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RESUMEN

El Perd cuenta con una biodiversidad abundante de plantas nativas con propiedades
medicinales. Este es el caso del Eucalipto, Olivo y Tayakasi, que desde tiempos remotos
fueron utilizados por nuestros ancestrales como remedios naturales. En este sentido, el
objetivo del proyecto fue caracterizar los extractos etandlicos de las hojas de Eucalipto
(Eucalyptus sp.), olivo (Olea europaea L) y Tayakasi (Lippia nodiflora) en relaciéon a la
presencia de compuestos fendlicos y flavonoides y determinar la actividad antioxidante. Se
utilizaron métodos espectrofotométricos para cuantificar la concentracion de fendlicos
totales, cuantificar la concentracién de flavonoides y para evaluar la capacidad antioxidante
fue utilizado dos metodologias FRAP y ORAC. Los resultados obtenidos muestras que las
concentraciones de fenoles totales mostraron valores de: 9955,2 + 557,4 mg EAG mL™*
(Eucalipto), 9184,2 + 770,1 mg EAG mL? (Olivo) y 10994,5 + 423,1 mg EAG mL?
(Tayakasi). El contenido de flavonoides fue mayor en los extractos etanolicos de Olivo y
Tayakasi encontrandose ambas entre 9,0353 + 0,928 mg EC mL*y 10,7263 + 0.98 mg EC
mL*? respectivamente y 6,1738 + 0,049 mg EC mL? para Eucalipto. La capacidad
antioxidante fue evidenciada en los tres extractos analizados, obteniendo valores desde
145711,125 + 6656,95086 umol TE mL? (Eucalipto), 143411,75 + 8159,1 ymol TE mL™*
(Tayakasi) y 58820,73 3074,27893 umol TE mL? (Olivo). Analizados por la técnica de
ORAC mayor actividad de eliminacion de radical perdxido fue observado en el extracto
etandlico de Olivo con 269511,3 +10892,4 umol TE mL?! mostrando diferencias
significativas (p < 0,05), con respecto a los extractos de Eucalipto 90830,2+ 10531,1 pymol
TE mL?'y Tayakasi 117916,0 +5688,6 umol TE mL*. Por EASI-MS fue posible identificar
diversos iones presentes, siendo que los iones mas intensos para Eucalipto son m/z 453.2,
m/z 454.2 m/z 485.25419, m/z 499.26982. Para olivo m/z 539,1 y m/z 540,1 y para el
extracto de Tayakasi son: m/z 189, m/z 190, m/z 249, m/z 352 y m/z 515.

Palabras clave: Plantas medicinales, actividad antioxidante, caracterizacion quimica.
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ABSTRACT

Peru has an abundant biodiversity of native plants with medicinal properties. This is the
case of Eucalyptus, Olivo and Tayakasi, which since ancient times were used by our
ancestors as natural remedies. In this sense, the objective of the project was to characterize
the ethanolic extracts of the Eucalyptus (Eucalyptus sp.), Olive (Olea europaea L) and
Tayakasi (Lippia nodiflora) plants in relation to the presence of phenolic and flavonoid
compounds and to determine their activity antioxidant. If spectrophotometric methods are
used to quantify the concentration of total phenolics, to quantify the concentration of
flavonoids and to evaluate the antioxidant capacity of FRAP and ORAC methodologies. The
results obtained by other phenol concentrations showed: 9955.2 + 557.4 mg mg EAG mL™*
(Eucalyptus), 9184.2 + 770.1 mg EAG mL* (Olivo) and 10994.5 + 423.1 mg EAG mL™
(Tayakasi). The flavonoid content contained in Olivo and Tayakasi ethanol extracts was
both between 9.0353 + 0.928 mg EC mL*and 10.7263 + 0.98 mg EC mL respectively and
6.1738 + 0.049 mg EC mL™* for eucalyptus. The antioxidant capacity was evidenced in the
three analyzed extracts, obtaining values from 145711.1 + 6656.9 umol TE mL?*
(Eucalyptus), 143411.7 £ 8159.1 um TE mL* (Tayakasi) and 58820.7+ 27893 umol TE mL"
1 (QOlivo). Analyzed by the ORAC technique higher peroxide radical scavenging activity was
observed in the ethanol extract of Olivo with 269511.3 + 10892.4 ymol TE mL* showing
significant differences (p < 0.05), as regards the extracts. of Eucalyptus 90830.2 + 10531.1
pumol TE mL? and Tayakasi 117916.0 + 5688.6 umol TE mL™. By EASI-MS it was possible
to identify several ions present, assuming that the most intense ions for Eucalyptus are m /
2453.2, m/z454.2 m/z485.25419, m/ z 499.26982. For olive m /2 539.1 y m / z 540.1
y for Tayakasi extract: m/z 189, m/z 190, m/z 249, m/z 352y m/z 515.

Keywords: Medicinal plants, antioxidant activity, chemical characterization.
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1. INTRODUCCION

La preocupacion por una alimentacion sana ha sido una constante en toda la historia
de la humanidad. No basta poseer el conocimiento teérico de que una buena alimentacion
es importante y que incide de forma directa en el mantenimiento y recuperacion de la salud.
En la actualidad, se ha observado el aumento del nUmero de casos de personas con
enfermedades crénicas no transmisibles, enfermedades crénico-degenerativas, asi como
sintomas de cansancio, depresion, irritacion, estrés fueron generados debido a los
inadecuados principios de alimentacion ya sea en la ingesta de alimentos en cantidad y
calidad, aliados a factores psicoldgicos y ambientales. De acuerdo a la OMS 2,6 millones
de personas mueren como consecuencia de su sobrepeso y obesidad; 4,4 millones de
personas mueren como resultado de unos niveles de colesterol total elevados; 7,1 millones

de personas mueren como resultado de una tensién arterial elevada.

En la década de los 80 se lanzé en Japon una nueva concepcién sobre alimentos,
con el objetivo de desarrollar alimentos saludables para una poblacién que presentaba una
gran expectativa de vida (Toreti, 2011). Surgiendo asi los llamados alimentos funcionales,
gue ademas de ofrecer las propiedades nutricionales basicas, también contengan
moléculas bioldgicamente activas que desempefian un papel fisiolégico, promoviendo
beneficios especificos para la salud de las personas que los consuman regularmente
(Pastrana et al., 2017)

En la industria de alimentos, debido a esa creciente demanda de alimentos
saludables y funcionales, elaborada con aditivos naturales. Ha generado una intensa
investigacion en este campo, con el afan de sustituir los antioxidantes sintéticos y menos
seguros por aditivos con capacidad antioxidante obtenida a partir de fuentes naturales
(Boulekbache-Makhlouf, Slimani, & Madani, 2013). En este sentido, en las Ultimas dos
décadas, los extractos fendlicos obtenido a partir de las plantas, brindan una posibilidad
atractiva como fuente de antioxidantes naturales porque son abundantes y poco costosos

(Fernandez-Agulld, Freire, & Gonzéalez-Alvarez, 2015; Mota et al., 2012).
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Las plantas como el eucalipto, la oliva y el Tayakasi fueron utilizados empiricamente
desde la antigiiedad por nuestros antepasados. Estas plantas eran usadas principalmente
en forma de mates, extractos obtenidos a partir de macerados y en forma de emplastos
para tratar diversas enfermedades como, resfriados, tos, reumatismo, problemas

digestivos y para cicatrizar las heridas.

En los dltimos afios diversas investigaciones fueron realizadas con el objetivo de
identificar los compuestos bioactivos en estas plantas (Meirinhos et al., 2005; Pascual,
Slowing, Carretero, Sanchez Mata, & Villar, 2001; Scognamiglio et al., 2012; Sudha,
Jeyakanthan, & Srinivasan, 2017; Zanuncio, Colodette, Gomes, Carneiro, & Vital, 2013; J.
Zhang et al., 2017). La mayoria de estos estudios fueron realizados en la india y paises
europeos. En Sudamérica estudios usando estas plantas son pocas. La presencia de
compuestos quimicos en las plantas es determinada por diversos factores ambientales
como clima, ubicacion geogréfica, altitud, tipo de suelo, asi como también por el tipo de
especie o familia botanica (Ou, Huang, Hampsch-Woodill, Flanagan, & Deemer, 2002),
evidenciando que no es posible encontrar componentes bioactivos en cantidad y calidad
igual en las plantas cultivadas en diferentes regiones geogréficas.

Por consiguiente, el presente trabajo busca, identificar compuestos bioactivos
presentes en plantas nutricionales colectadas en el departamento de Tacna y Lambayeque
y evaluar su potencial antioxidante. La investigacion realizada servird de base cientifica
para la continuidad de estudios futuros abordando las propiedades biolégicas de las plantas
medicinales de nuestro pais. Asi como permitira su aplicacion segura en la elaboracion de
aditivos naturales con capacidad antioxidante, como también por la industria farmacéutica,

dando un valor agregado a estas fuentes que se encuentran poco aprovechado.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

Caracterizar los extractos etandlicos vegetales de Eucalyptos, Olea europeae y Lippia
nodiflora en relacion a la presencia de compuestos fendlicos y flavonoides y determinar
la actividad antioxidante.

2.2. Objetivos especificos

v' Cuantificar la concentracion de fenélicos totales

<\

Cuantificar la concentracion de flavonoides

v' Evaluar la capacidad antioxidante de los extractos etandélicos usando las
metodologias FRAP y ORAC

v ldentificar los compuestos fendlicos presentes en los extractos etandlicos

vegetales por medio de EASI-MS.

16



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Compuestos fendlicos en plantas

Los vegetales poseen dos tipos de metabolitos: primarios y secundarios, que
responden por la supervivencia del vegetal, ejerciendo funcién activa en los procesos de
fotosintesis, respiracion y asimilacién de nutrientes; y los metabolitos secundarios estan

intimamente asociados a las estrategias de defensa de las plantas.

Los compuestos fendlicos originan una de las clases mas importantes de los
metabolitos secundarios de las plantas, y en su mayoria sao derivados de fenilalanina y en
menor cantidad de la tirosina (Paulsen, 2010). Los compuestos fendlicos son sustancias
ampliamente distribuidas en la naturaleza, mas de 8000 compuestos fendlicos ya fueron
detectados en las plantas (Paulsen, 2010). Estos compuestos se dividen en dos grupos:
los flavonoides y los no flavonoides. De acuerdo a Burns et al., (2001), los denominados
flavonoides son los que presentan la estructura quimica descrita como Ce-C3-Cs mientras

gue los no flavonoides se clasifican como:

v' Los derivados de las estructuras quimicas Ce-C; especificas de los acidos hidroxi-
benzoico, galico y elagico.

v' Los derivados de las estructuras quimicas Ces-C3 especificas de los acidos
caféicos y p-cumarico hidroxi cinamatos.

v' Los derivados de las estructuras quimicas Ces-C»-Cs especificas del trans

resveratrol, cis-resveratrol y trans-resveratrol-glucosidio.

Estructuralmente, los compuestos fendlicos estan formados por un anillo aromatico
con uno o mas radicales hidroxilos, que van desde moléculas simples a compuestos
altamente polimerizados. En la Figura 1 y Figura 2, podemos visualizar los compuestos
fendlicos divididos en sub grupos, como flavonoides, acidos fendlicos, estilbenos y lignanos

y sus estructuras quimicas.

17



POLIFENOLES
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ACIDOS FENOLICOS |
g

Ejemplo: Acido Ejemplo: Ejemplo: Acido Ejemplo: Ejemplo: Ejemplo: Ejemplo:

galico Resveratrol galico Quercetina Apigenina Genesteina Naringenina

Fuente: grosella Fuente: vino Fuente: grosella Fuente: ajo, ajos, Fuente: Apio, || Fuente: Fuente: naranjas,

negra, ajo, té tinto, uvas, negra, ajo, té brocolis perejil, leguminosas, tomates, pomelos.
moras. manzanilla. soja, habas

} ! |

. y
) [ FLAVANOLS | [ FLAVONONES
[ LIGNANOS ). J
_ Ejemplo: Catequina Ejemplo: Acido gélico

E_]am_pla: S Fuente: duraznos, arandanos. Fuente: grosella negra, ajo, té.
53‘30130131'1‘3“‘f51n°l frambuesas, chocolate, cocoa = -
Fuente: linaza,
cereales y granos

Figura 1. Clasificacién de los compuestos fendlicos, flavonoides y no flavonoides, junto con los ejemplos tipicos.
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Figura 2. Estructura quimica asociada a los compuestos fendlicos, flavonoides y no flavonoides.
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La distribucién y concentracion de los flavonoides en los vegetales depende de
diversos factores de acuerdo con la fila/ orden / familia del vegetal, asi como de la variacion
de las especies, y las condiciones ambientales (Ou et al., 2002). Los flavonoides se forman
de la combinacién de derivados sintetizados de la fenilalanina (via metabdlica del acido
chiguimico) y &cido acético (Bobbio & Bobbio, 1989).

En los ultimos afios, se ha encontrado que las compuestos fenélicos ayudan a reducir
el riesgo de muchas enfermedades crénicas (Lin et al., 2016). Diversos estudios informaron
efectos benéficos para la salud como: antioxidante (Ali, Ranneh, Ismail, & Esa, 2015),
antimicrobiano (Mocan et al., 2015), anticancerigeno, anti-inflamatério (L. Zhang,
Shamaladevi, Jayaprakasha, Patil, & Lokeshwar, 2015), diabetes (Zhao et al., 2016).

2.2. Actividad antioxidante de los compuestos fendlicos

"Antioxidante" es un término ampliamente utilizado en la sociedad, y puede ser
definido como "sustancia que impide la oxidacién de otras sustancias por accion de
oxigeno”(Huang, Boxin, & Prior, 2005). La FDA define como "sustancias utilizadas para
preservar los alimentos a través del retraso del deterioro, la rancidez y la decoloracién
causadas por la auto oxidacion". El area de los alimentos los antioxidantes se usan de
forma mas especifica en las caracteristicas organolépticas y conservan una caracteristica
nutricional de los productos (Bobbio & Bobbio, 1989). Los antioxidantes son diferentes
substancias (vitaminas, minerales, pigmentos naturales, poli fenoles y enzimas), la
biosintesis de estas sustancias esta profundamente influenciada por una serie de factores,

como ubicaciones, condiciones climéticas y periodos de cosecha (Ou et al., 2002).

La actividad antioxidante se suele atribuir a la presencia de compuestos fenélicos
incluyendo hidroxibenzoico acidos, &cidos hidroxicindmicos, flavonoides y taninos
(Boulekbache-Makhlouf, Slimani, et al., 2013). En este sentido, estos compuestos son
responsables de una amplia gama de actividades bildgicas, incluyendo antioxidantes,
anticarcinogénico, antialérgico, antiinflamatorio y antimicrobiano efectos, entre otros
(Hagerman et al., 1998; Ou et al., 2002; Santos, Villaverde, Silva, Neto, & Silvestre, 2012),
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y por tal motivo son ampliamente utilizado en la alimentacién, asi como en la industria

farmacéutica.

2.3. Métodos analiticos utilizados para determinar a actividad antioxidante

Diversas metodologias analiticas se han empleado para determinar la capacidad
antioxidante de los metabolitos secundarios obtenidos de las plantas (Rojas, Jaramillo, &
Lemus, 2015). Sin embargo, hasta ahora, no existe un método oficial estandarizado, por lo
tanto, es recomendable realizar la medicion con diferentes métodos y con varias
condiciones de oxidacion (Frankel & Meyer, 2000). A seguir describiremos brevemente los
mecanismos de los principales métodos antioxidantes utilizados para medir la capacidad

antioxidante en plantas.

De acuerdo Huang et al.,(2005), los ensayos utilizados para medir la capacidad
antioxidante se clasifican basicamente en dos grupos, dependiendo del mecanismo de
reaccién: métodos basados en la transferencia de los atomos de hidrégeno y métodos
basados en la transferencia de electrones. La mayoria de los ensayos basados en
transferencia de &tomos de hidrégeno, la reaccién es un esquema competitivo, en el cual
el antioxidante y el sustrato compiten por radicales peréxidos generados térmicamente a
través de la descomposicién de compuestos azoicos (Zulueta, Esteve, & Frigola, 2009).
Los ensayos basados en transferencia de electron miden la capacidad de un antioxidante
en la reduccion de un oxidante, que cambia de color cuando se reduce, siendo que el grado
de cambio de color esté correlacionado con las concentraciones de antioxidantes de la
muestra (Huang et al., 2005; Zulueta et al., 2009).

Davalos et al., (2004), menciona que el ensayo de ORAC (capacidad de absorcion
de radical oxigeno), actia capturando el radical peréxido, generado por la descomposicion
de AAPH [dicloruro de 2,2'azobis (2-amidinopropano) en la presencia de oxigeno
atmosférico, reaccionando con un indicador fluorescente formando un producto no
fluorescente. En presencia de antioxidantes, se conserva la fluorescencia. La medida es

realizada por la reduccion de fluorescencia (excitacion a 485 nm y emision a 520 nm).
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De acuerdo con Ou et al., (2002), el ensayo FRAP, actua reduciendo el hierro, en
presencia de antioxidantes que actian como donadores de electron, el complejo Fe3 + -
TPTZ [2,4,6-tri (2-piridil)-(1,3,5-triazina) se reduce a Fe2 + -TPTZ, generando un cambio
de coloracion de azul claro a azul oscuro, la medida es realizada por el aumento de

absorbancia a 593 nm.

De acuerdo con Gomez - Guillén at al.,(2010) el ensayo de ABTS + actla capturando
el radical ABTS + (acido 2,2'-azinobis-3-etilbenzotiazolino-6-sulfénico) que se estabiliza en
presencia de antioxidantes donantes de hidrogeno, presentando un cambio de color de
verde oscuro a verde claro. La medida es realizada por la reduccion de absorbancia a 734

nm.

El Método de la eliminacién de radicales de DPPH es uno de los mas utilizados para
materiales vegetales (Bankova et al., 2016). DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) es un radical
libre estable que reacciona con compuestos que pueden donar un atomo de hidrégeno.
Este método se basa en la eliminacion de DPPH mediante la adicion de un radical o de un
antioxidante que descolora la solucion DPPH, la medida es realizada por la disminucién de
la absorcién en 517 nm generada por el cambio de coloracion violeta a amarillo (O. P.
Sharma & Bhat, 2009).

2.4. Descripcion de las plantas seleccionadas para este estudio

2.4.1. Planta Eucalipto (Eucalyptus sp.)

Eucalyptus (Eucalyptus sp.) es un arbol perteneciente a la familia Myrtaceae, siendo
que el 27% del volumen total corresponde a la madera y es una de las especies forestales
mas importantes. El uso principal de la madera de eucalipto es la produccion de pulpa de
celulosa seguida de la fabricacion de tableros y paneles (Vazquez et al., 2008). Grandes
cantidades de desechos se generan durante procesamiento industrial de madera de
eucalipto, incluyendo corteza, retazos de madera, ramas y hojas, que se utilizan
principalmente para la produccion de energia o simplemente es dejado en el bosque para

la modificacion del suelo y la fertilizacion (Santos et al., 2012). En esta perspectiva, la
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valorizacién de estos residuos mejoraria el proceso industrial tanto econémicamente como
ambientalmente. En los udltimos afios, los residuos de biomasa a partir de eucalipto
atrajeron gran interés como fuente de compuestos de alto valor agregado (Mota et al.,
2012; Santos et al., 2012).

Algunos de los compuestos interesantes que se pueden obtener de los restos de
biomasa pertenecen al grupo de compuestos fendlicos, estos compuestos presentan
actividad antioxidante, motivo por lo que existe una atencion creciente de la comunidad
cientifica porque juegan un papel importante tanto en el mantenimiento de la salud humana

como en la conservacion de los alimentos (Harkat-Madouri et al., 2015; Paz et al., 2015).

Diversos trabajos reportaron el alto potencial de varios subproductos de eucalipto
como fuentes naturales de compuestos fendlicos biolégicamente activos (Santos et al.,
2012). Estudios realizados por Boulekbache-Makhlouf et al., (2013) informaron que los
extractos fenodlicos de E. globulus. Poseen actividades antioxidantes y antimicrobianas.
Ademas, la corteza del eucalipto también fue analizada presentando efecto antioxidante
(Vazquez et al., 2008). Las actividades anti proliferativas asociadas a los compuestos
fendlicos presentes en eucalipto también fueron estudiadas (Mota et al., 2012).

Boulekbache-Makhlouf et al., (2013) caracterizé los compuestos fendlicos presentes
en las hojas del eucalipto y también estudié el aceite esencial evaluado sus propiedades
antibacterianas contra las bacterias responsables de las enfermedades infecciosas orales
(Harkat-Madouri et al., 2015).

2.4.2. Planta Olivo (olea europea)

Olea europaea L. (Oleaceae), es una especie mediterrdnea, es una de los arboles
cultivados méas antiguos en el mundo, utilizado para producir aceitunas y aceites. Se
conocen diferentes genotipos (cultivares) de O. europaea L. A lo largo de los siglos, los
agricultores seleccionaron los cultivos de olivo para obtener cualidades como mayor

productividad, rendimiento y resistencia a las plagas (Scognamiglio et al., 2012).
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Las propiedades biologicas de las hojas de olivo parecen deberse a su riqueza en
componentes antioxidantes (Meirinhos et al., 2005). El andlisis HPLC-DAD del extracto
acuoso de hoja de olivo permitio la identificacion de varios compuestos fendlicos (Pereira
et al., 2007).

Scognamiglio et al., (2012), estudio la composicién fenélica de estos varios cultivares,
aplicando las técnicas metabolomicas (RMN 1D y 2D y andlisis de HPLC). Los datos
espectrales de 1H-NMR se procesaron y analizaron mediante analisis de componentes
principales (PCA) para sefialar posibles diferencias en la composicién de polifenoles entre
los cultivares. La capacidad de eliminacién de radicales libres se evalu6 a través de 2,2-
difenil-1-picrylydrazyl (DPPH). Se usé el reactivo Folin-Ciocalteu para cuantificar el
contenido fendlico total. Os resultados indicaron diferencias significativas en concentracion

de compuestos fendlicos y actividad antioxidante.

2.4.3. Planta Tayakasi (Lippia nodiflora)

Lippia nodiflora (Verbenaceae), también conocida como Phyla nodiflora, es una
hierba medicinal perenne rastrera de crecimiento rapido que pertenece a la familia de las
Verbenaceae y que se distribuye ampliamente en las regiones mas templadas y
subtropicales del mundo (R. A. Sharma & Singh, 2013).

La planta contiene una variedad de constituyentes como triterpenoides, flavonoides,
fenoles, esteroides y muchos otros (Pascual et al., 2001). Los principales flavonoides
encontrados en las hojas de L. nodiflora son: nodifloretina, glucésido de 3-sitosterol y el
glucésido de estigmasterol, nodifloridin A, nodifloridin B y flavona lippiflorin A y lippiflorin B.
(Balamurugan, Duraipandiyan, & Ignacimuthu, 2011; Pascual et al., 2001; Sudha et al.,
2017).

Tradicionalmente esta planta ha sido usado para el tratamiento del dolor articular de

la rodilla, la falta de movimientos intestinales, litiasis, diarrea, asma, resfriado, fiebre,

diuréticos, trastornos menstruales, antipaludico, sifilis, gonorrea, Ulceras, bronquitis y
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enfermedad cardiaca (Balamurugan et al., 2011; Pascual et al., 2001). En Sudameérica,
como Per0, Brasil y Venezuela, también se emplea como remedio para los resfriados,
bronquitis, tos y asma (Pascual et al., 2001). También se ha registrado en la medicina
tradicional china como un remedio para eliminar el viento, el calor y la hinchazon, y la
desintoxicacion. Estudios previos mostraron que la planta poseia amplios efectos
farmacologicos que incluian antioxidantes, antitumorales, antiinflamatorio (Cheng,
Murugaiyah, & Chan, 2015; Kuo et al., 2015).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de ejecucion
El proyecto fue desarrollado en el Laboratorio de Bioquimica de Alimentos de la
Facultad de ingenieria de alimentos. Laboratorio Thomson del Instituto de Quimica de la
Universidad Estatal de Campinas (UNICAMP), Brasil.

3.2. Materia prima
Las muestras vegetales de eucalipto (Eucalyptos), fueron colectadas en el
departamento de Lambayeque, (Andamarca 6° 13'51" S 79° 26' 48.9" W) y las hojas de
Olivo (Olea europeae) y Tayakasi (Lippia nodiflora) en el departamento de Tacna
(Candarave 17°16'13"S 70°15'06"0O. Las hojas y yemas de las plantas se cortaron con una
navaja sin romperlos en pedazos, se secaron a temperatura ambiente (22°C) durante 5

dias y se almacenaron herméticamente.

3.3. Preparacién de extractos vegetales
Dos gramos de las muestras secas previamente trituradas (hojas y yemas), se
mezclaron con 20 mL de etanol/agua al 80% (v/v) y se agitaron a 60 °C durante 30 minutos
y luego se centrifugd para separar el sobrenadante. Los sobrenadantes se usaron para los
andlisis quimicos. Las plantas vegetales fueron previamente identificadas por botanico

especialista en areas reservadas de la region de Lambayeque.

En la Figura 3, se presenta en forma resumida la esquematizacion de la metodologia

de la investigacion.
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3.4. Determinacién cualitativa de compuestos fendlicos

3.4.1. Cromatografia en camada delgada de alta eficiencia en fase reversa EEP y
EMV.

Alicuotas de 3 puL dos EEV fueron preparados conforme item 3.3 y aplicadas en
placas de RP18 F254S (Merck - Alemana) de 0,2 mm de espesura (10X10cm) de acuerdo
con PARK et al (2002). Como fase movil fue utilizada etanol / agua (55:45, v/v) (Etanol,
P.A., 99.5 °GL - Ecibra Cetus Ltda). La fase movil se dej6é en cuba por 10 minutos para
saturacion y se inici6 la corrida cromatografica por un periodo de 100 min. Después de la
corrida la placa fue secado con la ayuda de un secador y visualizado en una lampara de
luz ultravioleta UV Cole Parmer (UVP-UVGL - 58 - CA) a 254 nm y 366 nm de longitud de

onda.

3.5. Determinacion cuantitativa de compuestos fendlicos

3.5.1. Cuantificaciéon de fendlicos totales

El contenido de fendlicos totales de los extractos etandlico vegetales (EEV) se
determinaron mediante el método de Folin - Ciocalteu, adaptado de Swain & Hillis (1959).
La absorbancia fue medida a 725 nm usando un espectrofotdmetro (Synergy HT, Biotek,
Winooski, VT, EE.UU.) Y los resultados se expresaron en mg de equivalentes de acido
gdlico por mg de muestra vegetal (mg GAE mL™). Se usé acido galico para construir la

curva padron.

3.5.2. Cuantificacién de flavonoides totales

El contenido total de flavonoides se determin6 de acuerdo con Zhishen, Mengcheng,
& Jianming (1999). La absorbancia fue medida a 510 nm usando un espectrofotémetro
(Synergy HT, Biotek, Winooski, VT, EE. UU.) fue utilizado la catequina para construir una
curva estandar, y los resultados se expresaron en mg de equivalentes de catequina por mL

de muestra de vegetal (mg CE mL™?).
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3.6. Evaluacion de la capacidad antioxidante.

3.6.1. Capacidad antioxidante de radicales de oxigeno (ORAC)

El ensayo ORAC (Ou, Chang, Huang, & Prior, 2013) se llevé a cabo afiadiendo 25
ML de muestras de extracto o soluciones estandar, 150 uL de fluoresceina diluida en
tampon de fosfato (pH 7,4) y 25 uL de AAPH (2, 20'-azobis (2-metilpropionamidina)
dihidrocloruro) a microplacas negras de 96 pozos, en la oscuridad. Se utilizé Trolox (acido
() -6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil-croman-2-carboxilico) como estandar y el lector de
microplacas (Synergy HT, Biotek) con filtros fluorescentes: longitud de onda de excitacién,
485 nm; longitud de onda de emisién, 520 nm. Los valores de ORAC se expresaron en

pmol de equivalente trolox (umol TE) por ml de muestra.

3.6.2. Potencial antioxidante reductor férrico (FRAP)

El reactivo FRAP (tampon acetato, TPTZ en HCI, FeCI3) se mezclé con muestras
diluidas en agua o soluciones estandar (Trolox). Después de 30 minutos a 37°C, las
muestras se enfriaron a temperatura ambiente, y la absorbancia fue leida a 595 nm. Los
resultados se expresaron como pmol de equivalente trolox (umol TE) mL* de muestra
(Benzie & Strain, 1996).

3.7. Identificacion de compuestos quimicos a través de EASI-MS

La metodologia utilizada fue de acuerdo con Sawaya et al (2004, 2010). El solvente
usado en la pulverizacion fue el metanol. Se us6 papel de Brown Kraft como analito-
soporte. Para este estudio, los espectros se obtuvieron en el modo de iones negativos
utilizando el espectrometro de masas Q Exactive ™ Hybrid Quadrupole-Orbitrap (Thermo
Scientific, San José, EE. UU.) Equipado con una fuente EASI. Las condiciones analiticas
fueron: resolucion: 140,000; Tensién de pulverizaciéon: 3,5 kV; promedio de 3 micro
escaneados por cada espectro; temperatura capilar: 275°C y el espectro de masas fue
procesado por el software Xcalibur (version 2.0, Service Release 2, Thermo Electron

Corporation).

29



La ionizacion EASI se basa en una pulverizacion supersonica (SSI) utilizada para
generar gotas de disolvente que se cargan eléctricamente debido a la distribucion
desequilibrada de cationes y aniones. El flujo denso de 1 min. de pulverizacién supersoénica
en la superficie del analito hace que sus goticulas cargadas des-absorben las moléculas
de la superficie, las ionicen, y luego estas moléculas cargadas se transfieren a la fase

gaseosa.

3.8. Andlisis estadistico
Todos los analisis se llevaron por triplicado y los datos se expresaron como el valor
medio * desviacion estandar (DE). Los analisis estadisticos se realizaron por andlisis de
varianza (ANOVA) a P <0,05. Los gréficos seran elaborados utilizando GraphPad Prism
5.0 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, EE. UU.)

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Matrices vegetales utilizados en el siguiente estudio

4.1.1. Eucalipto (Eucalyptos)

Las hojas de Eucalipto (Eucalyptos) fueron colectados en el departamento de
Lambayeque (Andamarca 6° 13' 51" S 79° 26' 48.9" W). Las hojas tiernas fueron cortadas
usando una navaja. El material colectado fue colocado en embalaje de papel, secado y
almacenado herméticamente. En la Figura 4, podemos visualizar el eucalipto en la planta,

el eucalipto cortado y las hojas de eucalipto secos y triturados.
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Figura 4. Hojas de eucalipto que fueron utilizadas en este estudio.

4.1.2. Olivo (Olea europeae)

Las muestras vegetales de Olivo (Olea europeae) y Tayakasi (Lippia nodiflora),
fueron colectados en el departamento de Tacna a una altitud de 3.415 msnm a 70 12'15"
de longitud Oeste, 17 15'30" latitud Sur. Hojas y yemas fueron cortadas usando una navaja.
El material colectado fue colocado en embalaje de papel, secado y almacenado
herméticamente. En la Figura 5, podemos visualizar el olivo en la planta, el olivo cortado y
las hojas de olivo secos y triturados.

Figura 5. Hojas de olivo que fueron utilizadas en este estudio

4.3.1. Tayakasi (Lippia nodiflora)

Las hojas de Tayakasi (Lippia nodiflora), fueron colectados en el departamento de
Tacha a una altitud de 3.415 msnm a 70 12'15" de longitud Oeste, 17 15'30" latitud Sur.

Hojas y yemas fueron cortadas usando una navaja. El material colectado fue colocado en
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embalaje de papel, secado y almacenado herméticamente. En la Figura 6, podemos
visualizar el Tayakasi en la planta, el Tayakasi cortado y las hojas de Tayakasi secas y
trituradas.

1

Figura 6. Hojas de Tayakasi que fueron utilizadas en este estudio

4.2. Preparacion del extracto vegetal

Los extractos etanolicos de las hojas de eucalipto, olivo y Tayakasi, fueron
preparados de acuerdo con el item 3.3. Los extractos etanolicos presentan olor aromatico
caracteristico, la coloracion de los extractos etanolicos presentaron variacion de color, de
amarillo verdoso a verde oscuro. Estas variaciones estan estrictamente ligadas a la
pigmentacion de las hojas de las plantas analizadas. Figura 7 ilustra los extractos
etandlicos de las plantas.
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Figura 7. Extractos etandlicos de Eucalipto, Oliva e Tayakasi colectadas en Lambayeque y Tacna.

4.3. Determinacion cuantitativa de compuestos fendlicos

Las cuantificaciones de los compuestos fendélicos por métodos espectrofotométricos
son Utiles por su rapidez y eficiencia, y son ampliamente utilizadas en la industria de
alimentos, en la industria farmacéutica, en el area de la salud. La cuantificacién de fendlicos
totales de los extractos etanolicos de las plantas de Eucalipto, Olivo y Tayakasi, fueron
realizados de acuerdo al item 3.5.1. a seguir presentamos los resultados obtenidos en los

extractos analizados.
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Figura 8. Cuantificacién de fendlicos totales y flavonoides de los extractos etandélicos de las plantas
analizadas
Diferentes letras indican diferencias estadisticas significativas (p <0,05).

Los resultados obtenidos muestran que los extractos etanolicos de las hojas de
eucalipto y Tayakasi presentaron mayor concentracién de fendlicos totales (no mostraron
diferencias significativas entre ambas muestras p < 0,05) (Figura 8). Las concentraciones
de fendlicos totales obtenidas para el Eucalyptus (Eucalipto) son 9955,2 + 557,4 mg EAG
mL, para el extracto etandlico de hojas de olivo fueron 9184,1944 + 770,1 mg EAG mL™

y para extracto etandlico de Tayakasi fue de 10994,5 + 423,1 mg EAG mL™.

Los resultados del contenido de flavonoides mostraron mayor contenido en los
extractos etanolicos de Olivo y Tayakasi encontrandose ambas entre 9,0353 = 0,9 mg EC
mL?1y 10,7263+ 0.9 mg EC mL* respectivamente. En este andlisis el extracto etandlico de
Eucalipto, presento menor concentracion de flavonoides con un valor de 6,1738+0,04mg
EC mL™.
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Diversos estudios fueron realizados utilizando las plantas con el objetivo de
encontrar nuevas fuentes de compuestos bioativos que posean propiedades biologicas.
(Mgbeahuruike, Yrjonen, Vuorela, & Holm, 2017). Los metabolitos secundarios son las
compuestos mas abundantes en las plantas, y estas han recibido mas atencién en los
ultimos afios debido a sus distintas propiedades terapéuticas (Xu, Wang, Pu, Tao, & Zhang,
2017).

4.4. Determinacion de capacidad antioxidante

Las propiedades de los antioxidantes en plantas fueron investigados por diversos
investigadores (Gomez-Caravaca, Gomez-Romero, Arraez-Roman, Segura-Carretero, &
Fernandez-Gutierrez, 2006; Latif & Mohamed, 2016; Mota et al.,, 2012; Pietta, 2000).
Diversas metodologias fueron utilizadas para medir la capacidad antioxidante en las
matrices vegetales (Bankova et al., 2016; Frozza et al., 2013; Kumazawa et al., 2004; Lima
et al., 2009; Mello y Hubinger, 2012; Nagai et al., 2003). En este estudio, para medir la
actividad antioxidante de los extractos etanolicos de las plantas: Eucalipto, Olivo y
Tayakasi, fueron utilizadas las técnicas de FRAP y ORAC (Figura 8). La técnica de FRAP
se basa en la reduccién de Hierro (l1l) para o Hierro (ll), y los valores de ORAC miden la
capacidad de eliminar el radical peroxido (OU et al., 2002).
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Figura 9. Cuantificacion de flavonoides totales de los extractos etanolicos de las plantas estudiadas.
Diferentes letras indican diferencias estadisticas significativas (p <0,05).

Los resultados obtenidos por la técnica de FRAP mostrados una correlacion directa
con la presencia de compuestos fendlicos presentes en las muestras analizadas, (Figura
9). Mayores actividades de reduccién de hierro fueron observadas en los extractos
etandlicos de Eucalipto y Tayakasi que mostraron valores similares desde 145711,125 +
6656,95086 umol TE mL?y 143411,75 + 8159,1 ymol TE mL* y una menor capacidad de
reduccion fue observado en los extractos etandlicos de Olivo con 58820,73 3074,27893
umol TE mL™,

Analizados por la técnica de ORAC (Figura 8), mayor actividad de eliminacién de
radical peroxido fue observado en el extracto etandlico de Olivo con 269511,3 +10892,4
pmol TE mL-1 mostrando diferencias significativas (p < 0,05), con respecto a los extractos
de Eucalipto con 90830,2+ 10531,1 ymol TE mL-1 y Tayakasi con 117916,0 +5688,6 pmol
TE mL-1. Diversos estudios fueron usando las matrices vegetales para la obtencion de
antioxidantes de fuentes naturales (Bittencourt et al., 2015; Da Silva Frozza et al., 2013;
Falcdo et al., 2016; Lan et al, 2016; Laskar et al.,2010; Vargas-Sanchez et al., 2015; Yang
et al., 2011).
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La actividad antioxidante presentadas en los extractos etandlicos de las plantas
estudiadas se mostraron bastante promisores, en vista de que altos valores fueron
observados. Asi las informaciones obtenidas en este estudio son importantes debido a que
nos indican que son fuentes potenciales de compuestos fendlicos y flavonoides con
actividad antioxidante. Estas plantas ya estan siendo utilizadas empiricamente en forma de
té, para prevenir diversas enfermedades, basandose en el conocimiento popular adquiridos
a través de generaciones. A pesar de eso estudios cientificos realizados en nuestro pais,

con estos materiales aln son escasos dificultando una comparacion de resultados.

4.4. |dentificacion de los principales iones presentes en los extractos etandlicos de
las plantas analizadas por EASI- MS

La espectrometria de masas de ionizacidon por Sonic-spray (EASI-MS), es una
técnica moderna bastante utilizada para la identificacibn de compuestos quimicos
presentes en las diversas matrices vegetales. En ese sentido la caracterizacion de
compuestos presentes en los extractos etandlicos son fundamentales para identificar los
principales iones presentes y conocer sus actividades biologicas ya sea de forma aislada
o combinada para ver observar si posee una actividad sinérgica de los compuestos
qguimicos. la EASI- MS es un método de ionizacion simple, rapida y de facil implementacion,
gue nos permite realizar andlisis de forma directa de los extractos etandlicos y en
condiciones ambientales, evitandonos previos procesos de acondicionamiento de las
muestras a analizar (Sawaya et al., 2010). La fuente de ionizacién EASI es acoplada a un
espectrometro de masas de alta resoluciéon (Q Exactive ™ Hybrid Quadrupole-Orbitrap), lo
que nos permite identificar de forma segura las formulas moleculares de los iones

basandose en las masas moleculares de alta resolucion.

Esta técnica tiene ventajas por que preserva la integridad de las muestras y es
aplicable en matrices naturales (Fernandes et al., 2014). EASI-MS fue utilizada en este
estudio para identificar la composicién quimica y evaluar su potencial aplicacion biol6gica
(Bankova et al., 2016; Sawaya et al., 2010).
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Los principales iones detectados con alta resolucion, asi como los fingerprints
presentes en el extracto etandlico de eucalipto, olivo y Tayakasi se muestra a seguir (Tabla
1)

4.4.1. Eucalipto (Eucalyptos)

En las Figuras 8 y 9 podemos observar los fingerprints del extracto etandlico de
eucalipto y en la Tabla 1 podemos visualizar con mayores detalles todos los iones
presentes, asi como su formula quimica de cada uno de los compuestos detectados en la

muestra analizada.

El eucalipto es una planta rica en compuestos biolégicamente activos como los
terpenoides, taninos, flavonoides y derivados de floroglucinol. Nuestros resultados
indicaron la presencia de cuatro ions intensos m/z 453.2, m/z 454.2 m/z 485.25, m/z 499.26
(Tabla 1) en los extractos etandlicos de hojas de eucalipto.

Tabla 1 lones detectados en los extractos etandlicos del eucalipto

expel\ﬂr?rrs12ntal Intensidad Abunda_mcia Ma}sa Delta Fc')r,m.ula
Relativa teorica (ppm) quimica
(m/z)
169,01310 2971,4 2971,4 169,01315 03 C7Hs50s
255,23159 1843,9 1843,9 255,23186 10 CieH31 O2
255,23409 1764,5 1764,5 255,23186 8,7 Ci6Hz31 02
453,26201 46465,4 46465,4 453,26355 3,4 CzsHsz7 Os
453,26771 41371,2 41371,2 453,26942 3,8 C21 Ha1 O1o
454,26560 14458,5 14458,5 454,27138 12,7 CysHssOs
454,26974 11923,9 11923,9 454,27138 3,6 CaHss0s5
455,26905 2506,7 2506,7 455,26394 11,2 CusHsg Os
471,27308 23628 23628 471,27412 2,2  Cag Hazg Os
471,27776 21471 21471 471,27999 4,7 Cz1 Haz O1u1
472,27634 7105,9 7105,9 472,28194 11,9 CusHa0 O
472,28103 6392,4 6392,4 472,28194 1,9 CzsHio Os
473,17914 1835,1 1835,1 473,18061 3,1 Cz5 H29 Og
485,25106 8950,8 8950,8 485,25338 4,8 C2sH37 07
485,25785 8027,8 8027,8 485,25925 2,9 C21 Ha1 O
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Por medio de la espectrometria de masas fue posible identificar la formula molecular
de cada uno de los compuestos presentes. En su mayoria en el extracto etandlico de
eucalipto fue posible identificar compuestos pertenecientes al grupo de los flavonoides en
su mayoria. Estudios realizados por Gonzales Burgos (2018), identificaron la presencia
de compuestos fendlicos y acido clorogénico en muestras de eucalipto extraidos en
acetona , estos compuestos demostraron actividad antioxidante significativa variando

su potencial de acuerdo a las técnicas utilizadas.

Otros reportes indicaron propiedades anti proliferativas del extracto acuoso crudo de
Eucalyptus microcorys contra células de cancer de pancreas (Deep Jyoti Bhuyan et al.,
2018) , antimicrobianos, anti flngicos y principalmente antioxidantes (D. J. Bhuyan et
al., 2017; Domingues, Sousa, Freire, Silvestre, & Neto, 2010; Faustino, Gil, Baptista, &
Duarte, 2010; Rodrigues, de Melo, Portugal, & Silva, 2018; Santos et al., 2012; Silici, Unli,
& Vardar-Unlii, 2007).
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Figura 10. Fingerprint obtenido por EASI-MS en modo negativo de extracto etanélico de Eucalipto colectado en Lambayeque-Andamarca
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PLANTAO2-NEG #104-174 RT: 0.46-0.78 AV: 71 SB: 78 0.03-0.37 NL: 4.62E5
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Figura 11. Fingerprint obtenido por EASI-MS en modo negativo de extracto etanélico de Eucalipto colectado en Lambayeque — Andamarca (Continuacion)
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4.4.2. Olivo (Olea europeae)

Los principales iones detectados en los extractos etandlicos de Olivo de acuerdo a
los fingerprints se observan en la Figura 11 al 13. Cada ion corresponde a un determinado
compuesto quimico. En la Tabla 2 podemos visualizar con mayores detalles todos los iones

presentes, asi como su férmula quimica del compuesto presente.

Tabla 2. Los iones detectados en los extractos etanélicos de olivo

Olivo (Olea europeae)

expgﬂr?nsgntal Inter&sida Abunda_nci Masa teérica Delta Comp,os_icié
(m/2) a Relativa (ppm) n quimica
151,03883 1389,8 2,1 151,03897 -0,9 C8 H7 O3
165,05460 807,0 1,22 165,05462 -0,2 C9H9 03
181,07068 1268,9 1,92 181,07066 0,1 C6 H13 06
199,16900 488,4 0,74 199,16926 -1,3 C12 H23 02
201,03720 8693,4 13,13 201,03936 -10,8 C8 H9 06
271,10323 896,7 1,35 271,10236 3,2 C9 H19 09
313,05142 427,1 0,65 313,04954 6,0 C20 H9 04
447,09295 1685,6 2,55 447,09219 1,7 C21 H19 011
455,35253 5010,4 7,57 455,35197 1,2 C30 H47 O3
456,35608 1084,0 1,64 456,35980 -8,2 C30 H48 03
539,17653 66189,5 100 539,17592 11 C25 H31 013
540,17975 18253,0 27,58 540,18374 -7,4 C25 H32 013
541,18202 3585,2 5,42 541,19157 -17,7 C25 H33 013
569,18720 510,9 0,77 569,18648 1,3 C26 H33 014
575,15317 9251,8 13,98 575,13953 23,7 C27 H27 014

En el extracto etandlico de las hojas de olivo fueron detectados dos iones
principales: m/z 539,1 y m/z 540,1. Estos iones corresponden al grupo de los triterpenos.
Estudios realizados por Claudio et al., (2018), identificaron triterpenos como el acido
oleandlico en hojas secas de olivo. Las propiedades bioldgicas atribuidas a los compuestos
fendlicos presentes en las hojas de olivo son: antioxidantes, antimicrobianos e
antioxidantes (Abaza, Taamalli, Nsir, & Zarrouk, 2015; Cheurfa et al., 2019).
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PLANTAO7-NEG #156-243 RT: 0.69-1.08 AV: 88 SB: 88 0.04-0.43 NL: 8.37E4
T: FTMS - p NSI Full ms [100.00-1000.00]
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Figura 12. Fingerprint obtenido por EASI-MS en modo negativo de extracto etandlico de hojas de Olivo colectada en Tacna- Candarave.
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PLANTAO7-NEG #156-243 RT: 0.69-1.08 AV: 88 SB: 88 0.04-0.43 NL: 8.02E3
T: FTMS - p NSI Full ms [100.00-1000.00]
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Figura 13. Fingerprint obtenido por EASI-MS en modo negativo de extracto etanélico de oliva colectado en Tacha-Candarave (Continuacion)
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PLANTAO07-NEG #156-243 RT: 0.69-1.08 AV: 88 SB: 88 0.04-0.43 NL: 1.14E4
T: FTMS - p NSI Full ms [100.00-1000.00]
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Figura 14. Fingerprint obtenido por EASI-MS en modo negativo de extracto etanélico de oliva colectada en Tacha — Candarave (Continuacion)
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4.4.3. Tayakasi (Lippia nodiflora)

Los principales iones detectados en los extractos etandlicos de Tayakasi de acuerdo
a los fingerprints (Figura 14 al 16). Cada ion corresponde a un determinado compuesto
quimico. En la tabla 3 podemos visualizar con mayores detalles todos los iones presentes,

asi como su férmula quimica del compuesto presente.

Tabla 3. Los iones detectados en los extractos etanolicos de olivo

Tayakasi (Lippia nodiflora)

Masa

experimental Intensidad Relativa tg/léar??a (Eglrz]a) Cog1up"?]silccgon
(m/z)
137,02317 127,6 3,67 137,02332  -1,05 C7 H5 03
189,07590 82 2,36 189,07575 0,33 C9H9 03
190,07928  3475,5 100 190,07770 0,78 C8 H13 05
201,03697  284,2 8,18 201,03936 8,3 C15 H10
215,03204  548,7 15,79  215,03389 -10,52 C8 H9 06
233,15413 156,8 4,51 233,15361  -8,6 C12 H7 O4
246,99141  216,9 6,24 246,99320 2,89 C15 H21 02
247,13356 70,1 2,02 247,13287 -7,25 C4 H7 012

249,07988 540,2 15,54  249,07575 2,8 C15H19 03
249,14925 633,3 18,22 249,14852 16,58 C13 H13 05

257,08171 91,2 2,62 257,08084 2,91 C15H21 03
271,09747 72,4 2,08 271,09649 3,41 C15 H13 O4
344,05322 74 2,13 344,05267 3,62 C9 H17 O9
353,08747 451,5 12,99 353,08671 3,64 C16 H15 O4
359,07692 156,1 4,49 359,07614 2,15 Cl6 H17 O9

377,08512 537,2 15,46 377,08671 2,16 C18 H15 O8
515,11883  1426,5 41,04  515,11840 0,83 C25 H23 012
516,12212 377,6 10,86 516,12623 -7,96 C25H24 012
537,10099 255,1 7,34 537,10275 -3,27 C27 H21 012

No existen estudios que detallen los constituyentes de la especie Lippia
(Verbenaceae) en Per0. Los resultados obtenidos de los extractos etandlicos de hojas de

Tayakasi (Lippia nodiflora) se identificaron cuatro iones principales m/z 190, m/z 249, m/z
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352 y m/z 515. Los compuestos pertenecen al grupo de los flavonoides més identificados
son flavonas. Hay referencias cientificas sobre el contenido de flavonas trisulfatos en
especie de L. nodiflora (L.) (Pascual et al., 2001).

Por otra parte, algunos flavanones como la pinocembrina y naringenina se
identificaron de Lippia (Pascual et al., 2001). Otros reportes cientificos también mencionan
la presencia de flavonoides como: salvigenina, eupatorina, eupafolina, luteolina,
hispidulina, diosmetina, cismaritina, cirsiliol, pectolina-arigenina, 6-hidroxluteolina de L.

citriodora (Lattanzio, Kroon, Quideau, & Treutter, 2009).

Estudios realizados con extractos acuosos Yy alcohdlicos obtenidos a partir de los
brotes de Lippia citriodora Kunth, cultivadas en Egipto, exhibieron propiedades
antiinflamatorias, antipiréticas, analgésicas y antioxidantes, es este estudio tres
compuestos fendlicos se identificaron aislaron e identificaron dos acidos fendlicos, acido
dihidrocaffeico (1) y acido 4-hidroxicinamico (3) y un glucésido flavonoide, luteolin-7-O-
glucosido (2), de la fraccion de acetato de etilo de la planta (Pascual et al., 2001; Sudha et
al., 2017; Toméas-Barberan, Harborne, & Self, 1987).

En nuestros resultados, las muestras de extractos etanolicos de hojas de Tayakasi
(Lippia nodiflora) se identificaron iones principales m/z 190, m/z 249, m/z 352 y m/z 515.
Estos iones corresponden a los acidos fendlicos y flavonoides. No fue posible encontrar en
la literatura estudios de identificacion de iones principales en las plantas analizadas en
nuestro pais, imposibilitando asi, una comparacion de los principales iones marcadores

presentes.
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PLANTA10-NEG #161-317 RT: 0.72-1.41 AV: 157 SB: 52 0.12-0.35 NL: 6.92E4

T: FTMS - p NSI Full ms [100.00-1000.00]
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Figura 15. Fingerprint obtenido por EASI-MS en modo negativo de extracto etandlico de Tayakasi colectada en Tacna-Candarave.

57 137.02317

34405322

377.08512

L
T

.
T

551.09587
;

T

T

T

T

T

699.13204
T et

T

808.92652
T T

T

T

911.60578
Aasnans}
900

T

972.50301
AR RS san
1000

T
1100

™
1200

0 I
100

T

T

i
T

i
T

) |
P

It ‘ l Ii i
bbb A
200 300

400

. 479.35004
e

500

600

m/z

700

48

T
800



PLANTA10-NEG #161-317 RT: 0.72-1.41 AV: 157 SB:52 0.12-0.35 NL: 1.29E4
T: FTMS - p NSI Full ms [100.00-1000.00]
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Figura 16. Fingerprint obtenido por EASI-MS en modo negativo de extracto etandlico de Tayakasi colectada en Tacna — Candarave (Continuacion).
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PLANTA10-NEG #161-317 RT: 0.72-1.41 AV: 157 SB: 52 0.12-0.35 NL: 2.91E4
T: FTMS - p NSI Full ms [100.00-1000.00]
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Figura 17. Fingerprint obtenido por EASI-MS en modo negativo de extracto etandlico de Tayakasi de Lambayeque-Andamarca (Continuacion)
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

En el Perl existen matrices vegetales con potencial biolégico de alto valor terapéutico y
nutricional, extraerlos y utilizarlos como sustitutos de aditivos sintéticos son promisorios

para la industria de alimentos y farmacéutica.

Los extractos etandlicos de las hojas de Eucalipto, Olivo y Tayakasi se mostraron ricos en
compuestos fendlicos y flavonoides. Los valores de fenoles totales obtenidos se
encuentran en el rango de 9184,2 mg EAG mL™* (Olivo) y 10994,5 mg EAG mL* (Tayakasi).
Y flavonoides entre 6,1738 mg EC mL* (Eucalipto) y 9,0353 mg EC mL* (Tayakasi).

Todos los extractos etanolicos analizados mostraron actividad antioxidante, obteniendo
valores desde 145711,125 pmol TE mL* (Eucalipto), 143411,75 ymol TE mL™*? (Tayakasi)
y 58820,73 pmol TE mL? (Olivo). Analizados por la técnica de ORAC mayor actividad de
eliminacion de radical peroxido fue observado en el extracto etanolico de Olivo con
269511,3 umol TE mL* mostrando diferencias significativas (p < 0,05), con respecto a los
extractos de Eucalipto 90830,2 uymol TE mL* y Tayakasi 117916,0 ymol TE mL?.

Por EASI-MS fue posible identificar iones marcadores en cada uno de los extractos

correspondientes a los acidos fendlicos, flavonas, flavonoides y triterpenos.

Futuros estudios son necesarios para aislar los compuestos bioactivos presentes en los
extractos a fin de determinar los principales contribuyentes a la actividad antioxidante y
elucidar sus mecanismos de accion. No debe descartarse la accion sinérgica de los

compuestos presentes en los extractos analizados.
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ANEXOS

Anexo 1 Andamarca localizado en la Region de Lambayeque situado a 3800m de altitud.
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Anexo 2 Curva calibracion de fenoles totales R2 0.998
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Muestras estandar utilizados para la identificacion de polifenoles en las matrices

vegetales.
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Anexo 6 Muestra estdndar de acido clorogénico m/z 367.10306
ARTEPILIN C m/z 299.16513

ARTEPILIN #182-277 RT: 0.81-1.23 AV: 96 SB: 93 0.08-0.49 NL: 8.93E4
T: FTMS - p NSI Full ms [100.00-1000.00]

100+ 299.16513
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Anexo 7 muestra estandar de Artipillin C m/z 299.16513
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353.08755 421.22631
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PINOCEMBRINA m/z 255.06600

PINOCEMBRINA #211-330 RT: 0.94-1.47 AV: 120 SB: 69 0.13-0.43 NL: 1.18E6
T: FTMS - p NSI Full ms [100.00-1000.00]
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Anexo 8 muestra estandar de pinocembrina m/z 255.06600

CAMFEROL m/z 284.04044

CAMPFEROL #186-235 RT: 0.83-1.05 AV: 50 SB: 90 0.10-0.50 NL: 2.36E5
T: FTMS - p NSI Full ms [100.00-1000.00]

285.04044
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Anexo 9 muestra estandar de camferol m/z 284.04044
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APIGENINA m/z 269.04551

APIGENINA #172-218 RT: 0.77-0.97 AV: 47 SB: 76 0.10-0.44 NL: 5.92E5
T: FTMS - p NSI Full ms [100.00-1000.00]
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Anexo 10 muestra estandar de apigenina m/z 269.04551

CRISINA m/z 253.05034

CRISINA #175-219 RT: 0.78-0.98 AV: 45 SB: 68 0.12-0.42 NL: 8.80E5
T: FTMS - p NSI Full ms [100.00-1000.00]
100 253.05034
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Anexo 11 muestra estandar de crisina m/z 253.05034
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GALANGINA m/z 269.04538

GALANGINA-1 #172-238 RT: 0.77-1.06 AV: 67 SB: 90 0.07-0.46 NL: 6.63E5

T: FTMS - p NSI Full ms [100.00-1000.00]
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Anexo 12 muestra estandar de galangina m/z 269.04538

QUERCETINA m/z 301.03518

QUERCETINA #177-244 RT: 0.79-1.09 AV: 68 SB: 74 0.11-0.44 NL: 3.24ES5

T: FTMS - p NSI Full ms [100.00-1000.00]
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Anexo 13 muestra estandar de Quercetina m/z 301.03518
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CAPE m/z 283.09744

CAPE #186-253 RT: 0.83-1.13 AV: 68 SB: 80 0.09-0.44 NL: 7.70ES5
T: FTMS - p NSI Full ms [100.00-1000.00]
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Anexo 14 muestra estandar de CAPE m/z 283.09744

ACIDO FELURICO m/z 193.04982

ACIDO FERULICO #290-470 RT: 1.29-2.09 AV: 181 SB: 76 0.03-0.36 NL: 1.48E4
T: FTMS - p NSI Full ms [100.00-1000.00]
100+ 193.04982
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Anexo 15 muestra estandar de acido feldarico m/z 193.04982
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ACIDO P-CUMARICO m/z 163.03905

ACIDO P-CUMARICO #169-287 RT: 0.75-1.28 AV: 119 SB: 94 0.03-0.45 NL: 1.00E4
T: FTMS - p NSI Full ms [100.00-1000.00]
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Anexo 16 muestra estandar de acido P. Cumarico m/z 163.03905

ACIDO CAFEICO m/z 179.03403

ACIDO CAFEICO #191-349 RT: 0.85-1.56 AV: 159 SB: 97 0.08-0.51 NL: 8.83E4
T: FTMS - p NSI Full ms [100.00-1000.00]
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Anexo 17 muestra estandar de acido P. Cafeico m/z 179.03403
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