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Objetivos. Proponer la estructura quimica de componentes fendlicos aislados del extracto
etandlico de hojas de Satureja pulchella “panisara”, quien en la actualidad presenta el nombre de
Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts y evaluar preliminarmente el posible efecto antioxidante
de los compuestos fendlicos. Materiales y métodos. Se realizd una identificacion fitoquimica
mediante ensayos de solubilidad, tamizaje fitoquimico, cromatografia en capa fina y espectroscopia
UV/VIS. Por otro lado, se realiz6 un ensayo preliminar de la actividad antioxidante usando la
prueba de 1,1-difenil-2-picrilhidracilo (DPPH). Resultados. Se determind que el extracto etandlico
de hojas de Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts “panisara” es soluble en solventes polares.
Los metabolitos secundarios encontrados son compuestos fendlicos tipo flavonoides, alcaloides,
quinonas y glicosidos. Se propone siete estructuras quimicas de flavonoides a través del andlisis de
los espectros UV/Vis, y mediante comparacion con lo publicado por T) Mabry y Olga Lock. Al realizar
el ensayo preliminar de la actividad antioxidante usando la prueba de 1,1-difenil-2-picrilhidracilo
(DPPH) se observé disminucion de absorbancia, al aplicar el extracto frente al control. Conclusiones.
Se propone la estructura quimica de 7 metabolitos secundarios tipo flavonas que podrian explicar
una posible accion antioxidante del extracto etandlico de hojas de Clinopodium pulchellum (Kunth)
Govaerts “panisara”.

Palabras clave: Clinopodium pulchellum, flavonas, tamizaje, cromatografia, espectroscopia UV/Vis.
(Fuente: DeCS)

CHEMICAL STRUCTURE OF PHENOLIC COMPOUNDS OF THE
ETHANOLIC EXTRACT OF LEAVES OF Clinopodium pulchellum
(Kunth) Govaerts “Panisara”

ABSTRACT

Objectives. To propose the chemical structure of isolated phenolic components of the ethanolic
extract of the leaves of Satureja pulchella “panisara”, which at present presents the name of
Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts and preliminarily evaluate the possible antioxidant effect
of the phenolic compounds. Materials and methods. Phytochemical identification was carried out
by means of solubility tests, phytochemical screening, thin layer chromatography and UV / VIS
spectroscopy. On the other hand, a preliminary test of antioxidant activity was performed using
the 1,1-diphenyl-2-picrylhydracil (DPPH) test. Results. It was determined that the ethanolic extract
of leaves of Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts “panisara” is soluble in polar solvents. The
secondary metabolites found are phenolic compounds such as flavonoids, alkaloids, quinones and
glycosides. Seven chemical structures of flavonoids are proposed through the analysis of the UV /
Vis spectra, and by comparison with that published by T) Mabry and Olga Lock. When performing
the preliminary test of the antioxidant activity using the 1,1-diphenyl-2-picrylhydracil (DPPH) test,
a decrease in absorbance was observed when the extract was applied to the control. Conclusions.
The chemical structure of 7 secondary flavone metabolites are proposed, which could explain
the possibility of some antioxidant action of the ethanolic extract of the leaves of Clinopodium
pulchellum (Kunth) Govaerts “panisara” was evaluated.

Keywords: Clinopodium pulchellum, flavones, screening, chromatography, UV/Vis spectroscopy (Source: MeSH)
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Introduccion

El amplio reconocimiento cientifico ha generado un mayor
consumo de alimentos ricos en antioxidantes, que redunda
en claros beneficios para la salud de la poblacion. Estos
beneficios se traducen, por ejemplo, en prevencién vy
tratamiento de algunas enfermedades relacionadas con
el corazon, el cerebro y los pulmones, pues son 6rganos
muy sensibles al dafio oxidativo V. Se incluye la prevencién
primaria de dislipidemia, diabetes, obesidad, y la prevencion
secundaria de angina de pecho, afeccién vascular periférica,
enfermedad cerebrovascular, entre otros ?.

Los antioxidantes se clasifican seguin su origen, en este caso
el origen exdgeno, entre ellos estad la vitamina C o acido
ascorbico, al a-tocoferol o vitamina E, los betacarotenos, y los
polifenoles, estos Ultimos de interés en esta investigacion ©.

Los polifenoles dan cuenta de la riqueza antioxidante
de la mayor parte de los alimentos de origen vegetal
habitualmente consumidos por la poblacién “. Todos los
polifenoles exhiben en su estructura, uno o mas grupos
hidroxilos unidos a un anillo aromdtico ©.) Entre los
polifenoles es posible distinguir dos tipos de compuestos:
los flavonoides, cuya estructura comprende dos anillos
aromaticos unidos un heterociclo de tres atomos de carbono
y uno de oxigeno (C6-C3-C6), y los llamados no-flavonoides
que comprenden, mayormente, alcoholes monofendlicos,
acidos fendlicos y estilbenos ©7).

Los polifenoles son componentes importantes de la actividad
antioxidante de muchas plantas medicinales ©. El Per tiene
una gran diversidad de plantas medicinales, muchas
de ellas con propuesta y algunas demostrada actividad
antioxidante ©. Satureja pulchella “panisara”, quien en la
actualidad presenta el nombre de Clinopodium pulchellum
(Kunth) Govaerts, es una planta oriunda del norte peruano 9,
utilizada cominmente para dolencias gastrointestinales ™V
y retrasos menstruales 2, Estudios previos han mostrado la
capacidad antioxidante y antibacteriana tanto de extractos
acuosos como de aceites esenciales 3,

En la siguiente investigacion se propuso la estructura
quimica de componentes fendlicos aislados del extracto
etandlico de hojas de Clinopodium pulchellum (Kunth)
Govaerts “panisara” y evalué preliminarmente el posible
efecto antioxidante de los compuestos fendlicos.

Materiales y métodos
Descripcion botanica de la especie

Arbusto erguido, poco ramificado, de 1-1,5 m de alto, tallos
cuadrangulares en corte transversal un tanto pilosos. Hojas
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opuestas, pecioladas, lamina simple, de forma deltoidea,
cara inferior densamente pubescente. Inflorescencia
emerge de la axila de cada hoja, y ellas con pocas flores con
pétalos de color anaranjado. Envoltura floral (caliz y corola)
pentdmeras, zigomorfas. Corola tubular, arqueada, el dpice
terminado en cinco lébulos de apice obtuso. Androceo
formado por cinco estambres mas largos que la longitud de
la corola 4,

Preparacion del extracto etandlico

La especie vegetal fue recolectada en la provincia de Santiago
de Chuco, La Libertad, durante el mes de septiembre de
2017; su identificacion taxondmica se realizé en el Museo
de Historia Natural de la Universidad Nacional Mayor de San
Marcos, como Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts
“panisara” (constancia 279- USM-2017).

Posteriormente, se procedio a la seleccion de muestras en
buen estado de las hojas de Clinopodium pulchellum (Kunth)
Govaerts “panisara”; las cuales fueron limpiadas y secadas
a temperatura ambiente. Seguidamente, se secaron en una
estufa (40 °C) con lo que se consiguid la reduccion de tamaiio
del material vegetal. Finalmente, las hojas trituradas de
Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts “panisara” fueron
almacenadas de acuerdo a lo descrito por Lock et al. ),

Figura 1. Muestra de Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts
“panisara””
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49,1 g de hojas secas
Clinopodium pulchellum
(Kunth) Govaerts “panisara”

10 g de extracto seco
de hoja de Clinopodium
pulchellum (Kunth)
Govaerts “panisara”

Figura 2. Proceso de elaboracion del extracto

Ensayo de solubilidad

El extracto etandlico seco (5 mg) se tratd con solventes de
polaridad creciente ™ (Tabla 1).

Tamizaje fitoquimico

El tamizaje fitoquimico consiste en un conjunto de reacciones
de coloracion y precipitacién que se realizo para detectar los
componentes quimicos ** del extracto etandlico de hojas de
Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts “panisara” (Tabla 2).

Cromatografia en capa fina (CCF)

Se realiz6 cromatografia en capa fina analitica del
extracto etandlico de hojas, se sembré la muestra del
extracto y luego se desarrollé con el sistema de solventes
cloroformo:metanol (3:1). Se revelé la cromatoplaca de
silicagel 60-G a la lampara de luz UV 365 nm, 254 nm y con
el revelador FeCl, ™.

Actividad atrapadora del radical 1,1-difenil-2-picrilhidracilo
(DPPH)

Este ensayo evalia la capacidad de un antioxidante
para reducir el radical DPPH. El compuesto 1,1-difenil-2-
picrilhidracilo (DPPH) es un radical estable que presenta una
coloracion violeta intensa y que absorbe radiacién a 517
nm, por lo que su concentracion se puede determinar por
métodos espectrofotométricos. En el ensayo se determind la
concentracién inicial de DPPH y la concentracion resultante
una vez que se ha ainadido el posible antioxidante, de forma
gue una disminucion de la absorcién de radiacion se traduce
en una disminucién de la concentracién de DPPH debido a la
cesion de electrones de la especie antioxidante 9,

Determinacion de estructuras quimicas

Luego de realizar la cromatografia en capa fina (CCF) a escala
preparativa, se procedié a la desorcién de las manchas
correspondientes. Estas fueron leidas en el espectrofotémetro
UV/vis Thermo scientific GENESYS 10S 5.

Las estructuras de componentes quimicos aislados de
naturaleza fendlica del extracto etandlico de hojas de
Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts “panisara” se
proponen mediante lecturas al espectrofotometro y fueron
comparadas con las estructuras publicadas por T) Mabry
(1970) 47,

Resultados

El extracto etandlico de hojas de Clinopodium pulchellum
(Kunth) Govaerts “panisara” presentd una buena solubilidad
en metanol y etanol (Tabla 1).

Tabla 1. Solubilidad del extracto etandlico de hojas de
Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts“ panisara”

Solvente Resultado

Agua destilada -

Metanol +++
Etanol +++
n- Butanol ++
Cloroformo +

+++: Soluble, + +: parcialmente soluble, +: poco soluble, -: insoluble

Al realizar el tamizaje fitoquimico del extracto se encontrd
una gran cantidad de compuestos fendlicos, flavonoides,
alcaloides y quinonas (Tabla 2).

Al realizar la cromatografia en capa fina utilizando el sistema
cloroformo:metanol (3:1) y revelado en luz UV 36 5nm vy
254 nm, se encontraron quince manchas determinandose
el factor de retencion en cada mancha (Figura 3).

Tabla 2. Tamizaje fitoquimico del extracto etandlico de hojas
de Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts “panisara”

Metabolito Reaccion Cantidad
Carbohidratos Rx. Molisch ++
Compuestos fendlicos FeCl +++
Taninos Gelatina +
Flavonoides Rx. Shinoda +++
Aminoacidos libres y grupos amino Ninhidrina +

Rx. Dragendorff +++
Alcaloides g

Rx. Mayer +++

Naftaguinonas, antraquinonas y Rx. Borntrager t

antronas

+++: Abundante; ++: regular; +: poco; -: ausencia
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Revelador de luz
UV 254 nm

Revelador de
luz UV 365 nm

Figura 3. Cromatografia en capa fina del extracto etandlico a la
luz UV 365 nmy 254 nm

EtoH
Muestra 1 }\ mdx 288,324 nm, Rf=0

OH
OH
HO o)
H,C

OH

4',5,7, 8 - Tetrahidroxi - 6 - Metoxiflavona

EtoH
Muestra 4 }\ mdx 284,346 nm, Rf=0,1283
OH

3',4’, 5,7 - Tetrahidroxi - 6, 8 - Dimetoxiflavona
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Se encontro que las estructuras con mayor factor de retencion
fueronla3’,4’5, 6, 7-pentahidroxiflavonay 5, 7, 8-trihidroxi-3’,
4, 6-trimetoxiflavona. Las estructuras de componentes
quimicos aislados propuestas se encuentran en la Figura 4.

Al realizar la actividad antioxidante por DPPH, la solucion de
DPPH registré una absorbancia de 0,545 a una longitud de
onda de 517 nm y al emplearse 300 pg de extracto etandlico
de hojas de Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts
“panisara” en el ensayo, se registré 0,060 de absorbancia a la
misma longitud de onda.

Discusion

El extracto etandlico de hojas de Satureja pulchella
“panisara”, que en la actualidad presenta el nombre de
Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts fue soluble en
solventes de mediana polaridad, poco soluble en solventes
apolares, e insoluble en solventes polares. De acuerdo
con la investigacién de Bonilla et al. al realizar marcha de
solubilidad, se establecié que el extracto alcohdlico de
Satureja sericea (goyal) contiene componentes solubles en
alcoholesy agua %9, o cual indica que son de alta polaridad,

EtoH
Muestra 2 )\ mdx 286,330 nm, Rf=0,0374

4''5,7,8 - Trihidroxi - 6, 8 - Dimetoxiflavona

EtoH
Muestra 5 }\ mdx 282,321 nm, Rf=0,1925

HO 0]

HO ”
OH

5, 6, 7 - Trihidroxi - 4’ - Metoxiflavona




Compuestos fendlicos del extracto etandlico de Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts “panisara”

ﬁf'ﬁ_EsSalud

EtoH
Muestra 6 7\ mdx 295,340 nm, Rf=0,2513

OH “CH,

HO 0]
OH

OH

4,5, 6,7, 8- Pentahidroxi - 3’ - Metoxiflavona

EtoH
Muestra 12 )\mdx 288,335 nm, Rf=0,8824

0
OH “CH,
HO 0 o
HL | (|ZH3
4]

5,7, 8 - Trihidroxi - 3’, 4’, 6 - Trihimetoxiflavona

EtoH
Muestra 15 }\ mdx 288,335 nm, Rf=0,9733

HO

HO
OH

OH

OH

3, 4,5, 6,7 - Pentahidroxiflavona

Figura 4. Estructuras quimicas propuestas de compuestos fendlicos del extracto etandlico de Satureja pulchella “panisara”

al ser del mismo género comparten la caracteristica de ser
solubles en alcoholes; no obstante, el extracto etandlico
de hojas de Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts
“panisara” es insoluble en agua.

El extracto estudiado presentd flavonoides, compuestos
fendlicos y alcaloides, de manera similar a lo encontrado en
Scutellaria havanensis Jacg. (familia Lamiaceae) . Asimismo,
Kemertelidze et al. encontraron en el extracto acuoso de
Satureja hortensis L. una gran cantidad de polifenoles,
especificamente flavonoides ?Y. De forma similar, el extracto
acuoso de Satureja montana, tuvo proporciones altas de
compuestos fendlicos, especialmente de acido cafeico y rutina
22 Por lo que se puede inferir, que los resultados obtenidos
por nuestro estudio tienen concordancia con lo encontrado
en otras especies de la misma familia, que también poseen
actividad antioxidante .

Ademas, Lizarraga et al., realizan un estudio muy similar al
nuestro, usando cromatografia en capa fina utilizando el
revelador de tricloruro férrico (FeCl,), en Satureja boliviana
(Benth.) Brig. (Lamiaceae), donde también se reafirma el
hallazgo de compuestos fendlicos 4.

Lassiete estructuras propuestas de flavonoides mediante lecturas
al espectrofotometro UV-Vis Thermo Scientific GENESYS 10S
presentan naturaleza medianamente polar; y algunas de estas
estructuras ya han sido evaluadas previamente. Por ejemplo,
el 5,7,4-trihidroxi-6,8-dimetoxiflavona ha sido encontrado
en extractos de Baccharis grisebachiis y es responsable
de inhibir la lipoperoxidacion de eritrocitos ®. De manera
similar, la 5,6,7-trihidroxi-4’-metoxiflavona ha sido encontrada
en los extractos cloroférmicos de las hojas de Chuquiraga
lessing “huamanpinta”, y en las cascaras de Musa cavendishii
“platano”, el cual tiene importancia en las propiedades
antioxidantes de ambas especies vegetales y antiinflamatorias e
inmunomoduladoras de Chuquiraga lessing %7,

En esta investigacion se realizd un ensayo preliminar de
actividad antioxidante por DPPH 9, revelandose la posible
actividad antioxidante del extracto etandlico de hojas de
Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts “panisara”. Esto
refuerza lo sugerido por estudios previos, donde se encontré
actividad antioxidante del aceite esencial de Satureja
pulchella ™V y del extracto etandlico de Satureja macrostema
(18 Futuros trabajos deben estudiar la magnitud, en forma
objetiva, de la capacidad antioxidante de esta especie vegetal.
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En conclusidn, se propone la estructura quimica de siete meta-
bolitos secundarios tipo flavonas (4'5,7,8 — tetrahidroxi-6-me-

toxiflavona, 4',5,7-trihidroxi-6,8-dimetoxiflavona,
hidroxi-6,8-dimetoxiflavona,

3'4'5,7-tetra-

5,6,7 -trihidroxi-4’-metoxiflavona,
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Figura 5. Constancia taxondmica de Clinopodium
pulchellum (Kunth) Govaerts “panisara”
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