OBTENCION NO CROMATOGRAFICA
DEL ACIDO ROSMARINICO A PARTIR
DE UNA PLANTA MEDICINAL PERUANA:
lepechinia meyenut walp.Epling
(Lamiaceae) “Puna salvia”
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Con el proposito de evaluar la actividad
antioxidante de las especies sur andinas de la
Tribu Mentheae (Nepetoideae, Lamiaceae) se hizo
necesario disponer de pequefias cantidades de
acido rosmarinico con fines de comparacion.

La especie de partida para tal fin no es un
representante de las especies europeas como serian
el romero (Rosmarinus officinalis) o el toronjil
(Melissa officinalis) que, como se sabe, contienen
esta sustancia. En realidad la quimiotaxonomia
indica que podriamos obtener cido rosmarinico
de cualquier representante de la tribu Mentheae
(1); algunos ejemplos tomados de la flora medicinal
del Cusco (2), (3), aparecen en la tabla 1:

Se eligié a Lepechinia meyenii por ser conocida
en Cusco como Puna Salvie y tener uso medicinal
muy difundido. Incluso, un estudio hecho para
la provincia de Espinar muestra que esta planta
medicinal es la tercera en ser utilizada por los
pobladores (4).

Ademas, porque en un trabajo anterior
(9) se mostrd la composicion del aceite esencial

abla N¢ 1. Plantas medicinales cusquefias que
prrtenecen a la subfamilia,

+Hedromaandonianum
+ Hyptis mutabilis

+ Melissa officinalis

* Mentha viridis
+Minthostachys andina
»Minthostachys setosa

* Ocimum basilicum

* Qctmum micranthum

+ Qriganum majorana

* Origanum vulgare

*» Rosmarinus officinalis

» Salvia dombeyii

* Salvia oppositiflora

» Satureja holiviana

* Satureja nubigena

« Sphacele enuiflora
{sin. Lepechinia eyenii)

de esta planta, ast como la presencia de acido
rosmarinico y cafeico por cromatografia de capa
fina y espectroscopia UV, tanto como la actividad
antioxidante por el método del azul de molibdeno.
100 pg de extracto acuoso y metandlico son tan
antioxidantes como 22.73 y 20.57 pg de vitamina
C, respectivamente (6).

De manera que para evaluar la actividad
antioxidante y el contenido de acido rosmarinico
en las especies cusqueiias de la tribu Mentheae,
hay que disponer ¢l patrén de acido rosmarinico
que se va a obtener a partir de Lepechinia meyenii.

PARTE EXPERIMENTAL

Para punificar el acido rosmarinico a partir
de L. meyenii, se tuvo en cuenta el trabajo original
de Scarpati, tomado de la referencia (7) y también
de las referencias (8) para la extraccion;(9) para el
sistema de cromatografia en capa fina; (10) para la
cromatografia en columnade Si Gel; (1 1) y(12) para
los espectros UV, y (8), y (13) para la espectroscopia
IR. Hay que advertir que el aislamiento y sintesis
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Figura N° 1. Lepechinia meyenit en Tambomachay a 3700 msnm.
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del 4cido rosmarinico no es una historia terminada
y asi lo demuestran las referencias (14), (15) y (16).

El acido rosmarinico tiene la siguiente
estructura:

Es una molécula soluble en agua, etanol,
metanol, acetato de etilo y en menor proporcion
en dietl éter. Conviene averiguarle su logD. El
logP se define por:

logP =log [HA] .../ [HA],,

y muestra cudn lipotilico (mayor logP) es un soluto
a pH neutro. Para sustancias ionizables, es mejor
utilizar el log D, El log D para una sustancia icida
se define por:

D = [HA], + (A-] / [HA] 50 [A-] L0
que muestra la lipoficilicidad del acido en todo el
rango de pH. El grafico de logD (Figura 2) se ha
simulado utilizando ¢l programa ACD6 (18).

Para el proceso de purificacion se debe
tener en cuenta este comportamiento  asi
predicho. Asi, en un trabajo anterior (19) se

purificd AR cromatograficamente y también
no cromatograficamente. El primer método,
cromatografico, da un producto mas puro, 0.58%
respecto al peso de planta seca. Elsegundo método,
sacrificando un poco la pureza, permite obtener a
menos costo esta sustancia en un 0.68%.

Sin embargo, el Gltimo método, de posible
aplicacion tecnoldgica, implicaba particiones con
NaHCO3 al 5% (pH 10) y luego acidificacion,
que podria afectar la sustancia —disminuyendo el
rendimiento. La lectura de (16) y el cilculo de log
D sugerian que este juego de particiones podria
arreglarse y hacer un método aun mas simple. De
€so trata este trabajo.

PROCEDIMIENTO

104 g de hojas de Lepechinia meyenii
desmenuzadas, se maceraron primero con 2L de
agua hirviente por 24 hrs. y luego con 1L mas de
agua hirviente, por igual tiempo. Los extractos se
filtran por algodén, se;juntan y se ponen a pH 2.37.
Este extracto acuoso acido se reparte con varias
porciones de acetato de etilo. El residuo acuoso se
desecha y la fase organica se deseca con MgSO4;
luego se evapora a sequedad a 40°C,

El extracto de AcOEt se disuelve en agua
caliente y se hace enfriar por 12 horas a 4° C,
con lo que precipita una sustancia resinosa que
se desecha. El liquido claro sobrenadante cuyo
pH es 2.89, se extrae repetidamente con Et,O. El

Figura N° 2. El log D del acido resmarinico simulade con ACD 6 (18).

LogD del acido resmarinico
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Figura N° 3, Espectro Ultravioleta: Se observan 2
maximos 2 292 y 331 nm.
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extracto etéreo, luego de secarse y evaporarse a
sequedad se disuelve en el menor volumen posible
de agua caliente que por repetidos enfriamientos a
4° Cy abandono en desecador con éacido sulfiirico,
precipita fimalmente un solido amanillo que se lava
con agua helada y se deseca sobre acido sulfiirico,
obteniéndose 2.55 g de un sélido crema —2.5% de
rendimiento— que es el acido rosmarinico.

Caracterizacion del acido rosmarinico
Cromatografia en capa fina: Utilizando

cromatoplacas  de  SiGelG 60, como liguido

desarrollador C H.: AcOEtHCO,H (36:12:5) y

Figura N° 4, Espectro infrarrojo.

Tabla N° 2. Datos espectroscopicos HNMR segin
Wang {22) a 300 MHZ y en deuteroacetona.

« 33.03 2H, m, H-7)

+$5.20 (1H,m, H-8)

«86.29(1H,d,J = 16 Hz, H-8)
+$6.61-6.87 (4H, m, H-5, H-2’, H-5", H-6)
+87.03(IH, dd, J= 8 Hz, 2 Hz, H-6)

- $7.16 (1H, d, J=2Hz, H-2)

+87.55(IH, d,] = 16 Hz, H-7)

FeCl, al 5% como revelador el AR tiene un Rf de
0.15, tal como se describe en (9).

Figura 3. El espectro corresponde a las
descripciones publicadas en (1 1) y {12},

Figura 4. También el espectro infrarrojo se
muestra como los de la literatura {20), {21).

Figura 5. Comparando nuestros resultados
espectroscopicos con aquéllos descritos en {22) se
observa gran concordancia de sefiales. En esta
referencia, la numeracion de los carbonos en el
AR aparece en la figura 6.

Los datos espectroscopicos de RMN muestran
un acido rosmarinico puro con agua de constitucion
incluida que aparece en el pico HNMR a 3.38
ppm, porque la sustancia esta precipitada de agua
precisamente. Lepechinia meyenti es una buena
materia prima para hacer AR porque el contenido
fendlico de esta planta es practicamente solo AR {5).

Numero de Dndas (cm-1}
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Figura N° 3. Espectros de RMN.
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Se dispone ahora de una sustancia
referencial para evaluaciones cuantitativas de
AR y actividad antioxidante en las plantas de la
tribu Mentheae. Ademas, es la primera vez que
se describe el aislamiento de esta sustancia para
esta especie. Dado el alto rendimiento en AR, el
presente método de obtencién puede traducirse a
escala industrial.

INSTRUMENTACION

El espectro UV fue determinado con el equipo
UV-Vis Evolution 300 de ThermoElectronics. El
espectro IR se tomé en un equipo Nicolet 380.
También de ThermoElectronics. Los espectros de
RMN se desarroflaron en un equipo Bruker AC300
de la Pontificia Universidad Catolica del Pert.
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Tabla N° 3. Datos cspectroscopicos HNMR del
presente trabajo.

+5293(2 H, m, H-7)

«55.02 (IH, m, H-8)

+86.24 (1 H.d, J= 15.9 Hz, H-8)

« §6.50-6.77 (4H, m, H-5, H-2", H-5", H-6")
+87.00(1H, dd, J=7.5 Hz, 1.8 Hz, H-6)
+§7.05(1H, d,J=1.8 Hz, H-2)

« 5746 (IHd,J = 15.9 Hz, H-7)

Tabla N° 4. Valores de,, CNMR segun Wang (22) a
75 MHz en deuteroacetona comparados con nuestros
valores también a 75 MHz pero en dDMSO.

] Wang Carbono Presente trabajo
AlaUNSAAC, puesel presente trabajoesparte oy . 70013
del Proyecto FEDU 2007-2008. Componentes ’ :
<ps - . 166.8 9 165.979
Fenélicos de Plantas Cusquerias de la Tribu 1490 : 148668
Menthet'le {Nepetoideae, Lamiaceae). Al 146.5 3 145.985
laboratorio de RMN de PUCP donde, por los buenos 146.3 7 (45,632
encargos de los profesores. Helena Maruenda y Alex 145.7 Y 144.965
Nieva, se desarrollaron los espectros NMR durante (44.7 o 144.045
la Il Conferencia Internacional Spectra 2009. 129.] I 197.323
127.3 1 125.370
122.7 6 121.654
Figura N° 6. La numeracién de los carbonos en el 1216 & 120.080
. 117.3 2z 116.714
AR segiin {22).
) 116.3 5 115.788
o I (T’“" 1155 5 115.413
d I
UL 8 j/ . 115.2 2 114,907
I j 114.8 8 113.270
“ 7.7 g 72.801
o D603 37.4 7 36,132
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