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RESUMEN

El estrés oxidativo esta asociado con patologias de altas incidencias en el
hombre, entonces la blusqueda de antioxidantes naturales reviste una
extraordinaria importancia. El presente trabajo de investigacion se realizé con la
finalidad de determinar la actividad antioxidante de los compuestos fendlicos
aislados de Erodium cicutarium (L) L~ Her “auja auja” durante los meses de
octubre 2012 a marzo 2013. La muestra fue recolectada en el distrito de
Chuschi, provincia de Cangallo, departamento de Ayacucho, obteniéndose los
compuestos fendlicos a partir de un extracto etandlico y utilizando solventes de
diferente polaridad, asi mismo, se someti®6 a un tamizaje fitoquimico,
complementando con las pruebas cromatograficas en capa fina y UV visible, la
actividad antioxidante mediante el ensayo de captacion del radical libre, 1,1-
difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH) y la bioactividad en Artemia salina mediante la
prueba de dosis limite. Los metabolitos secundarios hallados fueron: compuestos
fendlicos, quinonas, catequinas, saponinas, azdcares reductores y taninos. En la
fraccion de acetato de etilo los compuestos fendlicos caracterizados fueron dos
flavonoides y un acido fendlico. Los compuestos fendlicos demostraron tener
actividad secuestradora del radical libore DPPH que fue de (96,18) a la
concentracion de 100 ug/ml, comparable al acido caféico (97,08%) y el acido
ascorbico (97,51%).

Se concluye que los compuestos fendlicos aislados de Erodium cicutarium (L) L”
Her demostraron tener actividad antioxidante.

Palabras clave: Erodium cicutarium (L) L° Her, compuestos fendlicos,

antioxidante.
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1. INTRODUCCION
En los ultimos afios hay un aumento en las areas relacionadas con los nuevos
avances en la prevencion de la enfermedad especialmente el papel de los
radicales libres y los antioxidantes.' Esta situacién es apreciable ya que los
mecanismos de los radicales libres han sido implicados en la patologia de varias
enfermedades humanas, incluyendo el cancer, la aterosclerosis, la malaria, la
artritis reumatoide y las enfermedades neurodegenerativas.> Estas especies
reactivas, radicales libres, principalmente se encuentran en estados fisiolégicos
normales, y pueden ser beneficiosos cuando se producen a niveles bajos. Sin
embargo, son perjudiciales en altas concentraciones cuando los sistemas de
defensa antioxidantes endégenos se ven abrumados (estrés oxidativo), lo que ha
sido implicada en estados de enfermedad.’ En aras de contribuir en la busqueda
de fuentes de antioxidantes naturales hemos seleccionado a la especie Erodium
cicutarium (L) L" Her endémica en toda la sierra de nuestro pais, que por las
propiedades terapéuticas reportadas por {a medicina folclérica peruana y dado
que hay antecedentes cientificos de su potencial antioxidante, ofrece un gran
interés en su estudio intensivo. En este sentido, con el presente trabajo de
investigacion se busco aislar los compuestos fenélicos de Erodium cicutarium (L)
L" Her “auja auja”, por lo que al desarrollar el presente trabajo se persiguio los

siguientes objetivos:



Objetivo General:

e FEvaluar la actividad antioxidante de los compuestos fendlicos aislados de
Erodium cicutarium (L) L" Her “auja auja’.

Objetivos Especificos:

e Identificar los metabolitos secundarios presentes en el extracto etandlico de
Erodium cicutarium (L) L" Her “auja auja’.

e Aislar los compuestos fenolicos presentes en Erodium cicutarium (L) L Her
“auja auja” y caracterizar mediante técnicas quimicas y espectrales.

o Evaluar el efecto antioxidante de los compuestos fendlicos presentes en
Erodium cicutarium (L) L’ Her. “auja auja” sobre los radicales libres de
DPPH.

e Evaluar la bioactividad de los compuestos fendlicos presentes en Erodium

cicutarium (L) L" Her. “auja auja” en Artemnia salina.



Il. MARCO TEORICO
2.1 Antecedentes
Inocente (2009), determind la actividad antioxidante y antimicrobiana de los
compuestos fendlicos del extracto hidroalcohdlico y evalué la toxicidad a dosis
limite de la corteza de Triplares americana L.*
En un estudio realizado por Cruzado et al.(2013), evaludé compuestos fendlicos y
actividad antioxidante de extractos de Cynara scolymus L observandose que la
muestra consumio el 50% de reactivo DPPH a una concentracién cercana a 200
mg/mi, mientras que el acido galico (estandar) consumié el 50% de reactivo
DPPH a una concentraciéon aproximada de 9,5 mg/ml. Por lo tanto, un gramo de
alcachofa liofilizada tiene la actividad antioxidante de 47 mg de acido galico.’
Moyano y Paola (2012), realizaron estudios de la composicion quimica y la
actividad antioxidante de aceites esenciales aislados de Salvia officinales,
Rosmarinus officinales, Thymus vulgaris y Lippia citriodora.®
Aguilar (2006), determiné la actividad antioxidante e inmunolégica de los
flavonoides aislados de las hojas de Smallanthus sonchifolius, los cuales
demostraron tener actividad antioxidante semejante a la rutina, quercetina y la
vitamina C.’
Jung et al. (2003), evaluaron la actividad antioxidante de flavonoides contenidos

en el tallo de Prunus davidiana de las fracciones obtenidas a partir de extracto



metandlico como diclorometano, acetato de etilo, butanol y agua. Lograndose
una buena actividad antioxidante con la fraccién de acetato de etilo.®

Zhao y Yin (2011), en los estudios quimicos realizados, determinaron cuatro
compuestos acidos como el acido galico, acido protocatéquico, corilagina y acido
elagico en Erodium.®

Gohar et al. (2003), en un estudio realizado aislaron geraniina y acido galico del
extracto alcohdlico de las partes aéreas de Erodium glaucophyllum.’

2.2 Erodium cicutarium (L) L’ Her “auja auja”

2.2.1 Clasificacion taxonémica

Se ubica en la siguiente categoria taxonémica:

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA

CLASE : MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE : ROSIDAE

ORDEN : GERANIALES

FAMILIA : GERANIACEAE

GENERO : Erodium

ESPECIE : Erodium cicutarium (L) L" Her
NOMBRE COMUN : “auja auja’

Fuente: Certificado emitido por el Herbarium Huamangensis (2012) (Anexo 1).
2.2.2 Descripcion botanica

Hiervas anuales, tamaiio de diez a cincuenta cm. Tallo rojizo, ramificado en la
parte superior. Hojas alternas basales, pinnadas, lobuladas. Inflorescencias
generalmente umbeliferas, pedunculadas. Flores con cinco sépalos, cinco
pétalos rosadas violaceos. Fruto esquizocarpo, mericarpios dividiéndose en
picos largos retorcidos en espiral por debajo en la madurez, con las cerdas

persistentes. Semillas ovoideo lanceoladas levemente granulosas.'’



2.2.3 Nombres populares

Alfiter, alfilerillo, ahuijilla, alfilerillo hembra, dedito, peludilla, reloj-reloj, relu-relu,
tenedor.'? auja-auja, agujaj-maman, alfiler orgujo, alfilerillo, montallapafio,
rechijillo, trinchi-trinchi, tupu-tupu, yauri-yauri."

2.2.4 Distribucion geografica

Erodium es un género con 75 especies de las regiones templadas de Europa,
Asia y la region mediterranea, todas las especies peruanas, son de origen
mediterraneo. Se distribuyen en toda la sierra peruana.™

2.2.5 Usos en la medicina tradicional

El cocimiento como ténico y en la blenorragia, en curacién de heridas.” En
Argentina, se usa con bastante frecuencia como hemostatico y astringente, en
medicina popular.*

2.2.6 Composicion quimica

En los estudios quimicos realizados muestras consistentes en plantas enteras,
hojas y tallos, determiné la presencia de los aceites esenciales como acidos
grasos, derivados de carotenoides, terpenoides, acido exadecanoico y acetona
hexahidrofarmesilo.®

De la planta entera han sido aislados seis compuestos polifenédlicos naturales
como el acido carboxilico, brevifolina, acido elagico, galato de metilo, acido
galico y 4cido protocatéquico a partir del extracto metanélico.”

También fueron examinados los aceites esenciales por espectrometria de
masas, reportando componentes muy siﬁiiares que correspondian
principalmente a isomentona (12,8%, 11,2%), citronelol (11,6%, 15,4%), geraniol
(15,9%, 16,7%) y eugenol metilico (11,2%, 10,6%), respectivamente.'®

2.2.7 Estudios farmacolégicos

Se ha ensayado las propiedades antioxidantes de las fracciones hidréfobas

talescomo las de éter de petrdleo, benceno y de cloroformo, asi como las



fracciones hidrofilas, es decir, las fracciones acuosas y acetato de etilo las
mismas que mostraron un efecto antioxidante. '

La actividad farmacologica de los extractos de las hojas de Erodium cicutarium
ha sido demostrada in vifro, en preparaciones de musculo liso, esquelético y
cardiaco. La mayoria de los extractos aumenté el tono de ileon de cobayo, ttero
de rata y el diafragma de rata con extractos organicos (hexano y metanol) con
una actividad mayor que los extractos acuosos. Un efecto inotropico negativo se
observé en el corazéon de conejo. La accién espasmogénica inducida por el
- extracto de la planta en el utero aislado de la rata fue consistente con el uso
abortivo descrito de la especie.'®

2.3 Compuestos fenolicos

Los compuestos fendlicos se refieren a un grupo de sustancias que poseen en
comun un anillo aromatico con uno o mas sustituyentes hidroxilos, y que se
presentan frecuentemente como glicésidos, combinados con unidades de
azucar. Son relativamente polares y tienden a ser solubles en agua; pueden ser
detectados por el intenso color verde, purpura, azul o negro, que producen
cuando se le agrega una soluciéon acuosa o alcohélica al 1% de cloruro férrico.
Dada la naturaleza aromatica de estos compuestos fendlicos, ellos muestran
intensa absorcion en la region UV del espectro, siendo este método espectral
especialmente importante para su identificacién.?

2.3.1 Propiedades biolégicas de compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos tienen una gran capacidad antioxidante. La actividad
biolégica responsable del efecto preventivo sobre algunas enfermedades y el
mecanismo por el que actian reside en su capacidad para captar radicales libres
que se pueden generar en las células del cuerpo humano y que son resultado de

la combinacion de muchos factores ambientales.?'



2.3.2 Acidos fendlicos - Se caracterizan por poseer un anillo aromatico con un
grupo carboxilo, pertenecen a dos clases diferentes, acidos hidroxibenzoico
(HBA) y acidos hidroxicinamicos (HCA), que se derivan a partir de dos moléculas
no fendlicas, acido benzoico y cinamico, respectivamente. En contraste con otros
compuestos fendlicos, HBA y HCA presentan un caracter acido debido a la
presencia de un grupo carboxilico en la molécula. Ellos estan ampliamente
representados en las plantas, aunque su distribucién puede variar fuertemente
con especies, variedad, y etapa fisiolégica. Ellos juegan claramente un papel
tanto en la interaccion entre la planta y su entorno biético o abidtico y en las
cualidades organolépticas y nutricionales de las frutas, vegetales y productos
derivados, por ejemplo, zumos de frutas, vinos y sidras. Ademas, sus
propiedades antioxidantes son esenciales para la estabilidad de los productos
alimenticios y en los mecanismos de defensa antioxidantes de los sistemas
biolégicos.?

2.3.2.1 Clasificacion de los acidos fendlicos

a) Derivados del acido hidroxibenzoico C¢_.C,

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

derivados metoxilados y algunos alcoholes.” %

R4
R, R;
HO COOH H H acido p-hidroxibenzoico
OCH; H acido vanillico
R, OH OH acido galico
Acido p-hidroxibenzoico OCH; OCH; 4cido siringico

Figura 1. Acidos fenélicos derivados del acido benzoico *°



b) Derivados del acido hidroxicinamico C¢ — C; Es el grupo mas distribuido en
la naturaleza, poseen 9 atomos de carbono, el grupo carboxilo esta enlazado a
partir de un sustituyente 2-propanilo Ce . C;. Los principales acidos son (cafeico,

fertlico, p-cumarico y sinaptico).?*

R, S COOH R, R,
0] H acido p-cumarico
HO OH H acido caféico
R
2 OCH; H acido fertlico

Acido p-hidroxicinamico
OCH, OCH; acido sinaptico

Figura 2. Acidos fendlicos derivados del 4cido cinamico®

2.3.3 Flavonoides.

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

antimicrobianos, antialérgicas, antitumorales.? %



Figura 3. Nucleo basico de los flavonoides.?

2.3.3.1 Clasificacion de flavonoides
Las variaciones estructurales en los anillos permiten subdividir a los flavonoides

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

e s el e s ot

Flavonoles Flavanoles

0]
o
Zon
o)

Antocianidina

flavanoles.?*

Isoflavona Flavanona
Figura 4. Estructura quimica de los flavonoides.?
2.4 Radicales libres.
Son aquellas moléculas que en su estructura atomica presentan un electrén
desapareado o impar en el orbital externo, esta configuracion espacial les hace
muy inestable, extraordinariamente reactivos y de vida efimera, con una enorme
capacidad para .combinarse con la mayoria de las biomoléculas celulares

(carbohidratos, lipidos, proteinas, acidos nucleicos) provocando un gran dafio en



ellas y en las membranas celulares, ademas cumplen numerosas funciones
utiles en el organismo (de hecho, nuestro propio cuerpo los fabrica en cantidades
moderadas para luchar, por ejemplo, contra las infecciones), pero en cantidades
excesivas tienen el potencial de dafar nuestras células y el material genético alli
contenido. Los principales radicales libres que se originan son los derivados de
la respiracion aerobia y se denominan especies reactivas de oxigeno (ROS),
cuya principal fuente son las mitocondrias, los lisosomas, los peroxisomas, la
membrana nuclear, citoplasmica y del reticulo endoplasmatico, lo cual puede
conducir a mutacién y muerte celular.?

2.4.1 Fuentes de los radicales libres

Fuentes enddgenas: Son elaborados continuamente como un producto del
metabolismo normal de cada célula e inactivados por un conjunto de
mecanismos unos enzimaticos y otros de atrapamiento.”®*® Las fuentes
enddégenas de especies reactivas incluyen: las mitocondrias, los peroxisomas,
los lisosomas, las células fagociticas y el citocromo P — 450.%" Entre las células
que generan y utilizan los radicales libres del oxigeno tenemos a los neutréfilos,
monocitos, macréfagos, eosinéfilos y las células endoteliales, estan dotadas de
diversas proteinas asi como de vias metabéiipas que generan especies
agresivas, cuyo fin es lesionar y destruir elementos extrafios.*

Fuentes exogenas: Los radicales libres se producen como respuesta a la
contaminacion ambiental, radiacion ionizante, luz ultravioleta, ciertas drogas,
toxinas flungicas, xenobidticos, reactivos, solventes industriales, componentes
del tabaco, algunas enfermedades como diabetes y procesos inflamatorios.***
2.4.2 Especies reactivas del oxigeno (ERO)

Las ERO son moléculas muy reactivas, tienen una vida media corta, por lo que
actuan cercano al sitio en que se forman. Se producen en el metabolismo del

oxigeno en todos los sistemas biolégicos aerdbicos y reaccionan con todas las

10



moléculas que se encuentran a su alrededor, su gran reactividad se debe a que
poseen electrones desapareados que les hace reaccionar con otras moléculas
organicas en procesos de oxido-reduccion, incluyen tanto a los derivados radicales
como los no radicales, que son agentes oxidantes y/o faciimente convertibles en
oxidantes.** * Entre las ERO se encuentran:
Anién superoxido (O, ), se forma a partir de la captacion de un electrén por una
molécula de oxigeno.*
O,+e— 0y
Peroxido de hidrégeno (H;0:), se forma cuando el radical libre superdxido
capta dos protones.*
20, +2H" —_ O, +H,0,
E! peroxido de hidrégeno puede reaccionar via reaccion de Fenton con metales
de transicion como el Fe ?* o el Cu® y producir OH™.*
Fe* + H,0, —————» Fe® + 'OH + OH"
Cu" + H;0, —————»Cu®" + 'OH + OH"
Radical hidroxilo (OH"), es la ERO mas potente, puede dafiar a casi todas las
moléculas que se encuentran en las células vivas, inicia una cadena de
reacciones, aparece cuando el perdxido de hidrégeno se une al superdxido.*
Oy +H,0, ", 0,+H,0+ OH
Oxigeno singlete ('O.), especie ubicua que puede ser formado por absorcién
directa de radiacion, por fotdlisis (destruccion por accién de la luz) en aire
contaminado, por irradiacion de O,” o secundariamente a la excitaciéon del oxido
de nitrégeno luego de la absorcion de energia radiante.
2.4.3 Daiio celular producido por las Especies Reactivas de Oxigeno (ERO)
a) Lipidos, se produce un mayor dafo, ya que afecta la estructura de acidos
grasos poliinsaturados, alterando la permeabilidad celular, produciendo edema y

muerte celular. Este dafio puede desencadenarse por el oxigeno, el peréxido de
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hidrégeno y el radical hidroxilo que es el mas dafiino, una vez que se inicia este
proceso toma forma de cascada, con produccién de radicales libres que son los
responsables de los efectos citotoxicos.*

b) Proteinas, hay oxidacion de aminoacidos como fenilalanina, tirosina, histidina,
metionina, entrecruzamiento de enlaces proteina-proteina, lipido-lipido, proteina
lipido, estos son susceptibles al dafio del radical OH y como resultado final
puede producir lisis celular.***°

c¢) Acido desoxirribonucleico (ADN), los radicales OH y O, causan cambios
conformacionales, alteracion de bases, ruptura de una de la doble cadena y
pérdida de nucleotidos, presentando una mutacion antes de la replicacién. Estos
radicales pueden atacar tanto purinas como pirimidinas.*

2.4.4 Estrés oxidativo

Es el desbalance entre la produccién de ERO y la defensa antioxidante que
provoca un dafio organico conocido estrés oxidativo, que lleva a una variedad de
cambios fisiolégicos y bioquimicos que ocasionan el deterioro y muerte celular.*
2.5 Antioxidantes

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

intracelulares de defensas antioxidantes.*" 4?
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2.5.1 Clasificacion de los antioxidantes

2.5.1.1 Antioxidantes endogenos

Son los sistemas antioxidantes que se producen dentro del organismo para
combatir la accion de los radicales libres. Se clasifican en enzimaticos
(superdxido dismutasa, glutation peroxidasa, catalasa) y no enzimaticos
(glutatién, melatonina, estrégenos, 4cido drico, albimina).®*?®

2.5.1.2 Antioxidantes exégenos

Utiles cuando el sistema endégeno se satura, capturan los radicales libres
evitando la reaccién en cadena, este proceso se obtiene mediante la dieta.
Dentro de éstos antioxidantes encontramos a la vitamina C, vitamina E,
carotenoides y compuestos fenélicos.*

2.5.2 Mecanismo antioxidante de los compuestos fendlicos

La actividad antioxidante de los compuestos fendlicos, esta relacionado con su
estructura quimica, debido a la presencia de grupos hidroxilo y a su estructura
aromatica. Los compuestos fendlicos actian, como donadores de hidrégeno o
electrones, al ceder un electrén al radical libre, la molécula se queda con un
electron desapareado, que se estabiliza gracias a la deslocalizacion de los
dobles enlaces, actian como agentes reductores que evitan la reaccion oxidante
atrapando a las ROS antes de que causen dafo, actian también como

prooxidantes quelando metales.***

L]

HO 0 0] 0O
Loo* LOOH
i W

Figura 5. Mecanismo antioxidante de los compuestos fenélicos.*’
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lil. MATERIALES Y METODOS
3.1 Ubicacion del trabajo de investigacion
El presente trabajo de investigacion se desarrolld en los laboratorios de
Farmacognosia del Area académica de Farmacia de la Facultad de Ciencias
Biolégicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga, durante
los meses de octubre del 2012 a marzo del 2013.
3.2 Definicion de poblacion y muestra
Poblacion: Planta entera de la especie Erodium cicutarium (L) L* Her “auja
auja’, procedentes del distrito de Chuschi, provincia de Cangallo de la regién de
Ayacucho.
Muestra: 500 g de Erodium cicutarium (L) L" Her “auja auja”.
3.3 Diseiio metodoldgico para la recoleccion de datos
3.3.1 Recoleccion e identificacion de la muestra
La planta entera de Erodium cicutarium (L) L™ Her “auja auja” fue recolectada en
el distrito de Chuschi, region de Ayacucho a 3850 m.s.n.m. Se seleccionaron la
planta adulta e intacta (Anexo 3) y se procedi6 a su acondicionamiento y traslado
en cajas de cartén a los laboratorios del Area de Farmacia de la UNSCH para su
secado, pulverizaciéon y obtencion del extracto etandlico. En la identificacion

taxonémica se emplearon las hojas, flores, y raiz (planta entera) en el laboratorio
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de Botanica de la Facultad de Ciencias Biologicas por la Blga. Laura Aucasimi
Medina (Anexo 1)

3.3.2 Preparacion del extracto etanélico

Se realiz6 la maceracién de 500 g de planta entera, el material seco y molido fue
sometido a maceracion durante 7 dias con 3 litros de etanol al 96° en un frasco
ambar. Luego se filtr6 con papel Whatman N° 40 y la soluciéon etandlico fue
concentrado a presién y temperatura reducida hasta sequedad en una estufa a
una temperatura no mayor de 50 C.

3.3.3 Tamizaje fitoquimico

La caracterizacion fitoquimica se basé en el agrupamiento de metabolitos
estructuralmente semejantes, para identificarlos por su comportamiento quimico
frente a reacciones estandarizadas. Se realizaron las pruebas de coloracion al
extracto etandlico de Erodium cicutarium (L) L~ Her “auja auja” que se
fundamentan en los cambios estructurales ocasionados en los metabolitos
presentes, como aparicibn o desaparicion de una coloracion, formacién o
dilucién de un precipitado o desprendimiento de gas.”® ** (Anexo 6)

3.3.4 Extraccion de los compuestos fenolicos

El extracto etandlico seco se reconstituyé con agua destilada y se traté con éter
de petroleo con la finalidad de eliminar grasas, ceras, pigmentos y otros
metabolitos que puedan interferir con la extraccién de los compuestos fenélicos.
La extraccion liquido-liquido con acetato de etilo se realizé utilizando un embudo
de separacion, para recuperar finalmente la fracciéon de acetato de etilo donde se
encuentra los compuestos fendlicos.” (Anexo 7)

3.3.5 Identificacion de compuestos fenélicos

Pruebas cualitativas. Las fracciones aisladas se sometieron a la identificacion

de complejos fendlicos con cloruro férrico; identificacion de sustancias
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reductoras con permanganato de potasio y la prueba de decoloraciéon del
DPPH.*®

Cromatografia en capa fina (CCF)

Sistema cromatografico:

Fase estacionaria: Placa cromatografica 20 x 20 conteniendo silicagel G 254.

Fase movil: Butanol: acido acético: agua (4:1:5)

Volumen de inyeccion: 20 pl

Revelador: Luz ultravioleta, cloruro férrico y DPPH.

La fraccion de acetato de etilo se disolvié con 0,5 ml de metanol y fue aplicada
en la base de la placa cromatografica con capilares de vidrio. Se llevo a una
cubeta cromatografica que contendria como sistema de solventes BAW (butanol,
acido acético y agua) en una proporciéon de 4:1:5 (Lock, 1994).%° Se retir6 la
placa y se dejo secar al aire para luego observar bajo lampara de luz UV. Fue
revelado con cloruro férrico 1% y DPPH. Las soluciones estandar que se usaron
fueron: acido cafeico, acido clorogénico y quercetina. Una parte de la fraccion de
acetato de etilo se sembré en una placa cromatograficas de 20 x 5 conteniendo
silicagel G254 y como sistema solvente butanol: acido acético: agua (4:1:5). La
siembra se realizdé en bandas con el propésito de aislar y caracterizar los
compuestos fendlicos, los cuales se evidenciaron en la luz ultravioleta. Estas
bandas fueron raspadas recuperados, disueltos en metanol y filtrados,
obteniéndose 3 bandas.

Pruebas espectrales

Las bandas obtenidas fueron leidas en el espectrofotémetro ultravioleta
GENESYS 6, en el rango de 200 a 500 nm, registrandose los maximos picos de

absorcion (Anexo 12).
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3.4 Determinacion de la actividad antioxidante

3.4.1. Actividad secuestradora del radical libre 1,1-difenii-2-picrilhidrazilo.
Fundamento:

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

La reaccion es:

N
! b
N° + AxH  ——a + A°
O,N NO, O,5N NO,
NO,
NO, DPPH
DPPH amarillo
violeta

Figura 6. Reaccion de reduccion del DPPH con el antioxidante.*
Procedimiento
El ensayo se realizé de la siguiente manera, utilizandose:
e Una solucion metandlica de DPPH de 20 ug /.
e Una solucidon metandlica del extracto a una concentracion de 300 pg/ml
(solucién A)
; Una solucién blanco de metanol: agua (2:1) para ajustar el espectrofotémetro

a cero.
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Un blanco de muestra con 0,75 ml de muestra (solucién A) mas 1,5 ml de
metanol.

Un patrén de referencia con 1,5 ml de DPPH mas 0,75 ml de agua destilada.
La muestra, con 0,75 mi de soluciéon A y 1,5 ml de DPPH obteniéndose una
solucion final de 100 pg/mi.

Inmediatamente se dej6é a temperatura ambiente por 5 minutos y se realizé la
lectura de la absorbancia a 517 nm en el espectrofotometro.

Se diluyé la solucién A con metanol en una proporcion de 1:1 obteniéndose
una solucién final de 50 ug/ml (solucién B) y luego en una proporcion de 1:9,
para obtener una concentracion final de 10 ug/ml (solucién C).

Con la solucién B y C se procedié de igual modo que en el paso 7. Para la
comparacion, el estandar vitamina C, se preparé siguiendo el mismo
procedimiento que conllevo a lograr concentraciones de 100 ug/ml, 50 pg/ml
y 10 pg/ml. Para los calculos del porcentaje de actividad antioxidante se
emplea la siguiente formula:

Ac—-(Am - Ab)
Ac

% de Secuestramientodel DPPH = x100

Doénde:

Ac: Absorbancia del DPPH.

Am: Absorbancia de la muestra.

Ab: Absorbancia del blanco

3.5. Bioensayo de toxicidad en Artemia salina

Método: El bioensayo con Artemia salina es un modelo que permite determinar

citotoxicidad en la larva de este crustaceo que es altamente sensible a una gran

variedad de sustancias quimicas. La toxicidad se expresa como CLsg

(concentracion letal 50

).47
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Procedimiento:

Se preparé agua de mar, oxigenandose por 1 hora, se agregé 50 mg de huevos
de Artemia salina y una pizca de levadura a 350 ml de agua marina (3,8 g de sal
marina para un litro de agua), colocandose en un lugar con luz artificial por 48 h.
Se disolveé 20 mg del extracto en 2 ml de agua de mar, preparandose diluciones
de 1000, 100, 10 ppm, por triplicado, se transfirié 500, 50 y 5 pl a tubos, agregd
10 nauplios, completandose a 5 ml con agua de mar y dejé a temperatura
ambiente con luz artificial; a las 24 horas se observo el nimero de sobrevivientes
3.6. Analisis de datos

Los resultados de la actividad antioxidante fueron representados en forma de
figuras en funcion de las medias. Las diferencias entre las medias fueron
contrastadas mediante el analisis de varianza factorial (ANOVA) a un nivel de
confianza del 95% (p<0,05).

En el bioensayo sobre Artemia salina, los datos fueron analizados utilizando un
programa de computadoras para calculo de Probits que permitié determinar los

valores de Concentracion Letal 50 (CLs).
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IV. RESULTADOS
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Tabla 1: Metabolitos secundarios presentes en extracto etandlico de Erodium

cicutarium (L) L" Her “auja auja’

Metabollt?s Ensayos Resultados Observaciones

secundarios

Azucares : - ;

++

reduchones Benedict Precipitado rojo

Catequinas Catequina +++ Verde carmelita a luz UV

Lactonas ) - ’
P +

surarinas Baljet +++ Precipitado rojo

Flavonoides Shinoda ++ Rojo intenso

Fenoles, taninos  Cloruro férrico +++ Verde intensa

Triterpenos, Liebermann-

esteroides Burchard A Verde oscura

Leyenda:

(+) :Leve

(++)  : Moderada
(+++) : Abundante
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Tabla 2: Caracteristicas quimicas de los compuestos fendlicos de Erodium

cicutarium (L) L" Her “auja auja”

Ensayos Resultados Observaciones
FeCl; 5% +++ verde oscuro
KMnQ, +++ decolora y precipita
DPPH 4+ decolora

Leyenda:

(+) : Leve

(++)  : Moderada
(+++) : Abundante
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Tabla 3: Caracteristicas cromatograficas de los compuestos fendlicos de

Erodium cicutarium (L) L" Her “auja auja’

Revelador
Fraccion

Fluorescencia FeCl; DPPH

marrén oscuro Marrén amarillo

azul celeste Marrén amarillo
Acetato de etilo

Amarillo Amarillo amarillo
Acido caféico Celeste Marrén amarillo
Quercetina Amarillo Marrén amarillo
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Tabla 4: Caracteristicas espectrales en el espectro ultravioleta de los

compuestos fenodlicos de Erodium cicutarium (L) L* He “auja auja”

Fraccion Sub-fracciones Uitravioleta (nm)
F.1 (marrén) 340 nm

Acetato de etilo F2 (azul celeste) 255 nmy 277 nm
F3 (amarrillo) 270 nmy 360 nm

Acido benzoico 230 nmy 270 nm

Acido tanico 220 nmy 272 nm
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Figura 7. Porcentaje de secuestramiento del DPPH segun tratamientos.
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Figura 8. Bioactividad del extracto de Erodium cicutarium (L) L™ Her.
“auja auja” sobre Artemia salina.
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V. DISCUSION

Para la extraccion de los compuestos fendlicos, se utilizé una secuencia de
disolventes con polaridad divergente.”®* De esta manera se procedid a la
extraccion de los compuestos fendlicos con diferentes solventes, primeramente
con etanol para extraccion de los metabolitos secundarios presente en la planta,
segundo con el éter de petroleo para poder eliminar las resinas y grasas del
extracto, después se extrajo con acetato de etilo para extraer los compuestos
fendlicos’ (Anexo 2).

Los metabolitos secundarios encontrados en abundancia fueron: catequinas,
cumarinas y fenoles y/o taninos, los compuestos fendlicos pueden ser
detectados por el intenso color verde, azul o negro que producen cuando se le
agrega el cloruro férrico al 1%. En la prueba de catequina se evidencia por la
fluorescencia verde a la luz UV, asi mismo, en la prueba de Baljet para identificar
cumarinas dan un precipitado de color rojo y en concentraciones moderadas se
identifico flavonoides, azlcares reductores y triterpenos y/o esteroides, con la
reaccion de Shinoda el cambio de color de amarillo a roja indica la presencia de
flavonas y flavonoles, color rojo presencia de flavanonas.® En la prueba de
Benedict para los azlcares reductores dan un precipitado de color rojo ladrillo,
en la prueba de Liebermann-Burchad para los triterpenos y/o esteroides dan un

color verde oscuro® *® (Tabla 1 y anexo 6).
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En las pruebas quimicas realizadas de los compuestos fendlicos aislados (Tabla
2 y Anexo 8), fueron diferenciadas por {as pruebas de FeCl; al 1%, con KMnO,y
DPPH, en la prueba quimica con FeCl; al 1 % se produjo un color verde oscuro
identificandose presencia de grupos fendlicos en abundante concentracion. La
prueba quimica con KMnQO, produce un cambio de coloracién y un precipitado
intenso, este cambio de coloracién del KMnO, se debe a que ésta se reduce
debido a la accién de los compuestos.”® En la prueba quimica con DPPH se
observa la decoloracion del radical libre, debido a que el radical libre tiene un
electron desapareado y es de color violeta decolorandose a amarillo cuando
reacciona con los compuestos fendlicos que pueden donar un atomo de
hidrogeno.***° Dado que todas las reacciones son positivas podemos afirmar que
los compuestos fendlicos de Erodium cicutarium (L) L° Her tiene propiedades
antioxidantes.

En la cromatografia en capa fina; el procedimiento para la separacién e
identificacion de compuestos fendlicos, se desarrollé utilizando como sistema de
solventes el BAW (butanol: acido acético: agua; 4: 1: 5). Las proporciones que se
utilizaron permiten separar los compuestos fenélicos de otros compuestos.®’

En la tabla 3 y anexo 9, se observa la presencia de fluorescencias de color
marron, azul celeste y amarillo a la luz del espectro ultravioleta visible (UV/vis),
de lo cual se deduce que se trata de tres compuestos fendlicos diferentes,
cuando se revela a la misma placa con cloruro férrico al 1 % y DPPH (Anexo
10), se observan manchas de color marrén y amarillo a la luz visible. Estas
fluorescencias de color amarillo, azul celeste y marron a la luz UV/vis indican que
se trata de compuestos fenélicos.”® Por lo tanto, se podria tratarse de flavonoides
y acidos fenélicos.”® Estudios realizados de la Erodium cicutarium (L) L Her
determinaron la presencia de acidos fendlicos como: polifenoles (acidos:

brevifolin-carboxilico, acidos: elagico, galico, protocatequico; metilgalato y
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geraniina) algunos de ellos con propiedades antibacterianas, asi como
dépsidos.*

Para la caracterizacion de los compuestos fendlicos se realizd con la
espectroscopia ultravioleta, lograndose separar de la fraccion de acetato de etilo
tres bandas (F1, F2 y F3). La fracciéon F1 corresponde a un compuesto fendlico
(flavonoide) con una fluorescencia marrén oscuro y muestra una absorbancia
maxima en el espectro ultravioleta a 340 nm, la fraccién F2 corresponde a un
compuesto fendlico (acido fendlico) con una fluorescencia azul celeste y muestra
una absorbancia maxima en el espectro ultravioleta a 255 y 277 nm, F3
corresponde a un compuesto fendlico (flavonoide) con una fluorescencia amarillo
que muestra una absorbancia maxima en el espectro uItra'vioIeta a 270y 360 nm
(Tabla 4) (Anexo 12). Los estandares utilizados fueron: acido benzoico con una
absorbancia maxima en el espectro ultravioleta a 230 y 270 nm y acido tanico
con una absorbancia maxima en el espectro ultravioleta a 220 y 272 nm (Tabla
4) (Anexo 13).

En un estudio realizado se aisl6 y se identificd a partir de las partes aéreas de
Erodium cicutarium (L) L'Her, junto con los compuestos esenciales tales como:
acido galoilshikimico con una absorbancia en UV/vis (MeOH): A max = 215, 277
nm, metil galato 3-O-f -D-glucopiranosido con una absorbancia en UV/ivis
(MeOH): A max = 220, 268 nm, dihidrogeraniina con una absorbancia en UV/vis
(MeOH): A max =221, 280 nm, corilagin con una absorbancia en UV/vis (MeOH):
A max =217, 270 nm, erodiol con una absorbancia en UV/vis (MeOH): A max =
210, 261, 299 nm, geraniina con una absorbancia en UV/vis (MeOH): A max
=220, 280 nm y quercetin 3-O-(6"-O-galoil)-§ -D-galactopiranosido (hiperin - 6"-
galato) con una absorbancia en UV/vis (MeOH): A max = 259, 270 sh, 360 nm;
(MeOH+MeONa): A max = 273, 326, 411 nm; (MeOH+AICI3): 275, 308 sh, 420,

440; (MeOH+AICI3+HCI): A max = 270, 300 sh, 385, 415 nm; (MeOH+NaOAc): A
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max = 273, 370 nm; (MeOH+NaOAc+H3BO3): A max = 264, 297 sh, 380 nm."
Todos estos datos son similares a los reportados en el presente trabajo por lo
tanto podemos asumir que los compuestos fendlicos aislados podrian
corresponder a uno de los acidos fendlicos o flavonoides mencionados.

En la figura 07 y anexo 14, se muestra que los compuestos fendlicos aislados de
Erodium cicutarium (L) L" Her, demostraron tener actividad antioxidante al captar
el radicale libre DPPH. Esta capacidad antioxidante de estos compuestos se
debe principalmente a sus propiedades redox, el cual les permite actuar como
agente reductor donante de hidrogeno, desactivadores de hidrogeno quelantes
de metales, ademas depende de su estructura individual y del nimero de
hidroxilos sustituyentes.*® Las concentraciones de 10 pg/ml tuvo una actividad
antioxidante del 57.17 %, los de 50 pg/ml en un 95.16 % y los de 100 pug/ml en
96.18 %, y los estandares acido caféico y acido ascorbico en 97.2 % y 97,61%.
Si comparamos el porcentaje de secuestramiento del radical libre de los
estandares con los compuestos fendlico aislados podemos decir que las
concentraciones de 50 pyg/mi y 100 ug/ml de compuestos fendlicos tiene una
actividad antioxidante ligeramente inferior a los estandares. La capacidad
anti,oxidante de los compuestos fendlicos depende de su estructura molecular, la
cual inﬂuye. en la facilidad con la que un atomo de hidrogeno de un grupo
hidroxilo aromatico puede ser donado a un radical libre y en la habilidad de un
fenol de soportar un electrén no apareado.”? La vitamina C es un poderoso
antioxidante hidrosoluble, inhibe la oxidacién de los lipidos, actia contra las
enfermedades cardiacas, cancer y otros trastornos degenerativos.*

El analisis de varianza factorial demostré que existe diferencia estadistica entre
la actividad secuestradora de los compuestos fenélicos, acido caféico y acido
ascorbico (Anexo 14 y 15). En un estudio realizado se evalud la actividad

antioxidante de algunas especies gerianaceae por el método de DPPH del
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extracto metandlico al 80% obteniéndose como resultados, Geranium
macrorrhizum, Gernium sanguineum, Geranium pyrenaicum, Geranium
robertianum ubicé como los cuatro primeros extractos de plantas mas activas,
mostraron una fuerte actividad en los radicales DPPH con el IC50 determinado
valores de 10,58; 11,93; 13,61; 14,93 g/ml demostrando que los extractos de las
especies Gerianaceae son prometedoras fuentes de antioxidantes naturales.>

En la figura 8, los compuestos fendlicos aislados de Erodium cicutarium (L) L’
Her “auja auja”, muestra una CLs, de 29.6744 ppm, con un limite superior al
95% de 83.5863 y un limite inferior al 95% de 10.5349, demostrando que es un
extracto con una elevada bioactividad, es decir, que contiene sustancias
quimicas bioactivas, puesto que un extracto con un CLs <1000 ppm son

considerados bioactivos.*® %
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Vi. CONCLUSIONES

Los compuestos fendlicos aislados de Erodium cicutarium (L) L" Her “auja
auja” tienen actividad antioxidante.

El extracto etandlico de Erodium cicutarium (L) L Her “auja auja”, contiene
metabolitos secundarios como son: flavonoides, taninos, aztcares
reductores, fenoles, catequinas y terpenoides.

Se aislaron tres compuestos fendlicos: dos flavonoides y un acido fendlico
de Erodium cicutarium (L) L" Her “auja auja”.

Los compuestos fendlicos aislados de Erodium cicutarium (L) L™ Her “auja
auja” tienen actividad antioxidante, donde las concentraciones de 50 pg/ml y
100 pg/ml demostré tener actividad antioxidante superior al 90% y la
concentracion de 10 ug/ml superior al 50%.

Los compuestos fendlicos aislados de Erodium cicutarium (L) L Her “auja

auja” tienen una buena bioactividad con un CLs,= 29,6744
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Vii. RECOMENDACIONES

Proseguir con el estudio antioxidante de los compuestos fendlicos aislados
de Erodium cicutarium (L) L" Her “auja auja’ cuantificando cada uno de los
componentes por cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC).

Realizar formulaciones en presentaciones farmacéuticas (capsulas, sobres,
cremas) para su empleo como sustancia antioxidante.

Realizar estudios de toxicidad aguda y cronica en animales de

experimentacion
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Anexo 1

Tabla 5. Certificado de identificacion taxonémica

v\iﬁ EL JEFE DEL HERBARIUM HUAMANGENSIS DE LA FACULTAD DE
ML CIENCIAS BIOLOGICAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN
Wi CRISTOBAL DE HUAMANGA

CERTIFICA

Que,la Bach. en Farmacia y Bioguimica, Srta. Reyna Isabel, CCALLOCUNTO
NUNEZ, ha solicitado la identificacion de una muestra vegetal para trabajo de
tesis.

Dicha muestra ha sido estudiada y determinada segln el Sistema de Clasificacion

de Cronquist. A. 1988. y es como sigue:

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA
* CLASE : MAGNOLIOPSIDA
SUBCLASE ROSIDAE
ORDEN : GERANIALES
FAMILIA : GERANIACEAE
GENERO : Erodium
ESPECIE ; Erodium cicutarium (L)L" Her.
N.V. : “auja auja”

Se expide la certificacion correspondiente a solicitud de fa interesada

para los fines que estime conveniente.

Ayacucho, 22 de Octubre del 2012
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Anexo 2
500 g de Erodium cicutarium “auja auja”
Maceracion (7 dias en etanol)

Extracto etandlico

|

l’ Reconstituir con agua destilada y
Marcha fitoquimica desengrasar con Eter de petroleo
h 4
Fraccion etérea Fraccion desengrasada

Extraccidn con acetato de
etilo

| l

Fraccion de acetato Fraccion acuosa

| |-

> Actividad antioxidante Ensayos quimicos:
; e >  KMnO.
> Blloens?yo de toxicidad en b Ther
Artemia salina % DPPH

Ensayos cromatograficas
> CCF
» Espectro UV

Figura 9. Flujograma en obtencién de los compuestos fenolicos
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Anexo 3

Tabla 6. Caracteristicas de los metabolitos secundarios de Erodium cicutarium

(L) L Her “auja auja”

Metabolitos Ensayos con .
Secundarios Reactivos Observacion
Dragendorff
Asaloiles MByor Hay formacion de precipitado en todas las
Hager reacciones.
Wagner
Lactonas ; . ; A
Cumarinas Baljet Formacion de una coloracién roja.
. . Hay coloracién amarilla, naranja, carmelita o
Flavonoides Shinoda rojo en la fase amilica.
. Si es positivo la fase amoniacal es de color
Quinonas Borntrager rojizo 0 rosada.
; . Coloracion verde carmelita a luz UV, indica
Catequinas Catequinas Un ensayo positivo,
. Si es positivo hay formacién de espuma en la
Saponinas Espuma superficie.
Azucares Banadici 81. es pqsutwo hay formacién de precipitado
reductoras rojo ladrillo.

Taninos y Fenoles

Cloruro Férrico

Formacion de una coloracion negruzca.

Amipas . Ninhidrina Hay coloracién violeta.
(aminoacidos)
Cardendlidos Kedde Coloracion violacea.
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Anexo 4

Figura 10. Recoleccion de Erodium cicutarium (L) L™ Her “auja
auja” Ayacucho - 2012
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Anexo 5

:‘/;;7 ﬂ:’; .
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R
2 L %
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‘ e

Figura 11. Equipo de rotavapor para la concentracion del extracto
etandlico de Erodium cicutarium (L) L* Her “auja auja” Ayacucho —
2012.
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Anexo 6

Figura 12. Tubos de ensayo del tamizaje fitoquimico y reaccion de
Shinoda del extracto etandlico de Erodium cicutarium (L) L™ Her
“auja auja” Ayacucho - 2012
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Anexo 7

Figura 13. Equipo de extraccién liquido - liquido de Erodium
cicutarium (L) L* Her “auja auja” Ayacucho - 2012
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Anexo 8

Figura 14. Pruebas quimicas de los compuestos fenélicos aislados de
Erodium cicutarium (L) L* Her “ auja auja” Ayacucho - 2012
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Anexo 9

Figura 15. Cromatografia en capa fina de los compuestos fendlicos
aislados de Erodium cicutarium (L) L" Her (l), quercetina (ll) y acido
cafeico (lll) revelados con luz ultravioleta
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Anexo 10

I

Figura 16. Cromatografia en capa fina de los compuestos fendlicos de
Erodium cicutarium (L) L" Her “auja auja” revelados con cloruro férrico
al 5% (1) y DPPH (ll).
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Anexo 11

Figura 17. Cromatografia en capa fina preparativa y
recuperacion de fracciones de Erodium cicutarium (L) L’
Her “auja auja” Ayacucho - 2012
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Anexo 12

500

——  Fl.dsp Marrdn
F2.dsp Azul-celeste
F3.dsp Amarillo

Figura 18. Curva espectral de las facciones F1, F2 y F3 aislados de Erodium
cicutarium (L) L" Her “auja auja” Ayacucho — 2012,
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Anexo 13

nm

———  pavtrgldzp E310 bimzcim
— miztady dddoHro

Figura 19. Curva espectral de los estandares acido benzoico y acido tanico
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Anexo 14

Tabla 7. Porcentaje de la actividad secuestradora del DPPH segtin tratamientos

Estandares
Acido caféico Vitamina C Compuestos fendlicos
" 100 50 10 100 50 10 100 50 10

BpRlciones pg/ml pg/mli pg/mi pg/ml ug/mi uglml Hg/ml pg/ml pg/ml
1 9729 9729 9729 9729 9746 9729 958 9480 57,53
2 9729 9729 9712 9763 9763 97,80 960 9498 5735
3 9666 9746 97,12 9763 97,97 9780 965 9570 56,63
Promedio 9708 9734 9718 9751 9768 9763 961 9516 5717

D.E 0,36 0,10 0,10 0,20 0,26 0,29 0,37 047 0,47
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Anexo 15

Tabla 8. Analisis de varianza del porcentaje de la actividad secuestradora del

DPPH
Método unico
Media
Suma de o odrati F Sig
cuadrados
ca
Covariables _COTCEMAG 752,591 1 752,591 7,814 0,10
6n (ug/mt)
C:gtacm Efectos Tratamient 1274563 2 637281 6617 0,005
radical principales o0s
libre (%)  Modelo 2027,154 3 675718 7,016 0,002
Residual 2215226 23 96,314
Total 4242379 26 163,168

a. Actividad secuestradora del DPPH (%)
concentracion (pg/mi)
b. Todos los efectos introducidos simultaneamente
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ANEXO 16
Tabla 9 Matriz de consistencia

TiTULO PROBLEMA OBJETIVOS MARCO TEORICO HIPOTESIS VARIABLES METODOLOGIA

Actividad ,Cuél serd la Objetivo general: -Antecentes Los compuestos Variable -Tipo de estudio:
antioxidante  actividad Evaluar la actividad -Erodium cicutarium (L) L’'Her fendlicos aislados independiente: Basico - Experimental
de los antioxidante de antioxidante de los ‘“auja auja’ de Erodium Compuestos fendlicos  -Poblacién: Plantas de Erodium
compuestos  las  diferentes compuestos fendlicos e Clasificacion taxonémica. cicutarivm (L) de Erodium cicutarium  cicutarium (L) L'Her “auja auja” que
fenélicos concentracione  aislados de Erodium e Descripcidn botanica. L'Her "auja auja® (L) L'Her" auja auja” crecen en el distrito de Chuschi,
aislados de s de los cicutarium (L) L" Her “auja o Nombres populares. a diferentes provincia de Cangallo, Region
Erodium compuestos auja”. « Distribucién geografica. concentraciones  Indicador: Ayacucho.
cicutarium fendlicos Objetivos especificos: « Usos en la medicina tradicional. tienen actividad Concentraciones de -Muestra: dos Kg planta entera de
(L) L'Her aislados de e |dentificar los metabolitos Composicién quimica antioxidante. 10, 50 y 100 pg/mL. Erodium cicutarium (L) L'Her “auja
“auja auja’. Erodium secundarios presentes en Estudios farmacologic;os Variable auja”.
Ayacucho -  cicutarium (L) el extracto etandlico de -Compuestos fensdlicos ' Dependiente: -Disefioc metodolégico para la
2012. L" Her “auja Erodium cicutarium (L) Acidos fanilicos ) Actividad antioxidante.  recoleccién de datos:

auja"? L"Her “auja auja”. ) = Preparaciéon del extracto etandlico

e Aislar los compuestos
fenélicos presentes en
Erodium  cicutarium (L)

L'Her “auja auja" y
caracterizar mediante
técnicas  quimicas y
espectrales.

« Evaluar el efecto
antioxidante de los
compuestos fendlicos
presentes en Erodium

cicutarium (L) L'Her “auja

auja” sobre los radicales
libres de DPPH.

« Evaluar la bicactividad de

los compuestos fendlicos

rodium cicutarium (L)

L'Her ‘“auja auja” sobre
Artemia salina.

¢ Flavonoides.

s Propiedades  biol6gicas de
compuestos fendlicos.

-Radicales libres

* Fuentes de los radicales libre.

¢ Especies reactivas del oxigeno
(ERQ).

¢ Estrés oxidativo.

-Antioxidantes.

¢ Clasificacién de los
antioxidantes.

« Mecanismo antioxidante de los
compuestos fenélicos.

Indicadores:
Porcentaje de la

de Erodium Cicutarium
« Tamizaje fitoquimico

actividad o Extraccion e identiflcacién de los

secuestradora de compuestos fenélicos

DPPH. s Determinacién de la actividad
antioxidante: Actividad

secuestradora del radical libre 1,1-
difenil-2-picrilhidrazilo, DPPH
(Aguilar, 2007)
= Bioensayo de toxicidad en Artemnia
salina (CYTED, 1995)

-Andlisis de datos.

Los resultados de la actividad
antioxidante seran representados en
forma de gréficos en funcién de las
medias. Las diferencias entre las
medias seran contrastadas
mediante el analisis de Varianza
Factorial (ANOVA} a un nivel de
confianza del 95%.

Los datos de la bioactividad en
Artemia salina fueron analizados
utiizando un  programa de
computadoras para calculo de
Probits que permitié determinar los
valores de Concentracién letal 50
{CL50).
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Actividad antioxidante de los compuestos fendlicos
aislados de Erodium cicutarium (L) L Her “auja auja”.
Ayacucho —2012.

Reyna Isabel Ccallocunto Nufiez', Enrique Aguilar Felices'.
'Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga.

RESUMEN

El estrés oxidativo estd asociado con patologias de altas incidencias en el hombre, entonces la bisqueda de
antioxidantes naturales reviste una extraordinaria importancia. El presente trabajo de investigacion se realizd
con la finalidad de determinar la actividad antioxidante de los compuestos fendlicos aislados de Erodium
cicutarium (L) 1" Her “auja auja” durante los meses de octubre 2012 a marzo 2013. La muestra fue
recolectada en el distrito de Chuschi, provincia de Cangallo, departamento de Ayacucho, obteniéndose los
compuestos fenélicos a partir de un extracto etandlico y utilizando solventes de diferente polaridad, asi
mismo, se sometid a un tamizaje fitoquimico, complementando con las pruebas cromatograficas en capa fina
y UV visible, la actividad antioxidante mediante el ensayo de captacion del radical libre, 1,1-difenil-2-
picrilhidrazilo (DPPH) y la bioactividad en Artemia salina mediante la prueba de dosis limite. Los
metabolitos secundarios hallados fueron: compuestos fendlicos, quinonas, catequinas, saponinas, azicares
reductores y taninos. En la fraccion de acetato de etilo los compuestos fendlicos caracterizados fueron dos
flavonoides y un 4cido fenolico. Los compuestos fendlicos demostraron tener actividad secuestradora del
radical libre DPPH que fue de (96,18) a la concentracion de 100 ug/ml, comparable al acido caféico (97,08%)
y el acido ascorbico (97,51%).

Se concluye que los compuestos fenolicos aislados de Erodium cicutarium (1) 1" Her demostraron tener
actividad antioxidante.

Palabras clave: Erodium cicutarium (L) L’ Her, compuestos fenolicos, antioxidante.

SUMMARY

Oxidative stress is associated with diseases of high incidences in the man, then the search for natural
antioxidants is of extraordinary importance. The present research work was carried out in order to determine
the antioxidant activity of phenolic compounds isolated from Erodium cicutarium (L) L’ Her "auja auja"
during the months from October 2012 to March 2013. Sample was collected in the District of Chuschi,
province of Cangallo, Ayacucho Department, obtained from an ethanolic extract phenolic compounds and
using solvents of different polarity, also underwent a phytochemical screening, complemented by layer
chromatographic tests fine and free UV visible, the antioxidant activity by radical recruitment testingl, 1-
diphenyl-2-picrilhidrazilo (DPPH) and bioactivity in Artemia salina with a test dose limit. They were found
secondary metabolites: compounds phenolic, Quinone, catechins, saponins, sugars and tannins. In the ethyl
acetate fraction characterized phenolic compounds were two flavonoids and phenolic acid. Phenolic
compounds proved secuestradora activity of DPPH free radical that was (96,18) at the concentration of 100
ug/ml, comparable to caffeic acid (97,08%) and Ascorbic acid (97,51%).
It is concluded that phenolic compounds isolated from Erodium cicutarium (L) L° Her proved to have
antioxidantactivity.

Key words: Erodium cicutarium (L) 1" Her, phenolic compounds, antioxidant.



INTRODUCCION
En los ultimos afios hay un aumento en las areas
relacionadas con los nuevos avances en la
prevencion de la enfermedad especialmente el
papel de los radicales libres y los antioxidantes.'
Esta situacion es apreciable ya que los
mecanismos de los radicales libres han sido
implicados en la patologia de varias enfermedades
humanas, incluyendo el cancer, la aterosclerosis,
la malaria, la artritis reumatoide y las
enfermedades neurodegenerativas.” Estas especies
reactivas, radicales libres, principalmente se
encuentran en estados fisioldgicos nommales, y
pueden ser beneficiosos cuando se producen a
niveles bajos. Sin embargo, son perjudiciales en
altas concentraciones cuando los sistemas de
defensa antioxidantes endogenos se ven
abrumados (estrés oxidativo), lo c%ue ha sido
implicada en estados de enfermedad.” En aras de
contribuir en la buisqueda de fuentes de
antioxidantes naturales hemos seleccionado a la
especie Erodium cicutarium (L) L' Her endémica
en toda la sierra de nuestro pais, que por las
propiedades terapéuticas reportadas por la
medicina folclérica peruana y dado que hay
antecedentes  cientificos de su potencial
antioxidante, ofrece un gran interés en su estudio
intensivo. En este sentido, con el presente trabajo
de investigacion se busco aislar los compuestos
fendlicos de Erodium cicutarium (L) L Her “auja
auja”, por lo que al desarrollar el presente trabajo
se persiguié los siguientes objetivos:

Objetivo General:

s  FEvaluar la actividad antioxidante de los
compuestos fendlicos aislados de Erodium
cicutarium (L) L’ Her “auja auja”.

Objetivos Especificos:

o  Identificar los metabolitos secundarios
presentes en el extracto etandlico de
Erodium cicutarivm (L) L” Her “auja awja”.

s Aislar los compuestos fendlicos presentes en
Erodium cicutarium (L) L Her “auja auja” y
caracterizar mediante técnicas quimicas y
espectrales.

e  Evaluar el efecto antioxidante de los
compuestos fendlicos presentes en Erodium
cicutarium (L) L” Her. “auja auja” sobre los
radicales libres de DPPH.

e  Evaluar la bioactividad de los compuestos
fenolicos presentes en Erodium cicutarium
(L)L’ Her. “auja auja” en Arfemia salina.

MATERIALES Y METODOS

Ubicacion del trabajo de investigacion

El presente trabajo de investigacion se desarrollo
en los laboratorios de Farmacognosia del Area
académica de Farmacia de la Facultad de Ciencias
Biolégicas de la Universidad Nacional de San
Cristébal de Huamanga, durante los meses de
octubre del 2012 a marzo del 2013.

Definicion de poblacion y muestra

Poblacién: Planta entera de la especie Erodium
cicutarium (L) L" Her “auja auja”, procedentes del
distrito de Chuscht, provincia de Cangallo de la
region de Ayacucho.

Muestra: 500 g de Erodium cicutarium (L) L’
Her “auja auja”.

Diseiio metodologico para la recoleccion de
datos

Recoleccion e identificacién de la muestra

La planta entera de Erodium cicutarium (L) L’
Her “auja auja” fue recolectada en el distrito de
Chuschi, region de Ayacucho a 3850 ms.n.m, Se
seleccionaron la planta adulta e intacta (Anexo 3)
y se procedié a su acondicionamiento y traslado
en cajas de carton a los laboratorios del Area de
Farmmacia de la UNSCH para su secado,
pulverizacién y obtencion del extracto etandlico.
En la identificacion taxonémica se emplearon las
hojas, flores, y raiz (planta entera) en el
laboratorio de Botanica de la Facultad de Ciencias
Biolégicas por la Blga. Laura Aucasimi Medina

Preparacion del extracto etanélico

Se realizé la maceracion de 500 g de planta entera,
el material seco y molido fue sometido a
maceracion durante 7 dias con 3 litros de etanol al
96° en un frasco ambar. Luego se filtrd con papel
Whatman N° 40 y la solucidon etandlico fue
concentrado a presién y temperatura reducida
hasta sequedad en una estufa a una temperatura no
mayor de 50 C.

Tamizaje fitoquimico

La caracterizacion fitoquimica se basé en el
agrupamiento de metabolitos estructuralmente
semejantes, para identificarlos por su
comportamiento quimico frente a reacciones
estandarizadas. Se realizaron las pruebas de
coloracion al extracto etandlico de Erodium
cicutarium (L) L’ Her “auja auja” que se
fundamentan en los cambios estructurales
ocasionados en los metabolitos presentes, como
aparicion o desaparicion de una coloracion,
formacién o dilucion de un precipitado o
desprendimiento de gas.*®



Extraccion de los compuestos fenélicos

El extracto etanolico seco se reconstituyé con
agua destilada y se tratd con éter de petroleo con
la finalidad de eliminar grasas, ceras, pigmentos y
otros metabolitos que puedan interferir con la
extraccion de los compuestos fendlicos.

La extraccion liquido-liquido con acetato de etilo
se realizo utilizando un embudo de separacion,
para recuperar finalmente la fraccion de acetato de
etilo donde se encuentra los compuestos
fenolicos.®

Identificacion de compuestos fendlicos

Pruebas cualitativas. Las fracciones aisladas se
sometieron a la identificacién de complejos
fendlicos con cloruro fémico; identificacién de
sustancias reductoras con permanganato de
potasio y la prueba de decoloracién del DPPH.’

Cromatografia en capa fina (CCF)
Sistema cromatografico:
e Fase estacionaria: Placa cromatografica 20 x
20 conteniendo silicagel G 254.
* Fase mdévil: Butanol: acido acético: agua
(4:1:5)
¢ Volumen de inyeccién: 20 p!l
e Revelador: Luz ultravioleta, cloruro férrico y
DPPH.
La fraccion de acetato de etilo se disolvid con 0,5
ml de metanol y fue aplicada en la base de la placa
cromatografica con capilares de vidrio. Se llevd a
una cubeta cromatografica que contendria como
sistema de solventes BAW (butanol, acido acético
y agua) en una proporcién de 4:1:5 (Lock, 1994).*
Se retiro la placa y se dejo secar al aire para luego
observar bajo lampara de luz UV. Fue revelado
con cloruro férrico 1% y DPPH. Las soluciones
estandar que se usaron fueron: acido cafeico,
acido clorogénico y quercetina. Una parte de la
fraccion de acetato de etilo se sembrd en una placa
cromatograficas de 20 x 5 conteniendo silicagel
G254 y como sistema solvente butanol: acido
acético: agua (4:1:5). La siembra se realizd en
bandas con el propésito de aislar y caractenizar los
compuestos fendlicos, los cuales se evidenciaron
en la luz ultravioleta. Estas bandas fueron
raspadas recuperados, disueltos en metanol y
filtrados, obteniéndose 3 bandas.

Pruebas espectrales

Las bandas obtenidas fueron leidas en el
espectrofotdmetro ultravioleta GENESYS 6, en el
rango de 200 a 500 nm, registrandose los
maximos picos de absorcién (Anexo 12).

Determinacion de la actividad antioxidante

Actividad secuestradora del radical libre 1.1-

difenil-2-picrilhidrazilo.

Fundamento:

Uno de los métodos para determinar la capacidad

antioxidante es aquel que emplea al radical DPPH,

el cual por su estabilidad es destruido solamente
por antioxidantes, de tal manera que el mejor
compuesto destructor serid el mejor antioxidante.

Reaccion quimica en el que el radical libre DPPH

sustrae un atomo de hidrégeno proveniente de un

donador (antioxidante), producto de este cambio

se desarrolla un cambio de color, de azul-violeta a

amarillo, al disminuir la concentracién de radical

DPPH.’

Procedimiento

El ensayo se realizd de la siguiente manera,

utilizandose:

» Una solucion metandlica de DPPH de 20 ug
/8

e Una solucién metandlica del extracto a una
concentracion de 300 pg/ml (solucién A)

e Una solucién blanco de metanol: agua (2:1)
para ajustar el espectrofotometro a cero.

¢ Un blanco de muestra con 0,75 ml de muestra
(solucién A) mas 1,5 ml de metanol.

e  Un patron de referencia con 1,5 ml de DPPH
mas 0,75 ml de agua destilada.

e La muestra, con 0,75 ml de solucién A y 1,5
ml de DPPH obteniéndose una solucion final
de 100 pg/ml.

s Inmediatamente se dej6 a temperatura
ambiente por 5 minutos y se realiz6 la lectura
de la absorbancia a 517 nm en el
espectrofotémetro.

¢ Se diluyd la solucién A con metanol en una
proporcion de 1:1 obteniéndose una solucion
final de 50 pg/ml (solucién B) y luego en una
proporcion de 1:9, para obtener una
concentracion final de 10 pg/ml (solucién C).

s Con la solucién B y C se procedié de igual
modo que en el paso 7. Para la comparacion,
el estandar vitamina C, se prepar0 siguiendo
el mismo procedimiento que conllevé a lograr
concentraciones de 100 pg/ml, 50 ug/ml y 10
pg/ml Para los célculos del porcentaje de
actividad antioxidante se emplea la siguiente
formula:

% de Secuestramiento del DPPH = ég;{%ﬂl:iﬂtg
c

Dénde:
Ac: Absorbancia del DPPH.

Am: Absorbancia de la muestra.
Ab: Absorbancia del blanco

x100



Bioensayo de toxicidad en Artemia salina Tabla 2: Caracteristicas quimicas de los
Método: El bioensayo con Arfemia salina es un compuestos fendlicos de Erodium cicutarium (L)
modelo que permite determinar citotoxicidad en la L’ Her “auja auja”

larva de este crusticeo que es altamente sensible a
una gran variedad de sustancias quimicas. La

toxicidad se expresa como CLs, (concentracién Easayos Remilndes Oseryacionss
letal 50).%
Procedimiento: FeCls 5% et verde oscuro
Se prepard agua de mar, oxigenandose por 1 hora,
se agregd 50 mg de huevos KMnO, i+ decolora v precipita
de Artemia salina y una pizca de levadura a 350
ml de agua marina (3,8 g de sal marina para un i - decolar
litro de agua), colocandose en un lugar con luz Leyenda:
artificial por 48 h. Se disolved 20 mg del extracto ) : Leve

. - - (++) : Moderada
en 2 ml de agua de mar, preparindose diluciones (++4) - Abuidarits

de 1000, 100, 10 ppm, por triplicado, se transfirié

500, 50 y 5 pl a tubos, agreg 10 nauplios, Tabla 3: Caracteristicas cromatograficas de los compuestos

completandose a_5 ml con agua d_e mar y dej6 a fendlicos de Erodium cicutarium (L) L" Her “auja auja”
temperatura ambiente con luz artificial; a las 24
horas se observé el nimero de sobrevivientes Revelador
Fraccidn
Analisis de datos Fluorescencia FeCl, DPPH
Los resultados de la actividad antioxidante fueron _
representados en forma de figuras en funcion de FMERIN R M il
las medias. Las diferencias entre las medias .
= — azul celeste Marr6n amarillo
fueron contrastadas mediante el analisis de ,
. . . Acetato de etilo
varianza factorial (ANOVA) a un nivel de — —— —
confianza del 95% (p<0,05).
En el bioensayo sobre Artemia salina, los datos Toido catico Caloda Maron wmarile
fueron analizados utilizando un programa de
computadoras para calculo de Probits que Quercefin Amailia Marn e T
permitié determinar los valores de Concentracién
Letal 50 (CLsp).
Tabla 4: Caracteristicas espectrales en el espectro ultravioleta
RESULTADOS de los compuestos fenélicos de Erodium cicutarium (L) L’ He

Tabla 1: Metabolitos secundarios presentes en “auja auja”
extracto etandlico de Erodium cicutarium (L) L’
Her “auja auja” Fraccion Sub-fracciones Ultravioleta (nm)
Metabolitos F1 (marrén) 340 tm
secundarios Ensayos Resultados Observaciones

Acetato de etilo F2 (azul celeste) 255 nm y 277 nin
AR Benedict ++ Precipitado rojo _
reductores ? F3 (amarrillo) 270 nm y 360 nm
Catequinas Catequina +++ E_:‘dc carmelita & hez
Lsctoqns_. Baljet CEE Procipitado rcjo Acido benzoico 230 nm y 270 nm
<cumarmas

Acido tanico 220 tm y 272 nm
Flavonoides Shinoda ++ Rojo intenso
Fenoles, Cloruro .
aimos férrico +++ Verde intensa
Triterpenos, Liebermann-
esteroides Burchard L2 Verde oscura
Leyenda:
(&) : Leve
(++) : Moderada

(+++) : Abundante



Secuestramiento del DPPH (%)

Figura 1. Cromatografia en capa fina de los
compuestos fendlicos aislados de Erodium
cicutarium (L) L’ Her “auja auja” (I), quercetina
(I) y acido cafeico (III)

Figura 2. Porcentaje de secuestramiento del DPPH
segun tratamientos.
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Figura 3. Bioactividad del extracto de Erodium
cicutarium (L) L" Her “auja auja” sobre Arfemia
salina

X
90 Clgy 29,6744
L. S. al 95%= 83,5863
80 L. 1. al 95% = 10,5349
70 °
|s0
50
40
30
20
10
0.76 475 29.67 185.29 1157.05)
ppm

DISCUSION
Para la extraccion de los compuestos fendlicos, se
utilizo una secuencia de disolventes con polaridad
divergente’ De esta manera se procedié a la
extraccion de los compuestos fenolicos con
diferentes solventes, primeramente con etanol para
extraccion de los metabolitos secundarios presente
en la planta, segundo con el éter de petroleo para
poder eliminar las resinas y grasas del extracto,
después se extrajo con acetato de etilo para extraer
los compuestos fen6licos.®
Los metabolitos secundarios encontrados en
abundancia fueron: catequinas, cumarinas Yy
fenoles y/o taninos, los compuestos fendlicos
pueden ser detectados por el intenso color verde,
azul o negro que producen cuando se le agrega el
cloruro férrico al 1%. En la prueba de catequina se
evidencia por la fluorescencia verde a la luz UV,
asi mismo, en la prueba de Baljet para identificar
cumarinas dan un precipitado de color rojo y en
concentraciones ~ moderadas se  identifico
flavonoides, azicares reductores y triterpenos y/o
esteroides, con la reaccion de Shinoda el cambio
de color de amarillo a roja indica la presencia de
flavonas y flavonoles, color rojo presencia de
flavanonas." En la prueba de Benedict para los
aziicares reductores dan un precipitado de color
rojo ladrillo, en la prueba de Liebermann-Burchad
para los triterpenos y/o esteroides dan un color
verde oscuro.*
En las pruebas quimicas realizadas de los
compuestos  fenélicos  aislados, fueron
diferenciadas por las pruebas de FeCl; al 1%, con
KMnO, y DPPH, en la prueba quimica con FeCl;
al 1 % se produjo un color verde oscuro
identificandose presencia de grupos fendlicos en
abundante concentracién. La prueba quimica con
KMnO, produce un cambio de coloraciéon y un
precipitado intenso, este cambio de coloracién del
KMnQO, se debe a que ésta se reduce debido a la
accion de los compuestos.'’ En la prueba quimica
con DPPH se observa la decoloracién del radical
libre, debido a que el radical libre tiene un
electron desapareado y es de color violeta
decolorandose a amarillo cuando reacciona con
los compuestos fenolicos que pueden donar un
atomo de hidrogeno.'"'? Dado que todas las
reacciones son positivas podemos afirmar que los
compuestos fendlicos de Erodium cicutarium (L)
L’ Her tiene propiedades antioxidantes.
En la cromatografia en capa fina, el procedimiento
para la separacion e identificacion de compuestos
fenolicos, se desarrollé utilizando como sistema
de solventes el BAW (butanol: acido acético:



agua; 4: 1. 5). Las proporciones que se utilizaron
permiten separar los compuestos fendlicos de
otros compuestos."

En la tabla 3 y anexo 9, se observa la presencia de
fluorescencias de color marron, azul celeste y
amarillo a la luz del espectro ultravioleta visible
(UV/vis), de lo cual se deduce que se trata de tres
compuestos fenolicos diferentes, cuando se revela
a la misma placa con cloruro férrico al 1 % y
DPPH (Anexo 10), se observan manchas de color
marron y amarillo a la luz visible. Estas
fluorescencias de color amarillo, azul celeste y
marron a la luz UV/vis indican que se trata de
compuestos fenolicos.* Por lo tanto, se podria
tratarse de flavonoides y 4cidos fendlicos.’
Estudios realizados de la Erodium cicutarium (L)
L'Her determinaron la presencia de acidos
fendlicos como: polifenoles (4cidos: brevifolin-
carboxilico, acidos: elagico, galico,
protocatequico; metilgalato y geraniina) algunos
de ellos con propiedades antibacterianas, asi como
dépsidos.™

Para la caracterizacion de los compuestos
fenolicos se realizd con la espectroscopia
ultravioleta, lograndose separar de la fraccion de
acetato de etilo tres bandas (F1, F2 y F3). La
fraccion F1 corresponde a un compuesto fendlico
(flavonoide) con una fluorescencia marrén oscuro
y muestra una absorbancia méaxima en el espectro
ultravioleta a 340 nm, la fracciéon F2 corresponde
a un compuesto fendlico (acido fendlico) con una
fluorescencia azul celeste y muestra una
absorbancia maxima en el espectro ultravioleta a
255 y 277 nm, F3 corresponde a un compuesto
fenélico (flavonoide) con una fluorescencia
amarillo que muestra una absorbancia maxima en
el espectro ultravioleta a 270 y 360 nm. Los
estandares utilizados fueron: acido benzoico con
una absorbancia méaxima en el espectro
ultravioleta a 230 y 270 nm y acido tanico con
una absorbancia maAxima en el espectro
ultravioleta a 220 y 272 nm.

En un estudio realizado se aisld y se identifico a
partir de las partes aéreas de Erodium cicutarium
(L) L'Her, junto con los compuestos esenciales
tales como: 4cido galoilshikimico con una
absorbancia en UV/vis (MeOH): A max = 215,
277 nm, metil galato 3-O-B -D-glucopiranosido
con una absorbancia en UV/vis (MeOH): A max =
220, 268 nm, dihidrogeraniina con una
absorbancia en UV/vis (MeOH): A max = 221,
280 nm, corilagin con una absorbancia en UV/vis
(MeOH): A max =217, 270 nm, erodiol con una
absorbancia en UV/vis (MeOH): A max = 210,
261, 299 nm, geraniina con una absorbancia en
UVivis (MeOH): A max =220, 280 nm y quercetin

3-0-(6"-0-galoil)-B -D-galactopiranosido (hiperin
- 6”-galato) con una absorbancia en UV/vis
(MeOH): A max = 259, 270 sh, 360 nm;
(MeOH+MeONa): A max = 273, 326, 411 nm;
(MeOH+AICI3): 275, 308 sh, 420, 440,
(MeOH+AICI3+HCI): A max = 270, 300 sh, 385,
415 nm; (MeOH+NaOAc): A max = 273, 370 nm;
(MeOH+NaOAc+H3BO3): A max = 264, 297 sh,
380 nm."”* Todos estos datos son similares a los
reportados en el presente trabajo por lo tanto
podemos asumir que los compuestos fenolicos
aislados podrian corresponder a uno de los acidos
fenolicos o flavonoides mencionados.

En la figura 07 y anexo 14, se muestra que los
compuestos fenolicos aislados de Erodium
cicutarium (L) L~ Her, demostraron tener
actividad antioxidante al captar el radicale libre
DPPH. Esta capacidad antioxidante de estos
compuestos se debe principalmente a sus
propiedades redox, el cual les permite actuar como
agente reductor donante de hidrogeno,
desactivadores de hidrogeno quelantes de metales,
ademas depende de su estructura individual y del
nimero de hidroxilos sustituyentes’ Las
concentraciones de 10 pg/ml tuvo una actividad
antioxidante del 57.17 %, los de 50 ug/ml en un
95.16 % y los de 100 pg/ml en 96.18 %, y los
estandares acido caféico y acido ascérbico en 97.2
% y 97,61%. Si comparamos el porcentaje de
secuestramiento del radical libre de los estandares
con los compuestos fendlico aislados podemos
decir que las concentraciones de 50 pg/ml y 100
pg/ml de compuestos fendlicos tiene una actividad
antioxidante ligeramente inferior a los estandares.
La capacidad antioxidante de los compuestos
fenolicos depende de su estructura molecular, la
cual influye en la facilidad con la que un atomo de
hidrogeno de un grupo hidroxilo aromatico puede
ser donado a un radical libre y en la habilidad de
un fenol de soportar un electrén no apareado.’® La
vitamina C es un poderoso antioxidante
hidrosoluble, inhibe la oxidaciéon de los lipidos,
actia contra las enfermedades cardiacas, cincer y
otros trastornos degenerativos.'®

El analisis de varianza factorial demostré que
existe diferencia estadistica entre la actividad
secuestradora de los compuestos fenélicos, acido
caféico y acido ascorbico. En un estudio realizado
se evalud la actividad antioxidante de algunas
especies gerianaceae por el método de DPPH del
extracto metandlico al 80% obteniéndose como
resultados, Geranium macrorrhizum, Gernium
sanguineum, Geranium pyrenaicum, Geranium
robertianum ubicé como los cuatro primeros
extractos de plantas mas activas, mostraron una
fuerte actividad en los radicales DPPH con el



IC50 determinado valores de 10,58; 11,93; 13,61,
14,93 g/ml demostrando que los extractos de las
especies Gerianaceae son prometedoras fuentes de
antioxidantes naturales.'”

En la figura 8, los compuestos fenodlicos aislados
de Erodium cicutarium (L) L' Her “auja auja”,
muestra una CLso de 29.6744 ppm, con un limite
superior al 95% de 83.5863 y un limite inferior al
95% de 10.5349, demostrando que es un extracto
con una elevada bioactividad, es decir, que
contiene sustancias quimicas bioactivas, puesto
que un extracto con un CLsy <1000 ppm son
considerados bioactivos.” '*

CONCLUSIONES

1. Los compuestos fendlicos aislados de
Erodium cicutarium (L) L' Her “auja auja”
tienen actividad antioxidante.

2. El extracto etandlico de Erodium cicutarium
(L) L’ Her “auja auja”, contiene metabolitos
secundarios como son: flavonoides, taninos,
azicares reductores, fenoles, catequinas y
terpenoides.

3. Se aislaron tres compuestos fenolicos: dos
flavonoides y un acido fendlico de Erodium
cicutarium (L) L' Her “auja auja”.

4. Los compuestos fendlicos aislados de
Erodium cicutarium (L) L" Her “auja auja”
tienen actividad antioxidante, donde las
concentraciones de 50 pg/ml y 100 pg/ml
demostré tener actividad antioxidante
superior al 90% y la concentracion de 10
ug/ml superior al 50%.

5. Los compuestos fenolicos aislados de
Erodium cicutarium (L) L’ Her “auja auja”
tienen una buena bioactividad con un CLs=
29,6744
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