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RESUMEN

Introduccion: En las dUltimas décadas, muchas plantas medicinales y sus
compuestos bioactivos cada vez mas han estado recibiendo interés del publico
como medicinas complementarias y alternativas.La OMS ha sugerido la
evaluacion de la eficacia de estos farmacos en base a plantas medicinales,
debido a la falta de informacion cientifica (Chua, 2013). En este contexto, se
propone evaluar los Compuesto Bioactivos y la capacidad Antioxidante de
extractos metandlicos, acetonicos y etandlicos de hoja de Sacha Culantro y aceite
de copaiba con el fin de buscar contenido de Flavonoides y Polifenoles totales,
tales como la Quercetina, Rutina y Kaempeferol. Objetivo. Determinar
compuestos bioactivos y capacidad antioxidante de la hoja de Sacha Culantro
(Eryngium foetidum L.) y del Aceite de Copaiba (Copaifera paupera) Método:
Disefio de Investigacion: El tipo de estudio realizado fue analitico, no
experimental, transversal y prospectivo. Disefio Metodoldgico: Se extrajo 20Kg
de hojas de Sacha Culantro de acuerdo a la técnica descrita por Reichel et al.
(2011), luego se realizd la técnica de Purificacion en Fase Solida (SPE) descrita
por Erakli et al. (2012), seguidamente se evaporo en presion reducida (Rotavapor)
hasta obtener el extracto sdélido puro, finalmente se desarrollé las pruebas fisico-
quimicas propuestas. Del mismo modo para la extraccion del Aceite de Copaiba
se llevd a cabo de acuerdo a la técnica descrita por Vieira et. al. (2012) con
modificaciones para su uso en la obtencién de extractos Metandlicos y Etandlicos.
Resultados. Para el Sacha Culantro el extracto Aceténico fue quien presentd
mayor contenido de Polifenoles totales 25.6+0.2 (mg EAG/g RSP), mayor cantidad
de Flavonoides 8.77+0,28 (mg Eq. Cat/100g RSP) y mayor Capacidad
Antioxidante FRAP 93.86+3.37 (nmoles Fe?* /g RSP); el Extracto Metandlico
obtuvo mayor capacidad antioxidante DPPH 0.89+0.05 (umol TEAC/g RSP- EC50)
e inhibicién de formacion de MDA 19.60+0.56 (ug MDA/g RSP). Para el Aceite de
Copaiba el extracto Metandlico fue quien presentd mayor contenido de Polifenoles
totales 1.81+0.26 (mg EAG/g RP), mayor cantidad de Flavonoides 3.31+0,21 (mg
Eq. Cat/100g RP) y mayor Capacidad Antioxidante FRAP 2.76+0.032 (nmoles Fe?*
/g RP) e inhibicibn de la formacién de MDA 11.83+0.21 (ug MDA/g RP).
Conclusion: Se encontrd0 cantidades considerables en el contenido de
compuestos bioactivos y capacidad antioxidante de los extractos metandlicos y
acetonicas de la hoja de Sacha Culantro y Metandlicos y etandlicas del Aceite de
Copaiba. Palabras Clave: Capacidad Antioxidante, Compuestos Bioactivos,
Purificacion (SPE), DPPH, TBARS, Residuo Sélido Purificado (RSP), Residuo
Purificado (RP).
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1. Introduccién

En las Ultimas décadas, cada vez mas plantas medicinales y sus compuestos
bioactivos estan recibiendo mayor interés del publico como medicinas
complementarias y alternativas. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha
sugerido la evaluacion de la eficacia de estos farmacos en base a plantas
medicinales debido a la falta de informacion cientifica (Chua, 2013).

La Amazonia peruana cuenta con especies vegetales de reconocida actividad
medicinal y otras muy poco conocidas, por lo tanto, urge que a través de técnicas
cientificas modernas de investigacion, se evalle los compuestos bioactivos
procedentes de plantas medicinales, en especial lo relacionado al contenido de
polifenoles totales y flavonoides, los que constituyen y contribuyen con la actividad
antioxidante de estas plantas, cuya importancia seria vital para la prevencién e
interferencia de muchas enfermedades (Flores, 1997).

Hoy en dia, la etnomedicina, en particular en relacion con los productos de la
biodiversidad amazonica, se ha convertido en una herramienta importante en el
desarrollo de nuevos fitofarmacos. El aceite de Copaiba es un importante producto
natural que se utiliza en la medicina tradicional, extraido de un arbol de 30-35
metros que pertenece a la familia Caesalpiniaceae, orden Fabales, sub-clase
Rosidae y de nombre cientifico Copaifera paupera (Herzog)Dwyer. Los estudios
farmacolégicos con la oleorresina de Copaiba muestran que su uso esta
plenamente justificada por los indios (Garg 2012).Las pruebasin vivoyin
vitro han demostrado que los aceites de varias especies de Copaifera poseen
capacidad antiinflamatoria, antiséptico, cicatrizacion de heridas, antitumoral y
antibacteriana (Lima, 2011).

Con respecto al Sacha Culantro, EI género Eryngium L. se distribuye en todo el
mundo, principalmente en Eurasia, norte de Africa y sur de América (Worz, 2004).
Con cerca de 250 especies, representa la mas grande y taxondmicamente mas
complejo género de la familia Apiaceae (Calvino et al.,, 2007).A pesar de su uso
generalizado para la gastronomia y como un agente etnomedicinal, recientemente
ha habido una proliferacion de investigaciones fitoquimicas en la planta. La mayor
parte de estas investigaciones se concentran en los aceites esenciales volatiles
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donde se han identificado cerca de cuarenta compuestos. Sigue existiendo una
falta de informacion sobre los componentes mas polares (flavonoides) que son
propensos a ser extraido en las pruebas tradicionales usadas como
medicina. Asimismo, sOlo unas pocas de las supuestas propiedades
farmacolégicas del extracto de la planta han sido investigados y fueron realizadas
in vitro como en modelos animales (Paul et al., 2011).

Varios estudios han analizado las diferentes aplicaciones del Sacha Culantro, Por
ejemplo, Odonne et al. (2013) indicaron que el tallo de Sacha Culantro se usa para
el tratamiento de dolor de oido y malaria en la comunidad Chayahuita de la selva
Peruana (Paul et al., 2011). Paul et al. (2011) sostienen que el Sacha Culantro
(Eryngium foetidum) posee un amplio rango de usos etnomedicinales incluyendo
el tratamiento de quemaduras, dolor de oido, fiebre, hipertension, estrefiimiento,
asma, dolor de estdbmago, golpes, lombrices, complicaciones de infertilidad,
mordedura de viboras, diarrea y malaria. La evaluacion quimica de las hojas,
indican la presencia de flavonoides, taninos, una saponina, varios triterpenoides y
aceites esenciales (E-2 dodecenal). Ademas, Roumy et al. (2007) reportan que las
hojas de Sacha Culantro en infusidon se usan para el tratamiento contra la diarrea,
dolor de estbmago y malaria, en las zonas de Pastaza y Napo en la Selva Norte
del Peru.

Otra investigacion afirma que el Eryngium foetidum muestra una actividad
reductora sobre el Plasmodium falciparum, que es un protozoo parasito que causa
la malaria (Ruiz et al. 2010). Al investigar la capacidad clastogénica y
anticlastogénica de las hojas de las hojas de Eringium foetidum (EF) mediante el
ensayo de micronucleos en eritrocitos de la sangre periférica de (Promkum et al.
2012) concluyeron que EF no es clastogenico, pero posee un potencial
anticlastogenicidad en ratones.

Otros estudios como (Garcia et al. 1999) determinaron que el extracto de hexano
de Eryngium foetidum es rica en compuestos terpénicos y que tiene una actividad
antiinflamatoria. ElI fraccionamiento cromatografico de este extracto indica la
presencia de alfa-colesterol, brasicasterol, campesterol, estigmasterol (como el
componente principal, 95%) clerosterol, beta-sitosterol, Delta 5-avenasterol, Delta
(5) 24-estigmastadienol y delta 7-avenasterol. Saenz et al. (1997) investigaron que
la decoccién de las hojas de Eryngium foetidum muestran propiedades
antiinflamatorias, ya que inhibe la inflamacién de la oreja de raton causada por 12-
O-TPA, propiedades analgésicas y propiedades que inhiben edema inducido por
carragenina en pata de rata.
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Asi mismo, Martin et. al. (2006) sostienen que las plantas pertenecientes al género
Eryngium se caracterizan por su alto contenido de Saponinas, los cuales son
responsables de la actividad biolégica de estas especies. Las plantas también
contienen flavonoides tales como Kaempeferol y Quercetina glicosiladas. El
culantro espinoso es fuertemente aromatico y contiene aceites esenciales
formados por cerca de cuarenta compuestos de alto valor para la industria
farmacéutica, de perfumeria y aditivos alimentarios.

El contenido relativamente alto de aceites esenciales o aromaticos en el cultivo
esta asociado a sus usos como condimento y planta medicinal. Generalmente se
aprovechan las hojas y tallos para uso como condimento y toda la planta tiene
usos medicinales. Culinariamente, el Sacha culantro es usado extensamente en la
cocina del Caribe, Latinoamérica y Asia tropical, de forma similar al cilantrillo, en
sofritos, salsas y pastas. Nutricionalmente, las hojas del Sacha culantro contienen
un 90% de agua, pero tienen alta concentracion de caroteno, calcio, hierro,
vitamina B1 (tiamina), vitamina B2 (riboflavina), vitamina C, vitamina A y proteinas.
Jimenez et. al. 2016.

En relacién a Copaifera paupera es una especie de la Familia Fabaceae, descrita
por primera vez por Theodor Carl Herzog en 1909 (Fedge 1909) y reevaluada por
John Duncan Dwyer en 1951 (Missouri Botanical Garden 2016b). Esta especie
presenta tres sinénimos: Copaiba paupera Herzog; Copaifera langsdorffii var.
peruviana J.F. Macbr y Copaifera reticulata var. peruviana J.F. Machbr.
Hay que tener mucha precaucién con la identificacion y diagnosis de la especie, ya
gue parece gue se utlizan sinbnimos no reconocidos taxonémicamente (por
ejemplo en Taylor 2016), pudiendo llevar a confusion.
Segun las colectas disponibles; esta especie se encuentra en Peru (Pasco y
Oxapampa), Bolivia (Santa Cruz y Cochabamba) y Brasil (Maranh&o), habiéndose
recolectado entre los 275 y 680 metros (Figura XXX). Brako & Zarucchi (1993) nos
indican que esta especie se distribuye también en los bosques de Loreto, Madre
de Dios y Ucayali, entre los 0 y 500 metros de altitud.

Adzu et al. (2015) evaluaron la actividad gastroprotectora y el mecanismo de
accion de estandarizado de extracto de hojas de infusion de Copaifera malmei
Harms, donde se pudo impedir las ulceraciones agudas inducidas mediante la
mejora de gastroproteccion través de la produccion gastrica de mucosa, reduccion
de la secrecion gastrica y mejoras en el proceso de curacion de las Ulceras
cronicas, como se mostrd por la reduccion/prevencion del dafio epitelial y vascular,
ademas de la reduccion en la infiltracién de leucocitos.
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El estudio realizado por Arroyo et al. (2011) demostré el efecto cicatrizante de
copaifera officinalis (copaiba) en pacientes con Ulceras peptidicas, donde
demostraron que se logro el 65% y 75% de cicatrizacion de la Ulcera peptidica con
Aceite de Copaiba, sin efectos adversos significativos. Carvalho et al. (2005)
describe que la oleo-resina de varias especies de Copaifera son usadas
ampliamente en la region amazonica principalmente como tépico antiinflamatorio y
un agente de curacion y evidenciaron que la oleo-resinda de Copaifera Duckei
contiene topica antiinflamatoria y actividades analgésicas.

Tincusi et al. (2002) aislaron compuestos a partir de la oleo-resina de la planta
medicinal peruana Copaifera Paupera, con el fin de evaluarlo como leishmanicida,
antimicrobiano, citotoxico y actividad inhibitorias de la aldosa reductasa. Segun
sus resultados ciertos compuestos mostraron una actividad antimicrobiana
significativa (MIC <10 pg/mL) contra las bacterias Gram-positivas. Asi mismo un
compuesto exhibié actividad citotdxica moderada contra cuatro lineas celulares del
cancer. Ademas, Cascon et al. (2000) al analizar la caracterizacion de la oleo-
resina de la Copaifera guianensis Desf., Copaifera duckei Dwyer and Copaifera
multijuga Hayne, donde encontraron actividades como antihelminitico, analgésico,
gastro-protector, anti-tumoral y tripanocida por parte de la oleo-resina.

Rohloff et al. (2013) reportd que la oleorresina de Copaifera paupera, con mayor
constituyente es el B-bisaboleno, contiene un efecto anti Leishmaniasis. Do
Nascimento et al. (2012) al estudiar los compuestos volatiles dentro de la hoja,
ramas, semillas y pericarpio, de 5 especimenes de Copaifera langsdorffii,
indicaron la presencia de b-cariofileno, germacreno D, espatulenol, 6xido de
cariofileno e iso-espatulenol.

En este contexto, se evalud los compuestos bioactivos y la capacidad antioxidante
de los extractos metandlicas, acetonicas de la hoja de Sacha Culantro y
metanolicos y etandlicas del Aceite de Copaiba. Este estudio form6 parte del
proyecto “Evaluacion de la Actividad Flebotonica de especies nativas amazonicas
del Pert: Sacha Culantro (Eryngium Foetidium L.) y Copaiba (Copaifera Paupera),
procedentes de la Provincia de Coronel Portillo (Ucayali)’, financiada por
FONDECYT (Convenio 000151-2015).
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2. Material y Métodos

2.1 Tipo de Estudio

El tipo de estudio realizado fue observacional de tipo no experimental,
analitico y transversal.

2.2 Poblacion de Estudio

Las muestras de sacha culantro (Eryngium foetidum L.) y la oleorresina de
copaiba (Copaifera paupera), se recolectaron en la estacion experimental
agroforestal “A. von Humboldt “de INIA-Pucallpa, Provincia de Coronel
Portillo-Ucayali, Peru, las que fueron recolectadas e identificadas por el Dr.
Eloy Cuellar, Sub-Director del INIA-Pucallpa. Se trabajé con 20 kg de
hojas de Sacha Culantro fresco y con 5 kg de la Oleoresina Copaiba.

2.3 Area de Estudio

Programa de Valorizacién de la Biodiversidad (FONDECYT-151-2015).

2.4 Disefio Estadistico

Los resultados de todas las pruebas se presentaron como la media de 3
determinaciones + desviacion estandar (SD). Las diferencias entre las
medias se determinaron mediante la prueba de Kruskal-Wallis, la cual
analiza muestras independientes. La correlacion de variables se hizo
mediante la prueba de Pearson. El andlisis estadistico se corrido por el
paguete estadistico SPSS 21.

Tesis publicada con autorizacion del autor
No olvide citar esta tesis




UNIVERSIDAD

¥ TESIS CIENTIFICA

2.5 Preparaciéon de la Muestra

2.5.1 Parael Sacha Culantro

De la planta fresca se separaron las raices y se lavaron las hojas.
Después del oreado, se seleccionaron y se clasificaron las hojas, de
acuerdo al tamafo, color, dafio o magulladuras. En seguida se
sometié a secado en estufa de aire forzado (40°C durante 72h), luego
la muestra fue molida y almacenada en frascos de vidrio &mbar en
refrigeracion hasta su extraccion.

2.5.2 Para el Aceite de Copaiba

La muestra fue recolectada en frasco de vidrio ambar y almacenada
en refrigeracidn hasta el dia de realizacion de la extraccion.

2.6 Disefio Experimental

2.6.1 Extraccion de las muestras.

2.6.1.1 Extraccion para el Sacha Culantro.

Se llevd a cabo de acuerdo a la técnica descrita por Reichel et al.
(2011), adaptada para el Sacha Culantro, el cual se describe en el
Anexo 1.

2.6.1.2 Extraccion para el Aceite de Copaiba.

Se llevd a cabo de acuerdo a la técnica descrita por Vieira et al.
(2012) con modificaciones para su uso en la obtencién de los
extractos metanolicos y etandlicos, para el Aceite de Copaiba, el
cual se describe en el Anexo 2.
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2.6.2 Purificaciéon de las muestras

Los extractos metandlicos y acetonicos de Sacha Culantro, fueron
sometidos al método de Purificacion por SPE (Solid Phase
Extraction), de acuerdo a la técnica descrita por Irakli et al. (2012), tal
como se observa en el Anexo 3.

2.6.3 Pruebas fisicoquimicas utilizadas

2.6.3.1 Capacidad antioxidante FRAP

Técnica propuesta por Benzie y Strain (1996), descrita por Szollosi
y Varga (2002). El procedimiento se llevé a cabo utilizando 1.0 mL
de agua destilada y 1.0 mL del reactivo FRAP, los cuales se
afiadieron a la muestra de Sacha Culantro y de Aceite Copaiba
(20 pL). Luego se llevaron a bafio Maria a 37 °C durante 15
minutos y se procedié a leer en el espectrofotometro (593 nm).
Con el propoésito de calcular la capacidad antioxidante de las
muestras, se prepard0 una curva estandar utilizando diversas
concentraciones Fe2*.

2.6.3.2 Flavonoides

Técnica descrita por Wolfe et al. (2003) para la determinacion de
Flavonoides, el medio de reaccion estuvo constituido por 250 pL
de muestra, 125 pL de agua y 75 pL de nitrito de sodio al 5%. Se
dej6 reposar por 5 minutos y luego se adicion6 150 uL de tricloruro
de aluminio (solucion al 10%). Se dej6 reposar nuevamente por 6
minutos y por ultimo se agrego 0.5 mL de hidroxido de sodio 2M y
275 pL de agua. Se procedi6 a leer en el espectrofotometro a 510
nm.
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2.6.3.3 Polifenoles totales

Técnica propuesta por Singleton y Rossi (1965), descrita por
Naczk y Shahidi (2006). Para la determinacion de polifenoles se
utilizé 1.0 mL de Folin — Ciocalteu (solucién al 10%), 0.1 mL de la
muestra y se dejd en reposo durante cinco minutos, a cuyo
término se adicioné 1.0 mL de carbonato de sodio (solucién al
7.5%). Luego, se llevaron a bafio Maria por 15 minutos a 45 °C y
se procedié a darles lectura en el espectrofotometro a 725nm.

2.6.3.4 DPPH

Técnica propuesta por Brand-Williams et al. (1995), descrita por
Szydiwska — Czerniak et al. (2011). Esta determinacion se realizd
utilizando distintas concentraciones de muestra las que fueron
colocadas en tubos conteniendo 1 mL de tampon acetato pH 6.0
(0.1 M), 0.5mL metanol y 0.5 mL de DPPH (0.1 mM), se procedio a
agitar fuertemente, se llevaron a bafio maria a 37 °C durante 30
minutos a cuyo término se leyeron en el espectrofotometro a 517
nm. Paralelamente se preparé un blanco que no contenia muestra
ni el reactivo DPPH y para realizar los calculos se utilizaron tubos
de control que no contenian muestra.

2.6.3.5 Thiobarbutiric acid rective substances — (TBARS)

Técnica descrita por Draper y Hadley (1990) que evalta el grado
de lipoperoxidacion midiendo la formacion de malondialdehido
(MDA) utilizando el reactivo acido Tiobarbitarico en presencia de
acido tricloroacético, el producto formado se midi6 en el
espectofotometro a 532 nm.
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2.6.4 Reactivos Quimicos

El TPTZ (2, 4,6- Tris 2-Piridil- s- Triazina), se adquirieron de de la
Sigma Chemical Co. El reactivo de Folin Ciocalteau, carbonato de
sodio, cloruro férrico, Monofosfato, Difosfato, Ascorbato,
Desoxiribosa, Cobre 2, Acido Tiobarbitirico, acido acético, acido
ascorbico, acido galico, catequina, metanol, etanol, acetona, nitrito de
sodio, cloruro de aluminio y acido tricloroacético se adquirieron de la
casa comercial Merck-Darmstadt y el sulfato ferroso de Scharlau.
Todos los reactivos fueron de grado p.a.

2.6.5 Equipos

- Espectofotometro Spectroquant. Modelo Pharo 300.

- Balanza analitica digital Sartorius Extend, modelo ED224S.

- Balanza de precision digital Sartorius Element, modio ELT6000.

- Centrifuga Hettich Zentrifugen, Modelo Mikro 22R.

- Equipo bafio maria Memmert de 14 L.

- Estufa MM GROUP, Modelo Venticell 55.

- Unidad Succionadora para preparacion de muestras (SPE). Marca
Lichrolut.

- Rotavapor, Marca Selecta, modelo RS 3000V.
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3. Resultados

Los resultados de los compuetos bioactivos y capacidad antioxidante (FRAP,
DPPH y TBARS) de extractos metandlico y acetonico de Sacha Culantro se
muestran en la Tabla 1, los que se expresaron en base al residuo solido purificado
(RSP). Los extractos metandlicos y mcetdnicos mostraron diferencias significativas
segun la pruebla de Kruskal-Wallis (p<0.05)

El contenido de Polifenoles totales del extracto metandlico y aceténico fueron de
16.09+0.52 y 25.6+0.25 mg EAG/g RSP, respectivamente. El contenido de
flavonoides del extracto metandlico y aceténico fueron de 3.58+0.121 y 8.77+0,28
mg Eq. Cat/g RSP, respectivamente.

Con respecto a la capacidad antioxidante, la prueba FRAP de los extractos
metandlico y aceténico fueron de 44.63+0.65 y 93.86+3.37 umoles Fe 2*/g RSP,
respectivamente. La pueba DPPH, expresada como EC50, de los Extractos
metandlico y aceténico fueron de 0.8924+0.0503 y 0.8723+0.0030 pumol TEAC/g
RSP, respectivamente. La prueba de TBARS de los extractos metandlico y
acetonico fueron de 19,60+056 y 2348+141 mg MDA/g de RSP,
respectivamente.

Los resultados de los compuetos bioactivos y capacidad antioxidante (FRAP y
TBARS) de extractos metandlico y etandlico del aceite de Copaiba se muestran en
la Tabla 2, los que se expresaron en base al residuo purificado (RP). Los extractos
metandlicos y etandlicos muestran diferencias significativas segun la pruebla de
Kruskal-Wallis (p<0.05)

El contenido de Polifenoles totales del extracto metandlico y etandlico fueron de
1.81+0.26 y 0.49+0.00 mg EAG/g RP, respectivamente. El contenido de
Flavonoides del extracto metandlico y etandlico fueron de 3.31+0.21 y 0.65+0,014
mg Eq. Cat/g RP, respectivamente.

Con respecto a la capacidad Antioxidante, la prueba FRAP de los extractos
metandlico y etandlico fueron de 2.76+0.032 y 2.428+0.084 pmoles Fe 2*/g RP,
respectivamente. La prueba de TBARS de los extractos metandlico y etandlico
fueron de 11,83+0,21 y 14,17+0,37 mg MDA/g de RP, respectivamente.
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Tabla 1. Compuetos Bioactivos y Capacidad Antioxidante de Extractos Acetdénico y Metandlico de Sacha

Culantro.
. CAPACIDAD ANTIOXIDANTE
Polifenoles i
Tl)tales Flavonoides DPPH
mg Eq. Cat/ FRAP
(mg EAGlg (M9 Ea- Catg . (umol TEACI/g TBARS (ug
RSP) (umoles Fe 2*/g
RSP) RSP) MDA/g de RSP)
RSP)
ECso
Extracto 16.09+0.522  3.58+0.1212 44.63+0.652 0.8924+0.0503%  19,60+0,56
Metandlico
Ai’gtr?;tgo 25 6+0.2b 8.77+0,28b 93.86+3.37P 0.8723+0.0030P 23 48+1 41P

ab | etras diferentes dentro de la misma columna, significa que hay diferencias significativas (p>0.05).
Los valores se expresan como la media + desviacion estandar.
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Tabla 2: Compuetos Bioactivos y Capacidad Antioxidante de Extractos Aceténico y Etandlico de Aceite de

Copaiba.
oolitenoies CAPACIDAD ANTIOXIDANTE
Totales Flavonoides
Eq. Cat/ FRAP DPPH
(mg EAGIg (M9 Ea- Catg " TBARS (ug
RP) RP) (umoles Fe*"/g  (umol TEAC/gRP) " RP)
RP) ECso J

MEe)t(tarsgﬁzo 1.81+0.262 3.31+0.212 2.76+0.0322 ND 11,83+0,212
Extracto
e 0.49+0.00b 0.65+0,0145 2.428+0.084P ND 14.17+0,37P

ab | etras diferentes dentro de la misma columna, significa que hay diferencias significativas (p>0.05).
Los valores se expresan como la media + desviacion estandar.
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En la relacién FRAP/Polifenoles (Figura 1) el hallazgo mas resaltante fue del
extracto acetonico de la muestra seca purificada de la hoja de Sacha Culantro
en la que se halld6 que por 25.6 mg EAG/g RSP se elevaban los valores FRAP
en 93.86 umoles Fe 2*/g RSP. Con relacién al extracto metanélico del RSP de la
hoja de Sacha Culantro se hall6 que por 16.09 mg EAG/g RSP se elevaban los
valores FRAP en 44.63 pmoles Fe 2*/g RSP. La correlacion FRAP/Polifenoles
presenta una alta significancia, demostrandose de esta manera que a mayor
concentracion de polifenoles totales los valores FRAP van en aumento,
existiendo una relacion directa (r?=0.991).

En la relacion FRAP/Flavonoides (Figura 2) el hallazgo mas resaltante fue del
extracto acetonico del RSP de la hoja de Sacha Culantro en la que se hallé que
por 8.77 mg Eq. Cat/g RSP se elevaban los valores FRAP en 93.86 umoles Fe
2*l[g RSP. Con relacién al extracto metandlico del RSP de la hoja de Sacha
Culantro se hall6 que por 3.58 mg Eq. Cat/g se elevaban los valores FRAP en
44.63 pmoles Fe 2*/g RSP. La correlacion FRAP/Flavonoides totales presenta
una alta significancia demostrandose de esta manera que a mayor
concentracion de Flavonoides los valores FRAP van en aumento, existiendo
una relacién directa (r?=0.999).

En la relacion DPPH/Polifenoles (Figura 3) se encontr6 que el extracto
acetonico del RSP de la hoja de Sacha Culantro, cada 25.6 mg EAG/g RSP
contribuyeron con los valores DPPH en 0.8723 umol TEAC/g RSP. Con relacién
al extracto metandlico del RSP de la hoja de Sacha Culantro se hall6 que por
16.09 mg EAG/g RSP se elevaban los valores DPPH en 0.8924 umol TEAC/g
RSP. La relacion DPPH/Polifenoles totales presenta una baja significancia no
existiendo asi una relacién directa (r?=0.313).

En la relacion DPPH/Flavonoides (Figura 4) se encontr0 que el extracto
acetéonico del RSP de la hoja de Sacha Culantro, cada 8.77 mg Eq. Cat/g
muestra seca contribuyeron con los valores FRAP en 0.8723 umol TEAC/g
RSP. Con relacion al extracto metandlico de la RSP purificada de la hoja de
Sacha Culantro se hall6 que por 3.58 mg Eq. Cat/g se elevaban los valores
DPPH en 0.8924 umol TEAC/g RSP. En la relacion DPPH totales presenta una
baja significancia no existiendo asi una relacion directa (r°=0.385).

En la relacion TBARS/Polifenoles (Figura 5) el hallazgo mas resaltante fue del
extracto acetonico del RSP de la Hoja de Sacha Culantro en la que se hallé que
por 25.6 mg EAG/g RSP se elevaban los valores TBARS en 23,48 ug MDA/g de
RSP. Con relacion al extracto metandlico de la RSP de la hoja de Sacha
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Culantro se hallé6 que por 16.09 mg EAG/g RSP se elevaban los valores TBARS
en 19,60 ug MDA/g de RSP. La relacion TBARS/Polifenoles totales presenta
una alta significancia demostrandose de esta manera que a mayor
concentracion de polifenoles totales, los valores TBARS van en aumento,
existiendo una relacion directa (r?=0.922).

Con respecto a la relacion TBARS/Flavonoides (Figura 6) el hallazgo mas
resaltante fue del extracto acetdnico del RSP de la hoja de Sacha Culantro en la
gue se hallé que por 8.77 mg Eqg. Cat/g RSP se elevaban los valores TBARS en
23,48 pg MDA/g de RSP. Con relacion al extracto metanolico del RSP de la
hoja de Sacha Culantro se hall6 que por 3.58 mg Eq. Cat/g se elevaban los
valores TBARS en 19,60 ug MDA/g de RSP. La relacion TBARS/Flavonoides
totales presenta una alta significancia demostrandose de esta manera que a
mayor concentracion de flavonoides, los valores TBARS van en aumento,
existiendo una relacion directa (r?=0.906).
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Figura 1.- Capacidad Antioxidante utilizando la técnica FRAP. Relacion FRAP/Polifenoles totales de los
Extractos Metandlicos y Acetdnicos de la muestra seca purificada de la Hoja de Sacha Culantro. (r2=0.991).
La correlacion es significativa al nivel 0.01.
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Figura 2.- Capacidad Antioxidante utilizando la técnica FRAP. Relacion FRAP/Flavonoides de los Extractos
Metandlicos y Aceténicos de la muestra seca purificada de la Hoja de Sacha Culantro. (r2 =0.999). La
correlacion es significativa al nivel 0.01.
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Figura 3.- Capacidad Antioxidante utilizando la técnica DPPH. Relacién DPPH/Polifenoles totales de los
Extractos Metandlicos y Acetdnicos de la muestra seca purificada de la Hoja de Sacha Culantro. (r2=0.313).
La correlacion es significativa al nivel 0.01.
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Figura 4.- Capacidad Antioxidante utilizando la técnica DPPH. Relacion DPPH/Flavonoides de los Extractos
Metandlicos y Aceténicos de la muestra seca purificada de la Hoja de Sacha Culantro. (r2=0.385). La
correlacion es significativa al nivel 0.01.
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Figura 5.- Capacidad Antioxidante utilizando la técnica TBARS. Relacion TBARS/Polifenoles totales de los
Extractos Metandlicos y Aceténicos de la muestra seca purificada de la Hoja de Sacha Culantro. (r?2 =0.922).

La correlacion es significativa al nivel 0.01.

Tesis publicada con autorizacion del autor
No olvide citar esta tesis

26



¥* TESIS

UNIVERSIDAD

CIENTIFICA

TBARS (ug MDA/g de RSP)

24

235

23

225

22

215

21

20.5

20

19.5

19

ep=m \etanolico

all=» Acetonico

0.00

2.00 4.00 6.00 8.00 10.00
FLAVONOIDES (mg Eq. Cat/g muestra seca)

Figura 6.- Capacidad Antioxidante utilizando la técnica TBARS. Relacion TBARS/flavonoides de los
Extractos Metandlicos y Aceténicos de la muestra seca purificada de la Hoja de Sacha Culantro. (r2=0.906).
La correlacion es significativa al nivel 0.01.
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En la relacibn FRAP/Polifenoles (Figura 7) el hallazgo méas resaltante fue del
extracto metandlico del Aceite de Copaiba se hall6 que por 1.81 mg EAG/g de RP
se elevaban los valores FRAP en 2.76 umoles Fe 2*/g RP. Con relacion al extracto
etandlico del Aceite de Copaiba se hallé que por 0.49 mg EAG/g de RP se elevaban
los valores FRAP en 2.428 pmoles Fe 2*/g RP. La relacion FRAP/Polifenoles totales
presenta una alta significancia demostrandose de esta manera que a mayor
concentracion de polifenoles totales, los valores FRAP van en aumento, existiendo
una relacion directa (r?=0.941).

En la relacion FRAP/Flavonoides (Figura 8) el hallazgo mas resaltante fue del
extracto metandlico del Aceite de Copaiba se hallé que por 3.31 mg Eq. Cat/g de
RP se elevaban los valores FRAP en 2.76 umoles Fe 2*/g RP. Con relacion al
extracto etandlico del Aceite de Copaiba se hallé que por 0.65 mg Eq. Cat/g de RP
se elevaban los valores FRAP en 2.428 pmoles Fe 2°/g RP. La relacion
FRAP/Flavonoides totales presenta una alta significancia demostrdndose de esta
manera que, a mayor concentracion de flavonoides, los valores FRAP van en
aumento, existiendo una relacién directa (r>=0.940).

En la relacion TBARS/Polifenoles (Figura 9), el hallazgo mas resaltante fue del
extracto etandlico del Aceite de Copaiba se hallé que por 0.49 mg EAG/g de RP se
elevaban los valores TBARS en 14,17 yg MDA/g de RP. Con relacion al extracto
metanodlico de la muestra del Aceite de Copaiba se hallé que por 1.81 mg EAG/g RP
se elevaban los valores TBARS en 11,83 pg MDA/g RP. La relacidon
TBARS/Polifenoles totales presenta alta significancia (r?=0.962).

En la relacion TBARS/Flavonoides (Figura 10) el hallazgo mas resaltante fue del
extracto etandlico del Aceite de Copaiba se hallé que por 0.65 mg Eg. Cat/g RP se
elevaban los valores TBARS en 14,17 pg MDA/g de muestra. Con relacion al
extracto metandlico del Aceite de Copaiba se hall6 que por 3.31 mg Eg. Cat/g RP
se elevaban los valores TBARS en 11,83 pg MDA/g RP. La relacidon
TBARS/Flavonoides presenta alta significancia (r=0.980).
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Figura 7.- Capacidad Antioxidante utilizando la técnica FRAP. Relacion FRAP/Polifenoles totales de los
Extractos Metandlicos y Etandlicos de la muestra seca purificada del Aceite de Copaiba. (r2 =0.941). La
correlacion es significativa al nivel 0.01.
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Figura 8.- Capacidad Antioxidante utilizando la técnica FRAP. Relacion FRAP/Flavonoides de los Extractos
Metandlicos y Etandlicos de la muestra seca purificada del Aceite de Copaiba. (r2 =0.940). La correlacion es

significativa al nivel 0.01.
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Figura 9.- Capacidad Antioxidante utilizando la técnica TBARS. Relacion TBARS/Polifenoles totales de los
Extractos Metandlicos y Etandlicos de la muestra seca purificada del Aceite de Copaiba. (r2 = 0.962). La
correlacion es significativa al nivel 0.01.
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Figura 10.- Capacidad Antioxidante utilizando la técnica TBARS. Relacion TBARS/flavonoides de los
Extractos Metandlicos y Etandlicos de la muestra seca purificada del Aceite de Copaiba. (r?2 = 0.980). La
correlacion es significativa al nivel 0.01.
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4. Discusion de Resultados

Sacha Culantro (Eryngium Foetidum L.)

El presente trabajo determiné el contenido de los compuestos bioactivos y de la
capacidad antioxidante de la hoja de Sacha Culantro (Eryngium foetidium L.). Con
tal propdsito se han utilizado tres técnicas destinadas a cuantificar la actividad
antioxidante: DPPH, FRAP y TBARS; asi mismo, se han determinado los
contenidos de Flavonoides y Polifenoles, metabolitos que en gran parte son los
responsables de las propiedades antioxidantes de muchos alimentos.

Raunelli et al (2019), usando los resultados reportados en el presente estudio,
concluyé que los extractos de la hoja de Sacha Culantro (Eryngium foetidium L.)
no produce mortalidad o respuesta de comportamiento anormal en su poblacién
de estudio, con una dosis letal 50 (LD-50) >5000mg/kg. Ademas, al estudiar la
genotoxicidad inducida, se demostré que la hoja de Sacha Culantro (Eryngium
foetidium L.) puede mitigar la citotoxicidad del NaF reduciendo el dafio que
produce en el ADN celular.

Polifenoles Totales

El contenido de Polifenoles totales varié entre los diferentes tipos de extraccion de
la hoja de Sacha Culantro. El contenido de Polifenoles totales se determiné por la
técnica de Folin-Ciocalteau, el cudl varié entre 16.09 y 25.6 mg EAG/g RSP para
los extractos metandlico y aceténico respectivamente. Singh et al (2013)
reportaron contenidos de Polifenoles totales de hojas de Sacha Culantro, valores
de 2237 y 2332 mg EAG/g RSP de extracto metandlico y acetonico
respectivamente, siendo menores a los resultados obtenidos en la presente
investigacion, toda vez que se trataron de extractos sin haber sido sometidos a
purificacion por SPE. Asi mismo se puede observar un orden descendiente de
eficacia de los solventes usados para la extraccion de polifenoles, es decir, el
extracto acetonico prevalece sobre el extracto metandlico, tanto en el trabajo de
Singh et al; asi como en el presente estudio ejecutado. Garg et al (2012)
reportaron el contenido de Polifenoles totales de las hojas de la especie
Corandium sativam (familia apiaceae), valores de 1.67 mg EAG/g de extracto
metandlico, siendo menores a los resultados obtenidos en el proyecto ejecutado.

Sin embargo, Vukic et al (2018), reportaron valores de 311.11 mg EAG/g de
extracto metandlico para la especie Eryngium serbicum L., planta oriunda de
Serbia, distribuida principalmente en Eurasia; siendo mayores a los resultados
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obtenidos en la presente investigacion. Harsha y Anilakumar (2012), obtuvieron
valores de polifenoles totales en hoja de culantro (Coriandrum sativum), especie
recolectada en Mysore, India, de 133.74 mg EAG/g, siendo mayores a los
resultados obtenidos durante la presente investigacion, quienes secaron las hojas
a la sombra durante 3 dias, hasta un contenido de humedad de 7%, donde la
muestra fue remojada durante toda la noche en etanol al 70% para su extraccion.

Por otro lado, Singh et al (2013) sostuvieron que los extractos acuosos de las
hojas de sacha culantro muestran alta extraccion de compuestos polifenélicos, lo
que determina su potencial como alimento funcional, por lo que es consumido
predominantemente como ensaladas y encurtidos. En la selva peruana, las hojas
de Sacha Culantro, se usan predominantemente para la preparacién de sudado de
pescado y diferentes tipos de sopas.

Flavonoides

El contenido de flavonoides vario entre los diferentes tipos de extraccion de la hoja
de Sacha Culantro. El contenido de flavonoides se determiné por la técnica
descrita por Wolfe et al. (2003), el cual varié entre 3.58 y 8.77 mg Eq. Cat/g RSP
para los extractos matandlico y acetdnico respectivamente.

Garg et al (2012) reportaron el contenido de flavonoides de las hojas de la especie
Corandium sativam (familia apiaceae), valores de de 1 mg Eq. Cat/g, estos valores
tienen similitud con el estudio obtenido por Yanza (2014), donde los valores de
flavonoides en culantro (Corandium sativum) fueron de 805 pg Eg. Cat/g. EI menor
rendimiento de sus extractos, pudo ser debido a que los extractos fueron
preparados usando el aparato Soxhlet a diferencia que en este estudio usamos el
SPE.

Singh et al (2013) reportaron contenidos de flavonoides de hojas de Sacha
Culantro, valores de 1.746 y 1.803 mg Eg. Rut/g. de extracto metandlico y
acetonico respectivamente, siendo menores a los resultados obtenidos en la
presente investigacion, toda vez que se trataron de extractos sin haber sido
sometidos a purificacién por SPE y su equivalente son expresado en mg de eq.
Rutina/g y los resultados del presente estudio son expresados en mg de eq.
Catequina/g. Asi mismo se puede observar un orden descendiente de eficacia de
los solventes usados para la extraccion de flavonoides, es decir, el extracto
acetonico prevalece sobre el extracto metandlico, tanto en el trabajo de Singh et al
(2013); asi como en el presente estudio ejecutado.
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Sin embargo, Vukic et al (2018), reportaron valores de 154.98 mg Eq. Cat/g de
extracto metandlico para la especie Eryngium serbicum L., planta oriunda de
Serbia, distribuida principalmente en Eurasia; siendo mayores a los resultados
obtenidos en la presente investigacion.

FRAP

La Capacidad Antoxidante FRAP vario entre los diferentes tipos de extraccion de
la hoja de Sacha Culantro, siendo mas elevada en la extraccion acetonica que en
la metandlica con un contenido de 93.86+3.37 y 44.63+0.65 pmoles Fe 2*/g RSP,

respectivamente.

Este método se basa en la capacidad de la muestra para reducir los iones Fe*3 a
Fe*? en presencia del reactivo TPTZ. No existen estudios que muestren la
determinacion de la actividad FRAP en la hoja de Sacha Culantro (Eryngium
foetidum L.) ni plantas similares; sin embargo, Sreeramulu et al (2010) muestran
que la relacion FRAP/Polifenoles Totales muestran una significativa correlacion
lineal en diversos vegetales (r?=0.87), similares resultados obtenidos en nuestro
estudio en la relacibn FRAP/Polifenoles Totales que mostramos en la Figura 1 y la
relacion FRAP/Flavonoides que mostramos en la figura 2 de la hoja de Sacha
Culantro con (r?=0.991) y (r’=0.999) respectivamente, fundamentalmente
reportando mayor reduccion de iones Fe*3 en los extractos aceténicos tanto como
para polifenoles como para flavonoides.

DPPH

Para la evaluacién de la inhibicion del radical DPPH de los diferentes tipos de
extraccion de la hoja de Sacha Culantro, se obtuvo como referencia la
concentraciéon efectiva al 50% (EC50), cuyos resultados son 0.8924+0.0503 y
0.8723+0.0030 pmol TEAC/g RSP para la extraccion metandlica y acetodnica,
respectivamente.

Ceballos y Giraldo (2015), determinaron la actividad antioxidante por la técnica del
cation ABTS*, y reportaron que en el extracto de las hojas es mayor que en el
extracto de tallos de cilantro (Coriaundum sativum L.), cuyas concentraciones son
de 0.6345+0.0511 y 0.2155+0.0280 umol TEAC/g respectivamente, obteniendo asi
resultados notoriamente menores a los nuestros.

Sin embargo, Jaramillo et al. (2011), determinaron la actividad antioxidante en el
aceite esencial de las hojas de E. foetidum, expresada como porcentaje de
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inhibicién del radical DPPH en 89,39%. Asi mismo, Rodriguez (2014), evalud la
actividad antioxidante del aceite esencial de Eryngium foetidum L. “siuca culantro”,
obteniendo una inhibicion del radical DPPH expresado en porcentaje de captacion
de 70% equivalente a 150mg de TEAC/mL de muestra. Toda vez que fue
expresado en porcentaje de inhibicion segun concentracion del extracto; en el
presente estudio se obtuvo como referencia la concentracién efectiva al 50%
(EC50).

No se reportaron estudios que relacionen el contenido de Polifenoles totales ni
flavonoides con el porcentaje inhibitorio del radical DPPH, sin embargo, en los
trabajos de Rodriguez (2014) y Jaramillo et. al. (2011), reportaron que hubo una
reduccion significativa en el radical DPPH al igual que en nuestro estudio, los que
se muestran en la figura 3 y 4, que a mayor cantidad de Polifenoles totales y
Flavonoides la inhibicion del radical DPPH es mayor, fundamentalmente en el
extracto acetonico.

TBARS

Para la determinacion de TBARS se midi6 la inhibicién del MDA formado en el
control, por medio del cual los extractos metandlico y etandlico inhibieron la
formacién de la lipoperoxidacion, haciendo efectivo los resultaos que se
expresaron como mg MDA/ g de muestra seca purificada.

La Capacidad Antoxidante TBARS vari6 entre los diferentes tipos de extraccion de
la hoja de Sacha Culantro, siendo mas elevada en la extraccion acetonica que en
la metandlica con un contenido de 23.48+1.41 y 19.60+0.56 ug MDA/g RSP,
respectivamente.

No existen estudios que muestren la Capacidad antioxidante TBARS en la hoja de
Sacha Culantro (Eryngium foetidum L.); sin embargo, Sreelata et. al. (2009)
evaluaron la capacidad antioxidante TBARS en higado de rata inducidas con
extractos de hoja de Coriandrum sativum, obteniendo resultados de 1,46y
1,29 nmol MDA/ mg de proteina a dosis de 100 y 200mg/kg, respectivamente, y
con extractos del tallo de Coriandrum sativum, obteniendo resultados de 1,52y
1,43 nmol MDA/ mg de proteina a dosis de 100 y 200mg/kg, respectivamente.
Estos resultados indicaron que los radicales libres, de ser liberado en el higado,
fueron neutralizados con eficacia cuando se tratan con la hoja y tallo extractos
de C. sativum. Asi mismo, Moudache et. al. (2016) determinaron la capacidad
antioxidante TBARS en carne fresca de cerdo que fue protegida con diferentes
extractos de hoja de olivo, obteniendo valores finales de 0.19 ug de MDA Kg1, los
cuales indicaban una notoria disminucion en la lipoperoxidacion de la carne.
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No se reportaron estudios que relacionen el contenido de Polifenoles Totales ni
flavonoides con la capacidad antioxidante TBARS, sin embargo, en el presente
estudio se pudo determinar que mientras mayor es el contenido de Polifenoles y
Flavonoides en la hoja de en la hoja de Sacha Culantro (Eryngium foetidum L)
mayor es la formacién de MDA, indicando que los extractos de sacha culantro no
son los adecuados para evitar la lipoperoxidacion.

Aceite de Copaiba (Copaifera paupera)

El presente trabajo determind el contenido de los compuestos bioactivos y de la
capacidad antioxidante del Aceite de Copaiba (Copaifera paupera). Con tal
propoésito se han utilizado tres técnicas destinadas a cuantificar la actividad
antioxidante: DPPH, FRAP y TBARS; asi mismo, se han determinado los
contenidos de Flavonoides y Polifenoles, metabolitos que en gran parte son los
responsables de las propiedades antioxidantes de muchos alimentos.

Liviac et al (2019), usando los resultados reportados en el presente estudio,
concluyeron que la oleorresina del Aceite de Copaiba (Copaifera paupera) pudo
mitigar la citotoxicidad de la Cyclophosphamide que produce dafio en el DNA.
Siendo asi el primer reporte publicado de la antigenotoxicidad de la Copaiba
(Copaifera paupera).

Polifenoles Totales

El contenido de Polifenoles totales varié entre los diferentes tipos de extraccion del
Aceite de Copaiba. El contenido de Polifenoles totales se determiné por la técnica
de Folin-Ciocalteau, el cual varié entre 1.81+0.26 y 0.49+0.00 mg EAG/g de RP
para los extractos metandlico y etandlico, respectivamente.

No existen estudios que muestren el contenido de Polifenoles totales del ceite de
Copaiba, sin embargo, Batista et. al. (2016), cuantificaron el contenido de
Polifenoles totales de la pulpa de Copaiba (Copaifera langsdorffii fruit) en 0.03 y
0.125 mg EAG/g de muestra seca para los extractos metandlicos y etandélicos
respectivamente, siendo menores que nuestros resultados, toda vez que evalud la
pulpa del fruto de copaiba.

Mufioz Sisniegas (2005) determiné el contenido de Polifenoles totales de hojas y
cortezas de Copaifera Paupera, encontrando asi 0.1455+0.002 mg EAG/g de
muestra seca para los extractos metandlico de las Hojas y 0.046+0.004 mg EAG/g
de muestra seca para los extractos metandlico de la corteza de la Copaifera
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Paupera; siendo menores a los resultados obtenidos en nuestra investigacion en
hojas de Aceite de Copaiba (Copaifera Paupera).

Flavonoides

El contenido de Flavonoides variéo entre los diferentes tipos de extraccion del
Aceite de Copaiba (Copaifera Paupera). El contenido de flavonoides se determiné
por la técnica descrita por Wolfe et al. (2003), el cual varié entre 3.31+0.21 vy
0.65+0.14 mg Eqg. Catlg RP para los extractos metandlico y etandlico
respectivamente.

No existen estudios que muestren el contenido de flavonoides del Aceite de
Copaiba, sin embargo, Batista et. al. (2016) estudio el contenido de Flavonoides
de la pulpa de Copaiba (Copaifera langsdorffii fruit) encontrando asi 0.01y 0.5 mg
mg Eq. Cat/g de muestra seca para los extractos metandlicos y etandlicos
respectivamente, siendo menores que nuestros resultados, toda vez que evalud la
pulpa del fruto de copaiba.

FRAP

La capacidad antoxidante FRAP varié entre los diferentes tipos de extraccion del
Aceite de Copaiba (Copaifera Paupera), siendo mas elevada en la extraccion
Metandlina que en la Etandlica con un contenido de 2.76+0.032 y 2.428+0.084
umoles Fe 2*/g RP, respectivamente.

No existen estudios que muestren la determinacion de la actividad FRAP en el
Aceite de Copaiba; sin embargo, Batista et. al. (2016) estudiaron la capacidad
antioxidante FRAP de la pulpa de Copaiba (Copaifera langsdorffii fruit)
encontrando asi 0.8 y 0.6 umoles Fe 2*/g de muestra seca para los extractos
metandlicos y etandlicos respectivamente, siendo menores que huestros
resultados, toda vez que evalud la pulpa del fruto de copaiba. Asi mismo, en las
figuras 7 y 8 se pueden observar claramente la correlacion positiva entre el
contenido de Polifenoles totales y Flavonoides frente a la capacidad antioxidante
FRAP, indicando que ambas contribuyen con su poder reductor frente al Fe*3.

DPPH

Para la evaluacién de la inhibicion del radical DPPH de los diferentes tipos de
extraccion del Aceite de Copaiba (Copaifera Paupera), se obtuvo como referencia
la concentracion efectiva al 50% (EC50), sin embargo, no se detecté inhibicién del
radical en ninguno de los extractos evaluados.
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TBARS

La lipoperoxidacion es un mecanismo general por medio del cual los radicales
libres pueden inducir el dafio al tejido y han sido implicados en muchas
condiciones patoldgicas, el cual se midid por los niveles de TBARS. Para la
determinacion de TBARS se midié la inhibicion del MDA formado en el control, por
medio del cual los extractos metandlico y etandlico inhibieron la formacién de la
lipoperoxidacién, haciendo efectivo los resultados que se expresaron como mg
MDA/ g de muestra seca purificada.

La capacidad antioxidante TBARS vari6 entre los diferentes tipos de extraccion del
Aceite de Copaiba (Copaifera Paupera), siendo mas elevada en la extracciéon
etandlina que en la metandlica con un contenido de 14.17+11.83 y 11.83+0.21 g
MDA/g RP, respectivamente. Baldissera et. al. (2014) aplicaron diferentes dosis de
aceite de tres variedades de Copaiba, entre ellas Copaifera Paupera a ratones de
experimentacion, los que fueron analizados en 3 tratamientos, para evaluar el
efecto protector contra la lipoperoxidacién. Los resultados indicaron que no existen
diferencias significativas entre el grupo control y los grupos sometidos a dosis de
los tres tipos de copaiba. Mas aun, encontraron dafio hepatotéxico y nefrotéxico
en todos los tratamientos.

Por otro lado, no se reportaron estudios que relacionen el contenido de Polifenoles
totales ni Flavonoides con la capacidad antioxidante TBARS, sin embargo, se
puede observar en las Figuras 9 y 10, tanto para el extracto etanélico como para el
metandlico, el efecto citoprotector aumenta con el contenido de Polifenoles totales
y Flavonoides, ya que hay menor formacién de MDA.
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5. Conclusionesy Recomendaciones

5.1 Se encontrd cantidades significativas en el contenido de compuestos
bioactivos y capacidad antioxidante de los extractos metandlicos,
aceténicas de la hoja de Sacha Culantro y metandlicos y etandlicas del
Aceite de Copaiba.

5.2 Existen diferencias significativas entre el contenido de Polifenoles,
Flavonoides, FRAP, DPPH y TBARS de los extractos metandlico y
acetonico de la hoja de Sacha Culantro.

5.3 Existen diferencias significativas entre el contenido de Polifenoles,
Flavonoides, FRAP y TBARS de los extractos metadlico y etandlico del
Aceite de Copaiba.

5.4 EIl extracto acetonico de la hoja de Sacha Culantro presentd el mayor
contenido de compuestos bioactivos como los Polifenoles totales y
Flavonoides.

5.5 El extracto metandlico del aceite de Copaiba presentd el mayor contenido
de compuestos bioactivos como los Polifenoles totales y Flavonoides.

5.6 EIl sacha culantro mostr6 una buena actividad antioxidante FRAP y DPPH
pero pobre accion en la reduccion de MDA.

5.7 EIl aceite de copaiba mostr6 una buena actividad antioxidante FRAP y
buena reduccion de MDA, pero no se detecté su capacidad inhibidora del
radical DPPH.

5.8 Se recomienda evaluar el uso de Sacha culantro como suplemento
nutricional, teniendo en cuenta las técnicas de cocciény las preparaciones
a elaborar, por su alto contenido de Polifenoles, Flavonoides y capacidad
antioxidante FRAP y DPPH demostrada.

5.9 Se recomienda evaluar la accién del extracto de hojas de Sacha Culantro
como inhibidor de la lipoperoxidacion en comidas con altos contenidos de
grasa debido a su poca accion frente a la formacion de MDA.
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5.10 Se recomienda el uso de Sacha Culantro como alimento de uso
Nutrigenémico por su gran proteccion al dafio inducido al ADN celular.

5.11 Se recomienda el uso del Aceite de copaiba como alimento de uso
Nutrigenémico por su gran proteccion al dafio inducido al ADN celular.
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7. Anexos

Anexo 1: Extraccion Metandlica y Acetonica de Hoja de Sacha Culantro
(Reichel et al. 2011).

Secado
(40 °C x 72 h)

Molienda Polvo (2.5 g para
(Water-cooled mill) siguiente etapa)

Homogenizacion

40mL metanol (30 min)

Centrifugacién Sobrenadante 1

(18000g x 5 min)
Residuo sélido
20mL Metanol Homogen.lzaaon
(30 min)

Centrifugacion
(18000g x 5 min)

Sobrenadante 2

Residuo solido

Residuo soélido

40mL Acetona/H,0
7:3 (v/v) o

Homogenizacién
(60 min)

- Sobrenadante 3
Centrifugacion

18000g x 5 mi
! EXSUmin) Residuo solido
40mL Acetona/H,0 Homogenizacién
7:3 (v/v) (30 min)

Centrifugacion
(18000g x 5 min)

Sobrenadante 4

Residuo sélido
(rico en antocianinasy
proantiocianidinas)
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10mL H,0 ultra pura

Sobrenadantely 2
- Extraccion 1
Eter petréleo

(1 x40 mL)

Eter petréleo

(2 x 20 mL) Extraccion 2

Secado

Rotavapor
(Temp. ambiente, al vacio, Residuo sélido
sin exposicion a luz)

Filtrado con jeringa
(0.45 um)

Extraccion SPE

Carotenoidesy
clorofilas
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H,O desionizada
(20 mL; 0.01% HCI (v/v) )

Fase acuosa Rotavalor

(Temp. ambiente, al vacio, Residuo sélido
Sobrenadante3 vy 4 sin exposicion a luz)

Alicuotas

Filtrado con jeringa
(0.45 um)

Extraccion SPE

Flavonoles, pro-
antocianidinas,
antocianinas
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Anexo 2: Extraccion metandlica y etandlica de Aceite de Copaiba. (Vieira et
al. 2012).

Aceite de Copaiba (4 g)

80 mL de Metanol (80%)

Bano Maria
(37°C x 3 h) con agitacidn

Centrifugado (2000g x 10 min)

Sobrenadante

Rotavapor (evaporacion al vacio a 38°C)

Estufa

0.1 mg del residuo sélido en 3mL (2mL H20
USP + 1mL DMSO)
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Anexo 3: Flujograma de la Purificacién SPE. (Irakli et al. 2012).

Extraccion MetQH; 2.5 g materia prima + 40 mL MetQH acidificado
con TCA 0.1%

Homogenizaciéon x30' / Filtrado por
gravedad papel Whatman N°1

Purificacion SPE

Evaporacion en el Rotavapor,

Resuspension del extracto: 0.5 -1 mlL DMSO 100%

Identificacion de compuestos higactivas: HPLC-DAD-MS

RP18 columna
Acondicionar la columna con 3 ml de MetQH pa

Equilibrar con 3 ml. agua ultrapura acidificada con HCL
(pH 2)

Agregar 3 ml de muestra acidificada con HCl 0.1M (pH
2)/ Ajustar labomba a 80 gotas/min

Elucion con 2 mlL MetQH en agua ultrapura (70:30)
acidificada con acido acético 1%
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Anexo 4:

Imagen 1: Seleccién, clasificacion y Secado.

Imagen 2: Extracto de Hoja de Sacha Culantro
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Imagen 3: Pruebas de determinacion de Capacidad Antioxidante de los
distintos extractos
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Anexo 5: Articulos Cientificos publicados.
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Cytoprotective Effect of the Eryngium foetidum “Sacha Culantro”
Methanolic Leaf Extract Versus Sodium Fluoride Exposed Mice
using the Micronucleus Test and the Comet Assay

Pacla Raunell?*, Danae Liviac?, Rafael Alvis®, Sivlo Puente®, Oscar Redtegul’*

ABSTRACT

1 Ery idurn, commanly known as sacha culantre, is a plart that grows
i the Panrsian .ﬂmuﬂ:ﬂun juregls, ‘stuched for s high conceritration of anticddant substances
and various ethnophamacclogical propartiss. The main geal of the sbudy is to obseres the
aytoprotective and articwidant sffsct of the sxtmot from its leafs in Mus musoulus pru-mni.d.l
administarad with Sodium flucrids (NeF) using tha Micronuzleus test and the Comet as
Methods: The extract was sdministrated orally in four different conosntrations: 1B0,
T20, 1uﬂm%ungarmchw mtthe 11‘:h.|n51n|;ln dane of NeF was administrated via imre
peritoreal &t 20 mgkg. The genotosicity study was made with mice from the stmin BALBG,
using the Micronudeus test on bone marrow and the Comet sssay on peripheral blood
I+ mocording the DECD guidss 471 and 489 ly. The statistical anakysis was made by
Paola Raunelit*, Danae the mesdis's aralysis with ANCVA Results: Sigrificant disrenoss wans fourd in Micranuclsus
Liviact Ha{ml.ﬁjﬂg‘ Slivia frequancy betwesn the highest concentrations of Eryngium fosfidm and MaF The Comet
P«uu‘l‘l‘l!" Oscar “E“E?Hu azzay showsd significant raduction in MaF induced damage mmdlngmdrﬁﬂunt ooreenire

tiores of the estract. Conclusion: The Eryngiuen foefidum soract has oytoprotect e activiey
,igrmﬁg] eeming Scho ol Lin- agairst cwidant substances such as MaFk
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The [metiuto de Irvestigaclones de la Amazonda  =periments inwifro of oo animal medelsbat not on

Peruana [[AF] reports that the Peruvian Amazonian
jungle hioldk the greatest bickogical diversity worldwide,
kenown by the medicinal components in the l=afs of
s plants’ On 1953, the World Health Crganization
(WHD] reported that B0% of the word population
drwe on traditional medicine to assist thelr needs in
primary care. Desplbe that, there 15 no troe knovwedge
and sufficlent research to wse medicinal plants, such as
dosage, plants spedes, eic; they are even considered as
primitive meamremenis’

Erymgiem oeiidsvn (EF), a medicinal plant commonty
lenown in Pend as sacha culantre, foom the family
Aptacese, i5 distibubed in the Feruan jungle and

zpan.  other places in AmeTia, some places of Asda liks the

east of India and Australia ™ Ameng the mbstances
bl in. 1es leafs there are a Lot of bloactive compounds
mch 15 flawvonotds, known. for their activEy on endo-
thelium and their anil-infammatary actviig'® EF
grows In several places of Pend and has been used by
the nathve people of these arzas hased on traditional

dinical trials, therefore there is no suffident data for
the laman application. Some of the effects known
are: anthelmintic, ant -convulsant, antl-inflammatary
analgesic, antimalarial and ant(bactzrial, among
others”

The flavonolds are substances widsly siudied for
ks anthinflammatory effects, though they also
may have pro-infammatory effects.” depending on
the context In which they are used: concentration,
physical factors and other chemical mibsiances
present such as metal jons, the most described is
cupper® This anti-inflammatory acthity, mainhy
bassd an the antiozkdant activity; leads to varous
effects provided to the plants that contains them.
Some ressarchers describe favonakds as chemopre-
wntion agents, with antimutagenic potzntial with
an important role in human health preservation®
The use of nalural ssbstances o assess certaln
pathologies draws more atientlon in time, which
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Phytochemical Analysis, in vitro Antioxidant Capacity and Toxicity
Assessment of Copaifera paupera Oleoresin

Danae Liviac', Paola Raunelll®, Rafael Alvis', Slivio Puente®, Oscar Reategul®

ABSTRACT

Introduction: The present study was taken to determine the phytochemical enalysis, the
entioxidant ectivity in witro (FRAP and TBARS methodologies], the oral ecute toxicity and
antigenotoxicity of the cleoresin Copaifens paupera. Methods: The oleoresin was tested for
in Wwo cytoprotective capacity using the Micronucleus Test and the Comet Assay in mics
bone marrow cells and mice aryth cells, respectively. Results: The oleoresin had low
lewels of total flevonoids and phencl content and alse of antioxidant capacity. Orally, the LD,
eppeared to be = BO00 mgfkg (o toxic or low toxicl. The results showed el the doses evalu-
gted (180360, 720 and 1440 antigenotoxic effect by reducs the DNA damage induced
by cyclophosphamide, being & 100 % DMNA darmege reduction at the highest dose evaluated.
Conelusion: According to the Micronucleus test, the cleorssin Copsifera paupsra hed the
ghility of increasa the cell praliferation despite the exposition of cycl-:'nfhcapharnida.
Keywords: Copsifera psupers, Dleoresin, Phytochemical enalysis, Antigenotoxicity, Micro-
nucleus test, Comet essay
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rutrients had besn increased in the last decade; the
public interest and acceptance of their use as alternative
and complementary medicine is not caly in developing
countries but alsc in developed anes.! One of the major
reasan of the use of herbal medicine on the developed
countries is the belief that it will promete a healthier
living, a seurce of nataral product medication? That's
the reason why more than half of the nataral product-
for ingredients of devel cpment drags are derived from
plants"being the plants the source of most of the active
ingredients of traditicnal medicaments?
almaost 80% of the worlds population trust on medicinal
plant for their primary health careneeds,® that repre-
sents up to four billion people of developing countries *
According to Organizacion Panamericana de la Salud *
a m:djmlﬂmtjsnurwﬂdorcu]ﬁvltedplm used to
prevent, relieve, care or modify a normal or patho-
logical physiclogical process or as a source of drugs or
their precurscrs. This kind of medicine is based in the
inherited knowledge that has been passed dewn from
generation to generstion that are cultumally linked,
providinga cheaper and easier access than the modern
drugs and also, the trust on their communities
traditions.” Therefore, is necessary scientific information
of effecti and safety of medicinal plants to avoid
1 r - r T r Faa W 1 P | %
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Peru is comsidered os o country with one of the highest
biodiversities in the wordd, which has 10% of the
global plant diversity that makes it & country with
millenpia history of plant use for treatment of
disenses,* *with many of them being used nowadays,
According to the Instituto de Investigacicnes de la
Amazonia Peraana (ITAF), the Peruvian Amazonian
jungle holds the greatest biclogical diversity world-
wide, kmown I:qr'rhe medicinal components in the
leats of its plamts but for some authors, is the Andean
region where is the highest number of multiple use
plant species.!

The Copaifers genus is distributed in the tropical
regions of Latin America (40 species), West Africa
(4 species) and Asia (1 species) and the aleoresin
{copaiba cil) is preduced by exudation of the
trunk of the trees.” The Peruvian species that
predominates in the Amazon region of the country
is Copwifers paupers, it has been lPPLiaed in folk
medicine for mamy years by the notives. Becenthy
studies of Copaifens germs have shown anti-inflam-
matory, antitumor, antitetanus, antiseptic effects
and useful in the treatments of various disease like
asthma, ulcer, bronchitis, Psm:i.uis and wound
healing ™" The single-cell gel electrophoresis
({SCGE) assay or comet assay is a very simple, rapid,
economic, wersatile and sensitive technique for
measuring primary DMA damage.™ This technique
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