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RESUMEN
El estrés oxidativo cutaneo desempefia un papel determinante en los procesos de envejecimiento
y dafio dérmico, lo que sustenta el interés por compuestos naturales con propiedades
antioxidantes, como los polifenoles y flavonoides, para su aplicaciéon en formulaciones
cosmeéticas. Encelia canescens Lamarck “girasol silvestre” es una especie nativa de zonas aridas
que contiene metabolitos bioactivos con potencial dermocosmético; sin embargo, no se ha
documentado su incorporacion en formulaciones topicas estandarizadas ni su evaluacion in vitro.
El presente estudio tuvo como objetivo evaluar la actividad antioxidante in vitro del gel cosmético
formulado a partir del extracto hidroalcoholico de Encelia canescens Lamarck. Los extractos
hidroalcohdlicos de partes aéreas y flores fueron obtenidos mediante maceracidon y extraccion
asistida por ultrasonido, y posteriormente sometidos a tamizaje fitoquimico, analisis
fisicoquimico, ensayos antioxidantes (CUPRAC, FRAP y ABTS), cuantificacion de compuestos
fenolicos y flavonoides totales. El extracto floral obtenido por maceracion presentd la mayor
capacidad antioxidante y fue incorporado en geles a concentraciones de 7 %, 10 %, 13 %, 15 %
y 20 %. La formula F4B1 al 15% fue evaluada en sus propiedades organolépticas, fisicoquimicas,
microbiologicas y antioxidantes, incluyendo la comparacion con un gel comercial mediante
CUPRAC. Aunque el analisis ANOVA no evidencio diferencias significativas entre las
formulaciones (p > 0,05), el gel F4B1 mostr6o la media mas alta de capacidad antioxidante y
parametros fisicoquimicos 6ptimos. En conclusion, el gel cosmético de Encelia canescens
Lamarck mostr6 actividad antioxidante cuantificable y cumplimiento microbiologico,
consolidandose como un prototipo dermocosmético innovador para la proteccion cutanea frente

al dafio oxidativo.

Palabras clave: Encelia canescens Lamarck, actividad antioxidante, gel cosmético, extracto

hidroalcohélico, dermocosmética.
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ABSTRACT

Cutaneous oxidative stress plays a decisive role in the processes of skin aging and dermal damage,
supporting the growing interest in natural compounds with antioxidant properties, such as
polyphenols and flavonoids, for their incorporation into cosmetic formulations. Encelia canescens
Lamarck (“wild sunflower”) is a native species from arid regions containing bioactive metabolites
with dermocosmetic potential; however, its inclusion in standardized topical formulations and its
in vitro evaluation have not yet been reported. This study aimed to evaluate the in vitro antioxidant
activity of a cosmetic gel formulated from the hydroalcoholic extract of Encelia canescens
Lamack. Hydroalcoholic extracts from aerial parts and flowers were obtained by maceration and
ultrasound-assisted extraction and subjected to phytochemical screening, physicochemical
characterization, antioxidant assays (CUPRAC, FRAP, and ABTS), and quantification of total
phenolic and flavonoid contents. The floral extract obtained by maceration exhibited the highest
antioxidant capacity and was incorporated into gels at concentrations of 7%, 10%, 13%, 15%, and
20%. The F4B1 formulation at 15% was evaluated for its organoleptic, physicochemical,
microbiological, and antioxidant properties, including comparative analysis with a commercial
gel using the CUPRAC method. Although one-way ANOVA revealed no statistically significant
differences among formulations (p > 0.05), the 15% F4B1 gel showed the highest mean
antioxidant capacity and acceptable physicochemical parameters. In conclusion, the Encelia
canescens Lamarck F4B1 cosmetic gel demonstrated quantifiable antioxidant activity,
technological stability, and microbiological compliance, establishing itself as an innovative
dermocosmetic prototype for skin protection against oxidative damage.

Keywords: Encelia canescens Lamarck, antioxidant activity, cosmetic gel, hydroalcoholic

extract, dermocosmetics.
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INTRODUCCION

El envejecimiento cutaneo inducido por factores ambientales, conocido como
fotoenvejecimiento, constituye un proceso degenerativo multifactorial que altera
progresivamente la estructura y funcionalidad de la piel. Entre los factores extrinsecos, la
radiacion ultravioleta (UV) es el principal agente desencadenante, al inducir una
sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) que generan un desequilibrio
redox dérmico, provocando peroxidacion lipidica, oxidacion proteica y dafio al ADN (1,2).
Ademas, las ROS estimulan la expresion de metaloproteinasas de matriz (MMPs),
responsables de la degradacion del colageno y elastina, acelerando la pérdida de firmeza y

elasticidad cutanea (3).

Frente a estos procesos, la cosmética moderna ha evolucionado hacia un enfoque integral
que aborda las necesidades fisioldgicas y el bienestar sensorial de la piel. En este contexto,
las plantas medicinales han adquirido un papel protagéonico como fuentes sostenibles de
metabolitos bioactivos con propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y regeneradoras,

fortaleciendo la convergencia entre innovacion tecnologica y sostenibilidad (4).

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), existen mas de 20 000 especies de
plantas medicinales distribuidas en 91 paises, lo que representa un vasto potencial
biotecnoldgico y cosmético. Este recurso natural ofrece la posibilidad de desarrollar
ingredientes activos de origen vegetal mediante tecnologias modernas de extraccion y
estandarizacion, promoviendo productos mas seguros y sostenibles. El creciente
reconocimiento del valor de las materias primas vegetales ha impulsado a la industria
cosmética global hacia formulaciones ecologicas y funcionales. Empresas como el Grupo
L’Oréal proyectan que, para 2030, el 95 % de sus ingredientes procedera de fuentes
renovables, reflejando la transicion hacia una biocosmética sostenible. De igual modo,
marcas asiaticas como Winona, Inoherb y Pechoin destacan por el uso de extractos

botanicos con propiedades hidratantes, reparadoras y antioxidantes (5).

El empleo topico de antioxidantes constituye una estrategia efectiva para prevenir el dafio
oxidativo cutaneo. Estos compuestos neutralizan radicales libres y modulan enzimas
implicadas en el deterioro dérmico (6). Dentro de ellos, los polifenoles y flavonoides
destacan por su elevada capacidad reductora, estabilidad y biocompatibilidad, atributos que

los posicionan como ingredientes de alto valor dermocosmético (7).

En este contexto, los geles cosméticos representan vehiculos idoneos por su estabilidad
fisicoquimica, textura ligera y capacidad para liberar sostenidamente compuestos
bioactivos, optimizando la eficacia antioxidante y la aceptabilidad sensorial de las

formulaciones (8).
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Encelia canescens Lamarck “girasol silvestre”, de la familia Asteraceae, es una especie

nativa de zonas aridas del Perti. Los extractos etanolicos de sus hojas muestran presencia

de compuestos fenodlicos y flavonoides con actividad antioxidante (9). No obstante, las

flores de esta especie no han sido caracterizadas fitoquimicamente, lo que representa una

oportunidad de investigacion con potencial aplicacion cosmética. Por ello, el presente

estudio tuvo como objetivo formular un gel cosmético con actividad antioxidante in vitro

a partir del extracto hidroalcohdlico de E. canescens Lamarck y evaluar su capacidad

antioxidante mediante ensayos quimicos estandarizados, complementados con una prueba

preliminar de estabilidad térmica.

1.1

1.2

Descripcion de la realidad problematica

El envejecimiento cutaneo puede acelerarse por factores ambientales como la
radiacion UV, la contaminacion y el estrés oxidativo generando pérdida de elasticidad,
arrugas y manchas pigmentarias que afectan la salud y percepcion estética (10,11). Se
distinguen dos tipos de envejecimiento: intrinseco (cronosenescencia) y extrinseco
(dermatoheliosis), este ultimo considerado el mas agresivo debido a su relacion directa
con la radiacion UV y factores conductuales que favorecen la sobreproduccion de

especies reactivas de oxigeno (ROS) y el consecuente dafio oxidativo térmico (12).

A nivel mundial, la radiacion UV constituye un importante factor de riesgo cutaneo.
En Europa, entre el 70 % y 90 % de los melanomas se atribuyen a la exposicion solar,
generando mas de 20 000 muertes anuales por cancer de piel. En paises mediterraneos
como Espaia, Italia y Grecia, los indices de radiacion UV (UVI) pueden alcanzar
valores de 9 o superiores en verano, disminuyendo a 5—8 en invierno (13). En el Peru,
los niveles de radiacion UV se encuentran entre los mas altos del mundo. Segun el
SENAMH]I, los valores promedio oscilan entre 8 y 15 en la costa, 10 a 17 en la sierra
y 8 a 14 en la selva (14). Regiones como Ica registran picos de hasta 18, considerados
peligrosos para la salud humana. Estas condiciones justifican el desarrollo de
formulaciones cosméticas antioxidantes que prevengan el fotoenvejecimiento y
mitiguen los efectos de la radiacion solar (15). El interés por productos
dermocosméticos antioxidantes ha crecido, pero la mayoria son importados, costosos
y poco adaptados al entorno local (16). En este escenario, se plante6 el desarrollo de
un gel cosmético antioxidante a base del extracto hidroalcohoélico de E. canescens L.
orientado a valorizar un recurso vegetal nativo mediante una formulacion eficaz,
sostenible y accesible.

Formulacién del problema

(Presentara actividad antioxidante in vitro el gel cosmético formulado a partir del

extracto hidroalcohdlico de Encelia canescens Lamarck “girasol silvestre?
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1.3 Objetivos de la investigacion
1.3.1 Objetivo General
Evaluar la actividad antioxidante in vitro del gel cosmético formulado a partir
del extracto hidroalcohdlico de Encelia canescens Lamarck “girasol silvestre”.
1.3.2 Objetivo Especifico
+¢ Determinar la actividad antioxidante del extracto hidroalcohdlico de
Encelia canescens Lamarck “girasol silvestre”.
+¢ Determinar el contenido de polifenoles y flavonoides totales del extracto
hidroalcoholico de Encelia canescens Lamarck “girasol silvestre”.

« Formular un gel cosmético con actividad antioxidante a partir del extracto
hidroalcohodlico de Encelia canescens Lamarck “girasol silvestre”.

« Determinar el contenido de polifenoles y flavonoides totales del gel
cosmético con actividad antioxidante a partir del extracto hidroalcohoélico
de Encelia canescens Lamarck “girasol silvestre”.

« Efectuar el control de calidad organoléptico y fisicoquimico del gel
cosmético formulado a partir del extracto hidroalcohdlico de Encelia
canescens Lamarck “girasol silvestre”.

¢ Efectuar el control microbiologico del gel cosmético formulado a partir del
extracto hidroalcohdlico de Encelia canescens Lamarck “girasol silvestre”.

+ Comparar la actividad antioxidante in vitro del gel cosmético formulado a
partir del extracto hidroalcohdlico de Encelia canescens Lamarck “girasol
silvestre” con un gel antioxidante comercial.

1.4 Justificacion e importancia

La revision de bases de datos especializadas (PudMed, Scopus, SciELO, Cosmetics,
ScienceDirect), evidencid que Encelia canescens Lamarck es una especie nativa del
Perti, tradicionalmente empleada con fines medicinales y adaptada a ecosistemas
aridos (17). Estudios recientes reportan que los extractos etanolicos de sus hojas
presentan actividad antioxidante y antiinflamatoria, atribuida a la presencia de
flavonoides y triterpenoides, lo que la convierte en una fuente prometedora de
compuestos bioactivos con aplicacion dermocosmética (9). Sin embargo, no existen
investigaciones que evalten su incorporacion en formulaciones topicas estandarizadas
bajo criterios de eficacia, estabilidad y seguridad.

El estrés oxidativo cutaneo es un factor clave en la degradacion dérmica, por lo que el
uso de antioxidantes naturales constituye una estrategia eficaz para preservar la
funcionalidad de la piel (18). En este contexto, los geles cosméticos se destacan por
su biocompatibilidad, textura ligera y capacidad de liberar de forma controlada

principios activos antioxidantes e hidratantes (19). El desarrollo de un gel facial con

18



1.5

extracto hidroalcohdlico de E. canescens ofrece una opcion natural, accesible y
sostenible para la prevencion del dafio oxidativo de la piel, ademas de contribuir a la
valorizacién de la biodiversidad peruana y al fortalecimiento de la innovacidon
cientifica nacional en dermocosmética.

Antecedentes de investigacion

Se realiz6 una revision bibliografica sobre Encelia canescens Lamarck “girasol
silvestre”, enfocada en sus propiedades fitoquimicas, farmacologicas y antioxidantes,
identificandose investigaciones que respaldan su potencial biologico.

+ Fernandez F, ef al. (9), en 2020, desarrollaron en Trujillo (Pert) el estudio
“Protection of Erythrocytes against Lipoperoxidation and Anti-
inflammatory Effects of Ethanolic Extract of Encelia canescens Lam
Leaves in Mice”, donde el extracto etanolico de hojas demostro efecto
antiinflamatorio y proteccion frente a la lipoperoxidacion eritrocitaria
inducida por H20, atribuida a la presencia de flavonoides y triterpenoides.

+ Cayun et al. (20), en 2015, en la investigacion “Preclinical Evaluation of
the Encelia canescens Lam Extract: Medicinal Properties useful for Cancer
Treatment”, identificaron metabolitos secundarios —saponinas, terpenos,
flavonoides, cumarinas y taninos— mediante pruebas fitoquimicas,
ademas de cuantificar compuestos fendlicos y flavonoides totales. Los
ensayos antioxidantes ABTS y DPPH confirmaron la capacidad reductora
de los extractos etandlico y acuoso.

+ Cochachi y Fernandez (21), en 2015, evaluaron la “Toxicidad aguda y
efecto hepatoprotector del extracto etanolico de los tallos de Encelia
canescens Lamarck, en ratas en un modelo de intoxicaciéon con
paracetamol”, se evidencid la presencia de aminoacidos, esteroides y/o
triterpenoides, antraquinonas, flavonoides, los cuales se asociaron con el
efecto hepatoprotector. Ademas, el estudio clasificod el extracto como no
toxico (DLso > 2000 mg/kg), segun los criterios de Williams descrita en el
Manual de Técnicas de Investigacion CYTED (1995).

+ Septlveda (22), en 2007, amplié el conocimiento con su “Estudio
fitoquimico y farmacologico de Encelia canescens Lam. Asteraceae”,
analizd las partes aéreas y hojas frescas, obteniéndose mayores
rendimientos con los extractos metandlico y diclorometanico. Se
identificaron metabolitos como esteroles, triterpenos, flavonoides y
cumarinas. Sin embargo, el extracto metanélico global de la parte aérea no

mostro actividad antioxidante significativa en el ensayo DPPH.
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1.6 Marco teodrico
1.6.1 Encelia canescens Lamarck “girasol silvestre”
» Clasificacion taxonomica:
La especie fue identificada y clasificada taxonomicamente en el Museo de
Historia Natural de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos,
confirmando su pertenencia a la familia Asteraceae. Su clasificacion
taxonomica es la siguiente:
ORDEN: Asteraceae Link
FAMILIA: Asteraceae Bercht & J. Presl
GENERO: Encelia Adans.
ESPECIE: Encelia canescens Lamarck
NOMBRE VULGAR: Flor amarilla, girasol silvestre,
coronilla del Fraile (23).

=

d ol LA e S L
Figura 1. Fotografia de Encelia canescens Lamarck
“girasol silvestre” - Distrito de Rosario de Yauca
(Molletambo, Ica)
» Descripcion morfolégica:
La especie Encelia canescens Lamarck es una planta arbustiva perenne
(30-80 cm), adaptada a ambientes aridos de Chile, Perii y Argentina.
Presenta tallos verde plomizos cubiertos de pilosidad blanca, hojas
alternas, pecioladas, y oblongas e inflorescencias terminales amarillas con
flores liguladas femeninas infértiles y flores tubulosas fértiles castafias,

caracteristicas de la familia Asteraceae (22).
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Figura 2. Planta entera de Encelia canescens Lamarck “girasol silvestre”
Fuente. Rodriguez R. et al. (Catalogo de las plantas vasculares de Chile) (24)

» Distribucion geografica y habitat:
Encelia canescens L., es una especie arbustiva nativa de Sudamérica, crece
de forma natural en suelos arenosos y secos a lo largo de la costa peruana,
particularmente en Molletambo (Rosario de Yauca, Ica) y en zonas aridas
del norte de Chile y Argentina, entre los 1 000 — 1 700 m.s.n.m. (22).
» Usos:
En comunidades del norte de Chile, Pert y Argentina, Encelia canescens
L. se usa tradicionalmente por sus propiedades galactdforas, empleandose
para estimular la produccion de leche materna en mujeres lactantes y como
remedio frente a la retencidon urinaria. Asimismo, diversas especies del
género Encelia han sido reportadas con propiedades analgésicas, utilizadas
tradicionalmente en el tratamiento de afecciones odontalgicas. Ademas de
su valor ornamental y apicola (22).
1.6.2 PROCESO EXTRACTIVO (25)
El proceso extractivo es una operacion unitaria de transferencia de materia,
mediante la cual los principios activos o metabolitos se difunden desde una fase
original hacia otra, denominada fase solvente, que constituira el extracto final.
Este proceso permite aislar compuestos de interés bioldgico presentes en

matrices vegetales, optimizando su recuperacion en funcion de la polaridad del
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disolvente y de la naturaleza de la muestra. Existen varias formas de extraccion,

entre ellas, para la presente investigacion se emplearon dos de ellas:

|

Extraccion S/L

{ SOLVENTE

Soluto en una
matriz solida

Extraccion L/L

EXTRACCION
REFINADO / \ MARCO
EXTRACTO

Figura 3. Proceso extractivo (25)
Fuente. Ferraro G, et al.

La maceracion es una técnica solido-liquido en la que la droga vegetal se deja
en contacto con un disolvente (agua, etanol o mezcla hidroalcohdlica) para
permitir la difusiéon de los compuestos; mientras que, la extraccion por
ultrasonido es una técnica de intensificacion extractiva que emplea ondas
ultrasonicas de alta frecuencia para generar cavitacion, mejorando la liberacion

de metabolitos y reduciendo el tiempo y consumo de disolvente.

1.6.3 EXTRACTOS

1.64

Los extractos vegetales son soluciones de fitocomplejos obtenidas por
maceracion o percolacion de la droga vegetal en disolventes como agua, etanol
o glicerina, seguidas de la concentracion del solvente hasta alcanzar la fraccion
activa (26). En cosmética, los extractos fluidos hidroalcohdlicos (20-60 %) son
los mas usados por su estabilidad y alta concentracion de metabolitos, actuando
como ingredientes antioxidantes, antiinflamatorias y regeneradores frente al
fotoenvejecimiento cutaneo (27, 28).

PIEL

La piel es el 6rgano de interfaz directa con el entorno y constituye la primera
barrera de defensa frente a agentes fisicos, quimicos y bioldgicos. Su integridad
depende del estrato corneo, capa externa de la epidermis responsable de
mantener la homeostasis hidrica y electrolitica y de proteger contra la radiacion
ultravioleta (UV), los agentes oxidativos y los microorganismos patdogenos.
Estd compuesta por tres capas: epidermis, dermis y tejido subcutaneo. La
epidermis, formada principalmente por queratinocitos, culmina en el estrato
corneo, constituido por células anucleadas que actiian como barrera protectora.
La dermis, mas gruesa, estd integrada por una matriz extracelular (MEC) de

colageno, elastina y proteoglucanos sintetizados por fibroblastos, que otorgan
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resistencia, firmeza y elasticidad. Durante el envejecimiento cutaneo, la dermis
sufre adelgazamiento, reduccion del colageno y degradacion de fibras elasticas,
lo que se traduce en pérdida de firmeza, elasticidad y tono. Estas alteraciones,
intensificadas por el estrés oxidativo y la exposicidn solar, justifican el interés
en formulaciones antioxidantes capaces de preservar la estructura y

funcionalidad cutanea (29, 30).

PELO

GLANDULA
SEBACEA

PORO
SUDORIPARO

TERMINACIONES
NERVIOSAS AFERENTES
UNION
DERMOEPIDERMICA
EPIDERMIS
VAS0S
CAPILARES
DERMIS FoLiculo
PILOSO
FASQIA
PROFUNDA
TEADO 4

SUBCUTANEO
GUANDULA \ ‘
fPARA
SUDOR MUSCULO ERECTOR VASOS
DEL PELO LIGAMENTO CUTANEO (Retinaculos)  SANGUINEOS Y LINFATICOS

Figura 4. La piel (26)
Fuente. Alvarez y Bague

1.6.5 ANTIOXIDANTE
Los antioxidantes son compuestos capaces de prevenir la oxidacion de
moléculas lipidicas insaturadas, preservando la estabilidad quimica de las
formulaciones cosméticas. Al oxidarse preferentemente, evitan la rancidez, la
decoloracion y olores indeseables, prolongando la vida util del producto (25).
En la piel, los sistemas antioxidantes endogenos y dietarios constituyen una
defensa natural frente al fotodafio; sin embargo, su eficacia disminuye con la
edad y la exposicion cronica a radiacion ultravioleta. Por ello, la aplicacion
topica de antioxidantes representa una estrategia afectiva para mitigar el estrés
oxidativo cutaneo y fotoenvejecimiento. Estos compuestos neutralizan radicales
libres, inducidos por radiacion UV, inhiben la activacion de metaloproteinasas
y preservan el colageno y las proteinas estructurales dérmicas, reduciendo el
dafio oxidativo cutaneo (5).
Radicales libres
Los radicales libres son atomos o moléculas con uno o mas electrones
desapareados en su capa externa, lo que les confiere inestabilidad quimica y alta

reactividad. Esta condicion los impulsa a captar electrones de otras moléculas
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para alcanzar un estado mas estable. Durante la transferencia, la molécula
donadora pierde un electron y se convierte a su vez en un nuevo radical,
generando una reaccidon en cadena capaz de alterar estructuras celulares y
componentes biologicos esenciales. (12)

Polifenoles y flavonoides como agentes bioactivos (12)

Los polifenoles son metabolitos secundarios de origen vegetal ampliamente
distribuidos en el reino vegetal, reconocidos por su capacidad antioxidante y
fotoprotectora. Al no ser sintetizados por el organismo humano, deben
incorporarse a través de la dieta o de formulaciones topicas. Dentro de este
grupo, los flavonoides son una de las clases mas abundantes y se caracterizan
por un esqueleto carbonado Cs—Cs—Cs, compuesto por dos anillos aromaticos
(A'y B) unidos mediante una unidad heterociclica de tres carbonos (C) (Figura
6).

© o)

Figura 5. Esqueleto carbonico C6-C3-C6, que forma los diversos flavonoides (A), y

1.6.5

un flavonol formado a partir de este esqueleto, la quercetina (B) (12)
Fuente. Ribeiro C.

A partir de este esqueleto basico se derivan las principales subclases: flavonas,
flavononas, flavonoles, antocianinas e isoflavonoides, cuyas variaciones
estructurales determinan su capacidad antioxidante y biologica. En la
actualidad, los compuestos polifendlicos son ampliamente incorporados en
formulaciones cosméticas destinadas al cuidado de la piel fotoexpuesta y
envejecida, debido a su eficacia como neutralizadores de radicales libres y
agentes protectores frente al estrés oxidativo.

COSMETICOS

Segin la Food and Drug Administration (FDA), los cosméticos son
formulaciones destinadas a aplicarse sobre el cuerpo humano con el fin de
limpiar, embellecer o modificar la apariencia, sin alterar su estructura ni funcion
biologica (31). En el ambito nacional, la Comunidad Andina regula estos

productos mediante la Decision 833 — Armonizacion de Legislaciones en
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Materia de Productos Cosméticos, que los define como sustancias o
preparaciones aplicadas sobre las partes superficiales del cuerpo humano -
epidermis, el sistema piloso y capilar, las ufias, labios, los 6rganos genitales
externos, dientes o las mucosas bucales—, con el propdsito de limpiar,
perfumar, proteger o mejorar su aspecto (32). El Reglamento Técnico Andino
complementa esta normativa al establecer las especificaciones fisicoquimicas y
microbiologicas que garantizan la inocuidad y estabilidad del producto (33).
Asimismo, la Resolucion N.° 1906 clasifica las formas cosméticas segin su
naturaleza y presentacion, incluyendo aerosoles, barras, ceras, cremas en gel,
esmaltes, lociones, pastas, perlas, polvos, pomadas y suspensiones, entre otras

(34).

Figura 6. Funcion y vias antienvejecimiento de los
ingredientes derivados de plantas en cosméticos (5)
Fuente. Sciencedirect
Gel: son dispersiones monofasicas semisolida obtenidas por gelificacion de

medios acuosos u oleoso con agentes poliméricos, de origen vegetal o sintético;
aumentan la viscosidad y estabilidad de la formulacion. Durante la gelificacion,
las macromoléculas se hidratan y forman una red tridimensional capaz de
retener el disolvente otorgando al sistema una textura homogénea, estable y

cosméticamente agradable (25).

Tipo de portador Ventajas Desventajas Ejemplos de aplicaciones

- El alto contenido de agua favorece los - Compatibilidad limitada con compuestos - Cicatrizacion de heridas, envasado de

compuestos hidrofilos. hidrofobos a menos que se modifiquen. alimentos, cosméticos.
Geles - Versétil (hidrogeles, oleogeles, - La produccidn requiere condiciones - Entrega de antioxidantes y
nanoemulgeles) especificas para la integridad estructural. antimicrobianos
. . L - Susceptible a secarse, reduciendo la
- Biocompatible y no téxico. L
estabilidad.

Figura 7. Ventajas, desventajas y aplicaciones cosméticas de los geles frente a otros sistemas

vehiculares (8)
Fuente. Gels
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I1.

ESTRATEGIA METODOLOGICA

2.1

Tipo, nivel y disefio de investigacién (35)

2.1.1 Tipo de investigacion
Tipo aplicada, ya que los resultados que se obtuvieron se emplearon para la
formulacion del gel con actividad antioxidante.

2.1.2 Nivel de investigacion
Descriptivo — explicativo, debido a que se realizé la descripcion del nivel
antioxidante del gel.

2.1.3 Diseiio de investigacion
Disefio experimental - transversal, porque se manipularon variables para

formular y evaluar un gel antioxidante a base de Encelia canescens Lamarck.

2.2 Lugar de investigacion

2.3

2.4

2.5

Universidad Nacional San Luis Gonzaga, Facultad de Farmacia y Bioquimica,

departamento de Ciencias Farmacéuticas, Laboratorio de Quimica General —

Laboratorio de Farmacotécnia e Industria farmacéutica.

Variables:

2.3.1 Variable Independiente:
Gel cosmético formulado a partir del extracto hidroalcohdlico de Encelia
canescens Lamarck “girasol silvestre”.

2.4.2 Variable Dependiente:
Actividad antioxidante

Poblacion y muestra

2.4.1 Poblacion
La poblacion vegetal estuvo conformada por la especie Encelia canescens
Lamarck “girasol silvestre”.

2.4.2 Muestra:
La muestra vegetal estuvo conformada por 6 kilos de las partes aéreas de
Encelia canescens Lamarck “girasol silvestre”.

Métodos, técnicas y procedimientos para la recoleccion de datos

2.5.1 Recoleccion de la muestra vegetal: (36)
La especie Encelia canescens Lamarck “girasol silvestre” fue recolectada
durante los meses de marzo y abril de 2025, en el centro poblado de
Molletambo, ubicado en el distrito de Rosario de Yauca, provincia de Ica, region
de Ica (Ica-Pert1). La recolecta se llevo a cabo a primeras horas de la mafiana,

con el proposito de que el material vegetal sea trasladado en buen estado.
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Figura 8. Lugar de la recoleccion (Molletambo — Ica)

2.5.2 Determinacion de la identidad de 1a muestra vegetal:

El material vegetal fue autenticado en el Herbario del Museo de Historia Natural
de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos (Id. 028-USM-MHN-2025),
segun el Sistema de Clasificacion APG IV (2016) (ANEXO N° 1).

2.5.3 Tratamiento de la muestra: (ANEXO N° 2) (37)

o Seleccion:

Tabla 1. Criterios de inclusion y exclusion de las muestras de Encelia
canescens L. “girasol silvestre”

CATEGORIA

CRITERIOS

Inclusion

Exclusion

o Partes aéreas (hojas, flores y tallos) sin signos de
marchitez ni deterioro, entera, que no han sido
atacadas por insectos.

e Plantas correctamente identificadas por un
especialista en taxonomia.

e Almacenamiento en sobres de papel Kraft, que
garantizaron proteccion frente a humedad y
descomposicion  durante transporte y
procesamiento.

® Muestras con descomposicion, dafio fisico,
infestacion por insectos o residuos externos.

¢ Plantas con identificacion botanica incorrecta.

e Especimenes cuyo material vegetal no pudiera
conservarse en condiciones adecuadas.

o Muestras deterioradas durante el transporte.
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e Limpieza: Se realiz6 con el objetivo de evitar la presencia de
residuos de tierra otras sustancias y asi evitar alteraciones en los
resultados por una posible contaminacion.

e Secado y estabilizacion: Se llevo a cabo de forma natural en el
laboratorio bajo sombra 3 semanas aproximadamente, luego se
realizd la operacion estabilizacion de la muestra, utilizando una
estufa: para el secado de las partes aéreas se realiz6 a una
temperatura de 38 °C y para flores se realizo a una temperatura de
35 °C, hasta lograr el peso constante (38). Este proceso permitio
preservar las caracteristicas fitoquimicas de las muestras y facilitar
su posterior extraccion.

e Fragmentacién: Tanto las partes aéreas como las flores, se
colocaron en grupos distintos, posteriormente, el material vegetal
fue triturado mediante un molino manual previamente limpiado y
desinfectado, con el fin de obtener particulas mas pequefias y
homogéneas, lo cual facilitd su procesamiento o extraccion de los
compuestos activos.

e Conservacion: Los 6rganos aéreos y el material floral se guardaron
en bolsas de papel Kraft debidamente rotuladas.

2.5.4 Obtencion del extracto hidroalcohdlico de partes aéreas de la especie:
(ANEXO 3) (39)

e Método de maceracion: La muestra se macer6 con etanol al 70 % (v/v)
durante 15 dias a temperatura ambiente, protegidas de la luz y con
agitacion manual intermitente. Finalizado el proceso, el macerado se filtro
(papel Whatman N.° 40 y gasa estéril), y se concentrd por evaporacion
parcial a temperatura ambiente hasta obtener el extracto fluido.

e Método de ultrasonido: La EAU se realizdo con etanol al 70 % (v/v)
durante 2 h, distribuidas en seis intervalos de 20 min con agitaciéon manual
entre ciclos. El extracto se filtr6 (papel Whatman N.° 40 y gasa estéril) y
se concentrd por evaporacion parcial a temperatura ambiente,
conservandose en bandejas rotuladas hasta su secado (40).

2.5.5 Obtencion del extracto hidroalcohdlico de flores de la especie: (ANEXO 4)

o Método de maceracion: Las flores secas se maceraron en una mezcla
glicerina-agua destilada (4:3, v/v) durante 15 dias a temperatura ambiente,

en frascos de vidrio ambar cubiertos con papel Kraft para protegerlas de la
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luz. Finalizado el proceso, el macerado se filtro y se almacend en frascos
ambar etiquetados hasta su utilizacion.

e Método de ultrasonido: Se aplico extraccion asistida por ultrasonido
(EAU) utilizando la misma mezcla glicerina-agua destilada (4:3, v/v). Las
flores se distribuyeron en dos matraces aforados de 500 mL con igual
volumen de disolvente y se sometieron a bafo ultrasonico durante 2 h, en
seis ciclos de 20 min con agitacion intermedia. Finalizado el proceso, el
extracto se filtré doblemente y se almacend en frascos ambar etiquetados

para su conservacion.

/ SELECCION Y
CLASIFICACION DE LA

\ MUESTRA /

- -

— o

[

Limpieza de la
muestra

|

Secado de la muestra

|

Estabilizacion de la
muestra

|

Fragmentacion de la
muestra

./-
Conservacion de la
muestra
. . A J
/ ™ e Y
Obtencion del extracto | [ Obtencion del extracto |
hidroalcohalico de las ‘ hidroalcoholico de las
| partes acreas de la especie | flores de la especie |
\ v \ J
AN
"'H-._H‘ \-\_\
/ N /,/ .
N ™ - N ~
Extraccionpor | | Extraccién asistida | Extraccion por | Extraccion asistida |
maceracion | por ultrasonido maceracion . porultrasomido |
AN vy S AN A

Figura 9. Flujograma de la obtencion de los extractos hidroalcohélicos
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2.5.6 Tamizaje fitoquimico: (ANEXO N° 5) (41)

Los extractos fueron sometidos a andlisis fitoquimico para identificar

cualitativamente los principales grupos quimicos presentes en Encelia

canescens L. La caracterizacion se efectué mediante reacciones de coloracion

y formacion de precipitados, siguiendo el método de Olga Lock.

2.5.6.1 Determinacion de taninos

R/
0’0

Reaccion de gelatina — sal:

En tres tubos con NaCl al 5 %, gelatina al 1 % y reactivo gelatina—
sal se adiciond el extracto. La presencia de precipitado indica
taninos; el cambio de color con FeCls (azul, verde o negro) confirma
la reaccion.

Reaccion de cloruro férrico:

En un tubo de ensayo se coloca 0.5 mL. de la Fraccion A se le
adiciona una gota de solucion acuosa de FeCl; 1%. Reaccion (+):

cambio de colores azul-negro, verde o azul verdoso.

2.5.6.2 Determinacion de aminoacidos

®
0'0

Reaccion de Ninhidrina:
Sobre papel de filtro se aplico una gota del extracto y otra del
reactivo al 2 %. Tras el secado, la coloracion azul violacea indicod

resultado positivo frente al testigo de metionina 5 %.

2.5.6.3 Determinacion de flavonoides

®
0.0

Reaccién de Shinoda:

En una placa excavada se colocaron 3 gotas del extracto, adicionado
5 limaduras de magnesio y 2 gotas de HCI concentrado. Siendo la
reaccion positiva si el desarrollo inmediato de coloracion fue color

rojo, anaranjado o violeta.

2.5.6.4 Determinacion de triterpenoides y/o esteroides

R/
0‘0

Reaccion de Liebermann — Burchard: Sobre una placa excavada,
sobre 1 mL de la fraccion B, se mezclaron 5 gotas de anhidrido
acético y 3 mL de 4cido sulfurico concentrado. Esta mezcla se
agregd con cuidado y enfriando, a 50 mL de etanol (preparar poco
antes de su uso). La reaccion es positiva si se observan colores

verdes o azul verdoso (vias rojo o azul).

2.5.6.5 Determinacion de antraquinonas

®
0’0

Reaccion de Borntriger:
Sobre el resto de la fraccion B y se le afiadié 5 ml de NaOH 5% en

un tubo de ensayo. Posterior a ello, se tapd el tubo y se agitd
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2.5.6.6

2.5.6.7

2.5.6.8

ligeramente, para después, dejar reposar hasta que se distinguieron
las dos fases. Siendo la reaccion positiva si la fase acuosa adquiere
un color rojo.

Determinacion de alcaloides

El resto de la Fraccion C se evapora a sequedad y luego se adicion6 2ml

de HCl 1%, y se filtro.

+ Reaccion de Mayer:
Se adicionaron 2 a 3 gotas del reactivo, siendo la reaccion positiva
si present6 un precipitado color blanco a crema.

+ Reaccion de Dragendorff:
Se adicionaron 2 a 3 gotas del reactivo, siendo la reaccion positiva
si present6 un precipitado de color rojo a naranja.

+ Reaccion de Wagner:
Se agregaron de 2 a 3 gotas del reactivo, se observa el precipitado.
Siendo la reaccion positiva si al aspersar se observaron la formacion
de manchas marrones.

Determinacion de leucoantocianidinas y/o catequinas

+* Reaccion de Rosenheim:
Se calent6 0,2 mL del extracto con HCI concentrado por 10 min; se
adicionaron agua y alcohol amilico. Color rosado-carmesi:
leucoantocianidinas; marrén: catequinas.

Determinacion de saponinas

A 1 gr droga seca, se le agreg6 20 ml de agua destilada, se dejo hervir

durante 15 minutos. Se filtr6 en caliente hasta completar a volumen

(10mL), y se dejo enfriar, esto constituyo la fraccion F.

+ Prueba de espuma:
En dos tubos de ensayo se agitaron 2,5 ml de la coccidén por un
minuto. Se dejo reposar 15 minutos y se observd la formacion de
espuma. Se considera negativa la reaccion si la altura de la espuma

es <5 mm.
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Figura 10. Flujograma de marcha fitoquimica preliminar para identificar metabolitos secundarios

Fuente. Olga Lock.
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2.5.7 Caracterizacion Fisicoquimica del extracto: (ANEXO N°6)

R/
0’0

Y/
0'0

Actividad de agua (Aw): (42)

La determinacion se realizo en la droga vegetal seca (flores) mediante un
medidor digital de actividad de agua (Graigar® WA-160A), basado en
sensor capacitivo a 25 = 1 °C. Las mediciones se efectuaron por triplicado
(n=23).

Solidos totales: AOC 925.03B (42)

Se colocaron 2 g del extracto en una placa Petri tarada y se secaron en
estufa a 105 °C por 1 h. La muestra se enfrié en desecador durante 30 min
y se peso. Se repitio el proceso de secado bajo las mismas condiciones por
1 h adicional, realizando el enfriamiento y pesado final. El porcentaje se
calcul6 con la siguiente formula:

w de la placa con residuo — w de la placa vacia

% de solidos totales = x100

R/
0'0

w de la muestra

Sélidos solubles: AOAC 932.12 (42)

Se prepard una solucion al 10 % p/p del extracto en agua destilada y se
midio el indice refractométrico con refractometro digital calibrado (°Brix).
Cenizas: AOAC 923.03 Ash (42)

Se pesaron 2 g de extracto en capsulas de porcelana previamente
calcinadas, las cuales se incineraron en mufla a 600 °C durante 2 h hasta
obtener peso constante. El porcentaje de cenizas totales representa la

materia inorganica residual (sales y minerales), usando la formula:
(P3 —P1)

o %100
(P2 —-p1) *

% de cenizas =

Pi: peso en gramos de la capsula vacia y calcinada

P»: peso en gramos de la capsula con la muestra

P3: peso en gramos de la capsula con el residuo inorganico tras calcinacion.
pH: AOAC 981.12 (42)

Se prepar6 una suspension al 10% p/p del extracto en agua destilada y se
midi6 el pH mediante potenciometro previamente calibrado con soluciones
buffer pH 4 y 7, a temperatura ambiente.

Porcentaje de rendimiento: (43)

El rendimiento se calculd considerando la masa total del extracto liquido
recuperado (Pf) en relacion con el peso inicial de la muestra seca molida

(Pi), mediante la formula:

Pf
% Rendimiento = i x 100
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2.5.8 Pre-formulacion del gel cosmético:
2.5.8.1 Solubilidad: (ANEXOS N° 7)
El coeficiente de solubilidad corresponde a la cantidad méaxima de
soluto disuelto en un volumen de disolvente a una temperatura
determinada. Este estudio se realiz6 con el fin de identificar
incompatibilidades entre el extracto y los excipientes, y seleccionar los
vehiculos adecuados para la formulacidon, evaluando en diferentes
disolventes considerando factores como temperatura, pH, tamafio de
particula y agitacion. Para ello, se colocaron 5 mL de cada disolvente
en tubos de ensayo, se afiadié una cantidad minima de extracto, y se
agitd hasta alcanzar el equilibrio (26). Cada ensayo se realizd por

triplicado, y se expres6 mediante la formula:

mL disolvente B 5

g extracto  peso promedio (g)de la muestra disuelta

La solubilidad de los extractos se clasifico conforme a los criterios
establecidos por la United States Pharmacopeia (USP38/NF33) y las
recomendaciones del Scientific Committee on Consumer Safety, que
definen los rangos cuantitativos de solubilidad expresados en g/L y las

partes de disolvente requeridas por parte de soluto (Tabla 2).

Tabla 2. Definicion de los términos de solubilidad (adaptado de la Farmacopea
de los Estados Unidos, Formulario Nacional —USP38/USP38-NF33* y Avisos
Generales) y de la Farmacopea Europea, 11.* edicion) (44)

Término Partes de disolvente requeridas para Solubilidad
1 parte de soluto expresada en g/LL

Muy soluble Menos de 1 parte >1000
Facilmente soluble 1 a 10 partes 100 - 1000
Soluble 10 a 30 partes 33,3 -100

Poco soluble 30 a 100 partes 10-33,3
Ligeramente soluble 100 a 1000 partes 1-10

Muy ligeramente soluble 1000 a 10 000 partes 0,1-1

Practicamente insoluble o >10 000 partes (o igual a 10 000 partes) <0,1 0=0,1

insoluble

Fuente. Cosmetic Ingredient Review
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2.5.8.2 Analisis comparativo y determinacion de la actividad antioxidante
de los extractos por los métodos CUPRAC, FRAP y ABTS:
(ANEXO N° 8)
Con propdsito de seleccionar el extracto con mayor potencial
antioxidante para su incorporacion en la formulacién cosmética, se
evalud la actividad antioxidante de los extractos obtenidos mediante los
métodos CUPRAC, FRAP y ABTS. Esta etapa permitié comparar
cuantitativamente su capacidad reductora.
+ Determinacion de la actividad antioxidante mediante el
método de reductora de iones cupricos (CUPRAC)
Este método, desarrollado por primera vez por Apak y sus
colaboradores (45) esta basado en la reduccion de iones cupricos
mediante antioxidantes, se evalud la capacidad de un compuesto
para reducir un oxidante, provocando un cambio de color cuya
intensidad sera proporcional a la capacidad antioxidante total, a
medida que los iones Cu** se reduzcan a Cu*. Este ensayo empled
Cu (II)-Nc como reactivo oxidante, formando Cu (I)-Nc al
reducirse con antioxidantes. Su absorbancia se medio a 450 nm,
generando un color amarillo anaranjado. La reaccién finaliz6 en
30 minutos. (46)
Preparacién de reactivo CUPRAC:
Los reactivos utilizados fueron:
v" Solucion buffer de acetato de amonio NH4 (CH3COO)
IM de pH 7.
v" Solucion etanolica de Neocuproina.
v" Solucion de cloruro de cobre dihidratado.
v" Solucion de patron. (Trolox).
Procedimiento para el extracto:
Se pesaron 25 mg de extracto de pares aéreas, los cuales fueron
disueltos en 5 mL de etanol; se midieron 900 uL de extracto de
flores, los cuales fueron disueltos en 100 uL de etanol, ambas
muestras sometidas a ultrasonido para garantizar su
homogenizacion. Posteriormente, para ambos extractos, se
prepararon diluciones seriadas mediante la adicion de 500 pL de
etanol. De cada dilucion, se transfirieron 50 pL a viales ambar, a
los que se afiadieron 1200 pL de agua destilada y 750 pL del

reactivo CUPRAC. El blanco se prepar? sustituyendo la muestra
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por 50 uL de etanol, manteniendo las mismas proporciones de

los demas reactivos.

madre

25 mg de extracto
N D + 1200 uL agua destilada + 750 uL reactivo CUPRAC

5 ml de etanol ) —
500 uLL

50 uL
500 L. de etanol i B + 1200 uL agua destilada + 750 uL reactivo CUPRAC

500 puL
50 uL
+ 1200 uL agua destilada + 750 uL reactivo CUPRAC
500 pL de etanol ——
500 pL
50 uLL

_ + 1200 uL agua destilada + 750 uL reactivo CUPRAC
500 pL de etanol ——

> 500 uL.
500 pL de etanol — ﬁ D

madre 50 ul Reposo 30 min

(

C

(

50 L

@ + 1200 uL agua destilada + 750 uL reactivo CUPRAC

g

Figura 11. Proceso de disolucion de la muestra de extracto partes aéreas para el método CUPRAC

¢ Determinaciéon de la actividad antioxidante mediante el
método de reduccion del hierro férrico a ferroso (FRAP)
Se determind empleando el procedimiento descrito por Benzie y
Strain (1996) con algunas modificaciones. Este método se utilizo
para evaluar la capacidad antioxidante de una muestra, basandose
en su habilidad para reducir el ion férrico (Fe*") en un complejo
con 2.4,6-tri(2-piridil)-s-triazina (TPTZ) a su forma ferrosa
(Fe**) mediante la donacion de electrones por parte de los
antioxidantes. Su absorbancia se medi6 a 593 nm, generando un
color azul intenso. La reaccion finalizé en 30 minutos. (47)
Preparacion de reactivo FRAP:
v" Solucion tampon de acetato de sodio (NaCHsCOO) 300
mM, ajustada a pH 3.6.
v" Solucion de TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazina) 10 mM
preparada en HCI 40 mM.
v" Solucioén de cloruro férrico (FeCls-6H20) 20 mM en
agua destilada.
Las soluciones se combinaron en una proporcion de 10:1:1
(viviv). La absorbancia inicial del reactivo preparado se registro

a 593 nm para su estandarizacion.
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Procedimiento para el extracto:

¢ Sepesaron 25 mg de extracto de pares aéreas, los cuales

fueron disueltos en 5 mL de etanol; se midieron 100 uL

de extracto de flores, los cuales fueron disueltos en 900

uL de etanol, ambas muestras sometidas a ultrasonido

para garantizar su homogenizacion.

Posteriormente, se prepararon diluciones seriadas

mediante la adicion de 500 puL de etanol. En los viales

ambar, a los que se afiadieron 1500 pL de reactivo y se

transfirieron 50 puL de cada dilucion.

El blanco se preparé sustituyendo la muestra por de

etanol, manteniendo las mismas proporciones de los

demas reactivos.

madre

5 ml de etanol o )
500 pl. de etanol —— ﬁ
) 500 pl.
500 plL. de etanol — fl

25 mg de extracto
-....____‘*
___...--"')

500 nL

500 nL

500 uL

S0 nlL
+ 1500 ul. de reactivo FRAP l
50 nLL —

N

+ 1500 pL de reactivo FRAP

(8

50 nLL

N

+ 1500 pl. de reactivo FRAP

(B

S0 nL

N

+ 1500 ul. de reactivo FRAP

S50 ulL

N

+ 1500 ul. de reactivo FRAP

Cy @

Reposo 30 min

Figura 12. Proceso de disolucion de la muestra de extracto partes aéreas para el método FRAP

«* Determinacion de la actividad antioxidante mediante el

método

acido

sulfénico) (ABTS)

2,2'-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-

Este método descrito por Miller ef al. (1993), se emplea para

determinar la capacidad antioxidante total (TAC) de una muestra

mediante la reduccion del cation radical ABTS®, un cromoforo

azul verdoso con maxima absorbancia a 734 nm. Los

antioxidantes presentes en la muestra neutralizan el radical
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ABTS* mediante mecanismos de transferencia de electrones o de
atomos de hidrogeno, provocando una disminuciéon en la
absorbancia que es proporcional a la actividad y concentracion
de los compuestos antioxidantes (48).

Preparacion de reactivo ABTS:

v" Solucion madre de ABTS: 0,0504 g de ABTS disueltos
en 5 mL de agua grado HPLC con 6,7 mg de persulfato
de potasio (K2S205).

v Condiciones de reaccion: se mantuvo en oscuridad
durante 16—18 h para formar el radical ABTS*-.

v" Solucion de trabajo: 1 mL del radical diluido en ~70
mL de etanol al 96 % (v/v), ajustando la absorbancia a
0,680 + 0,020 a 734 nm.

v' Las soluciones se combinaron en una proporcion
10:1:1 (viviv).

Procedimiento para el extracto:

e Sepesaron 25 mg de extracto de pares aéreas, los cuales
fueron disueltos en 5 mL de etanol; se midieron 150 puLL
de extracto de flores, los cuales fueron disueltos en 850
uL de etanol, ambas muestras sometidas a ultrasonido
para garantizar su homogenizacion.

e Posteriormente, se prepararon diluciones seriadas
mediante la adicion de 500 uL de etanol. En los viales
ambar, a los que se afiadieron 1000 pL de reactivo y se

transfirieron 25 pL de cada dilucion.
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madre
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1
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=+ 1000 pL de reactivo ABTS
500 pnL de etanol — i i + 1000 pL de reactivo ABTS

Reposo 30 min

S00 uL

Figura 13. Proceso de disolucion de la muestra de extracto partes aéreas para el método ABTS

2.5.8.3 Determinacion del contenido de polifenoles totales y flavonoides del
extracto hidroalcohoélico de flores de Encelia Canescens Lamarck
“girasol silvestre”, por el método de maceracion: (ANEXO N°9)
La cuantificacién de polifenoles totales (TPC) y flavonoides totales
(TFC) se efectuaron con el propdsito de caracterizar y comparar el
contenido de metabolitos antioxidantes presente en el extracto de
Encelia canescens Lamarck elegido para la formulacion. Asimismo, los
valores de TPC y TFC se consideraron parametros de estandarizacion
quimica y control de calidad, esenciales para la reproducibilidad y
consistencia del gel cosmético formulado.
+ Método para determinar polifenoles totales:
Este método fue originalmente disefiado para el analisis de
proteinas, pero posteriormente fue adaptado por Singleton,
Orthofer y Lamuela-Raventos (1999) para la cuantificacion de
compuestos fenolicos en vino, convirtiéndose desde entonces en
una técnica rutinaria para la evaluacion antioxidante de alimentos
y extractos vegetales. El método de Folin-Ciocalteu permite
estimar el contenido total de compuestos fenolicos presentes en
extractos vegetales y formulaciones cosméticas. Basado en la
reduccion del reactivo de Folin Ciocalteu en un medio alcalino,

generando una coloracion azul cuya intensidad es proporcional a
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la concentracion de compuestos fendlicos. Los resultados se

expresan como equivalentes de acido galico (GAE). (48)

Preparacion de reactivo:

v
v
v

Acido galico 10 mg en 25 mL.
NaCO3 al 20% en 25 mL.
Folin — Ciocalteau 2 mL + agua destilada 2 mL = “W”

Procedimiento para el extracto:

Se tomaron 150 pL de muestra o de las soluciones del
estandar (acido galico en el caso de la curva de
calibracion). Se afiadieron 850 pL. de agua destilada.
Luego se incorporaron 500 pL de agua destilada
adicional, luego 250 pL de “W”.

Tras 5 minutos de reposo, se adicionaron 500 pL de
solucion de carbonato de sodio al 20% (m/v). La
mezcla se incubd en la oscuridad por 90 min. La
absorbancia fue medida a 760 nm, utilizando agua
como blanco. La curva de calibracion se elabordé con
soluciones acuosas de acido galico, y los resultados se
expresaron en ug equivalentes de acido galico (GAE)

por pL de muestra.

150 pL de extracto de

ores e Y
; /}

850 pL de agua destilada

500 pL de agua destilada

500 uL de agua destilada

500 pL. de agua destilada

500 pL. de agua destilada

500 uL

500 L.

)
)
)

3
C

(3

(@

)

100 pL.

100 L

Q..

100 uL

(

100 uL

100 uL

-

=

V2 +500 Na,CO, (20%)

D + 500 pL de agua destilada + 25 L. de ©
+ 500 pL de agua destilada + 25 uL de

T + 500 L de agua destilada + 25 ul. de “W” Reposo

+ 500 pL de agua destilada + 25 uL de
“wr @ + 500 Na,CO, (20%)

Reposo 1 h 30 min

=

v +500 Na,CO, (20%)

+ 500 Na,CO, (20%)

d

=

Ve + 500 Na,CO, (20%)

+ 500 pL de agua destilada + 25 ul. de

&

Figura 14. Proceso de disolucion de la muestra de extracto para determinar polifenoles totales
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+» Método para determinar flavonoides:

La cuantificacion de flavonoides totales se realiz6 siguiendo el
método descrito por Zhishen et al. Este ensayo se fundamenta en
una serie de reacciones quimicas: inicialmente, los flavonoides
reaccionan con nitrito de sodio (NaNO:), posteriormente se
forman complejos estables con cloruro de aluminio (AICL) y
finalmente se afiade hidroxido de sodio (NaOH) para alcalinizar
el medio. Como resultado se genera una coloracion rosada, cuya
intensidad es proporcional a la concentracion de flavonoides
presentes en la muestra. (49)

Preparacion de reactivos:

v" Solucion de NaNO2 al 5% (25 mL).

v" Solucion de AICI3 al 10% (25 mL).

v" Solucion NaOH 1 M.

Procedimiento para el extracto:

e Se tomaron 800 pL de muestra o de las soluciones del
estandar (quercetina en el caso de la curva de
calibracion).

e Se afiadieron 200 pL de agua destilada, y se
homogenizé6 la mezcla. Luego, se realizaron las
diluciones seriadas con 500 uL de etanol. De cada
dilucién se transfirieron 100 pL a viales ambar,
adicionando 500 uL de agua destilada.

e Se agregaron, 75 pL de NaNO2 (5%) dejando
reaccionar durante 5 minutos. Posteriormente, se
afiadieron 150 pL de AICl; (10%), dejando reaccionar
por 6 minutos, verificando si ocurre alguna reaccion.

¢ Finalmente, se incorporaron 500 uL de NaOH (1M),
manteniendo la reaccion durante 30 minutos. La
absorbancia se midié a 510 nm. Los resultados fueron
expresados como mg equivalentes de Quercetina (QE)

por cada 100 mg de muestra.
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+ 500 pL de agua destilada

+500 NaOH (1M
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Figura 15. Proceso de disolucion de la muestra de extracto para determinar flavonoides

2.5.8.4 Pruebas piloto:

» Seleccion de mejor solubilidad:
Se realiz6 pruebas de solubilidad a los extractos, para determinar los
solventes 6ptimos.

» Seleccion de capacidad antioxidante:
Se realiz6 tres métodos para seleccionar la capacidad antioxidante
de los extractos, y asi llegar a la formulaciéon cosmética adecuada.

» Seleccion del gelificante o agente gelificante:
Se elaboraron formulaciones experimentales utilizando extractos de
partes aéreas y flores de FEncelia canescens, variando el tipo de
agente gelificante con el fin de evaluar la compatibilidad, estabilidad
y apariencia final del producto. De las seis formulaciones iniciales
(F1-F6), se seleccionaron aquellas que mostraron mejor
comportamiento organoléptico y estabilidad fisicoquimica, segin se

muestra en la Tabla 3.
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Tabla 3. Evaluacion de formulaciones para la seleccion del agente gelificante. (ANEXO 10)

NO

FORMULACION OBSERVACIONES CONCLUSION

Gel con extracto de flores y base 1.

Present6 buena homogeneidad,
F1 transparencia y estabilidad durante el

periodo de observacion.

Gel con extracto de flores y base 2,

Mostré comportamiento similar a la F1,
F2 con textura uniforme, buena

Aceptable

Aceptable

transparencia y pH compatible.

Gel con extracto de flores y base 3.

Exhibi6 textura homogénea y adecuada

consistencia, aunque presento Descartada
interferencias en la evaluacion de la

F3

actividad antioxidante.

Gel base 5 en envase de vidrio

transparencia, presencia de grumos y

evaporacion parcial y una posterior Descartada
licuefaccion del sistema, evidenciando

F4

inestabilidad en la formulacion.

Gel con extracto de partes aéreas. Se

evidenci6 separacion de fases y
FS formacion de grumos, indicando

inestabilidad fisicoquimica.

Gel con textura y extensibilidad

adecuadas, pero con signos de
Fé6 inestabilidad asociados al agente

Descartada

Descartada

gelificante.

Gel opaco, con baja extensibilidad y

falta de homogeneidad, caracteristicas Descartada
indicadas de inadecuada gelificacion.

F7

Gel con base 4 en envase plastico.
Mostré buena textura y viscosidad, pero
. Descartada
F8 se observaron puntos de aire en la

estructura.

Gel base 5, en envase plastico. Presento

textura suave, ligera separacion, se Descartada

evapord a los 2 dias.

F9

F8 pero en envase de vidrio, buena
textura, sin grumos, pero opaco a los Descartada
pocos dias.

F10

*Las formulaciones F1 y F2 fueron consideradas aceptables por su

homogeneidad, transparencia y estabilidad.
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2.5.9

2.5.10

> Seleccion de concentracion de extracto

Se procedié a formular a distintas concentraciones (7%, 10%, 13%,

15% y 20%) para asi verificar si existe diferencia significativa.

Formulacion del gel: (ANEXO N° 11)

Para esta formulacion se usaron los datos de la pre-formulacion, tanto el

extracto que tenga mayor actividad antioxidante y mejor compatibilidad con

los solventes. Se obtuvo la formulacion final, a la cual, se le realizo las

siguientes pruebas:

Controles de calidad:

2.5.10.1 Ensayos organolépticos (ANEXO N° 12)

Son procedimientos utilizados para evaluar las caracteristicas de un

producto detectable por los érganos de los sentidos.

Aspecto: Se llevo a cabo una evaluacion visual, se observo si
la muestra presentd separacion de fases, precipitaciones,
nubosidad, etc (50).

Olor: Se llevo a cabo mediante el sentido del olfato, la cual,
se hizo uso de una tira para insertarla en un extremo de la
muestra, después se retird el papel para percibir el olor
presente en el gel (50).

Color: El color del gel se clasificd visualmente mediante el
Munsell Book of Color (51). Esta eleccion proporciona una
referencia visual estandarizada, alineada con las guias
europeas (COLIPA/SCCS), que exigen evaluar la
apariencia/color en estudios de estabilidad y control (52). Para
la evaluacion, se coloco una pequeiia porcion del gel sobre
una luna de reloj limpia y seca, registrandose el tono
observado.

Homogeneidad: Se coloco una extension de la muestra sobre
un portaobjetos, el cual se ubicod sobre una superficie de color
negro, y posteriormente se observo utilizando una luna (50).
Textura: Se aplico una porcion sobre la piel limpia y seca
para analizar su textura y facilidad de aplicacion prestando
atencion a su absorcion y comprobando si conservaba una
consistencia fluida (52).

Consistencia aparente: Para evaluar la consistencia de las
formulaciones, se tom6 una pequefia porcion del gel y se

comprimi6 suavemente entre el pulgar y el indice,
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registrandose la resistencia al tacto y la sensacion de cohesion
percibida (53).

= Evanescencia (poder refrescante): Se aplicd una porcion del
gel sobre la piel a fin de evaluar la rapidez de evaporacion o
absorcién cutanea (54).

Estas cualidades organolépticas seran medidas a las 24 horas, 7, y
15 dias, desde su preparacion.
2.5.10.2 Ensayos fisicoquimicos (ANEXO N° 13)

= Extensibilidad: Este método se basa en el aumento de la
superficie de una determinada cantidad de muestra al ser
sometida, progresivamente, a presiones crecientes a iguales
intervalos de tiempo. El area de extensibilidad (AE) se
determiné mediante la expresion:

AE=n(r,)?

Donde r,corresponde al radio promedio obtenido a partir de
ocho mediciones independientes (mm). (55) Los resultados se
expresaron como el promedio de tres réplicas experimentales,
y posteriormente se construyo6 la curva de relacion entre la
masa aplicada (g) y el area de extensibilidad (mm?), con el fin
de analizar el comportamiento deformacional del gel bajo
carga. (56)

* Determinacion de pH: Se realizd con la finalidad de
especificar los iones hidrogenados en la formulacion del gel,
reaccionando ante una desestabilizacion de formulacion. Para
el ensayo, se pes6 1 g de la muestra de gel en un vaso de
precipitados de 10 mL y se agitdé durante 5 minutos a
temperatura ambiente para asegurar la homogeneidad. Las
lecturas se realizaron por triplicado y se registro el promedio.
(57)

= Determinacion de viscosidad: Se valora la resistencia que el
gel ofrecera, este parametro ayuda a determinar si un producto
presenta la consistencia o fluidez apropiada, se midié a 25 °C

en un viscosimetro Brookfield hasta estabilizar la lectura. (53)
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2.5.10.3

2.5.104

Prueba de estabilidad preliminar: (ANEXO N° 14)
La evaluacion de estabilidad preliminar constituye una etapa
esencial en el desarrollo de formulaciones cosméticas, orientada a
determinar la robustez fisicoquimica inicial y detectar posibles
incompatibilidades entre los componentes. Este ensayo permite
optimizar la composicion y garantizar la coherencia estructural y
microbiologica del gel durante el periodo de observacion, sin
implicar una estimacion de vida util. (52)
- Prueba de Centrifuga:
Se evaluo la estabilidad coloidal sometiendo una alicuota del
gel a 3000 rpm durante 30 min. La ausencia de separacion de
fases o formacion de sobrenadante indicd buena estabilidad
estructural.
- Temperatura:
Se evaluo la estabilidad térmica del gel bajo condiciones
controladas de temperatura, mediante ciclos de calentamiento
(40 £ 2 °C) y enfriamiento (5 £+ 2 °C), observando posibles
cambios fisicoquimicos o estructurales.
- Ciclos de temperatura:
El ensayo se prolongd durante 15 dias, alternando cada 24 h
entre 40 = 2 °C (estufa) y 4 £ 2 °C (refrigeracion). Se
registraron variaciones organolépticas y fisicoquimicas en los
dias 0, 7 y 15, a fin de identificar signos de inestabilidad o
degradacion.
Control microbiologico: (ANEXO N° 15)
El control microbiologico es esencial para garantizar la calidad e
inocuidad de geles cosméticos, permitiendo verificar la eficacia del
conservante y el cumplimiento de los limites microbiologicos
normativos (53).
En este estudio, se realiz6 la cuantificacion de la carga microbiana
total y la deteccion de microorganismos patogenos, siguiendo lo
establecido en el Capitulo 2, Articulo 4 de la Decision 833 de la
Comunidad Andina de Naciones (CAN) (58), en la cual menciona

las especificaciones microbioldgicas, que son las siguientes:
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AREA DE APLICACION Y FASE

ETARIA LIMITES DE ACEPTABILIDAD
Productos para uso en infantes | a. Recuento de microorganismos mestfilos aerobios
(hasta 3 afios) totales. Limite maximo 5 x 10° UFClgéml.

Productos para uso en area de
0j0s.

Productos que entran en
contacto con las membranas

mucosas.

. Ausencia de Pseudomonas aeruginosaen 1gaml.
c. Ausencia  de

. Ausencia de Escherichia colien1gdml.

Staphylococcus  aureus  en

1géml.

Demas productos cosméticos
susceptibles de contaminacion
microbioldgica.

. Recuento de microorganismos meséfilos aerobios

b. Ausencia de Pseudomonas aeruginosaen 1gaml.

totales. Limite méximo 5 x 10°UFClg a ml .

c. Ausencia de
1géml.

d. Ausencia de Escherichia colien1gaml.

* Productos a ser utilizados en los | Ademas de los limites de aceptabilidad especificados
érganos genitales externos para los demas productos contenidos en el presente

cuadro, deben cumplir con: Ausencia de Candida

albicans.

Nota. Los valores del tamafio de muestra a examinar para los respectivos ensayos seran
determinados por las normas y procedimientos intemos de los Paises Miembros.

Staphylococcus  aureus  en

Figura 16. Especificaciones microbioldgicas (58)

Ademas, se consultaron los capitulos <61> y <62> de la
Farmacopea de los Estados Unidos (USP 43) como referencia
internacional validar los métodos

complementaria  para

microbiologicos empleados, garantizando la confiabilidad y
reproducibilidad de las determinaciones realizadas en el control de
calidad del gel cosmético (59).

Se pesaron 10 g de gel y se homogenizaron en 90 mL de solucion
salina estéril, obteniendo la dilucion 10'. A partir de esta, se
realizaron diluciones sucesivas, las cuales fueron inoculadas en

distintos medios, segin el microorganismo a evaluar:

Tabla 4. Ensayo microbiolégico de control de calidad del gel cosmético

ENSAYO/ MEDIO DE LECTURA/
MICROORGANISMO CULTIVO PROCEDIMIENTO INTERI,)RETA
CION
Se homogenizaron 10 g de gel
en 90 mL de soluciéon salina
estéril (10") y se prepararon Colonias
Recuento de mesofilos  Plate Count  diluciones seriadas hasta 107 contadas y
aerobios totales Agar (PCA) Seinoculd 1 mL en placas con  expresadas en
15-20 mL de PCA fundido (45 UFC/g.
°C) y se incub6 a 30 — 45 °C por
48 — 72 h.
. , o, Colonias
Manitol Se tom6 1 mL de la dilucion 1las con
Staphylococcus aereus  Salado Agar 107! y se sembro por estria en ierf;lin dican
(MSA) placas de MSA.

presencia.
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Colonias verdes

Se tom6 1 mL de la dilucion — azuladas
Pseudomonas Agar ~ , ,
) . 107" y se sembr6 por estria en  fluorescentes
aeruginosa Cetrimide . o
placas de Cetrimide. indican
presencia.
Colonias

tomé 1 mL de la dilucié
Agar Se tomo 1 mlL de la dilucion rosadas con halo

10! brd tri o
MacConkey y se sembro por estria en indican
placas de MacConkey. .
presencia.

Escherichia coli

Fuente. United States Pharmacopeia (USP). Microbiological Examination of Nonsterile Products:
Microbial Enumeration Tests <61>. In: USP 43 — NF 38. Rockville (MD): United States
Pharmacopeial Convention; 2020.

""H S LuL LuL |
AP.C. \\/ Lul Il -

15-20 mL MCK EM CA.
PLATE COUNT
Lml Lml =
Lnl MCK EM cA
MCK EM CA
1l LmL lml
SIEMBRA EN TODA LA SUPERFICIE

N |/

Figura 17. Esquema del procedimiento para el control microbiologico del gel cosmético

2.5.11 Métodos para determinar la actividad antioxidante al gel: (ANEXO N°

16)

Para determinar la actividad antioxidante del gel se emplearan 3 métodos:

¢ Determinacion de la actividad antioxidante mediante el método de
reductora de iones ctipricos (CUPRAC)
Procedimiento para el gel formulado:
Para la preparacion de la muestra, se disolvieron 300 mg del gel formulado
en 2 mL de etanol 96%, obteniéndose la soluciéon madre. A partir de esta,
se realizaron diluciones sucesivas mediante la mezcla de 500 pL de la
solucidn inicial con 500 pL de etanol 96%. El mismo protocolo que se
utilizé con los extractos, se aplico a las diferentes concentraciones de gel
cosmético.
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e Determinacion de la actividad antioxidante mediante el método de

reduccion del hierro férrico a ferroso (FRAP)

Procedimiento para el extracto:

Para la preparacion de la muestra, se disolvieron 600 mg del gel formulado
en 2 mL de etanol 96%, obteniéndose la solucion madre. A partir de esta,
se realizaron diluciones sucesivas mediante la mezcla de 500 pL de la
solucion inicial con 500 pL de etanol 96%. El mismo protocolo que se
utilizé con los extractos.

e Determinacion de la actividad antioxidante mediante el método la
decoloracion del cation radical 2,2-difenil-1-pierilhidrazilo (DPPH)
(60)

Procedimiento para el gel:

Para la preparacion de la muestra, se disolvieron 600 mg del gel formulado
en 2 mL de etanol 96%, obteniéndose la soluciéon madre. A partir de esta,
se realizaron diluciones sucesivas mediante la mezcla de 500 pL de la
solucion inicial con 500 uL de etanol 96%. Posteriormente, en viales ambar
se adicionaron 725 pL de la solucion de DPPH y 25 pL de cada dilucion
del gel, dejandose reaccionar en oscuridad durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Las lecturas de absorbancia se realizaron en un
espectrofotometro UV-Vis a 517 nm, empleando etanol 96% como blanco.
Cada determinacion se llevo a cabo por triplicado. Los resultados se
expresaron como porcentaje de inhibicion del radical DPPH, y a partir de
estos valores se calculd el ICso, definido como la concentracion de la

muestra capaz de inhibir el 50% de la absorbancia del radical libre.

L Abs blanco — Abs muestra
% de Inhibicion = Abs blanco x 100
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Figura 18. Proceso de disolucion de la muestra de gel para el método DPPH

2.5.12 DETERMINACION DEL CONTENIDO DE POLIFENOLES
TOTALES Y FLAVONOIDES (ANEXO N° 17)

2.5.12.1

2.5.12.2

Método para determinar polifenoles totales: (61)

La cuantificacion de polifenoles totales permite verificar la

conservacion de los compuestos antioxidantes en el gel, asegurar su

estabilidad quimica y establecer una correlacion directa con la
actividad antioxidante, respaldando la calidad y eficacia del
producto cosmético.

Procedimiento para el gel:

+ Se pesaron 317,6 mg de gel formulado y se disolvieron en 2 mL
de agua destilada. Se prepararon diluciones seriadas siguiendo el
mismo procedimiento empleado para el extracto. La
concentracion final se expres6 en mg/mL.

Método para determinar flavonoides: (62)

La determinacion de flavonoides totales en un gel antioxidante

permite asegurar la preservacion de compuestos bioactivos claves,

establecer su contribucion directa a la actividad antioxidante global

y garantizar la estabilidad funcional del producto cosmético. De esta

manera, su cuantificacion no solo permite caracterizar el extracto de

Encelia canescens L., sino también respaldar cientificamente la

eficacia dermocosmética de la formulacion final.
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Procedimiento para el gel

+ Se tomaron 3 g de muestra o de las soluciones del estandar
(quercetina, para la curva de calibracion).

+ Se afiadieron 3 mL de agua destilada, y se homogenizo la
preparacion. La suspension se centrifugd a 3000 rpm durante 5
minutos, para obtener un sobrenadante libre de interferencias.
Del sobrenadante se realizaron diluciones seriadas con 500 pL de
etanol. De cada dilucion se transfirieron 100 pL a viales ambar,
adicionando 500 uL de agua destilada.

+ Se agregaron, 75 pL de NaNO, (5%) dejando reaccionar durante
5 minutos.

+ Posteriormente, se afiadieron 150 uL de AICl; (10%), dejando
reaccionar por 6 minutos, verificando si presentaba alguna
reaccion.

+ Finalmente, se incorporaron 500 plL de NaOH (1M),
manteniendo la reaccién durante 30 minutos. La absorbancia se
midioé a 510 nm.

Los resultados fueron expresados como mg equivalentes de

Quercetina (QE) por cada 100 mg de muestra.

2.5.13 COMPARACION DE ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE POR METODO
DE CUPRAC IN VITRO AL GEL COSMETICO FORMULADO A
PARTIR DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO CON UN GEL
ANTIOXIDANTE COMERCIAL: (ANEXO N° 18)

La comparacion de la capacidad antioxidante in vitro entre el gel formulado y
un gel comercial de referencia mediante el método CUPRAC permiti6 validar
la eficacia funcional y el comportamiento redox de la formulacion
desarrollada. Este método, reconocido por su sensibilidad y aplicabilidad en
matrices tanto hidrofilicas como lipofilicas, aseguro la obtencion de resultados
reproducibles bajo condiciones experimentales controladas. La evaluacion
comparativa frente a un producto del mercado constituydé un indicador
objetivo de desempefio antioxidante, confirmando el potencial bioactivo del
gel a base de FEncelia canescens y su idoneidad para aplicaciones
dermocosméticas orientadas a la proteccion cutanea frente al estrés oxidativo

(60).
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2.6

2.7

2.8

Técnicas de procesamiento de la informacion:

Observacion

Se empled la técnica de observacion experimental para registrar de forma sistematica
los resultados obtenidos, utilizando fichas disefiadas para consignar las mediciones y
observaciones de los ensayos.

Recoleccion de datos analiticos

Los resultados generados por los distintos métodos experimentales (evaluaciones
fisicoquimicas y determinaciones antioxidantes) fueron registrados en un cuaderno de
trabajo, garantizando la trazabilidad y consistencia de la informacion recopilada.
Procesamiento de datos

La informacion se procesoé en Microsoft Excel® y Word® (Office 365), calculando
promedios y desviaciones estandar, y elaborando tablas y graficos para la presentacion
de resultados.

Técnicas de Analisis e interpretacion de la informacion

Los datos experimentales fueron registrados en un cuaderno de laboratorio y
posteriormente transferidos a Microsoft Excel® (Office 365) para su tabulacion y
analisis preliminar. Para la comparacion estadistica entre tratamientos o métodos de
extraccion, se utilizo el programa Statistica® 13, aplicando un analisis de varianza
(ANOVA) de una via, seguido de la prueba post hoc de Tukey (p < 0,05) para
determinar diferencias significativas entre medias.

Asimismo, para la representacion grafica y analisis visual de tendencias, se empleo el
software GraphPad Prism® 10, lo que permitié una interpretacion clara, objetiva y
reproducible de los resultados experimentales.

Aspectos éticos

El presente estudio se condujo conforme a los principios éticos de integridad
cientifica, asegurando la veracidad, transparencia y trazabilidad de los datos
obtenidos. Se evitd toda manipulacion o sesgo de la informacion, cumpliendo las
normas internacionales de redaccion cientifica. Asimismo, se respetaron los derechos
de autor y las normas de ética en investigacion establecidas por la institucion,

garantizando la confidencialidad, reproducibilidad y fiabilidad de los resultados.
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III. RESULTADOS

Tabla 5. Metabolitos secundarios de las fracciones derivadas del extracto hidroalcoholico

de las partes aéreas y flores de Encelia canescens L. “girasol silvestre”

, METABOLITO EH PARTES EH
FRACCION REACCIONES ,
SECUNDARIO AEREAS FLORES
Taninos Rx. de Gelatina-sal - +
Grupos fenolicos Rx. de cloruro N +
A libres férrico
Aminoacidos Rx. de Ninhidrina + +
Flavonoides Rx. de Shinoda + +
Esteroides y/o Rx. de Liebermann N +
B triterpenoides Burchard
Antraquinonas Rx. de Borntager - -
Esteroides y/o Rx. de Liebermann N +
triterpenoides Burchard
Cardenolidos Rx. de Kedde - +
C Rx. de ) )
Dragendorff
Alcaloides Rx. de Mayer - -
Rx. de Wagner - -
Flavonoides Rx. de Shinoda - +
L S
eucoantocw.lnldlnas Y Rx. de Rosenheim + +
catequinas
Esteroides y/o Rx. de Liebermann N +
triterpenoides Burchard
D Cardenolidos Rx. de Kedde - +
Rx. de
Dragendorff
Alcaloides Rx. de Mayer - -
Rx. de Wagner - -
Flavonoides Rx. de Shinoda + +
Leucoantocgmdmas Y Rx. de Rosenheim + +
catequinas
Saponinas Rx. de Espuma + +
F
Antraquinonas Rx. de Borntréger - +

Leyenda: Presencia (+); Ausencia (-)
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Tabla 6. Caracterizacion organoléptica de los extractos hidroalcohoélicos obtenidos de las

partes aéreas y flores de la especie Encelia canescens L. “girasol silvestre”

] PARAMETROS
METODO DE
EXTRACTOS EXTRACCION
OLOR COLOR ASPECTO
Caracteristico
MACERACION (ligeramente Verde oscuro Viscoso
EH PARTES dulce)
AEREAS
ASISTIDA POR . ) Verde ]
Suigéneris Viscoso
ULTRASONIDO marronaceo
) Liquido con
, Caracteristico
MACERACION . Naranja consistencia
(con nota acida) _
fluida
EH FLORES
Naranja con Liquido con
ASISTIDA POR
Caracteristico ligero matiz consistencia
ULTRASONIDO _
marronaceo fluida

54



Tabla 7. Caracterizacion fisicoquimica de los extractos hidroalcohdlicos obtenidos de las partes
acreas de la especie Encelia canescens L. “girasol silvestre”

EXTRACTOS HIDROALCOHOLICOS DE LAS

PARTES AEREAS
PARAMETROS EXTRACCION EXTRACCION UNIDADES
POR ) ASISTIDA POR
MACERACION ULTRASONIDO
Sélidos totales 83,94 83,55 g/100g
Sélidos solubles 43,7 43,2 °Bx (Brix)
Cenizas 15 15 g/100g
pH 5 4,19 -
% rendimiento 15,56 51,76 %R

Tabla 8. Caracterizacion fisicoquimica de los extractos hidroalcohdlicos obtenidos de las flores
de la especie Encelia canescens Lamarck “girasol silvestre”.

EXTRACTOS HIDROALCOHOLICOS DE LAS

FLORES
PARAMETROS ] EXTRACCION UNIDADES
EXTRACCION POR
MACERACION ASISTIDA POR
ULTRASONIDO
Sélidos totales 53 58,87 g/100g
Solidos solubles 1,6 % 1,3% °Bx (Brix)
Cenizas 0,99 % 0,65 % g/100g
pH 4,18 4,12 -
% rendimiento 61,54 64,44 %R
Aw (flores secas) 0,71 -

*El valor de actividad de agua (aw) obtenido (0.71 £ 0.01) indica una baja disponibilidad de agua
libre, condicion que garantiza la estabilidad microbioldgica y fisicoquimica del material vegetal.
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Tabla 9. Ensayo de solubilidad de los extractos hidroalcohdlicos obtenidos de la especie

Encelia canescens L. “girasol silvestre”

EXTRACTO EXTRACTO
HIDROALCOHOLICO DE HIDROALCOHOLICO DE LAS
LAS PARTES AEREAS FLORES
S S
SOLVENTE £ 5 Z £ 8 £ % z %8
Z = = & Z A = £ Z
o © O <« 5 S C S 2 %
o &) — )
O é =7 Q § 2 @
O = = E 5 O = = £ 5
& = @ é ®) = ©
= 2 X 7 o = % 7 5
S = H o< 3 == R < 5
= =
Glicerina ++ ++ ++ -+
Aceite vegetal ++ + ++ +
Agua destilada
+ ++ ++ ++
T° ambiente
Propilenglicol - - ++ +
Agua aT®70°C ++ +++ +++ ++
Vaselina ++ + ++ +
Alcohol 70° +++ ++ +++ +++
Alcohol 96° ++ +++ ++ ++

Leyenda: Muy soluble (+++), soluble (++), poco soluble (+), insoluble (-).
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Analisis comparativo y determinacion de la actividad antioxidante de los extractos por el

método CUPRAC

Tabla 10. Lectura de absorbancia de las disoluciones de patron de Trolox por el método de

CUPRAC
Trolox mM Abs 1 Abs 2 Abs 3 Abs prom DS
0,96 0,313 0,312 0,315 0,313 0,0015
0,48 0,155 0,159 0,164 0,159 0,0045
0,24 0,090 0,094 0,097 0,094 0,0035
0,12 0,047 0,046 0,049 0,047 0,0015
0,06 0,018 0,022 0,027 0,022 0,0045
Trolox - Patron del método CUPRAC
0.350
y=0.3177x + 0.009
0.300 R?=0.998
2
T 0.250
=
(=)
& 0200
=
(2]
5 0.150
=
S
=
2 0.100
<
0.050
0.000
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.2

Trolox mM

Figura 19. Curva de cuantificacion de Trolox para la determinacion de la actividad antioxidante
por el método CUPRAC
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Tabla 11. Capacidad antioxidante del extracto hidroalcohoélico de partes aéreas de Encelia
canescens L. “girasol silvestre”, mediante el método CUPRAC.

Metodo' (,ie Extracto Abs 1 Abs 2 Abs 3 Abs DS TEAC
extraccion mg/mL prom mM
5 0,405 0,405 0,406 0,446 0,0006 1,25
Maceracién 2,5 0,169 0,171 0,171 0,192 0,0012 0,51
1,75 0,130 0,088 0,089 0,101 0,0240 0,29
5 0,446 0,449 0,446 0,446 0,0017 1,38
Ultrasonido 2,5 0,199 0,207 0,192 0,192 0,0075 0,60
1,75 0,102 0,106 0,101 0,101 0,0026 0,30

*TEAC: valores expresados en 1 mM, respecto al extracto expresado en mg/mL.

Tabla 12. Capacidad antioxidante del extracto hidroalcoholico de flores de Encelia canescens
L. “girasol silvestre”, mediante el método CUPRAC.

Newwde B e s A w T
900 2,407 2,411 2,399 2,406  0,0061 7,54
450 1,322 1,326 1,329 1,326  0,0035 4,14
Maceracién 225 0,852 0,868 0,874 0,865 0,0114 2,69
112,5 0,491 0,498 0,498 0,496  0,0040 1,53
56,25 0,278 0,285 0,287 0,283  0,0047 0,86
900 1,977 1,987 1,986 1,983  0,0055 6,21
450 1,136 1,146 1,147 1,143  0,0061 3,57
Ultrasonido 225 0,722 0,73 0,735 0,729  0,0066 2,27
112,5 0,402 0,406 0,405 0,404 0,0021 1,24
56,25 0,248 0,25 0,259 0,252  0,0059 0,77
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Extractos hidroalcoholico de partes aéreas - CUPRAC
1.60
1.40 y =0.2955x - 0.2279
R =1
1.20
% 1.00 v = 0.3272x - 0.2488
D=
O 0.80 R>=0.9975
=
= 0.60
0.40
0.20
0.00
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00
Concentracion mg/mL
—@— TEAC maceracion —@— TEAC ultrasonido
-------- Lineal (TEAC maceracion) +++-++--+ Lineal (TEAC ultrasonido)

Figura 20. Correlacion entre concentracion del extracto hidroalcohdlico de las partes aéreas de
Encelia canescens L. “girasol silvestre” y TEAC (mM), por CUPRAC.

1 mg de extracto equivale a 0.0784 mM de Trolox y 0.0676 mM de Trolox de extracto
hidroalcohélico de partes aéreas por maceracion y ultrasonido, respectivamente.

Extractos hidroalcoholico de flores - método CUPRAC

8.00

y = 0.0077x + 0.6633
/.00 R* = 0.9948

6.00

5.00

- y = 0.0063x + 0.6004
------------ R’ = 0.9936
300 |

4.00

TEAC

2.00 A

1.00

0.00
0.00 100.00 200.00 300.00 400.00 500.00 600.00 700.00 800.00 900.00 1000.00

Concentracién mg/mL

—@— TEAC maceracion —@— TEAC ultrasonido

--------- Lineal (TEAC maceracion) «+«------ Lineal (TEAC ultrasonido)

Figura 21. Correlacion entre concentracion del extracto hidroalcohdlico de las flores de Encelia
canescens L. “girasol silvestre” y TEAC (mM), por CUPRAC.

1 pL de extracto equivale a 0.671 mM de Trolox y 0.6067 mM de Trolox de extracto
hidroalcohélico de flores por maceracion y ultrasonido, respectivamente.
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Meétodo de extraccion; LS Means
Current effect: F(3, 8)=5.1360, p=.02860
Type |l decomposition
Vertical bars denote +/- standard errors
7
6 L
5 L
4 L
2
w 3
|_
2 L
1 L
0 L
-1
E1 E2 E3 E4
Método de extraccion

Figura 22. Representacion grafica de los intervalos de confianza (+EE) de la capacidad
antioxidante (TEAC) obtenido por el método CUPRAC para los distintos métodos de
extraccion.

Leyenda: El: extracto hidroalcohdlico de partes aéreas (maceracion); E2: extracto
hidroalcohdlico de partes aéreas (ultrasonido); E3: extracto hidroalcohodlico de flores
(maceracion); E4: extracto hidroalcoholico de flores (ultrasonido).

Tabla 13. Comparacion de medias mediante la prueba de Newman-Keuls para la variable

TEAC (a = 0.05), correspondiente a los extractos obtenidos por el método CUPRAC.

Newman-Keuls test; variable TEAC (Spreadsheet35)

Approximate Probabilities for Post Hoc Tests

Error: Between MS = 2.6979, df = 8.0000

Método de extraccion 11} {2} 13} {4}

Cell No. 68333 76000 4.7900 4 0167
1 | E1 0.955951 0.061021  0.086551
2 E2| 0.955951 0.040404| 0.041470
3 E3| 0061021 0040404 0.580211
4 E4] 0086551 0041470 0.580211

Tras obtener un ANOVA significativo (Fs,s = 5.136; p = 0.0286), se aplico la prueba post
hoc de Newman—Keuls (a = 0.05), adecuada para disefios con tamafio muestral reducido.
Esta reveld diferencias significativas (p < 0.05) entre los extractos de flores (E3—E4),
indicando una mayor capacidad antioxidante (TEAC, mM) en los extractos florales de

Encelia canescens evaluados mediante el método CUPRAC.
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Analisis comparativo y determinacion de la actividad antioxidante de los extractos por el

método FRAP

Tabla 14. Lectura de absorbancia de las disoluciones de patron de Trolox por el método de

FRAP
Trolox mM Abs 1 Abs 2 Abs 3 Abs prom DS
0,624 1,186 1,189 1,192 1,189 0,0030
0,312 0,587 0,593 0,599 0,593 0,0060
0,156 0,334 0,337 0,341 0,337 0,0035
0,078 0,211 0,205 0,193 0,203 0,0092
0,039 0,132 0,141 0,149 0,141 0,0085
Trolox - Patron del método FRAP
1.400
y = 1.7908x + 0.0596
1.200 R = 0.9987
1.000
8
= 0.800
[
=
s
2 0.600
<
0.400
0.200
0.000
0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7
Trolox mM

Figura 23. Curva de cuantificacion de Trolox para la determinacion de la actividad antioxidante
por el método FRAP.
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Tabla 15. Capacidad antioxidante del extracto hidroalcohdlico de las partes aéreas de Encelia
canescens L. “girasol silvestre”, mediante el método FRAP.

Método de Extracto 01 Abs2  Abs3  APS DS TEAC
extraccion mg/mL prom
10 1,942 1950 1,959 1,950  0,0085 1,06
5 0981 0,987 0994 0987 00065 0,52
Maceracion 2.5 0521 0,525 0533 0,526  0,0061 026
1,3 0308 0318 0327 0318  0,0095 0,14
10 1,787 1,789 1,793 1,790  0,0031 0,97
5 0984 098 0994 0988  0,0053 0,52
Ultrasonido
2,5 0469 0477 0485 0477  0,0080 023
1.3 0276 0282 0295 0284  0,0097 0,13

Tabla 16. Capacidad antioxidante del extracto hidroalcohdlico de las flores de la especie
Encelia canescens L. “girasol silvestre”, mediante el método FRAP.

Método de

Extracto

Abs

g Abs 1 Abs 2 Abs 3 DS TEAC
extraccion ul./mL prom
100 1,321 1,322 1,327 1,323 0,0032 0,71
. 50 0,669 0,674 0,675 0,673 0,0032 0,34
Maceracion
25 0,345 0,351 0,357 0,351 0,0060 0,16
12,5 0,216 0,221 0,227 0,221 0,0055 0,09
100 0,775 0,782 0,792 0,783 0,0085 0,40
Ultrasonido 50 0,376 0,382 0,388 0,382 0,0060 0,18
25 0,21 0,216 0,224 0,217  0,0070 0,09
12,5 0,158 0,163 0,165 0,162  0,0036 0,06
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Extracto hidroalcoholico de las partes aéreas de la
especie Encelia canescens Lamarck "girasol silvestre"
- método FRAP

y=0.1048x + 0.0058
R=0999% | _—"%

o

—_

% 08 v =0.0959% + 0.0163
=06 R2=0.9972
1 e e
= e
= 04
0.2
0
0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0
Concentracion mg/mL
—@— TEAC Maceracion —@— TEAC Ultrasonido
--------- Lineal (TEAC Maceracion ) +++-++--+ Lineal (TEAC Ultrasonido)

Figura 24. Correlacion entre concentracion de del extracto hidroalcoholico de las partes aéreas
de Encelia canescens L. “girasol silvestre” y TEAC (mM), por el método FRAP.

1 mM de Trolox equivale a 9.49 mg y 10.26 mg de extracto hidroalcohélico de partes
aéreas por maceracion y ultrasonido, respectivamente.

Extracto hidroalcohdlico de las floresde la especie
Encelia canescens Lamarck "girasol silvestre" -
método FRAP

y=0.0072x - 0.0109
R?>=0.9988

e o e 9
o 9 o

e
w

TEAC (mM)
e
~

.......... y = 0.004x - 0.003

02—
Jassasts R2=0.9931
0.1
0
0.0 20.0 40.0 60.0 80.0 100.0 120.0
Concentracion mg/mL

—@— TEAC Maceracion —@— TEAC Ultrasonido
--------- Lineal (TEAC Maceracion ) +-++-++-+ Lineal (TEAC Ultrasonido)

Figura 25. Correlacion entre concentracion de del extracto hidroalcohélico de las flores de
Encelia canescens L. “girasol silvestre” y TEAC (mM), por el método FRAP.

1 mM de Trolox equivale a 140.40 uL/y 250.75 pL de extracto hidroalcohdlico de flores
por maceracion y ultrasonido, respectivamente.
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Método de extraccion FRAP; LS Means
Current effect: F(3, 12)=.79855, p=.51813
Type |ll decomposition
Vertical bars denote +/- standard errors
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Figura 26. Representacion grafica de los intervalos de confianza (+EE) de la capacidad
antioxidante (TEAC) obtenido por el método FRAP para los distintos métodos de
extraccion.

Leyenda: Al: extracto hidroalcohdlico de partes aéreas (maceracion); A2: extracto
hidroalcohdlico de partes aéreas (ultrasonido); A3: extracto hidroalcohdlico de flores
(maceracion); A4: extracto hidroalcoholico de flores (ultrasonido).

Tabla 17. Comparacion de medias mediante la prueba de Newman-Keuls para la variable

TEAC (a = 0.05), correspondiente a los extractos obtenidos por el método FRAP.

Newman-Keuls test; variable TEAC FRAP (Spreadsheet3s)
Approximate Probabilities for Post Hoc Tests
Error: Between MS = 10236, df = 12.000

Metodo de extraccion FRAP {1} {2} {3} {4}
Cell No. 49500 46250 32500 18250
1 | Al 0888287 0738603 0533336
2 A2| 0888287 0554824 0454973
3 A3| 0738603 0554824 0.540741
4 Adl 0533336 0454973 0540741

El andlisis post hoc de Newman—Keuls no mostro diferencias significativas (p > 0.05) entre
los cuatro extractos evaluados (A1-A4), resultado que coincide con el ANOVA (Fs,12 =
0.7986; p = 0.5181). Aunque no se detectaron diferencias estadisticas, puede observarse una
tendencia decreciente en el poder reductor (Fe** — Fe?*) desde los extractos de partes aéreas
(A1-A2) hacia los de flores (A3—A4). Esta ligera variacion no alcanzo significancia, lo que
sugiere que los compuestos redox activos presentes en ambos drganos contribuyen de manera
comparable al potencial reductor del extracto. El método FRAP, al basarse en la transferencia
directa de electrones al cation férrico (Fe>*~TPTZ), tiende a ser menos sensible a ciertos
flavonoides de alta masa molecular, lo que explicaria la ausencia de diferencias marcadas

respecto al método CUPRAC, de mayor afinidad por compuestos hidrofilicos y lipofilicos.
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Analisis comparativo y determinacion de la actividad antioxidante de los extractos por el

método ABTS

Tabla 18. Lectura de absorbancia de las disoluciones de patrén de Trolox por ABTS

Trolox mM Abs 1 Abs 2 Abs 3 Abs prom Abs final
0,31 0,309 0,315 0,317 0,314 0,377
0,23 0,389 0,395 0,397 0,394 0,297
0,18 0,442 0,444 0,446 0,444 0,247
0,13 0,494 0,495 0,496 0,495 0,196
0,10 0,524 0,526 0,527 0,526 0,165

Trolox - Patron del método ABTS
0.400
y =0.9908x + 0.0678
0.350 R2=10.9986
_ 0300
<
=
= 0.250
8
<9
£ 0.200
=
S
2 0.150
=
<
0.100
0.050
0.000
0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.35
Trolox mM

Figura 27. Curva de cuantificacion de Trolox para la determinacion de la actividad antioxidante

por el método ABTS.
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Tabla 19. Capacidad antioxidante del extracto hidroalcohdlico de las partes aéreas de la especie

Encelia canescens L. “girasol silvestre”, mediante el método ABTS.

Método. fle Extracto Abs1 Abs2  Abs 3 Abs Absorbancia TEAC
extraccion mg/mL prom final
2,500 0,131 0,132 0,135 0,133 0,558 0,49
1,250 0,348 0,349 0,351 0,349 0,342 0,28
Maceracion
0,625 0,461 0,464 0,466 0,464 0,227 0,16
0,313 0,532 0,533 0,533 0,533 0,158 0,09
2,500 0,065 0,066 0,069 0,067 0,624 0,56
1,250 0,275 0,277 0,279 0,277 0,414 0,35
Ultrasonido
0,625 0,428 0,431 0,433 0,431 0,260 0,19
0,313 0,475 0,476 0,479 0,477 0,214 0,15

Tabla 20. Capacidad antioxidante del extracto hidroalcohdlico de las flores de la especie

Encelia canescens L. “girasol silvestre”, mediante el método ABTS.

Metodo. (,le Extracto Abs1 Abs2  Abs 3 Abs Absorbancia TEAC
extraccion ul./mL prom final
75 0,147 0,149 0,151 0,.149 0,542 0,48
37,5 0,362 0,363 0,365 0,363 0,328 0,26
Maceracion
18,8 0,445 0,447 0,449 0,447 0,244 0,18
9,4 0,527 0,528 0,529 0,529 0,162 0,10
150 0,021 0,023 0,027 0,024 0,667 0,60
75 0,229 0,232 0,233 0,231 0,460 0,40
Ultrasonido
37,5 0,381 0,383 0,385 0,383 0,308 0,24
18,8 0,432 0,433 0,435 0,433 0,258 0,19
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Extracto hidroalcoholico de las partes aéreas de la especie
Encelia canescens Lamarck "girasol silvestre" - método ABTS

0.6
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0.5 R2=0.9916
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% 0.3 y=0.1809x + 0.043
g ) 2=
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Concentraciéon mg/mL
—@— TEAC Maceracion —@®— TEAC Ultrasonido
--------- Lineal (TEAC Maceracion ) »++-++--+ Lineal (TEAC Ultrasonido)

Figura 28. Correlacion entre concentracion de del extracto hidroalcoholico de las partes aéreas
de Encelia canescens L. “girasol silvestre” y TEAC (mM), por el método ABTS.

1 mM de Trolox equivale a 5.29 mg y 4.76 mg de extracto hidroalcohélico de partes aéreas
por maceracion y ultrasonido, respectivamente.

Extracto hidroalcohdlico de las floresde la especie
Encelia canescens Lamarck "girasol silvestre'' -
método ABTS

—
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Figura 29. Correlacion entre concentracion de del extracto hidroalcoholico de las flores de
Encelia canescens L. “girasol silvestre” y TEAC (mM), por el método ABTS.

1 mM de Trolox equivale a 168,32 pL y 270,36 nL/mL de extracto hidroalcohdlico de flores
por maceracion y ultrasonido, respectivamente.
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Meétodo de extraccion ABTS; LS Means
Current effect: F(3, 12)=.31297, p=.81573
Type |l decomposition
Vertical bars denote +/- standard errors
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Figura 30. Representacion grafica de los intervalos de confianza (+EE) de la capacidad
antioxidante (TEAC) obtenido por el método ABTS para los distintos métodos de
extraccion.

Leyenda: W1: extracto hidroalcohdlico de partes aéreas (maceracion); W2: extracto
hidroalcoholico de partes aéreas (ultrasonido); W3: extracto hidroalcoholico de flores
(maceracion); W4: extracto hidroalcoholico de flores (ultrasonido).

Tabla 21. Comparacion de medias mediante la prueba de Newman-Keuls para la variable

TEAC (a = 0.05), correspondiente a los extractos obtenidos por el método ABTS.

Newman-Keuls test; variable TEAC ABTS (Spreadsheet3s)
Approximate Probabilities for Post Hoc Tests
Error: Between MS = 03158, df = 12.000

Meétodo de extraccion ABTS {1} {2} 13} 14}
Cell No. 25500 31250 25500 35750
1 | W1 0655573  1.000000  0.700872
2 W2| 0.655573 0.892071  0.726607
3 W3| 1.000000 0.892071 0.846016
4 W4 0700872 0726607 0.846016

El analisis de varianza (Fs,12 = 0.31297; p = 0.8157) mostré que no existen diferencias
significativas entre los métodos de extraccion en la capacidad antioxidante determinada por
el método ABTS. La prueba post hoc de Newman—Keuls (a0 = 0.05) confirmé la ausencia
de diferencias estadisticas (p > 0.05) entre los cuatro extractos evaluados (W1-W4).
Aunque se observo una ligera variacion en los valores promedio —con un leve incremento
en los extractos florales obtenidos por ultrasonido (W4)—, esta no fue significativa. En
general, los valores de TEAC (mM) se mantuvieron homogéneos entre los extractos,

evidenciando una capacidad antioxidante comparable frente al cation radical ABTS*.
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Tabla 22. Lectura de absorbancia de las disoluciones de patrén de acido galico para la

determinacion de polifenoles totales

Acido gilico

Abs 1 Abs 2 Abs 3 Abs prom DS
pg/mL
408 1,928 1,926 1,929 1,928 0,0015
204 1,088 1,077 1,083 1,083 0,0055
102 0,554 0,563 0,559 0,559 0,0045
51 0,274 0,277 0,279 0,277 0,0025
25,5 0,216 0,215 0,214 0,215 0,0010
Acido galico - Patron
2.500
y = 0.0046x + 0.0902

2.000 R2=0.9967
=
it
=)
S 1.500
[a
.S
2
g 1.000
o
2z
<

0.500

0.000

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450
Acido galico pg/mL

Figura 31. Curva de cuantificacion de acido gélico para la determinacion de polifenoles totales
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Tabla 23. Determinacion de polifenoles totales del extracto hidroalcohdlico de flores por

método de maceracion de Encelia canescens L. “girasol silvestre”

Extracto
Abs 1 Abs 2 Abs 3 Abs prom DS GAE
pg/mL
150 1,392 1,389 1,392 1,391 0,0017 282,8
75 0,728 0,726 0,725 0,726 0,0015 138,2
37.5 0,401 0,408 0,402 0,404 0,0038 68,2
18.75 0,213 0,208 0,211 0,211 0,0025 26,3
9,375 0,128 0,127 0,131 0,129 0,0021 8,4
Polifenoles totales del extracto hidroalcohdlico de
flores por método de maceracion de la especie Encelia
canescens L. “girasol silvestre”.
300.0
y = 1.9468x - 8.3768
R?=10.9996
250.0
200.0
% 150.0
S
100.0
50.0
0.0
0 20 40 60 80 100 120 140 160
uL del extracto/mL

Figura 32. Correlacion entre concentracion del extracto hidroalcohdlico de flores de Encelia

canescens L. “girasol silvestre” y equivalente de acido galico (ug).

1 pg de GAEs equivale a 4,82 pL de extracto hidroalcohélico.
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Tabla 24. Lectura de absorbancia de las disoluciones de patron de quercetina para la

determinacion de flavonoides

Quercetina
Abs 1 Abs 2 Abs 3 Abs prom DS
pg/mL
0,4 0,261 0,261 0,259 0,260 0,0012
0,32 0,226 0,225 0,226 0,226 0,0006
0.26 0,198 0,196 0,195 0,196 0,0015
0,20 0,176 0,174 0,175 0,175 0,0010
0,16 0,161 0,159 0,162 0,161 0,0015
Quercetina - Patron
0.300
y =0.4256x + 0.0892
0.250 R?=10.9983
4 0.200
S
2 0.150
s
2
< 0.100
0.050
0.000
0 0.05 0.1 0.15 0.25 0.3 0.35 0.4 0.45

mg de Quercetina

Figura 33. Curva de calibracion de quercetina
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Tabla 25. Determinacion de flavonoides del extracto hidroalcohdlico de flores por método de

maceracion de Encelia canescens L. “girasol silvestre”.

Extracto FEQ
Abs 1 Abs 2 Abs 3 Abs prom DS

pL/mL mg/mL
800 1,658 1,659 1,659 1,659 0,0006 3,688
640 1,384 1,384 1,385 1,384 0,0006 3,042
512 1,159 1,160 1,161 1,160 0,0010 2,516
409,60 1,018 1,020 1,023 1,020 0,0025 2,187
327,68 0,782 0,791 0,793 0,789 0,0059 1,644

Flavonoides del extracto hidroalcohoélico de flores por
método de maceracion de la especie Encelia canescens
Lamarck “girasol silvestre”.

4.000

y =0.0042x + 0.3694
R?=0.9916

3.500

3.000

2.500
g 2.000
=

1.500

1.000

0.500

0.000
0.00 100.00  200.00  300.00 400.00 500.00 600.00 700.00 800.00 900.00

uL de extracto/mL

Figura 34. Correlacion entre concentracion del extracto hidroalcohdlico de flores de Encelia

canescens L. “girasol silvestre” y equivalente de quercetina (ug)

1 pL de extracto equivale a 0,37 ug de quercetina.
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Pruebas piloto para la seleccion de la concentracion 6ptima en la formulacion del gel

cosmético de Encelia canescens L., por el método CUPRAC.

Tabla 26. Evaluacion de la capacidad antioxidante de las formulaciones del gel cosmético con
Base B1 del extracto de flores por maceracion Encelia canescens L. “girasol silvestre”

Concentracion Abs

FORMULAS Abs1 Abs2  Abs3 DS TEAC
mg/mL prom
151 0,289 0,280 0,291 0,290 0,0012 0,88
75,50 0,210 0,213 0,211 0,211  0,0015 0,64
F1B1 AL 7%
37,75 0,167 0,166 0,167 0,167 0,0006 0,50
18,88 0,148 0,147 0,148 0,148 0,0006 0,44
151 0,301 0,303 0,302 0,302 0,0010 0,92
F2B1 AL 10% 75,50 0,231 0,233 0,232 0,232 0,0010 0,70
37,75 0,197 0,197 0,198 0,197 0,0006 0,57
18,88 0,154 0,153 0,153 0,153 0,0006 0,48
151 0,342 0,344 0,342 0,343 0,0012 1,05
F3B1 AL 13% 75,50 0,261 0,260 0,260 0,260 0,0006 0,79
37,75 0,217 0216 0,216 0,216 0,0006 0,62
18,88 0,170 0,172 0,173 0,172 0,0015 0,51
151 0,443 0446 0,441 0,443 0,0025 1,37
F4B1 AL 15% 75,50 0,319 0319 0318 0319 0,0006 0,97
37,75 0,242 0,245 0,243 0,243 0,0015 0,74
18,88 0,194 0,193 0,194 0,194 0,0006 0,58
151 0,180 0,179 0,180 0,180 0,0006 0,54
50 0,10 0,10 0,10 0,108 0,0006 0,2
F5B1 AL 20% 7 4090108 108 ’ ’ 2
37,75 0,051 0,052 0,050 0,051 0,000 0,13
18,88 0,035 0,036 0,036 0,036 0,0006 0,08

(TEAC expresado en pumol TE/g; Abs = absorbancia a 450 nm; DS = desviacion estandar; n = 3).
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Figura 35. Curvas de calibracion de las formulaciones del gel cosmético con Base 1 de Encelia canescens L. “girasol
silvestre”, obtenidas por el método CUPRAC.

1.6
1.4 y =0.0059x + 0.5009
R?=0.9936
1.2 y =0.004x + 0.4591
R?=0.9897
1
Q
X 08
= y=0.0033x + 0.437
R2=0.9926
0.6
y=0.0033x + 0.3783
R>=0.999
0.4
y =0.0035x + 0.0096
R2=0.9971
0.2
0
0 20 40 60 80 100 120 140 160
Concentracion mg/mL
—@—TEAC Gelal 7% —@—TEAC Gel al 10% —@—TEAC gelal 13% —@—TEAC gelal 15% —@—TEAC Gel al 20%

Lineal (TEAC Gelal 7%) Lineal (TEAC Gel al 10%) Lineal (TEAC gel al 13%) Lineal (TEAC gel al 15%) Lineal (TEAC Gel al 20%)

Las curvas muestran una relacion lineal directa entre la concentracion (mg/mL) y la respuesta antioxidante (TEAC), con coeficientes de determinacion

(R?)>0.99, lo que confirma la linealidad del método en el rango de 0—150 mg/mL para todas las formulaciones de B1.
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Figura 36. Grafica comparativa de intervalos de las formulaciones del gel cosmético con Base 1

de Encelia canescens L. “girasol silvestre”, evaluadas por el método CUPRAC.

95% Confidence Intervals (Tukey)

F4B1 al 15% - F5B1 al 20% =
F3B1 al 13% - F5B1 al 20% —
F3B1 al 13% - F4B1 al 15%
F2B1 al 10% - F5B1 al 20% —
F2B1 al 10% - F4B1 al 15%
F2B1 al 10% - F3B1 al 13%

F1B1 al 7% - F5B1 al 20% =
F1B1 al 7% - F4B1 al 15%
F1B1 al 7% - F3B1 al 13% =

F1B1 al 7% - F2B1 al 10% —

-1.0

-0.5

0.0 0.5 1.0

1.5

Difference between group means

® Column means diff.

Figura 37. Prueba de comparaciones multiples de Tukey IC (95%), para la variable TEAC,
mostrando las diferencias entre las medias de las formulaciones (FXB1 7-20 %).

(Los puntos representan las diferencias de medias, las lineas horizontales, los intervalos de

confianza. Las comparaciones cuyo IC no incluye el 0 indican diferencias significativas, p <

0.05).
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Tabla 27. Comparacion de medias mediante la prueba de Tukey (o= 0.05) para la variable TEAC

(pmol TE/g), correspondiente a las formulaciones con Base 1 por el método CUPRAC.

Tukey HSD test; variable TEAC FXB1 (Spreadsheet3s)
Approximate Probabilities for Post Hoc Tests
Error: Between MS = 05810, df = 15.000

Foérmulas FXB1 i 2 31 7y 5}
Cell No. 61500 66750 26000 74250 91500
1 F1B1 AL 7% 0007880 0277061 0041442 0430153
2 F2B1 AL 10%| 0.997880 0.171374 0.991453  0.606161
3 F5B1 AL 20%| 0277061 0.171374 0.080192 0.011905
4 F3B1AL 13%| 0941442 0.991453 0.080192 0.845979
5 FAB1 AL 15%| 0430153 0.606161 0011905 0.845979

El ANOVA mostro diferencias significativas entre tratamientos (p < 0.05). El analisis post hoc de

Tukey evidencié que la formulacion F1B1 al 20 % presentd una capacidad antioxidante

significativamente inferior a las formulaciones al 13 % y 15 % (p = 0.0119). Las restantes

concentraciones (7—15 %) no mostraron diferencias significativas entre si (p > 0.05). Este

comportamiento sugiere que el incremento del extracto hasta 15 % potencia la actividad

antioxidante, pero una concentracion superior (20 %) genera una disminucion significativa,

posiblemente asociada a saturacion de la matriz gelificante o autooxidacion de los compuestos

fenolicos a altas concentraciones.
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Tabla 28. Evaluacion de la capacidad antioxidante de las formulaciones del gel cosmético con
Base B2 del extracto de flores por maceracion Encelia canescens L. “girasol silvestre”

. tracié A
FORMULAS Concentracion Abs1 Abs2 Abs3 P ps  TEAC
mg/mL prom
151 0236 0237 0236 0237 0,0006 072
75.5 0,139 0,138 0,135 0,137 0,0021 048
F1B2 AL 7%
3775 0,113 0,119 0,118 0,117 0,0032 034
18.88 0,095 0,094 0095 0,095 0,0006 027
151 0267 0268 0268 0268 0,0006 082
F2B2 AL 10% 75.50 0,128 0,128 0,129 0,128 0,0006 037
37,75 0,041 0,042 0047 0,043 00032 0,11
151 0471 0470 0471 0471 0,0006 145
75.5 0298 0299 0299 0299 0,0006 0091
F3B2 AL 13%
37.75 0225 0224 0224 0224 0,0006 068
18.88 0,153 0,154 0,153 0,153 0,0006 045
151 0477 0481 0479 0479 0,0020 148
75.5 0329 0330 0329 0329 0,0006 1,01
F4B2 AL 15%
37,75 0219 0218 0218 0218 0,0006 0,66
18.88 0,182 0,182 0,183 0,182 0,0006 0,54
151 0270 0269 0270 0270 0,0006 082
75.5 0221 0222 0222 0222 0,0006 0,67
F5B2 AL 20%
37,75 0200 0201 0,199 0200 0,0010 0,60
18.88 0,182 0,181 0,181 0,181 0,0006 0,54
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Figura 38. Curvas de calibracion de las formulaciones del gel cosmético con Base 2 de Encelia
canescens L. “girasol silvestre”, obtenidas por el método CUPRAC.
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Las curvas muestran una relacion lineal directa entre la concentracion (mg/mL) y la respuesta antioxidante (TEAC), con coeficientes de determinacion (R?) >

0.99, lo que confirma la linealidad del método en el rango de 0—150 mg/mL para todas las formulaciones de B2.
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Figura 39. Grafica comparativa de intervalos de las formulaciones del gel cosmético con Base 2

de Encelia canescens L. “girasol silvestre”, evaluadas por el método CUPRAC.

95% Confidence Intervals (Tukey)
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1.5 1.0 0.5 0.0 0.5 1.0 1.5

Difference between group means
Figura 40. Prueba de comparaciones multiples de Tukey IC (95%), para la variable TEAC,

mostrando las diferencias entre las medias de las formulaciones (FXB2 7-20 %)

(Los puntos representan las diferencias de medias; las lineas horizontales, los intervalos de
confianza. Las comparaciones cuyo IC no incluye el 0 indican diferencias significativas, p <
0.05).
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Tabla 29. Comparacion de medias mediante la prueba de Tukey (o= 0.05) para la variable TEAC,

correspondiente a las formulaciones con Base 2, por el método CUPRAC.

Tukey HSD test; variable TEAC FXB2 (SpreadsheetG2)
Approximate Probabilities for Post Hoc Tests
Error: Between MS = 10744, df = 14 000

Foérmulas FXB2 {1} {2} {3} {4} {5}
Cell No. 45250 43333 .87250 92250 65750
1 | F1B2 AL 7% 0.999992 0.404984 0.303108  0.898019
2 F2B2 AL 10%| 0.999992 0.435350 0.335892  0.893969
3 F3B2 AL 13%| 0.404984  0.435350 0.999487  0.861569
4 F4B2 AL 15%| 0.303108  0.335892  0.999487 0.781693
5 F5B2 AL 20%| 0.898019  0.893969 0.881569  0.781693

El ANOVA para la Base 2 mostro6 diferencias globales entre tratamientos (p < 0.05); no obstante,

el test de Tukey (o = 0.05) no evidencio diferencias significativas entre las medias (p > 0.05). Se

observo una tendencia ascendente del TEAC hasta el 15 %, lo que indica un comportamiento

antioxidante estable y reproducible, con adecuada compatibilidad coloidal entre el extracto y la

matriz gelificante.
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Tabla 30. Caracteristicas organolépticas de la formulacion del gel cosmético F4B1 con extracto

hidroalcohdlico de Encelia canescens L. “girasol silvestre”

FORMULACION DE GEL COSMETICO

“F4B1”
ASPECTO Con brillo
OLOR Floral fresco
Munsell S5YR 5/8*
COLOR
HOMOGENEIDAD No hay separacion de fases
TEXTURA Uniforme
CONSISTENCIA APARENTE Viscosa
EVANESCENCIA Buena aceptacion
SENSACION AL TACTO Fluido y muy agradable

*El color del gel cosmético, fue clasificado como Munsell S5YR 5/8, correspondiente a un tono
amber-orange (naranja-ambar medio), segun The Munsell Book of Color (51).
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Tabla 31. Caracteristicas fisicoquimicas de la formulacion del gel cosmético F4B1 con EH de

Encelia canescens L. “girasol silvestre”

FORMULACION DE GEL COSMETICO “F4B1”

N°REPLICA  EXTENSIBILIDAD pH VISCOSIDAD (cP)
1 226,1952 6,52 46200
2 240,3324 6,56 46200
3 253,6842 6,55 46200
PROMEDIO 240,0706 6.54 46200

Tabla 32. Estudio de estabilidad preliminar del gel antioxidante F4B1 con EH de Encelia

canescens L. “girasol silvestre”

ENSAYO CONDICION PARAMETROS RESULTADO/
EXPERIMENTAL EVALUADOS OBSERVACION
Sedimentacion No se observo
PRUEBA DE 3000 rpm x 30 min separacion dey separacion de fases
CENTRIFUGACION T° ambiente P ni formacion de
fases
sobrenadante
40°C £ 2°C pH, aslpecto, Slgb;/arla010ries
TEMPERATURA color, visibles en color,
homogeneidad, textura ni pH, ni
4+2°C . . .,
viscosidad separacion de fases
pH, aspecto, Sin variaciones
CICLOS DE 40°C +2°C color, visibles en color,
TEMPERATURA 4+2°C homogeneidad, textura ni pH, ni
viscosidad separacion de fases
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Tabla 33. Control de calidad organoléptico del gel antioxidante F4B1 formulado a partir del EH de flores de Encelia canescens L. “girasol silvestre

DIiAS 0 1 2 3 4 5 6 7 15
TEMPERATURA 40 °C 4°C 40 °C 4°C 40 °C 4°C 40 °C 4°C 40 °C
ENVASE Cerrado  Abierto Cerrado Abierto Cerrado Abierto Cerrado Abierto Cerrado Abierto Cerrado Cerrado Cerrado Cerrado
Separacion de
fases
Aspecto CB CB CB CB CB O CB O CB O CB CB CB CB
7]
8 Textura U U U U U U U G U G U U U U
o
% Olor FF FF FF FF FF FF FF FF FF FF FF FF FF FF
E Homogeneidad H H H H H NH H NH H H H H H H
% Color SC SC SC SC SC SC SC VC SC VC SC SC SC SC
&) . .
Consistencia
A/ Vv Vv A/ Vv A/ A/ Vv Vv LF A\ A\ A\ A\
aparente
Evanescencia BA BA BA BA BA BA BA BA BA BA BA BA BA BA

Leyenda: Separacion de fases: (-): No hubo separacion de fases, (+): Hubo una separacion de fases; Aspecto: (CB): con brillo, (O): opaco; Textura: (U):
uniforme, (G): grumosa; Olor: (FF): floral fresco, (D): desagradable; Homogeneidad: (H): Homogénea, (NH): No homogénea; Color: (SC): sin cambios,

(VC): variacion de color; Consistencia aparente: (V): Viscosa, (LF): Fluida; Evanescencia: (BA): buena aceptacion, (LA): ligera aceptacion.
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Tabla 34. Control de calidad fisicoquimico del gel antioxidante F4B1 formulado a partir del EH de flores de Encelia canescens L. “girasol silvestre”

DiA CONDICION DE ALMACENAMIENTO TEMPERATURA (°C) N°REPLICA EXTENSIBILIDAD pH VISCOSIDAD (cP)

] 226.1952 6.52 46200
Envase cerrado 2 240,3324 6,56 46200

40 °C 3 253,6842 6,55 46200

0 1 226,1952 6,52 46200
Envase abierto 2 240,3324 6,56 46200

3 253,6842 6,55 46200

| 255,7786 6,42 63100

Envase cerrado 2 239.8088 6.41 74000

1 4°C 3 179,0712 6,40 48100
1 272,7956 6,26 73000

Envase abierto 2 283,5294 6,25 88200

3 236,929 6,25 88600

| 200,277 6,38 65900

Envase cerrado 2 239,8088 6,36 89800

2 40 °C 3 179,0712 6,38 69900
1 272,7956 6,19 37900

Envase abierto 2 283,5294 6,19 51200

3 236,929 6,21 45800

| 322,7994 6,35 71800

Envase cerrado 2 1892814 6,36 65600

3 4°C 3 258,6584 6,36 83300
1 267,036 6,16 99300

Envase abierto 2 201,0624 6,15 51800

3 185,878 6,18 78500

319,9196 6,25 72900



4 Envase cerrado

5 Envase cerrado
6 Envase cerrado
7 Envase cerrado
15 Envase cerrado

40 °C

4°C

40 °C

4°C

4°C

2
3

241,1178
334,5804

326,9882

273,0574
191,6376

215,1996

239,8088
132,7326

319,9196

241,1178
334,5804

215,1996

239,8088
132,7326

6,26
6,25

6,22

6,21
6,23

6,19

6,18
6,18

6,18

6,16
6,18

6,15

6,16
6,15

41100
75800

51800

78500
72900

71800

65600
85300

73800

62600
81300

71800

65600
85300

En envases de vidrio, se deposit6 una proporcion del producto final para ser sometido a estrés térmico durante 15 dias, alternando los dias a temperaturas de

40 °C (£2°C) en una estufa y 4 °C (+2°C) en una nevera.
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Figura 41. Variacion del (a) pH, (b) extensibilidad y (c¢) viscosidad del gel F4B1 durante el
almacenamiento bajo condiciones de envase cerrado y abierto.

400+
4 Envase cerrado
B Envase abierto
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100+
0 T —rm——
0 5 10 15 20
DiAS DE ALMACENAMIENTO
(a) Variacion de extensibilidad de la formulacioén recién elaborada y después de 15
dias de almacenamiento a ciclos de temperatura.
6.6

4 Envase cerrado

48 Envase abierto

6.1 —

DIAS DE ALMACENAMIENTO

(b) Variacion de pH de la formulacion recién elaborada y después de 15 dias de
almacenamiento a ciclos de temperatura.
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100000 =

Viscosidad cP

€@ Envase cerrado
B Envase abierto
80000 =
60000
40000+
20000
v
0 5 10 15 20

DiAS DE ALMACENAMIENTO

(¢) Variacion de viscosidad de la formulacion recién elaborada y después de 15 dias de
almacenamiento a ciclos de temperatura.
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Tabla 35. Control microbioldgico del gel antioxidante F4B1 formulado a partir del EH

de flores de Encelia canescens L. “girasol silvestre”

Limites microbiologicos

Analisis Microbiolégico permisibles (LMP) Resultados
Recuento de microorganismos 3
, ) 5x10° UFC/g o ml. <10
mesofilos aerobios totales.
Pseudomonas aeruginosa Ausencia (1g o 1ml) Ausente
Staphylococcus aureus Ausencia (1g o 1ml) Ausente
Escherichia coli Ausencia (1g o 1ml) Ausente

Nota: Se siguen las especificaciones técnicas microbiologicas, respecto a la Resolucion N° 2120:
Reglamento Técnico Andino sobre Especificaciones Técnicas Microbiologicas de Productos
Cosméticos, de acuerdo con el Area de la aplicacion: demas productos cosméticos susceptibles

de contaminacion microbioldgica (58)

88



RESULTADOS DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DEL GEL COSMETICO

Tabla 36. Curva de cuantificacion de Trolox para la determinacion de la actividad antioxidante

del gel F4B1, por el método FRAP.

Trolox mM Abs 1 Abs 2 Abs 3 Abs prom DS
0,96 1,191 1,195 1,201 1,196 0,0050
0,48 0,537 0,541 0,543 0,540 0,0031
0,24 0,271 0,272 0,275 0,273 0,0021
0,12 0,151 0,148 0,146 0,148 0,0025
0,06 0,071 0,079 0,085 0,078 0,0070

Trolox - Patron del método FRAP
1.400
1.200 y=1.2388x-0.0138
R?=10.9968
1.000
o
2 0.800
]
=
3
2 0.600
<«
0.400
0.200
0.000
0.2 04 0.6 0.8 1 1.2
Trolox mM

Figura 42. Curva de calibracion de Trolox para la determinacion de la actividad antioxidante

por el método FRAP
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Tabla 37. Evaluacion de la capacidad antioxidante de la formulacion de gel cosmético F4B1 de

Encelia canescens L. “girasol silvestre”, por método FRAP

Gel mg/mL Abs 1 Abs 2 Abs 3 Abs prom DS TEAC
301,1 0,990 0,989 0,992 0,990 0,0015 0,81
150,6 0,483 0,484 0,485 0,484 0,0010 0,40

75,3 0,272 0,272 0,270 0,271 0,0012 0,23
37,6 0,129 0,128 0,131 0,129 0,0015 0,12
18,8 0,055 0,053 0,055 0,054 0,0012 0,05

Gel al 15% por método de FRAP

0.90

0.80 y =0.0026x + 0.0145
R*>=0.9987

0.70
0.60

0.50

TEAC

0.40
0.30
0.20
0.10

0.00
0.0 50.0 100.0 150.0 200.0 250.0 300.0 350.0

Gel mg/mL

Figura 43. Correlacion entre concentracion de gel antioxidante y TEAC (mM), por el método

FRAP

1 mg del gel al 15% equivale a 0.017 mM de Trolox.
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Tabla 38. Lectura de absorbancia de las disoluciones de patron de Trolox por el método de

DPPH.
Trolox % de
Trolox mM  Abs 1 Abs 2 Abs 3  Abs prom DS
mg/mL Inhibicion
0,12 0,48 0,313 0,497 0,500 0,500 0,0025 49
0,06 0,24 0,155 0,707 0,710 0,710 0,0030 26,5
0,03 0,12 0,09 0,797 0,798 0,799 0,0026 17,0
0,015 0,06 0,047 0,826 0,829 0,829 0,0035 13,8
0,0075 0,03 0,018 0,864 0,865 0,866 0,0026 9,8
Trolox - Patron del método DPPH
60
50 y =83.467x + 7.1474
R2=0.9957
5 40
2
]
< 30
3
= 20
10
0
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
Trolox mM

Figura 44. Curva de cuantificacion de Trolox para la determinacion de la actividad antioxidante

por el método DPPH.

91



Tabla 39. Evaluacion de la capacidad antioxidante de la formulacion de gel cosmético F4B1 de

Encelia canescens L. “girasol silvestre”, por método DPPH.

Abs % de
Gel mg/mL Abs 1 Abs 2 Abs 3 IC50
Prom Inhibicion
301,10 0,572 0,570 0,569 0,570 41,5
150,55 0,656 0,658 0,658 0,657 32,2
427,37 mg/mL
75,28 0,695 0,697 0,696 0,696 28,0
37,64 0,738 0,738 0,739 0,738 23,5

Blanco 0.982

Correlacion entre las concentraciones del gel al 15 % de
inhibicion del radical DPPH

y = 0.0653x + 22.093
R* = 0.9875

20.0

% de inhibicion

15.0
10.0
5.0

0.0
0.00 50.00 100.00 150.00 200.00 250.00 300.00 350.00

mg/mL de gel

Figura 45. Correlacion entre concentracion del gel antioxidante de Encelia canescens L.

“girasol silvestre” y TEAC (mM), por el método DPPH

0,51 mM de Trolox equivale a 427,37 mg del gel al 15%

1 mM de Trolox equivale a 837,98 mg del gel al 15%
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Tabla 40. Determinacion de polifenoles totales de la formulacion de gel cosmético de Encelia

canescens L. “girasol silvestre”

Concentracion
Abs 1 Abs 2 Abs 3 Abs prom DS GAE
mg/mL
158,8 1,455 1,453 1,456 1,455 0,0015 296,7
79.4 0,744 0,742 0,741 0,742 0,0015 141,7
39,7 0,381 0,379 0,379 0,380 0,0012 63,0
19,85 0,221 0,219 0,221 0,220 0,0012 28,2
9,925 0,142 0,143 0,144 0,143 0,0010 11,4
Polifenoles totales del gel cosmético del extracto
hidroalcohdlico de la especie Encelia canescens
Lamarck "girasol silvestre' al 15 %
350.0
300.0 Y= 1.9273x - 10.401
R?>=0.9997
250.0
« 2000
=
<
© 1500
100.0
50.0
0.0
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
mg/mL de gel

Figura 46. Correlacion entre concentracion de la formulacion de gel cosmético de Encelia

canescens L. “girasol silvestre” y equivalente de acido galico (ng)

1 mg de gel al 15% equivale a 5,92 ug de polifenoles totales expresados como GAEs.
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Tabla 41. Determinacion de flavonoides de la formulacion de gel cosmético de Encelia

canescens L. “girasol silvestre”

Concentracion FEQ
Abs 1 Abs 2 Abs 3 Abs prom DS
mg/mL mg/mL
1000 0,259 0,268 0,273 0,267 0,0071 0,418
800 0,376 0,381 0,386 0,381 0,0050 0,310
640 0,183 0,191 0,198 0,191 0,0075 0,239
512 0,159 0,165 0,172 0,165 0,0065 0,178

Flavonoides totales del gel cosmético del extracto
hidroalcohdlico de la especie Encelia canescens
Lamarck "girasol silvestre' al 15 %

0.450

y =0.0005x - 0.0739
0.400 R? =0.9981

0.350

0.300

0.250

EQ

= 0.200

0.150
0.100
0.050

0.000
0 200 400 600 800 1000 1200

mg/mL de gel

Figura 47. Correlacion entre concentracion de la formulacion de gel cosmético de Encelia

canescens L. “girasol silvestre” y equivalente de quercetina (ug)

1 mg de gel al 15% equivale a 2147,8 ug de flavonoides expresados como quercetina.
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Tabla 42. Evaluacion de la capacidad antioxidante de la formulacion de gel antioxidante F4B1
de Encelia canescens L. “girasol silvestre” y del gel antioxidante comercial, por método

CUPRAC
tracio A
Concentracion 1 Abs2  Abs3 bs DS  TEAC
mg/mL prom
158,30 0,749 0,751 0,751 0,750 0,0012 2,33
Gel
L. 79,15 0,485 0,488 0,493 0,489 0,0040 1,51
cosmético
antioxidante
F4B2 39,58 0,311 0,317 0,321 0,316 0,0050 0,97
19,79 0,208 0,215 0,218 0,214 0,0051 0,65
158,30 0,137 0,135 0,134 0,135 0,0015 0,40
Gel 79,15 0,062 0,063 0,062 0,062 0,0006 0,17
antioxidante
comercial 39,58 0,037 0,035 0,036 0,036 0,0010 0,08
19,79 0,025 0,024 0,023 0,024 0,0010 0,05
Comparacion de la actividad antioxidante (TEAC,
método CUPRAC) entre el gel F4B1 al 15 % y un gel
antioxidante comercial
2.50
y=0.0119x + 0.4787
R2=0.9917
2.00
Qlso A
< |
hﬂ ........
= 1.00
y=0.0026x - 0.0161
» R2=10.9914
0.50
0.00
0.00 2000  40.00  60.00  80.00 100.00 120.00 140.00 160.00  180.00
Concentraciéon mg/mL
—e— GEL AL 15% GEL COMERCIAL
--------- Lineal (GEL AL 15%) Lineal (GEL COMERCIAL)

Figura 48. Correlacion entre concentracion de TEAC del gel antioxidante F4B1 y el gel
comercial antioxidante, por el método CUPRAC.

1 mM de Trolox equivale a 43.8 mg y 390.81 mg del gel cosmético al 15% y gel comercial,
respectivamente.
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F4B1 AL 15%

GEL

GEL COMERCIAL

) 50 100 150 200 250 300 350 400

myg de gel equivalentes a 1 mM TEAC
Figura 49. Diagrama de cajas mostrando la distribucion y dispersion de los valores de TEAC.

96



Iv.

DISCUSION

El presente estudio tuvo como proposito formular un gel cosmético con actividad
antioxidante in vitro a partir del extracto hidroalcohoélico de Encelia canescens Lamarck
“girasol silvestre”. Los resultados confirmaron la presencia de metabolitos secundarios de
relevancia cosmética como flavonoides, compuestos fenolicos y taninos, reconocidos por

su capacidad para neutralizar radicales libres y prevenir el estrés oxidativo cutaneo.

Segun la evidencia disponible en bases de datos cientificas (Cosmetics, SciELO,
ScienceDirect, Redalyc, PubMed, entre otros), las investigaciones sobre E. canescens L. se
han enfocado principalmente en partes aéreas, hojas y tallos, mientras que los estudios
sobre flores son escasos. Esta brecha bibliografica revela un potencial fitoquimico y
bioldgico atin no explorado. Esta falta de estudios sugiere la necesidad de profundizar en

la caracterizacion fitoquimica de los 6rganos florales de la especie.

En el tamizaje fitoquimico, el extracto hidroalcoholico de las partes aéreas mostrd la
presencia de grupos fenodlicos libres, aminoacidos, cardendlidos, flavonoides,
triterpenoides y/o esteroides y saponinas; mientras que el extracto de las flores mostré los
mismos metabolitos, ademas de taninos, cardendlidos y antraquinonas. Estos hallazgos
concuerdan con lo reportado por Fernandez et al. (9), quienes identificaron en extractos
etandlicos de hojas flavonoides, grupos fenodlicos, triterpenoides y/o esteroides y taninos,
aunque sin deteccion de alcaloides. La diferencia podria atribuirse al tipo de 6rgano vegetal
analizado. Del mismo modo, Cayun et al. (20) reportaron taninos, esteroides y/o
triterpenoides, flavonoides, pero sin presencia de cumarinas ni saponinas, lo cual podria
deberse a las condiciones agroclimaticas de la especie originaria de Chile frente a la especie
de clima 4rido procedente de Pera, ademas del tipo de tejido vegetal empleado. Por su parte,
Cochachi y Fernandez (21), registraron aminoécidos, esteroides y/o triterpenoides,
antraquinona, flavonoides y polifenoles en extractos etandlicos de tallos, coincidiendo en
la presencia de compuestos clave para la capacidad antioxidante. Asimismo, Sepulveda
(22), inform¢ la presencia de esteroles y/o triterpenoides y flavonoides en extractos de
partes aéreas, aunque con diferencias en alcaloides y cumarinas, probablemente debido a
la naturaleza del solvente extractivo utilizado. El rendimiento extractivo fue superior en la
extraccion asistida por ultrasonido (64.44 %) respecto a la maceracion (61.54 %),

superando los valores informados por Cochachi y Fernandez (21) y Septilveda (22).

Un dato relevante en la presente investigacion se puede observar en la Figura 20 donde se
determino la actividad antioxidante preliminar del extracto de las partes aéreas obtenido
por maceracion y ultrasonido, siendo mas activo este tltimo; sin embargo, en la Figura 21

donde se compara la actividad antioxidante preliminar del extracto floral obtenidos por los
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dos métodos antes mencionados (maceracion y ultrasonido) resulto mas activo el extracto

obtenido por maceracion.

El extracto floral hidroalcoholico obtenido por maceracion presentd la mayor capacidad
antioxidante (p < 0.05), superando a los extractos de partes aéreas de la misma especie, lo
que nos permite suponer que esta especie acumula mayor cantidad de metabolitos
secundarios en las flores. Este comportamiento se relaciona con su elevado contenido de
polifenoles y flavonoides, capaces de donar electrones y atomos de hidrogeno mediante

mecanismos de transferencia electronica (SET) y de transferencia de hidrogeno (HAT).

La evaluacion de la actividad antioxidante de las formulaciones gelificadas mediante el
método CUPRAC evidencid curvas de calibracion lineales (R? > 0.99), confirmando Ila
precision del ensayo. En las formulaciones con Base 1, la capacidad antioxidante (TEAC)
aument6 proporcionalmente con la concentracion del extracto hasta el 15 %, sin embargo,
la FSB1 al 20 % mostré una disminucion significativa (p = 0.0119), posiblemente por una
saturacion que impide una difusion de los compuestos responsables de la actividad.
En contraste, la Base 1 mostré un comportamiento mas uniforme y estable, comparable con
los resultados obtenidos por Deuschle et al. (63) en formulaciones topicas de Calendula
officinalis L. Dichos autores también reportaron una correlacion positiva entre el contenido
fenolico y la capacidad antioxidante, ademas de una mejor estabilidad y esparcibilidad en
las matrices hidrodispersables frente a las cremosas. De manera analoga, en la presente
investigacion la Base 1 permitié una distribucion mas homogénea del extracto de E.
canescens, manteniendo la linealidad de respuesta, evitando el descenso de actividad a altas

concentraciones, lo que evidencia su mayor compatibilidad coloidal y eficiencia redox.

La formulacion F4B1 al 15 % presentd optimas propiedades organolépticas —color ambar-
naranja (Munsell 5YR 5/8), brillo y textura homogénea—, junto con valores fisicoquimicos
adecuados, dentro del rango cosméticamente aceptable. Este comportamiento es coherente
con lo descrito por Ji et al. (64) en formulaciones con extracto de Mangifera indica L.,
donde la incorporacion de compuestos fendlicos favorecio la homogeneidad y estabilidad

coloidal del gel.

A diferencia del trabajo de Pandey et al. (65), quien observo actividad antimicrobiana en
formulaciones herbales y valord estabilidad general, en la presente investigacion no s6lo
se confirm6 la ausencia de patoégenos en la formulacion (< 10 UFC/g) sino también la
ausencia de sinéresis, lo que refuerza la robustez tecnoldgica del gel. Este doble control
(microbiologico y fisicoquimico) situa el producto dentro de estandares de calidad

superiores, alineandose con los requisitos regulatorios para cosméticos naturales.
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Finalmente, los resultados del analisis estadistico mediante la prueba ¢ de Welch
evidenciaron una diferencia significativa (p = 0.0448) en la capacidad antioxidante entre el
gel F4BI1 al 15 % y el gel comercial, demostrando una mayor eficacia redox de la
formulacion desarrollada. El intervalo de confianza y el tamafio del efecto alto confirman
que la diferencia observada es tanto estadisticamente significativa como biologicamente
relevante, reflejando un aprovechamiento eficiente de los compuestos fenolicos del
extracto de Encelia canescens L. Estos hallazgos concuerdan con reportes previos que
muestran que la incorporacion de extractos vegetales puede potenciar la actividad

antioxidante de formulaciones topicas, respaldando la funcionalidad del gel evaluado.

Considerando la totalidad de la evidencia experimental, se establece que la formulacién
F4B1 constituye un prototipo dermocosmético con caracter innovador, al integrar una
actividad antioxidante demostrable, estabilidad fisicoquimica adecuada y cumplimiento de
los criterios microbioldgicos exigidos para productos topicos. Estos atributos respaldan su
potencial aplicaciéon como agente protector frente al estrés oxidativo cutaneo y sientan las
bases para su optimizacion y validacion en modelos bioldgicos mas complejos en futuras

investigaciones.
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CONCLUSIONES

1.

Se determino la actividad antioxidante de los extractos de partes aéreas y flores
de Encelia canescens Lamarck ‘“girasol silvestre” mediante los métodos
CUPRAC, FRAP y ABTS, evidenciandose que el extracto de flores obtenido por
maceracion presentd la mayor capacidad captadora de radicales libres, lo que

confirma su alto potencial redox y su idoneidad como fase activa cosmética.

. El analisis cuantitativo reveld una alta concentracion de compuestos fenolicos

totales y flavonoides en el extracto hidroalcohodlico de flores por maceracion, lo
cual respalda la actividad antioxidante observada y demuestra la presencia de
metabolitos secundarios bioactivos responsables de la donacion electronica y
estabilizacion de radicales libres.

Se formuld un gel cosmético antioxidante (F4B1 al 15%) con caracteristicas
organolépticas optimas, pH fisioldgico, buena extensibilidad y alta viscosidad,
evidenciando compatibilidad extracto-matriz y estabilidad coloidal. La actividad
antioxidante del gel fue evaluada mediante los métodos CUPRAC, FRAP y
DPPH, confirmando la conservacion de su capacidad redox en la formulacion

cosmética.

. El gel cosmético F4B1 al 15% mantuvo un contenido apreciable de polifenoles y

flavonoides, sin degradacion significativa, lo que confirma la estabilidad quimica

de los compuestos antioxidantes en la matriz cosmética.

. El control de calidad organoléptico y fisicoquimico del gel cosmético demostrd

ausencia de separacion de fases, color ambar-naranja (Munsell 5YR 5/8), aroma
floral y textura homogénea. Los parametros se mantuvieron estables tras los
ensayos de centrifugacion y ciclos térmicos (440 °C), lo que confirma la
estabilidad y uniformidad del sistema gelificado.

El control microbioldgico confirmé que el gel antioxidante cumple con el
Reglamento Técnico Andino N.° 2120, garantizando seguridad microbioldgica e
inocuidad.

La comparacion de la capacidad antioxidante entre el gel F4B1 al 15 % y el gel
comercial evidencié una diferencia significativa (p = 0.0448), con valores
promedio de 1.365 mM y 0.175 mM TEAC, respectivamente. Esto confirma que
la formulacion F4B1 posee una actividad redox superior, atribuible a la presencia
de compuestos fenodlicos y flavonoides del extracto de Encelia canescens L. Estos
resultados validan la eficacia antioxidante del gel desarrollado y respaldan su
potencial aplicacion como dermocosmético funcional frente al estrés oxidativo

cutaneo.
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VI

RECOMENDACIONES

1.

Profundizar en los estudios fitoquimicos de FEncelia canescens Lamarck,
especialmente en las flores, mediante técnicas instrumentales avanzadas (HPLC-
DAD, LC-MS/MS o FTIR), a fin de identificar y cuantificar los metabolitos

fendlicos responsables de la actividad antioxidante.

. Evaluar la estabilidad a largo plazo del gel cosmético formulado, analizando su

comportamiento fisicoquimico, organoléptico y microbiologico durante el
almacenamiento, con el propodsito de establecer su vida util y garantizar su

estabilidad funcional.

. Incorporar ensayos de eficacia bioldgica in vitro e in vivo, como la inhibicion de

especies reactivas de oxigeno (ROS), pruebas de viabilidad celular o modelos de
fibroblastos dérmicos, que permitan correlacionar la capacidad antioxidante con

efectos antienvejecimiento y protectores cutaneos.

. Evaluar la toxicidad y seguridad del extracto hidroalcohoélico de flores mediante

pruebas in vitro € in vivo, complementadas con pruebas de parche cutaneo (Patch
Test) en voluntarios, con el fin de determinar su inocuidad, tolerancia dérmica y

potencial sensibilizante, tanto del extracto como de la formulacion final.

. Comparar la actividad antioxidante y el perfil fitoquimico entre flores completas

y pétalos de E. canescens, con el objetivo de determinar la distribucion diferencial

de compuestos fenolicos y flavonoides en las estructuras florales.

. Explorar la actividad regeneradora del gel formulado con extracto

hidroalcoholico de flores de E. canescens, mediante pruebas in vivo orientadas a
la reduccion del aspecto de cicatrices, con el propdsito de validar su potencial

dermocosmético y su contribucion a la mejora estética de la piel.
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VIII. ANEXOS:

Anexo N° 1

Constancia de clasificacion taxonomica de Encelia canescens Lamarck “girasol
silvestre”

_' UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
’

. Museo de
) 52 M (Universidad del Per,, DECANA DE AMERICA) el
L UNMSM /
NETCACENY 305300 MUSEO DE HISTORIA NATURAL .

“Afio de la Recuperacion y Consolidacion de la Economia Peruana™

CONSTANCIA N° 028-USM-MHN-2025

LA JEFA DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA
NATURAL, DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA
CONSTANCIA QUE:

La muestra vegetal (fértil) recibida de Rocio Milagros Garay Muiioz, Estudiante de
Pregrado de la facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad San Luis Gonzaga de
Ica ha sido estudiada y clasificada como: Encelia canescens Lamarck y tiene la siguiente
posicion taxondmica, segin el Sistema de Clasificacion APG IV (2016).

ORDEN : Asterales Link
FAMILIA : Asteraceae Bercht. & J. Presl
GENERO : Encelia Adans.
ESPECIE : Encelia canescens Lamarck

Nombre vulgar: “Flor amarilla/Girasol Silvestre”
Procedencia: Molletambo, Rosario de Yauca, Ica
Determinado por: MSc. Hamilton Beltran Santiago.

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para los fines que estime

conveniente.
Lima, 05 de marzo de 2025
aquina Alban Castillo
JEFA DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM)
-
Av. Arenales 1256, Jesus Maria, Lima, Pert Celular: +51 932 040 566 e-mail: herbariousm@unmsm.edu.pe
Codigo postal Lima 15072 Lunes a Viernes 8:00- 15:45 https://museohn.unmsm.edu.pe/herbario.html
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ANEXO N°2

Tratamiento de la muestra vegetal de

Encelia canescens Lamarck “girasol silvestre”

SELECCION |:> LIMPIEZA |:> SECADO

CONSERVACION < FRAGMENTACION <:| ESTABILIZACION

T — |

— < = -
"'ﬁn‘.--;._-'— -
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ANEXO N°3

OBTENCION DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE PARTES AEREAS DE LA

ESPECIE Encelia canescens Lamarck “girasol silvestre”

Yy

OBTENCION DEL EXTRACTO OBTENCION DEL EXTRACTO
HIDROALCOHOLICO DE PARTES AEREAS HIDROALCOHOLICO DE PARTES AEREAS
MEDIANTE EL METODO DE MACERACION MEDIANTE EL METODO DE EXTRACCION
Materia vegetal Materia vegetal + 500 ml etanol: 2 h (6 intervalos de 20°)

|

 liil

Se dejo macerar por 15 dias, para su posteriormente filtrar y dejarlo
secar.
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ANEXO N° 4

OBTENCION DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE FLORES DE LA ESPECIE

Encelia canescens Lamarck “girasol silvestre”

Y

EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE FLORES
MEDIANTE EL METODO DE MACERACION

2

Materia vegetal

Adicionar 2600 ml de 4G:3AA en frasco. Maceracion durante
15 dias con agitacion esporadicamente con varilla de vidrio.

Para su posterior filtrado.

EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE FLORES
MEDIANTE EL METODO DE EXTRACCION
ASISTIDA POR ULTRASONIDO

4

Materia vegetal fragmentada + 450 ml de 4G:3 A en matraces aforados:

Maceracion durante 2 horas. con 6 intervalos de 20 min.

Trasvasado de extracto filtrado a botella ambar de vidrio.
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ANEXO N°5

TAMIZAJE FITOQUIMICO PRELIMINAR PARA IDENTIFICAR METABOLITOS DE
LOS EXTRACTOS HIDROALCOHOLICOS DE Encelia canescens L. “girasol silvestre”

OBTENCION DE FRACCIONES

Esteroides y/o triterpenos (+) Esteroides y/o triterpenos (+)
partes aéreas flores
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Catequinas (+)
partes aéreas

Catequinas (+)
flores

Cardenolidos (-)
partes aéreas

Cardendlidos (+)
flores

Aminoéacidos (+)
partes aéreas

Aminoacidos (+)
flores

Saponinas (+)
partes aéreas

Saponinas (+)
flores

Taninos (-)
Partes aéreas

Grupos fenolicos (+)
flores
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ANEXO N° 6

CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE LOS EXTRACTOS HIDROALCOHOLICOS

DE Encelia canescens Lamarck “girasol silvestre”

Actividad del agua (Aw) de flores secas Porcentaje de rendimiento

Solidos totales pH

Cenizas Solidos solubles
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ANEXO N°7

ENSAYOS DE SOLUBILIDAD DE LOS EXTRACTOS HIDROALCOHOLICOS DE

Encelia canescens Lamarck “girasol silvestre”

Ensayo de solubilidad de las
partes aéreas de Encelia
canescens L. “girasol
silvestre”

Ensayo de solubilidad de
las flores de Encelia
canescens L. “girasol
silvestre”

117




ANEXO N° 8

ANALISIS COMPARATIVO Y DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
DE LOS EXTRACTOS DE Encelia canescens L. “girasol silvestre”.

Actividad antioxidante mediante método CUPRAC a los extractos hidroalcohdlicos de
Encelia canescens L. “girasol silvestre”

Actividad antioxidante mediante método FRAP a los extractos hidroalcohdlicos de Encelia

canescens L. “girasol silvestre”
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Actividad antioxidante mediante método ABTS a los extractos hidroalcohélicos de Encelia
canescens L. “girasol silvestre”

ANEXO N°9

DETERMINACION DEL CONTENIDO DE POLIFENOLES TOTALES Y FLAVONOIDES
DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE FLORES DE Encelia canescens L. “girasol

silvestre”
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ANEXO N°10

EVALUACION DE FORMULACIONES PARA LA SELECCION DEL AGENTE
GELIFICANTE

Formula 1 Formula 2

Formula 3 Formula 4

-~

Foéormula 5
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Formula 6

-

Formula 7 Formula 8

Formula 9 Formula 10
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ANEXO N°11

FORMULACION DEL GEL CON EXTRACTO DE FLORES DE Encelia canescens
Lamarck “girasol silvestre”, POR EL METODO DE MACERACION
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ANEXO N° 12

ENSAYOS ORGANOLEPTICOS DEL GEL FORMULADO A PARTIR DEL EXTRACTO

DE FLORES DE Encelia canescens Lamarck “girasol silvestre”

ANEXO N° 13

ENSAYOS FISICOQUIMICOS DEL GEL FORMULADO A PARTIR DEL EXTRACTO DE

FLORES DE Encelia canescens Lamarck “girasol silvestre”

Extensibilidad pH Viscosidad
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ANEXO N° 14

PRUEBA DE ESTABILIDAD PRELIMINAR DEL GEL FORMULADO A PARTIR DEL
EXTRACTO DE FLORES DE Encelia canescens Lamarck “girasol silvestre”

Preparacion de las condiciones de la centrifuga

Estado del gel luego de la prueba de centrifugaciéon
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Muestras en envase tapado y sin tapa, para la prueba de ciclos de temperatura

Homogeneidad de la muestra en frascos tapados en el transcurso de 15 dias
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Estado de gel en frascos sin tapa al dia 15 en ensayo ciclos de temperatura

Estado de gel al dia 15, en frasco con tapa y sin tapa en ensayo ciclos de temperaturas




ANEXO N° 15

CONTROL MICROBIOLOGICO DEL GEL FORMULADO A PARTIR DEL EXTRACTO
DE FLORES DE Encelia canescens Lamarck “girasol silvestre”
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ANEXO N° 16

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE AL GEL FORMULADO A
PARTIR DEL EXTRACTO DE FLORES DE Encelia canescens Lamarck “girasol silvestre”
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ANEXO N° 17

DETERMINACION DEL CONTENIDO DE POLIFENOLES TOTALES Y FLAVONOIDES
DEL GEL FORMULADO A PARTIR DEL EXTRACTO DE FLORES DE Encelia canescens

Lamarck “girasol silvestre”

ANEXO N° 18

COMPARACION DE ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE POR METODO DE CUPRAC in vitro
AL GEL FORMULADO A PARTIR DEL EXTRACTO DE FLORES DE Encelia canescens

Lamarck “girasol silvestre”
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