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EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DEL
EXTRACTO HIDROALCOHOLICO ESTANDARIZADO DE HOJAS
DE Juglans neotropica Diels NOGAL PERUANO)

Paola Hurtado Manrique ", Bertha Jurado Teixeira *, Eva Ramos Llica ¢, Maria Calixto
Cotos®

RESUMEN

Juglans neotropica Diels “nogal peruano” es un arbol que crece en ceja de selva, en zonas
de bosque humedo premontano y montano, cuyas hojas poseen propiedades antioxidante,
astringente, antibacteriana y antiséptica. El objetivo fue evaluar la actividad antioxidante del
extracto hidroalcohélico estandarizado de las hojas de Juglans neotropica Diels. Se us6 hojas
provenientes del distrito de Huandoval, provincia de Pallasca, Region Ancash. El analisis de
estandarizacion comprendié determinacion de humedad, parametros fisicoquimicos, marcha
de solubilidad, tamizaje fitoquimico y cromatografia en capa fina; la actividad antioxidante
fue determinada por el ensayo de inhibicion de DPPH. En tamizaje fitoquimico hubo mayor
concentracion de compuestos fenélicos y la actividad antioxidante se presentd a 25 y 35 pg/
mL, respectivamente, conun IC 50 de 12,82 pg/mL. En conclusion, el extracto hidroalcoholico
estandarizado de hojas de Juglans neotropica Diels cumplio con los parametros de calidad,
presentando alta actividad antioxidante.

Palabras clave: Juglans neotropica Diels, nogal peruano, extracto estandarizado, tamizaje
fitoquimico, actividad antioxidante.

EVALUATION OF ANTIOXIDANT ACTIVITY OF THE
STANDARDIZED HYDROALCOHOLIC EXTRACT FROM Juglans
neotropica Diels PERUVIAN WALNUT) LEAVES

ABSTRACT

Juglans neotropica Diels "peruvian walnut" is a tree that grows in jungle, in areas of
montane and montane rain forest whose leaves have antioxidant, astringent, antibacterial and
antiseptic properties. The objective was to determine the antioxidant activity of a standardized
hydroalcoholic extract of Juglans neotropica Diels leaves. Leaves from Huandoval district,
Pallasca province, Ancash Region were used. Standardization analysis included determination
of moisture, physicochemical parameters, solubility march, phytochemical screening, and
thin layer chromatography; antioxidant activity was determined by the DPPH inhibition
assay. In phytochemical screening there was a greater concentration of phenolic compounds
and antioxidant activity was at 25 and 35 pg/mL respectively, with an IC 50 of 12.82 pg/mL.
In conclusion, the standardized hydroalcoholic extract from Juglans neotropica Diels leaves
fulfilled the quality parameters, and showed high antioxidant activity.

* Laboratorio de Farmacognosia y Medicina Tradicional. Instituto de Investigacion en Ciencias Farmacéuticas y Recursos
Naturales “Juan de Dios Guevara”. Facultad de Farmacia y Bioquimica. Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Jr. Puno
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INTRODUCCION
Juglans neotropica Diels “nogal peruano” es un arbol grande, de hasta 35 m de altura y de
30 cm a 120 cm de diametro. Tiene el tronco recto y cilindrico. En el Peru, esta distribuido
en Amazonas, Cajamarca, Cusco, Huancavelica, Junin, La Libertad, Lambayeque y Pasco.
El rango de distribucion altitudinal oscila entre 500 y 3300 msnm (ceja de selva, en zonas de
bosque humedo premontano y montano). Se observa en los bosques secundarios tardios y en
el bosque maduro.'

Las hojas son consideradas fuente de compuestos saludables y han sido usadas ampliamente
en la medicina tradicional para el tratamiento de dermatitis, insuficiencia venosa y tlceras;
y posee propiedades antidiarreica, antihelmintica, antiséptica, antibacteriana, astringente,
antioxidante, antifiingico, hipoglicémica y antiproliferativa.>¢

En el Peru las hojas se usan como astringente, en lavados uterinos, para lavar heridas, con
leche para tratar la tos y como cataplasma para las articulaciones hinchadas. El cocimiento
del fruto fresco como enjuagatorio para las llagas y ulceras en la cavidad bucal. 7#

El empleo de extractos estandarizados a partir de plantas medicinales como materias primas
en la industria farmacéutica, representa un area de franca expansion, que adquiere una
importancia cada vez mayor, porque facilita una mejor caracterizacion analitica y permite
que se cumplan de manera eficaz los requisitos de calidad, efectividad y seguridad exigidos
para cualquier medicamento moderno. °

El objetivo de la presente investigacion fue: evaluar la actividad antioxidante del extracto
hidroalcohélico estandarizado de las hojas de Juglans neotropica Diels “nogal peruano”.

PARTE EXPERIMENTAL
Muestra: La muestra vegetal fue recolectada durante el mes de junio del 2013 en el
distrito de Huandoval, provincia de Pallasca, Region Ancash a 3035 m.s.n.m y clasificada
taxondmicamente en el Museo de Historia Natural de la Universidad Nacional Mayor de San
Marcos por el bidlogo Mario Benavente.

Preparacion del extracto hidroalcohdlico: 230 g de las hojas fueron maceradas en 1000 mL
de solucién hidroalcohdlica de etanol: agua (7:3) durante 14 dias en un frasco de color ambar
a temperatura ambiente con agitacion constante durante los primeros siete dias. La solucion
se filtré con papel filtro; el extracto se coloco en estufa MEMMERT a 40°C para eliminar el
etanol. El extracto seco se conservo en un frasco de color ambar en refrigeracion, hasta el
momento de su utilizacion.

Analisis de parametros de estandarizacién: Se determind la humedad por el método
gravimétrico y los siguientes parametros: olor, color, aspecto, pH, densidad relativa e indice
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de refraccion. Luego se realizo la marcha de solubilidad, tamizaje fitoquimico y cromatografia
en capa fina.

La determinacion de la humedad se hizo pesando la muestra de hojas frescas en balanza
analitica OHAUS y secandola hasta peso constante en estufa MEMMERT a 105°C hasta
que la diferencia de peso entre las 2 ultimas pesadas se encuentren dentro de la exactitud
requerida (< 0,2 mg) lo que indica que se alcanzo el peso constante.’

El tamizaje fitoquimico se realizd mediante pruebas fisicoquimicas de caracterizacion,
mediante cambios de coloracion o formacion de precipitados.'® Se desarroll6 en el Laboratorio
de Farmacognosia de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional
Mayor de San Marcos.

Se uso la cromatografia en capa fina, para identificar las concentraciones de taninos y
flavonoides, usando como fase estacionaria silica gel 60 F254 y como fase movil 1-butanol:
acido acético: agua (BAW) (4:1:5); los reveladores usados fueron: tricloruro férrico 1%
para taninos y tricloruro de aluminio para flavonoides. Los estandares usados para taninos
fueron: acido tanico y acido galico; para flavonoides, quercetina y rutina. En el caso de los
flavonoides, se observo la placa cromatografica a luz UV de 365 nm antes y después del
revelado.

Determinacion de la actividad antioxidante: La actividad antioxidante del extracto
hidroalcoholico se evalué mediante la capacidad captadora del radical DPPH11. Un volumen
de 1,6 mL de una solucion metanodlica de DPPH 2 mg % se mezclo con 0,8 mL del extracto
seco disuelto en etanol 70°; la mezcla se dejé en reposo y en ausencia de luz durante 30
minutos. Transcurrido este tiempo se leyo la absorbancia a 517 nm en un espectrofotometro
SPECTROQUANT® Pharo 300 de Merck. El extracto seco se analizo por triplicado. El
extracto fue evaluado a diferentes concentraciones de 5, 15, 25 y 35 pg/mL preparados
a partir de una solucion de 300 pg de extracto seco/mL de etanol 70°. Se utilizdo Trolox
(acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-carboxilico) como estandar de referencia. Los
resultados fueron convertidos a porcentaje de captacion de radicales libres y expresados
como capacidad antioxidante en mg equivalentes Trolox/g de extracto seco. (TEAC)

RESULTADOS Y DISCUSION
Determinacion de humedad

Tabla 1. Primera pesada de las hojas de Juglans neotropica Diels

Pesafiltro vacio Muestra Pesafiltro +
N° (2) himeda (g) muestra seca % Humedad
1 25,0677 3,0100 26,4382 45,53 %
2 25,1142 3,0044 26,4513 44,50 %
3 22,5197 3,0412 23,8506 43,76 %
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Tabla 2. Segunda pesada de las hojas de Juglans neotropica Diels

Pesafiltro vacio Muestra Pesafiltro +
N° (2) himeda (g) muestra seca % Humedad
1 25,0677 3,0100 26,4373 45,50 %
2 25,1142 3,0044 26,4504 44,47 %
3 22,5197 3,0412 23,8496 43,72 %

% de Humedad de hojas frescas de nogal: 44,56 + 0,02 %

El porcentaje de humedad de las hojas frescas esta dentro de los valores normales para hojas
(20 - 75 %). 12

Determinacion de parametros fisicoquimicos

Tabla 3. Parametros fisicoquimicos del extracto hidroalcoholico de las hojas de Juglans
neotropica Diels

Propiedades Extracto al 2 %
Olor Sui generis
Color Marrén oscuro
Aspecto Liquido

pH 6,5

Densidad relativa 0,6052

Indice de refraccion (T: 22,3°C) 1,365/ 22°Brix

Marcha de solubilidad
En la marcha de solubilidad del extracto hidroalcohdlico de hojas de Juglans neotropica
Diels se evidencio que es mas soluble en solventes polares (tabla 4).

Tabla 4. Marcha de solubilidad de las hojas de Juglans neotropica Diels

Solvente Resultado
Agua destilada  ++
Etanol 96° ++
Etanol 70° ++++
Eter etilico +++
Metanol +
Hexano +

Acetato de etilo  ++
Cloroformo +++

Diclorometano ~ +++

Leyenda: +: Poco soluble, ++: Medianamente soluble, +++: Soluble, ++++: Muy soluble
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Tamizaje fitoquimico

En el tamizaje fitoquimico se identifico metabolitos primarios y secundarios (tabla 5). Se
observo carbohidratos, azucares reductores, compuestos fenolicos como flavonoides y
taninos, esteroides, triterpenos, saponinas y alcaloides. En un estudio sobre la actividad
cicatrizante del extracto hidroalcoholico de las hojas de Juglans neotropica Diels, se
demostro la presencia de aminoacidos, flavonoides, taninos y saponinas como componentes
mayoritarios, mientras que los compuestos fendlicos y lactonas se encontraban en menor
cantidad."

Tabla 5. Tamizaje fitoquimico de las hojas de Juglans neotropica Diels

Metabolito Reaccion Resultado
Carbohidratos Molish +++
Fehling -
Azucares reductores Benedict ++
Trommer +++
Compuestos fenolicos FeCls A+
Taninos Gelatina ++
Antraquinonas Borntrager ++
Aminoacidos libres Ninhidrina -
Esteroides Liebermann et
Triterpenos Burchard
Flavonoides Shinoda +
Saponinas Espuma +
Bertrand +
Bouchardart +
Dragendorff +
Alcaloides Mayer +
Popoff +
Sonneschein -

Leyenda: - (Ausencia), + (Trazas), ++ (Positivo), +++ (Abundante), ++++ (Muy abundante)

Cromatografia en capa fina

Lacromatografiaencapafinadeloscompuestos fenolicosreveld que el extracto hidroalcohoélico
de hojas de Juglans neotropica Diels, en el caso de taninos, las concentraciones de acido
tanico y acido galico estan cercanas (Rf = 0,78 y Rf = 0,80 respectivamente) (figura 1); en el
caso de flavonoides, se evidencié mayor concentracion de quercetina (Rf = 0,86) después del
revelado sin luz UV de 365 nm (figura 2) y a la luz UV (figura 3).

En el caso de taninos, se usoé los estandares de 4cido tanico y acido galico; para flavonoides,
quercetina y rutina. El extracto hidroalcohélico demostré mayor presencia de 4cido tanico
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con revelador tricloruro férrico y quercetina con revelador tricloruro de aluminio. Para los
taninos, la muestra recorri6é la misma distancia que el acido tanico y una distancia cercana
al acido galico, lo que confirma que el extracto hidroalcohodlico de las hojas de Juglans
neotropica Diels posee los dos tipos de taninos.

Figura 1. Cromatograma de taninos Figura 2. Cromatograma de
flavonoides

Figura 3. Cromatograma de flavonoides a la luz
UV 365 nm
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Actividad antioxidante

El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Juglans neotropica Diels exhibio alta
capacidad antioxidante a 25 y 35 pg/mL con un porcentaje de captacion de 89,89 y 92,47
% respectivamente como se presenta en la tabla 6. Otros autores * analizaron la actividad
antioxidante de catorce variedades de hojas de Juglans regia, donde obtuvieron porcentajes
de captacion de 81,9 a 93,5 %.

Tabla 6. Porcentaje de captacion de radicales libres

Concentraciones  Promedio % de 1C 50
(ng/mL) absorbancia Captacion RL (ug/mL)
5 0,255 20,95+ 0,78
15 0,112 65,33+ 1,11 12,82 +0,220
25 0,033 89,89 + 0,47
35 0,024 92,47 +0,18

Para el ensayo de DPPH, se calculd el IC 50 del trolox (2,62 ug/mL) y del extracto seco (tabla
6). Un valor bajo de IC 50 indica alto poder antioxidante. El trolox, como estandar, siempre
exhibira un menor valor de IC 50 a comparacion del extracto seco, que en este caso fue de
12,82 pg/mL. Doroteo et al'* evaluaron la capacidad antioxidante de seis plantas peruanas,
entre ellas la corteza de Uncaria tomentosa, que tuvo un IC 50 de 12,05 pg/mL14; Solanilla et
al evaluaron el potencial antioxidante del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Mollinedia
racemosa, donde el IC 50 fue de 14,59 ug/mL15, lo que significa que tienen una actividad
antioxidante cercana a las hojas de Juglans neotropica Diels. En el estudio de Rahimipanah
et al'® se usé las cascaras de Juglans regia para evaluar la capacidad antioxidante, que dio
como resultado un IC 50 de 0,18 mg/mL.'® La diferencia entre este resultado y el obtenido
en este estudio se deberia a que usaron diferentes organos de la planta para la determinacion
de la actividad antioxidante. La capacidad antioxidante equivalente en trolox o TEAC del
extracto hidroalcoholico de nogal fue de 255,07 mg equivalentes Trolox/g de extracto seco.

CONCLUSIONES
El extracto hidroalcohdlico estandarizado de hojas de Juglans neotropica Diels cumplio
con los parametros de calidad de olor, color, pH, densidad relativa e indice de refraccion,
humedad, solubilidad, tamizaje fitoquimico y cromatografia en capa fina; también presentod
alta actividad antioxidante, con 92,47 % de captacion de radical DPPH a 35 pg/mL.
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