucion sincronizada con el software Xcalibur sugirié que la composicion
elemental es Ci6H100s, seguido con la busqueda en el diccionario de productos naturales y para
garantizar el compuesto tentativo se muestra los resultados experimentales de 'H-RMN y *C-
RMN comparados con los datos experimentales segun (Flores, 2009) (Daily, 1988). (véase las
Tabla 25)

Se muestra la siguiente estructura del compuesto A correspondiente a 11,12-dihidroxi-5-

metilcumestano la numeracion se siguié segiin Daily et al. (1988)

Figura 37 Estructura quimica del compuesto A ( 11,12-dihidroxi-5metilcumestano)

|7|/8\8a ?\Tjo
6 3
\?/5a 1= \14____13
CHj \0\9// \\12—OH
A
10————11\
OH



Tabla 25 Seriales de RMN de 11,12-dihidroxi-5-metilcumestano.
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RMN de 11,12dihidroxi-5-metilcoumestano

13
5"°C RMN Eipecrilégjal S CRMN | gipypy | SHRMN | §HRMN
Ne | Experimental | (Flores,2009) Exp.erlmental Experimental Experimenta | Exp N rimental
en DMSO-ds | en DMSO-de (Daily, 1988) en DMSO-ds (Flores,2009) | (Daily, 1988)
a 125 MHZ a en DMSO-ds 4500 MHz | 0 DMSO-ds | en DMSO-g6
100 MHz a 125 MHz 400 MHz) 500 MHz

2 159.3 158.8 158.7

3 105.2 104.4 104.8

4 157.9 157.4 157.3

5a 112.3 111.8 111.8

5 113.9 113.4 113.5

6 105.9 105.5 105.5 7.41 7.23 7.35

7 131.0 130.5 130.3 7.53 7.47 7.48

8 127.2 126.7 126.6 7.29 7.34 7.23

8a 153.5 153.0 153.0
-CH 21.3 20.8 20.7 2.85 2.79 2.80

9 134.6 134.1 134.1

10 115.3 114.7 114.7 7.30 7.29 7.33

11 149.9 149.4 149.5

12 146.9 146.4 146.6 9.59 8.30

13 99.3 98.8 98.8

14 145.2 144.7 144.8 7.23 7.19 7.21

* Datos experimentales del analisis del RMN fueron comparados con los datos experimentales segiin
(Flores et al. 2009; Daily et al. 1988)

Los datos del analisis del RMN interpretados de acuerdo a la estructura quimica como la

posicion, los protones presentes, el nimero de nticleos, las caracteristicas de las sefiales espectrales

como simples, dupletes, tripletes, etc. coinciden con los datos experimentales de las referencias

mencionadas, que corresponden al compuesto organico de 11,12-hidroxi-5-metilcumestano.
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3.7.3 Cromatograma de UHPLC y Espectro UV de 11,12-dihidroxi-5-metilcumestano

Figura 38 Cromatograma de UHPLC de 11, 12-dihidroxi-5-metilcumestano y espectro UV

284.34

También la purificacion del 11, 12-dihidroxi-5-metilcumestano se comprobd por medio de la cromatografia de UHPLC-DAD
con la metodologia descrito en la parte experimental. En la figura 38 se muestran el cromatograma y el espectro UV con maximos de
absorcion (209.34; 245.69, 346.08) experimentales, que coinciden con el anexo 14 anélisis UHPLC-DAD en extracto etandlico al 70%

de Mutisia acuminata.



3.7.4 Cromatogramay Espectro de Masas (UHPLC-MS/MS) de 11,12- dihidroxi-5-metilcumestano en las cinco especies

Figura 39 Cromatograma de UHPLC-MS/MS de 11, 12- dihidroxi-5-metilcumestano
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Después de comprobar el compuesto (A) se pasdé a comparar los cromatogramas de
UHPLC-MA/MS se observa que los extractos de las cinco especies estudiadas mostraron la
presencia de 11,12-dihidroxi-5-metilcumestano por la alta sensibilidad del equipo. En algunos
casos como M. cochabambensis, M. lanata y M. venusta con concentraciones bajisimas solo
detectables con un Orbitrap. Asi mismo se plantea la fragmentacion de acuerdo al espectro de

masas que aparece en la figura 40.

Figura 40 Planteamiento de fragmentacion de 11, 12-dihidroxi-5-metilcumestano

-CO

CHs OH
o 253.0525

-CO

A-O/ 225.0570

H,;C
—O0

7

209.0619



3.7.5

THRMN del Compuesto B (5-metilcumarina-4-glucésido)

Figura 41 'THRMN del compuesto B (5-metilcumarina-4-glucésido)

Nota. figura 41 representa 'H RMN el compuesto B en DMSO-ds a 500 MHz
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3.7.6

I3CRMN del Compuesto B (5-metilcumarina-4-glucésido)

Figura 42 3CRMN del compuesto B (5-metilcumarina-4-glucésido)

Nota. figura 42 representa '>°C RMN del compuesto B en DMSO-ds a 125 MHz
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Los cristales obtenidos del compuesto (B) tienen la forma de agujas y color blanco. La
espectrometria de masas de alta resolucidon sincronizada con el software Xcalibur sugiri6 la
composicion elemental C17H20010, consiguientemente la busqueda en el diccionario de productos
naturales y para afirmar el compuesto tentativo se muestra 'H-RMN y '*C-RMN con los datos
experimentales segun Flores et al, (2009) (véase la tabla 26).

La estructura quimica de 5-metilcumarina-4-glucésido con la numeracion segun Flores et

al, (2009).

Figura 43 Estructura quimica tentativo del compuesto B (5-metilcumarina -4-glucosido)
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Tabla 26 Seriales de RMN experimentales de 5-metilcumarina-4-glucosido.

RMN de 5-metilcumarina -4-glucosido

Ne 813C RMN 813C RMN 6'H RMN 6'H RMN
Experimental Experimental | Experimental Experimental
en DMSO-ds a Flores, (2009) | en DMSO-ds | Flores, (2009) en

125 MHZ en DMSO-ds a a 500 MHz DMSO-ds a 400
100 MHZ MHz
2 161.68 161.3
3 93.41 93.0 5.98 5.97
4 166.96 166.6
Sa 114.19 113.8

5 137.51 137.1

6 128.2 127.8 7.16 7.14

7 132.44 132 7.51 7.49

8 115.31 114.9 7.25 7.22

8a 154.75 154.3
-CH; 23.57 23.2 2.71 2.69
I 100.34 99.9 5.2 5.19
2 73.49 73.1 3.41 34
3 76.98 76.6 3.39 3.35
4 69.89 69.5 3.2 3.2
5 77.79 77.4 3.49 3.5
6’ 60.97 60.6 3.72 3.72
OH-2’ 5.50 5.51
OH-3’ 5.48 5.22
OH-4’ 5.1 5.13
OH-6’ 4.63 4.65

* Datos experimentales comparados con los datos experimentales segin (Flores et al., 2009).
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Los datos del analisis del RMN interpretados de acuerdo a la estructura quimica como la

posicidn, los protones presentes, el nimero de ntcleos, las caracteristicas de las sefiales espectrales

como simples, dupletes, tripletes, etc. coinciden con los datos experimentales de referencia

mencionada, que corresponden al compuesto organico de S-metilcumarina-4-glucésido.
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3.7.7 Cromatograma UHPLC-DAD y espectro de S-metilcumarina-4-glucésido

Figura 44 Cromatograma de UHPLC de 5-metilcumarina-4-glucosido y espectro UV

También la purificacion del 5-metilcumarina-4-glucosido se comprobd por medio de la cromatografia de UHPLC-DAD con la
metodologia descrito en la parte experimental, en las siguientes figuras 44 se muestra el cromatograma y el espectro UV con maximos
de absorcion de 202.95 y 282.80 nm que coinciden con el anexo 14, analisis UHPLC-DAD en extracto etanolico al 70% de Mutisia

acuminata.
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3.7.8 Cromatograma y Espectro de Masas (UHPLC-MS/MS) de 5-metilcumarina-4-glucosido en las cinco especies

Figura 45 Cromatograma de UHPLC-MS/MS de 5-metilcumarina-4-glucosido
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Después de comprobar el compuesto (B) se pasé a comparar los cromatogramas de
UHPLC-MA/MS se observa que los extractos etanolicos al 70% de las cinco especies estudiadas
mostraron la presencia de 5-metilcumarina-4-glucosido por la alta sensibilidad del equipo. Asi
mismo se plantea la fragmentacion de acuerdo al espectro de masas que aparece en la figura 45.
3.8  Cuantificacion del 11, 12-dihidroxi-5-metilcumestano y 5-metilcumarina-4-glucosido
en las cinco especies de Mutisia

La cuantificacion de los dos compuestos se realizd6 con los métodos cromatograficos
empleados para cada una, para ello se utilizaron como estandar los productos purificados, se
construy6 una curva de calibracion para cada compuesto y de acuerdo a ella se obtuvo el contenido
en porcentaje respecto a planta seca.

3.8.1 Curva de Estandarizacion de 11,12-dihidroxi-5-metilcumestano

Tabla 27 Curva de estandarizacion para la cuantificacion de 11,12-dihidroxi-5-metilcumestano

pg de DHMC mAU*min
0.02 0.5753
0.05 4.2876
0.075 7.7379
0.1 10.1179
0.3 33.2371
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Figura 46 Curva de calibracion para la cuantificacion de 11,12-dihidroxi-5-metilcumestano
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3.8.2 Curva de Estandarizacion de 5-metilcumarina-4-glucéosido

Tabla 28 Curva de calibracion de para la cuantificacion de 5-metilcumarina-4-glucosido

pg MCG mAU*min
0.2 6.614
0.75 48.7655
1 60.1371
1.5 99.5519
2.5 155.4547
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Figura 47 Curva de calibracion para la cuantificacion de 5-metilcumarina-4-glucosido
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El porcentaje de 11,12-dihidroxi-5-metilcumestano y S-metilcumarina-4-glucdésido, en la tabla 29.

Tabla 29 Porcentaje de 11,12-dihidroxi-5-metilcumestano y de 5-metilcumarina-4-glucosido

N° | Muestra Porcentaje de 11,12-
dihidroxi-5-
metilcumestano en
extractos de AcOEt

Porcentaje de 11,12-
dihidroxi-5-
metilcumestano en
extractos etanolicos

Porcentaje de 5-
metilcumarina-4-
glucosido en extractos
etanolicos al 70%

al 70%
1 Ma 0.34 0.08 0.36
2 Mc 0 0 0
3 Ml 0 0 0.05
4 Mo 1.02 0.68 4.76
5 Mv 0 0 0.06

Ademas de las cinco especies en estudio se analizaron otras muestras ver la tabla 30.
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Tabla 30 Porcentaje de 11,12-dihidroxi-5-metilcumestano y 5-metilcumarina-4-glucdsido en
otras muestras de las mismas especies en estudio

N° Muestra (lugar, fecha)

Porcentaje de
11,12-dihidroxi-

Porcentaje de
11,12-dihidroxi-5-

Porcentaje de 5-
metilcumarina-4-

5- metilcumestano en glucosido en
metilcumestano | extractos etandlicos extractos
en extractos de al 70% etanolicos al 70%
AcOEt
1 Ma (Occopata 20/08/21) 0.04 0.05 0.18
2 |Ma(Pomacanchi 24/08/21) 0.02 0.06 0.23
3 Ma (Chivay 29/09/21) 0.04 0.30 0.36
4 Mo (Chivay 29/09/21) 0.96 1.2 3.77
5 Ma (Tipén 17/09/21) 0.1 0.36 0.27
6 Mc (Tipon 17/09/21) 0 0 0
7 Ma(Pomacanchi 02/02/22) 0.75 0.12 2.22
8 | Ma(Pomacanchi 25/04/22) 0.79 0.37 0.69

Los resultados de las tablas 29 y 30 muestran que M. orbignyana es rica en ambas

sustancias seguido de M. acuminata, Ademas, los extractos etanolicos al 70% de M. lanata y M.

venusta, contienen una pequefia concentracion de MCG. Mientras que M. cochabambensis no

muestra DHMC tampoco MCG. Por otro lado, las concentraciones de DHMC y MCG en M.

acuminata y M. orbignyana provenientes de diferentes lugares y épocas de recoleccion tienen

contenidos variables de estos dos metabolitos. Particularmente en el caso de Mutisia acuminata

proveniente de Pomacanchi se ha podido observar que sus contenidos de DHMC y MCG varian

segun la época del afo.
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3.9  Variacion de Concentracion de 11,12-dihidroxi-5-metilcumestano y 5-
metilcumarina-4-glucésido en tres Epocas distintas de Mutisia acuminata de Pomacanchi

Tabla 31 Variacion de contenido de 11,12-dihidroxi-5-metilcumestano y 5-metilcumarina-4-
glucosido de Mutisia acuminata de Pomacanchi

Mes Epoca % DHMC %MCG
Ago-21 Floracion 0.06 0.23
Feb-22 Prefloracion 0.12 2.22
Abr-22 Floracion 0.37 0.69

Figura 48 Variacion del contenido de 11,12-dihidroxi-5-metilcumestano y 5-
metilcumarina-4-glucosido de Mutisia acuminata de Pomacanchi con el tiempo
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La cuantificacion de las muestras de Pomacanchi con distintas fechas de recoleccion mostréd
que la concentracion del 11,12-dihidroxi-5-metilcumestano y de la 5-metilcumarina-4-glucésido
segun la figura dindmica ayuda a ubicar el momento preciso de cosecha de planta y realizar
extraccion maxima. Por otro lado, la concentracion de MCG en Mutisia orbignyana es de 4.76%
resultado de HPLC es comparable con 0.57% que se aislaron a partir de Vernonia glaberima

(Cichorioideae, Asteraceae), que es una planta africana con efectos sobre canceres humanos

(Alhassan et al., 2018).
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CONCLUSIONES
Los extractos etandlicos al 70% de M. acuminata 'y M. venusta tienen mayor contenido de
fenoles totales con valores 38.14 y 32.71 pg/100pug de extracto seco respectivamente. El
mayor contenido de flavonoides y dcidos hidroxicinnamicos totales corresponde al extracto
etandlico al 50% de Mutisia cochabambensis encontrandose 9.83 ng/100pg y 18.96
ng/100ug de extracto seco.
La mayor capacidad antioxidante corresponde a los extractos etandlicos al 70 % de M.
venusta y M. acuminata con 17.65 y 16.79 png/ 100ug de extracto seco, respectivamente.
Por cromatografia de capa fina se observo que, los que presentan mayor intensidad y
numero de zonas son los extractos etandlicos de M. orbignyana y M. acuminata.
Mediante cromatografia liquida con deteccion ultravioleta mediante arreglo de diodos, los
metabolitos secundarios mas notables son los isémeros de acidos monocafeoilquinicos y
los derivados de quercetina.
Los cromatogramas de UHPLC-MS/MS y sus espectros ha permitido identificar
tentativamente 27 compuestos sobre 36 sefiales.
A partir del extracto etanolico de Mutisia orbignyana, por cromatografia de columna y
recristalizacion en etanol, se aisld 0.034% de 11,12-dihidroxi-5-metilcumestano y 0.054%
de 5-metilcumarina-4-glucosido. En los extractos de etanol al 70% se cuantifico el 11,12-
dihidroxi-5-metilcumestano y 5-metilcumarina-4-glucosido por cromatografia liquida con
deteccion ultra violeta UHPLC-DAD utilizando los compuestos aislados como estandares,
donde, la especie M. orbignyana muestra las mayores concentraciones de 11,12-dihidroxi-
S-metilcumestano con 0.68% seguido de M. acuminata en plena floracion con 0.37%.

Mientras que la 5-metilcumarina-4-glucésido también predomina en M. orbignyana con
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4.76% y en M. acuminata a plena floracion con 0.69%, esta sustancia también se detectd
en las especies M. lanata y M. venusta. En M. cochabambensis no se encontrd ninguno de

los dos compuestos.
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RECOMENDACIONES

Divulgar a la poblacion a través de los canales correspondientes que hay especies de Mutisia
que poseen compuestos fendlicos muy importantes con posible de capacidad antioxidante
que podrian mejorar la salud humana, notablemente M. acuminata, M. cochabambensis y M.
orbignyana.

Realizar la actividad antioxidante en los extractos etandlicos y acuosos de las cinco especies
utilizando diferentes métodos como DPPH, ABTS y FRAP.

Se debe insistir en los estudios de antihepatotoxicidad del DHMC y también respecto a otras
propiedades farmacoldgicas.

. No se conoce ninguna propiedad farmacoldégica del MCG por lo que se recomienda su
farmacologia experimental.

Se debe incidir en estudios de variacion de concentracion metabdlica (DHMC y MCG) en

las especies de Mutisia acuminata y Mutisia orbignyana.
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ANEXOS

Anexo 1 Certificado de la clasificacion botanica de las cinco especies de género Mutisia.
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Anexo 2 Recoleccion de muestras y secado

Anexo 3 Fotografia de molienda y la obtencion de extractos etandlicos de las cinco especies



Anexo 4 Analisis cuantitativo preliminar de fenoles totales

Anexo 5 Andlisis cuantitativo preliminar de dcidos hidroxicinndmicos en los

extractos etandolicos.

Anexo 6 Andlisis cuantitativo preliminar de dcidos hidroxicinndamicos totales de los

extractos etanolicos.
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Anexo 7 Resultados de obtencion de porcentaje de extracto seco de los cinco especies .

1 Mutisia acuminata Ma - 96 0.5006 9.9279 9.9222 0.0057 17.1
2 Mutisia acuminata Ma - 70 0.5007 10.1625 10.1496 0.0129 38.6
3 Mutisia acuminata Ma - 50 0.5000 7.8428 7.8296 0.0132 39.6
4 Mutisia cochabambensis Mc - 96 0.5002 8.9907 8.9868 0.0039 11.7
5 Mutisia cochabambensis Mc - 70 0.5003 17.0048 16.9964 | 0.0084 25.2
6 Mutisia cochabambensis Mc - 50 0.5016 8.6863 8.6767 0.0096 28.7
7 Mutisia lanata Ml - 96 0.5007 9.9689 9.9664 0.0025 7.5
8 Mutisia lanata Ml - 70 0.5002 11.011 11.0038 | 0.0072 21.6
9 Mutisia lanata Ml - 50 0.5004 16.0364 16.028 0.0084 25.2
10 | Mutisia orbignyana Mo - 96 0.5004 10.1189 10.1107 | 0.0082 24.6
11 Mutisia orbignyana Mo - 70 0.5008 13.1859 13.1711 0.0148 44.3
12 | Mutisia orbignyana Mo - 50 0.5000 9.5553 9.5401 0.0152 45.6
13 | Mutisia venusta Mv - 96 0.5002 16.3385 16.3355 0.003 9.0
14 | Mutisia venusta My - 70 0.5001 10.21 10.2019 0.0081 24.3
15 Hutisia venusta Mv - 50 0.5007 15.4287 15.4195 | 0.0092 27.6
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Anexo 8 Datos y resultado obtenidos del andlisis de fenoles totales.
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Anexo 9 Datos y resultado obtenidos del andlisis de flavonoides totales
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Anexo 10 Datos y resultados obtenidos del andlisis de dcidos hidroxicinnamicos totales.
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Anexo 11 Datos y resultados obtenidos del andlisis de capacidad antioxidante.
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Anexo 12 Materiales utilizados en el andlisis de sustancias fendlicas de cromatografia

de cromatografia en capa fina de los extractos etanolicos al 96%, 70% y 50 %.

Anexo 13 Fotografias de Cromatogramas obtenidas por cromatografia de capa fina

Cromatograma de agliconas libres utilizando como estandar el 11,12-dihidroxi-5-metilcumestano
visualizado en lampara de rayos UV con una longitud de onda de 366nm y revelado con
difenilborinato de etanolamina.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 DHMC QU
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 DHMC QU

Cromatograma del analisis de agliconas libres revelado con FeCls al 5% con el estandar de
11,12-dihidroxi-5-metilcumestano.

Anexo 14 Cromatograma de analisis UHPLC-DAD en extracto etandlicos de Mutisia
acuminata.
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Espectro UV experimental de 11,12-dihidroxi-5-metilcumestano presente en extracto etanélico al
70% de Mutisia acuminata, el pico 20 en el cromatograma, Anexo 14, con tiempo de retencion

de 5.617 min, presentan maximos de absorcion a 209.34, 245.69, 346.08 nm.

Espectro UV experimental de 11,12-dihidroxi-5-metilcumestano presente en extracto etanolico al
70% de Mutisia acuminata, el pico 20 en el cromatograma, Anexo 14, con tiempo de retencion

de 8.25 min, presentan maximos de absorcion a 209.34, 245.69, 346.08 nm
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Anexo 15 Analisis UHPLC-DAD en extracto etandlico al 70% de Mutisia cochabambensis

Anexo 16 Analisis UHPLC-DAD en extracto etandlico al 70% de Mutisia lanata
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Anexo 18 Analisis UHPLC-DAD en extracto etandlico al 70% de Mutisia orbignyana

Anexo 17 Analisis UHPLC-DAD en extracto etanolico al 70% de Mutisia venusta



Anexo 19 Los cinco Cromatogramas y espectros de masa UHPLC-MS/MS.

Cromatogramas UHPLC-MS/MS de las cinco especies estudiadas.
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Cromatograma UHPLC-MS/MS de Mutisia acuminata (R. y P.) var. Hirsuta
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Espectro de masas Mutisia acuminata (R.y P.) var. Hirsuta
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Cromatograma UHPLC-MS/MS Mutisia cochabambensis (Hieron)
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Espectro de masas de Mutisia cochabambensis (Hieron)

MC#2 RT.0.02 AV:1 NL:1.37E7
T: FTMS - p ESIFullms [100.00-1500.00]
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Cromatograma UHPLC-MS/MS de Mutisia lanata Ruiz Lopez & Pavon
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Espectro de masas de Mutisia lanata Ruiz Lopez & Pavon

ML#2 RT:0.02 AV:1 NL: 137E7
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Cromatograma UHPLC-MS/MS de Mutisia orbignyana Wedd
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Espectro de masas de Mutisia orbignyana Wedd

MO#2 RT:0.02 AV:1 NL: 1.33E7
T. FTMS - p ESI Full ms [100.00-1500.00]
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Cromatograma UHPLC-MS/MS de Mutisia venusta S.F. Blake
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Espectro de masas de Mutisia venusta S.F. Blake

MV#2 RT:0.02 AV:1 NL: 1.40E7
T. FTMS - p ESI Full ms [100.00-1500.00]
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Anexo 20 Cromatogramas y los espectros UV de la cuantificacion de 11,12-dihidroxi-5-
metilcumestano y 5-metilcumarina-4-glucosido

Mutisia acuminata (Ma)
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Los cromatogramas y los espectros UV de la cuantificacion de los dos productos en Mutisia
acuminata.

Mutisia Cochabambensis (Mc)

En la cuantificacion de los dos compuestos los extractos de Mutisia cochabambensis resulto

negativo.
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Mutisia lanata (M1)

Los extractos de Mutisia lanata en la cuantificacion de 11,12-hidroxi-5-metilcumestano se
mostro negativo, y cuantificacion de 5-metilcumarina -4-glucésido se muestran el cromatograma

y espectros de UV.
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Mutisia orbignyana (Mo)
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Mutisia venusta (Mv)

Los extractos de Mutisia venusta en la cuantificacion de 11,12-hidroxi-5-metilcumestano se
mostro negativo, y cuantificacion de 5-metilcumarina -4-glucésido se muestran el cromatograma

y espectros de UV.
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Magdalena Del Mar, 06 de Diciembre del 2022
RD N° D000154-2022-MIDAGRI-SERFOR-DGGSPFFS-DGSPF

VISTOS:

La solicitud de autorizacion de acceso a los recursos genéticos y sus derivados
sin fines comerciales de flora silvestre, presentada por el sefior Carlos Alberto Serrano
Flores identificado con DNI N° 23833584, mediante la solicitud s/n registrada el 10 de
agosto de 2022 con expediente N° 2022-30649, para el desarrollo del proyecto “Perfil
de componentes fendlicos mediante cromatografia liquida y espectrometria de
masas en tandem de especies peruanas del género Mutisia (Mutisieae,
Mutisioideae, Asteraceae)’; asi como, el Informe Técnico N° D0009-2022-MIDAGRI-
SERFOR-DGGSPFFS-DGSPF-IAC de fecha 02 de diciembre de 2022,y,

CONSIDERANDO:

Que, el articulo 66 de la Constitucion Politica del Peru, senala que los recursos
naturales, renovables y no renovables, son patrimonio de la Nacién, siendo el Estado
soberano en su aprovechamiento; asimismo, en su articulo 68, se dispone que es
obligacién del Estado promover la conservacion de la diversidad bioldgica;

Que, en mérito a la Decision 391, adoptada el 2 de julio de 1996 por los paises
miembros de la Comisidn del Acuerdo de Cartagena, actualmente: Comunidad Andina
de Naciones, integrada por Peru, Colombia, Bolivia y Ecuador; se establecio el Régimen
Comun sobre Acceso a los Recursos Genéticos, el cual tiene por objeto regular el
acceso a los recursos genéticos de los paises miembros y sus productos derivados;

Que, el articulo 1 de la citada norma, referido a la Autoridad Nacional
Competente, establece que, es la entidad u organismo publico estatal designado por
cada Pais Miembro, autorizado para proveer el recurso genético o sus productos
derivados y por ende suscribir o fiscalizar los contratos de acceso, realizar las acciones
previstas en este régimen comun y velar por su cumplimiento;

Quie, el articulo 16 de la citada norma, indica que todo procedimiento de acceso
requerira la presentacion, admision, publicacion y aprobacion de una solicitud, asi como
la suscripcion de un contrato, emisién y publicacién de la correspondiente resolucion,
aunado al registro declarativo de los actos vinculados con dicho acceso;

Que, por su parte, de acuerdo al Protocolo de Nagoya sobre Acceso a los
Recursos Genéticos y Participacion Justa y Equitativa en los Beneficios que se Deriven



de su Utilizacion al Convenio sobre la Diversidad Biologica (Protocolo de Nagoya)?,
reconoce la importante contribucion de la transferencia de tecnologia y la cooperacion
al desarrollo sostenible, para crear capacidad de investigacion e innovacion que afiada
valor a los recursos genéticos en los paises en desarrollo, conforme a los articulos 16 y
19 del Convenio de Diversidad Bioldgica;

Que, mediante el articulo 13 de la Ley N° 29763 “Ley Forestal y de Fauna
Silvestre”, se dispuso la creacién del Servicio Nacional Forestal y de Fauna Silvestre
(SERFOR) como organismo publico técnico especializado, con personeria juridica de
derecho publico interno, como pliego presupuestal adscrito al Ministerio de Agricultura,
constituyéndose en la Autoridad Nacional Forestal y de Fauna Silvestre;

Que, el literal ¢) del articulo 4 de la mencionada Ley, establece que, el patrimonio
forestal y de fauna silvestre de la Nacién esta constituido entre otros, por la diversidad
biologica forestal y de fauna silvestre, incluyendo sus recursos genéticos asociados;

Que, mediante el Decreto Supremo N° 019-2021-MINAM se aprobé el
Reglamento de Acceso a los Recursos Genéticos y sus derivados, el cual tiene como
finalidad regular las disposiciones referidas al acceso a los recursos genéticos y sus
derivados establecidas en la Decision 391, en concordancia con lo establecido por el
Protocolo de Nagoya, identificandose como autoridad nacional competente, entre otros,
al SERFOR del Ministerio de Desarrollo Agrario y Riego, para el Patrimonio Forestal y
de Fauna Silvestre, incluyendo los parientes silvestres de especies cultivadas; asi como
los microorganismos asociados a dicho Patrimonio, que se encuentran en el territorio
nacional, que comprende a las areas de conservacion regional y areas de conservacion
privada;

Que, de acuerdo al numeral 31.1 del articulo 31 del precitado reglamento,
establece que, las Autoridades Nacionales Competentes autorizan la colecta o
extraccion del recurso bioldégico que contiene los recursos genéticos en el mismo
procedimiento administrativo del acceso a los recursos genéticos y sus derivados sin
fines comerciales;

Que, a través del literal j) del articulo 14 de la Ley Forestal y de Fauna Silvestre,
establece que, son funciones del SERFOR, entre otros, gestionar, promover y
administrar el régimen comun sobre acceso a los recursos genéticos de los recursos
forestales y de fauna silvestre en el marco de la Decisién 391 del Acuerdo de Cartagena
y demas normas nacionales vinculadas;

Que, conforme a lo dispuesto en el articulo 154 del
Reglamento para la Gestibn Forestal, aprobado mediante Decreto Supremo
N° 018-2015-MINAGRI, establece que cuando la investigacion cientifica del patrimonio

! Firmado por el Peru el 04 de mayo de 2011 y aprobado mediante Resolucion Legislativa N° 30217 del 03 de julio de
2014 y ratificado mediante Decreto Supremo N° 029-2014-RE el 04 de julio de 2014.



de forestal involucre el acceso a los recursos genéticos, el investigador debe
suscribir un contrato de acceso con el SERFOR;

Que, en concordancia con el articulo 352 del Reglamento de acceso a los
recursos genéticos y derivados, que sefala que la eficacia de las autorizaciones de
acceso a los recursos genéticos y sus derivados sin fines comerciales se encuentran
sujetas a la suscripcion de un contrato, segun el formato simplificado aprobado por
Resolucion Ministerial N° 006-2022-MINAM,;

Asimismo, en aplicacion del literal g) del articulo 55 del Reglamento de
Organizacién y Funciones del SERFOR, aprobado mediante Decreto Supremo N° 007-
2013-MINAGRI y modificado por Decreto Supremo N° 016-2014-MINAGRI; es funcién
de la Direccion de Gestion Sostenible del Patrimonio de Forestal (DGSPF),
entre otras, elaborar, aprobar y suscribir los contratos para actividades de acceso a
recursos geneéticos de especies de flora silvestre;

Que, mediante el articulo 2 de la Resolucion de Direccion General N° DO00627 -
2021-MIDAGRI-SERFOR-DGGSPFFS, de fecha 15 de noviembre de 2021, la Direccién
General de Gestién Sostenible del Patrimonio Forestal y de Fauna Silvestre delegé en
la Direccion de Gestion Sostenible del Patrimonio Forestal, la funcién de
otorgar permisos de investigacion o de difusion cultural con o sin colecta de flora
silvestre y sus recursos genéticos, prevista en el literal g) del articulo 53 del Reglamento
de Organizacién y Funciones del SERFOR, aprobado por Decreto Supremo N° 007-
2013-MINAGRI y modificado por Decreto Supremo N° 016-2014-MINAGRI; delegacién
efectuada en aplicacién del numeral 78.1 del articulo 78 del Texto Unico Ordenado -
TUO de la Ley N° 27444, Ley del Procedimiento Administrativo General, aprobado por
Decreto Supremo N° 004-2019-JUS;

Que, en ese contexto, solicitud s/n registrada el 10 de agosto de 2022 con
expediente N° 2022-30649, Carlos Alberto Serrano Flores identificado con DNI N°
23833584, solicitd desarrollar un estudio sobre flora silvestre del género Mutisia: Mutisia
acuminata, Mutisia cochabambensis, Mutisia lanata, Mutisia orbignyana, Mutisia
venusta y Mutisia wurdackii procedentes de condiciones in situ de los departamentos de
Cusco, Moquegua y Amazonas, en el marco del proyecto “Perfil de componentes
fendlicos mediante cromatografia liquida y espectrometria de masas en tandem
de especies peruanas del género Mutisia (Mutisieae, Mutisioideae, Asteraceae)’;
por el periodo de doce (12) meses;

Que, desarrollar un proyecto de investigacion cientifica sin fines comerciales
relacionado a la busqueda de nuevas especies liquénicas que abundan en nuestro pais
y que aun han sido poco exploradas;

2 Reglamento de acceso a los recursos genéticos y derivados, aprobado por Decreto Supremo N°019-2021-MINAM
“Articulo 35.- Eficacia de las autorizaciones de acceso a los recursos genéticos y sus derivados sin fines comerciales
La eficacia de las autorizaciones de acceso a los recursos genéticos y sus derivados sin fines comerciales se encuentra
sujeta a la suscripcién de un contrato entre el solicitante y la Autoridad Nacional Competente. Emitida la respectiva autorizacion, la
Autoridad Nacional Competente suscribe con el solicitante el contrato de acceso, segun el formato simplificado aprobado”.



Que, el administrado sostiene que las muestras a depositar tendran el destino
Herbarium Truxillense (HUT) de la Universidad Nacional de Trujillo como especimenes
de respaldo, el mismo que cuenta con registro de Institucion Cientifica Nacional
Depositaria de Material Biolégico-ICNDMB N° AUT-ICND-2021-003, mediante
Resolucion de Direccidon General N° D0000617-2021-MIDAGRI-SERFOR-DGGSPFFS;

Que, se solicita la colecta de los recursos biologicos de las especies flora
silvestre del género Mutisia: Mutisia acuminata, Mutisia cochabambensis, Mutisia lanata,
Mutisia orbignyana, Mutisia venusta y Mutisia wurdackii, en el marco de lo dispuesto en
el articulo 31 del Reglamento de acceso a los Recursos Genéticos y sus Derivados;

Que, en el actual Texto Unico de Procedimientos Administrativos - TUPA del
SERFOR, aprobado por Decreto Supremo N° 001-2016-MINAGRI y modificado por
Resolucion Ministerial N° 613-2016-MINAGRI, Resolucion Ministerial N° 026-2019-
MINAGRI, Resolucién de Direccion Ejecutiva N° D000103-2020-MINAGRI-SERFOR-DE
y Resolucion de Direccion Ejecutiva N° D000099-2021-MIDAGRI-SERFOR-DE; no se
contempla el procedimiento de autorizacion para acceso a los recursos genéticos y sus
derivados sin fines comerciales;

Que, en observancia del principio de impulso de oficio, previsto en el numeral 1.3
del articulo 1V del Titulo Preliminar del TUO de la Ley N° 27444, Ley del Procedimiento
Administrativo General; se colige que, las autoridades deben dirigir € impulsar de oficio
el procedimiento y ordenar la realizacion o practica de los actos que resulten
convenientes para el esclarecimiento y resolucion de las cuestiones necesarias;

Que, por tanto, la solicitud que nos ocupa ha sido evaluada en aplicacion de los
requisitos exigidos en el numeral 27.1 del articulo 27 del Reglamento de acceso a los
recursos geneticos y sus derivados;

Cabe mencionar que el expediente presentado por el administrado, esta
conformado por la solicitud de autorizacion de acceso a los recursos genéticos y sus
derivados sin fines comerciales de las especies de flora silvestre, el cual esta
acompanado por los documentos que sustentan los requisitos presentados, y la colecta
de material bioldgico de flora silvestre, los cuales estan en concordancia con el articulo
27 del Reglamento de Acceso a los Recursos Genéticos y sus derivados, y del numeral
31.1 del articulo 31 del citado reglamento, que establece que, las Autoridades
Nacionales Competentes autorizan la colecta o extraccion del recurso biolégico que
contiene los recursos genéticos en el mismo procedimiento administrativo del acceso a
los recursos genéticos y sus derivados sin fines comerciales y en el marco de la
Resolucion de Direccion General N° D000627-2021-MIDAGRI-SERFOR-DGGSPFFS;

Que, en ese sentido, a través del Informe Técnico N° D0009-2022-MIDAGRI-
SERFOR-DGGSPFFS-DGSPF-IAC, emitido el 02 de diciembre de 2022, se exponen los
actuados durante el desarrollo del procedimiento de atencién de la solicitud antes citada,



asi como su evaluacién; informe que se encuentra conforme y cuyo contenido forma
parte integrante de la presente resolucion;

Que, tras el andlisis de las conclusiones y recomendaciones expuestas en el
referido informe técnico, se desprende, entre otros, lo siguiente: i) la solicitud presentada
por el sefor Carlos Alberto Serrano Flores identificado con DNI N° 23833584, reune las
condiciones minimas y cumple con todos los requisitos para el otorgamiento de la
autorizacién requerida, por lo que procede otorgar la autorizacion de acceso a los
recursos genéticos y sus derivados sin fines comerciales de flora silvestre para el
desarrollo del Proyecto “Perfil de componentes fendlicos mediante cromatografia liquida
y espectrometria de masas en tandem de especies peruanas del género Mutisia
(Mutisieae, Mutisioideae, Asteraceae)” por el periodo de doce (12) meses, segun el
cronograma de trabajo del proyecto de investigacién presentado; y en consecuencia
para su formalizacion la suscripcion del contrato de acceso; ii) Los recursos bioldgicos
que contienen a los recursos genéticos y sus derivados corresponden a Mutisia: Mutisia
acuminata, Mutisia cochabambensis, Mutisia lanata, Mutisia orbignyana, Mutisia
venusta y Mutisia wurdackii, procedentes de condiciones in situ de los departamentos
de Cusco, Moquegua y Amazonas; iii) los métodos descritos en el plan de investigacién
se contempla la colecta de material bioldégico del género Mutisia para realizar las
actividades de acceso a los recursos genéticos y sus derivados; iv) se recomienda
autorizar la colecta de muestras de flora silvestre para la ejecucion del presente
proyecto; v) El usuario ha cumplido en presentar la propuesta de distribucion de
beneficios no monetarios; v) no se requiere del contrato accesorio con una Institucion
Nacional de Apoyo ni con el proveedor, propietario del recurso o material biolégico que
contiene el recurso genético al que se accedera; vi) No se presenta peticion de
confidencial; x) el proyecto de investigacién no ha requerido de la recopilacién del
conocimiento colectivo o tradicional de alguna comunidad por no ser parte de los
objetivos del proyecto;

Que, de conformidad con la Decision 391 “Régimen Comun sobre Acceso a los
Recursos Genéticos”; el Reglamento de Acceso a los Recursos Genéticos y sus
derivados, aprobado por Decreto Supremo N° 019-2021-MINAM; en ejercicio de la
funcion delegada a través del articulo 2 de la Resolucion de Direccién General
N°D000627-2021-MIDAGRI-SERFOR-DGGSPFFS; la Resolucion Ministerial N° 006-
2022-MINAM, en el marco de lo previsto en la Décima Séptima Disposicion
Complementaria Final del Reglamento de acceso a los recursos genéticos y sus
derivados; la Ley N° 29763, Ley Forestal y de Fauna Silvestre; el Reglamento para la
Gestion Forestal, aprobado por Decreto Supremo N° 018-2015-MINAGRI; el
TUO de la Ley N° 27444, Ley del Procedimiento Administrativo General, aprobado
mediante Decreto Supremo N° 004-2019-JUS; asi como, en ejercicio de las atribuciones
conferidas por el articulo 56 del Reglamento de Organizacion y Funciones del SERFOR,
aprobado por Decreto Supremo N° 007-2013-MINAGRI y modificado por Decreto
Supremo N° 016-2014-MINAGRI;

SE RESUELVE:



Articulo 1.- AUTORIZAR la colecta del material bioldgico de las especies de flora
silvestre objeto de la investigacidn y el acceso a los recursos genéticos y sus derivados
sin fines comerciales de flora silvestre, a favor del sefior Carlos Alberto Serrano Flores
identificado con DNI N° 23833584, por el periodo de doce (12) meses, en virtud de las
consideraciones expuestas en la presente resolucién, correspondiéndole el Cédigo de
Autorizacion N° CTO-ARG-2022-0006.

Articulo 2.- AUTORIZAR la suscripcion del Contrato entre sefior Carlos Alberto
Serrano Flores y la Direccién de Gestion Sostenible del Patrimonio Forestal de la
Direccion General de Gestion Sostenible del Patrimonio Forestal y de Fauna Silvestre
del SERFOR, en virtud de las consideraciones expuestas en la presente resolucion.

Articulo 3.- Autorizar la colecta de muestras biolégicas de flora silvestre como se
detalla en la Tabla 1, para el desarrollo del proyecto de investigacion “Perfil de
componentes fendlicos mediante cromatografia liquida y espectrometria de masas en
tandem de especies peruanas del género Mutisia (Mutisieae, Mutisioideae, Asteraceae)”
cuyo proposito es desarrollar un proyecto de investigacion cientifica sin fines
comerciales relacionado a entender de la diversidad quimica de estas especies, lo cual
permitira establecer las bases cientificas a nivel quimico para asi dar soporte y valor a
los usos tradicionales de estas especies en la medicina tradicional de las poblaciones
de la regién Cusco, Moquegua, entre otras, y asi mejorar el aprovechamiento econémico
de esta especie y para la posible elaboracién futura de fitomedicamentos a base de
extractos acuosos y alcohdlicos quimicamente estandarizados.

Tabla 1. Muestras biolégicas autorizadas para ser colectados ex situ
durante el desarrollo del proyecto de investigacion

Coordenadas UTM
Punto de muestreo Localidad Distrito Provincia Departamento Zon
a Este Norte
Mutisia acuminata Tlpén Oropesa Quispicanchis Cusco 19K 198807 8494789.8
Mutisia . - .

cochabambensis Tlpén Oropesa Quispicanchis Cusco 19K 198807 8494789.8
M. lanata Mandor Lares Calca Cusco 18K 716479.8 8506687.8

M. venusta Miskipuquio Urubamba Cusco 18K 781807.3 8539286

Ollantaytambo
. Cercanias a General
M. orbignyana Yunga Yunga Sanchez Cerro Moquegua 19K 321837.8 8208218.4
Cercanias
M. wuerdackii Pueblo Valera Bongara Amazonas 18K 278705.9 9312426.2
Cocachimba

Fuente: Elaboraciéon DGSPF-SERFOR

La presente autorizacién no habilita la exportacion de muestras forestales. En caso se
requiera exportar las muestras obtenidas, el usuario y el equipo de investigacion
identificado en la presente resolucion, podran gestionar el correspondiente Permiso de
Exportacién ante el SERFOR a través de la Ventanilla Unica de Comercio Exterior -
VUCE. Los ejemplares dunicos de los grupos taxonomicos colectados vy



holotipos solo pueden ser exportados en calidad de préstamo, debiéndose contar con el
documento que acredite la recepcion de las muestras en el pais correspondiente, el
permiso de exportacion y pasar el control respectivo.

Articulo 4.- Autorizar la participaciéon de los investigadores propuestos para
integrar el equipo de investigacion, conforme se detalla a continuacion:

Tabla 2. Relacién de investigadores que participaran en el Proyecto

Documento

Nombres y Nacionali de Cargo en el Etapas en la que Funciones a realizar dentro Institucion de
Apellidos dad Identidad Equipo participa de cada etapa Procedencia
F;?;hcz;gadgln t%dii:gs Responsable del Proyecto;
P proy ’ dirigir la investigacion,
o o - participar en todas las etapas
Carlos Alberto DNIN Responsable Analisis fitoquimico y . . I
Serrano Flores Peruana 23833584 del proyecto cromatografico. de[ mismo, realizar los apghs§
quimicos y cromatograficos; Universidad
” redactar los informes vy .
Redaccion de ublicaciones Nacional San
las publicaciones P ) Antonio Abad
Participa en todas las Ejecucion de los del Cusco
etapas del proyecto. procedimientos de (UNSAAC)
Dina Pillco DNI N° . e . laboratorio.
Paulo Peruana 71641921 Tesista Analisis fltoqullgnlco y
cromatografico Redaccion de informes de
Redaccién de la Tesis laboratorio y de la tesis final.
Gari Vidal Evaluacion de los analisis.
Ccana Peruana DNI N° Mentor Participa en todas las Farmacia
Ccapatinta 45542234 etapas del proyecto. Redaccién de las Solidaridad
P publicaciones.

Fuente: Elaboracion DGSPF-SERFOR

Articulo 5.- Para el presente proyecto se tiene previsto realizar las actividades del
proyecto en cuatro (04) instituciones cientificas, de acuerdo con el detalle de la Tabla 4.

Tabla 4. Relacién de instituciones cientificas que participaran en el Proyecto de

investigacion

Nombre de la Institucion

Direccion

Actividades del proyecto a ser
realizadas

Laboratorio de Quimica
Organica y Laboratorio de
Cromatografia de la
Universidad Nacional de
San Antonio Abad del
Cusco (UNSAAC)

Av. de la Cultura Nro. 733 - Cusco

- Perfil de sustancias fendlicas por
cromatografia en capa delgada y la
cromatografia liquida asociada
espectroscopia ultravioleta
(UHPLC- DAD)

-Actividad antioxidante de los
extractos

Laboratorio de
cromatografia de la
Universidad Peruana
Cayetano Heredia

Av. Honorio Delgado 430
Urb Ingenieria - SMP

Perfil de sustancias fendlicas por
cromatografia liquida asociada a
espectrometria de masas (UHPLC-
MS/MS)

Herbarium Truxillense
(HUT) es una unidad de la
Facultad de Ciencias
Bioldgicas de la
Universidad Nacional de
Trujillo

San Martin 392, Truijillo

-identificacion taxondmica
-Depésito de muestras
herborizadas




Articulo 6.- Se reconoce el origen peruano de los recursos genéticos autorizados
y siendo el Estado Peruano el unico titular de los recursos biolégicos y los recursos
genéticos contenidos, objeto del proyecto de investigacion autorizado, obtenidas a
través de las muestras colectadas, independientemente que sean conservados en
condiciones ex situ, dentro o fuera del pais.

Articulo 7.- El sefior Carlos Alberto Serrano Flores debera de compartir de
manera justa y equitativa los beneficios que se deriven de la utilizacion de los recursos
genéticos y derivados, con condiciones mutuamente acordadas, de acuerdo al siguiente
detalle:

Tabla 6. Beneficios no monetarios propuestos para el Estado peruano en la autorizacion
de acceso a los recursos genéticos y sus derivados sin fines comerciales

Tipo Beneficios propuestos Propuesta de ejecucion

Difusion de resultados de la | Los resultados de este proyecto seran difundidos a través
investigacion a  actores | de un evento virtual o presencial dirigido a la academia
relevantes, incluyendo a los y/o publico en general en la UNSAAC. No descartamos la
proveedores del recurso posibilidad de presentar dichos resultados en otros
bioldgico, de acuerdo con lo | €ventos donde se permita dar a conocer nuestros

establecido en lag | resultados.

Obligatorios autorizaciones y contratos.

Colaboracion, cooperacién | No solamente se capacitara a la tesista en los analisis
ylo  contribucién a la | fitoquimicos y cromatograficos. Sino también estos
formacion y capacitacion o procedimientos se utilizaran en asignaturas como
entrenamiento de actores | ‘Quimica de productos naturales”, “cromatografia’ y

relevantes, especialistas y/o | Seminario-.
técnicos.

Participacion de tesistas o
estudiantes nacionales en el | Un tesista de Quimica de la UNSAAC
proyecto.

Acceso para los | Las muestras estaran disponibles en el Herbarium
investigadores  nacionales | Truxillense de Universidad Nacional de Trujillo para ser
involucrados en el proyecto a | utilizadas en futuras investigaciones.

las colecciones ex situ y a
bases de datos de las
colecciones de recursos
Opcionales genéticos de las
instituciones que forman
parte del proyecto.

Acceso a la informacién | Una publicacién en revista especializada. Se espera que
cientifica pertinente a la | informacion botanica y fitoquimica generada induzca a
conservacion y utilizacién | cultivo e incorporacion de estas especies como
sostenible de la diversidad | medicinales y porque no ornamentales.

biolégica, incluidos
inventarios  biolégicos vy
estudios taxondmicos.




Articulo 8.- De generarse eventuales derechos de propiedad intelectual, en el
presente proyecto de investigacion para el que se autoriza el acceso a los recursos
geneticos y sus derivados, se debera reconocer el derecho del usuario de tramitar los
derechos de propiedad intelectual que le corresponda.

Articulo 9.- De acuerdo con las consideraciones expuestas en la presente
resolucion el sefior Carlos Alberto Serrano Flores tiene el derecho de acceder a los
recursos genéticos, mediante su obtencién, utilizacion, conservados en condiciones ex
situ, con fines de investigacion, sin fines comerciales.

Articulo 10.- En el marco de la autorizacion, los derechos del sefior Carlos Alberto
Serrano Flores son los siguientes:

a) Acceder a los recursos genéticos contenidos en el material biolégico de las
especies autorizadas a colectar y utilizar, para el cumplimiento de los objetivos
presentados en el proyecto de investigacién, en el marco de las condiciones y
términos de la autorizacion o contrato.

b) Ser asistido por el SERFOR, para el cumplimiento de sus obligaciones.

Articulo 11.- De acuerdo con las consideraciones expuestas en la presente
resolucion, el senor Carlos Alberto Serrano Flores tiene las siguientes obligaciones:

a) Implementar las medidas de seguridad y eliminacion de impactos que se
puedan producir por el desarrollo de las actividades propias de la investigacion,
tales como las relacionadas con la toma de datos, tratamiento y transporte de
muestras, transporte de equipos, personal, entre otros que pudieran significar
un riesgo a las muestras.

b) Presentar al SERFOR informes anuales de avances y/o resultados, asi como
las publicaciones generadas a partir de las investigaciones realizadas, en el
marco de las obligaciones contenidas en la autorizacion de acceso.

c) Proporcionar los beneficios no monetarios establecidos en la presente
autorizacion.

d) Informar al SERFOR cualquier cambio o modificacion a lo establecido en la
autorizacion de acceso.

e) Incluir en las publicaciones, investigaciones y resultados la procedencia de los
recursos genéticos y sus derivados accedidos, asi como la referencia a la
autorizacion o contrato correspondiente.

f) Facilitar al SERFOR la integridad de la informacién en idioma espafiol, relativa
a los propdsitos, riesgos o implicaciones del acceso, incluyendo los eventuales
usos de los recursos genéticos; asi como, la informacién relativa a los
antecedentes, estado de la ciencia o de otra indole, que contribuya al mejor
conocimiento de la situacion relativa a los recursos genéticos, dentro y fuera
del territorio nacional.

g) Patentar unicamente los productos o procedimientos que hayan sido obtenidos
o desarrollados a partir de Recursos Genéticos o de sus productos derivados.

h) Entregar al SERFOR, al término de la investigacion el Informe Final con los



resultados obtenidos y posibles desarrollos cientificos y de aplicacién futura,
dentro de un plazo que no exceda de los dos (02) meses contados desde su
finalizacion respecto del proyecto de investigacion cientifica autorizado, de
acuerdo a los términos senalados en el Anexo 1. Dicho Informe Final debe
contener las publicaciones que realice en base a los recursos genéticos
accedidos; al tratarse de publicaciones, éstas se haran con conocimiento previo
del SERFOR debiendo, en este caso, reconocerse expresamente el origen de
los recursos genéticos accedidos, asimismo, entregar conjuntamente con el
informe Final, el cumplimiento de los beneficios no monetarios.

Articulo 12.- En el desarrollo de la autorizacion de acceso otorgado mediante la
presente resolucion, se encuentra prohibido:

a) Ceder o transferir a terceros, sin autorizacion del SERFOR, el acceso, manejo
o utilizacién de los recursos genéticos autorizados.

b) Reclamar cualquier tipo de propiedad sobre el recurso genético per se o0 sus
derivados.

c) Utilizar los recursos genéticos accedidos para fines distintos a lo establecido
en la autorizacion o contrato de acceso.

Articulo 13.- Si en la ejecucion de la autorizacidon otorgada se generan o
produjeran datos, informacion o un descubrimiento con potencial comercial o industrial
que se requiera utilizar, el usuario debera solicitar al SERFOR la suscripcién de un
contrato de acceso con fines comerciales de acuerdo con el procedimiento establecido
en el Reglamento de acceso, en el que se estableceran las condiciones mutuamente
acordadas y participaciéon en los beneficios.

Articulo 14.- Efectuar la investigacion cientifica autorizada sin transgredir las
medidas y restricciones dictadas por el Gobierno, en atencioén a la actual Emergencia
Sanitaria declarada por Decreto Supremo N° 008-2020-SA (incluyendo sus normas
complementarias y ampliaciones), asi como al Estado de Emergencia Nacional
declarado por Decreto Supremo N° 016-2022-PCM (incluyendo sus normas
complementarias y ampliaciones), debido a las graves circunstancias que afectan la vida
de las personas a consecuencia del brote del COVID-19, e Implementar, en lo que
resulte aplicable, las medidas dispuestas en los numerales 8, 11, 12, 12.1 y 12.1.3 del
“Protocolo para la implementacién de medidas de vigilancia, prevencién y control frente
al COVID-19 en las actividades de fauna silvestre”, aprobado por Resolucion Ministerial
N° 0177-2020-MINAGRI, de fecha 31 de julio de 2020.

Articulo 15.- El senor Carlos Alberto Serrano Flores, responden solidariamente
por el dafio que se ocasione al recurso genético contenido en el material biolégico de
flora silvestre autorizado, siempre que fuera derivado del incumplimiento de alguna de
las obligaciones prevista en la presente resolucion.

Articulo 16.- Una vez culminada las actividades del acceso a los recursos



genéticos y sus derivados, el usuario sera responsable del destino final del material
genético utilizado, conforme lo dispuesto en el articulo 5 de la presente resolucion.

Articulo 17.- La contravencion a las obligaciones y/o condiciones establecidas en
la presente resolucion podra ser pasible de determinacion de responsabilidades
administrativas conforme a lo establecido en el anexo 5 del Reglamento de Acceso a
los Recursos Genéticos y sus derivados, aprobado mediante Decreto Supremo N° 019-
2021-MINAM.

Articulo 18.- Notificar la presente resolucion y el Informe Técnico N° D0009-2022-
MIDAGRI-SERFOR-DGGSPFFS-DGSPFS, al sefor Carlos Alberto Serrano Flores para
su conocimiento y fines.

Articulo 19.- Remitir la presente resolucion y el Informe Técnico N° D0O009-2022-
MIDAGRI-SERFOR-DGGSPFFS-DGSPFS, a la Direccién de Informacion y Registro del
SERFOR, para su correspondiente registro; asi como, a la Direccién de Control de la
Gestiéon del Patrimonio Forestal y de Fauna Silvestre, para la fiscalizacion de su
cumplimiento, de ser el caso.

Articulo 20.- Remitir copia de la presente Resolucion a la Oficina de Servicios al
Usuario y Tramite Documentario, para su custodia y archivo en el repositorio digital.

Articulo 21.- Disponer la publicacién de la presente resolucion en el portal web
del SERFOR: www.gob.pe/serfor.

Registrese, comuniquese y publiquese,
Documento Firmado Digitalmente

HENRY SANABRIA VILLALVA
Director
Direccion de Gestion Sostenible del

Patrimonio Forestal
Servicio Nacional Forestal y de Fauna Silvestre - SERFOR



RESOLUCION DIRECTORAL
ANEXO 1

FORMATO DE INFORME ANUAL DE AVANCES Y/O RESULTADO DE LA
AUTORIZACION DE ACCESO SIN FINES COMERCIALES

En orden de dar cumplimiento a los compromisos asumidos en la Autorizacién de
acceso a los recursos genéticos y/o sus derivados sin fines comerciales, el investigador
responsable debera presentar los resultados de la investigacion autorizada, teniendo en
cuenta lo siguiente:

Entregar a la Direccion de Gestion Sostenible del Patrimonio Forestal del SERFOR los
informes anuales de avances y/o resultados en idioma espafol como resultado del
acceso a los recursos genéticos. Dicha informacion podra ser entregada en formato
digital a través del aplicativo de la mesa de partes virtual del SERFOR
(https://apps.serfor.gob.pe/mesadepartesvirtual/#/) o fisico en formato impreso en mesa
de partes presencial del SERFOR (Av. Javier Prado Oeste 2442, Magdalena del Mar).
Para ello, el informe a presentar debera contar con el siguiente formato:

a) Numero de contrato de acceso a los recursos genéticos.

b) De ser el caso, indicar el numero de Adenda que acredite las modificaciones realizadas al
contrato.

c) Indicar el numero de resolucién que autoriza la investigacion que involucra la colecta y/o el
namero del permiso de exportacion (de corresponder)

d) Descripcion general de la metodologia aprobada en el marco del contrato de acceso y de los
lugares en donde fue realizado el acceso a los recursos genéticos de las especies autorizadas.

e) Resultados o avances del proyecto en el marco de los objetivos propuestos.

f) Detalle de los beneficios generados del acceso a los recursos genéticos en el marco de la
autorizacién de acceso sin fines comerciales.

Detalle de los beneficios otorgados en el marco del contrato de acceso suscrita

Beneficio identificado Tioo
N° durante la ejecucién del b PO Detalle del otorgamiento
eneficio
proyecto
1 Beneficio 1 No monetario/ | Beneficiario, fecha de ejecucion, tipo de
Monetario actividad u otra informacioén a
considerar
2 Beneficio 2 No monetario/
Monetario
3 Beneficio 3 No monetario/
Monetario
Otros beneficios generados
o identificados

g) Conclusiones
h) Anexos (de ser necesario, adicionar los anexos que considere el investigador).
e Publicacion cientifica (se podra adjuntar el enlace de acceso al articulo, DOI, etc.).
e Tesis de pre o posgrado o el link del repositorio en donde se encuentra depositado.
e Constancias de deposito.
e Permiso de exportacion para muestras de especies CITES y no CITES con fines de
investigacion.
o Material Fotografico (formato original, para fines de difusién del proyecto respetando los
derechos de autor).

Esta es una copia auténtica imprimible de un documento electrénico archivado en el Servicio Forestal y de Fauna Silvestre, aplicando lo dispuesto por
el Art. 25 de D.S. 070-2013-PCM vy la Tercera Disposicion Complementaria Final del D.S. 026-2016-PCM. Su autenticidad e integridad pueden ser

contrastadas a través de la siguiente direccién web: Url: https://sgd.serfor.gob.pe/validadorDocumental/ Clave: W2SD6CM




Herbarium Truxillense (HUT)

Universidad Nacional de Truijillo
Facultad de Ciencias Bioldégicas

Jr. San Martin 392, Trujillo — Peru

Constancia N° 02-2023-HUT-Fac. CC.BB-UNT

“Afo de la unidad, la paz y el desarrollo”

EL DIRECTOR DEL HERBARIUM TRUXILLENSE (HUT) DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE

TRUJILLO,

Da Constancia:

Que este despacho ha recibido de parte del Sefior Carlos Alberto Serrano Flores, identificado
con DNI N° 23833584, la donacion de seis (06) muestras botanicas de herbario correctamente
herborizadas y determinadas taxondmicamente, correspondientes al Proyecto: “Perfil de
componentes fendlicos mediante cromatografia liquida y espectrometria de masas en tandem
de especies peruanas del género Mutisia (Mutisieae, Mutisioideae, Asteraceae)” colectadas bajo

RD N°
continuacion:

D000154-2022-MIDAGRI-SERFOR-DGGSPFFS-DGSPF, y que se

indican a

NuUmero

Coordenadas UTM

catarata Gocta

Especies HUT Localidad Distrito Provincia Dpto.
Este Norte
Mutisia acuminata var. . " .
hirsuta (Meyen) Cabrera 63681 C.A. Tipén Oropesa Quispicanchis Cusco 198807 | 8494789.8
Mutisia cochabambensis 63682 C.A Tipon Oropesa Quispicanchis Cusco 198807 | 8494789.8
Hieron.
Mutisia lanata Ruiz & Mandor, cerca
Pav 63683 de Lares. Lares Calca Cusco 716479.8 | 8506687.8
) Distrito Lares
Mutisia orbignyana 63684 |  musblode Yunga General | \1oquegua | 321837.8 | 8208218.4
Wedd. pY 9 Sanchez Cerro queg ’ ’
unga
Mutisia venusta S.F.
Quebrada
Blake 63685 H Ollantaytambo Urubamba Cusco 781807.3 | 8539286
uaytampo
- - Camino a .
Mutisia wurdackii Cabrera| 63686 Valera Bongara Amazonas | 278705.9 | 9312426.2

Se agradece al Sr. Serrano Flores por tan importante y valiosa coleccion botanica y expide la
presente Constancia para los fines que hubiera lugar.

Trujillo, 01 de marzo de 2023

cc. Herbario HUT

E-mail: herbariumhut@unitru.edu.pe




