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RESUMEN

En la presente investigacion se estudidé el contenido y perfil de compuestos
fendlicos y la capacidad antioxidante de las hojas de la mufia (Minthostachys mollis
(Kunth) Griseb.) e inca mufia (Clinopodium bolivianum (Benth.) Kuntze). El contenido de
compuestos fendlicos totales encontrados en ambos arbustos presentaron valores similares,
mientras que la capacidad antioxidante de la inca mufia destaco por sobre la encontrada en

la mufa.

Los extractos fenolicos de la mufia e inca mufia se sometieron a un proceso de
particion liquido- liquido con acetato de etilo obteniéndose dos fracciones: una fraccion de
acetato de etilo y otra acuosa. La fraccion acetato de etilo para ambas especies
concentraron la mayor cantidad de compuestos fenolicos totales (74.5, 70.1%) y capacidad

antioxidante (72.0, 64.4%) en comparacion con la fraccion acuosa.

Por medio del analisis por cromatografia liquida de alta performancia con el
detector de arreglo de diodos (HPLC-DAD), se evidencid en la fraccion acuosa de la mufia
e inca mufia la presencia de acidos hidroxicinamicos del tipo acido cafeico y p-cumarico;
flavanonas del tipo eriodictiol y flavonoles del tipo rutina; siendo las flavanonas los
compuestos mas representativos. En la fraccion acetato de etilo se detectaron a los acidos
hidroxicinamicos del tipo acido cafeico; flavanonas del tipo eriodictiol y las flavonas del
tipo apigenina; siendo los acidos hidroxicinamicos los mas representativos. Se encontraron
diferencias en el perfil y concentraciéon de los compuestos fendlicos para ambas plantas lo
que estableceria diferencias sustanciales entre ambas especies pertenecientes a la misma

familia Lamiaceae.



ABSTRACT

The content and profile of phenolic compounds of mufia (Minthostachys mollis
(Kunth) Griseb.) and inca mufia (Clinopodium bolivianum (Benth.) Kuntze) leaves were
studied. The total phenolic compounds in both species were similar, however antioxidant

capacity was greater in inca mufia.

Phenolic extracts from inca mufia and mufia were analyzed by separating them in
two main fractions: an aqueous fraction and an ethyl acetate fraction. A high concentration
of phenolic compounds (74.5, 70.1%) and antioxidant capacity (72.0, 64.4%) were

recovered in ethyl acetate fraction in comparison to aqueous fraction for both species.

Analysis using high performance liquid chromatography with diode array detection
(HPLC-DAD) was performed to characterize the phenolic compounds present in mufia and
inca mufia leaves. The aqueous fraction for both species revealed the presence of
hydroxycinnamic acids (caffeic and p-coumaric acid type); flavanones (eriodictyol type) and
flavonols (rutine type) being the flavanones the most representative phenolic compounds. Ethyl
acetate fractions were composed of hydroxycinnamic acids (caffeic acid type), flavanones
(eriodictyol type) and flavones (apigenin type) being the hydroxycinnamic acids the most
representative phenolic compounds. Differences in profile and concentration of phenolic
compounds for both plants would indicate substantive differences between both species that belong

to the same Lamiaceae family.



| INTRODUCCION

Los vegetales ademas de aportar nutrientes, contienen una serie de sustancias
denominadas fitoquimicos o compuestos bioactivos, que intervienen en su metabolismo
secundario asi se tiene a las sustancias colorantes (pigmentos) y aromaticas, los
reguladores del crecimiento, los protectores naturales frente a parasitos, entre otros; estos
compuestos no son considerados esenciales para la salud humana, pero pueden tener un
impacto significativo en el curso de un rango de enfermedades, incluyendo el céncer
(Troncoso et al., 2005; Bazinet et al., 2007). Dentro de este grupo de sustancias se

encuentran a los compuestos fendlicos.

Los compuestos fendlicos son cominmente hallados en plantas comestibles y no
comestibles, constituyendo una fraccion muy compleja formada por un nimero muy
grande de compuestos. En los ultimos afios, un gran numero de investigaciones cientificas
han descrito las propiedades de los compuestos fendlicos, entre las que destacan la
capacidad de actuar como conservantes de alimentos, tener un papel importante en la
proteccion contra una serie de alteraciones patoldgicas, como la arterosclerosis, disfuncion

cerebral y cancer, propiedades antioxidantes, etc. (Pinelo et al., 2006).

En nuestro medio encontramos una variada cantidad de hierbas con miles de
especies, las cuales hasta el dia de hoy son empleadas por la medicina tradicional para
aliviar o curar una serie de dolencias en el hombre. Muchas de las propiedades que se les
atribuye a estas hierbas estarian muy relacionadas con los compuestos bioactivos que ellas
presentan (ej. compuestos fendlicos). El investigar y conocer el tipo de compuesto
bioactivo presente en las plantas resulta, por tanto, de suma importancia para poder
encontrar la relacion causa efecto que ellos producen en la prevencion o cura de
enfermedades. De otro lado, determinar la composicion de los compuestos bioactivos nos
ayuda a establecer normas de calidad en los productos que contienen dichos compuestos y

de esta forma evitar posibles adulteraciones.

Varias hierbas pertenecientes a la familia Lamiaceae como el romero, orégano,
salvia, tomillo y albahaca, han sido bien estudiadas por su capacidad antioxidante y

composicion fendlica. La mufia (Minthostachys mollis (Kunth) Griseb.) e inca mufia



(Clinopodium bolivianum (Benth.) Kuntze) pertenecen a la familia Lamiaceae y son
arbustos arométicos que crecen en los Andes sobre un amplio rango de altitudes. Ambas
especies son empleadas ampliamente por sus propiedades medicinales como analgésico,
antiespasmadico, antiseptico, contra el reumatismo y enfermedades respiratorias; parte de
las propiedades medicinales podrian ser atribuidas a su alta capacidad antioxidante
(Senatore y De Feo, 1995; Abad et al., 1999; Lizarraga y Abdala, 2004).

En vista a que hasta la fecha ain no se ha elucidado la composicion de los
compuestos fendlicos de la mufia e inca mufia que crecen en nuestro medio y dada la
importancia que estas hierbas presentan en la medicina tradicional andina, es que la

presente investigacion tiene como principales objetivos:

- Evaluar el contenido de compuestos fendlicos y la capacidad antioxidante

hidrofilica de las hojas de la mufia e inca mufa.

- Identificar a los principales compuestos fenolicos antioxidantes de las hojas de la

mufia e inca mufa.



1 REVISION DE LITERATURA

2.1 LA MUNA (Minthostachys mollis (Kunth) Griseb.)

2.1.1 Generalidades

La mufa (Minthostachys mollis (Kunth) Griseb.) es un arbusto aromatico perenne
que crece en pendiente rocosas, pedregosas, extendiéndose desde los 2 600 a 3 800
msnm. El origen geografico de la mufa se extiende desde Colombia, el norte de
Venezuela a través de Brasil, Ecuador, Pert y Bolivia hasta el noroeste y centro de la
Argentina, también se encuentra en regiones altas y aridas (Alkire et al., 1994 y Schmidt-
Lebuhn, 2007). El clima mas apropiado para su crecimiento es aquel con abundantes

lluvias y elevada luminosidad (Cano, 2007).

Minthostachys fue descrita primero como una seccion de Bystropogon L’Herit. por
Bentham (1832) y elevada al rango de género por Spach (1840). El dltimo estudio
taxondmico del género en su totalidad fue conducido por Epling (1936), quién reconocid
12 especies enfatizando la dificultad de delimitarlos satisfactoriamente (Schmidt-Lebuhn,
2007).

Brako y Zarucchi (1993) afirman que se conoce 8 especies de Minthostachys que

crecen en el Per( y se distribuyen de la siguiente manera:

- Minthostachys andina (Britton) Epling
Ubicacion: Cusco.
- Minthostachys glabrescens (Bentham)Epling
Ubicacion: Cajamarca, Junin, Apurimac y Cusco.
- Minthostachy mandoniana (Briquet.)Epling
Ubicacion: Ayacucho.
- Minthostachys mollis (Kunth) Griseb
Ubicacion: Amazonas, Arequipa, Cajamarca, Cusco, Huancavelica, Junin, Lima, La
Libertad y Piura.
- Minthostachys salicifolia Epling

Ubicacion: Ayacucho.



- Minthostachys setosa (Briquet)Epling
Ubicacion: Puno.
- Minthostachys spicata (Bentham) Epling
Ubicacion: Ayacucho, Cusco, Huancavelica y Lima.
- Minthostachys tomentosa (Bentham) Epling
Ubicaciéon: Amazonas, Cajamarca, Cusco, Huanuco, Junin, Lima y La Libertad.

2.1.2 Clasificacion taxondémica y descripcion morfologica
Bajo en nombre genérico de mufia se reconoce especies de por lo menos tres
géneros diferentes, pertenecientes a la familia de las Lamiaceae: Minthostachys,

Clinopodium y Hedeona (Campillo, 2003).

La familia Lamiaceae son mayormente hierbas y arbustos, en el Cuadro 1 se

presenta a las diferentes especies pertenecientes a la familia de Lamiaceae.

Cuadro 1. Especies de la Familia Lamiaceae

Genero Especie Nombre comun

Lepechinia graveolens Salvia blanca

Melisa officinalis Melissa, toronjil

Origanum dictamnus Dittany de Creta

Origanum vulgare Orégano, mejorana silvestre
Satureja hortensis Ajedra blanca, ajedra de jardin
Satureja cuneifolia Ajedra fina

Rosmarinus officinalis Romero

Thymus vulgaris Tomillo

Esta planta se denomina en lengua quechua “mufia” y en aymara posee dos
nombres “coa” y “huaycha”; debido a sus caracteristicas semejantes al poleo y al orégano,
los espafioles lo llamaban poleo silvestre perteneciendo este a una especie diferente (Cano,
2007).



Takhtajan (1980) describe su ubicacion taxondmica de la siguiente manera:

DIVISION Magnoliophyta
CLASE : Magnoliopsida
SUBCLASE : Asteridae
ORDEN : Verbenales
FAMILIA Lamiaceae
GENERO : Minthosthachys (Benth.) Spach
ESPECIE : Minthostachys mollis (Kunth) Grisebach

La mufia es una planta de 0.9 a 1.5 m de altura, frondosa en la parte superior de
aspecto bien tupido en hojas, las mismas que son opuestas y aserradas, presentando pelos
en los peciolos y en la cara inferior de las hojas, en los cuales se depositan la mayor
cantidad de aceite esencial. El tallo es ramificado desde la base que también presenta pelos,
tiene forma cuadriangular y son propensos a la lignificacion, las flores son pequefias y
blancas, irregulares o zigomorfas; se encuentran reunidas en seudo verticilos axilares,
formando cuatro pequefias cimas, brevemente pedunculadas, dos en cada axila y situadas

en la parte superior de las ramas (Cano, 2007). La mufia se muestra en la Figura 1.



Figura 1. Planta de la mufia (Minthostachys mollis (Kunth) Griseb.)

2.1.3 Composicién quimica y usos

La mufa presenta un contenido alto en calcio y fosforo. En el Cuadro 2 se muestra

la composicién quimica de la mufia.

La mufia es conocida desde tiempos pre-incas por sus propiedades medicinales
comestibles y para preservar los tubérculos de plagas durante su almacenamiento. Se sabia
que sus hojas actuan como resolutivas de tumores y en mezclas con clara de huevo la
emplearon en fracturas de huesos, su cocimiento se aplicaba como anti-inflamatorio y anti-
reumatico, su cocimiento con miel limpia la flema en el pecho y llagas del pulmon, rifiones
y vejiga. La mufia se emplea en infusion para curar colicos de gases, diarreas, tiene accion
carminativa, para curar heridas, tumores, Ulceras, sarnas, rasca rasca, el pie de atleta y

ademés para limpiar la flema del pecho (expectorante). Ademas por sus propiedades



aromaticas se emplean como un condimento en muchos platos tipicos de la sierra central

en especial la Ilamada sopa verde en Junin (Cano, 2007).

Cuadro 2. Composicion proximal de la mufia en 100g de materia seca

Componentes Cantidad
Agua (g) 16.0
Proteina (g) 3.2
Grasa (g) 2.8
Carbohidratos (g) 66.3
Fibra (g) 94
Ceniza (g) 11.7
Calcio (mg) 2237
Fosforo (mg) 269
Hierro (mg) 22.4
Retinol (mg) 306
Tiamina (mg) 0.35
Riboflavina (mg) 1.81
Niacina (mg) 6.85
Energia (Kcal) 268

Fuente: Collazos, (1996)

De otro lado, el género Minthostachys es utilizado por el campesino de los Andes
peruanos para preservar la papa y otros tubérculos menores contra el ataque de insectos en
condiciones de almacenamiento, esto deja entre ver que se trata de una planta con
singulares propiedades. Se considera que estd planta permitio en épocas prehispanicas
conservar en perfectas condiciones los alimentos de origen vegetal (Schmidt-Lebuhn,
2008).

Campillo (2003), diferencia el uso de la mufia en los diferentes paises donde
crecen: en Argentina se utiliza la infusion de hojas y tallos tiernos como digestivo,
antiespasmadico y anti-diarreico; en Bolivia, la infusion de hojas frescas se usa en
problemas de indigestion, gastritis, colicos, flatulencia y como carminativo, también para

regular la menstruacion, en caso de temblores nerviosos y palpitaciones del corazén.

En el Cuadro 3 se aprecia los multiples usos que se le da a la mufia en la medicina

alternativa.



Cuadro 3. Uso medicinal de la mufa

Dolencia Parte utilizada Modo de aplicacion
Dolor de estdmago Hojas Mate de las hojas
Diarrea Hojas Mate de las hojas
Mal de aire Hojas Frotar hojas entre las manos y oler
Resfrié Hojas Bararse con el agua de esta planta.
Inflamaciones Ramas Lavarse con el agua de esta.
Enterocolitis Hojas Mate, calentar las hojas y colocarlas en el vientre.
Febrifugo Ramas Hervir la planta y bafiarse con esta agua.
Indigestion Hojas Tomar el mate
Dolor de Dientes Hojas Masticar las hojas, hasta que calme el dolor.

Fuente: Campillo (2003).

2.2 INCA MUNA (Clinopodium bolivianum (Benth.) Kuntze)

2.2.1 Generalidades

La inca mufia es también conocida como "cjufiuca", "cjuiiu mufia", “pampa mufia”,
“chulpa muna” u "orégano de los incas", y pertenecen a la Familia Lamiaceae (Teodoro,
2003). Esta planta abunda en la sierra del Peru, asi en el departamento de Cuzco se le
conoce con los nombres populares de “mufia mufia” y “cjufiuca” y en el departamento de

Puno con el nombre de “mufa” (Zirena, 1945).

2.2.2 Clasificacion taxondémica y descripcion morfoldgica

Takhtajan (1980) indica que la ubicacion taxonémica de la inca mufia es la

siguiente:

DIVISION  : Magnoliophyta
CLASE : Magnoliopsida
SUBCLASE : Asteridae
ORDEN : Verbenales
FAMILIA Lamiaceae
GENERO : Minthosthachys (Benth.) Spach
ESPECIE : Clinopodium bolivianum (Benth.) Kuntze



La inca mufa es un arbusto hirsuto de 1 metro de alto. Las hojas opuestas,
cortamente pecioladas (1-1.5 mm.); laminas abovadas a elipticas, sub-obtusas, bordes
enteros 0 aserrados, 1-2 cm de largo; flores blanquecinas, subsésiles, solitarias o en
fasciculos axilares; caliz tubuloso, I6bulos deltoides, corola tubular, bilabiada,
internamente pubescente; estambres didinamos, epipétalos; frutos tetraquenios, de 1 — 5
mm de largo con una espicula pubescente en la parte superior (Macbride, 1960). La planta
de la inca mufia se muestra en la Figura 2.

Figura 2. Planta de la inca mufia (Clinopodium bolivianum (Benth.) Kuntze)

2.2.3 Usos

La inca mufa ha sido empleada milenariamente por nuestros antepasados, siendo

maultiples los usos que se le atribuye (Teodoro, 2003 y Zirena, 1945), asi se tiene a:

- Por via externa es utilizada en forma de emplastos contra las neuralgias en fricciones,

para ello la maceracion de la planta se hace en alcohol.



- Por via interna se emplea frecuentemente en infusiones para combatir dolores,
espasmos intestinales, colicos, males estomacales. La infusion de las hojas y flores es
utilizada para el soroche y abortiva (en dosis altas.). El preparado bajo la forma de un
licor (por maceracion de la planta en alcohol), la beben con frecuencia atribuyéndole
propiedades medicinales como estométicas y tonico excitante. La decoccion de la
planta es recomendada para la anemia, raquitismo infantil y como expectorante
(acompafiado con miel).

- Ademaés de las propiedades curativas se le atribuye propiedades insecticidas, para ello
se utilizan las raices y hojas.

- Enla agricultura los productores de papa aplican la inca mufia para matar gusanos que
pueden contener los tubérculos al ser almacenados, de la siguiente manera: haciendo
uso de un emparrillado con las ramas de paja “ichu” y sobre este se arreglan una
abundante cama de inca mufia, las papas son amontonadas sobre la inca mufia, con la

finalidad de que los gusanos de la papa aparezcan muertos entre las hojas.

23 COMPUESTOS FENOLICOS O POLIFENOLES

2.3.1 Generalidades

Los compuestos fenolicos constituyen un amplio grupo de sustancias quimicas,
consideradas metabolitos secundarios de las plantas (Proestos et al., 2006; Dicko et al.,
2006). Entre los compuestos fendlicos naturales, la familia de los flavonoides, es la méas
importante (Trouillas et al., 2006) ellos representan mas de la mitad de los ocho mil
compuestos fenolicos identificados en la naturaleza (Balasundram et al., 2006; Rizzo et
al., 2006).

Los compuestos fendlicos o polifenoles se encuentran distribuidos ampliamente en
el reino vegetal, en plantas medicinales, especias, vegetales, frutas, granos y semillas,
donde su presencia contribuye a las cualidades sensoriales como color, aroma,
pardeamiento, amargor y la astringencia (Rizzo et al., 2006; Stratil et al., 2007). En la

actualidad son los fitoquimicos mas conocidos (Dimitrios, 2006).
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Los polifenoles son de especial importancia por sus caracteristicas antioxidantes
debido a que pueden participar en la proteccion contra la accién dafiina de especies
reactivas (principalmente los radicales libres de oxigeno) por su alto potencial redox (Tsao
y Deng, 2004; Stratil et al., 2007).

Considerables investigaciones epidemiolégicas sostienen la concepcién de que
alimentos y bebidas ricos en compuestos fenolicos estan asociados con una baja incidencia
de enfermedades en humanos debido a su capacidad antioxidante (Rizzo et al., 2006).
Entre los efectos positivos a la salud relacionados a los compuestos fendlicos reportados en
la literatura figuran el actuar como: antibacteriano (Ezoubeiri et al., 2005), antimutagénico
(Pedreschi y Cisneros - Zevallos, 2007; Snijman et al., 2007), anticarcinogenético
(Kaéhkonen y Heinonen, 2003; Ramos, 2007), antitrombdtico, presentar actividades

vasodilatadoras (Wang et al., 1997) entre otros.

2.3.2 Clasificacion de los compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos son un amplia familia que incluye a diferentes sub-
familias como: los fenoles simples, acidos fendlicos (hidroxibenzoicos y
hidroxicinamicos), flavonoides (flavanoles, flavonas, flavanonas, flavonoles, isoflavonas y
antocianinas), chalconas, auronas (hispidol), hidroxicumarinas, lignanos, estilbenos vy
poliflavanos (proantocianidinas y prodeoxiantocianidinas) (Dicko et al., 2006); de entre
ellos mas de 5 000 polifenoles han sido identificados (Tsao y Deng, 2004).

A continuacion se describen algunas de las familias de los compuestos fendlicos

méas comunmente hallados en los alimentos.
a. Los acidos fenolicos

Los &cidos fendlicos constituyen un amplio grupo de compuestos organicos,
distribuidos en la naturaleza y muestran un amplio espectro de actividades farmacologicas;

estos han reportado propiedades antioxidantes, antimutagénicas, antitumorales y

anticarcinogénicas (Tarnawski et al., 2006).
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Son sintetizados a través de la ruta del acido sikimico y pueden presentarse de
forma conjugada o libre. Se distingue 2 principales grupos de acidos fendlicos, ambos son
derivados hidroxi de acidos carboxilicos aromaticos, asi se tiene a los &cidos benzoicosy a
los &cidos cindmicos (Tsao y Deng, 2004). Ellos difieren de acuerdo al nimero y posicién

de hidroxilaciones y metoxilaciones del anillo aromatico (Tarnawski et al., 2006).

Acidos hidroxibenzoicos

Poseen una estructura general de C6-C1 y son derivados directamente del &cido
benzoico. La variacion en la estructura de los acidos hidroxibenzoicos individuales radica
en la hidroxilacién y metilacion del anillo aromatico (Macheix et al., 1990; Cabrita et al..,
2007). Los cuatro 4&cidos hidroxibenzoicos mas comudnmente conocidos son: p-
hydroxybenzoico, vanillico, siringico y protocatéquico, destaca también el &cido gélico.
Ellos pueden estar presentes en forma soluble conjugada con azucares o0 acidos organicos o
ligados en las fracciones de la pared celular (lignina). La estructura de los principales

acidos hidroxibenzoicos se presentan en la Figura 3.

Figura 3. Estructura quimica de los &cidos hidroxibenzoicos mas comunes

COOH
R4 R3

R
Benzoic acids Rl R2 R3
gallic acid OH OH OH
protocatechuicacid H  OH OH
vanillic acid OCH; OH H
syringic acid OCII; OIl OCll4

Fuente: Tsao y Deng (2004)

Acidos hidroxicinamicos

Los acidos hidroxicinamicos poseen la estructura general C6-C3 y son derivados
del acido cindmico (Cabrita et al., 2007). Los cuatro &cidos hidroxicindmicos mas
ampliamente distribuidos en frutas son: el p-cumarico, cafeico, feralico y sinapico
(Hé&kkinen, 2000 y Cabrita et al., 2007).
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Los é&cidos hidroxicinamicos se encuentran raramente libres, ya que por regla
general se hallan presentes en forma de derivados. Asi por ejemplo, el &cido cafeico se
encuentra esterificado con el &cido quinico dando origen a los acidos clorogénico,
isoclorogénico, neoclorogénico y criptoclorogénico (Martinez- Valverde, 2000). Los
acidos hidroxicinamicos estan ademas, envueltos en procesos de co-pigmentacion con las
antocianinas lo cual afecta el color de los vinos rojos. La estructura de los principales

acidos hidroxicinamicos se pueden observar en la Figura 4.

Figura 4. Estructura quimica de los &cidos hidroxicindmicos mas comunes

COORy

Cinnamicacids R1 R2 R3 R4
p-coumaricacid H OH H H
caffeic acid H OH OH H
ferulic acid OCH; OH H H
sinapic acid OCH; OH OCH; H
chlorogenicacid H OH OH 5-quinic acid

Fuente: Tsao y Deng (2004)

b. Los flavonoides

Son un grupo de sustancias formadas por la combinacion de derivados sintetizados
de la fenilalanina (via la ruta del acido sikimico) y del 4cido acético (Aherne y O’Brien,
2002). La estructura basica de los flavonoides es el nucleo flavan, el cual consiste en 15
atomos de carbono dispuesto con tres anillos (C6-C3—-C6), denominados A, B 'y C (Figura
5a) (Wojdylo et al., 2007). El anillo bencénico A es condensado con el sexto miembro del
anillo C, el cual en la posicion 2 lleva un anillo bencénico B como substituto. El anillo C
puede ser un heterociclico piran, el cual produce flavanoles (catequina) y antocianidinas, o
pirona, los cuales pueden ser flavonoles, flavonas, y flavanonas. El anillo aromatico A es
un derivado de la via acetato/malonato, mientras que el anillo B se deriva de la fenilalanina

a través de la via sikimato (Balasundram et al., 2006). El término 4-oxo-flavonoide es a

13



menudo usado para describir a los flavonoides como a los flavanoles (catequinas),
flavanonas, flavonoles y flavonas, los cuales llevan un grupo carbonil en C-4 del anillo C
(Figura 5b) (Aherne y O’Brien,2002).

Figura 5. Nucleo flavan (a) y nucleo 4-oxo-flavonoide (b) de los flavonoides

(b)

Fuente: Aherne y O’Brien (2002)

La estructura basica del nucleo flavonoide permite una multiple substitucion del
modelo en los anillos A, B y C resultando en varios subgrupos. La variacién en la
sustitucion del anillo C resulta en las principales clases de flavonoides, es decir, flavonoles,
flavonas, flavanonas, flavanoles (o catequinas), isoflavonas, flavanonoles, y
antocianidinas, de los cuales las flavonas y flavonoles son los mas extendidos. Las
sustituciones de los anillos A y B dan lugar a los diferentes compuestos dentro de cada
clase de flavonoides (Wang y Lin, 2000; Aherne y O’Brien, 2002; Tsao y Deng, 2004 y
Balasundram et al., 2006)

Los estudios han mostrado que estas sustancias se encuentran la mayoria de las
veces, ligados a moléculas de carbohidratos. A este tipo de combinacidn nicleo flavonoide
basico méas una o varias unidades de carbohidratos, se les denomina glicosidos y cuando no
tienen ligadas moléculas de carbohidratos se las denomina agliconas flavonoides; los
glicosidos pueden ser de dos clases: con los carbohidratos ligados a través de atomos de
oxigeno (enlace hemiacetal) es decir como o-glicésidos o con los carbohidratos ligados a

través de enlaces C-C, es decir como c-glicosidos. (Martinez, 2005).

A continuacién se describen algunos de los flavonoides cominmente hallados en

los alimentos.
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Las flavanonas

El mayor origen de las flavanonas son las frutas y jugos citricos. Estos compuestos
también se encuentran en el garbanzo, comino, bayas de espino, regaliz y menta. La
flavanona hesperidina puede ser encontrada en el comino y la menta; la narirutina y la
naringenina glicésidos en las bayas de espino, el eriodictiol en limones y la liquoritigenina
en algunas raices. Las flavanonas contribuyen al sabor de los criticos. La naringenina
encontrada en uvas, es usualmente amarga; la hesperidina encontrada en naranjas, es
usualmente insipida (Peterson y Dwyer, 1998). La estructura de los principales flavanonas
se observa en la Figura 6.

Figura 6. Estructura de flavanonas

Flavanones Rl R2 R3 R4
naringenin H OH OH OH
hesperetin H OCH; OH OH

Fuente: Tsao y Deng (2004)
Las flavonas

Las flavonas son compuestos derivados de la benzo-y-pirona; no son encontradas
frecuentemente en frutas pero son halladas en granos y hierbas. Pueden contribuir al color

del tejido de las plantas y participan en el gusto (Peterson y Dwyer, 1998).

Las flavonas mas comunes son la apigenina y luteolina. EIl perejil, romero y
tomillo contienen flavonas. La apigenina y sus glicésidos son cominmente hallados en
cereales, grano, algunas hierbas y algunos vegetales. La luteolina se presenta en cereales y
hierbas. En vegetales y en las hojas de los vegetales, los glicésidos de luteolina y apigenina
han sido reportados. La estructura de las principales flavonas se presenta en la Figura 7.
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Figura 7. Estructura de las flavonas
R
oo JE]
C|
Ry O

Flavones R1 R2 R} R4
Apigenin OH H OH OH
Lutcolin OH OH OH OH

Fuente: Tsao y Deng (2004)
Los flavonoles

Los flavonoles son hallados en todos los alimentos y se acumulan en los tejidos
exteriores aéreos (epidermis y hojas) porque su sintesis se ve estimulada por la luz; tan
solo trazas de flavonoles se encuentran en partes de la planta por debajo de la superficie
terrestre con la notable excepcidon de las cebollas (Aherne y O’Brien, 2002). Los flavonoles
estan presentes predominantemente como glicésidos que bajo su forma no glicosidada
(aglicon) (Wang y Lin, 2000).

Los flavonoles mas conocidos son la quercitina, el kaempferol y la mirecitina. La
quercitina glicosidada predomina en la hoja de varios vegetales. ElI kaempferol es el méas
comun entre frutas y vegetales frondosos; también es hallado en algunas bayas, hierbas,
legumbres y vegetales de raiz. La miricetina se encuentra a menudo en bayas, maiz y té. En
las frutas, los flavonoles y sus glicosilados son hallados predominantemente en la piel
(Peterson y Dwyer, 1998). La estructura de los principales flavonoles se aprecia en la

Figura 8.
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Figura 8. Estructura de flavonoles

Rs

Ry O

Flavonols Rl R2 R3 R4 RS
kaemplferol H OH H OH OH
quercetin OH OH H OH OH
myricetin OH OH OH OH OH

Fuente: Tsao y Deng (2004)

Las antocianinas

Las antocianinas producen la coloracion azul y roja de las frutas como: las cerezas
(Prunus avium L.) y ciruelas (Spondias purpurea L.), berenjena (Solanum melongena L.),
rabano (Raphanus sativa L.) entre otras. Aunque son inestables en la forma aglicona,
mientras estan en las plantas, son resistentes a la luz, pH y condiciones de oxidacion que
podrian degradarlas, debido a que se presentan glicosiladas y esterificadas con varios
acidos organicos. Las antocianinas contenidas en frutas usualmente se incrementan con la

madurez de la fruta (Peterson y Dwyer, 1998).

Los flavanoles

Pueden presentarse en forma monomérica (catequinas) y en forma polimérica
(proantocianidinas o taninos condensados). Las catequinas son muy abundantes en las
frutas, pero las principales fuentes son el té verde, el chocolate y el vino tinto. La catequina
y la epicatequina son los principales flavanoles en la fruta, las catequinas son incoloras en
agua e imparten el amargor y astringencia en las infusiones de té verde (Wang y Lin,
2000); la galocatequina, epigalocatequina y epigalocatequina galato se encuentran en
ciertas semillas leguminosas, en la uva y el té (Dreosti, 2000; Manach et al., 2004). Este
grupo de compuestos no se encuentran glicosilados en los alimentos. De otro lado las
proantocianidinas, también conocidas como taninos condensados, son dimeros, oligémeros
y polimeros de las catequinas unidos por uniones C4 y C8 (o C6) y las encontramos en

bebidas como el té, vino y cerveza, en el chocolate y en frutas como la uva, el melocoton y
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la manzana y son las responsables del caracter astringente de estos alimentos. La estructura
de los principales flavanoles se presenta en la Figura 9.

Figura 9. Estructura del flavanol epicatequina (a) y epigalocatequina (b).

(@) (b)

OH

C(DH i
HO O oH HO O

OH

ry ey
OH OH
OH OH

Fuente: Tsao y Deng (2004)

2.3.3 Capacidad antioxidante de los compuestos fenolicos

En sistemas bioldgicos (generalmente en las células aerobias) como una
consecuencia natural de la reaccion de oxidacion (redox) durante la respiracion celular y
productos del metabolismo, se forman especies reactivas de oxigeno y nitrogeno (ERO y
ERN) como: Radical hidroxil (OH), anion superdxido (¢O, ), peroxido de hidrogeno
(H20,), entre otros (Tarnawski et al., 2006; Vrchovska et al., 2006; Dastmalchi et al.,
2008). A bajas o moderadas concentraciones ellos poseen varios roles fisiol6gicos asi, son
esenciales para el suministro de energia, desintoxicacion, sefializacion quimica y la funcion
inmunoldgica (Dimitrios, 2006; Dastmalchi et al., 2008). Sin embargo, durante el estrés
oxidativo hay una sobreproduccion de ERO y ERN que pueden producir degradacion de
los componentes celulares, DNA, RNA, carbohidratos, proteinas y lipidos; lo que lleva
eventualmente a la disfuncion y finalmente a la muerte celular. Estos dafios contribuyen a
un mayor riesgo de enfermedades relacionados con el estrés oxidativo tales como:
cardiovasculares, cancer, arteriosclerosis, diabetes mellitus, reumatismo, isquemia, la
aceleracion de procesos de envejecimiento y otras enfermedades cronicas (Dimitrios, 2006;
Tarnawski et al., 2006; VVrchovska et al., 2006; Dastmalchi et al., 2008; Ningappa et al.,
2008).
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Un antioxidante se define como una sustancia que encontrandose en pequefias
concentraciones comparada con un sustrato oxidable inhibe o retarda significativamente la
oxidacion de dicho sustrato (Martinez—Velarde 2000; Matkowski, 2008). Para que un
antioxidante tenga actividad antiradical debe cumplir una caracteristica basica que es
generar un radical mas estable y menos dafiino después de reaccionar con la especie
radical, esta reaccion se basa en una transicion redox en la que esta implicada la donacion
de un electron (o un atomo de hidrégeno) a la especie radical. Como resultado de esta
transferencia, se formara un radical derivado del antioxidante que puede tener caracter

inerte, estable o presentar cierta reactividad (Cadenas, 2001).

Segun Rice-Evans (1997) y Tsao y Deng (2004) la capacidad antioxidante de un

compuesto esta determinada por:

 Su reactividad como un agente donador de hidrogeno y electrén (que se refiere a su
potencial de reduccion).

 El destino resultante del radical derivado antioxidante, que se rige por su capacidad
para estabilizar y deslocalizar electrones desapareados.

+ Su reactividad con otros antioxidantes.

 Su potencial de quelacion de metales de transicion.

Los compuestos fendlicos de las plantas pueden reducir los efectos perjudiciales de
las ERO de una serie de procesos bioldgicos y patoldgicos; la inactivacion de los ERO por
los fendlicos de las plantas puede ser la base del supuesto beneficio de la salud humana
(Alarcon et al., 2007). La capacidad antioxidante de los compuestos fenolicos se ve
afectada por su estructura quimica, mostrando una mayor eficiencia antioxidante in vitro
en comparacion con la vitamina E y C (Rice-Evans et al., 1996). Los compuestos fendlicos

poliméricos son antioxidantes mas potentes que los monomericos (Moure et al., 2001).

Segun Rice-Evans et al. (1997) el arreglo estructural que imparte una gran

capacidad antioxidante viene determinada por lo siguiente:

» La estructura orto 3', 4'-dihidroxi en el anillo B; que confiere mayor estabilidad a la
forma radical y participa en la deslocalizacion de electrones (por ejemplo, en la

catequina, luteolina y quercetina).
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» El arreglo meta 5,7-dihidroxi en el anillo A (por ejemplo, en el kaempferol, apigenina y
chrisina).

» El enlace doble 2,3 en conjuncidn con los grupos 4-keto y 3-hidroxilo en el anillo C, por
deslocalizacion de electrones (por ejemplo, en la quercetina), siempre y cuando la
estructura o-dihidroxi en el anillo B también este presente. Sin embargo, las alteraciones
en el arreglo de los grupos hidroxilo y la sustitucion de grupos hidroxilo por
glicosilaciones contribuyen a la disminucién de la actividad antioxidante.

» Para la quelacion de metales, los dos puntos de fijacion de los iones metalicos de
transicion a la molécula de flavonoides son los grupos o-difendlico en la posicion 3,
4'-dihidroxi del anillo B, y la estructura ketol 4-Keto, 3-hidroxi 6 4-Keto y 5-hidroxi

en el anillo C de los flavonoles.

Asi, la quercetina que se observa en la Figura 8, cumple con todas las condiciones
anteriormente mencionadas y seria el antioxidante in vitro mas eficaz (Rice-Evans et al.,
1996).

Ademas de sus propiedades antioxidantes, los polifenoles poseen otras actividades
biologicas especificas derivadas 0 no de su accion antioxidante. Se les atribuyen
propiedades antimicrobianas y antimutagénicas, inhiben in vitro la oxidacion de las
lipoproteinas de baja densidad (LDL) relacionadas con enfermedades coronarias, y
protegen el ADN del dafio oxidativo que tiene graves consecuencias en algunos canceres
relacionados con la edad (Halliwell y Gutteridge, 1995); ademas, inhiben la agregacién
plaquetaria y presentan efectos anti-inflamatorios; se ha descrito que poseen actividad
anticarcinogénica, actuando como inhibidores de procesos cancerigenos; actividad anti
VIH y actian como protectores frente a la peroxidacion lipidica en los glébulos rojos
(Yang et al., 2001; Hou et al., 2004).

2.3.4 Meétodos utilizados para evaluar la capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante es ampliamente usada como un pardmetro para
caracterizar a diferentes materiales (frutas, vegetales, vinos, té, aceites, etc.). Esta
capacidad esta relacionada con compuestos capaces de proteger a un sistema biolégico del
potencial efecto dafiino de procesos o reacciones que causan excesiva oxidacion, donde
estan involucrados las ERO y ERN (Arnao, 2000).
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Para la cuantificacion de la capacidad antioxidante de un material biologico existen
diferentes métodos, entre los cuales se tienen: la medida de la capacidad antioxidante en
funcién de la especie oxidante (ERO/ERN especificos o radicales estables no bioldgicos) a
evaluar; el mecanismo de actuacion del antioxidante (capacidad secuestradora de radicales,
capacidad de inhibicion de la peroxidacion lipidica, capacidad de reducir metales, etc.) o
del sustrato oxidable utilizado (quimico o biolégico).

Los métodos mas comunmente usados por su facilidad, rapidez y sensibilidad son
los que emplean radicales cromogenos naturales o radicales que simulan a una ERO o
ERN. La presencia del antioxidante conduce a la desaparicion de estos radicales
cromégenos. Entre los radicales mas ampliamente usados estan el ABTS®+ (2,2'-azino-
bis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) y el DPPH® (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl).
Ambos presentan excelente estabilidad bajo las condiciones de ensayo pero, también
muestras diferencias importantes en su respuesta como antioxidante y en su manipulacion
(Arnao, 2000).

La determinacién de la capacidad antioxidante por el método del ABTS utiliza al
radical cromdégeno ABTS®+ (color azul-verdoso), este presenta un espectro con 3
absorbancias maximas a 414, 752 y 842 nm en medio acuoso y 414, 730 y 873 nm en
medio etandlico. El radical ABTSe+ puede ser generado via enzimatica (peroxidasa,
mioglobina) o por medio de reacciones quimicas (diéxido de manganeso, persulfato de
potasio) y puede ser disuelto en un medio acuoso u organico (Arnao, 2000; Wojdylo et al.,
2007). Este método se basa en la actividad de una molécula antioxidante para inhibir al
radical ABTSe+, producto de la reaccidon se observa un cambio de coloracién de azul-
verdoso a incoloro. El grado de esta decoloracién refleja al radical ABTSe+ que fue
atrapado y esto puede ser directamente monitoreado por deteccion espectrofotométrica
(Lima et al., 2005). Este método es capaz de determinar la capacidad antioxidante
hidrofilica (en un medio buffer acuoso) y lipofilica (en medio organico) (Alcolea et al.,
2002).

Por otro lado, se conoce el método del DPPH, este radical DPPH® es adquirido
directamente sin preparacion. EI DPPH*® es disuelto en medio orgénico, especialmente en
etanol, lo cual es una importante limitacion al interpretar el rol de los antioxidantes
hidrofilicos (Arnao, 2000 y Wojdylo et al., 2007).
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24 EXTRACCION, PURIFICACION E IDENTIFICACION DE LOS
COMPUESTOS FENOLICOS

2.4.1 Extraccion

Una de las operaciones unitarias utilizadas en la industria alimentaria viene a ser el
proceso de extraccion. La cual es un proceso disefiado para la obtencion de ciertos
componente deseados (ej. compuestos fendlicos) por medio de la difusion a partir de una

matriz sélida (alimento) empleando un matriz liquida (solvente) (Pinelo et al., 2006).

La eficiencia del proceso de extraccion esta influenciada por la naturaleza quimica
del solvente (polaridad); el método de extraccion empleado (por solventes, asistida por
microondas, con fluidos supercriticos, liquida a presion) (Tsao y Deng, 2004); el tamafio
de particula (particulas reducidas favorecen la extraccion) (Moure et al., 2001), el tiempo
de extraccion, el pH, la temperatura (que afecta la estabilidad de los compuestos debido a
su degradacion quimica y/o enzimatica, las pérdidas por volatilizacion o descomposicion
térmica), el nimero de etapas de extraccion, la relacion solvente/sélido, asi como, la
presencia de sustancias interferentes (Moure et al., 2001; Naczk y Shahidi, 2004; Liyana-
Pathirana y Shahidi, 2005; Martinez, 2005).

La extraccion por solvente, viene a ser frecuentemente utilizada para el aislamiento
de diversos compuestos que se encuentran en las plantas. El rendimiento de extraccion y la
capacidad antioxidante de los extractos son fuertemente dependientes del solvente (Moure
et al., 2001; Castafieda-Ovando et al., 2009).

La solubilidad de los compuestos fendlicos obedece a la polaridad del solvente
usado, el grado de polimerizacion de los fenolicos, la interaccion con otros constituyentes
y su actividad para formar complejos. Por lo tanto, no existe un procedimiento
completamente satisfactorio para extraer todos los fendlicos de un material vegetal, es por
eso que los extractos fenolicos de las plantas son siempre una combinacion de distintas
clases de fenolicos que son solubles en el sistema solvente empleado (Naczk y Shahidi,
2004).
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Segun Chirinos et al. (2007) indican que los solventes de alta polaridad, como el
agua o de una baja polaridad como el cloroformo o hexano no brindan buenos resultados
de extraccion de los polifenoles, por tanto, las mejores extracciones se realizan con

solventes de polaridad intermedia, tales como mezclas a partir de la acetona o metanol.

La extraccion por solventes ha sido ampliamente usada por diferentes autores en
diversos productos. Parejo et al. (2004) logré extraer a la luteolina-7-O-glucurénido, al
acido rosmarinico y al metil éster del acido rosmarinico de la Lepechinia graveolens
(planta parecida a la menta) con metanol. Los &cidos fendlicos como el cafeico, ferulico,
siringico; los flavonoles quercetina y rutina, y la flavona apigenina han sido extraidas de
plantas aromaticas griegas con metanol al 62.5%. Los solventes mas cominmente usados
para la extraccion de acidos fendlicos de las matrices de las plantas son el etil acetato,
dietil éter, metanol o metanol acuoso (Hakkinen, 2000); para la extraccion de las
proantocianidinas, el mas comun de los solventes son la acetona y el metanol con
diferentes proporciones de agua y con o sin la adicion de acido. EI metanol como solvente
de extraccion es utilizado con més frecuencia debido a su alta eficacia de extraccion en
comparacion del etanol (Castafieda-Ovando et al., 2009). Metanol acuosa al 50 y 80% se
ha utilizado para la extraccion de acidos hidroxicindmicos y muchos grupos de flavonoides
(Tsao y Deng, 2004). Las extracciones con solventes acidificados, tal como el metanol
acidificado ha resultado ser mejor en la extraccién de antocianinas que el empleo de la

acetona acuosa (Castafieda-Ovando et al., 2009).

2.4.2 Purificacién

El proceso de extraccion no es un método selectivo, ya que es capaz de extraer un
gran numero de otros compuestos, como azucares, acidos organicos, entre otros. Por
consiguiente, es necesario aplicar técnicas de purificacion, a fin de aislar el compuesto de
interés (Castafieda-Ovando et al., 2009). Entre los métodos de purificacion mas

comunmente empleados se tiene a la particion liquido-liquido.

a. Particion liquido — liquido

Se fundamenta en la separacion de compuestos mediante particion entre dos

liquidos inmiscibles, quimicamente muy diferentes, lo que conduce a una separacion de los
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componentes de acuerdo con sus propiedades fisicas y quimicas (Muffler y Ulber, 2005).
Este procedimiento requiere de una mezcla vigorosa para un perfecto contacto y
generacion de turbulencias entre las fases liquidas, facilitando de tal forma la transferencia
del soluto de una fase liquida a la otra (Najafpour, 2007). EI punto de ebullicion del
solvente extractor debe ser bajo, ya que casi siempre es necesaria la concentracion de las

fases.

Se ha reportado el uso de esta técnica en el fraccionamiento de compuestos
fendlicos, asi por ejemplo Kennedy (2002) indica que el acetato de etilo permite remover
los mondémeros de los flavanoles presentes en una solucion acuosa; Paveto et al. (2004)
utilizé el acetato de etilo para recuperar a la catequina, epicatequina, gallocatequina,
epigalocatequina, catequina galato, epicatequina galato, gallocatequina galato vy
epigalocatequina galato a partir de extractos acuosos de hojas de té verde; Zhou et al.
(2004) utiliz6 la técnica de particion con acetato de etilo para recuperar a los acidos
feralico y p-cumarico, y en menor grado los &cidos galico, vanilico, cafeico y siringico de
extractos de arroz. Pedreschi y Cisneros - Zevallos (2007) en extractos de maiz morado
empled la particion con agua y acetato de etilo obteniendo en la fraccién acuosa
antocianinas y en la fraccién acetato de etilo principalmente &cidos fendlicos.

2.4.3 Cuantificacion e identificacion de los compuestos fenélicos

En la actualidad existe una creciente necesidad de cuantificar e identificar a los
compuestos fendlicos presentes en la dieta, en diferentes plantas y entre las distintas
variedades de la misma planta; debido a su importancia en la contribuciéon al
mantenimiento de la salud humana, lo que ha hecho que cada dia sean mas los datos que se
pueden encontrar en la bibliografia cientifica sobre el perfil fendlicos en diversos
alimentos. Ademas, la gran diversidad de compuestos fendlicos dispersos en los tejidos
vegetales, asi como sus diferentes estructuras quimicas, ha traido consigo la necesidad de
desarrollar un gran namero de técnicas analiticas para su identificacion y cuantificacion
(Martinez — Valverde, 2000; Tsao y Deng, 2004).

Las primeras técnicas desarrolladas para la cuantificacion de compuestos fendlicos
en materiales vegetales fueron las técnicas espectrofotométricas, que si bien tiene interés

desde el punto de vista del control de calidad, no aportan la suficiente informacion para el
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completo analisis de la estructura absoluta y configuracion de un compuesto fendlico, la
que generalmente es una tarea complicada que requiere de la aplicacién de técnicas
avanzadas y mas precisas, que presenten alta sensibilidad y resolucion como la
cromatografia liquida de alta performancia (HPLC), la cual se utiliza ampliamente tanto
para la separacion, identificacion individualizada y cuantificacion de compuestos fendlicos
y que con la ayuda de la espectrometria de masas hace posible determinar diversos grupos
estructurales presentes en los compuestos fenolicos (Martinez — Valverde, 2000; Havsteen,
2002; Naczk y Shahidi, 2004; Tsao y Deng, 2004).

a. Métodos espectrofotométricos

Numerosos metodos espectrofotométricos han sido desarrollados para la
cuantificacion del contenido de compuestos fendlicos en materiales vegetales, los cuales
son ensayos simples y rapidos, ya que no son necesarios procedimientos de limpieza de la
muestra. Sin embargo, poseen ciertos inconvenientes, ya que algunos de ellos no son
especificos para fenoles, por lo tanto presentan mayor interferencia (Antolovich et al.,
2000; Naczk y Shahidi, 2004; Parejo et al., 2004).

Ensayo de Folin — Ciocalteu

Los métodos tradicionales para la determinacion de fenoles totales se han basado en
la medicion directa de la absorcion de la radiacion ultravioleta, o mas frecuentemente,
mediante métodos colorimétricos como el uso del reactivo Folin-ciocalteu (Antolovich et
al., 2000). Actualmente, el método de Folin-ciocalteu es el mas utilizado para estimar el
contenido total de compuestos fendlicos en extractos de plantas, alimentos y bebidas. Se
basan en las propiedades 6xido — reductoras de los compuestos fendlicos. Los polifenoles
actian como agentes reductores y donadores de hidrégeno o electrones (Stratil et al., 2007)
y en esta técnica se utiliza un reactivo compuesto por una mezcla de los acidos
fosfowolframico y fosfomolibdico en medio basico (Na,COs) el cual se reduce al oxidar
los compuesto fendlicos presentes en la muestra analizada, originando compuestos azules
de wolframio y molibdeno que son detectados a 755 nm (Naczk y Shahidi, 2004). El color
obtenido en el ensayo dependera en gran medida del potencial redox de los grupos
fendlicos. Las reacciones de los fenoles con el reactivo Folin—ciocalteu son

estequiométricamente predecibles; sin embargo este no es especifico y detecta todos los
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grupos fendlicos encontrados en los extractos incluyendo aquellos que forman parte de
proteinas; otra desventaja de este ensayo es la interferencia de sustancias reductoras tales
como acido ascorbico (Naczk y Shahidi, 2004).

b. Métodos cromatograficos

Cromatografia liquida de alta performancia (HPLC)

Las técnicas de cromatografia por HPLC estan siendo ampliamente usadas para la
separacion, identificacion y cuantificacion de compuestos fenolicos por su versatilidad,
precision, y costo relativamente bajo. Con mayor frecuencia, el método que se emplea es la
cromatografia de reparto en fase reversa, pues permite una considerable separacién de las
diferentes clases de compuestos fendlicos, pues estd compuesta de una fase estacionaria la
cual es no polar y una fase movil la cual es relativamente polar. La fase estacionaria no
polar, estd compuesta de un relleno (siloxano) recubierto de grupos hidrocarburos (una
cadena de C8 o C18); el gradiente de elucidén es generalmente realizado con sistema
binario de solvente, como el agua que contienen acetato o formiato de amortiguamiento, y
el metanol o el acetonitrilo como modificador organico (el acetonitrilo es preferido al
metanol ya que este ultimo puede provocar un elevado ruido de interferencia). De otro
lado, la elucion isocratica se ha utilizado en algunas ocasiones, pero los procedimiento
realmente sin excepcién son la elucion por gradiente debido a la diversidad de compuestos
fendlicos en muchos extractos. Para obtener buenas resoluciones en un tiempo razonable,
la polaridad de la fase movil y de la fase estacionaria se han de armonizar cuidadosamente
(Antolovich et al., 2000; Parejo et al., 2004; Naczk y Shahidi, 2004; Rijke et al., 2006).

La cromatografia liquida por lo general se realiza a temperatura ambiente, pero las
temperaturas de hasta 40 °C a veces se recomienda para reducir el tiempo del anélisis, si el
principal proposito del estudio es determinar los principales flavonoides en una muestra,
tiempos de corrida de 0.5-1 h generalmente son suficiente para separar de cinco a diez
compuestos de interés. Por otra parte, una separacion mas exhaustiva de los componentes
es necesario tiempos de ejecucion de hasta unas 2 h, en esas condiciones, algunos 30-50
compuestos pueden ser facilmente separados (e identificados) en un sola corrida (Rijke et
al., 2006).
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La identificacion de los compuestos fenolicos requiere el empleo de detectores de
UV-vis, arreglo de diodos (DAD) y UV fluorescencia (Naczk y Shahidi, 2004). El
detector de DAD es capaz de detectar simultaneamente y registrar los cromatogramas en
diferentes longitudes de onda, esta caracteristica mejora significativamente el rendimiento
de la separacion, especialmente cuando los distintos grupos de antioxidantes fitoquimicos
se mezclan en una muestra (Tsao y Deng, 2004). Todas las agliconas de los compuestos
fenolicos contienen al menos un anillo aromatico y, por consiguiente, son eficaces al
absorber la luz ultravioleta. EI primer rango maximo, se encuentra de 240-285 nm y se
debe al anillo A y el segundo rango méximo, se encuentra en 300-550 nm, para la
sustitucién del patron y la conjugacién del anillo C (Havsteen, 2002; Tsao y Deng, 2004;
Rijke et al., 2006). Mediante la técnica de cromatografia liquida de alta performancia con
un detector de arreglo de diodos (HPLC -DAD) la deteccidon del compuesto fenolico se
basa en el tiempo de retencion del analito y su espectro de absorcion en el rango de
longitud de onda UV —Vis obtenido mediante el DAD.

Los datos del espectro UV-Vis de todos los picos de elucion de una muestra se
pueden escanear y almacenar: cada estandar (compuesto fendlico puro) tiene un tiempo de
retencion y un espectro de absorcion en la region UV- Vis. Un compuesto puede ser
identificado si existe concordancia de dichos factores con los de un patron; pero se trata de
una semi — identificacion si solo existe coincidencia del analito con el espectro, mas no con
el tiempo de retencion, entonces el analito es denominado como derivado de un grupo de
fendlicos en particular. De ésta manera se obtiene una visién general de perfil de

polifenoles en caso no se disponga del estandar (Tsao y Yang, 2003; Tsao y Deng, 2004).

Muchos autores afirman que el HPLC es una herramienta valiosa para la
identificacion de compuestos fendlicos y por ello su empleo esté bastante difundido. Asi,
existen diversos articulos cientificos de autores como Antolovich et al. (2000), Nackz y
Shahidi (2004), Tsao y Deng (2004), Robbins y Bean (2004), Parejo et al. (2004) y
Castafieda-Ovando et al. (2009); en los cuales se reportan técnicas de extraccion de
compuestos fendlicos de alimentos como semillas, hinojo, mani, pepas de uvas, bebidas
(vino) y frutas (uvas, jugo de manzanas, fresas, frambuesas, aceituna, naranjas citricos,
pomelos, Kiwi), soya y sus derivados, cebolla, tomate, lechuga, frijoles, cocoa, té verde, y
su analisis mediante técnicas espectrofotométricas y por cromatografia liquida de alta
eficiencia (HPLC-DAD).
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1.  MATERIALES Y METODOS

31 LUGAR DE EJECUCION

El presente trabajo de investigacion se desarroll6 en las instalaciones del Instituto
de Biotecnologia (IBT) area de Biotecnologia Industrial de la Universidad Nacional
Agraria la Molina (UNALM).

3.2 MATERIAPRIMA

Se empled las hojas verdes de los arbustos de mufia (Minthostachys mollis (Kunth)
Griseb.) e inca mufa (Clinopodium bolivianum (Benth.) Kuntze.), provenientes del
Departamento de Junin Provincia de Huancayo y del Departamento de Puno Provincia de
Yunguyo, respectivamente. Los arbustos fueron identificadas por la Mg. Sc. Mercedes
Flores Pimentel, profesora de la Facultad de Ciencias (MOL) y jefa del Herbario de la
Universidad Nacional Agraria la Molina (UNALM). Las muestras fueron liofilizadas y

almacenadas a -20 °C en bolsas oscuras hasta el momento de su respectivo anélisis.

3.3 EQUIPOS, MATERIALES Y REACTIVOS

3.3.1 Equipos

- Agitador magnético (Ceramic midi Polimax 2010 Ika).
- Balanza electronica de precision (Ohaus Scout I1).

- Balanza analitica (Ohaus Adventurer).

- Bomba de vacio (General Electric).

- Centrifuga (Heltich Zentrifugen).

- Congeladora (Electrolux).

- Detector de arreglo de diodos (Waters 2996).

- Espectrofotometro (Genesys 5. Milton Roy).

- Estufa (Mermmert).

- HPLC Waters 2695

- Mddulo de separaciones (Alliance Waters 2695).

- Columna Xterra RP Cyg (5um; 250mm*4.6 mm d.i.; Waters).
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- Potenciémetro (410 Aplus Termoorion).

- Propulsor de bomba peristaltica (Masterfelx L/s Cole Parmer Company).
- Refrigeradora (LG y G.C.A Corporation).

- Rotavapor (Laborota 4000 Heidolph).

- Sistema de liofilizacion (Freezone 4.5 Labconco).

- Ultrasonido (Ultrasonic Cleaners 2510 Branson).

- Vortex Mixer (Wizard & Classic Velp).

3.3.2 Materiales

- Frascos color ambar de 30 mL

- Fiolas 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500 y 1000 mL

- Filtros (0.22pum) milipore

- Jeringas

- Matraces de 250, 500 y 1000 mL

- Matraz esmerilado 250 mL

- Micropipetas de 5-50, 20-200 y 100-1000puL con tips
- Peras de Decantacion 250 mL

- Pipetasde 1, 2,5y 10mL

- Placas petri

- Probetas de 25, 50, 100 y 500 mL

- Tubos de ensayo de 5, 10 y 15 mL

- Vasos de precipitados de 25, 50, 100, 250, 500 y 1000 mL
- Vasos para liofilizador (1200 mL) Labconco

- Viales

- Otros materiales necesarios para los diferentes ensayos

3.3.3 Reactivos

- ABTS 2,2 Azino-bis (3 ethylbenzothializone-6-sulfonic acid) sal de amonio 98%
(Sigma Aldrich)

- Acetato de etilo (Sigma Aldrich)

- Acetato de potasio (Mallinckrodt)

- Acetonitrilo grado HPLC (Fisher Scientific)
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- Acido acético glacial (Fermont)

- Acido férmico (Merck)

- Carbonato de Sodio (Mallinckrodt)
- Cloruro de aluminio (J. T. Baker)

- Diclorometano (Sigan Aldrich)

- Etanol absoluto al 96% (Montana)

- Folin ciocalteau 2N (Sigma Aldrich)
- Hexano (J. T. Baker)

- Metanol 99.8% (Sigma Aldrich)

- Nitrégeno gaseoso (AGA)

- Persulfato de Potasio (Mallinckrodt)

- Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil croman-2-acido carboxilico) (Sigma Aldrich)

3.3.4 Estandares de compuestos fendlicos

- Acidos hidroxicinamicos: &cido ferulico, acido p-cumarico, acido p-hidroxicinamico y
acido cafeico fueron adquiridos de ACROS; el &cido cindmico fue adquirido de
FLUKA y el &cido clorogénico fue adquirido de Sigma Aldrich.

- Acidos hidroxibenzoicos: 4cido elagico, acido siringico y el 4cido galico fueron
adquiridos de Sigma Aldrich. El acido protocatéquico, &cido vanilico, &cido gentisico y
el &cido p-hidroxibenzoico fueron adquiridos de ACROS.

- Flavanoles: Catequina, epicatequina, epicatequina galato, epigalocatequina,
epigalocatequina galato, galocatequina, galocatequina galato fueron adquiridos de

Chromadex.

- Flavonoles: Quercitina, kaempferol y rutina fueron adquiridas de Sigma Aldrich. La
mirecitina fue adquirida de Chromadex.

- Flavanonas: La naringenina, chrisina y eriodictiol fueron adquiridos de Sigma Aldrich.

- Proantocianididas: Procianidina B; y procianidina B, fueron adquiridos de Chromadex.
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3.4 METODOS DE ANALISIS

3.4.1 Determinacion de humedad
Se determind segun el método gravimétrico porcentual reportado por la A.O.A.C
(1990).

3.4.2 Determinacion de la capacidad antioxidante

Se determind seguin el método de ABTS descrito por Arnao (2000). Este método
permite evaluar la capacidad antioxidante de un compuesto frente a un radical libre
previamente preparado; esta capacidad antioxidante es medida como la habilidad de los
componentes de la muestra para disminuir la absorbancia a la longitud de onda de 734 nm.

El procedimiento empleado fue el siguiente:

Se prepar6 la solucion madre con partes iguales en volumen del reactivo: 2,2"-
azino-bis (3—etilbenzotiazolina—6— acido sulfénico) o ABTS vy del reactivo persulfato de
potasio; luego se homogenizé la solucién y se dejo reposar por 12 horas en condiciones de
oscuridad hasta su dilucion con etanol (1:60). Esta solucién (previo blanqueo del
espectrofotometro con etanol) debe dar una lectura a 734 nm de 1.1 £ 0.02, de lo contrario

debe corregirse agregando etanol o solucion madre, segun sea el caso.

Para proceder a la cuantificacion de la capacidad antioxidante se hizo reaccionar
150 pL de muestra con 2850 pL de la solucion diluida de ABTSe+ a temperatura
ambiente, luego se agitd la mezcla y se dejo reaccionar por un periodo de 1 h en un
ambiente oscuro bajo agitacion constante. Al concluir este tiempo, se procedié a la lectura
en el espectrofotometro a 734 nm. El andlisis requirié de un blanco, el cual se prepard
reemplazando los 150 ul de muestra por etanol y se siguié el mismo procedimiento arriba

mencionado.
La capacidad antioxidante se estimé a partir de una curva estandar elaborada con

trolox como patron (Anexo la). Los resultados se expresaron como pmol de Trolox

equivalente (TE) por gramo o0 mL de muestra.
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La ecuacion de la curva estandar para la cuantificacion de la capacidad antioxidante

en etanol fue la siguiente:

Y =0.7506 x (A Abs -0.0065)
Donde:
Y = Micromol (umol) de Trolox equivalente (TE)/ml

A Abs = Variacion de la absorbancia (AbSpianco — AbSmuestra) 734 nm

Para expresar los resultados en pmol de Trolox equivalente (TE)/g (b.s) se
procederan de la siguiente forma:

CA =Y x (Volumen extracto x Fd x % b.s.)
g. muestra

Donde:
CA = Micromol (umol) de Trolox equivalente (TE)/g (b.s)
Fd = Factor de dilucion

% b.s = Base seca en porcentaje

3.4.3 Determinacion de los compuestos fendlicos totales

Se emple6 la metodologia de Folin—ciocalteu reportada por Singleton y Rosi
(1965). ElI método se basa en la reaccion cromoéfora del extracto de la muestra con el
reactivo Folin-ciocalteu en medio béasico (Na,COsz), que sera determinada
espectrofotométricamente a una absorbancia de 755 nm. EIl procedimiento utilizado fue el

siguiente:

Se prepararon soluciones de carbonato de sodio 0.5 M y de Folin-ciocalteu 1N.
Para la cuantificacion de los compuestos fendlicos totales se tomé 500 pL de la muestra y
se hizo reaccionar con 250 pL del reactivo Folin-ciocalteu 1N, a ello se le adicion6 1
250 pL de carbonato de sodio 0.5 M. La mezcla total fue agitada y dejada en reposo por 30
minutos bajo condiciones de oscuridad a temperatura ambiente, paralelamente se preparo
un blanco con agua en lugar de la muestra y se trabajo bajo las mismas condiciones. Este
blanco fue utilizado para calibrar el espectrofotometro y luego se procedié a leer la

absorbancia a 755 nm.
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El contenido de compuestos fendlicos totales se estimd a partir de una curva
estandar elaborada con una solucion acuosa de acido galico como patron (Anexo Ib) Los
resultados se expresaron como mg de acido galico equivalente (AGE) por cada g o ml de

muestra.

La ecuacioén de la curva estandar para la cuantificacion de los compuestos fenolicos

totales fue la siguiente:

Y =0.037 x Abs -0.0013

Donde:
Y = Miligramos (mg) de acido galico equivalente (AGE)/ ml.
Abs = Absorbanciaa 755 nm.

Para expresar los resultados en mg de acido galico equivalente (AGE) /g (b.s) se

procederan de la siguiente forma:

CF =Y x (Volumen extracto x Fd x % bh.s.)
g. muestra

Donde:

CF = Miligramos (mg) de acido galico equivalente (AGE) /g (b.s)
Fd = Factor de dilucion

% b.s = Base seca en porcentaje

3.4.4 Determinacion de flavonolesy flavonas

Se utiliz6 el método propuesto por Chang et al. (2002). EI método estima la
cantidad de flavonoides del tipo flavonoles y flavonas presentes en una muestra. El cloruro
de aluminio reacciona y forma complejos estables con el grupo keto C4 y con los grupos
hidroxil que se encuentran en los carbonos C3 o C5 de las flavonas y flavonoles, asi como
con los grupos dihidroxil de los anillos A y B de los mismos. El procedimiento fue el

siguiente:

Para la determinacion del contenido de flavonoles y flavonas se mezclaron 250 uL

del extracto, 750 pL de etanol al 96%, 50 uL de cloruro de aluminio al 10% (en el caso
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del blanco se agregd 50 pL de agua destilada), 50 pL de acetato de potasio 1M y por
ultimo 1 400 pL de agua destilada; el conjunto se homogenizd y se dejo reposar por unos
30 minutos en oscuridad, luego del cual se procedio a la lectura de la absorbancia a 415

nm.

El contenido de flavonoles y flavonas se estimd a partir de una curva estandar
elaborada con una solucion de quercitina como patron (Anexo Ic). Los resultados se

expresaron como mg de quercitina equivalente (QE) por cada gramo o ml de muestra.

La ecuacién de la curva estandar para la cuantificacion de los compuestos del tipo

flavonoles y flavonas fue la siguiente:

Y =0.263 x (A Abs +0.002)

Donde:
Y = Miligramos (mg) de quercitina equivalente (QE)/ml

A Abs = Variacion de la absorbancia (AbSmuestra — AbSplanco) 515 nm

Para expresar los resultados en mg de quercitina equivalente (QE)/g (b.s) se

procederan de la siguiente forma:

CFF =Y x (Volumen extracto x Fd x % b.s.)
g. muestra

Donde:

CFF = Miligramos (mg) de quercitina equivalente (QE)/g (b.s)
Fd = Factor de dilucion

% b.s = Base seca en porcentaje

35 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Para la ejecucion de la presente investigacion se siguio el siguiente procedimiento:
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3.5.1 Selecciény Limpieza

Esta operacion permitio trabajar con las hojas de mufia e inca mufia que presentaron
las mejores condiciones para la investigacion, de tal modo que no presentaran dafios fisicos

ni microbioldgicos.

3.5.2 Liofilizacion

El objetivo de esta operacion fue evaporar el agua que se encuentra en el tejido de
las hojas de mufia e inca mufia mediante desecacion al vacio y a muy bajas temperaturas (-

50 °C), por un tiempo entre 24 a 48 horas.

3.5.3 Molienda

Una vez liofilizada la muestra, se procedié a moler el producto con una licuadora
con el fin de reducir el tamafio de particula de las hojas secas. En la muestra molida se

determind: humedad, fendlicos totales y capacidad antioxidante.

3.5.4 Extraccion y fraccionamiento de los compuestos fendlicos

En esta etapa se procedio a la extraccion y fraccionamiento de los compuestos

fenolicos presentes en las hojas de mufia e inca mufia de la siguiente forma:

a. Extraccion

La metodologia que se siguid para la extraccion de los compuestos fendlicos de las
dos muestras de la familia Lamiaceae fue la recomendada por Parejo et al. (2004) y
Chirinos et al. (2007) con ligeras modificaciones (Figura 10).

Previo a la extraccion, las hojas fueron pasadas por hexano con la finalidad de
eliminar componentes de caracter lipofilico como aceites, esteroles y clorofilas, evitando
asi interferencias en el analisis (Ziakova et al., 2003; Parejo et al., 2004). Los lavados con
hexano (lixiviacion) fueron realizados en dos etapas (asegurando la eliminacion del color

verde de las hojas) y bajo una relacion hojas/hexano de 1/40 a temperatura ambiente por 1
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hora. Luego del lavado se procedio6 a eliminar el hexano por decantacién, quedando como

material a ser sujeto a la extraccion las hojas desgrasadas.

La extraccion de los compuestos fendlicos de las muestras se realizd bajo las

siguientes condiciones:

- Solvente de extraccion: mezcla de metanol, agua y acido acético glacial (80:20:1,v/v/v)
- Relacion materia prima/solvente de 1/40.
- Oscuridad, agitacion constante y temperatura ambiente (aproximadamente 25°C).

- Tiempo de extraccion de 16 horas.

Una vez finalizado el proceso de extraccion, se procedio a centrifugar la mezcla (4
000 rpm por 10 minutos). El sobrenadante obtenido se concentrd al vacié hasta un
volumen de 5 mL a una temperatura aproximada 38 + 1°C con la finalidad de remover el
solvente de extraccion. El producto residual obtenido fue suspendido en un volumen
aproximado de 15 mL de agua miliQ; el extracto acuoso fue llevado a centrifugar (18 000

rpm por 10 minutos) obteniéndose el extracto bruto concentrado (EBC).
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Figura 10. Proceso de extracciéon de los compuestos fendlicos de las hojas de mufia e

inca mufa
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b. Fraccionamiento

En esta etapa se procedié a fraccionar a los compuesto fenolicos de las hojas de
mufia e inca mufa presentes en el extracto bruto concentrado, con la finalidad de evitar

problemas de coelusion durante el proceso de identificacion por HPLC — DAD.

Para esta etapa se empled la metodologia basada en la separacion de los
compuestos fendlicos en funcion a la solubilidad de los mismos en dos liquidos
inmiscibles: el agua y acetato de etilo (Kennedy, 2002). EI EBC se someti6 a una particion
liguido—liquido con acetato de etilo bajo una relacion 1:1(v/v). La mezcla fue agitada por
un minuto, luego del cual hubo una separacion de fases por decantacion. Este proceso se
realizd dos veces. Las fracciones recuperadas en acetato de etilo fueron combinadas y
evaporadas a sequedad (bajo vacio a la temperatura de 38 + 1 °C). El producto residual se
resuspendié en metanol grado HPLC, a esta fraccion se le denominé fraccion acetato de
etilo (Fae). De otro lado, la fraccion acuosa fue recolectada cuidadosamente y a esta

fraccion se le denomino Fraccidn acuosa (Fac).

En los extractos y fracciones obtenidas se procedié a determinar el contenido de
flavonoles y flavonas, compuestos fendlicos totales y la capacidad antioxidante por medio
de los ensayos espectrofotométricos mencionados en el punto 3.4. Adicionalmente se
determind la contribucién de la capacidad antioxidante de cada una de las fracciones a los
extractos iniciales. En las fracciones también se procedi6 a la identificacion vy

cuantificacion de los compuestos fenolicos por HPLC-DAD

3.5.5 Identificacion de compuestos fenolicos por HPLC-DAD

Se empled la metodologia reportado por Tsao y Yang (2003) con ligeras
modificaciones. Los estandares, extractos y fracciones de fendlicos fueron separados en
una columna de fase reversa instalada en un mddulo de separacion Waters 2695 el cual
estd equipado con un auto inyector, un detector de tipo arreglo de diodos (DAD) vy el
software Empower. Los espectros de absorcion se registraron en el rango de 200 — 700 nm
durante todas las corridas cromatograficas. Se empled una columna de Cig XTerra RP1g (5
pum; 250 x 4.6 mm. d.i.) y un guarda columna (5 pm; 2.0 x 4.6 mm. d.i.). La fase mdvil

binaria estuvo compuesta de &cido férmico al 5 % (A) y acetonitrilo (B). El gradiente de
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elusion empleado fue la siguiente: 0 — 15 % de B hasta el minuto 40, 15 — 45 % de B hasta
el minuto 45, 45 — 100 % de B hasta el minuto 100. El volumen de la muestra inyectada

fue de 20 pL y el flujo fue de 0.5 mL / min.

Los compuestos fenolicos fueron identificados de acuerdo a su espectro de
absorcion en la longitud de onda UV — Vis y tiempo de retencién al compararlos con los

estandares de fenolicos previamente inyectados.

3.6 ANALISIS ESTADISTICO

Los andlisis espectrofotométrico se realizaron por triplicado. Se calcul6 el
promedio aritmético y la desviacién estandar del contenido de los compuestos fendlicos,
los flavonoles y flavonas y la capacidad antioxidante de los extractos y fracciones
obtenidas. EIl F-test en la tabla de ANOVA (p < 0.05) comprobd alguna existencia de
diferencias significativas entre las medias. En caso de la existencia de medias altamente
significativas se empled el procedimiento de las menores diferencias significativas de

Fisher (LSD). Las evaluaciones se hicieron con el programa Statgraphics Plus version 5.
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v RESULTADOS Y DISCUSION

4.1  Extraccion de los compuestos fenolicos presentes en las hojas de la mufia e inca

mufa

Para la extraccion de los compuestos fendlicos se consideréd la metodologia
reportada por Dorman y Hiltunen (2004) y Parejo et al. (2004) de donde se definieron los
parametros de extraccion de los compuestos fenolicos de plantas aromaticas como Satureja
hortensis y Lepechinia graveolens. En el presente trabajo, ademas de las condiciones de
extraccion reportadas por los autores arriba mencionados, se incluyd, previa a la
extraccion, un lavado con hexano a las muestras, debido a que el material de la planta
contiene una enorme variedad de diferentes compuestos lipofilicos como aceites
esenciales, esteroles y clorofilas que podrian interferir en el proceso de extraccion y en los
analisis (Ziakova et al., 2003; Parejo et al., 2004).

Los resultados de los analisis espectrofotométricos realizados para las dos especies
de Lamiaceae se presentan en el Cuadro 4. Respecto al contenido de fenolicos totales la
mufa presentd concentraciones de 92.7 mg de AGE/g (b.s) y la inca mufia de 91.8 mg de
AGE/qg (b.s).

Cuadro 4. Determinacion de compuestos fenodlicos totales, flavonoles y flavonas y

capacidad antioxidante de la mufia e inca mufia

Especie Fendlicos totales ® Flavonoles y Capacidad antioxidante ©
flavonas

Muha 92.7 +1.2 15.0 + 0.8" 868.0 + 24.2*

Inca Mufa 91.8 +8.3" 16.0 +0.7* 1004.1 + 36.7"

*mg de 4cido gélico equivalente (AGE) por gramo de hoja seca. ° mg de quercetina equivalente (QE) por
gramo de de hoja seca. © pmol equivalente de Trolox (TE) por gramo de hojas (b.s). “Promedio aritmético de
tres repeticiones + desviacion estandar. Las letras diferentes en superindice dentro de cada columna del
cuadro indican que existen diferencias significativas (p < 0.05).

Comparando los valores encontrados para las hojas de ambas plantas con lo
encontrado en la literatura para plantas de la misma familia, tenemos que las especies
Satureja hortensis (ajedrea de jardin), Satureja cuneifolia y Origanum syriacum de
Finlandia reportaron un contenido de fenolicos totales de 166 (Dorman y Hiltunen, 2004);
151 y 119 mg de AGE/g (b.s), respectivamente (Dorman et al., 2004); de igual modo
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Skerget et al. (2005) reportaron un valor de 186 mg AGE/g para el Origanum vulgare de
Slovenia y Parejo et al. (2004) un contenido de 314 AGE/mg para la Lepechinia
graveolens. Como se puede deducir todas las cifras presentadas son mayores a las

obtenidas para las especies Lamiaceae evaluadas en este estudio.

De otro lado, autores como Proestos et al. (2006) encontraron en la especie de
Origanum dictamnus de Grecia un contenido fenolicos totales de 13.6 mg de AGE/g (b.s) y
Wojdylo et al. (2007) reportaron valores de 8.2, 0.1, 1.7, 13.2 y 0.5 mg de AGE/100 g (b.s)
para la salvia (Salvia officinalis), orégano (Origanum vulgare), romero (Rosmarinus
officinalis), toronjil (Melisa officinalis) y tomillo (Thymus vulgaris), respectivamente. En
este caso las cifras presentadas son bajas comparadas con las encontradas en la presente

investigacion.

En funcion a los valores presentados se observa que la mufia e inca mufia mostraron
similitud en el contenido de compuestos fendlicos totales, sin embargo grandes diferencias
se encontraron con los valores presentados en los parrafos anteriores para las plantas de la
misma familia como el romero, orégano, salvia, toronjil y tomillo; estos resultados
pudieron deberse a la diferencia entre las especies, a las condiciones del medio ambiente
donde se desarrollo la planta (clima, localizacién, temperatura, fertilidad, enfermedades y
exposicion a plagas), al tiempo de toma de muestra, los métodos de determinacion

empleados para la cuantificacion, entre otros (Wojdylo et al., 2007).

En el Cuadro 4 se reportaron del mismo modo los resultados del anélisis de
flavonoles y flavonas, asi para la mufia se encontr6é un valor de 15.0 mg de QE/g (b.s) y
para la inca mufia de 16.0 mg de QE/g (b.s). La relacién entre el contenido flavonoles y
flavonas respecto al de los compuestos fendlicos para la mufia e inca mufia fue del6.1 y
17.4% respectivamente; lo que indicaria que estas familias participan de forman
considerable dentro del conjunto de compuestos fendlicos de ambas materias primas.
También se procedio a evaluar la presencia de los compuestos del tipo flavanol o flavan-3-
ol, pero ellos no fueron detectados, indicando que este tipo de compuestos fenolicos no

estaria presente en las hojas de ambas plantas.

Los resultados del andlisis para la determinacion de la capacidad antioxidante

(Cuadro 4) dieron valores para la mufia e inca mufia de 868.0 y 1004.1 umol TE/g (b.s),
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encontrandose grandes diferencias entre ambas especies. Investigadores como Luximon —
Ramma et al. (2006) han reportado valores de capacidad antioxidante de 283 pmol TE g
(b.s) para el té negro; mientras que en infusiones de agua y extractos organicos de mates
comerciales se han reportado valores que fluctian en el rango de 414.1 y 454.3 pmol
Trolox/g (b.s.) (Bravo et al., 2007); finalmente en una solucion acuosa de Satureja
hortensis se determind una capacidad antioxidante de 0.26 pmol TE/ml de solucion
(Dorman y Hiltunen, 2004). Por los resultados encontrados, en ambas especies estudiadas
presentaron una elevada capacidad antioxidante comparada con los resultados reportados

para otras hierbas o productos empleados como infusiones.

El andlisis estadistico indico que la mufia e inca mufa presentaron sélo diferencias
significativas en los valores de capacidad antioxidante. Lo que fue confirmado con la
prueba de rangos multiples basado en las menores diferencias significativas de Fisher
(LSD) la que muestra un valor de p = 0.005. El analisis estadistico se presenta con mayor

detalle en el Anexo lla.

4.2  Fraccionamiento de los compuestos fendélicos presentes en las hojas de la mufia

e inca muia

Esta etapa se llevd a cabo con la finalidad de fraccionar los compuestos fendlicos
presentes en las dos especies de Lamiaceae en estudio; para ello se utiliz la metodologia
de la particion liquido — liquido, basada en la solubilidad de ciertos compuestos fenolicos
entre dos liquidos inmiscibles (quimicamente muy diferentes): el acetato de etilo y agua
(Kennedy, 2002; Paveto et al., 2004; Zhou et al., 2004). Producto del fraccionamiento se

obtuvieron dos fracciones: la fraccion acetato de etilo (Fae) y la fraccion acuosa (Fac).

En el Cuadro 5 y Figuras 11, 12 y 13 se observan los valores del contenido de
fenolicos totales, flavonoles y flavonas, y la capacidad antioxidante para la mufia e inca
mufia, de donde se puede evidenciar que hubo una mayor concentracion de todas las

caracteristicas evaluadas en las Fae en comparacion a las Fac de ambas plantas.

El andlisis estadistico indicé que las fracciones: Fae y Fac para la mufia e inca

mufa presentaron diferencias significativas para todos los analisis realizados. Lo que fue
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confirmado con la prueba de rangos mdultiples basado en las menores diferencias
significativas de Fisher (LSD) la que muestra un valor de p = 0.000 para capacidad

antioxidante y fendlicos totales, y p = 0.004 para flavonoles y flavonas (Anexo Ilb).

Cuadro 5. Determinacion de compuestos fendlicos totales, flavonoles y flavonas y
capacidad antioxidante de las fracciones acetato de etilo (Fae) y acuosa

(Fac) de la mufia e inca muia

Fraccion Fenolicos totales  Flavonoles y flavonas Capacidad antioxidante

Muia
Fae 69.1 +6” 14.6 + 0.4’ 625.0 + 59¥
Fac 10.0 +0.3* 1.8+0.1% 114.4 + 4"
Inca muia
Fae 64.3 +2Y 10.4 + 2Y 647.0 + 9¥
Fac 11.0+0.8* 2.6+0.1" 141.9 + 9%

®'mg de 4cido galico equivalente (AGE) por gramo de hoja seca. ° mg de quercetina equivalente (QE) por
gramo de de hoja seca. © pmol equivalente de Trolox (TE) por gramo de hojas secas. ~ Promedio aritmético
de tres repeticiones £ desviacion estandar. Las letras diferentes en superindice dentro de cada columna del
cuadro para cada planta indican que existen diferencias significativas (p < 0.05).

Altas recuperaciones de compuestos fenolicos y de la capacidad antioxidante en el
solvente acetato de etilo han sido reportados en otros estudios realizados en plantas
aromaticas, asi Dorman y Hiltunen (2004) realizaron una particion liquido-liquido en
extractos acuosos de Satureja hortensis y se observo que la fraccién acetato de etilo
presentd un alto contenido de fendlicos totales (500 mg de AGE/g) y capacidad
antioxidante (2.64 mM TE/ml) en comparacion a la fraccion acuosa (67.2 mg de AGE/g y
0.41 mM TE/ml, respectivamente); también Parejo et al. (2004) mencionaron que la
fraccion acetato de etilo obtenida de la Lepechinia graveolens presentd una alta
concentracion de fendlicos totales (686.5 AGE /mg extracto) respecto a la fraccion acuosa
(303. 2 AGE /mg extracto).
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Figura 11. Contenido de compuestos fenolicos totales de las fracciones obtenidas

para la mufia e inca mufia
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De otro lado, la Fae de la mufia mostrd valores superiores en el contenido de
fendlicos totales y flavonoles y flavonas en comparacion al encontrado en la inca mufia,
pero, esta Ultima reporté un valor de capacidad antioxidante ligeramente superior. Para el
caso de las Fac, la inca mufia presentd valores ligeramente mayores de todas las

caracteristicas evaluadas con respecto a la mufa.

Figura 13. Valores de capacidad antioxidante de las fracciones obtenidas de la mufia e

inca muna
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Tomando en cuenta los valores iniciales encontrados en contenido de compuestos
fendlicos, flavonoles y flavonas, y capacidad antioxidante de ambas especies, se determind
que en las Fae de la mufia e inca mufia se recuperaron en un 74.5, 97.3 y 72.0%; y 70.1,
65.0 y 64.4%, respectivamente; mientras que las Fac presentaron valores de recuperacion
de 10.8, 12.0y 13.2%; y 12.0, 16.3 y 14.1%, respectivamente.

De otro lado, el fraccionamiento trajo consigo pérdidas para todas las caracteristicas
evaluadas, asi la mufia e inca mufia mostraron pérdidas en compuestos fendlicos,
flavonoles y flavonas y capacidad antioxidante de 14.7 y 18.0%, 9.3 y 18.8%, y 14.8 y
21.4%); las pérdidas podrian deberse al tipo de fraccionamiento utilizado.

45



De acuerdo al método de fraccionamiento empleado y considerando que los
flavonoles y &cidos fendlicos han sido encontrados en fracciones extraidas con acetato de
etilo (Pedreschi y Cisneros — Zevallos, 2007) es muy posible que los fendlicos presentes en

la Fae posean esas estructuras y sean representativas en las especies en estudio.

En funcion a los resultados encontrados las Fae de ambos arbustos fue la que
presentd potenciales caracteristicas antioxidantes, asi la actividad de los componentes
fenolicos solubles de esta fraccion presentarian buenas propiedades para ser utilizados
como agentes antioxidantes y/o preservantes en futuras aplicaciones. Con la finalidad de
elucidar a las principales familias de compuestos fendlicos y al tipo de compuesto fendlico
presentes en ambas fracciones para las dos especies evaluadas se procedid a realizar el

analisis de HPLC en fase reversa.

4.3  ldentificacion de los compuestos fendlicos presentes en las hojas de la mufia e

inca mufa

El perfil cromatografico de los compuestos fendlicos presentes en las fracciones
obtenidas después de la particion liquido — liquido con acetato de etilo para la mufia e inca
mufia fueron determinadas a 280 y 320 nm debido a que la mayor parte de los compuestos

fenolicos detectados presentaron maximas absorbancias a esas longitudes de onda.

La identificacién de los picos de los compuestos fendlicos en las hojas de las
especies evaluadas se realizd con el detector de DAD que es capaz de detectar y registrar
simultaneamente cromatogramas a diferentes longitudes de onda logrando obtener en
primer lugar los espectros de absorcion en un amplio rango UV — visible (de 200 a 700
nm) de los picos de interés y en segundo lugar de los cromatogramas obtenidos se pueden
determinar los tiempos de retencion para cada pico; estas dos caracteristicas fueron
comparadas con la de los estandares de compuestos fendlicos previamente inyectados para
lograr identificar a los principales fendlicos presentes en las muestras. Se consideraron
como “derivados” a los compuestos fenolicos que presentaron el mismo espectro de
absorcion al de un estandar fenolico méas no el mismo tiempo de retencion, de esta forma

se obtuvo un panorama del tipo de familias de compuesto fendlico presentes.
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Cuando la muestra estd compuesta por una gran cantidad de compuestos, la
sensibilidad para la identificacion de los compuestos fenolicos es menor, debido a la
complejidad que presentan los cromatogramas asi como a los posibles efectos de co-
elusién, evitando una clara identificacion de los compuestos de interés. Por ello el
proposito del fraccionamiento empleado fue separar a los compuestos fendlicos en funcion
a sus caracteristicas de solubilidad en acetato de etilo y agua; y de este modo facilitar la
identificacion por HPLC-DAD. Los procesos de fraccionamiento brindan ventajas al
detector DAD, pues mejoran su selectividad, eficiencia y sensibilidad, reduciendo la
complejidad del cromatograma y permitiendo la identificacion de muchos compuestos al

compararlos con los estandares.

a. Identificacién de los compuestos fendlicos en la fraccion acuosa

En la Figura 14 se muestran los cromatogramas de la Fac de la mufia a 280 y 320
nm. Un total de 11 picos fueron detectados, los cuales se eluyeron entre los 25.1 y 64.4
minutos. Esta fraccion presentd una variedad de compuestos fendlicos, tales como: acidos
hidroxicinamicos, flavanonas y flavonoles (Cuadro 6). Ningun pico fue identificado, sin
embargo los picos detectados mostraron caracteristicas espectrales similares a la de los
acidos fenolicos hidroxicindmicos del tipo acido cafeico (picos 1, 3 y 11) y p-cumarico
(picos 2 y 4), flavanonas del tipo eriodictiol (picos 5, 7, 9 y 10) y flavonoles del tipo rutina

(picos 6y 8).

La cantidad total de acidos hidroxicindmicos, flavanonas y flavonoles para la Fac
de las hojas de mufa fueron: 1.46, 1.03 y 0.41 mg/g (b.s.), respectivamente; llegando a
totalizar un 2.9 mg/g (b.s). Los picos mas representativos para esta fraccion de la mufa

fueron los picos 3 (derivado de acido cafeico) y 10 (derivado de eriodictiol).
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Figura 14. Perfil cromatografico HPLC-DAD de la fraccién acuosa de las hojas de
mufia a la longitud de onda de 280 y 320 nm
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Cuadro 6. Caracteristicas cromatograficas y espectrales de los principales
compuestos fendlicos detectados en la fraccion acuosa de las hojas mufia

N° Tiempo de Amax (nm)  Compuesto fenolico asignado  Total (mg/g,
Pico  retencion (min) b.s.)
1 25.1 325.9 Derivado de acido
hidroxicinamico ? 0.40
2 31.7 311.6 Derivado de acido
hidroxicinamico 0.11
3 35.3 325.9 Derivado de acido
hidroxicinamico ? 0.78
4 39.2 315.2 Derivado de acido
hidroxicinamico 0.08
5 52.1 284.3,329.5 Derivado de Flavanona ° 0.20
6 54.2 257.1, 358.0 Derivado de Flavonol ¢ 0.23
7 55.7 285.5 Derivado de Flavanona ° 0.05
8 57.2 252.4,351.0 Derivado de Flavonol ¢ 0.18
9 57.6 284.3 Derivado de Flavanona ° 0.16
10 59.0 284.3,331.9 Derivado de Flavanona © 0.62
11 64.4 329.5 Derivado de acido
hidroxicinamico ? 0.09

Los écidos hidroxicindmicos fueron cuantificados a 320 nm usando su correspondiente estandar aglicén. Las
flavanonas fueron cuantificadas a 280 nm usando su correspondiente aglicon estandar. Los flavonoles fueron
cuantificados a 360 nm usando su correspondiente aglicon estandar. @ Cuantificado como acido cafeico, °
Cuantificado 4cido p-cumérico. ¢ Cuantificado como eriodictiol. ¢ Cuantificado como rutina.

En la Figura 15 se muestran los cromatogramas de la Fac de las hojas de inca mufia
a 280 y 320 nm. Un total de 10 principales picos fueron detectados, los cuales presentaron
tiempos de retencion entre los 30.6 y 64.2 minutos. En esta fraccion no se identifico a
ningln compuesto fenolico y al igual que para la mufia se encontraron a las familias de
fenolicos del tipo: acidos hidroxicinamicos, flavanonas y flavonoles (Cuadro 7). Se
evidenciaron un total de seis nuevos picos (picos 12-17) que no estaban presentes en la Fac
de la mufia, mientras que los picos 1-3 y 6-9 detectados en la mufia no fueron detectados
en esta fraccion. Los compuestos fendlicos comunes en la mufia e inca mufia estarian
representados por los picos 4, 5, 10 y 11. Esto resultados establecerian diferencias
sustanciales en composicion en los compuestos fenolicos entre ambas especies

pertenecientes a la misma familia.
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Figura 15. Perfil cromatografico HPLC-DAD de la fraccidn acuosa de las hojas de la
inca muia
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Los picos detectados fueron designados como derivados del acido cafeico (picos
11, 12, 13 y 14), del &cido p- cumérico (picos 4, 15y 16), del eriodictiol (pico 5y 10) y de
la rutina (pico 17) debido a la similitud de las caracteristicas espectrales con los respectivos

estandares.

La cantidad total de acidos hidroxicindmicos, flavanonas y flavonoles para la Fac
de las hojas de inca mufia fue de: 1.05, 1.56 y 0.28 mg/g (b.s.) respectivamente, haciendo
un total de compuestos fendlicos de 2.89 mg/g (b.s), valor total muy cercano al encontrado
para la mufia. El pico méas representativo para esta fraccion fue el pico 10 (derivado de
eriodictiol).

Cuadro 7. Caracteristicas cromatograficas y espectrales de los principales

compuestos fenodlicos detectados en la fraccidon acuosa de las hojas inca

mufa
N° Tiempo de Amax (NM)  Compuesto fendlico asignado  Total (mg/g,
Pico  retencién (min) b.s.)
12 30.6 329.5 Derivado de acido
hidroxicinamico 0.49
13 34.9 329.5 Derivado de acido
hidroxicinamico 2 0.17
14 37.5 333.1 Derivado de acido
hidroxicinamico 0.05
4 38.8 316.4 Derivado de acido
hidroxicinamico " 0.06
15 39.7 317.6 Derivado de acido
hidroxicinamico " 0.07
16 47.5 316.4 Derivado de acido 0.07
hidroxicinamico ®
5 51.8 285.5 Derivado de Flavanona ° 0.41
17 52.9 255.9, 349.8 Derivado de Flavonol ° 0.28
10 58.8 284.3,331.9 Derivado de Flavanona ° 1.15
11 64.2 330.7 Derivado de 4cido
hidroxicinamico 2 0.14

Los acidos hidroxicindmicos fueron cuantificados a 320 nm usando su correspondiente estandar aglicén. Las
flavanonas fueron cuantificadas a 280 nm usando su correspondiente aglicon estandar. Los flavonoles fueron
cuantificados a 360 nm usando su correspondiente aglicon estandar. @ Cuantificado como acido cafeico, °
Cuantificado &cido p-cumarico. ¢ Cuantificado como eriodictiol. ¢ Cuantificado como rutina.

De forma general, se observdé que ambas materias primas, pertenecientes a la
familia Lamiaceae, mostraron perfiles cromatograficos ligeramente diferentes para las

fracciones acuosas y que contenian el mismo tipo de familia de compuesto fendlicos, sin
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embargo hubieron diferencias en la distribucion de los picos encontradas en ambos
productos asi como en su concentracion. Para ambas especies estudiadas la Fac destaco por
la mayor presencia de derivados de flavanonas del tipo eriodictiol seguida de los

hidroxicinamicos y finalmente de los flavonoles.

b. Identificacion de los compuestos fenolicos en la fraccion acetato de etilo

En la Figura 16 se muestran los cromatogramas de la Fae de las hojas de mufia a
280 y 320 nm. Un total de 5 picos principales fueron elucidados, los cuales presentaron
tiempos de retencion entre los 34.9 y 80.0 minutos. Ningun pico fue identificado en
funcién a los estandares previamente inyectados, pero los picos mostraron caracteristicas
espectrales similares a la de los acidos hidroxicinamicos del tipo acido cafeico (picos 11y
13), flavanonas del tipo eriodictiol (picos 10 y 1°) y la flavona del tipo apigenina (pico 3°)
(Cuadro 8). Los picos 10 y 11 fueron los mismos que se encontraron en la fraccién acuosa
de la misma planta, siendo el pico 11 (derivado del acido cafeico) el mas representativo. Se

observé también la presencia de dos nuevos picos en esta fraccion los picos 1’y 3°.

La flavona del tipo apigenina encontrada en la Fae no se hizo presente en la Fac de
la mufa. De otro lado, se observé la ausencia de los derivados de los flavonoles del tipo
rutina y de los acidos hidroxicindmicos del tipo p-cumarico los que si estuvieron presentes
en la Fac de la mufia. Esto indicaria que los flavonoles y el acido hidroxicindmico del tipo
p-cumarico de la mufia e inca mufia muestran mayor afinidad a solubilizarse en el agua
(alta polaridad); las flavonas del tipo apigenina se solubilizan mejor en acetato de etilo
(baja polaridad) y las flavanonas del tipo eriodictiol y el acido hidroxicindmico del tipo

cafeico muestran solubilidad tanto en agua como en acetato de etilo.
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Figura 16. Perfil cromatografico HPLC-DAD de la fraccion acetato de etilo de las
hojas de la mufia
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La cantidad total de &cidos hidroxicindmicos (tipo &cido cafeico) y flavanonas (tipo
eriodictiol) para la Fae de las hojas de mufia fue de: 22.2 y 1.4 mg/g (b.s.) respectivamente;
la flavona (tipo apigenina) estuvo presente en cantidades de trazas. El total de compuestos
fenolicos comprendidos en esta fraccion fue de 23.7 mg/g (b.s), valor total muy superior al
encontrado para la Fac del mismo producto, lo cual esta de acorde a los resultados
encontrados en las evaluaciones espectrofotométricas realizadas previamente (punto 4.2).

Cuadro 8. Caracteristicas cromatograficas y espectrales de los principales

compuestos fendlicos detectados en la fraccion acetato de etilo de las

hojas muiia
No° Tiempo de MAmax (nm)  Compuesto fendlico asignado  Total (mg/g,
Pico retencion (min) b.s.)
13 34.9 328.3 Derivado de acido
hidroxicinamico 0.75
10 58.6 284.3,327.1  Derivado de Flavanona” 0.90
11 64.0 330.7 Derivado de acido
hidroxicinamico 2 21.52
1 66.6 284.3 Derivado de Flavanona " 0.57
3 80.0 287.9 Derivado de Flavona © Tr

Los acidos hidroxicinamicos y la flavona fueron cuantificados a 320 nm usando su correspondiente estandar
aglicon. Las flavanonas fueron cuantificadas a 280 nm usando su correspondiente aglicon estandar. *
Cuantificado como écido cafeico, ® Cuantificado eriodictiol. ¢ Cuantificado como apigenina. Tr: trazas.

En la Figura 17 se muestran los cromatogramas de la Fae de las hojas de inca mufia
a 280 y 320 nm. Un total de 4 principales picos fueron detectados, los cuales presentaron
tiempos de retencion entre los 58.7 y 80.0 minutos. En esta fraccion, al igual que para la
mufia, se encontraron compuestos fendlicos del tipo: acidos hidroxicinamicos del tipo
acido cafeico (pico 11), flavanona del tipo eriodictiol (pico 10) y flavonas del tipo
apigenina (picos 2’ y 3”) (Cuadro 9). Como se puede observar en esta fraccion se hizo
presente el pico 2’ que no estaba presente en la Fae de la mufa, mientras que los picos 13 y
1’ detectados en la mufia no fueron detectados en la inca muia. Los picos comunes a
ambos productos en esta fraccion fueron los picos 10 y 11. Nuevamente diferencias en
composicion y cantidad de fendlicos entre la mufia e inca mufia se apreciaron en esta

fraccion.
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Figura 17. Perfil cromatografico HPLC-DAD de la fraccion acetato de etilo de las
hojas de inca mufia
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La cantidad total de acidos hidroxicinamicos, flavanonas y flavonas para la Fae de
las hojas de inca mufia fue de: 18.5, 2.1 y 3.9 mg/g (b.s.), respectivamente; asi la inca
mufia destacdé por sobre la mufia en concentracion de compuestos fenolicos del tipo
derivados de eriodictiol y apigenina, mientras que la mufia destac6 en contenido de
derivados de &cido cafeico. El total de compuestos fendlicos comprendidos en esta fraccion
fue de 24.5 mg/g (b.s), valor total muy proximo encontrado para la Fae de la mufia.

Al igual que para el caso de las Fac de la mufia e inca mufa las Fae mostraron
perfiles cromatogréficos ligeramente diferentes, pero contenian el mismo tipo de familia de
compuestos fendlicos, diferencias en la distribucion y concentracion de los picos
detectados también se evidenciaron. En general para ambas especies estudiadas la Fae
destaco por la mayor presencia de derivados de acidos hidroxicindmicos seguido de las

flavanonas y flavonas.

Cuadro 9. Caracteristicas cromatograficas y espectrales de los principales
compuestos fenodlicos detectados en la fraccion acetato de etilo de las

hojas inca mufia

N°  Tiempo de Amax (NM) Compuesto fenolico asignado Total
Pico retencion (min) (mg/g b.s.)
10 58.7 284.3,328.3 Derivado de Flavanona ” 2.16
11 64.1 330.7 Derivado de acido 18.51
hidroxicinamico ?
2' 73.3 245.3, 318.8 Derivado de Flavona ° 3.90
3 80.0 287.9 Derivado de Flavona © Tr

Los &cidos hidroxicinamicos y la flavona fueron cuantificados a 320 nm usando su correspondiente estandar
aglicon. Las flavanonas fueron cuantificadas a 280 nm usando su correspondiente aglicon estandar. ®
Cuantificado como écido cafeico, ® Cuantificado eriodictiol. ¢ Cuantificado como apigenina. Tr: trazas.

La destacada participacion del pico 11, derivado del &cido hidroxicinamico, en las
fracciones acetato de etilo de la mufia e inca mufia, se deberia a la presencia del acido
rosmarinico (éster del acido cafeico conformado por el acido 2-hidroxidihidrocafeico mas
el acido cafeico), el cual ha sido elucidado en casi todas las especies pertenecientes a la
familia Lamiaceae y al que se le atribuye potentes propiedades antioxidantes, por lo que a
este pico se le podria atribuir las altas capacidades antioxidantes encontradas en las

fracciones acetato de etilo de la mufia e inca mufia.
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De otro lado, los resultados encontrados en ambas fracciones para las dos especies
estudiadas estan de acorde a lo indicado por Dastmalchi et al. (2007) quienes encontraron
en fracciones acetato de etilo y agua de la Dracocephalum moldavica (perteneciente a la
familia de la Lamiaceae), la presencia del &cido cafeico y p-cumarico en concentraciones
de 1.43 y 0.67 mg/g (b.s), y 0.71 y 0.87 mg/g (b.s), respectivamente; de donde se observa
que el &cido cafeico mostré una mayor solubilidad en el acetato de etilo y el p-cumaérico en

agua.

Investigaciones realizadas en diferentes especies de la familia Lamiaceae han
evidenciado la presencia de los compuestos fenolicos encontrados en el presente estudio.
Asi Regnault — Roger et al. (2004) indicaron que el acido cafeico fue encontrado en la
Satureja hortensis, Origanum vulgare y Rosmarinus officinalis en concentraciones de 1.0,
1.1 y 0.87 mg/g (b.s.), respectivamente, mientras que derivados de eriodictiol se
presentaron en la Satureja hortensis (0.18 mg/g, b.s). Dorman et al. (2004) reportaron en la
especie Satureja cuneifolia de Finlandia al acido cafeico (0.07 mg/g) vy apigenina (0.29
mg/g); también Parejo et al. (2004), evidenciaron en la Lepechinia graveolens a derivados
de flavanonas y flavonas (eriodictiol-7—O—rutindsido, apigenina—7—O-rutingsido). En un
trabajo realizado por Kosar et al. (2005) el acido cafeico fue detectado en la Salvia
officinalis y Satureja hortensis (0.97 y 1.38 mg/g, respectivamente); el eriodictiol en la
Satureja hortensis y Thymus vulgaris (0.88 y 3.70 mg/g, respectivamente) y apigenina en
el Origanum vulgare, Rosmarinus officinalis, Satureja hortensis y Thymus vulgaris (1.51,
1.80, 5.78 y 5.28 mg /g, respectivamente). La presencia de apigenina en el Origanum
vulgare también ha sido indicado por Skerget et al., (2005). Skoula et al. (2005)
encontraron en la Satureja thymbra de Grecia al eriodictiol (0.64mg/g, b.s) y apigenina
(0.31 mg/g, b.s) y Proestos et al. (2006) reportaron en el Origanum dictamnus de Grecia al
acido cafeico (0.23 mg/g, b.s) y acido p-cumarico (0.04 mg/g, b.s). Finalmente Wojdylo et
al. (2007) encontraron en la Salvia officinalis, Origanum vulgare, Rosmarinus officinalis y
Melisa officinalis al &cido cafeico a las concentraciones de 2.96, 6.49, 4.06 y 8.58 mg/g
(b.s.), mientras que el acido p-cumarico fue detectado en la Salvia officinalis (0.10 mg/g,
b.s) y la apigenina en la Salvia officinalis y Rosmarinus officinalis (0.22 y 0.43 mg/g, b.s,

respectivamente).

Como se observa la gran mayoria de investigaciones citadas hacen referencia a los

mismos tipos de compuestos fenolicos detectados para la mufia e inca mufia, donde
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diferencias en el tipo y concentracion de compuesto fendlico se hacen presente, lo que
hace particular el perfil de compuestos fendlicos para cada especie.
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CONCLUSIONES

La capacidad antioxidante de la inca mufia (Clinopodium bolivianum (Benth.)
Kuntze) fue superior (1004.1 pumol TE/g (b.s)) a la mufia (Minthostachys mollis
(Kunth) Grisebach) (868.0 umol TE/g (b.s)).

La muiia (Minthostachys mollis (Kunth) Grisebach) e inca mufa (Clinopodium
bolivianum (Benth.) Kuntze) presentaron contenidos de fenolicos totales muy
cercanos (92.7 y 91.8 mg de AGE/g (b.s), respectivamente). Los flavonoles y
flavonas se presentaron en cantidades proximas en ambas especies (15.0 y de 16.0

mg de QE/g (b.s), respectivamente).

Después de la particion liquido — liquido (agua:acetato de etilo), la capacidad
antioxidante, el contenido de fenodlicos totales, flavonoles y flavonas se concentrd

mayormente en la Fae comparado a la Fac de ambas hierbas.

Un total de 11 picos fueron detectados en la Fac de la mufa (Minthostachys mollis
(Kunth) Grisebach), encontrandose compuestos fendlicos similares a los acidos
hidroxicinamicos del tipo cafeico y p-cumarico; flavanonas del tipo eriodictiol y
flavonoles del tipo rutina. Los fendlicos mas representativos fueron los derivados
de acido cafeico y de eriodictiol. La cantidad total de &cidos hidroxicinamicos,
flavanonas y flavonoles para la Fac de la mufia (Minthostachys mollis (Kunth)
Grisebach) fueron: 1.46, 1.03 y 0.41 mg/g (b.s.), respectivamente; llegando a un
total de 2.90 mg/g (b.s).

En la Fac de la inca mufia (Clinopodium bolivianum (Benth.) Kuntze) se detectaron
10 picos, de las familias de compuestos fendlicos con similitud a los derivados de
acidos hidroxicinamicos del tipo cafeico, p- cumarico, flavanonas del tipo
eriodictiol y flavonoles del tipo rutina. El pico mas representativo fue el derivado
de eriodictiol. La cantidad total de é&cidos hidroxicindmicos, flavanonas vy
flavonoles para la Fac de la inca mufia (Clinopodium bolivianum (Benth.) Kuntze)
fue de: 1.05, 1.56 y 0.28 mg/g (b.s.), respectivamente, haciendo un total de

compuestos fendlicos de 2.89 mg/g (b.s).
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En la Fae de la mufia (Minthostachys mollis (Kunth) Grisebach) se detect6 5 picos
de compuestos fenolicos derivados de los &cidos hidroxicinamicos del tipo cafeico,
flavanonas del tipo eriodictiol y la flavona del tipo apigenina en cantidades de
22.27, 1.47 mgl/g (b.s.) y trazas respectivamente; haciendo un total de 23.74 mg/g
(b.s). El pico mas representativo fue el derivado del acido cafeico.

En la Fae de la inca mufia (Clinopodium bolivianum (Benth.) Kuntze) 4 picos de
compuestos fenolicos se detectaron, encontrdndose derivados de A&cidos
hidroxicinamicos del tipo acido cafeico, flavanona del tipo eriodictiol y flavonas
del tipo apigenina en cantidades de: 1851, 2.16 y 3.90 mg/g (b.s.),
respectivamente; haciendo un total de 24.57 mg/g (b.s). El pico méas representativo

fue el derivado de &cido cafeico.
En la Fae la inca mufia destaco por sobre la mufia en concentracion de derivados de

compuestos fendlicos del tipo eriodictiol y apigenina, mientras que en la mufia el

derivados de acido cafeico.
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VI

RECOMENDACIONES

Realizar los andlisis de espectrometria de masa y resonancia magnética nuclear para
la identificacién completa de los derivados de los compuestos fenolicos detectados

en la presente investigacion.

Evaluar el uso potencial de los compuestos fendlicos de la mufia e inca mufia como
producto funcional o nutraceutico, por medio de investigaciones in vivo, incluyendo

estudios de absorcion y el metabolismo en el tracto gastrointestinal.

Evaluar el potencial antimicrobiano de los compuestos fendélicos de ambos arbustos
con un bacteria de microorganismos patdégenos como Listeria monocytogenes,

Salmonella enteridis, Staphylococcus aureus, Pseudomonas putida.

Evaluar la aplicacion de la fraccion acetato de etilo de la mufia e inca mufia como

agente antioxidante y/o preservante natural en diversos sistemas alimenticios.
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ANEXOS



ANEXO I. CURVA ESTANDAR

a. Curva estandar para la capacidad antioxidante

Figura 1. Curva estandar de trolox para el ensayo de ABTS (actividad
antioxidante) a 734 nm
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Donde:
Y = Micromol (umol) de trolox equivalente (TE)/ ml.
A Abs = Variacion de la absorbancia.
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b. Curva estandar para los compuestos fendlicos

Figura 2. Curva estdndar de acido gélico para el ensayo de compuestos
fendlicos totales a 755 nm.
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Donde:
Y = Miligramos (mg) de acido galico equivalente (AGE)/ ml.
Abs = Absorbancia a 755 nm.
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c. Curva estandar para los flavonoles y flavonas

Figura 3. Curva estandar de quercitina para el ensayo de flavonoles y flavonas a
415 nm.
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Donde:
Y = Miligramos (mg) de Quercitina/ ml.
Abs = Absorbancia. A 415 nm.
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ANEXO I1. ANALISIS ESTADISTICO

a. Hojas de mufia e inca mufia

ANOVA simple — Actividad antioxidante segun especie

Resumen del procedimiento

Variable dependiente: Actividad antioxidante
Factor: Especie

NUmero de observaciones: 6

Ndmero de niveles: 2

El StatAdvisor

Este procedimiento realiza un analisis de la varianza simple para la actividad
antioxidante. Realiza varios tests y graficos para comparar los valores medios de
actividad antioxidante para los 2 diferentes niveles de especie. El F-test en la tabla de
ANOVA comprobara si hay alguna diferencia significativa entre las medias. Si hay,
los tests de rangos mdaltiples le indicardn las medias que son significativamente

diferentes unas de otras.

Tabla ANOVA para actividad antioxidante segun especie

Fuente Sumas de cuad | Gl |Cuadrado Medio| Cociente-F | P-Valor
Entre grupos 27799.8 1 27799.8 28.81 0.0058
Intra grupos 3859.62 4 964.906
Total (Corr.) 31659.4 5

El StatAdvisor

La tabla ANOVA descompone la varianza de la actividad antioxidante en dos
componentes: un componente entre grupos y un componente dentro de los grupos. El
F-ratio, que en este caso es igual a 28.8109, es el cociente de la estimacion entre
grupos Yy la estimacion dentro de los grupos. Puesto que el p-valor del test F es

inferior a 0.05, hay diferencia estadisticamente significativa entre las actividades
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antioxidantes medias de un nivel de especie a otro para un nivel de confianza del
95.0%. Para determinar las medias que son significativamente diferentes unas de
otras, seleccione los tests de rangos multiples en la lista de opciones tabulares.

Contraste multiple de rango para actividad antioxidante segun especie

Método: 95.0 porcentaje LSD

Especie Frec. |Media Grupos homogéneos
Mufia 3 867.983 X

Inca mufia 3 1004.12 X

Contraste Diferencias +/- Limites

Inca mufia — Mufa *136.137 70.4186

* indica una diferencia significativa.

El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacién mdaltiple para determinar las
medias que son significativamente diferentes unas de otras. La mitad inferior de la
salida muestra la diferencia estimada entre cada par de medias. El asterisco que se
encuentra al lado de uno de los pares, indica que éste muestra diferencia
estadisticamente significativa a un nivel de confianza 95.0%. En la parte superior de
la pagina, se identifican 2 grupos homogéneos segun la alineacion del signo X en la
columna. Dentro de cada columna, los niveles que tienen signo X forman un grupo de
medias entre las cuales no hay diferencias estadisticamente significativas. El método
actualmente utilizado para discernir entre las medias es el procedimiento de las
menores diferencias significativas de Fisher (LSD). Con este método, hay un 5.0% de
riesgo de considerar cada par de medias como significativamente diferentes cuando la

diferencia real es igual a 0.

75



Medias y 95.0 Porcentajes Intervalos LSD
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Especie

ANOVA simple - fendlicos segun especie

Resumen del procedimiento

Variable dependiente: Fenodlicos
Factor: Especie
NUmero de observaciones: 6

Nudmero de niveles: 2

El StatAdvisor

Este procedimiento realiza un analisis de la varianza simple para fenolicos. Realiza
varios tests y graficos para comparar los valores medios de fendlicos para los 2
diferentes niveles de especie. El F-test en la tabla de ANOVA comprobara si hay
alguna diferencia significativa entre las medias. Si hay, los tests de rangos multiples le

indicaran las medias que son significativamente diferentes unas de otras.

Tabla ANOVA para Fenolicos segun especie

Fuente Sumas de cuad | Gl [Cuadrado Medio| Cociente-F | P-Valor
Entre grupos 1.29735 1 1.29735 0.04 0.8569
Intra grupos 140.433 4 35.1083
Total (Corr.) 141.731 5
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El StatAdvisor

La tabla ANOVA descompone la varianza de fendlicos en dos componentes: un
componente entre grupos y un componente dentro de los grupos. EIl F-ratio, que en
este caso es igual a 0.0369528, es el cociente de la estimacion entre grupos y la
estimacion dentro de los grupos. Puesto que el p-valor del test F es superior o igual a
0.05, no hay diferencia estadisticamente significativa entre las fendlicos medias de un

nivel de especie a otro para un 95.0%.

ANOVA simple — flavonoles y flavonas segun especie

Resumen del procedimiento
Variable dependiente: Flavonoles
Factor: Especie

Ndmero de observaciones: 6

NuUmero de niveles: 2

El StatAdvisor

Este procedimiento realiza un anélisis de la varianza simple para flavonoles. Realiza
varios tests y graficos para comparar los valores medios de flavonoles para los 2
diferentes niveles de especie. El F-test en la tabla de ANOVA comprobara si hay
alguna diferencia significativa entre las medias. Si hay, los tests de rangos multiples le
indicaran las medias que son significativamente diferentes unas de otras. Si le
preocupa la presencia de valores atipicos, puede elegir el test Kruskal-Wallis que
compara las medianas en lugar de las medias. Los diferentes graficos le ayudaran a
juzgar la significacion practica de los resultados, y le permitiran buscar las posibles

violaciones a las asunciones subyacentes en el analisis de la varianza.

Tabla ANOVA para flavonoles segun especie

Fuente Sumas de cuad | Gl |Cuadrado Medio| Cociente-F | P-Valor
Entre grupos 1.39202 1 1.39202 2.33 0.2019
Intra grupos 2.39333 4 0.598333
Total (Corr.) 3.78535 5
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El StatAdvisor

La tabla ANOVA descompone la varianza de flavonoles en dos componentes: un
componente entre grupos y un componente dentro de los grupos. EIl F-ratio, que en
este caso es igual a 2.32649, es el cociente de la estimacion entre grupos y la
estimacion dentro de los grupos. Puesto que el p-valor del test F es superior o igual a
0.05, no hay diferencia estadisticamente significativa entre las flavonoles medias de un

nivel de especie a otro para un 95.0%.
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b. Prueba de rangos multiples (DLS) entre fracciones

ANOVA simple - actividad antioxidante segun fraccion

Resumen del procedimiento

Variable dependiente: Actividad antioxidante
Factor: Fraccion

NUmero de observaciones: 6

Ndmero de niveles: 2

El StatAdvisor

Este procedimiento realiza un analisis de la varianza simple para actividad
antioxidante. Realiza varios tests y graficos para comparar los valores medios de
actividad antioxidante para los 2 diferentes niveles de fraccion. El F-test en la tabla de
ANOVA comprobara si hay alguna diferencia significativa entre las medias. Si hay,
los tests de rangos mdltiples le indicardn las medias que son significativamente
diferentes unas de otras. Si le preocupa la presencia de valores atipicos, puede elegir
el test Kruskal-Wallis que compara las medianas en lugar de las medias. Los
diferentes gréaficos le ayudaran a juzgar la significacién practica de los resultados, y le
permitiran buscar las posibles violaciones a las asunciones subyacentes en el analisis

de la varianza.

Tabla ANOVA para actividad antioxidante segun fraccion

Fuente Sumas de cuad | Gl |Cuadrado Medio| Cociente-F | P-Valor
Entre grupos 382628.0 1 382628.0 4545.57 0.0000
Intra grupos 336.705 4 84.1761
Total (Corr.) 382965.0 5

El StatAdvisor
La tabla ANOVA descompone la varianza de actividad antioxidante en dos
componentes: un componente entre grupos y un componente dentro de los grupos. El

F-ratio, que en este caso es igual a 4545.57, es el cociente de la estimacion entre
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grupos Yy la estimacion dentro de los grupos. Puesto que el p-valor del test F es
inferior a 0.05, hay diferencia estadisticamente significativa entre las actividad
antioxidante medias de un nivel de fraccion a otro para un nivel de confianza del
95.0%. Para determinar las medias que son significativamente diferentes unas de

otras, seleccione los tests de rangos mdltiples en la lista de opciones tabulares.

Contraste multiple de rango para actividad antioxidante segun fraccion

Método: 95.0 porcentaje LSD

Fraccion Frec. |Media Grupos homogéneos
Fac 3 141.937 X

Fae 3 646.997 X

Contraste Diferencias +/- Limites

Fac - Fae *-505.06 20.7988

* indica una diferencia significativa.

El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacion multiple para determinar las
medias que son significativamente diferentes unas de otras. La mitad inferior de la
salida muestra la diferencia estimada entre cada par de medias. EIl asterisco que se
encuentra al lado de uno de los pares, indica que éste muestra diferencia
estadisticamente significativa a un nivel de confianza 95.0%. En la parte superior de
la pagina, se identifican 2 grupos homogéneos segln la alineacion del signo X en la
columna. Dentro de cada columna, los niveles que tienen signo X forman un grupo de
medias entre las cuales no hay diferencias estadisticamente significativas. ElI método
actualmente utilizado para discernir entre las medias es el procedimiento de las
menores diferencias significativas de Fisher (LSD). Con este método, hay un 5.0% de
riesgo de considerar cada par de medias como significativamente diferentes cuando la

diferencia real es igual a 0.
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ANOVA simple - fenolicos segun fraccion

Resumen del procedimiento
Variable dependiente: Fenolicos
Factor: Fraccion

NUmero de observaciones: 6

NuUmero de niveles: 2

El StatAdvisor

Este procedimiento realiza un andlisis de la varianza simple para fenolicos. Realiza
varios tests y graficos para comparar los valores medios de fendlicos para los 2
diferentes niveles de fraccion. El F-test en la tabla de ANOVA comprobara si hay
alguna diferencia significativa entre las medias. Si hay, los tests de rangos multiples le

indicaran las medias que son significativamente diferentes unas de otras.

Tabla ANOVA para fendlicos segun fraccién

Fuente Sumas de cuad | Gl |Cuadrado Medio| Cociente-F | P-Valor
Entre grupos 4259.2 1 4259.2 1227.59 0.0000
Intra grupos 13.8783 4 3.46957
Total (Corr.) 4273.08 5

El StatAdvisor

La tabla ANOVA descompone la varianza de fendlicos en dos componentes: un
componente entre grupos y un componente dentro de los grupos. El F-ratio, que en
este caso es igual a 1227.59, es el cociente de la estimacion entre grupos y la
estimacion dentro de los grupos. Puesto que el p-valor del test F es inferior a 0.05, hay
diferencia estadisticamente significativa entre las fendlicos medias de un nivel de
fraccion a otro para un nivel de confianza del 95.0%. Para determinar las medias que
son significativamente diferentes unas de otras, seleccione los tests de rangos

multiples en la lista de opciones tabulares.
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Contraste multiple de rango para fenélicos segun fraccion

Método: 95.0 porcentaje LSD

Fraccion Frec. [Media Grupos homogeéneos
Fac 3 10.9933 X

Fae 3 64.28 X

Contraste Diferencias +/- Limites

Fac - Fae *-53.2867 4.22262

* indica una diferencia significativa.

El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacién mdaltiple para determinar las
medias que son significativamente diferentes unas de otras. La mitad inferior de la
salida muestra la diferencia estimada entre cada par de medias. EIl asterisco que se
encuentra al lado de uno de los pares, indica que éste muestra diferencia
estadisticamente significativa a un nivel de confianza 95.0%. En la parte superior de
la pagina, se identifican 2 grupos homogéneos segun la alineacion del signo X en la
columna. Dentro de cada columna, los niveles que tienen signo X forman un grupo de
medias entre las cuales no hay diferencias estadisticamente significativas. El método
actualmente utilizado para discernir entre las medias es el procedimiento de las
menores diferencias significativas de Fisher (LSD). Con este método, hay un 5.0% de
riesgo de considerar cada par de medias como significativamente diferentes cuando la
diferencia real es igual a 0.

ANOVA simple -flavonoles y flavonas segun fraccién

Resumen del Procedimiento
Variable dependiente: Flavonoles
Factor: Fraccion

NUmero de observaciones: 6

NUmero de niveles: 2
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El StatAdvisor

Este procedimiento realiza un anlisis de la varianza simple para flavonoles. Realiza
varios tests y graficos para comparar los valores medios de Flavonoles para los 2
diferentes niveles de fraccion. El F-test en la tabla de ANOVA comprobara si hay
alguna diferencia significativa entre las medias. Si hay, los tests de rangos multiples le
indicaran las medias que son significativamente diferentes unas de otras. Si le
preocupa la presencia de valores atipicos, puede elegir el test Kruskal-Wallis que
compara las medianas en lugar de las medias. Los diferentes graficos le ayudaran a
juzgar la significacion préctica de los resultados, y le permitiran buscar las posibles

violaciones a las asunciones subyacentes en el anélisis de la varianza.

Tabla ANOVA para flavonoles segun fraccion

Fuente Sumas de cuad | Gl |Cuadrado Medio| Cociente-F | P-Valor
Entre grupos 91.8851 1 91.8851 36.79 0.0037
Intra grupos 9.99053 4 2.49763
Total (Corr.) 101.876 5

El StatAdvisor

La tabla ANOVA descompone la varianza de flavonoles en dos componentes: un
componente entre grupos y un componente dentro de los grupos. EIl F-ratio, que en
este caso es igual a 36.7889, es el cociente de la estimacion entre grupos y la
estimacion dentro de los grupos. Puesto que el p-valor del test F es inferior a 0.05, hay
diferencia estadisticamente significativa entre las flavonoles medias de un nivel de
fraccion a otro para un nivel de confianza del 95.0%. Para determinar las medias que
son significativamente diferentes unas de otras, seleccione los tests de rangos

multiples en la lista de opciones tabulares.
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Contraste multiple de rango para flavonoles segun fraccion

Método: 95.0 porcentaje LSD

Fraccion Frec. |Media Grupos homogéneos
Fac 3 2.61667 X

Fae 3 10.4433 X

Contraste Diferencias +/- Limites

Fac - Fae *-7.82667 3.58269

* indica una diferencia significativa.

El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacion multiple para determinar las
medias que son significativamente diferentes unas de otras. La mitad inferior de la
salida muestra la diferencia estimada entre cada par de medias. EIl asterisco que se
encuentra al lado de uno de los pares, indica que éste muestra diferencia
estadisticamente significativa a un nivel de confianza 95.0%. En la parte superior de
la pégina, se identifican 2 grupos homogéneos segln la alineacion del signo X en la
columna. Dentro de cada columna, los niveles que tienen signo X forman un grupo de
medias entre las cuales no hay diferencias estadisticamente significativas. ElI método
actualmente utilizado para discernir entre las medias es el procedimiento de las
menores diferencias significativas de Fisher (LSD). Con este método, hay un 5.0% de
riesgo de considerar cada par de medias como significativamente diferentes cuando la

diferencia real es igual a 0.
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