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COMPOSICION QUIMICA, ACTIVIDAD
ANTIOXIDANTE, ANTIMICROBIANA Y ANTIFUNGICA
DEL ACEITE ESENCIAL DE HOJAS Y FLORES DE
POROPHYLLUM RUDERALE (JACQ.) CASS. SUBSP.
MACROCEPHALUM (DC.) R.R. JOHNSON “HIERBA DE
GALLINAZO”

Tito Segura Vilchez*?, Américo Castro Luna®, Norma Ramos Cevallos®, Mario Alcarraz
Curi, Luis Inostroza Ruiz®, Felix Castillo Morales®

RESUMEN

Se analiz6 la composicidn quimica, actividad antioxidante, antimicrobiana y antifingica
del aceite esencial de hojas y flores de Porophyllum ruderale (Jacq.) Cass. subsp.
macrocephalum (DC.) R.R. Johnson originaria de las provincias de Jaén y San Ignacio
en Cajamarca. Los compuestos quimicos de mayor concentracion detectados mediante un
analisis de Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) en el
aceite esencial fueron D-Limoneno (62,85%), 1-Undeceno (10,20%) y Cariofileno
(5,08%). Se realizaron los métodos de actividad antioxidante por DPPHe, ABTSe+ y
FRAP; mientras que la actividad antimicrobiana y antifangica fueron realizados por el
método por difusion en agar. Se obtuvo un TEAC de 3,0951 mg Trolox®/ g muestra por
el método del radical libre DPPHe, un TEAC de 2,6942 mg Trolox®/ g muestra por el
método del radical cationico ABTS*+ y un AAEAC de 0,774 mg Acido ascorbico/ g
muestra por el método FRAP, lo cual indica que el aceite esencial no tiene una actividad
antioxidante relevante. Ademas, se observo un halo de inhibicion minimo respecto a la
actividad antimicrobiana para la cepa de Streptococcus mutans y no presento ningun halo
de inhibicidn respecto a la actividad antifungica. Se sabe que la subespecie Porophyllum
ruderale (Jacg.) Cass. subsp. macrocephalum (DC.) R.R. Johnson podria presentar cierta
actividad antioxidante y antimicrobiana debido al D-limoneno en su composicion
quimica, sin embargo, esto no se pudo apreciar en el presente estudio.

Palabras clave: Composicion quimica, antioxidante, antimicrobiana, antiflngica,
Porophyllum ruderale macrocephalum.

2 Facultad de Farmacia y Bioquimica, Universidad Norbert Wiener, Jr. Larrabure y Unanue 110, Av.
Arequipa 440, Lima 23, Pert, seguravilchez@yahoo.es

® Facultad de Farmacia y Bioquimica, Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Av. Miguel Grau

755, Lima 23, Pert.

¢ Departamento Académico de Microbiologia Y Parasitologia, Universidad Nacional Mayor de San Marcos.
Av. German Sede Central Jorge Basadre, Lima 15081, Pert.
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CHEMICAL COMPOSITION AND ANTIOXIDANT ACTIVITY
OF ESSENTIAL OIL FROM LEAVES AND FLOWERS OF
POROPHYLLUM RUDERALE (JACQ.) CASS. SUBSP.
MACROCEPHALUM (DC.) R.R. JOHNSON “HIERBA DE
GALLINAZO”

ABSTRACT

The chemical composition, antioxidant, antimicrobial and antifungal activity of the
essential oil of leaves and flowers of Porophyllum ruderale (Jacq.) Cass. subsp.
macrocephalum (DC.) R.R. Johnson from the provinces of Jaén and San Ignacio in
Cajamarca were analyzed. The chemical compounds with the highest concentration
detected using gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS) analysis in
the essential oil were D-Limonene (62,85%), 1-Undecene (10,20%) and Caryophyllene
(5,08%). Antioxidant activity methods were performed by DPPHe, ABTSe+ and FRAP;
while antimicrobial and antifungal activity were performed by agar diffusion method. A
TEAC of 3,0951 mg Trolox®/ g sample was obtained by the DPPHe free radical method,
a TEAC of 2,6942 mg Trolox®/ g sample by the ABTSe+ cation radical method and an
AAEAC of 0,774 mg Ascorbic acid/ g sample by the FRAP, indicating that the essential
oil has no relevant antioxidant activity. In addition, a minimal inhibition halo was
observed with respect to antimicrobial activity for the Streptococcus mutans strain and
no inhibition halo was observed with respect to antifungal activity. It is known that the
subspecies Porophyllum ruderale (Jacq.) Cass. subsp. macrocephalum (DC.) R.R.
Johnson could present some antioxidant and antimicrobial activity due to the D-limonene
in its chemical composition, however, this could not be appreciated in the present study.

Key words: Chemical composition, antioxidant, antimicrobial, antifungal, Porophyllum
ruderale macrocephalum.

INTRODUCCION

El territorio peruano es reconocido por su gran riqueza vegetal, en donde cada especie
posee diferentes propiedades como son las actividades terapéuticas, antioxidantes,
antienvejecimientos y fotoprotectoras. Sin embargo, no todas las especies pertenecientes
a este pais se han estudiado mas alla de su uso tradicional, por lo que, se hace necesario
un mayor numero de estudios para corroborar dichas actividades, ya sea mediante
métodos in vitro e in vivo en el mejor de los casos. Dichos estudios se centran
mayormente en la captacion de radicales libres de ciertos compuestos quimicos. Ya que
las especies reactivas de oxigeno (ROS) pueden generar un estrés oxidativo en distintas
estructuras intra y extracelulares. Pueden generar la carcinogénesis al reaccionar con las
cadenas de ADN, produciendo mutaciones!. Diversas investigaciones sobre compuestos
quimicos en aceites esenciales han demostrado que los mé&s comunes pertenecen a la
familia de los triterpenoides y fenil-propanicas, las cuales se encuentran almacenadas en
los tejidos secretores de vegetales aromaticos?3. La Porophyllum ruderale (Jacg.) Cass
es una especie perteneciente a la familia Asteraceae, conocida cominmente como “hierba
del gallinazo”, dentro de su descripcion etnobotanica encontramos que es una hierba
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erecta de 1 m de altura y aromatica con olor desagradable. Generalmente es empleada por
sus propiedades depurativas y antiinflamatorias* Kouassi et al. (2020)° desarrollaron un
estudio en donde evaluaron la composicion quimica del aceite esencial de Porophyllum
ruderale (Jacq.) Cass. subsp. macrocephalum (DC.) R.R. Johnson, el cual se obtuvo por
destilacion al vapor y analizados por Cromatografia de Gases acoplada a Espectroscopia
de Masas, obteniéndose como resultado la identificacion de monoterpenos (94,69 %),
hidrocarburos aromaticos (4,39 %) y sesquiterpenos (0,27 %). Los compuestos
mayoritarios son B-mirceno (35,52 %), vy terpineno (26,37 %), B-pineno (21,65 %),
limoneno (9,26 %) y 1- undeceno (4,39 %). Asi mismo, Villa (2018)°, en un estudio se
propuso evaluar la composicion quimica del aceite esencial de las hojas frescas de
Porophyllum ruderale subp macrocephalum y hojas secas de Porophyllum tagetoides.
La obtencion de los aceites esenciales se realizé por el método de hidrodestilacion segun
el sistema Clevenger. La evaluacion de la composicion quimica de los aceites esenciales
se llevé a cabo mediante cromatografia de gases acoplado a un espectrometro de masas
con un detector de HP 5973 (GC-MS). En el AE de las hojas frescas de Porophyllum
ruderale se encontraron 11 compuestos y de las hojas secas de Porophyllum ruderale se
encontraron 13 compuestos. El 72,72% de los compuestos correspondié a hidrocarburos,
el 18,18% a hidrocarburos ciclicos, el 9,09% a diterpenos y el 0,01% restante estuvo
compuesto por metabolitos traza. Conde et al. (2014)’, desarrollaron un estudio donde
evaluaron la actividad antioxidante de las hojas de Porophyllum ruderale empleando la
metodologia de ABTS, utilizaron un sistema de extraccion con agitacion o ultrasonido
con cinco tipos de solventes (agua, etanol 50:50% v/v :agua, 70:30 % v/v de etanol:agua,
85:15 % v/v de etanol: 1,5 N HCl y etanol) , obteniendo como resultado que las hojas de
Porophyllum ruderale contienen de 4,88-64,99 mg de T/g d.s., tales resultados dependen
del tipo de sistema de extraccion, asi como el tipo de solvente, por lo que el estudio
concluye que la mayor cantidad de actividad antioxidante se observd en el extracto de
etanol al 70% de P. ruderale fresco obtenido por agitacion. Ademas, se evalud la
capacidad antioxidante del aceite esencial de hojas frescas de Porophyllum ruderale subp
macrocephalum y secas de Porophyllum tagetoides. La evaluacién de la capacidad
antioxidante fue mediante los métodos ABTS y DPPH. Los resultados muestran que el
aceite esencial de hojas de Porophyllum ruderale posee un 71,31% de inhibicién del
radical ABTS y 14% de inhibicion del radical DPPH, obteniendo asi mayor capacidad
antioxidante que el obtenido por el aceite esencial de las hojas secas de Porophyllum
tagetoides. El objetivo del presente trabajo fue caracterizar los compuestos quimicos
presentes en el aceite esencial de hojas y flores de Porophyllum ruderale (Jacq.) Cass.
subsp. macrocephalum (DC.) R.R. Johnson, evaluar su actividad antioxidante y anti-
Candida albicans.

PARTE EXPERIMENTAL

Colecta y tratamiento de las muestras

Las hojas y flores de Porophyllum ruderale (Jacg.) Cass. subsp. macrocephalum (DC.)
R.R. Johnson se obtuvieron de las provincias de Jaén y San Ignacio; en la Regién
Cajamarca; ubicadas al norte de la region. La colecta se realizd durante el mes de
setiembre del afio 2022. Las hojas y flores se colocaron directamente al aire libre con
exposicion directa a la luz solar. Posteriormente se realizo la certificacion de clasificacion
taxondmica.
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Obtencioén del aceite esencial

Se realizo la obtencion del aceite esencial de hojas y flores de Porophyllum ruderale
(Jacg.) Cass. subsp. macrocephalum (DC.) R.R. Johnson mediante un destilador por
arrastre por vapor de agua semiindustrial de acero inoxidable. Cada arrastre fue de 6 Kg
y se trabajo con 18 Kg de materia vegetal seca. Luego, se caracterizo al aceite esencial
calculando su densidad relativa mediante un picnometro y el pH fue medido con un
potencidmetro electrénico.

Determinacion de la composicion quimica

Se determind la composicion quimica del aceite esencial de hojas y flores de Porophyllum
ruderale (Jacg.) Cass. subsp. macrocephalum (DC.) R.R. Johnson mediante el método
de Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) de Inyeccién
liquida, el modelo del equipo fue SHIMADZU GC-2010 PLUS. Se utilizo una columna
cromatografica de 30m x 0,25mm x 0,25um a una temperatura de 25°C. Por otro lado, el
caudal utilizado fue de 0,2 ml/min, el volumen de inyeccion fue 5ul®. Posteriormente, se
realizé la identificacion de los compuestos quimicos volatiles de la muestra, se comparé
los tiempos de retencion y los datos espectrales con la libreria NIST 2014°.

Determinacion de la actividad antioxidante in vitro por el método de captacion del
radical 2,2-difenil-1-picrihidrazil (DPPH?e)

La actividad antioxidante por el método DPPHe se realiz6 seguin Brand et al.1°, se prepard
la solucidn stock de DPPHe a una concentracién de 0,4mg/ml en metanol y se almaceno
en un frasco color ambar en refrigeracion. Posterior a ello, se prepar6 la solucion de
trabajo con 2ml de solucion stock y 25ml de metanol, todo esto en un frasco &mbar para
evitar la foto reduccion. Luego, se realizaron diversas diluciones de concentracion en un
rango de 3mg/mly 15mg/ml del aceite esencial de hojas y flores de Porophyllum ruderale
(Jacq.) Cass. subsp. macrocephalum (DC.) R.R. Johnson y se le afiadié 800yl de solucion
de trabajo e DPPHe, se usé un blanco y como estandar se usé Trolox® en un rango de
concentraciones de 0,4pg/ml y 5ug/ml. Finalmente, se dejé reposar las soluciones en
oscuridad plena por 30 minutos y se procedio a leer en un espectrofotdbmetro Thermo
Scientific, GENESYS 10S UV-VIS a una longitud de onda de 517nm.

Los resultados finales del método se expresaron en IC50 (Porcentaje de inhibicion del
50% de radicales libres DPPHe) (11):

%lnhibicion = (Abs.Control — Abs.Muestra) / (Abs.Control) x 100

Y en TEAC (Capacidad antioxidante equivalente a ug EqTrolox/g muestra):
TEAC = 1C50 (ug Trolox/ml) / IC50 (mg muestra/ml)

Determinacion de la actividad antioxidante in vitro por el método de captacion del
radical acido 2,2’-azinobis (3-etilbezotiazolin)- 6-sulfonico (ABTSe+)

La actividad antioxidante por el método ABTSe«+ se realiz6 por el método modificado de
Re et al.’2, para esto, se diluy6 el cation ABTS«+ con agua destilada a una concentracion
de 3,84 g/L obteniendo asi la solucién madre. El radical libre se formo al hacer reaccionar
la solucién madre con 662,38 mg/L de persulfato de potasio evitando la exposicion con
la luz. Se diluy6 esta ultima con agua destilada hasta obtener una absorbancia de 0,7 a
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una longitud de onda de 734nm. Posterior a ello, si diluyo el aceite esencial de hojas y
flores de Porophyllum ruderale (Jacq.) Cass. subsp. macrocephalum (DC.) R.R. Johnson
con dimetilsulfoxido en un rango de concentraciones de 0,3mg/ml y 3mg/ml con 980ul
de solucion de trabajo, se compard con un blanco y su estandar fue Trolox® en un rango
de concentraciones de 50ug/ml y 400ug/ml. Finalmente, se dejo reposar las soluciones
en oscuridad plena por 7 minutos y se procedio a leer en un espectrofotometro Thermo
Scientific, GENESYS 10S UV-VIS a una longitud de onda de 734nm.

Los resultados finales del método se expresaron en 1C50 (Porcentaje de inhibicion del
50% de radicales libres DPPHe):

%Inhibicion = (Abs.Control — Abs.Muestra) / (Abs.Control) x 100

Y en TEAC (Capacidad antioxidante equivalente a pg EqTrolox/g muestra):
TEAC = 1C50 (ug Trolox/ml) / IC50 (mg muestra/ml)

Determinacion de la actividad antioxidante in vitro por el método del poder
antioxidante de reduccion férrica (FRAP)

La actividad antioxidante mediante la capacidad para reducir el hierro férrico presente en
un complejo con la 2,4,6 - tri (2-piridil)-s-triazina (TPTZ) hasta la formacién ferrosa se
realizo por el método seglin Benzie et al.*3, el reactivo FRAP se prepard con amortiguador
de acetato al 0,3M, pH 3,6; con una solucién de Tris a 10mM (2-pyridyl)-s-triazina
(TPTZ) en HCI al 40 mM; y FeCI3 al 20 mM, en una proporcion 10:1:1. Seguidamente,
se prepar0 la solucion madre de 2 mg/mL de muestra, en base a ello se realizé diluciones
a partir de 1 mg/ml hasta 6 mg/ml. En este caso, se us6 acido ascérbico como estandar
por lo que la curva de calibracion en concentraciones de 5 umol/L a 20 uymol/L. Por
Gltimo, se colocaron en un tubo de ensayo 50uL de la muestra problema y 950uL de la
solucidn de trabajo de FRAP, luego se agitd y se dejo en reposo en un ambiente oscuro
por 15 minutos, posteriormente se midio la lectura de absorbancias a 593 nm.

Los resultados finales del método se expresaron en AAEAC (capacidad antioxidante
equivalente al acido ascorbico) el cual sera medido en mg de &cido ascérbico/g de muestra
o umol 4cido ascorbico/g muestra®4,

Determinacion de la actividad antimicrobiana y antifingica

Se evaluo el potencial antimicrobiano del aceite esencial extraido de las hojas de
Porophyllum ruderale (Jacq.) Cass. subsp. macrocephalum (DC.) R.R. Johnson contra
las bacterias: Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomona aeruginosa (ATCC 9027),
Salmonella enterica subsp. enterica (ATCC 14028), Staphylococcus aureus (ATCC
25923), Streptococcus mutans (ATCC 25175), Streptococcus oralis (ATCC 6249) y las
levaduras: Candida Albicans (ATCC 14053) Saccharomyces cerevisiae (ATCC 9763).
Las condiciones de incubacion fueron 30°C para las levaduras y 37°C para bacterias
ambas a 160 RPM. Las suspensiones microbianas obtenidas se estandarizaron a una D.O.
de 0.8 en espectrofotdmetro para cada cepa. Para evaluar el potencial antimicrobiano de
este aceite esencial se prepararon soluciones con concentraciones de 100, 50, 25, 12.5
mg/mL. Siguiendo la metodologia de Rojas, et al. (2020)*°, el ensayo se realizé a través
de la difusion en pozos. Inicialmente haciendo uso de un hisopo estéril se cultivo cada
bacteria y levadura en el medio que correspondiera, luego con un sacabocado estéril se
realizaron pocillos (6 mm), en cada uno de estos pozos se depositaron 80 uL del aceite
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esencial disuelto con Dimetil Sulfoxido (DMSO). Finalmente, las condiciones de
incubacion fueron las mismas durante todo el proceso. La lectura de este ensayo se realizo
luego del periodo de incubacion midiendo cada halo de inhibicion alrededor de los
pocillos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Obtencidn del aceite esencial
Las caracteristicas generales del aceite se pueden apreciar en la tabla 1.

Figura 1. Hojas y flores secas de Porophyllum ruderale (Jacq.) Cass. subsp.
macrocephalum (DC.) R.R. Johnson.

Tabla 1. Caracteristicas del aceite esencial de hojas y flores de Porophyllum ruderale
(Jacg.) Cass.

Constantes Valores
Rendimiento en seco 0,02 %v/p
Densidad 0,941 g/ml
pH 45
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El analisis cromatogréafico de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) indico
como compuestos fitoquimicos volatiles de mayor area del cromatograma: D-Limoneno
(62,85%), 1-Undeceno (10,20%) y Cariofileno (5,08%).
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Figura 2. Cromatograma de los compuestos volatiles del aceite esencial de hojas y
flores de Porophyllum ruderale (Jacq.) Cass. subsp. macrocephalum (DC.) R.R.
Johnson de 0 a 126 minutos.

Tabla 2. Datos cromatograficos de los compuestos quimicos mayoritarios del aceite
esencial de hojas y flores de Porophyllum ruderale (Jacg.) Cass. subsp. macrocephalum
(DC.) R.R. Johnson

Pico # Tiempo de % area Nombre
retencion (min.)
7 12,084 1,13 Bicyclo[3.1.0]hexane, 4-methylene-1-(1-
methylethyl)-
9 14,171 1,00 .beta.-Myercene
11 19,131 62,85 D-Limonene
14 31,853 10,20 1-Undecene
26 43,851 0,99 Decanal
36 49,259 0,77 2-Docecenal, (E)-
50 53,714 1,80 (1R,3aS,5aS,8aR)-1,3a,4,5a-Tetramethyl-
1,2,3,3a,5a,6,7,8
55 54,562 1,07 (1R,3aS,5aS,8aR)-1,3a,5a- Trimethyl-4-
methylenedecahyd
59 55,333 5,08 Caryphyllene
65 56,819 0,83 Humulene
71 58,078 0,72 Germacrene D
95 62.272 1,07 Caryphyllene oxide
121 97,730 0,93 Neophytadiene
129 120,838 0,75 .gamma.-Sitosterol
Total 89,19
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Especificamente en la planta Porophyllum ruderale, autores como Rondén et al. (16)
(2008) han descrito los componentes presentes en el aceite esencial de esta planta siendo
estos principalmente D-limoneno, b-felandreno, sabineno, terpineol, etc. Estos
compuestos se asemejan a los reportados por Vazquez et al. (2021), siendo el limoneno
un terpeno caracterizado por ser un compuesto volatil capaz de producir una intoxicacion
neurotdxica en larvas de Aedes aegypti. Estos resultados concuerdan con los obtenidos
en el presente estudio, colocando al limoneno como compuesto quimico principal en el
aceite esencial de hojas y flores de Porophyllum ruderale (Jacg.) Cass. subsp.
macrocephalum (DC.) R.R. Johnson.

Determinacion de la actividad antioxidante por el método de 2, 2- difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH)

Se tomo 3ml de solucion stock de DPPHe al 40% en metanol y se diluyo con 42 ml de
metanol, presentando una absorbancia de 0,682.

Tabla 3. Captacion de radical libre de DPPHe de Trolox®.

Concentracion de Absorbancia Inhibicion de IC50 (ug/mL)
Trolox® (ug/mL) DPPH-
0 0,4694 0%
0,42 0,4338 7,59 %
0,83 0,4008 14,61 % 2,5489
1,67 0,3226 31,28%
3,33 0,1575 66,46 %
70
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Figura 3. Concentracién de inhibicién 50 (IC50) del Trolox® frente al radical DPPHe.
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Tabla 4. Captacion de radical libre de DPPHe del aceite esencial de hojas y flores de
Porophyllum ruderale (Jacg.) Cass. subsp. macrocephalum (DC.) R.R. Johnson.

Concentracién del Absorbancia Inhibicion de IC50 (mg/mL)
aceite (mg/mL) DPPH-
0 0,4131 0%
4,70 0,3080 25,44 %
’ : : 7,8892
7,80 0,2134 48,35 %
10,70 0,1202 70,90 %
80

70
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50

y = 6.6195x - 2.2226

30 R*=0.9916

20

% de Inhibicién radical DPPH
5
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-10

Concentracion del aceite esencial (mg/ml)

Figura 4. Concentracion de inhibicion 50 (IC50) del aceite esencial de hojas y flores de
Porophyllum ruderale (Jacq.) Cass. subsp. macrocephalum (DC.) R.R. Johnson frente
al radical DPPHe.

TEAC = 3,0951 mg Trolox®/ g muestra

Segun los resultados obtenidos por el método de captacion del radical libre DPPHe, el
aceite esencial de hojas y flores de Porophyllum ruderale (Jacg.) Cass. subsp.
macrocephalum (DC.) R.R. Johnson presenta un TEAC de 3,0951 mg Trolox®/ ¢
muestra, este resultado indica una baja actividad antioxidante para sus compuestos
quimicos lipofilicos.

Determinacion de la actividad antioxidante in vitro por el método de captacion del
radical acido 2,2’-azinobis (3-etilbezotiazolin)- 6-sulfonico (ABTSe+)

Se realiz6 una disolucion de agua destilada del cation ABTSe+ y persulfato de potasio
hasta obtener una absorbancia de 0,7 a una longitud de onda de 734nm.
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Tabla 5. Captacion de radical cationico ABTSe+ de Trolox®.

Concentracion de Absorbancia Inhibicion de IC50 (ug/mL)
Trolox® (ug/mL) ABTSe+
0 0,6729 0%
50 0,6078 9,67 %
100 0,5308 21,11 % 4,5551
200 0,3740 44,42 %
400 0,0790 88,25 %
$ 100
T
'n_‘:n ao
g 80
= 70
[
S 60
© 50
c 40
-0
o 30 y=11.131x - 0.703
2 20 R = 0.9997
= 10
< O
-10 0 1 2 3 4 5 6 ¥ 8 9

Concentracion de Trolox® pg/mL

Figura 5. Concentracién de inhibicion 50 (1C50) del Trolox® frente al radical ABTSe+.

Tabla 6. Captacion de radical cationico ABTSe+ del aceite esencial de hojas y flores de
Porophyllum ruderale (Jacg.) Cass. subsp. macrocephalum (DC.) R.R. Johnson.

Concentracion del Absorbancia Inhibicién de IC50 (mg/mL)
aceite (mg/mL) DPPH-
0 0,7029 0%
0,30 0,6165 12,30 %
0,70 0,5333 24,13 % 16907
15 0,3866 45,00 %
2,25 0,2483 64,68 %
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Figura 6. Concentracion de inhibicion 50 (IC50) del aceite esencial de hojas y flores de
Porophyllum ruderale (Jacq.) Cass. subsp. macrocephalum (DC.) R.R. Johnson frente
al radical ABTSe+.

TEAC = 2,6942 mg Trolox®/ g muestra

Segun los resultados obtenidos por el método de captacion del radical cationico ABTSe+,
el aceite esencial de hojas y flores de Porophyllum ruderale (Jacq.) Cass. subsp.
macrocephalum (DC.) R.R. Johnson presenta un TEAC de 2,6942 mg Trolox®/ ¢
muestra, un valor ain mas por debajo del obtenido por el método DPPH, todo esto indica
que el aceite esencial presente una baja actividad antioxidante tanto para sus compuestos
quimicos lipofilicos e hidrofilicos.

Determinacion de la actividad antioxidante in vitro por el método del poder
antioxidante de reduccion férrica (FRAP)

Se prepar6 la solucién madre de reactivo FRAP a una concentracion de 2mg/ml y se
cuantifico la absorbancia del estandar acido ascorbico y aceite esencial de hojas y flores
de Porophyllum ruderale (Jacq.) Cass. subsp. macrocephalum (DC.) R.R. Johnson.

Tabla 7. Poder reductor Férrico del estandar acido ascorbico.

Concentracioén de Absorbancias Promedio
acido ascorbico 11 20a 3
(umol/L)
5 0,036 0,029 0,028 0,0310
10 0,154 0,154 0,153 0,1537
15 0,326 0,324 0,328 0,3260
20 0,426 0,424 0,425 0,4250
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Figura 7. Poder reductor férrico del Acido ascorbico.

Tabla 8. Poder reductor Férrico del estandar acido ascorbico.

Concentracion de Absorbancias Promedio
aceite esencial (mg/L) 1" 2da 3
1,27 0,03 0,029 0,029 0,029
2,54 0,2 0,198 0,196 0,198
53 0,496 0,52 0,528 0,515
0.600
0.500 y=0.1195x - 0.1156
RZ=0.9987
@ 0.400
e
[1+]
£ 0.300
3
= 0.200
0.100
0.000
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Concenracion de aceite esencial (mg/mil)

Figura 8. Poder reductor férrico del aceite esencial de Porophyllum ruderale
(Jacq.) Cass. subsp. macrocephalum (DC.) R.R. Johnson.

AAEAC = 4,40 pmol Acido ascorbico/ g muestra

Segun los resultados obtenidos por el método de reduccion férrica, el aceite esencial de
hojas y flores de Porophyllum ruderale (Jacg.) Cass. subsp. macrocephalum (DC.) R.R.
Johnson presenté un AAEAC de 0,774 mg Acido ascorbico/ g muestra, este resultado
indica una baja actividad antioxidante para sus compuestos quimicos hidrofilicos.
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Determinacion de la actividad antimicrobiana y antifingica

Se identificd la inhibicién del crecimiento de S. mutans a diferentes concentraciones.
Obteniendo un resultado positivo, se midié el didmetro del halo de inhibicion més el
pocillo, los resultados se reportaron en milimetros (mm) restando el diametro de los
pocillos.

100 mg/mL 50 mg/mL

-t

12.5 mg/mL

25 mg/mL

Figura 9. Resultados de los halos de inhibicion del aceite esencial de Porophyllum
ruderale (Jacq.) Cass. subsp. macrocephalum (DC.) R.R. Johnson sobre S. mutans.

Tabla 9. Resultados de los halos de inhibicién para cada microorganismo enfrentado con
el aceite esencial de Porophyllum ruderale (Jacg.) Cass. subsp. macrocephalum (DC.)
R.R. Johnson.

Cepas Aceite esencial de Porophyllum ruderale (Jacq.) Cass. subsp.
macrocephalum (DC.) R.R. Johnson
100 mg/ml 50 mg/ml 25 mg/ml 12,5 mg/ml
Streptococcus mutans 03 mm 03 mm 03 mm 03 mm

Streptococcus oralis - - - -
Escherichia coli - - - -
Pseudomona - - - -
aeruginosa
Staphylococcus aureus - - - -
Salmonella enterica - - - -
Saccharomyces - - - -
Cerevisiae
Candida Albicans - - - -

Actualmente, ciertos agentes microbianos como patégenos sean hongos o bacterias
aquejan la salud publica de millones de personas en el mundo, sin embargo, la resistencia
a los farmacos antimicrobianos representa una amenaza al tratamiento de estas
infecciones. Por ende, el presente estudio evalta el uso de metabolitos presentes en la
medicina tradicional, entre ellos metabolitos antimicrobianos provenientes del aceite
esencial extraido de Porophyllum ruderale. En nuestro estudio se reporta la inhibicion
del crecimiento de una bacteria Gram +, siendo esta S. mutans. Este resultado implica que
en el aceite esencial se encuentran metabolitos antimicrobianos producidos por
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Porophyllum ruderale (Jacg.) Cass. subsp. macrocephalum (DC.) R.R. Johnson, autores
como Miletc et al. (18) (2022) demostraron una actividad antimicrobiana producida por
extractos de plantas pertenecientes a la familia de las Asteraceas, principalmente contra
patdgenos como E. coli, P. aeruginosa, K. pneumoniae, S, aureus, esto nos hace entender
que los compuestos quimicos de mayor potencial tienen una naturaleza polar, ya que estos
tipos de extractos comunmente son etandlicos, hidroalcoholicos o acuosos, mientras que
con un aceite esencial se tiende a extraer compuestos mas apolares.

CONCLUSIONES

La composicion quimica del aceite esencial extraido de las hojas y flores de Porophyllum
ruderale (Jacq.) Cass. subsp. macrocephalum (DC.) R.R. Johnson realizada mediante un
analisis GC-MS detecto la presencia D-Limoneno (62,85%), 1-Undeceno (10,20%) y
Cariofileno (5,08%) como puestos de mayor concentracién. Ademas, el aceite esencial
extraido de las hojas y flores de Porophyllum ruderale (Jacq.) Cass. subsp.
macrocephalum (DC.) R.R. Johnson no presentd actividad antioxidante por los métodos
DPPH, ABTS y FRAP; del mismo modo en que no presentd actividad antifingica y
solamente una baja actividad antimicrobiana para la cepa de Streptococcus mutans por lo
cual se considera no viable profundizar investigaciones en el aceite esencial del
Porophyllum ruderale (Jacg.) Cass. subsp. macrocephalum (DC.) R.R. Johnson.
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PARAMETROS DE ESTRUCTURA ELECTRONICAY
ENERGIA PROHIBIDA EN ALEACION CRISTALINA
CINC BLENDA DE InAs

César Cabrera Arista?, German E. Pomachagua Peres®, Salvador S. Trujillo Peres®

RESUMEN

El uso de materiales semiconductores como la aleacion de arseniuro de indio se
incrementa en nuevas aplicaciones, debido a sus propiedades electronicas y su gran
potencial como material optoelectronico. En el presente estudio se calcularon los
parametros de estructura electronica y la brecha de energia prohibida del arseniuro de
indio con estructura cristalina blenda de cinc. Se us6 el método de los orbitales lineales
muffins tin LMTO con un potencial LDA que emplea la aproximacion de intercambio y
correlacion de un gas de electrones homogéneo de spin polarizado, para resolver la
ecuacion de Schrodinger de la red cristalina del InAs. Las bandas de energia, la densidad
de estados y la energia total se calcularon para seis casos diferentes de una pequefia
fraccion de la carga electronica de valencia en las esferas vacias de la diagonal en la red.
La estructura electronica presentd una brecha de energia prohibida de 0.408 eV asociada
con la energia total minima de —18.12 Ry cercana a los resultados experimentales.

Palabras clave: Bandas de energia, orbitales lineales muffins tin, red blenda de cinc.

PARAMETERS OF ELECTRONIC STRUCTURE AND
FORBIDDEN ENERGY IN INAS ZINC BLENDE
CRYSTALLINE ALLOY

ABSTRACT

The use of semiconductor materials such as indium arsenide alloy is increasing in new
applications, due to their electronic properties and great potential as an optoelectronic
material. In the present study, the parameters of electronic structure and the energy-
forbidden gap of indium arsenide with zinc blende crystal structure were calculated. The
method of the linear muffins tin orbitals LMTO with an LDA potential using the exchange
and correlation approximation of a homogeneous spin-polarized electron gas was used to
solve the Schrodinger equation of the crystal lattice of the InAs. The energy bands, state
density, and total energy were calculated for six different cases of a small fraction of the
valence electron charge on the empty diagonal spheres in the lattice. The electronic
structure had a forbidden energy gap of 0.408 eV associated with the minimum total
energy of —18.12 Ry close to the experimental results.

2 Unidad de Investigacion de Ingenieria Quimica UI-FIQ, Facultad de Ingenieria Quimica, Universidad
Nacional del Callao, Av. Juan Pablo II s/n Bellavista, Callao, Peru. ccabreraa@unac.edu.pe
® Facultad de Ingenieria Mecanica y Energia, Universidad Nacional del Callao.
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Keywords: Energy bands, linear orbitals, muffins, tin, zinc blende net.

INTRODUCCION

Con la acelerada evolucion de la sociedad que se vive a nivel global, los implementos
tecnoldgicos que respondan en forma eficiente y versatil a una necesidad especifica, a
incentivado el desarrollo de numerosas investigaciones en el campo de la fisica de los
materiales. El objetivo de dichas investigaciones es obtener compuestos que brinden un
rendimiento mas eficaz que los que actualmente estdn vigentes en los diferentes &mbitos
de la ciencia y la tecnologia'.

Los compuestos de los grupos I11-V de enlace covalente siempre han sido atractivos como
objeto de estudio por sus potenciales aplicaciones, principalmente en los dispositivos
electronicos, como sensores, emisores de luz y foto detectores, entre otros elementos, que
hoy constituyen la base de muchos dispositivos empleados en la electrénica moderna®.
En este grupo se destacan las aleaciones de arseniuro de indio, el arseniuro de aluminio,
el Arseniuro de Galio (GaAs) que por sus caracteristicas tienen gran potencial de ser
empleados, entre otros usos, en aplicaciones de radiometria y la construccion de celdas
solares’. Los parametros que caracterizan la estructura electronica de las aleaciones y
compuestos semiconductores como arseniuro de indio (InAs) aumentan su potencial
como uno de los materiales electronicos y optoelectrénicos de uso en nano estructuras,
ademas de constituir también, una ventaja para comprender y analizar el transporte
cuantico de materiales semiconductores a esta escala®.

En un estudio de 2017 Mendoza-Estrada® report6 los pardmetros de estructura electrénica
del arseniuro de indio con una brecha prohibida de 0.28 eV en el punto I" de alta simetria,
alejado en un 35% del valor experimental, el modelo para el estudio empleo un funcional
de Perdew-Burke-Emzerhof® y la aproximacion del gradiente generalizado aumentado
GGA en la formulacion del seudo potencial usado para resolver la ecuacion de
Schrodinger y obtener la estructura electronica. Unos afios antes en un articulo de 2013
Wang’ con calculos LMTO de primeros principios y usando un potencial de intercambio
semilocal de Becke-Johnson en la formulacion del potencial efectivo para determinar la
estructura electronica de aleaciones semiconductoras, la estructura de bandas de energia
en las direcciones de alta simetria I', X, L de la red del compuesto InAs reportd una brecha
de energia prohibida que difiere en 3.0 % del valor experimental. Por otro lado, con el
uso de nuevos funcionales de energia de intercambio y correlaciéon propuesto por Tran®
en 2009, Wang efectud calculos de estructura electronica y reportd parametros de bandas
de energia de la aleacion InAs con una brecha de energia prohibida que difiere en 0.24%
del valor experimental. Aunque existen otros métodos como la formulacion GW de la
auto energia de Hedin, que incluyen las fuertes interacciones de los primeros vecinos
promediados en la primera zona de Brillouin, usado por Johnson® en 1998, éste reportd
los parametros de estructura electronica de InAs con una brecha de energia prohibida que
discrepa demasiado de los resultados obtenidos con los otros métodos ya mencionados.
El objetivo consiste en determinar los pardmetros que caracterizan la estructura
electronica de la aleacion InAs con fase cristalina blenda de cinc, usando el método
LMTO! y las técnicas computacionales a nuestro alcance. Los parametros de la
estructura de bandas en las direcciones cristalograficas de alta simetria I' - X, I'-Ly ' —
K, asi como la brecha de energia prohibida se obtuvieron al resolver la ecuacion de
Schrédinger con un potencial efectivo en la aproximacion LDA que incluye la
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contribucion de una fraccion pequeia de la carga electronica de valencia residiendo de
manera uniforme dentro de las esferas vacias de la diagonal de la red. Este potencial
efectivo fue formulado en el marco de la teoria del funcional de la densidad (DFT)'!
usando la aproximacién de intercambio y correlacion de un gas de electrones homogéneo
de spin polarizado'?, modelo empleado para el calculo de la estructura electronica del
GaP y SiC en 2017 por Cabrera!® reportando parametros de estructura electronica
concordantes con resultados experimentales y que se presenta como una alternativa para
el célculo de la estructura de las bandas de energia de otros materiales semiconductores.

PARTE METODOLOGICA

La figura 1 resume la metodologia desarrollada y en seguida se detalla en extenso cada
una de las partes.

Carga Electronica Potencial Efectivo Parametros Potenciales LMTO
Atom.For Vef(F) Eus Dys Cus By @y
Energia Total del | _ Bandas de energia y Matriz Ham|lt.on|€a!1a K-S
InAs DOS del InAs Diagonalizacion

Figura 1. Resumen de la metodologia

Carga electronica

La densidad de carga electronica total y de valencia del 4&tomo libre de Indio y Arsénico
se obtiene del software libre ATOM.FOR de J. P. Desclaux'* disponible en internet.

Potencial Efectivo

Redistribuida la carga electronica p(r) a las posiciones de las esferas atomicas, con una
fraccion pequefia gz residiendo homogéneamente en las esferas vacias de la red cristalina
sin alterar la densidad del material, se calculd el potencial efectivo LDA!'®!3, Potencial
que contiene toda la informacion acerca de la red cristalina y considera la aproximacion
de intercambio y correlacion de un gas homogéneo de electrones de spin polarizado,
escrito en unidades atomicas Rydberg tiene la forma:

r Ry

ef(T) = —2_Z+ 2 f‘l-ﬂ(r’)zp(r')dr’ + 2-]- wd '

r

4
20—
S
F ‘T|
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El ultimo término a la derecha es la contribucion al potencial efectivo, de la fraccion
pequetia qr de la carga de valencia residiendo en las esferas vacias, cuya posicion se

denotan por R y R’ en la celda unitaria y T denota la posicion de las otras esferas vacias
de la red cristalina. Para el célculo de este potencial se requiere el radio de las esferas
atomicas y vacias de la red cristalina que se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Parametro de red de InAs y radio de las esferas atomicas R, en a.u.

a (A) RAs RIn va RvZ
6.058 2.729 2.908 2.729 2.808

Parametros potenciales LMTO

Con el potencial efectivo se resolvio la ecuacion de Schrodinger para conocer las
funciones de onda parciales dentro de las esferas atomicas y en la region intersticial de la
red. Los parametros potenciales denotados con &,; A,; Cy; By; @, son los requeridos
para cumplir la continuidad de la funcidon de onda y su primera derivada energética en
aquel punto correspondiente al radio de las esferas atdmicas en la red cristalina, lo que
permitié constituir la base de orbitales LMTO',

Matriz Hamiltoniana de K-S

Con la base de los orbitales LMTO, la ecuacion de Kohn-Sham!"!* (K-S) de un electron
que interacciona con el potencial efectivo de la red cristalina, se reescribe en forma de

una matriz de 9x9 en el espacio de momento cristalino k. Matriz que fue diagonalizada
con técnicas computacionales que existen en la literatura (fortran o Matlab) para
determinar los auto valores y auto vectores en las direcciones de alta simetria de la red
cristalina.

Bandas de Energia y la DOS

Los auto valores de la matriz de K-S, calculados para las direcciones de alta simetria de
la red cristalina I' - X, I' - L y I' — K, constituyen la estructura de las bandas de energia
E(E). La estructura electronica fue calculad para diferentes valores de la fraccion pequeiia
qg de carga electronica de valencia residiendo en las esferas vacias de la red cristalina.
Del andlisis directo de la estructura de bandas se obtuvieron los parametros de estructura
electronica para las direcciones de alta simetria, asi como la brecha de energia prohibida
y la densidad de estados ocupados (DOS) de la aleacion de InAs.

Energia total del InAs

La energia total'®!! fue obtenida sumando la integral de los auto valores de energia hasta
el ultimo nivel de energia ocupado, la integral de interaccion de Coulomb, la integral de
energia de intercambio y correlacion, mas la pequefia contribucién a la energia de las
esferas cargadas con la fraccion pequefia gz de la carga electronica valencia'”.
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Esta energia total fue calculada para cada estructura de bandas de energia asociadas a la
fraccion pequefia qz de la carga electronica de valencia en las esferas vacias de la red
cristalina. Los parametros de estructura electronica de la aleacion InAs fueron elegidos
de aquella estructura de bandas de energia que minimiz6 la energia total.

RESULTADOS Y DISCUSION

Estructura electronica del InAs

Se efectuaron los calculos de las bandas de energia € = €(k) en las direcciones de alta
simetria de la red cristalina I'-L, I'-X y I'-K, también se calcul6 la densidad de estados
asociada con las bandas de energia, ambos calculos para diferentes fracciones de la
pequena carga de valencia que reside fuera de las esferas atomicas y distribuida de forma
homogénea en las esferas vacias de la celda unitaria.

v
0.25 E
0.00 [=}
-0.25 §
w
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Q
=2 in
= -0.50 =}
T
%” o
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Inds
= 0.0 .
-1.00 '
1 1 1
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L r XK re 858 8 8 &8 g7
Vectorde Onda k Densidad de Estados

Figura 2. Bandas de energia de InAs, en unidades Ry, obtenida para toda la fraccion
pequefia gr en las esferas vacias de la red.

La estructura de bandas mostrada en la Figura 2, presenta una banda prohibida directa y
estrecha en el punto I' de alta simetria, en el que se ubica el fondo de la banda de
conduccion I'1y y el tope de la banda de valencia I'1sy con una brecha directa de I't — I'is
=0.03 Ry de energia prohibida, lo que equivale a unos 0.408 eV, valor que se ajusta bien
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a lo obtenido con otros métodos, como el reportado por Wang’ y cercano al valor
experimental’® 0.417 eV. El perfil de la densidad de estados calculada para este caso de
estas bandas de energia, confirma la brecha de energia prohibida obtenida en la estructura
de las bandas. Los resultados de la estructura de bandas obtenidas para un menor valor de
qr (80% a 20%) residiendo en las esferas vacias, presenta un ligero corrimiento de las
bandas de valencia hacia valores de energia superior y asociadas con una menor brecha
de energia prohibida directa entre los puntos I'l5 y I'l, que difiere poco del valor a la
obtenida para el caso mostrado en la Figura 2. La densidad de estados asociada con esta
estructura de bandas confirma el corrimiento y la banda prohibida.
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Figura 3: Bandas de energia del InAS, en unidades Ry, obtenida con 0.0% de la
fraccion gr de carga de valencia en las esferas vacias.

La Figura 3, muestra los resultados de la estructura electronica obtenida con un apreciable
corrimiento de las bandas de valencia hacia valores de energia superior, que presenta una
brecha prohibida directa, también en el punto de alta simetria I" y que difiere un 55.9 %
del valor experimental. Valor que se aleja mucho de la brecha obtenida para el caso de
toda la fraccion pequefia qr de carga electronica de valencia residiendo en las esferas
vacias de la red. A continuacidn, se presenta los parametros de estructura electrénica de
los puntos de alta simetria més representativos, todas obtenidas de la estructura de las
bandas de energia que minimiza la energia total.
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Tabla 2: Brecha prohibida €, en los puntos de simetria I', X y L respecto al tope de la
banda de valencia en el punto I', . obtenida por Wang’ (2013), e valor experimental,
Vurgaftman'® (2001).

P.S. €4(Ry) €4(eV) e.(eV) €cx(el)
r 0.030 0.408 0.416 0.417
X 0.160 2.176 1.440 1.43
L 0.110 1.493 1.225 1.133

La energia total Et y la energia de Fermi Ef, fue calculada para cada una de las seis
estructuras de bandas de energia, las que se presentan a continuacion.

Tabla 3: La brecha de energia prohibida en unidades Ry y eV, la energia de Fermi, la
energia total de la aleacion InAs obtenidas con la base de orbitales LMTO aqui.

Y €g(RY) €g(ev) Er(Ry) Er(Ry)
0.0 0.030 0.408 -0.295 -18.12
0.2 0.028 0.380 -0.245 -17.47
0.4 0.027 0.370 -0.182 -17.51
0.6 0.025 0.340 -0.129 -17.49
0.8 0.026 0.354 -0.079 -17.67
1.0 0.048 0.653 -0.003 -17.36

Como se puede apreciar en la tabla 3, los resultados muestran una brecha prohibida de
0.408 eV asociada a la estructura de las bandas de energia calculada para y = 0.0, que se
ajusta a 0.417 eV el valor experimental reportado por Vurgaftman (2001) y comparable
a la energia prohibida de 0.416 eV reportado Wang (2013) obtenido con otro tipo de
potencial de intercambio y correlacion. El resultado de la banda prohibida discrepa mucho
del valor 0.78 eV reportado por Johson’® (1998) y del valor 0.31 eV de banda prohibida
reportada por remediakis'® (1999).
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Figura 4: Resultados de la energia Total en unidades Rydberg de la aleacion InAs,
calculadas con el modelo empleado en el presente estudio.
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CONCLUSIONES

El modelo de potencial efectivo LDA usado en la presente investigacion, que toma en
cuenta: la contribucion de aquella fraccion pequetia de la carga de valencia en las esferas
vacias de la red, el potencial de intercambio y correlaciéon de un gas homogéneo de
electrones de spin polarizado resulto ser bueno para el calculo de la estructura electronica
del InAs, que present6 una brecha directa de energia prohibida de 0.408 eV que se ajusta
muy bien a la banda prohibida experimental'> de 0.417 eV, 6 la obtenida con otras
aproximaciones, tal como la banda prohibida de 0.416 eV reportado por Wang’ en 2013,
6 al valor 0.28 eV reportado por Mendoza-Estrada® en 2017; o al valor 0.259 eV obtenido
por Remediakis'® en 1999. La energia total de 18.12 Ry asociada con la estructura
electronica que presentd una banda prohibida de 0.408 eV y calculada para el caso de
toda la fraccion pequena de la carga de valencia en las esferas vacias de la red, resulté de
valor minimo. Para otros porcentajes de la fraccion de la carga de valencia en las esferas
vacias, la energia total resultd6 mayor aproximadamente en 0.8 Ry respecto de obtenida
para primera estructura de bandas, con y = 0.0. La figura 6 y la tabla 3, muestran con
detalle los resultados de la energia total calculada para otras fracciones de la pequefia
carga de valencia qr en las esferas vacias de la red. Los resultados nos demuestran que la
estructura electronica: la estructura de bandas y la densidad de estados, obtenida para el
100 o/o de la fraccion pequeiia de la carga de valencia qr en las esferas vacias, es la que
resultd minimizar la energia total de la aleacion InAs.
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RAPIDA PURIFICACION POR HPLC DEL EXTRACTO
ACUOSO FARI\/IACOLOGICAMENTE ACTIVO DE LAS
PARTES AEREAS DE BACCHARIS TRIMERA (LESS) DC

Mirtes Midori Tanae?, Ingrit Elida Collantes Diaz®, Antonio José Lapa®

RESUMEN

La Baccharis trimera es una planta de uso tradicional muy diseminado por todo el
continente Sudamericano y el modo de uso mas comun es por infusién, es por ello que se
aplico el mismo método para la obtencion del extracto acuoso de las partes aéreas de la
planta. El extracto acuoso fue liofilizado y sometido a analisis por HPLC analitico y
semipreparativo, éste ultimo con el objetivo de aislar e identificar la maxima cantidad de
componentes quimicos en 30 minutos. Fueron identificados un total de 13 compuestos en
9 fracciones (F2-F10) y la identificacion fue realizada por analisis de sus espectros de
RMN-H, RMN-1C y del espectro de masas por cromatografia liquida (CL) acoplado a
espectrometro de masas. Los metabolitos secundarios identificados en las fracciones
fueron acido 5-O-cafeoilquinico (F2), la mezcla de acido 4-O-cafeoilquinico (F3-1)
vicenina 2 (F3-2) e isocarlinosideo (F3-3), la mezcla de shaftosideo (F4-1) e
isoshaftosideo (F4-2), &cido 3,5-O-dicafeoilshikimico (F5), acido 1,5-O-dicafeoilquinico
(F6), &cido 3,5-O-dicafeoilquinico (F7), la mezcla de guadichanolide B (F8-1) y el
epimero de guadichanolide B (F8-2), 7a-hidroxi-ent-cleroda-3-en-15,18-diacido-16,19-
dilactona (F9) y eupatorina (F10).

Palabras clave: Baccharis trimera, acido clorogénico, flavonoides, terpenos

RAPID HPLC PURIFICATION OF THE
PHARMACOLOGICALLY ACTIVE AQUEOUS
EXTRACT OF THE AERIAL PARTS OF
BACCHARIS TRIMERA (LESS) DC

ABSTRACT

Baccharis trimera is a plant traditionally used throughout the South America. The most
common use is by infusion, that is why the same method was applied to obtain the
aqueous extract from the aerial parts of the plant. The aqueous extract thus obtained was
freeze-dried and subjected to analytical and semi-preparative HPLC, the latter with the
purpose of isolating and identifying the maximum number of chemical components in 30
minutes. A total of 13 compounds were identified in 9 fractions (F2-F10) and the

2 Natural Products Section, Department of Pharmacology, Universidade Federal de Sdo Paulo, Escola
Paulista de Medicina, 04044-020 Sao Paulo, SP, Brazil
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icollantesd@uni.edu.pe

Rev Soc Quim Peru 89(4) 2023



Mirtes Midori, Ingrit Collantes, Antonio Lapa... 293

identification was performed by analysis of their NMR-H, NMR-13C spectra and the
mass spectrum by liquid chromatography coupled to mass spectrometer. The secondary
metabolites identified were: 5-O-caffeoylquinic acid (F2), the mixture of 4-O-
caffeoylquinic acid (F3-1), vicenin 2 (F3-2) and isocarlinoside (F3-3), the mixture of
shaftoside (F4-1) and isoshaftoside (F4-2), 3,5-O-dicaffeoylshikimic acid (F5), 1,5-O-
dicaffeoylquinic acid (F6), 3,5-O-dicaffeoylquinic acid (F7), the mixture of
guadichanolide B (F8-1), epimer of guadichanolide B (F8-2), 7a-hydroxy-ent-clerode-3-
en-15,18-diacid-16,19-dilactone (F9) and eupatorin (F10).

Key words: Baccharis trimera, chlorogenic acid, flavonoids, terpenes

INTRODUCCION

Baccharis trimera (Asteraceae) es una planta que ocurre en América del Sur, sus partes
aéreas son muy usadas en medicina tradicional y es conocida por el nombre de carqueja’.
Una revision amplia de la bibliografia como la de Rabelo et al 2018 muestra que las partes
aéreas de B. trimera son usadas popularmente para el tratamiento de malestares
digestivos, infecciones genitourinarias, para adelgazar, para reducir el azicar en sangre.
Los estudios farmacologicos reportados, fueron sobre su actividad antioxidante,
antiinflamatorio, protector gastrico, hepatoprotectivo, en la pérdida de peso,
tripanosomicida, leishmanicida,  antihelmintica,  antifdngica,  antibacterial,
antihemorrdgica, antiviral, antiproliferativa y repelente. Debido a su amplio uso popular,
los extractos acuosos, etandlico y tintura fueron sometidos a estudios sobre la toxicidad
de B. trimera, Rabelo et al 2018 reportaron que el uso a bajas concentraciones puede
considerarse seguro, pero no por ello se puede usar indiscriminadamente ya que en
algunos casos puede presentar toxicidad y mutagenicidad. La mayoria de los estudios
fitoquimicos fueron realizados con las partes aéreas, los cuales reportan la presencia de
flavonoides como agliconas y glicosilados (O-glicosilado y C-glicosilado), terpenos
como monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos y triterpenos, saponinas, acidos fendlicos
y acidos clorogénicos?.

En el presente trabajo, con la intension de identificar los metabolitos secundarios del
extracto acuoso responsables de inducir hipotension y el efecto gastrointestinal en
animales no anestesiados®*°, el extracto acuoso fue fraccionado por cromatdgrafo liquido
(HPLC) semipreparativo y fueron obtenido 9 fracciones. Para la identificacion, las
fracciones fueron analizadas por resonancia magnética nuclear de hidrégeno y carbono
13, y el extracto acuoso fue analizado por cromatografia liquida acoplado a espectrometro
de masas. Fueron detectados acido 5-O-cafeoilquinico (F2), la mezcla de acido 4-O-
cafeoilquinico (F3-1) vicenina 2 (F3-2) e isocarlinosideo (F3-3), la mezcla de shaftosideo
(F4-1) e isoshaftosideo (F4-2), acido 3,5-O-dicafeoilshikimico (F5), éacido 1,5-O-
dicafeoilquinico (F6), acido 3,5-O-dicafeoilquinico (F7), la mezcla de guadichanolide B
(F8-1) epimero de guadichanolide B (F8-2), 7a-hidroxi-ent-cleroda-3-en-15,18-diacido-
16,19-dilactona (F9) y eupatorina (F10).
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PARTE EXPERIMENTAL

Los solventes para el andlisis por HPLC, &cido trifluoroacético (TFA) y acetonitrilo
(ACN) fueron de grado HPLC, Merck; el agua ultrapura fue obtenido por desionizador
Nanopure® y el liofilizador de la marca Edwards.

Preparacion del extracto bruto

La Baccharis trimera fue cultivada en CPQBA-UNICAMP (Centro Pluridisciplinar de
Pesquisas Quimicas, Biologicas e Agricolas — Universidade Estadual de Campinas,
Brasil). Tanto para los estudios farmacol6gicos como quimicos fueron utilizadas las
partes aéreas, secadas en una estufa a 40°C por 2 dias y enseguida fue molida hasta
obtener un tamafio de aproximadamente 1mm, el material seco y molido fue sometido a
extraccién con agua caliente (50 g/L, 72°C, 30 min), la infusion obtenida fue filtrada y el
filtrado fue enfriado y congelado para ser sometido a liofilizacion y asi obtener el extracto
acuoso (EA). El EA fue sometido a analisis en HPLC analitico con la intencion de tener
la mayor cantidad de picos bien separados, para posteriormente ser fraccionado por HPLC
semipreparativo.

Condicion cromatografica del HPLC Analitico

El EA fue diluido a la concentracion de 1 mg/mL del cual fue inyectado 20 pL. Fueron
usados como solventes A: agua &cida al 0,1% (TFA) y B: agua/acetonitrilo 75%, para la
separacion de los picos fue usado un gradiente de 5% B hasta 95% B en un periodo de
tiempo de 30 minutos a un flujo de 0.8 mL/min (Figura 1).

El HPLC analitico (Shimadzu® - Japan) consistio en 2 bombas LC-20AT, con detector
espectrofotométrico  UV-Vis (SPD-10A), mddulo de comunicacion (CBM-20A)
operando por el programa Lab solution, version 1,24 SP1. La separacion fue realizada en
una columna Shimpack ODS (5 pm x 250 x 4,6 mm).

Condicion cromatografica del HPLC semipreparativo

Aproximadamente 3 g de EA fue fraccionado en el HPLC preparativo, cada inyeccion
fue de 1 mL (100 mg/mL). Los solventes fueron A: agua &cida al 0,1% (TFA) y B:
agua/acetonitrilo 75%, para la obtencion de las facciones fue usado un gradiente de 5%
B hasta 95% B en un periodo de tiempo de 30 minutos a un flujo de 18 mL/min. Se obtuvo
10 fracciones y estas fueron sometidos a evaporacion del ACN por rotaevaporador, la
fase acuosa fue sometido a congelamiento para posteriormente ser sometidas a
liofilizacion para la sublimacién del agua.

El HPLC semipreparativo (Shimadzu® - Japan) consistié en 2 bombas (LC-8A), un
detector espectrofotométrico UV-Vis (SPD-6A) operado a 220 nm, un controlador SCL-
8A, un integrador CR-4A y un colector de fracciones FCV-100B. La separacion fue
realizada en una columna Shimpack-prep ODS (5 pm x 25 x 2 cm).

Los espectros de RMN-H y 3C fueron obtenidos en un espectrémetro Bruker DRX 500
operando a 500 MHz y 125 MHz respectivamente; los solventes fueron agua deuterada
(D20), dimetilsulfoxido (dmso-dg) y cloroformo deuterado (CDCIs) de la marca Merck.
Analisis por cromatografia liquida acoplada a espectrometro de masas (HPLC-MS/MS)
del extracto acuoso: El sistema de HPLC consiste de 2 bombas (LC-10AVP), un detector
espectrofotométrico UV-Vis (SPD-M10AVP) y controladora SCL-10AVP, las
condiciones de analisis fueron A: agua 4&cida al 0,1% (&cido fdérmico) y B:
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agua/acetonitrilo 75%, fue usado un gradiente de 5% B hasta 95% B en un periodo de 30
minutos a un flujo de ImL/min, acoplado a espectrometro de masas MAXis 3G - Bruker
Daltonics, eluyendo con gradiente de solventes A: H.O y B: H,O/ACN 75%, de 5 a 95%
de B en 30 min. Las condiciones del espectrometro acoplado fueron: flujo 100 puL/min a
200°C, 8,0 L/min de gas y nebulizador a 2 bar y capilar a 4000 V.

Analisis por cromatografia liquida acoplada a espectrémetro de masas (CL-MS/MS) de
la fraccion 4 (F4): El sistema de HPLC (Shimadzu® - Japan) consiste de una controladora
CBM-20A, 2 bombas (LC-20AD), un detector espectrofotométrico SPD-20A, horno
CTO-20A a 25°C, a las condiciones cromatografica de A: agua &cida al 0,1% (&cido
férmico) y B: agua/acetonitrilo 75%, fue usado un gradiente de 5% B hasta 60% B en 30
minutos a un flujo de 1 mL/min, columna Gemini C18 (5 um x 250 x 4,6 mm) acoplado
a espectrometro de masas Bruker Daltonics Esquire 3000 plus, flujo 100 pL/mina 300°C,
9,0 L/min de gas y nebulizador a 27 psi y capilar a 4000 V.

RESULTADOS Y DISCUSION

El extracto acuoso fue analizado en un HPLC analitico con la intencion de determinar las
condiciones cromatograficas para obtener la mejor separacién entre los picos
cromatograficos en poco tiempo (30 min) como se puede observar en la Figura 1.
Después de obtener las condiciones cromatogréaficas en el HPLC analitico, el método fue
aplicado en un cromatégrafo HPLC semipreparativo y se procedio a la separacion. Las
10 fracciones obtenidas por este cromatografo fueron sometidas a evaporaciéon del
acetonitrilo con rotaevaporador y el agua de la fraccion fue removida por liofilizacion.

m'
] 4
160+
100 i
] 1 2
50 3 5
1 a
:M \ ; I
o
—— -
0.0 2.5 a0 7.5 0.0 124 15.0 175 20.0 225 25.0 T4 min

Figura 1.- Cromatograma del extracto acuoso de Baccharis trimera (AE) en HPLC
(analitico).

A partir de la fraccion 2 hasta la 10, cada fraccion fueron sometidos a analisis por RMN-
'H y RMN-13C. El extracto acuoso fue analizado por cromatografia liquida acoplada a
espectrometro de masas de alta resolucion. En la Figura 2 presentamos el cromatograma
del pico base obtenido mediante HPLC-MS/MS. En el cromatograma se puede observar
que las fracciones F2 y F3 estan coeluyendo, asi como también las fracciones F5y F6 'y
eso se debe a que la columna utilizada para analizar el EA en el cromatédgrafo analitico
es diferente de la columna utilizada en el HPLC-MS/MS, ambas son de fase reversa, pero
de diferentes marcas.
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5304_1-18_01_6287 d: BPC 100.0-1500.0 +AllMS

F4-1y F4-2 F8-1y F8-2 F9
i 22.7min 23.1min
12.8min F5y F6 17.1min N —
m/z 34 m/z 349
m/z 563 m/z 499 wm/z 517

F2 y F3 11.9min

F7
m/z 355, m/z 5

: 10 R
m/7 517
Figura 2.- Cromatograma de pico base obtenido por HPLC-MS/MS con la indicacion

de las fracciones obtenidas del fraccionamiento del extracto acuoso de B. trimera

Fraccion 2 (F2) fue analizada por RMN-'H y RMN-*C en D0, sus respectivos
desplazamientos quimicos estan en las tablas 1 y 3, la comparacion de estos con los
reportados por la literatura®’ confirmaron que se trataba del 4cido 5-O-cafeoilquinico,
también conocido con el nombre acido clorogénico.

Fraccion 3 (F3) fue analizada por RMN-'H y RMN-3C en D0, sus desplazamientos
quimicos estan en la tabla 1 y 3, la comparacion de estos con los reportados por literatura
confirmd que se trataba de una mezcla del acido 4-O-cafeoilquinico también llamado de
acido criptoclorogénico  (F3-1)%, también fueron identificados 6,8-Di-C-
glucosilapigenina conocida como vicenina 2 (F3-2)° y luteolina 6-C-a-arabinopiranosil-
8-C-B-glucopiranosideo también llamada de isocarlinosideo (F3-3)%.

En la Figura 2 se aprecia el cromatograma de pico base obtenido del EA por HPLC-
MS/MS en el que fue observado que las fracciones F2 y F3 coeluyen con tiempo de
retencion 11,9 min, a este tiempo se observé los iones moleculares con m/z 355,1034,
581,1528 y 595,1678 [M+H]" y sus fragmentos respectivos que son explicados como se
generan cada uno de ellos en la tabla 5. Los espectros de masas de flavonoides Di-C-
glicosilados presentan iones que son generados por las sucesivas perdidas de agua y
fragmentos producto de las quiebras intramoleculares de los azucares, como las hexosas
que presentan [M+H-120]*, [M+H-90]", [M+H-134]"; las pentosas presentan [M+H-90]",
[M+H-60]", [M+H-104]", y otros fragmentos*!.

Fraccion 4 (F4): El andlisis del espectro de RMN-'H y RMN-3C en dmso-ds, conllevan
a que estamos tratando con una mezcla de flavonas C-glicosiladas y la comparacion de
sus desplazamientos quimicos con los reportados por la referencia bibliografical®,
confirmaron que la mezcla era de schaftosideo (F4-1) e isoschaftosideo (F4-2) también
Ilamados de apigenina 6-C-B-glucopiranosil-8-C-a-arabinopiranosideo y apigenina 6-C-
a-arabinopiranosil-8-C-B-glucopiranosideo respectivamente. El espectro de masas (Tabla
5) presenta un ion molecular m/z 565, 429 [M+H]" con tiempo de retencion 12,8 miny el
ion molecular m/z 565, 4391 [M+H]" con tiempo de retencion 13,4 min. La ausencia de
los fragmentos [M+H-162]", [M+H-146]" y [M+H-(162+146)]" en m/z 403, 419 y 257
sugiere que se trata de un flavonoide C-glicosilado como fue explicado en la F3.
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Tabla 1.- Desplazamiento quimico de los espectros de RMN-H (ppm, 500 MHz) de los
compuestos F2, F3-1, F3-2, F3-3, F4-1y F4-2

F2 F3-1 F3-2 F3-3 F4-1 F4-2
H H DMSO-ds H DMSO-ds
DO DL schaftosideo isoschaftosid
2a  21m 1,97-2,02 m 3 6,64 s 6,73 s 6,79s 3 6,78 s
26 21m 1,97-2,02 m 2> 791dJ=85 745s 8,02d J=7,95 2’ 797dJ=7,95
3 423dJ=4 424m 37 6,96dJ=8 6,91 d J=8,85 3°  6,91dJ=8,85
4 391m 54m 5 6,96dJ=8 6,86dJ=85 6,91dJ=8,85 5> 6,91dJ=885
5 5,25ddd J=9,8 4,24 m , 791dJ=85 746m 8,02dJ=7,95 , 1,97dJ=7,95
8,545 6 6
6a 2,1m 1,97-2,02 m 6-C-B-glu 6-C-a-ara 6-C-B-glu 6-C-a-ara
6e 21m 1,97-2,02 m 1 552dJ=8 5,24 d J=4 4,69 d J=95 1> 4,58dJ=95
2> 7,07s 717s 27  387m 392m 3,23-3,90 m 2”7 3,23-3,90m
5> 6,86dJ=8 6,82dJ=8 3 33lm 347m 3,23-3,90 m 37 3,23-3,90m
6’ 6,99dJ=8 7,08dJ=8 47 331lm 3,83m 3,23-3,90 m 4 3,23-3,90 m
7 749dJ=155 7,58dJ=16 57 33m 3,63m 3,23-3,90 m 57a  3,23-3,90m
8  6,23dJ=16 6,38dJ=16 67a 3,56m 3,86m 3,23-3,90 m 57¢  3,23-3,90m
67e 3,7m 3,23-3,90 m 8-C-B-glu

8-C-B-glu 8-C-B-glu 8-C-a-ara 1> 481dJ=95
1’ 4,65dJ=9 4,45 d J=8 4,77 d J=9,5 277 3,23-3,90 m

2 3,87m 3,96 m 3,23-3,90 m 3> 3,23-3,90 m
3> 3,38m 3,64 m 3,23-3,90 m 4 3,23-3,90 m
4 343m 3,39m 3,23-3,90 m 5 3,23-3,90 m
5 3,32m 3,32m 3,23-3,90 m 6’a 3,23-3,90m
6’’a 3,56m 3,56 m 6’e 3,23-3,90m
6’’e 3,76 m 3,8m

OH5 13,82's OH5 13,665

multipleto (m), doblete (d), duploduplodoblete (ddd), singlete (s), constante de acoplamiento en Hz (J), glucosa (glu),
arabinosa (ara)

Fraccién 5 (F5): Por anélisis de sus desplazamientos quimicos (tabla 2 y 4) de sus
espectros de RMN-H y RMN-13C en D20 se propone que la muestra F5 es el acido 3,5-
O-dicafeoilshikimico auxiliados por las referencias'?*?, la confirmacion de la estructura
fue por analisis de su espectro de masas que presento un ion molecular en m/z 499,1254
[M+H]" y sus fragmentos m/z 319,038 [M+H-180]" que viene a ser la perdida de la
molécula neutra del acido cafeico, m/z 283,1679 [M+H-180-2H,0]" este fragmento se
genera después de la perdida de la molécula neutra del &cido cafeico, molécula sufre una
doble deshidratacion; el fragmento m/z 163,0404 [M+H-4cido cafeoilshikimico]®™ se
genero por la pérdida de la molécula neutra del acido cafeoilshikimico, después de la
pérdida anterior el fragmento sufre una deshidratacion generando m/z 145,0304 [M+H-
acido cafeoilshikimico-H.O]* y el fragmento en m/z 111,0455 [M+H-acido
cafeoilshikimico-H,0O-CO2]* es generado después de la perdida de la molécula neutra del
acido cafeoilshikimico, el fragmento sufre una descarboxilacion*1°,

Fraccion 6 (F6) fue analizada por RMN-tH y RMN-13C en DMSO, sus desplazamientos
quimicos estan en las tablas 2 y 4, la comparacion de estos con los reportados por la
referencia bibliografica®!® confirmaron que se trataba del acido 1,5-O-dicafeoilquinico,
también conocido con el nombre de cinarina. En el analisis del EA por HPLC-MS/MS
fue observado que las fracciones F5 y F6 coeluyen con tiempo de retencién 17,1 min, a
este tiempo se observé los iones moleculares con m/z 499,1254 y 517,136 [M+H]" y sus
fragmentos respectivos que son explicados como se generan cada uno de ellos en la tabla
5. Se sugiere que el ion molecular m/z 499,1254 [M+H]" le corresponde al &cido 3,5-O-
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dicafeoilshikimico (F5)!**° y el ion molecular m/z 517,136 [M+H]" le corresponde al
acido 1,5-O-dicafeoilquinico (F6)*"8,

Fraccion 7 (F7) fue analizada por RMN-tH y RMN-13C en dmso-dg, sus desplazamientos
quimicos estan en las tablas 2 y 4 respectivamente, la comparacion de estos con los
reportados por la literatura®® confirmaron que se trataba del acido 3,5-O-
dicafeoilquinico. Por el analisis del EA por HPLC-MS/MS fue observado que en el
cromatoiones totales (Figura 2) la fracciéon 7 eluye a 17,7 min, a este tiempo de retencion
se observé el ion molecular m/z 517,136 [M+H]" y sus fragmentos respectivos que son
explicados como se generan en la tabla 5. Se sugiere que el ion molecular que el ion
molecular m/z 517,136 [M+H]" le corresponde al acido 3,5-O-dicafeoilquinico (F7)*"8,

Tabla 2.- Desplazamiento quimico de los espectros de RMN-'H (ppm, 500 MHz) de los
compuestos F5, F6, F7, F9 y F10

F5 F6 F7 F9 F10
H D.O H DMSO-ds H CDCI3 H CDCl3
2 3.73m 2a 1,83-2,03 m 1,93-2,18 m 1 1,34m 3 6,59 s
3 464 m 2e 1,83-2,03 m 1,93-2,18 m 2a 231m 8 6,62 s
4 5,23 m 3 41m 5,35 m 2e 2,15m 2’ 7,40dJ=2,4
5 415m 4 3,72m 3,84m 3 6,72 d J=6,72 5 6,97 d J=9
6a 1,97m 5 54m 519m 6a 2,31m 6’ 7,46dJ=84
6e 2,1m 6a 1,83-2,03 m 1,93-2,18 m 6e 1,65m 6-OCHs  391s
2> 691s 6e 1,83-2,03 m 1,93-2,18 m 7 410m 7-OCHs 3,995
5> 6.69m 2’ 7,01s 7,05dJ=15 8 1,65m 4’-OCHs  3,97s
6’ 6,80dJ=75 5 6,76 d J=8 6,77 d J=8 10 1,65m
77 7,5dJ=16 6’ 6,92 m 6,98 m 11 1,34m
8  6,21m 7 7,44 d J=16 7,47 d J=16 12 1,34m
2”7 6,87s 8’ 6,22 d J=16 6,25d J=16 13 2,49 m
57 6.62m 2”7 7,02 7,04dJ=2 1l4a 2,67m
6 6,80dJ=75 5 6,13 d J=8 6,76 d J=8 14e 2,15m
77 7,39m 6’ 6,92 m 6,94 m 16 4,47 dd J=8,78 7,46
87 6,21m 7 7,43 d J=16 7,43 d J=16 17 1,04s
8”’ 6,19 d J=16 6,16 d J=16 18 0,86 s
19a 5,3dJ=7,46
19e 3,93 m
20 -

multipleto (m), doblete (<), duplodoblete (dd), singlete (s), constante de acoplamiento en Hz (J)

Fraccion 8 (F8) fue analizada por RMN-'3C en CDClIs, sus desplazamientos quimicos
estan en la tabla 4, la comparacion de estos con los reportados por literatura confirmé que
se trataba de una mezcla de diterpenos ent-clerodanos, gaudichanolida B (F8-1)° y su
epimero en C8 (F8-2)%L.

En el analisis del EA por HPLC-MS/MS (Tabla 5) fue observado que la fraccion 8 eluye
a 22,7 min, a este tiempo de retencion se observé los iones moleculares m/z 693,3665
[2M+H]" y 347,1867 [M+H]" y sus fragmentos respectivos que son explicados como se
originan en la tabla 5.
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Tabla 3.- Desplazamiento quimico de los espectros de RMN -13C (ppm, 125 MHz) de los
compuestos F2, F3-1, F3-2, F3-3, F4-1, F4-2 y F10

c P2 F3-1 C F3-2 F3-3 F4-1 F4-2 F10
D20 D20 DMSO-dg CDCls

1 74,76 75,89 2 164,5 163,8 163,71 163,79 164,38
2 36,37 39,75 3 101,18 102,23 102,27 102,49 103,25
3 71,34 66,40 4 182,31 182,31 182,08 182,15 182,52
4 70,53 74,51 5 159,52 159,55 160,39 160,39 153,08
5 6911 69,63 6 109,8 109 108,48 108,21 1319
6 36,48 34,97 7 162,5 164 161,8 161,19 158,59
7 176,85 177,79 8 104,6 104,6 103,98 104,6 90,63
1’ 126,71 128,66 9 156 1554 153,98 154,59 150,77
2> 11499 115,36 10 102,23 101,18 103,24 103,19 110,89
3’ 146,13 146,23 I 1215 119,8 121,25 121,35 123,22
4> 147,04 147,6 2’ 128,69 114,84 128,99 128,95 105,44
5 116,01 117,44 3 115,7 144,04 115,94 115,94 146,25
6’ 122,65 123,18 4 160,6 146,97 159,35 158,6 151,2
7 14414 147,39 5 115,7 115,12 115,94 115,94 112,48
8 11411 114,49 6’ 128,69 121,2 128,99 128,95 118,64
9 168,49 168,84 6-C-B-glu 6-C-a-ara 6-C-B-glu 6-C-a-ara

1 74,09 73,64 73,29 74,18

2”7 70,56 69,18 80,59 73,88

37 78,63 73,19 78,78 70,96

4> 69,74 69,74 70,02 69,53

5 80,66 70,9 81,2 68,46

6 60,56 60,73

6-Cf-glu 8-C-B-glu 8-C-a-ara 8-C-B-glu

1" 74,69 73,09 74,6 73,24

2 70,56 70,8 74,18 70,59

3 79 78,8 70,96 78,9

4> 71,44 71,44 68,85 70,56

5 81 81 68,46 81,86

6’ 60,74 6,74 61,22

6-OCHs 60,35

7-OCHs 55,88

4°-OCH3s 55,45

glucosa (glu), arabinosa (ara).

Fraccién 9 (F9) fue analizada por RMN-H y RMN-13C en CDCls, sus desplazamientos
quimicos estan en las tablas 2 y 4 respectivamente, la comparacion de estos con los
reportados por literatura confirmé que se trata de un diterpeno del tipo ent-clerodano?.
En el andlisis del EA por HPLC-MS/MS fue observado que por este analisis la fraccion
9 eluye a 22,7 min, a este tiempo de retencion se observo los iones moleculares m/z
697,3981 [2M+H]" y 349,2027 [M+H]" y sus fragmentos® respectivos que son
explicados como se generan en la tabla 5.

Fraccion 10 (F10) fue analizada por RMN-'3C en CDCls, sus desplazamientos quimicos
estan en la tabla 2, la comparacion de estos con los reportados por literatura confirmo que
se trataba del flavonoide eupatorina?.

En el analisis del EA por HPLC-MS/MS fue observado que por este analisis la fraccion
10 eluye a 25,9 min, a este tiempo de retencion se observo el ion molecular m/z 345,0986
[M+H]" y sus fragmentos®.
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Tabla 4.- Desplazamiento quimico de los espectros de RMN -13C (ppm, 125 MHz) de los
compuestos F5, F6, F7, F8-1, F8-2 y F9

F5 F6 F7 C F8-2 F8-1 F9
C D20 C DMSO CDCls
1 77,73 1 76,86 73,36 1 209 20,39 19,59
2 65,02 2 3561 35,68 2 27,62 27,36 27,31
3 72,73 3 6843 70,61 3 13512 1371 135,09
4 77,11 4 72,78 69,81 4 13497 136,14 137,92
5 70,53 5 708 71 5 4498 48,01 44,76
6 36,67 6 395 34,7 6 4894 50,54 40,26
7 182,22 7 17576 175,35 7 210,88 209,06 72
I 126,58 1’ 12549 125,77 8 52,39 51,39 40,26
2 114,75 2> 114,78 114,89 9 4053 43,6 38,18
3 145,98 3> 145,63 145,69 10 4579 47,75 48,9
4 146,45 4> 148,48 148,51 11 3548 35,73 36,61
5’ 115,86 57 11581 115,94 12 26,53 26,86 26,33
6’ 123,18 6> 12154 121,59 13 36,18 35,88 35,95
7 144,02 7 14537 14531 14 34,16 34,55 34,41
8 115,65 8 114,01 115,68 15 176,89 176,54 176,98
9 169,04 9’ 166,06 166,24 16 72,64 73,1 73,23
1”7 126,45 1”7 125,58 125,69 17 9,18 7,8 11,87
2 1139 2” 11471 114,79 18 169,83 167,94 169,34
37 145,98 3”7 145,63 145,69 19 727 71,09 72,67
4 146,15 4>’ 148,39 148,39 20 24,46 19,01 19,13
5 115,28 57 11581 115,88
6 1231 6 121,44 121,37
77 144,02 7 14519 144,94
8’  115.65 8’ 11432 114,21
9’ 168,61 9’ 16591 165,69
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Tabla 5.- Compuestos identificados por HPLC-MS/MS del extracto acuoso de las partes aéreas de Baccharis trimera

Frac.

T.R.
min

Sustancia Quimica

Formula

[M+H]"
m/z

MS? m/z

Referencias

F2

F3-1

F3-2

F3-3

11,9

acido 5-O-cafeoilquinico

acido 4-O-cafeoilquinico

C16H1809

355,1034

163,0401 [M+H-4cido quinico]*, 135,045 [M+H-4cido quinico-CO]*

Clifford et al
2003

Vicenina 2

C27H30015

595,1678

577,1787 [M+H-H.O]", 559,1472 [M+H-2H,0]", 5411391 [M+H-3H.0]",
523,1228 [M+H-4H,0]", 499,1232 [M+H-60-2H,0]", 457,1104 [M+H-120-
H,O]*, 439,1039 [M+H-120-2H;0]*, 409,0929 [M+H-150-2H,0]*, 391,0824
[M+H-150-3H,0]*, 379,0823 [M+H-120-60-2H,0]*, 355,0824 [M+H-120-
120", 337,0717 [M+H-120-120-H.0]*, 325,0727 [M+H-120-150]*, 307,0810
[M+H-120-150-H,0]*

Isocarlinosideo

C26H28015

581,1525

563,1322 [M+H-H.O]", 545,1285 [M+H-2H0], 509,1171 [M+H-4H.0T,
461,0047 [M+H-120]*, 4250877 [M+H-120-2H,0]*, 395,0777 [M+H-150-
2H,0]*, 329,0633 [M+H-90-162]*, 311,0577 [M+H-120-162-H,0]", 285,2776
[M+H-90-162-CO;]*

F4-1

12,8

Schaftosideo

F4-2

13,4

Isoschaftosideo

C26H28014

565,4290

529,1359 [M+H-2H,0]*, 511,1254 [M+H-3H,0]", 493,1147 [M+H-4H,0]", 445
[M+H-120]", 427,1024 [M+H-120-H,0]*, 409,0932 [M+H-120-2H,0]",
391,0826 [M+H-120-3H20]*, 379,0833 [M+H-120-30-2H,0]", 355 [M+H-90-
120]*, 325,0721 [M+H-120-120]*

565,4391

547,1423 [M+H-H0]", 529,1347 [M+H-2H:O]", 511,1238 [M+H-3H:O]",
493,156 [M+H-4H0]*, 475 [M+H-90]*, 4450985 [M+H-120]*, 427,1026
[M+H-120-H,0]*, 409,0933 [M+H-120-2H,0]", 391,0828 [M+H-120-3H,0]",
379,0831 [M+H-120-30-2H,0]", 325,0723 [M+H-120-120]

Li et al 1994

F5

F6

171

Acido 3,5-O-dicafeoilshikimico

C25H22011

499,1254

319,038 [M+H-180]*, 283,1679 [M+H-180-2H.0]", 163,0404 [M+H-4cido
cafeoilshikimico]*, 145,0304 [M+H-4cido cafeoilshikimico-H.O]*, 111,0455
[M+H-4cido cafeoilshikimico-H20-CO>]*

Jaiswal et al
2010, 2011

Acido 1,5-O-dicafeoilquinico

C25H24012

517,136

163,0403 [M+H-&cido cafeoilquinico]*, 145,0303 [M+H-acido cafeoilquinico-
H20T*

F7

17,7

Acido 3,5-O-dicafeoilquinico

Ca25H24012

517,136

163,0403 [M+H-écido cafeoilquinico]*, 145,0303 [M+H-é4cido cafeoilquinico-
H.0]*

Clifford et al
2003, 2005

F8

22,7

Gaudichanolida B; epimero de Gaudi-
chanolida B

Ca0H260s

347,1867

301,1809 [M+H-H,0-COJ", 283,1703 [M+H-H20-CO-H0J*, 255,1611 [M+H-
H,0-CO-H,0-COJ*, 199,134 [M+H-H;0-CO-H,0-3COJ*, 1831192 [M+H-
H,0-CO-H0-3CO-CH4]*

F9

23,1

7a-hidroxi-ent-cleroda-3-en-15,18-
diacido-16,19-dilactona

Ca0H230s

349,2027

331,1927 [M+H-H0]", 313,1807 [M+H-2H,0]", 295,1715 [M+H-3H:07",
285,1843 [M+H-2H,0-COJ", 267,1683 [M+H-2H,0-CO-H.0]",

Herz et al 1977

F10

25,9

Eupatorina

C18H1607

345,0986

330,0748 [M+H-CHs]*, 312,0641 [M+H-CHs-H.0]*, 297,0412 [M+H-CHzs-
H20-CHa]*, 284,0691 [M+H-CH3-2H.0]*, 269,0456 [M+H-CH3s-2H,0-CHjs]*,
241,0515 [M+H-CHs-2H,0-CHs-H.0T*

Abu-Reidah et al
2019
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CONCLUSIONES

El método presentado en este articulo es recomendable porque siguiendo este método fue
posible la identificacion de 13 compuestos, de los cuales 6 fueron aislados (F2, FS5, F6,
F7,F9 y F10), 7 fueron identificados en mezclas (F3-1, F3-2 y F3-3, F4-1y F4-2, F8-1y
F8-2). La manera de obtener el extracto acuoso es el mismo método que se hace para el
uso tradicional, ahora se sabe cudles son los componentes quimicos que se estan injiriendo
en una tasa de infusion de Baccharis timera. En el presente trabajo se reporta por primera
vez la incidencia de acido 3,5-O-dicafeoilshikimico en B. trimera.
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CARACTERIZACION FISICO - QUIMICA'Y
CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DEL EXTRACTO
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RESUMEN

La Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze es una especie vegetal con un gran potencial en
medicina, mineria, etc. Los objetivos fueron determinar los parametros fisico quimicos y
la capacidad antioxidante in vitro del extracto acuoso de los frutos de Caesalpinia spinosa
(Molina) Kuntze. En el extracto acuoso se determinaron las caracteristicas fisico-
quimicas y la presencia de principales grupos de metabolitos mediante screening
fitoquimico, asociados con actividad bioldgica. El contenido de polifenoles totales se
determin6 mediante el método de Folin-Ciocalteu y la capacidad antioxidante se evaluo
in vitro mediante el método de DPPH y el método de ABTS. EI extracto acuoso de
Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze tuvo una densidad relativa 1,0024 g/mL. Respecto
al screening fitoquimico, se identific6 algunos metabolitos, destacando compuestos
fendlicos, flavonoides, taninos y heterdsidos. El contenido de fenoles totales fue 365,75
(ug EAG/mg). La capacidad antioxidante con el método DPPH fue IC50 3,38 pg/mL y
con el método de ABTS IC50 4,51 ug/mL. La capacidad antioxidante equivalente a trolox
(TEAC-DPPH) fue 2,19 (ug trolox/mg) y la capacidad antioxidante equivalente a trolox
(TEAC-ABTS) fue 2,14 (ug trolox/mg). Se concluye que el extracto acuoso de
Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze presento capacidad antioxidante que guarda
correlacion con el contenido de compuestos fendlicos.

Palabras clave: Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze; antioxidantes; fenoles.
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PHYSICAL-CHEMICAL CHARACTERIZATION AND
ANTIOXIDANT CAPACITY OF THE AQUEOUS
EXTRACT OF THE FRUITS OF CAESALPINIA SPINOSA
(MOLINA) KUNTZE “TARA”

ABSTRACT

Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze is a plant species with great potential in medicine,
mining, etc. The objectives were to determine the physicochemical parameters and the in
vitro antioxidant capacity of the aqueous extract of the fruits of Caesalpinia spinosa
(Molina) Kuntze. In the aqueous extract, the physical-chemical characteristics and the
presence of main groups of metabolites were determined through phytochemical
screening, associated with biological activity. The content of total polyphenols was
determined by the Folin-Ciocalteu method and the antioxidant capacity was evaluated in
vitro by the method of DPPH and the method of ABTS. The aqueous extract of
Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze had a relative density of 1,0024 g/mL. Regarding
the phytochemical screening, some metabolites were identified, highlighting phenolic
compounds, flavonoids, tannins and heterosides. The total phenolic content was 365,75
(wvg EAG/mg). The antioxidant capacity with the DPPH method was 1C50 3,38 ug/mL
and with the ABTS method 1C50 4,51 ug/mL. The trolox equivalent antioxidant capacity
(TEAC-DPPH) was 2,19 (ug trolox/mg) and the trolox equivalent antioxidant capacity
(TEAC-ABTS) was 2,14 (ug trolox/mg). It is concluded that the aqueous extract of
Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze presented antioxidant capacity that correlates with
the content of phenolic compounds.

Keywords: Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze; antioxidants; phenols

INTRODUCCION

La Caesalpinia spinosa “tara” es un arbol originario de Peru, distribuido por todos los
Andes Sudamericanos, siendo la tara peruana de mejor calidad frente a la de otros paises,
se utiliza en la industria del curtido por su alto contenido de taninos (industria quimica) y
gomas (aditivo hidrocoloide) . Es un arbol que tiene una altura de 4 a 8 metros, pero
puede llegar hasta 12 metros, si se encuentra en condiciones optimas. Sus flores se
disponen en racimos y sus frutos son vainas aplanadas de un color que varia desde verde
hasta rojo — anaranjado, dependiendo del grado de madurez, con tamafio de hasta 10
centimetros de largo y 2 centimetros de ancho. Cada vaina contiene entre 5 a 6 semillas
redondeadas de 0,6 a 0,7 centimetros de diametro, de un color desde verde hasta marrén
cuando esta madura, que se alcanza al sexto mes después de la floracion @,

El Perd, es el mayor productor de tara con el 80% de la produccion mundial, su
produccion es basicamente de bosques naturales y en algunas zonas de parcelas
agroforestales, las principales regiones productoras son Ayacucho y Cajamarca. Se usa
tradicionalmente para curtir pieles. Como medicina natural, se usa el polvo de los frutos
secos para combatir la sarna de la piel de humanos, perros y ganado; para combatir el
dolor de dientes se coloca el polvo de los frutos en las caries, y se usa la coccion de las
vainas para el lavado intimo de la mujer (contra las infecciones). Asimismo, es utilizada
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por sus propiedades medicinales como antiinflamatorio mediante gargaras; alivia la
inflamacion de los ojos; contra infecciones bronquiales, sinusitis; infecciones vaginales y
micoticas, heridas cronicas y en piezas dentales con caries dental; alivia el dolor de
estémago, las diarreas, colera, reumatismo y como depurativo del colesterol ©),

La tara es una de las fuentes mas importante de materia prima para la obtencion de
compuestos con estructura pirogalica; su uso se esta aumentando en la industria
farmacéutica para la produccion del trimethoprim (antibiético base del Bactrim),
trimetoxibenzoato de metilo, trimetoxiacetofenona, antioxidantes, curtientes, etc. Los
principales componentes de la tara son los compuestos polifendlicos, que provee la
propiedad quelante y capacidad antioxidante. El contenido de taninos en la céscara del
fruto es de 62%, la semilla resalta por su contenido de gomas e hidrocoloides, el principal
tanino de la tara se basa en la estructura del &cido galico ®. Los objetivos fueron
determinar los parametros fisico quimicos y la capacidad antioxidante in vitro del extracto
acuoso de los frutos de Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze.

PARTE EXPERIMENTAL

Material vegetal

Se recolectaron los frutos de Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze en la localidad de
Calquis, distrito de Calquis, provincia de San Miguel, departamento de Cajamarca, a
finales de julio del 2020. La clasificacion taxondémica y certificacion botanica fue
realizada por el Bi6logo José Campos De la Cruz.

Preparacion del extracto acuoso

Para la obtencién del extracto, de los frutos recolectados, se seleccionaron solo las que
estaban en su “estado galleta” y se eliminaron aquellas que se encontraban deterioradas.
De un promedio de 5 kg de frutos de Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze, se elimind
las semillas, luego se sec6 a temperatura ambiente por 24 horas, se llevo a una estufa a
70 °C por 24 horas. Luego se redujo el tamafio de particula con un molino de cuchillas
(Arthur H. Thomas CO, standard Model ROY Willey Mill) y con la ayuda de un tamiz se
obtuvo un tamafio de particula mayor a 400 um y menor a 630 um. Se realiz0 la extraccion
acuosa usando 25 g de material seco en polvo con 100 mL de agua, se calentd en bafio
maria a 65 °C por 30 minutos, se filtré con papel Whatman N° 40. El extracto obtenido,
se llevo a bafio maria hasta la completa evaporacion ©.

Tamizaje fitoquimico

Se prepard una solucion acuosa al 5% a partir del extracto seco, se procedio a realizar un
screening fitoquimico segun la técnica descrita por Lock de Ugaz ©.

Determinacion de los parametros fisicoquimicos ©

a) Densidad relativa: Se midié 10 mL en un picnémetro marca ADAM modelo HCB 123
y se peso en una balanza analitica OHAUS (220 mg d= 0,1 mg). La determinacion se
hizo por triplicado.
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b) Sélidos totales: Se determiné por diferencia del peso del recipiente (placa Petri) con 5
mL del extracto (llevado a sequedad en una estufa a 105 °C hasta peso constante) y el
peso del recipiente vacio. Se usd una balanza analitica OHAUS (220 mg d= 0,1 mg)
La determinacion se hizo por triplicado.

¢) Indice de refraccion (IR) y grados Brix: Se determinaron por triplicado mediante un
refractometro de grados Brix (ATAGO ® 43125). Se usé 50 uL del extracto.

d) pH: Se determind utilizando el potenciometro HANNA modelo HI 8424. La
determinacidn se hizo por triplicado.

Analisis de la actividad antioxidante
Meétodo de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo)

Segun Brand-Williams et al. (). El ensayo se fundamenta en la reduccion de los radicales
DPPH en metanol que causa una caida de la absorbancia a 517 nm. La absorbancia
disminuye como resultado de un cambio de color de purpura a amarillo. Se prepararon
diluciones del extracto de Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze hasta obtener
concentraciones de 0,1944 a 2,4667 pg/mL. Después de 30 min en oscuridad se realizaron
las lecturas a 517 nm. Se emple6 como estandar trolox de Sigma Aldrich. La curva se
prepar6 en concentraciones de 1,25 a 6,25 pug/mL de trolox con un R?= 0,9979. Los
resultados se expresaron en capacidad antioxidante equivalente a trolox (TEAC-DPPH).
También se calculd el IC50 (ug de muestra seca/mL). Este valor corresponde a la
concentracion del extracto que reduce en un 50% la absorbancia de una solucién
metanolica de DPPH.

Método de ABTS (&cido 2,2-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)

Segun Re et al. ®. Se prepararon diluciones del extracto acuoso de Caesalpinia spinosa
(Molina) Kuntze. hasta obtener concentraciones de 0,1944 a 3,11 pg/mL. Después de 30
min en oscuridad, las lecturas se realizaron a 734 nm. Se usdé como estandar trolox,
elaborando curvas de calibracion del estandar trolox de 0,7813 a 9,375 pg/mL, con un
R?= 0,9982. Se calculo el IC50 (ug de muestra seca/mL). Este valor corresponde a la
concentracion del extracto que reduce en un 50% la absorbancia de una solucion de
ABTS.

Determinacion de fenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu

La determinacion de metabolitos fendlicos totales se cuantifico por el método de Folin-
Ciocalteu descrito por Singleton et al. ©®. Se preparé una curva de calibracion de &cido
galico cuyo rango de concentracion fue de 10 - 80 pg/mL. Para este ensayo se prepard un
extracto acuoso al 1%, se calentd en bafio maria por 65 °C por 30 minutos, se filtro y a lo
obtenido se le realizo una dilucién 1 en 100, de esta nueva dilucion se tom6 0,5 mL, se le
afiadié 2,5mL de la solucién de Folin-Ciocalteu se agito por 1 minuto y se dejé reposar
durante cinco minutos, luego se adiciond 2 mL de Na>COz 7,5%, se agitd vigorosamente
y se llevé a bafio maria a 45 °C por 15 minutos, se cubri6 de la luz y se dejo enfriar a
temperatura ambiente por 15 minutos. Las absorbancias respectivas fueron medidas a 760
nm en un espectrofotdbmetro. Las muestras fueron analizadas por triplicado y el contenido
de compuestos fendlicos totales fue expresado en mg de acido galico/g de tara.
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Analisis estadistico

Todos los parametros fisicoquimicos, capacidad antioxidante y metabolitos fenolicos
fueron realizados por triplicado. Los resultados se expresaron como promedio y
desviacion estandar.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la tabla 1 se presenta el estudio fitoquimico que se realizé al fruto de la tara y se
encontr6 carbohidratos, compuestos fendlicos libres, flavonoides, catequinas,
antraquinonas, taninos, triterpenos, grupos amino y saponinas; resultados similares a lo
obtenido por Callohuari et al. Quien hizo su estudio en tara adquiridas del fundo
Mostacero del departamento de Tacna. “9 y Avilés que encontraron principalmente
taninos, compuestos fendlicos y flavonoides. Se evidencid que la capacidad antioxidante
de esta planta se debe principalmente a la presencia de taninos, compuestos fendlicos, etc.
Es decir, a la sinergia de todos los metabolitos presentes en la planta, ademas poseen
propiedades benéficas atribuidas a sus polifenoles como su caracter astringente,
antimicrobiano y antiinflamatorio %, Estos compuestos tienen la capacidad de secuestrar
radicales libres inhibiendo enzimas tales como oxigenasas, lipoxigenasas,
ciclooxigenasas, etc. Asi como la quelacién de metales como el hierro el cual puede
formar oxiradicales a través de las reacciones de Fenton, de estas dos formas van a detener
la reaccion en cadena de las especies reactivas de oxigeno. Los polifenoles van a poseer
grupos hidroxilos que van a ser responsables de la inhibicién enziméatica mediante
reacciones con grupos sulfhidrico mientras que el grupo funcionale ceto forma complejos
con los aminoacidos de las enzimas 12,

Tabla 1. Tamizaje fitoquimico del extracto acuoso de Caesalpinia spinosa (Molina)
Kuntze

Constituyente quimico Reactivo Resultado
Carbohidratos Molish ++
Compuestos fenolicos libres Cloruro férrico +++
Flavonoides Shinoda +++
Catequinas y leucoantocianidinas Rosenheim +
Antraguinonas Borntrager +
Taninos Gelatina al 5% +++
Esteroides y triterpenos Lieberman-Burchard +
Grupos aminos primarios y secundarios Ninhidrina +
Alcaloides Reactivo de Dragendorff -
Grupos carbonilos Hidroxilamina -
Saponinas Espuma +
Glicosidos Vainillin-acido sulfarico +
Leyenda
H++: Abundante +: Poco
++: Regular = No tiene
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Otro estudio realizado por Lépez, et al. encontr6 mayor presencia de flavonoides,
glicésidos, compuestos fendlicos y taninos en el extracto acuoso del material vegetal
recolectado en Tarma, Picoy y Santa Fe del departamento de Junin ¢,

Ayala en estudios realizados en Ayacucho, utilizo un extracto hidroalcoholico al 50 % a
los frutos de la Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze recolectado en el distrito de Acos
Vinchos de la provincia de Huamanga y observo abundante presencia de fenoles, taninos,
quinonas, flavonoides, cumarinas, etc 9.

Tabla 2. Resultados de los parametros fisicoquimicos del extracto de Caesalpinia spinosa
(Molina) Kuntze

Extracto DR® ST® IR® BX® pH 23.2°C
1,0024 +0,0000 9,3333 +0,0231 1,3342 +0,0001 1,0000 +0,0000 3,2633 + 0,0058

Valores (DS £ medio, n=3) a p = 0,005

(1) Densidad relativa: densidad del extracto/densidad del agua a temperatura de 23,2 °C.
(2) Sélidos totales: del extracto mg/ mL, determinado por gravimetria.

(3) indice de refraccion.

(4) Grados Brix: extracto seco disuelto en el solvente a 23.2°C

Los parametros evaluados fueron la densidad relativa, los solidos totales, indice de
refraccion, grados Brix y el pH. Se determin6 un pH de 3.26 que se le puede atribuir a la
presencia de &cido tanico y polifenoles que se encuentran en sus frutos. Los datos
reportados contribuyen a incrementar la informacién sobre esta especie, ademas debemos
tomar en cuenta que la variabilidad geografica influye en la composicion de sus
metabolitos, indicando que los obtenidos de Cajamarca y La libertad son los que tienen
mayor cantidad de polifenoles ©®. Las caracteristicas organolépticas del extracto acuoso
fueron de color marrén naranja, olor caracteristico y aspecto liquido.

Los resultados obtenidos sobre pH, densidad relativa, indice de refraccion y grados Brix
son, de acuerdo con la literatura revisada, iniciales, por lo que los datos reportados
contribuyen a incrementar la informacion sobre esta especie.

Tabla 3. Contenido de polifenoles totales de Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze.

Extracto CPTW DPPH ABTS DPPH ABTS
I1C50®@ TEAC®
365,75+1,03 3,38 +£0,0006 4,51+0,0003 2,19 +0,0003 2,14 +0,0003

1) Contenido de polifenoles totales: mg de &cido galico equivalente (EAG)/mg de
extracto seco del fruto.

2) Concentracion inhibitoria media: pg extracto/mL necesario para reducir al 50 % la
concentracion inicial del radical DPPH o ABTS.

3) Capacidad antioxidante equivalente a Trolox: ug de Trolox/mg extracto seco.

La evaluacion de la capacidad antioxidante del extracto de Caesalpinia spinosa (Molina)
Kuntze. mediante la técnica de DPPH, determind que el ICso 3,38 + 0,0006 pg/mL y
mediante la técnica de ABTS fue ICs0 4,51 +0,0003 pg/mL. La sustancia estandar trolox
en el ensayo con DPPH, tuvo un I1Csg de 3,378 + 0,0003 ug/mL, mientras que en el ensayo
con ABTS el ICs fue de 18,809 + 0,0003 pg/mL.
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Un estudio realizado por Nufiez encontrd un valor de capacidad antioxidante por el
método de DPPH de IC50 de 4,52 pg/mL y 5,04 pg/mL para la solucion patrén trolox de
una muestra de 2 kg provenientes de la provincia de Huanta, region Ayacucho a 2628
metros de altitud, extraida con una solucidn hidroalcohdlica en una proporcion de 7:3, la
diferencia podria deberse al origen geografico, ademas podemos indicar que la presencia
de polifenoles le da propiedad antioxidante y los taninos propiedad curtidora y
biorremediador 9,

Un estudio realizado por Aviles halldé 149 mg EAG/g de muestra proveniente de
Ayacucho, de polifenoles totales, y capacidad antioxidante por el método de DPPH de
IC50 de 10,1 pg/mL en un extracto acuoso (10 g de muestra en 100 mL de agua)
reposando en 2 semanas .

Existen diferencias entre los resultados obtenidos y otros estudios. Esto podria deberse a
diversos factores que influyen durante su produccion y cosecha, ya que se ha descrito que
la capacidad antioxidante no proviene sélo de sus componentes, sino también el ambiente,
influye en los metabolitos. Sin embargo, en la tara hay que considerar la presencia de
metabolitos antioxidantes, como fenoles y flavonoides, cuyo contenido puede ser influido
por la altitud y la radiacion de la region de origen. @2

Se muestra la cuantificacion de polifenoles mediante el método de Folin-Ciocalteau
expresandolo en acido galico como 365,75 + 1,03 mg de &cido gélico por gramo de
muestra resultados similares a lo obtenido por Callohuari que obtuvo 383,76 de una
muestra tomada en la localidad de Magollo a 150 m.s.n.m de la provincia y departamento
de Tacna @9,

CONCLUSION

Los parametros fisicoquimicos (densidad relativa, solidos totales, indice de refraccion,
grados brix y pH) sirven para los datos de control de calidad, asi tener una referencia para
proximas investigaciones.

La Caesalpinia spinosa presento alto contenido en polifenoles y taninos. Los resultados
obtenidos en el presente estudio de los frutos de la Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze
lo hacen con un gran futuro para ser usado en la industria alimentaria, cosmética y/o
farmacéutica.
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