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Satureja brevicalix Epling “wayra mufia“. Ayacucho - 2012

Autora: Bach. LEON GOMEZ, Lisbeth

Asesores: Mg. Enrique Javier AGUILAR FELICES
Q.F. Nelson BELLIDO ALIAGA\

RESUMEN

El presente trabajo de investigacion basico descriptivo se realizé con la finalidad
de determinar la actividad antioxidante de los acidos fendlicos aislados de las
hojas de Satureja brevicalix Epling “wayra mufia” durante los meses de mayo a
octubre 2012, en el Area de Farmacia de la Universidad Nacional de San
Cristébal de Huamanga y en el Laboratorio de Control de Calidad del Instituto
Quimioterapico (JQF ARMA) de la ciudad de Lima. La muestra fue colectada en el
distrito de Quinua del departamento de Ayacucho, durante los meses de marzo y
abril en estado de floracién. El aislamiento de los acidos fendlicos se realizé por
cromatografia en capa fina, la identificacion con técnicas espectrales y por
cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC). La actividad antioxidante se
determind mediante el ensayo de captacién de los radicales libres DPPH. Se
logré identificar al &cido cafeico, clorogénico, ferulico y rosmarinico mediante
espectros ultravioleta, infrarrojo y corroborado por la cromatografia liquida de
alta eficiencia (HPLC), siendo el acido rosmarinico el mas importante. Los acidos
fendlicos demostraron tener capacidad antioxidante similar a la vitamina C, acido
ferulico, cafeico y clorogenico, no hallandose diferencias significativas entre ellos
(p > 0,05), pero si a las concentraciones ensayadas (p < 0,05). Se concluye que
el acido rosmarinico es el principal acido fendlico aislado, seguido del ferulico,
del clorogénico y trazas del acido cafeico, quienes demostraron capacidad
antioxidante dependiente de su concentracion y de su estructura quimica.

Palabras clave: Antioxidante, Acidos fendlicos, Satureja brevicalix Epling.



. INTRODUCCION

Actualmente, se sabe que tanto por la radiacion, asi como por la ingesta de
algun contaminante o incluso como consecuencia de nuestro metabolismo,
surgen algunas moléculas que nos pueden provocardano. A estas se les conoce
como especies oxigeno reactivas (ROS), que se asocian a enfermedades como
cancer, problemas cardiacos o al natural envejecimiento humano. Entre los
problemas que originan figuran: destruccién de paredes celulares, inactivacion
de enzimas, debilitamiento de la capacidad defensiva, alteracion del sistema
inmunolégico e incluso dafo del material genético (Neira y Yuri, 2004).

Cuando la defensa antioxidante, no es cien por ciento eficiente, incrementa la
formacion de radicales libres en el organismo; a esto se denomina estrés
oxidativo. Se cree que‘ muchos de los efectos colaterales de los medicamentos
se relacionan con un aumento en el dano oxidativo, causado por el exceso de
radicales libres, los que producirian dano celular. Ante el estrés oxidativo, el
organismo debe responder con una defensa antioxidante extra, ya que el estrés
oxidativo severo puede causar la muerte de la célula. En las frutas, las
lequmbres y algunos vegetales se encuentran muchas sustancias capaces de

atrapar radicales libres, mejorando nuestra defensa antioxidante, reportandose



que son capaces de detener o prevenir el desarrollo de tumores y los efectos
bioguimicos asociados con la progresién de los mismos; este potencial se
atribuye, principalmente, a sus propiedades antioxidantes (Zavaleta y Col,
2005).

Los compuestos fendlicos son un grupo muy grande de metabolitos secundarios
que provienen del metabolismo del acido shikimico. Se caracterizan por ser
polifenoles y hasta la fecha se conocen dos clases de acidos fendlicos. Todos
tienen en una u otra manera cierto interés biolégico, sin embargo, los acidos
hidroxicinamicos tienen gran interés por sus propiedades antioxidantes ya que
han demostrado ser fuertes atrapadores de radicales libres y al mismo tiempo
son capaces de inhibir la formacién de estos Ultimos al enlazarse con iones de
metales de transicion (Pallavi y Col., 2004).

Satureja brevicalix Epling, es una especie medicinal nativa de los andes
sudamericanos ampliamente conocida por sus propiedades analgésicas vy
digestivas (Mostacero y Mejia, 2002) (Carhuapoma, 2002).

El interés por estudiar esta especie es iniciado por Soto (1999) quién evalia su
actividad analgésica y reporta por primera vez en su composicion quimica la
presencia de compuestos fendlicos. Sin embargo, hasta ahora ha despertado
mayor interés mas por sus propiedades aromaticas y el contenido de aceites
esenciales, llegandose a determinar exactamente su composicion, el porcentaje
de cada uno de sus componentes y algunas propiedades biologicas
(Carhuapoma, 2002).

Siendo Satureja brevicalix Epling, una especie ampliamente utilizada en nuestra
regidn y conociéndose la presencia de los compuestos fendlicos, en el presente

trabajo de investigacion se ha propuesto aislarlos mediantes técnicas



cromatograficas, proponer su estructura quimica, utilizando técnicas espectrales

ultravioleta e infrarroja, corroborando con la cromatografia liquida de alta

eficiencia (HPLC) y determinar su actividad antioxidante, relacionandolo con su

estructura quimica.

OBJETIVO GENERAL

> Evaluar la actividad antioxidante de los acidos fendlicos aislados de las
hojas de Satureja brevicalix Epling “wayra muna”.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Aislar los acidos fenodlicos de las hojas de Satureja brevicalix Epling “wayra
muna”.

> Realizar pruebas cromatografias por capa fina, espectrofotometria
ultravioleta y HPLC para identificar los acidos fendlicos de las hojas de
Satureja brevicalix Epling “wayra mufia”.

> Relacionar la estructura quimica de los acidos fenélicos con la actividad

antioxidante.



Il. MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes

Soto (1999), determiné la actividad antiinflamatoria y analgésica del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de S. brevicalyx Epling en 400 mg/kg de peso
aproximando tal actividad comparada a la del acido acetilsalicilico, pero de
menor actividad que el ketorolaco. Diez (2003), estudié la actividad
antiespasmodica sobre intestino aislado de cobayo, de una infusién acuosa al
5% de hojas y sumidades floridas de S. brevicalyx Epling, mostrando accion
antiespasmoédica frente al N-butibromuro de hioscina. Palomino (2005),
demostré que el extracto acuoso liofilizado de las hojas de S. brevicalyx Epling
posee capacidad de captacidén de radicales libres, en relacién a la vitamina C.
Ademas no hallé diferencia estadisticamente significativa en los niveles de
lipoperoxidacién, glutation y proteinas hepaticas, utiizados como medida de
estrés oxidativo. Carhuapoma (2007), estudié la actividad anti-Helicobacter pylori
y antioxidante de su aceite esencial. Mendoza (2007), demostr6 la actividad
hepatoprotectora del extracto acuoso de sus hojas, atribuyéndole dicha actividad
a los flavonoides, por su capacidad antioxidante, es decir, como agente

neutralizador de los radicales libres, generadores del dafno hepatico y Aguilar



(2010), demostré la actividad antioxidante y antiinflamatoria de los flavonoides
aislados de las hojas de Satureja brevicalix Epling “wayra muna”, caracterizando
a los flavonoides como apigenina y la naringenina, siendo la apigenina el
flavonoide mas importante.

2.2 Aspectos botanicos

2.2.1 Descripcion botanica de la familia Lamiaceae

Familia compuesta con 224 géneros y 5 600 especies, se caracterizan por ser
plantas herbaceas (anuales o perennes), los tallos y las ramas cuadrangulares o
tetragonal generalmente con aceite esencial, aromatico, hojas opuestas enteras,
simples, pinnati-partidas o raramente compuestas, pecioladas o sésiles, sin
estipulas, mayormente pinnatinervias. Inflorecencia cimosa con pocas 0 muchas
flores que se reunen en pseudo espigas o capitulos. Flores hermafroditas
solitarias a menudo sésiles, zigomorfas o0 raramente actinomorfas, con 0 sin
bracteolas, Caliz con cinco sépalos soldados, corola con cinco pétalos
generalmente bilabiados, dos a cuatro estambres libres, gineceo con ovario
sUpero bicarpelar, un estilo y dos estigmas, fruto tetraquenio, descompuestos en
cuatro nuculas (muy raramente carnosas), semillas con endospermo escaso
(Bracko y Zarucchi, 1993) (Font Quer, 1988) (Mostacero y Mejia, 1993).

2.2.2 Descripcion del género Satureja

Son plantas herbaceas anuales o permanentes de unos 70 a 90 cm de altura,
algo tiesas y un tanto asperas al tacto, solo lefiosas en la base. Son plantas con
hojas enfrentadas, estrechas y agudas, con los bordes enteros y ciliados. Las
flores son blancas o rosadas y nacen de las axilas de las hojas superiores para
formar ramilletes terminales con las flores echadas todas a un lado, las flores

son muy pequenas de 3,5 a ocho mm, se encuentran divididas en cinco dientes



puntiagudos con quince nervios muy realzados y cinco dientes triangulares de
0,5 mm. En las hojas de alguna de las especies de Satureja se distinguen
numerosos hoyitos, en cada uno de los cuales se aloja una glandula repleta de
esencia, la cual comunica a la Satureja el intenso aroma que despide (Font
Quer, 1988) (Mostacero y Mejia, 1993).

2.2.3 Distribucién geografica del género Satureja

El género Satureja se desarrolla especialmente en las montafias secas
pedregosas, en las laderas o colladas y toda suerte de matorrales de los
terrenos calcareos de gran parte de Espana (Font Quer, 1988). Cuenta con unas
200 especies en el mundo, todas estas especies son de regiones templadas y
tropicales de ambos hemisferios de la Tierra. En el Perd se han identificado unas
26 especies, de las cuales 20 son endémicas. La Satureja brevicalyx Epling es
una especie endémica de las regiones alto andinas surefias del Perd (Brako y
Zarucchi, 1993 citado por Carhuapoma, 2007) (Chumacero y Col., 2003)
(Mostacero y Mejia, 1993).

2.2.4 Satureja brevicalyx Epling

2.2.4.1 Clasificacién taxonémica de la Satureja brevicalyx Epling

La determinacion botanica fue realizada segun el sistema de clasificacion de
Cronquist. A. (1988), citado en el certificado del Herbarium Huamangensis a
cargo de la Blga. Laura Aucasime Medina de la Facultad de Ciencias Biologicas

de la UNSCH (Anexo N° 1), y se ubica en la siguiente categoria taxonémica:

DIVISION : Magnoliophyta
CLASE : Magnoliopsida
SuB CLASE . Asteridae
ORDEN : Lamiales



FAMILIA : Lamiaceae

GENERO : Satureja
ESPECIE . Satureja brevicalyx Epling
NOMBRE VULGAR : "inca muia”, “wayra muna”

Sinonimia vulgar. “urgu muia”’, “sacha muna’, "salga muia’ “cjunumufia’,
“konoc” y “orégano de los incas”. (Chumacero y Col, 2003) (Carhuapoma, 2002).
2.2.4.2 Descripcion botanica

Es de porte arbustivo perennifolio, erguido de uno a 1,5 m de altura, aromatica y
pubescente. Hojas muy pequenas, espatuladas, sésiles, verticiladas y opuestas,
de margen entero. Flores blancas, solitarias, axilares, tetrameras, bilabiadas;
caliz gamosépalo;, corola gamopétala; androceo con estambres didinamos;
gineceo con ovario supero, estilo apical y estigma simple. Florece en primavera y
verano (Chumacero y Col.,, 2003) (Carhuapoma, 2002).

2.2.4.3 Distribucién geografica

En el Peru Satureja brevicalyx Epling crece en territorios alto andinos
mayormente entre los 3 500 y 3 800 m.s.n.m. de clima frio, creciendo de manera
siivestre en las montanas y faldas de los cerros junto con el ichu, es de
predileccion por laderas de suelos areno-arcillosos y pedregosos. Los lugares
peruanos donde esta planta se desarrolla se encuentra en Cuzco, Apurimac,
Huancavelica, Junin y en mayor cantidad y siendo vernacula y aborigen del
departamento de Ayacucho (Magallanes y Col, 1994) (Brako y Zarucchi, 1993;
citado por Carhuapoma, 2007) (Carhuapoma, 2002) (Chumacero y Col., 2003)
(Mostacero y Mejia, 1993).

2.2.4.4 Etnobotanica y etnofarmacologia

Segun informaciones etnobotanicas y etnofarmacolégicas es usada para resolver



problemas gastrointestinales y para la correccion de desérdenes menstruales. Es
digestivo, carminativo, contra la gastritis, flatulencia y antiespasmédica. También
es usado como analgésico soasando las hojas en caso de dolores musculares y
torticolis (Soto, 1999) (Chumacero y Col., 2003) (Carhuapoma, 2002).

2.2.4.5 Composicion quimica

El extracto hidroalcohdlico evidencia los siguientes metabolitos: resinas,
azucares reductores, catequinas, lactonas sesquiterpénicas, ftriterpenos,
esteroides, saponinas, taninos, flavonoides y aceite esencial. (Soto, 1999)
Carhuapoma (2002), realizé un estudio detallado de la composicion quimica del
aceite esencial reportando la presencia de pulegona (27,2%), linalol (20,3%),
mentona (11,1%), isomentona (8,3%), B-cariofileno (6,5%) y otros compuestos
en menor proporcion. Aguilar (2010), caracterizé a los flavonoides apigenina, la
naringenina, siendo la apigenina el flavonoide mas importante y acidos fendlicos
de estructura desconocida.

2.3 Radicales libres (RL)

Los radicales libres son moléculas que en su estructura presentan un electrén
desapareado o impar en el orbital extremo, dandole una configuracion espacial
gue genera una alta inestabilidad. Es una entidad quimica que contrario a la
normal tendencia espontanea de los electrones localizados en los atomos y
moléculas a la formacion de parejas es desapareado. Esta condicion quimica lo
hace muy inestable; de vida efimera; extraordinariamente reactivo, puesto que
el electron impar o solitario "busca desesperadamente una pareja” para salir del
desequilibrio atémico. Para lograr su objetivo, sustrae un electrén a cualquier
molécula vecina, lo que en quimica quiere decir que "oxida" la molécula,

alterando su estructura y convirtiéndola a su vez en otro radical libre ansioso por



captar un electrén. Se genera asi una reaccién en cadena que dafara a una

diversidad de moléculas integrantes de la estructura celular: carbohidratos,

lipidos, proteinas, acidos nucleicos y derivados de cada uno de ellos (Rodriguez

y Col.,, 2001) (Rios de Molina, 2003).

2.3.1 Formacién de los radicales libres

Los radicales libres se forman por fuentes exdégenas 0 endégenas:

2.3.1.1 Fuentes enddgenas

Los radicales libres 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). Son componentes

normales de células y tejidos, existiendo una poza de radicales libres particular

en cada estirpe celular y en algunos tipos celulares permiten la mejor adaptacion

a su habitat (Rodriguez y Col., 2001).

Las estructuras subcelulares de generacion de radicales libres incluyen

principalmente las mitocondrias, los lisosomas, los peroxisomas, asi como la

membrana celular, el citoplasma y la del reticulo endoplasmatico (Velazquez y

Col.,, 2004).

Los radicales libres son generados y utilizados por células como neutréfilos, los

monocitos, los macréfagos, los eosinofilos, y los fibroblastos para la eliminar

organismos extrafios como bacterias y virus (Velazquez y Col,, 2004).

2.3.1.2 Fuentes exdgenas

Los radicales libres también se producen en el organismo como respuesta a:

» Quimicos. aumento de metales pesados, xenobidticos, componentes del
tabaco.

» Drogas. Algunos farmacos.



» Fisicos. radiaciones ionizantes, rayos ultravioleta, contaminacion ambiental,
humo de cigarrillos, hiperoxia,

» Organicos y metabdlicos. Durante el proceso de digestion de los alimentos,
dieta hipercaldrica, dieta insuficiente en antioxidantes, diabetes, procesos
inflamatorios y traumatismos, fenémenos de isquemia y ejercicios
extenuantes (Guisado y Col., 2007).

2.3.2 Especies Reactivas del Oxigeno (ERO) y Nitrégeno (ERON)

2.3.2.1 Las especies reactivas de oxigeno (ERO o ROS). Son ubicuas, altamente

reactivas, de tiempo de vida media muy corto, se producen en el metabolismo

del oxigeno en todos los sistemas biolégicos aerdbicos y reaccionan con todas
las moléculas que se encuentran a su alrededor, empezando con aquellas que

se encuentran muy cercanas a su sitio de formacion (Luna, 2010).

En la molécula de O, se generan por su reduccidn parcial de las especies

reactivas siguientes:

O, = anién superdxido

OH = radical hidroxilo

H,O, = peréxido de hidrégeno
'O, = oxigeno singlete

Radical hidroxilo, probablemente es la especie reactiva de oxigeno (ROS) mas

potente de todas. Inicia una cadena de reacciones que forman peréxidos

lipidicos y radicales organicos, y se une directamente a determinados

compuestos (Rodriguez y Col., 2001).

Anién superoxido, también es muy reactivo, pero posee una solubilidad limitada

y no puede difundir muy lejos, puede generar los radicales mucho mas reactivos

hidroxilo e hidroperoxi, de forma no enzimatica con el peréxido de hidrégeno en
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la reaccion de HaberWeiss (Rodriguez y Col., 2001).

......

0, + HO + i«OH!

Oxygen Water Hydroxyl
radicai

Figura N° 1. Reaccién de Haber — Weiss (Rodriguez y Col., 2001)

Peroxido de hidrégeno. El peréxido de hidrogeno (H,O;) no es estrictamente un
radical libre pero por su capacidad de generar el hidroxilo (OH") en presencia de
metales como €l hierro, se le incorpora como tal. Es un agente oxidante débil
gue se clasifica dentro de las especies reactivas de oxigeno (ROS) porque

puede generar el radical hidroxilo (OH").
. 2+ + . .,
Los metales de transicion como el Fe~ o el Cu , catalizan la formacion del

radical hidroxilo del peroxido de hidrégeno en la reaccion de Fenton (Rodriguez

y Col., 2001).

Hydrogen
peroxide

Fe?*
Fa*

Hydroxyt Hydroxyl
radical ion

Figura N° 2. Reaccién de Fenton (Rodriguez y Col., 2001).
Las ROS se estan formando continuamente en la célula; aproximadamente,
entre el 13 y el 15 % del oxigeno que consumimos se convierte en radicales

libres de oxigeno.
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Radiacién lonizante. Rompe el H,O en OH"+ H (Veldzquez y Col., 2004).
H,0

lonizing
radiation

5~0H'£ + He

Hydroxyl Hydrogen
radical atom

Figura N° 3. Produccién de radicales libres mediante radiacién ionizante
(Rodriguez y Col., 2001).

2.3.2.2 Reacciones de los radicales de oxigeno con componentes celulares
Atague a la membrana: formacion de lipidos y radicales peréxido lipidicos. La
cadena de reacciones se propaga cuando el Oz se une al proceso, originando
peréxidos lipidicos (Guisado y Col., 2007).

Proteinas y péptidos: La Arginina, Cisteina y Metionina, son particularmente
susceptibles al ataque del radical HO" y al dafio oxidativo (Guisado y Col., 2007).
DNA: Las ROS son la fuente principal del dafo al DNA, generando Oxi-guanina.

(Guisado y Col., 2007).

,_.a-v--—-‘.,.,_"

//"“‘""”
Frotern enzvmeﬁ

damage
o anchl
damage
semtveos / C'%
demags w%gsﬁ o5 !
| fos
.ION' HLO ‘Z., (;
o \ m v chnmng

daregy W Tm A

% l '\7 o
“f.,. "

Figura N° 4. Dafo celular provocado por los radicales libres (Boveris y Col,

2000).

El superoxido y el radical hidroxilo inician la peroxidacion de lipidos en las

membrana, celular, mitocondrial, nuclear y del reticulo endoplasmatico. El

aumento de la permeabilidad celular provoca una entrada de calcio, que causa

un dano mitocondrial adicional. Los grupos sulfhidrilo de la cisteina y otros

12



residuos de aminoacidos de las proteinas se oxidan y degradan. EI DNA nuclear
y el mitocondrial pueden oxidarse, produciéndose roturas en sus cadenas y otros
tipos de dafio (Boveris y Col., 2000).

2.3.2.3 Las especies reactivas de nitrégeno (ERN o RNOS)

Incluyen al éxido nitrico (NO) y a los radicales peroxinitrito (ONOOQ-) entre las
mas importantes, y que participan en diferentes procesos bioldégicos, como en el
funcionamiento de los tejidos vasculares (Halliwell, 1995).

El 6xido nitrico (NO) es un radical libre que contiene oxigeno y, como en el caso

del Oz, es tan necesario como tdxico, tiene un electrén unico y debido a ello se
o +
une a otros compuestos con electrones unicos, como €l Fe3 , a altas

concentraciones, se combina con el O, o con el superdxido para formar especies
quimicas reactivas y toxicas que contienen oxigeno y nitrégeno (RNOS)
(Boveris, 2005).

A concentraciones muy altas el NO se combina con el O, para formar
peroxinitrito (ONOO-), o con el O, para formar Ny0s.

Oxido Nitrico Sintasa (NOS): Presenta 3 isoenzimas:

nNOS: neuronal: regulada por Caz2*

eNOS: endotelial: regulada por Caz"

iNOS: inducible: regulada por transcripcion del gen.

El N,0s3., nitrosila grupos sulfhidrilos o similares.

Peroxinitrito (ONOO-), es un fuerte oxidante de lipidos; nitra anillos aromaticos
(nitroﬁrosina o nitroguanosina) (Boveris, 2005).

2.3.2.3.1 Toxicidad de las especies reactivas de nitrogeno RNOS

Son agentes nitrantes y nitrosilantes, peroxidan [os lipidos mitocondriales,

rompen el DNA de doble cadena y modifican las bases del DNA (Boveris, 2005).
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2.4 Antioxidantes

Los antioxidantes son un grupo de moléculas reconocidas por su capacidad para

neutralizar los radicales libres, estas sustancias han surgido como una

alternativa para combatir las deficiencias asociadas al estrés oxidativo, actuando
algunos a nivel intracelular y otros en la membrana de las células o extracelular

(Lopez y Echevarri, 2007).

Un antioxidante puede ser definido como una sustancia, que al estar presente,

retarde o inhiba significativamente la oxidacion de los radicales libres (Gramza y

Korczak, 20095).

2.4.1 Clasificacién de los antioxidantes

Las sustancias antioxidantes se han clasificado en dos principales sistemas:

2.4.1.1 Antioxidantes endégenos. Que son sintetizados por las células, las

cuales pueden clasificarse en enzimaticos y no enzimaticos (Rodriguez y Col,,

2001).

Dentro de los antioxidantes enzimaticos podemos encontrar:

o Glutation peroxidasa (GP). Es una enzima selenio dependiente que convierte
el peroxido de hidrégeno y los peroxidos lipidicos en agua, que utiliza como
agente reductor al glutation reducido. Existen al menos 3 formas de GP
seleno dependientes que difieren en su ubicacién y en su especificidad de
sustrato: una forma intracelular o celular, una extracelular o plasmatica y otra
con actividad especifica para los fosfolipoperéxidos que, por lo general, esta
asociada a la membrana celular (Rodriguez y Col., 2001).

o Catalasa. Esta enzima estd presente en los peroxisomas, cataliza la
conversion de peroxido de hidrégeno en oxigeno y agua.

H,O, + Hzo —> 2H20 + 0O,
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e Superoxido dismutasa. Metaloenzima intracelular o extracelular responsable
de remover los radicales superoxidos para dar oxigeno molecular y peroxido
de hidrégeno. Necesita la presencia de zinc, cobre, magnesio, fierro,
manganeso, dependiendo de la isoenzima.

o Glutation. Poderoso antioxidante que protege contra los efectos daninos de
metales pesados, tabaco y alcohol. Limita la actividad de los radicales libres
peréxido anidnico, peroxido de hidrégeno, oxigeno singlete, y proteinas
oxidadas (Rodriguez y Col., 2001).

Dentro de los antioxidantes no enzimaticos podemos encontrar:

s Melatonina. Es una antioxidante potente que altera la actividad de la enzima
superoxido dismutasa, glutation peroxidasa, y glutation reductasa e inhiben la
actividad de la sintasa de oOxido nitrico. Es capaz de neutralizar el radical
hidroxilo, radical peroxido, oxigeno singlete y proteinas oxidadas.

e Estrogenos. Neutralizan radicales libres lipofilicos, disminuyendo Ila
peroxidacion lipidica de las membranas celulares.

 Acido Urico, albumina. capturan los radicales libres evitando la reaccion en
cadena (Rodriguez y Col., 2001).

2.4.1.2 Antioxidantes exégenos. Especialmente uti cuando el sistema

endogeno se satura. Esta determinado por una serie de compuestos llamados

depuradores de radicales libres; los cuales intervienen logrando retrasar la
produccién de los radicales libres. Dentro de estos podemos encontrar los
compuestos fendlicos, la vitamina E, la vitamina C y los carotenoides (Zamorra,

2007).

A lo largo de los afos un gran numero de estudios han sugerido que el consumo

de frutas, verduras, granos, hierbas y otros alimentos pueden reducir el riesgo de



enfermedades cardiovasculares y de cancer, potenciamente atribuidos a los
compuestos fendlicos (Proteggente y Col., 2003), los cuales ademas muestran
otras actividades bioldgicas como antibacteriales, anti- cancerigenas,
antiinflamatorias y antivirales, antialérgicas (Autoi y Col, 2005). Los
antioxidantes fendlicos en hierbas son principalmente compuestos de acidos
fendlicos, flavonoides y catequinas (Shahidi, 2004). Algunos compuestos
fendlicos contenidos en las plantas tienen la capacidad de quitar la peroxidacion
lipidica, prevenir dafio oxidativo al ADN y atrapar las ERO, tales como
superdxido, peroxido de hidrogeno y radicales hidroxilo (Rodriguez y Col., 2001).
2.5 Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos o polifenoles constituyen un grupo considerable de
compuestos que pueden definirse, de una forma concisa y desde el punto de
vista quimico como compuestos organicos presentes en la naturaleza que
poseen, al menos, un anillo aromatico, con uno o mas grupos hidroxilo unidos a
él (esos grupos funcionales pueden ser sustituidos por ésteres, metil-éster,
glicosidos, etc.), aungue una definicibn mas precisa se basa en su origen
metabodlico como aquellas sustancias derivadas del metabolismo de la ruta del

shikimico y de los fenilpropanoide (Villar del Fresno, 1999).

o . .. I
i mi
4 H Via del acido shikimico » %m B SNt e sisde proteinas
v MM

Fenilalanina

Fenilalanina amonio liasa

Acetil-CoA \ 4

Q—\W Acido cindmico
Ho_g/—/\FCH:CMOOH <4+—H0 Q -(H=CH--COOH j/ G — G unidad de
— i Flavonas, etc
Acido ferulico
CHO

Acidocafeico

Figura N° 5. Origen metabdlico de los acidos fendlicos (Villar del Fresno, 1999) y

(Murioz y Col., 2007).
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Los compuestos polifendlicos estan ampliamente distribuidos en el reino vegetal,
principamente en forma de subproductos generados por el metabolismo,
apareciendo como metabolitos secundarios en todas las plantas.

Estos compuestos pueden acumularse como productos finales de dos rutas
bioquimicas distintas: la ruta del shikimico, o la ruta del acetato.

La naturaleza quimica de los compuestos polifendlicos es muy heterogénea y
engloba un amplio surtido de disposiciones estructurales de familias de
polifenoles que pueden englobar desde estructuras libres a conjugadas
(estructuras polifendlicas unidas a otras sustancias de distinta naturaleza). Asi,
los flavonoides son compuestos polifendlicos que reflejan un gran ndmero de
estos disefios estructurales. Los acidos hidroxicinamicos también constituyen un
ejemplo representativo de estructuras que estan asociadas con otras sustancias,
no necesariamente polifenoles, en la naturaleza (Mufioz y Col., 2007).

2.5.1 Clasificacion de los acidos fendlicos

2.5.1.2 Derivados del acido hidroxibenzoico

Se encuentra ampliamente distribuidos en el reino vegetal, pudiéndose encontrar
libres o combinados en forma de heterésidos o ésteres. Alguno de ellos, como el
acido galico, juegan un importante papel en la constitucion de los taninos
hidrolizables, también pueden encontrarse los aldehidos, derivados metoxilados

y algunos alcoholes (Villar del Fresno, 1999).

R, R, R,
H H  dcido p-hidroxibeazoico
) OH H  4cido protocatitico
Ho COoK OCH, H  4cido vanillico
: OH OH 4cido ghlico
R; OCH, OCH, 4cido siringico

Figura N° 6. Estructura quimica del acido hidroxibenzoico (Vilar del Fresno,

1999).
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2.5.1.1 Acidos hidroxicinamicos

Constituyen el grupo mas ampliamente distribuido de los compuestos también
conocidos como fenilpropanoides. Entre ellos hay cuatro estructuras basicas que
existen en su estado natural libre y se corresponden con los acidos cumérico,
cafeico, ferulico y sinapinico. Al igual que ofros compuestos polifendlicos, la
mayoria de estas estructuras se encuentran en el reino vegetal quimicamente
asociados a otros tipos de compuestos. Un ejemplo claro de importancia
universal lo constituye la esterificacion del acido cafeico con el acido quinico
para formar una estructura ampliamente distribuida en comestibles, conocido
como acido clorogénico (Castaneda y Col., 2008).

Muchas funciones biolégicas estan intimamente relacionadas con la presencia
de estos compuestos en las plantas y comprenden propiedades antibidticas y
relacionadas con la inhibicién del crecimiento y germinacion (Villar del Fresno,

1999).

Sustituyentes

. -
Acido cinamico oH cs c4 s
H

OH M P ~CUTHTICO
OH OH H cafeico
OCH:  OH H ferislico
OCH3 OH OCH3  sinapinico

Figura N° 7. Estructura quimica del 4cido hidroxicinamico (Villar del Fresno,
1999).

2.5.2 Mecanismo antioxidante de los acidos fendlicos

El comportamiento antioxidante de los compuestos fendlicos parece estar

relacionado con su capacidad para quelar metales, inhibir la lipoxigenasa y
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captar radicales libres, aunque en ocasiones también pueden promover
reacciones de oxidacion in vitro.

La captacién de radicales libres, depende de la estructura quimica de la
molécula, ya que, el principal determinante es el numero y la localizacion de los
grupos hidroxilo donadores de electrones. Al ceder un electrén al radical libre, la
molecula se queda con un electron desapareado, que se estabiliza gracias a la

deslocalizacién de los dobles enlaces (Siquet y Paiva, 2006).

OH 5 OI Q
. LOOH
LOO
©-%© ‘“”@ —‘.—-’b @

Figura N° 8. Mecanismo antioxidante de los compuestos fenolicos (Siquet y
Paiva, 2006).
Los compuestos fendlicos actuan como prooxidantes quelando metales, de
manera que mantienen o incrementan su actividad catalitica o bien reduciendo
metales, incrementando asi su capacidad para formar radicales libres de los

peroxidos (Decker, 1997).
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. MATERIALES Y METODOS
3.1 Lugar de ejecucion

El presente trabajo de investigacibn se desarrolld en el Laboratorio de
Farmacognosia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional
de San Cristébal de Huamanga y en el Laboratorio de Control de Calidad del!
Instituto Quimioterapico (IQF ARMA) de la Ciudad de Lima, durante los meses de

mayo a octubre del 2012.
3.2 Definicidén de la poblacién y muestra

Poblacién. Hojas de la especie de Satureja brevicalix Epling “wayra muia”;
colectadas en el distrito de Quinua del departamento de Ayacucho, durante los
meses de marzo y abril en estado de floracion. Se colectaron las hojas en buen

estado de conservacion:

Muestra. La muestra estuvo constituida por un kilogramo de hojas de Safureja
brevicalix Epling “wayra mufia”. Una parte fue utilizada para la identificacion
botanica por la Biga, Laura Aucasime del Herbanium Huamangensis de la

Facultad de Ciencias Bioldgicas.



3.3 Disefio metodolégico

3.3.1 Recoleccién de muestra

Se procedid a recolectar las hojas frescas de Satureja brevicalix Epling ‘wayra
mufa” del distrito de Quinua en horas de la mafana. Luego se escogié las hojas
no danadas ni maltratadas, se distribuyé en una habitacién ventilada sobre papel
peribdico para su secado, aproximadamente por una semana hasta la
eliminacién de la humedad, siendo seguidamente pulverizadas en un mortero de
porcelana hasta obtener un polvo seco de color verde oscuro, almacenandose
en frascos limpios y secos para la extraccién de los &cidos fenolicos y las
pruebas bioldgicas correspondientes (Anexo N° 3).

3.3.2. Técnicas de extraccion de acidos fendlicos

Para el aislamiento de acidos fendlicos se utiizd 500 g de muestra seca y
molida, primero se hizo una extraccién hidroalcoholica con tres litros de etanol al
80%, realizando una doble extraccién (se macerd en frascos de color ambar por
un periodo de una semana, durante el proceso se agité el frasco periédicamente
para que el alcohol se distribuya homogéneamente en la muestra, seguidamente
se procedid a la filtracién, y se afadié nuevamente tres litros de etanol al 80% y
se macerd por una semana, y se filtré; reuniéndose los filtrados (obteniendo la
solucion hidroalcohdlica total), seguidamente se procedié a la evaporacion a
sequedad en un evaporador rotatorio BUCHI 3000 (Anexo N° 5). El extracto seco
fue resuspendido en agua destilada, desengrasando con éter de petroleo
utiizando un embudo de separacién, sucesivamente se realizo una extraccion
liquido-liquido con cloroformo, acetato de etilo y metanol (Anexo N° 6). Los
acidos fendlicos se concentran en la fraccién de acetato de etilo y la fraccion

metandlica, los mismos que fueron evidenciados con la prueba de cloruro férrico
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(Miranda y Cuellar, 2000) (Anexo N° 7).

3.3.3. Aislamiento de los acidos fenélicos

Se utilizaron técnicas cromatograficas realizdndose una cromatografia en
columna flash y como diluyente una mezcla de cloroformo y metanol en las
proporciones de 10:0 (fraccidén 1); 9:1 (fraccidn 2);, 8:2 (fraccion 3); 7:3 (fraccion
4), 6:4 (fraccion 5), 5:5 (fraccion 6); 4:6 (fraccion 7), 3.7 (fraccidn 8); 2:8 (fracciéon
9); 1:9 (fraccion 10), 0:10 (fraccién 11) respectivamente (Anexo N° 8).

Las fracciones que contienen acidos fendlicos fueron evidenciadas mediante las
pruebas de cloruro férrico al 5% y amoniaco al 25%, demostrandose su
presencia en las fracciones 1; 2; 3; 4; 5; 6 (Anexos N° 14 y 15).

Cromatografia en Capa Fina (CCF)

Con las fracciohes obtenidas se realiz6 la siembra teniendo como sistema
cromatografico (Anexos N° 9y 10).

Sistema cromatografico

Fase estacionaria: Placa cromatografica 20 x 20 conteniendo Silicagel G 254
(Merck)

Fase Movil: Butanol: Acido acético: agua (4:1:5)

Volumen de inyeccion: 20 uL

Revelador: Luz Ultravioleta, amoniaco, cloruro férrico.

Con la fraccién de acetato de etilo y las fracciones 1 y 4 que evidenciaron
diferentes tipos de acidos fendlicos se realizé6 una cromatografia en capa fina en
una placa cromatografica de 20 x 20 conteniendo Silicagel G 254 (Merck) y como
sistema de solvente Butanol. acido acético: agua (4:1:5). La siembra se realiz6
en banda con el proposito de aislar los acidos fendlicos, siendo localizados con

la ayuda de la luz ultravioleta. Cada una de las bandas fue recuperada, disuelta
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en metanol y filtrada; obteniéndose 02 bandas de la fraccion de acetato de etilo
denominadas fraccién aislada 1 y fraccién aislada 2 y 02 bandas de las
fracciones 1 y 2 denominadas fraccion aislada 1 y fraccion aislada 3 (Anexos N°
13 y 16) (Aguilar 2010).

3.4 Pruebas espectrales

Las 3 bandas obtenidas en el procedimiento anterior y los estandares de acidos
fendlicos (acido cafeico, acido clorogénico y acido fertlico) fueron leidas en un
Espectrofotémetro AGILENT CARY 60 UV-VIS, teniendo como sistema
Espectrofométrico.

Celda: Cuarzo de un cm

Longitud de onda: 200 nm a 500 nm

Blanco: Metanol

Registrandose los maximos picos de absorcion de las tres bandas, para su
interpretacion se utilizdé los maximos picos de absorcién de los estandares y el
reporte de (Bandoniene y Col,, 2005).

Asimismo, se realiz6 la lectura en un espectrofotdmetro FT-R de alta resolucion
AGILENT CARY 660, reportandose los resultados en transmitancias vs cm™
(Anexo N° 17).

3.5 Pruebas cromatograficas

3.51 Cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC)

Segun la metodologia de Zavaleta y Col. (2005) para el analisis por
cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC), las muestra utilizadas fueron, el
extracto total, la fraccién de acetato de etilo y las fracciones aisladas 1, fracciéon
aislada 2, fraccion aislada 3 y los estandares de acidos fendlicos, para esto, se

inyecté una muestra de la mezcla de tres compuestos acido clorogénico, acido
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cafeico, acido ferulico). Y una inyeccién de cada uno de las fracciones.

Teniendo como sistema cromatografico:

Equipo: HPLC, Merck Hitachi - Lachrom Elite (Anexo N° 18)

Columna: PurospherStar RP-18e 25 cm x 4,6 mm de 5 ym

Longitud de onda: 260 nm y 370 nm

Volumen de inyeccién: 5 pL

Temperatura: Ambiente y 40 °C

Fase movil. Canal A (Agua a pH 2,5 con &cido ortofosférico) y Canal B
(acetonitrilo).

Y el programa de gradiente como sigue:

Programa de gradiente

Tiempo (min) % canal A %CanalB Flujo (mL/ min)
0,0 100 0 1,0
3,0 80 20 1,0
230 60 40 1,0
28,0 100 0 1,0
30 100 0 1,0

Se registraron los cromatogramas e identificaron los picos por comparacion con
los cromatogramas de los estandares segun tiempos de retencion (Anexos N° 31
al 42).

3.6 Determinacién de la actividad antioxidante

3.6.1 Actividad secuestradora del radical 2,2-difenil-1-picrilhidracil
Fundamento

Segun el método de Castaneda y Col. (2008) para determinar la capacidad

antioxidante, es aquel que emplea al radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracil), el
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cual por su estabilidad, es destruido solamente por antioxidantes, de tal manera
que el mejor compuesto destructor del DPPH sera el mejor antioxidante.

La técnica empleando el DPPH que tiene un electron desapareado y es de color
azul-violeta, se basa en la desaparicion de dicho color hacia el amarillo palido
por la reaccion de la sustancia antioxidante, pudiendo cuantificarse la reaccion
espectrofotométricamente a 515 nm por diferencia de absorbancias, con lo que

se determina el porcentaje de inhibicion del radical DPPH.

o0 Qg

. NH
O,N NO, + XOH > ON No, +  XO
(Antioxidante)
NO, NO,
2,2-difenil-1-picrilhidracil (DPPH) 2,2-difenil-1-picrilhidrazina (DPPH-H)
(azulvioleta) (Amarillo)

Figura N° 6. Reaccion quimica del radical libre DPPH (Sakakibara y Col., 2003).

El radical libre DPPH sustrae un atomo de hidrogeno proveniente de un donador

(Antioxidante), producto de este cambio se desarrolla un cambio de color, de

azul-violeta a amarillo, al disminuir la concentracion del radical libre DPPH

(Sakakibara y Col., 2003).

Procedimiento

Para el ensayo se utilizé lo siguiente:

e Una solucién metandlica de DPPH de 20 pg/mL.

¢ Una solucion metandlica de la fraccion de acetato de etilo de 300 pg/mL (sol.
A).

¢ Un blanco con metanol. agua (2:1) para ajustar el espectrofotébmetro a cero.
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Un blanco de muestra con 0,75 mL de muestra (sol. A) y 1,5 ml de metanol.
Un patrén de referencia (estandar) con 1,5 mL de DPPH y 0,75 mL de agua
destilada.

La muestra con 0,75 mL de solucién A y 1,5 mL de DPPH obteniéndose una
concentraciéon final de 100 ug/mL, dejar a temperatura ambiente por cinco
minutos y leer a 515 nm en el espectrofotémetro.

Diluir la solucién A (2) con metanol en una proporclén de 1:2 (sol. B) para
.obtener una concentracién final de 50 ug/mL y luego en una proporcién de
1:10 (sol. C) para obtener una concentracién final de 10 ug/mL.

Con las soluciones B y C se procede igual que en el caso anterior.

Se siguié el mismo procedimiento para determinar la actividad secuestradora
de la vitamina C (Merck) y del acido fendlico estandar acido clorogénico
(Sigma Aldrich), acido cafeico (Merck) y acido ferullco (Merck).

Calculos:

Al-(A,-A
Al

)
% Actividad antioxidan te = 37 %100

Dénde:
A;: Absorbancia del patrén de referencia
A, Absorbancia de la muestra
A4 Absorbancia del blanco de la muestra.

3.7 Analisis de datos

Los datos seran organizados en cuadros y una matriz para calcular la media y la

desviacion estandar, asimismo, seran graflcados en forma de histogramas. La

significancia estadistica sera determinada mediante el andlisis de varianza

multiple.
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IV. RESULTADOS



TABLA N° 1. Caracteristicas quimicas del extracto hidroalcohdlico de las hojas

de Satureja brevicalix Epling “wayra muna”. Ayacucho, 2012

Fluorescencia al ultravioleta
Metabollt?s (366 nm)
Secundarios| Reaccion | Resultado | Observacion
Sin NH; | Con NH; | Con FeCl;
Acidos Cloruro Verde Verde
+4++
fenolicos férrico Azulado Azul | celeste | azulado
Flavonoides | Shinoda +++ Rojo Marron { Marron rojo
L Ninguna
Taninos | Precipitacion - o - - -
precipitacion

Leyenda:
4+ Abundante
++ Moderado
+ Leve

- Ausente
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TABLA N° 2. Caracteristicas quimicas del fraccionamiento de acidos fendlicos

de las hojas de Satureja brevicalix Epling “wayra mufia”. Ayacucho, 2012

Fluorescencia al ultravioleta
Fracciones Prue.ma de Prueba de (366 nm)
Shinoda FeCl;1%
Sin NH; Con NH3
F1 +++ +++ Azul Celeste
F2 +++ +++ Azul Celeste
F3 +++ +++ Azul Celeste
F4 +++ +++ Azul Celeste
F5 +H +++ Azul Celeste
Fé + ++ Azul Celeste
F7 + ++ Azul Celeste
’ F8 + - Azul Celeste

F9 + - Azul Celeste
F10 - - Azul Celeste
F11 - - Azul Celeste

Leyenda:

e+ Abundante

++ Moderado

+ Leve

- Ausente
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TABLA N° 3. Caracteristicas cromatograficas de las fracciones de acidos

fendlicos de las hojas de Satureja brevicalix Epling “wayra muna”. Ayacucho,

2012
Fluorescencia al ultravioleta
Fracciones Re NH; FeCls (366 nm)
NH; Sin NH;
Fraccién de 0,854 | Amarillo limén | Verde azulado |Celeste Azulino
Acetato de Etilo | g 759 | Amarillo limon | Verde azulado | Celeste Azul
Fraccion 0,759 | Amarillo limén | Verde azulado | Celeste Azul
metanclica 0,506 | Amarillo limén | Verde azulado | Celeste| Celeste fluorescente
F1 0,506 | Amarillo limén | Verde azulado | Celeste|Celeste fluorescente
F3 0,506 | Amarillo limén | Verde azulado | Celeste|Celeste fluorescente
F4 0,508 | Amarillo limén | Verde azulado |CelesteCeleste fluorescente
F5 0,506 | Amarillo limén | Verde azulado | Celeste|Celeste fluorescente
F6 0,506 | Amarillo limén | Verde azulado | Celeste {Celeste fluorescente
F7 0,759 | Amarillo limén { Verde azulado | Celeste Azul
F8 0,759 | Amarillo limdn | Verde azulado |Celeste Azul
Fo 0,759 | Amarillo limén | Verde azulado | Celeste Azul
F10 0,759 | Amarillo limén |Verde azulado |Celeste Azul
F11 0,759 | Amarillo limén |Verde azulado |Celeste Azul
F12 0,759 | Amarillo limén |Verde azulado |Celeste Azul
Acido Clorogénico| 0,505 | Amarillo limén |Verde azulado |Celeste| Celeste fluorescente
Acido Ferulico | 0,854 | Amarillo limén |Verde azulado |Celeste Azulino
Acido Caféico | 0,807 | Amarillo limén |Verde azulado |Celeste Azul
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TABLA N°

4. Caracteristicas espectrales ultravioleta e

infrarrojo  del

fraccionamiento de acidos fendlicos de las hojas de Satureja brevicalix “wayra

muna”. Ayacucho, 2012

Fracciones

Sub-fracciones

Datos Espectrales

Ultravioleta (nm)

Infrarrojo (cm™)

Acetato de
etilo

Fraccién Aislado 1

328,5 ;2905 ; 206

3427,
2360,
1433,
1114,
801

3222, 2968, 2838, 2558,
2163, 1641, 1597, 1513,
1376, 1272, 1201, 1176,

1032, 970, 935, 905, 848,

Fraccion Aislado 2

322,297,235,219

3426,
1592,
1323,

2832, 2360,
1512, 1462,
1266, 1200,

1686,
1429,
1163,

1660,
1377,
1111,

1029,942, 849,801, 751

Fily4

Fraccion Aislado 1

328,5 ;290,5 ; 206

3427,
2360,
1433,
1114,
801

3222,
2163,
1376,
1032,

2068, 2838, 2558,
1641, 1597, 1513,
1272, 1201, 1178,
970, 935, 905, 849,

Fraccion Aislado 3

325,290,205

3312,
1637,
1249,

2160, 2031, 1977, 1684,
1600, 1516, 1441, 1284,
1181, 1111, 1086, 1034, 970,

907,817, 739
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TABLA Ne° 5. Caracteristicas por cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC)

de las fracciones de acidos fendlicos de las hojas de Satureja brevicalix Epling

“wayra muna”’. Ayacucho, 2012

Tiempo de Retencién

Fracciones Acidos Fenélicos (min)
260nm 370nm
Acido Clorogénico 9,265 9,288
Acido Caféico 10,375 10,370
Exftracto Total
Acido Ferdlico 13,858 13,913
Acido Rosmarinico 15,775 15,802
Acido Caféico 10,598 -
Fraccion de Acetato de .
Acido Fertlico 14,112 13,918
Etilo
Acido Rosmarinico 16,010 15,805
Fraccién Aislado 1 Acido Rosmarinico 15,955 15,783
Fraccion Aislado 2 Acido Ferdlico 13,780 13,808
Fraccién Aislado 3 Acido Clorogénico 9,102 9,123
Estandar - 1 Acido Clorogénico 9,412 9,145
Esténdar - 2 Acido Caféico 10,665 10,392
Estandar- 3 Acido Ferdlico 14,117 13,827
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GRAFICO N° 1. Porcentaje de captaciéon del radical libore DPPH por parte de los
acidos fenodlicos aislados de las hojas de Satureja brevicalix “wayra mufa” segun

vitamina C y los estandares de acido. Ayacucho, 2012
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V. DISCUSION

Para lograr el objetivo de aislar los acidos fendlicos, se procedié a realizar
diferentes extracciones liquido — liquido del extracto etandlico: la primera, que
consistio en una extraccion con éter de petroleo con la finalidad de eliminar las
grasas y la clorofila, la segunda extraccién con cloroformo para la eliminacion de
terpenos y sesquiterpenos contenidos en el extracto vegetal, la tercera con
acetato de etilo, para extraer compuestos fendlicos (flavonoides y &cidos
fendlicos); la cuarta extracciéon se realizd con metanol para la separacion de
acidos fendlicos (compuestos quimicos de interés), quedando como residuo la
fase acuosa (Aguilar, 2010).

La utilizacion de la cromatografia en columna para la separacion de los
flavonoides es un procedimiento descrito por Lock de Ugaz (1994), utilizando la
mezcla de cloroformo, un solvente medianamente polar y el metanol, un solvente
altamente polar. Las proporciones utiizadas permiten separar a los acidos
fenolicos de otros compuestos, principalmente los flavonoides que también son
solubles en acetato de etilo y metanol. Las 11 fracciones obtenidas fueron
diferenciadas por las prueba de cloruro férrico al 5%, que produce un color verde

azulado caracteristico de los acidos fendlicos y la coloracién amarilla con el



amoniaco. Se realizaron pruebas adicionales con el ensayo de Shinoda, para
detectar la presencia de flavonoides, la capacidad reductora con el radical libre
DPPH vy el color de la fluorescencia a la luz ultravioleta (Anexos N° 11, 12, 14 y
15).

De la Tabla N° 1 y los Anexos N° 11 y 12, se presenta las caracteristicas
quimicas del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Satureja brevicalix Epling
‘wayra muna”, donde se observa la presencia de acidos fenodlicos, flavonoides,
descartando la presencia de taninos, donde los compuestos fendlicos dan una
coloracion verde azulado, con cloruro férrico 5%, a luz ultravioleta dan una
coloracion azul y en presencia de amoniaco una coloracion celeste fluorescente,
mientras que los flavonoides van de una coloracion roja a rosada, con la
reaccién de Shinoda, y a la luz ultravioleta dan una coloracién amarrilla a
marroén.

De la Tabla N° 2 y los Anexos N° 14 y 15, se deduce que las fracciones 1, 2, 3,
4, 5 contienen é&cidos fendlicos de manera abundante y en las fracciones 6y 7
hay presencia de compuestos fenolicos de forma moderada, mientras que en las
fracciones 8, 9, 10, 11 no hay presencia de compuestos fendlicos.

Con las fracciones de acetato de etilo y-con las fracciones 1 al 11 se procedi6 a
determinar las diferencias y semejanzas entre ellas a ftravés de una
cromatografia en capa fina, utilizandose como patron de referencia a los acidos
fendlicos (acido clorogénico, acido cafeico y acido ferdlico) y como revelador luz
ultravioleta. Observéndosé en la Tabla N° 3 y los Anexos N° 12 y 16 el
comportamiento de cada una de las fracciones. En la fraccion de Acetato de etilo
(Anexo N° 13), se observa dos manchas de color azul fluorescentes, la primera

en la parte superior con un Rr de 0,854 semejante al del estandar acido ferdlico
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que presenta un Rg de 0,854 y la segunda con un Re de 0,759, identificando 2
componentes diferentes de acidos fendlicos. En las fracciones 1 al 6 se observa
una mancha de color azul fluorescente con un Re de 0,505 semejante al del
estandar acido clorogénico que presenta un R de 0,505. Y en las fracciones 7 al
11 se pueden observar dos manchas de color azul fluorescentes, la primera en la
parte superior con un Re de 0,759 y la segunda con un Rr de 0,505. Afirmando
que existe 3 acidos fendlicos diferentes (Anexo N° 16).

El analisis de las fracciones aislada se realizd por espectrofotometria UV-VIS
(Tabla N° 4), logrando separar tres componentes: La primera (fraccion aislada 1)
con una fluorescencia azul que corresponde al R de 0,759, mostrando
absorbancias maximas al ultravioleta a 328, 290, 206 nm (Anexo N° 21), la
segunda (fraccion aislado 2) con una fluorescencia de color azul que
corresponde al Rg de 0,854 mostrando absorbancias maximas a 322, 297, 235,
219 nm (Anexo N° 22), semejantes al del estandar acido ferulico (322, 297, 235,
219 nm) y la tercera (fraccién aislado 3) con una fluorescencia azul que
corresponde al Re de 0,505 mostrando absorbancias maximas de 325, 290, 205
nm (Anexo N° 23). Asimismo, las pruebas del infrarrojo sefalan picos maximos
(Tabla N° 4) para cada una de las fracciones aislados, en el que se demuestran
presencia de un grupo fendlico, funcion acido, enlace éster y grupo funcional
carboxilico. Con estos datos se puede asumir que el compuesto de la fraccion
aislado 1 corresponde al acido rosmarinico (Bandoniene y col, 2005), siendo
este el mas importante ya que se encuentra en mayor proporcion (como es
demostrado por la mancha celeste intensa cuando es revelado con cloruro
férrico al 5% en presencia de luz ultravioleta), la fraccion aislado 2 corresponde

al 4cido ferdlico y la fraccién aislado 3 corresponde al acido clorogénico.
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Para el anélisis mediante cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) a 260 y
370 nm (Tabla N° 5), se utilizo el extracto total obteniendo; el acido clorogénico,
acido cafeico, acido ferulico con tiempos de retencion de 9,265, 10,375, 13,858
minutos respectivamente y 15775 minutos del componente mayoritario
asumiendo por los analisis anteriores como el acido rosmarinico (Anexos N° 31 y
32). Asimismo se realizaron corridas cromatograficas de la fraccion de acetato
de etilo obtenido la presencia de acido cafeico, acido ferulico, acido rosmarinico
con tiempos de retencion de 10,598 , 14,112 , 16,010 minutos respectivamente
(Anexos N° 33 y 34). La fraccion aislado 1 presenta un tiempo de retencion de
15,955 minutos correspondiente al acido rosmarinico (Anexos N° 37 y 38). La
fraccion aislado 2 y 3 muestran tiempos de retencidn semejantes a los
estandares acido ferulico y acido clorogénico (Anexos N° 39 al 42). Teniendo en
cuenta la presencia del acido cafeico en el extracto total, el cual no se pudo
realizar el aislamiento ya que la cantidad que se encuentra en el material vegetal
es minima, dificultando su separacion.

Con los cromatogramas obtenidos de los componentes a 370 nm y 260 nm se
pude asumir que la longitud de onda éptima para su lectura es la de 260 nm, ya
que a esta longitud de onda se puede observar cromatogramas con areas
superiores y significativos.

Asi mismo, en el Anexo N° 24 podemos observar que los acidos fendlicos
(clorogénico, cafeico y ferulico) no muestran diferencia significativa al espectro
ultravioleta-visible, por lo tanto para realizar una mejor diferenciacion de los
compuestos se utilizd la técnica de cromatografia liquida de alta eficiencia
(HPLC), (Anexos N° 35 y 36), en el que se pude observar la diferenciacion de los

tres componentes segun tiempos de retencién relativos.
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Kemertelidze y Col. (2004), realizaron el aislamiento de flavonoides y otros
compuestos fendlicos de las hojas de Satureja hortensis, reportando la presencia
de apigenina, luteolina, cinarosido, Iuteolin 7-B-D-glucoronido, luteolin 7-
rutinosido, &cido rosmarinico y &cido clorogénico. Los espectros ultravioleta
reportados para €l acido rosmarinico (A, = 287, 325) y &cido clorogénico ((Amm =
270, 336) son similares a los reportados en el presente trabajo, por tanto, se
asume que los acidos fendlicos aislados en el presente trabajo corresponden a
los acidos fendlicos rosmarinico y clorogenico respectivamente.

Bandoniene y Col. (2005), realizaron la determinacién de acido rosmarinico de la
salvia y hojas de borraja por cromatografia liquida de alta eficiencia y diferentes
métodos de deteccion. Reportando el espectro del acido rosmarinico a 330 y 290
nm, similar al obtenido en el presente trabajo.

Los acidos fendlicos aislados demostraron tener actividad antioxidante al captar
el radical libre DPPH tal como se muestra en el Grafico N° 1 y la Tabla N° 6. Las
concentraciones de 100 pg/mL, 50 pg/mL tuvieron una actividad antioxidante
superior al 90%, mientras que a 10 ug/mL tuvo una actividad de 60% vy la
vitamina C a las mismas concentraciones tuvo una actividad secuestradora del
radical libre DPPH ligeramente superior y el estandar &cido cafeico fue
ligeramente inferior a la vitamina C, seguido por el acido ferulico y el acido
clorogénico respectivamente. A las concentraciones de 100 pg/mL, 50 pg/mL los
acidos fenolicos aislados de las hojas de Safureja brevicalix no demuestran
diferencias estadisticas entre la actividad secuestradora de la vitamina C y los
acidos cafeico, ferulico y clorogénico. Pero si existe una diferencia en la
concentracion de 10 ug/mL (Anexo N° 19).

Por lo tanto, podemos afirmar que los acidos fendlicos aislados a 100 pg/mL y 50

39



ug/mL tienen una actividad secuestradora del radical libre DPPH semejante a la
vitamina C y a los esténdares acidos cafeico, ferulico y clorogénico.

Aguilar (2010), realizo la actividad antioxidante de los flavonoides aislados de las
hojas de Satureja brevicalix obteniendo resultados semejantes al trabajo
realizado a 100 ug/mL, 50 pg/mL, pero superior a la concentracion de 10 ug/mL
obteniendo un porcentaje mayor a 90%, atribuyendo esta actividad a los
flavonoides naringenina y apigenina.

Momtaz y Abdollahi (2010), en una revisién actualizada sobre las propiedades
farmacolégicas de varias especies del género Satureja refieren su alto contenido
de compuestos fendlicos y la demostracion de su actividad antioxidante. Pérez y
Gallardo (2010), evaluaron un extracto metandlico de las hojas de Satureja
macrostema sobre el DPPH, obteniendo como resultado una actividad
secuestradora de un 89,7% a 100 pg/mL menores al acido ascérbico (97%),
atribuyéndole esta actividad a los flavonoides del tipo flavona. Estos resultados

son ligeramente inferiores a los obtenidos en la presente investigacion.
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1.

VI. CONCLUSIONES
Los é&cidos fendlicos aislados de las hojas de Satureja brevicalix Epling
“wayra mufa”’ presentaron actividad antioxidante a las concentraciones de
100 pg/mL fue 96,40%, 50 ug/mL fue 94,80% y a 10 pg/mL fue 61,90%,
respectivamente (p<0,05).
Se logré aislar cuatro acidos fendlicos (acido cafeico, acido clorogénico,
acido ferdlico y el acido clorogénico), de las hojas de Satureja brevicalix
Epling “wayra mufa”.
Se identificO por espectroscopia ultravioleta, infrarrojo y cromatografia
liquida de alta eficiencia (HPLC) cuatro &cidos fendlicos, caracterizados
como el acido cafeico (Rr = 0,807), clorogénico (R = 0,505), ferdlico (Rg =
0,854) y rosmarinico (Rr = 0,759), con tiempos de retencién de 10,375
minutos, 9,265 minutos, 14,112 minutos, 16,010 minutos, respectivamente.
El mas importante fue el acido rosmarinico.
Los acidos rosmarinico, ferulico, clorogénico y cafeico presentaron actividad

antioxidante por la presencia en su estructura de grupos fendlicos libres.



VI. RECOMENDACIONES
Proseguir con el estudio de la actividad antioxidante de los acidos fendlicos
aislados de las hojas de Safureja brevicalix Epling “wayra muha”
cuantificando cada uno de los componentes por cromatografia liquida de
alta eficiencia (HPLC).
Realizar la forijIacién de los acidos fendlicos en presentaciones
farmacéuticas soélidas (capsulas, cremas) para su empleo como sustancia
antioxidante.
Validacion de la técnicas de aislamiento e identificacidn de los acidos
fendlicos aislados de las hojas de Satureja brevicalix Epling “wayra muna“.
Realizar estudios de toxicidad de las hojas de Safureja brevicalix Epling

“wayra muna”.
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IX. ANEXOS



ANEXO N1

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

CERTIFICA

Que, la Bach. en Famacia y Bioquimica, Srta. Lisbeth, LEON GOMEZ, ha
solicitado la identificacion de una muestra vegetal para trabajo de tesis.

Dicha muestra ha sido estudiada y determinada segin el Sistema de
Clasificacion de CRONQUIST. A. (1988), y es como sigue:

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA
CLASE : MAGNOLIOPSIDA
SUBCLASE : ASTERIDAE

ORDEN : LAMIALES

FAMILIA : LAMIACEAE

GENERO : Satureja

ESPECIE : Satureja brevicalix Epi.
Nombre vulgar. “inca mufa”, wayra mufia”

Se expide la certificacion correspondiente a solicitud de la interesada
para los fines que estime conveniente.

Ayacucho, 12 de Julio del 2012
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ANEXO N° 2. Esquema de la obtencién del Extracto etandlico de las hojas de
Satureja brevicalix Epling “wayra mufa”.

1 Kg de Hojas de SaturejabrevicalyxEpl. “wayra muna”.

Maceracion por 7 dias con 5
litros de EtOH 80%

y
Residuo o “marco”

Maceracién por 7 dias con 5
itros de EtOH 80%

A 2
Solucién hidroalcohdlica 1
Marco

v

Solucién hidroalcoholica 2

1+2

Soluciéon Hidroalcohodlica Total

Concentracion

v
Extracto Etandlico
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ANEXO N° 3. Esquema del fraccionamiento del extracto etandlico de las hojas

de Satureja brevicalix Epling “wayra mufia”.

Extracto Etandlico

|

Suspensién en H,O

destilada
*Prueba de Solubilidad Desengrasado con
*Marcha Fitoquimica Eter de Petréleo
Fraccion Etérea Fraccién
desengrasada

Extraccion con
Acetato de Etilo

Fraccion Metanélica ,
Fraccién

Acetato de Etilo
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ANEXO N° 4. Esquema de las pruebas fitoquimicas, cromatograficas y
biolégicas de la fraccidn de acetato de etilo de las hojas de Satureja brevicalix

Epling “wayra muna”.

Fraccion de acetato de etilo

y fraccién metandlica

Ensayos biolégicos
®*Ensayos fitoquimicos
Actividad Antioxidante
Shinoda

Amoniaco
FeC|3

*Ensayos cromatograficos
- Cromatografia en Capa
Fina
- Espectrofotometria
Ultravioleta e infrarrojo
- Cromatografia liquida de
alta eficiencia (HPLC)
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ANEXO N° 5. Concentracion del extracto hidroalcohdlico en rota vapor BUCHI-

R3000 de las hojas de Satureja brevicalix Epling “wayra muna”.

ANEXO N° 6. Extraccién Liquido-Liquido del extracto hidroalcohdlico de las

hojas de Satureja brevicalix Epling “wayra muia’.
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ANEXO N° 7. Reaccion de Shinoda a las fracciones de éter de petréleo (1),

cloroformo (ll) y acetato de etilo (lll) de Satureja brevicalix Epling “wayra muna.

ANEXO N° 8. Fracciones obtenidas de la cromatografia en columna flash.
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ANEXO N° 9. Sembrado en placa cromatografica de capa fina 20 x 20

conteniendo silicagel G 254 (Merck).

ANEXO N° 10. Desarrollo de la cromatografia de capa fina del extracto

hidroalcohdlico de las hojas de Satureja brevicalix Epling “wayra mufa”.
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ANEXO N° 11. Cromatografia en capa fina del extracto hidroalcohdlico de las

hojas de Satureja brevicalix Epling “wayra mufa”, reveladas con luz ultravioleta.

ANEXO N° 12. Cromatografia en capa fina del extracto hidroalcohdlico de las
hojas de Satureja brevicalix Epling “wayra muia“, reveladas con cloruo férrico al

5 % (1), amoniaco (ll) y luz ultravioleta (lil).
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ANEXO N\° 13. Cromatografia en capa fina del extracto hidroalcohdlico total (J),
fraccion de eter de petroleo (ll), fraccién cloroformica (lll), Fraccion de acetato de

etlio (IV), fraccion metandlica (V), fraccién acuosa (VI).

ANEXO N° 14. Reaccion de Shinoda.
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ANEXO N° 15. Reaccion con cloruro férrico al 5%.

ANEXO N° 16. Cromatografia en capa fina de las 12 fracciones que contienen

acidos fenodlicos reveladas a la luz ultravioleta.
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ANEXO N° 17. Equipo (espectrofotémetro FT-IR de alta resolucién Cary 660).

ANEXO N° 18. Programacion del cromatografo liquido de alta eficiencia (HPLC

— Merck Hitachi Lachrom Elite).
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ANEXO N° 19. Analisis de varianza del porcentaje de la Actividad

secuestradora del DPPH por parte de los acidos fendlicos aislados de las hojas

de Satureja brevicalix Epling “wayra mufia”.

ANOVA2P
Meétodo dnico
Suma de Media
cuadrados al cuadratica F Sig
Captacion del  Covariables Tratamientos 400.178 1 400178 10.506 003
DPPH(Y o) Efectos principales Concentracion | 2011.968 2 | 1005984 26.411 .000
Modelo 2412146 3 804.049 21.109 .000
Residual 1218.862 32 38.089
Total 3631.009 35 103.743

a. Captacion del DPPH(Ys) por Concentracion con Tratamientos

b. Todos los efectos introducidos simultaneamente
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ANEXO N° 20. Lecturas realizadas en el espectrofotdmetro Agilent cary 60 -
para determinar la Actividad secuestradora del DPPH por parte de los acidos

fendlicos aislados de las hojas de Satureja brevicalix Epling “wayra mufia”.

Lecturas a 515 nm
Absorbancia
muestras Concentracion
Blanco
(ug/mL) Lectura 1 Lectura 2 | Lectura 3
Absorbancia
DPPH 20 0.537 0.537 0.537 -
100 0,012 0,012 0,013
50 0,022 0,022 0,020
Vitamina C 0,000
10 0,027 0,028 0.028
100 0,018 0,016 0,017
i 0 0,032 0,03 0,0
Acido S ' 033 034
- 0,001
Clorogeénico 10 0,101 0,104 0,102
100 0,011 0,012 0,010
50 0,025 0,026 0,024
Acido Cafeico ' 0,002
10 0,038 0,036 0,035
100 0,010 0,011 0,010
50 0,031 0,032 0,031
Acido ferulico 0,001
10 0,085 0,082 0,081
100 0,024 0,025 0,024
.. 50 0,033 0,034 0,032
Acidos
o 0,005
fendlicos 10 0,211 ~ 0,208 0,210

62




ANEXO N° 21. Espectro ultravioleta de la fraccion aislado 1

OH
0] OH OH
20 0
~ 0
HO
1.5- OH " Acido rosmarinico
Nombre de muestra FRACCION- AISLADO 1
5 1,0 Hors Coleccin WOWA1214:23:28
Tabia Precn
Estin de Pico Picos
Umbesi Picos 0.0108
fanga A000nen 2 200.0nm
Long.deonta (om)  Abe
a5~ s ags
05 oss
2089 219
ool —
200 300 400 so0

ANEXO N° 22, Espectro ultravioleta de la fraccién aislado 2

18- : : 0
CH30. ™
3 OH
HO
Acido ferulico
104
» MNombhre de muestra FRACCION-AISLADO 2
2 Hora Coleccian JB201217:8021
Tabiz Picos
Eotio de Pico Piote
Unmidrat Pt 2,010
05 Rango 800.0n & 200.00mM
Long.deondagm)  Abs
2220 oM
2070 ase7
280 0820
28,0 0600
00+ ,
200 300 400 500
Long.de onda{nm)
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ANEXO N° 23. Espectro ultravioleta de la fraccion aislado 3

2,0
T
1,54 HO
" Acido
@
2 10- ::.mbndommtﬂ
T ablaPicos
0,5
00
200

HQ
CH

clorogénico

FRACCION-AISLADO 3
180007201214:2813

ANEXO N° 24. Espectro ultravioleta de los estandares de &cidos fendlicos acido

clorogénico (1), Acido cafeico (2), acido ferdlico (3)

A
.08

', 04
03
.2

01

nm

e 1dsp -&cido clorogénico
1 2dsp 4cido cafeico
o 34y acid0 ferubco




ANEXO N° 25. Espectro infrarrojo de la fraccion aislado

go- FRACCION AISLADO 1

80

70

% Transmitancia

ANEXO N° 26. Espectro infrarrojo de la fraccion aislado 2

—~FRACCION AISLADO 2

90,..

80—
w |
=
-g o)
é 80 CHgOU\/M\ OH
[
R HO

50 .

Acido ferdulico
40..

PUNE ST ST SNUR RO JRUN TN SURY WURI AT ST S T S S SN SR TN S RN S WY WY W R PR
3500 3000 2500 2000 1500 1000

Nomero ondas
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ANEXO N° 27. Espectro infrarrojo de la fraccion aislado 3

o | FRACCION AISLADO
i}

® 80' 'Y
-a r
c
£ 15
§ H
OH
‘5 70
° X No OH
65~ OH
HO
6o ,
Acido clorogenico
i 1 i 1 i. ‘ 3 '} J. ki l 1 i 1 1 l A A 1 5 ' 1 i i l 4. 1 3 i ! i A
3500 3000 2500 2000 1500 1000
Namero ondas

ANEXO N° 28, Espectro infrarrojo de la fraccion aislado 3

95
|_ACIDO FERULICO
90~ '

2656.928 0.000
8- 723 22208 /20229 8161
80 N 1978207 34484 | |13t 275 160.008
2163.013 24.739 :
) T8-3426:341 1068780 2361430 14508
< : : 337
g 0 3016291 30367 2511.595 89108 751802 123,
g o
65 2639538 76707
g |[1429695 486.844
e 60 |
2888487 11.716 R ' {11}203 153908
5 2085051 24368 - 1511884 77T, 801881 3863
1696964 83.656 1660381 18467451567 137, 849954 366004
45- 1502.354 267777 11266188 699241
e e b e Lo, 041,748 721560 . 1162904 322278
3500 3000 2500 2000 %500 1000 500
Nimero ondas
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ANEXO N° 29. Espectro infrarrojo del estandar acido clorogénico

g5F"ACIDO CLOROGENICO 161,841 44.362
2804.501 -2.960 1379.845 40,703
o0~ 346218 211153
‘ 2052062 5062 Il . seren oo
& 2560084 512073 7y LA :
a0l 2160878 395836 i 1441699 320.174
© 2031.609 2981 ‘ M kﬁ
T . L
8T 3312.914 894523 - '
[ 1637601 167806 739450 44366
£ 1600551 283473 f 907.405 102.717
R )
. 469
120a380 203304 1OOAE4T 90 | o70885 257742
8 1249310 2702 817197 378.043
5 181424 197001 - -~ — " V11016 Be.7g 1034608 178621
i 1086.401 134.272
PO W Y x;:a1¢11'1|-.|A|||l|‘||!l¢a1f|4
T 000 0 2000 1500 1000 500 0
Nimero ondas

ANEXO N° 30. Espectro infrarrojo del estandar acido cafeico

352,908 32.015

ACIDO CAFEICO
2036.025 8182 /
2694.624 22.531

232 1.335

Nuimero ondas

80 .
V2163273 23095 || . 989760 332082

751_ \ 2235.638 63.859
. . 2828353 8B507.2557950 721.511
g 3035728 B Rgr00 33,066
E 845560 : ;
5 65 ’ .- 736102 31
B 1525308 162.720 °
2 80 3216.895 606444

551

779010 133.

50" 1840.543 102070 848603 150,16

“ 1597.339 180.178 4B WIST3E | | oas s

40 1448711 1310197 - o _

1273.382 213928 ~ SIS ABT. M0

| ,..‘.....|,...,.._41..,..121?-547}55-9118..‘...
» 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
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ANEXO N° 31. Cromatograma resultante del extracto total de Satureja brevicalix

Epling “wayra mufia mediante un sistema de HPLC determinados a 260nm

LoU2 (0ffline) CC-UC-103

C:\ACIDOS FENOLICOS\260nm.met

C:\SequenceVACIDOS FENOLICOS\16-09-2012.5eq

C:\Data\ACIBOS FENOLICOS\SATUREJA BREVICALIX\EXTRACTO TOTAL.dat

EXTRACTO TOTAL

400 - s 40
e mmo TOTAL

Nm
_tartion Time

l e -
| - |
3 ™ g : 3
o g 3 g B t
@©
I E 2 % g " ‘100
8 § . ;
TR 1 % 1
~ " la 7 h - gh
0 5 10 15
; Mirdes
UV-VIS Results
. Name Retention Time Area Area Percent
’ 7.068 237081 1.512
7.955 174129 ' 1.111
ACIDO CLORQGENICO 9,265 719647 4.591
Co 9.607 91912 0.586
ACIDO CAFEICO 10.375 103137 0.658
' 11, 727 236138 1.506
12.228 789203 5.034
v 12.823 1358801 8.668
ACIDOFERULICO 13.858 2526942 16.119
14.338 597600 3.812
14,982 515124 3,286
15,775 5381376 34.328
17.017 248458 1.585
17.283 124958 0.797
18.087 78694 0.502
18.607 2108768 13.452
21.945 3684388 2.452

v Totals

15676356 100.000
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ANEXO N° 32. Cromatograma resultante del extracto total de Satureja brevicalix

Epling “wayra mufia” mediante un sistema de HPLC determinados a 370nm.

LCU2 (6Efline) CC-UC-103

C:\Mathod\ACIDOS FENOLICOS\370nm.met

C:\bequence\ACIDOS FENOLICOS\16-09-2012.seq

c:\pa'_cég\acmos FENOLICOS\SATUREJA BREVICALIX\EXTRACTO TOTAL.dat

EXTRACTO TOTAL
L g

e

0 __bvvis
[+ EXTRACYO TOTAL..
© Name
i Retertion Time
. 200+ - 20
B ; : {
3 ! § 2 27 g
£ o ?3 g - 100
1 i8 g
: 8 g 8
: ¢ o8 3 -
3 SR NI
. g
: it
910 *""'{L : 1]
P 5 M M 2 » »
! Minutes
‘UV-VIS Results
Name Retention Time Area Area Percent
AgIDO CLOROGENICO 9.288 201005 2,801
JACIDO CAFEICO 10.370 30768 0.429
. | 12.405 367833 5.12¢6
: . 12.857 1515692 21,121
ACIDO FERULICO 13.913 742833 10.351
' 14,363 118995 1.658
15.802 3953188 55.086
) 16.375 5818 0.081
) 18.638 240215 3.347

Totals

7176347 100+, 000
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ANEXO N° 33. Cromatograma resultante de la fraccion acetato de etilo

mediante un sistema de HPLC determinados a 260nm

LCU2 (Offline) CC-UC-103
C:\ACIDOS FENOLICOS\260nm.met

C:\Sequence\ACIDOS FENOLICOS\16-09-2012.seq
C:\Data\ACINOS FENOLICOS\SATUREJA BREVICALIX\FRACCION ACETATO DE ETILOl.dat

FRACCION ACETATO DE ETILO

H
'

800 —<iis

- 800
L VS
7 FRACCION ACETATO DE ENLO
-'Name
RetantionTime
8004 i o - 800
o 2
Wy . . v F400 o
: 1 - é H
g 4 g g
i é e “
00 3 8 g 8 - 200
: 2§ 8+ e g
% 8 [ L v ‘ 8
‘ .Y, '
ol_L :.._M, _,_____\_____J\__J 'u‘\/ L-IA-——J\\ 3 ,:o
: , USRS EO——
0 5 10 1 i 25 30
. Miruiss
;‘
UV-VIS Results
" . Name Retention Time Area Area Percent
ACIDO CLOROGENICO
ACIDO CAFEICO 10.598 485694 1.352
‘ 13.055 3480974 9.686
ACIDO FERULICO 14.112 3996674 11.121
‘ 16.010 17595612 48.963
17.510 342552 0.953
18.830 6303418 17.540
20.527 2720915 7,571
22.125 1010798 2.813
fotals
35936637 100.000
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ANEXO N° 34. Cromatograma resultante de la fraccion acetato de etilo

mediante un sistema de HPLC determinados a 370nm.

I3

LCuz (offliney CC-UC-103

C\Methed\ACIDOS FENQLICOSAIT0nmmet

Ci\Seguence\ACIDOS FENOLICOS\16-09-2012.5eg

C:\Datd\ACIDOS FENOLICOSASATUREJR BREVICALIX\FRACCION ACETATO DE ETILO.dat

1

FRACCION ARCETATO DE ETILO

)m_'_____ o ~ 30
l T PRASCIONACETATODE ETILA }
Mame A
Roteston Now r
g :
200+ e 208
! o i
' - :
g o
2 i g 2
m § g % é 100
S % - ' E '
Ix3 (X} ~ »_; -
g 8 §§ Sg L ]
2SI )
¢ M A_i.a.'-ﬁ- : o
v - 13 H 7
1 T P— " )
‘g 3 ] 15 b} 25 30

Uv-vIS Results

' Name ] Retention Time Area Area Percent
ACIDO CLOROGENICO )

ACIDD CAFEICD

12.B63 2678572 22.212

ACIDO FERULICO 13.91% 666308 5,141
: 14.367 188516 1.455
15,805 6470053 49. 924

18.635 363955 2.808

19.147 795287 €.137

20,345 1100092 8. 488

21,973 259016 1.999

22,613 238019 1.837

Totals

: 12953818 100.0Q0
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ANEXO N° 35. Cromatograma resultante de los estandares de los acidos

fenolicos mediante un sistema de HPLC determinados a 260nm.

LCU2 ({Offline): CC-UC-103

C:\ACIDOS FENOLICOS\260nm.met
C:\Sequence\ACIDOS FENOLICOS\16-08-2012.seq
C:\Data\ACIBOS FENOLICOS\SATUREJA BREVICALIX\MIXTO.dat

ESTANDAR MI¥#0

.5!=

it

2000 ¢ T e - - 2000
i Emmﬂmu
SU
15004 1 i'1500‘
S o g
1ooo1 o = B 2 1000
L s
i : g
: 2 ]
ML § 2 3
s00- ?T'_ 3 8 - 500
R s .
|
} y 1 . r
0. . 5 10 L] 0 25 30
UV-VIS Results
, Name Retention Time Area Area Percent
ACIDO:CLOROGENICO 9,412 5158420 13.725
ACIDO CAFEICO 10.665 - 10828027 28.811
ACIDO FERULICO 14 .117 21596345 57.463
Ffotals
3 37582792 100.000

ANEXO N° 36. Cromatograma resultante de los estandares de los acidos

fendlicos mediante un sistema de HPLC determinados a 370nm.

LCou2 (foline) CC-UC-103
C:\Méthod\ACIDOS FENOLICOS\370nm.met

C:\S@quence\ACIDOS FENOLICOS\16-08-2012.5eq
C:\D&ta\ACIDOS FENOLICOS\SATUREJA BREVICALIX\MIXTO.dat

ESTAWDAR MIXTO
)

x . v wms s 200
MIXTO_
r Retertion Tima §
: o
180 2 8 150
o
; 8
. 8 2 %
: § 2 8
% 100 4 < 100
E
8
f g ¢
50 l L |50
‘o Mt j bo
e 4.'5 1'0 -1‘5 2 1*‘5 50
Minutes
UV-VIS Results
Name Retention Time Area Area Percent
ACIDO CLOROGENICO 9.145 1598383 22.751
ACIDO CAFEICO 10.382 2070848 29.476
ACIDO FERULICO 13.827 3356353 47.773
Totals I B
. 7025584 100.000
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ANEXO N° 37. Cromatograma resultante de la fraccién aislado 1 (4cido

rosmarinico) mediante un sistema de HPLC determinados a 260nm.

LCu2 (Offline) CC-UC-103

C:\ACIDOS FENOLICOS\260nm.met

C:\Sequence\ACIDOS FENOLICOS\16-09-2012.5eq

C:\Data\ACIDDS FENOLICOS\SATUREJA BREVICALIX\FRACCION - AISLADOl.dat

FRACCION - AISLADO 1

AT !
. Harm
Retertion Tira
o .
i i
80 | 80
i f
K |
% 404 - | 40
! f
20 ! 20
‘w
o]~ | i — _‘_‘__fzx\___‘__,,_»/.éi" ""—“4“”-—»\_/\&-0
a 5 19 5 z‘o - 2:5 30
Minusss

UV-VIS Results

Name Retention Time Area Area Percent
15.955 3921766 100.000
! Totals
. 3921766 100.000

ANEXO N° 38. Cromatograma resultante de la fraccion aislado 1 (acido

rosmarinico) mediante un sistema de HPLC determinados a 370nm.

LCU? ‘(Offline) CC-UC-103

C:\MetBod\ACIDOS FENOLICOS\370nm.met

C:\Sequence\ACIDOS FENOLICOS\16-09-2012.seq

C:\I_)ata\ACIDOS FENOLICOS\SATUREJE BREVICALIX\FRACCION AISLADOl.dat

FRACCION AISLADO1

:'l ;
- 1bé

L | Tuve ’mo
i FRACCION AMSLADO 1__
: Kome

i Relartion Time
S l~7s
;0 50

o

© A
-~
4
i
{
]
N
!
sl |

[ 0 " 2 ]
Mircaon
-UV¥-VIS Results
- Nane Retention Time Area Area Percent
15.783 1833403 100.000
) ~Totals ‘{
* . . 1asxwo3 1 100000



ANEXO N° 39. Cromatograma resultante de la fraccién aislada 2 (acido ferulico)

mediante un sistema de HPLC determinados a 260nm.

LCU2 {Offline) CC-UC-103

C:\ACIDOS FENOLICOS\260nm.met

c:\Sequence\ACIDOS FENOLICOS\16-09-2012.5eq

C:\Data\ACIDbS FENOLICOS\SATUREJA BREVICALIX\FRACCION - AISLADO2.dat

FRACCION - AYSLADO 2
i

B s Bl rrit "} 1280

Rpention Time
10004 * 1000

i
mo| L5

: >

g :
5001 ’ - 500
204 0 : 280
| I

UV-VIS Results

; Name Retention Time Area Area Percent
: 13,780 37357613 100.000
. Totals
x . 37357613 100.000 .

ANEXO N° 40. Cromatograma resultante de la fraccion aislado 2 (acido ferulico)

mediante un sistema de HPLC determinados a 370nm.

LCUZ2 Y(Offline) CC-UC-103

C:\Method\ACIDOS FENOLICOS\370nm.met

C:\Sequence\ACIDOS FENOLICOS\16-09-2012. seq

C: \'Data\ACIDOS FENOLICOS\SATUREJA BREVICALIX\FRACCION AISLADO2.dat

FRACGION AISLADOL 2

e
FRAGCION AISLADO 2__
L Nema
[ RevartionTine
feg04d - 150
P
3 E"’“" 100 %
50 50
.‘.n} ,:E-‘u +0
[ s 1 15 2 25 %
. .
Uv-VIS Results
Name Retention Time Area Area Percent
13.808 5700378 100.00C0

TOtals
5700375 100.000
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ANEXO N° 41. Cromatograma resultante de la fraccion aislado 3 (&cido

clorogénico) mediante un sistema de HPLC determinados a 260nm.

LCU2 {(Offlink). CC-UC-103

C:\ACIDOS FEHOLICOS\260nm.met

€:\Sequence\ndIDOS FENOLICOS5\16-09-2012.seq

C:\Data\ACID,Og_ FENOLICOS\SATUREJA BREVICALIX\FRACCION ~ AISLADO3.dat
S8 3

FRACCION - AISLADO 3

b

= [T
- Hame
o %0
i
300 ~300
" .
T a0 )»zoo H
100 Lw
|
I
- 1
|

UV-VIS Results

- Name Retention Time Area Area Percent
9.102 15423946 100.000
. Totals
15423946 100.000

ANEXO N° 42. Cromatograma resultante de la fraccion aislado 3 (acido

clorogénico) mediante un sistema de HPLC determinados a 370nm

LCU2 '(Offline) CC-UC-103

C:\Method\ACIDOS FENOLICOS\370nm.met

C:\'Sequeénce\ACIDOS FENOLICOS\16-09-2012.5eg

C:\Data\ACIDOS FENOLICOS\SATUREJA BREVICALIX\FRACCION AISLADO3.dat

AT QN AISLA.DO 3

Name
Retention Tirmm

- 100

mAU
.
mAlJ

1
"
L

luv-vis Results

] . Name Retention Time Area Area Percent
5.123 4499686 100.000

S 1 Totals

PN 4499686 - 100.000
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Acta de Sustentacion de Tesis
Resolucién Decanal N° 466-2012-FCB-D.
Bach. Lisbeth Ledn Gémez

En la ciudad de Ayacucho, siendo las tres de la tarde del jueves trece de diciembre del
dos mil doce en €l auditorio de fa Facultad de Ciencias Biolégicas bajo la presidencia del
Doctor Tomas Castro Carranza, en condicién de Decano de la Facultad, con la asistencia
de los miembros. Magister José Manuel Diez Macavilca, Doctor Edwin Enciso Roca,
Magister Enrique Aguilar Felices (Asesor) y la Magister Edna Leén Palomino (cuarto
jurado calificador) y actuando como secretaria Docente la Magister Maricela Lépez
Sierralta, para recepcionar la tesis: Actividad antioxidante de los acidos fendlicos aislados
de las hojas de Satureja brevicalix Epling “wayra mufa”. Ayacucho — 2012 presentado por
la Bachiller Lisbeth Ledén Goémez, quien pretende optar el titulo profesional de Quimico
Farmacéutica.

El Decano inicia el acto de sustentacién autorizando a ia sustentante su exposicién en un
tiempo no mayor a cuarenta y cinco minutos. Luego del cual los miembros del jurado
calificador, realizaron las preguntas, observaciones y aclaraciones que crean conveniente.
Luego el decano solicita a la sustentante y publico en general para que abandonen el
auditorio dejando al jurado calificador para que pueda deliberar y emitir la calificacion
correspondiente:

Jurado calificador Exposicién Respuestas Promedio

Mg. José Manuel Diez Macavilca 19 19 19

Dr. Edwin Enciso Roca 18 18 18

Mg. Enrique Aguilar Felices 19 19 19

Mg. Edna Ledn Palomino 17 17 17
Promedio total: 18

De la evaluacion realizada la sustentante obtiene la caiificacion promedio de dieciocho
(18) de la cual dan fe los miembros del jurado calificador, estampando su firma al pie de la
presente, culminando la sustentacién siendo las cinco de la tarde.
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