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RESUMEN

El trabajo de investigaciéh se realiz6 en el Iabbratorio del Centro de
Investigacion de Produétos Naturales de la Amazonia (CIPNA), de la
Universidad Nacional Agraria de la Selva (UNAS), Tingo Maria-Pert. La selva
peruana posee una diversidad floristica muy amplia, muchas especies son
utilizadas en diferentes usos y otras con diversas propiedades aun no validadas
cientificamente, por lo que en el presente trabajo se planted evaluar la
capacidad antioxidante y el contenido de polifenoles en hoja y corteza de seis
especies de leguminosas: (a) Inga edulis (Vell) Mart. “guaba”, (b) Senna alata
(L.) Roxb. ‘retama tropical”, (c) Copaifera paupera (Herzog) Dwyer. “copaiba”,
(d). Erythrina fusca Loureiro. “amasisa con espina”, (e) Cajanus cajan (L.)
Millap. “frijot de palo”, (f) Parkia velutina Benist. ‘pashaco curtidor” en extracto
metandlico y acuoso. La actividad ahtioxidante fue evaluada por la inhibicién de
los radicales, 2,2-Di(4-tert-octylphenyl)-1-picrylhydrazyl (DPPH) y peréxilo; asi
como determinar el contenido de polifenoles descrito por SANDOVAL (2002).

Los resultados se analizaron mediante un disefio estadistico al azar
(D.C.A); con una prueba de Duncan con (P > 0,01). El extracto de la hoja de C.
paupera “copaiba” fue la que presenté mayor capacidad de inhibicién de radical
DPPH y perdxilo con valores de ICso de 50,960 + 16,671 ug/ml, y de 12,898 +

1,588 pg/ml respectivamente, extraidas con metanol, indicandonos que esta



muestra tiene mayor capacidad de inhibir los radicales libres; mientras que las
muestras de E. fusca Loureiro. “amasisa con espina”, demostraron ser menos
eficientes al inhibir el radical DPPH y peroxilo. Asimismo, se determiné que la
hoja de la especie, C. paupera “copaiba”, presenta el mayor contenido de
polifenoles con 0,1455 + 0,0020 gCat/g de muestra en hojas evaluadas, siendo
la corteza de la especie E. fusca Loureiro “amasisa con espina” con 0,0002 +
0,0001 gCat/g la muestra con menor contenido de polifenoles extraida con

metanol.



I. INTRODUCCION

Las especies reactivas derivadas del oxigeno generado por
reacciones de radicales libres estdn implicadas en importantes procesos
metabdlicos; estos procesos generan metabolitos los que son responsables de
los efectos téxicos del oxigeno en los seres vivos que pueden derivar en

situaciones de estrés oxidativo en procesos fisioldgicos y patoldgicos.

Los recursos vegetales son fuente importante de metabolitos
primarios y secundarios con excelente actividad antioxidante- que pueden

contribuir con los sistemas de defensa antioxidante.

Es por eso, que es importante realizar estudios botanicos,
bioquimicos y fitoquimicos, para determinar los principios activos, que hacen

posible que una planta tenga una propiedad determinada.

El conocimiento ancestral de los recursos fitoterapéuticos y sus
diversos usos en la sociedad deben ser evaluados y reevaluados, con el fin de
conocer su potencial medicinal y en particular su poder antioxidante, cuyas
propiedades deben ser revalidadas cientificamente, con la finalidad de darle un

mejor uso, con aplicaciones especificas.
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La flora peruana esta representada por 17 144 especies (BRAKO y
ZARUCCHI, 1993) sin incluir las 1 845 adiciones nuevas para la flora peruana
de las cuales se utilizan unas 4 200 especies nativas para 48 usos distintos
(BRACK y MENDIOLA, 2000). Asimismo, estos autores sefalan que la
Amazonia Peruana esta representada bor 6 237 especies, distribuidas en 1 406
géneros y 182 familias y muchas de estas especies no se han estudiado sus
diversas propiedades para un mejor aprovechamiento y explotacién del recurso
flora. Por lo que‘ la investigacion tiene como objetivo determinar la capacidad
antioxidante de las especies Inga edulis (Vell) Mart. “guaba”, Senna alata (L.)
Roxb. “retama tropical”, Copaifera paupera (Herzog) Dwyer “copaiba”, Erythrina
fusca Loureiro. “amasisa con espina”, Cajanus cajan (L.) Millap. “frijol de palo”,
Parkia velutina Benist “pashaco curtidor”; plantas que tienen diferentes usos
como recuperar suelos degradados, madera, alimento, pero que adn no se ha

investigado su capacidad antioxidante.

Las plantas sintetizan diferentes metabolitos secundarios que
cumplen diversas funciones. Estas funciones varian no sélo entre diferentes
especies, sino también entre las diferentes partes de una misma planta, por lo
que la hipétesis planteada para el trabajo de investigacién es demostrar que los
extractos acuosos y alcohdlicos (métanol) de la hoja y corteza de las especies

en estudio mencionadas, presentan actividad antioxidante.



Objetivo general:

Determinar la actividad antioxidante de la hoja y la corteza en seis

especies de leguminosas, Inga edulis (Vell) Mart. “guaba”, Senna alata
(L.) Roxb. ‘retama tropical”, Copaifera paupera (Herzog) Dwyer “copaiba”,
Erythrina fusca Loureiro. “amasisa con espina”, Cajanus cajan (L.) Millap.

‘frijol de palo”, Parkia velutina Benist. “pashaco curtidor”.

Objetivos espécificos:

Evaluar la capacidad antioxidante de los extractos metandlicos y acuosos

en las hojas y corteza de las especies en estudio, por el método del

radical DPPH.

Evaluar la capacidad antioxidante de los extractos metandlicos y acuosos
en las hojas y corteza de las especies en estudio, por el método del

radical peroxilo.

Determinar el contenido de polifenoles totales del extracto metandlico y

acuoso en hojas y corteza de las especies en estudio.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1 Generalidades de las especies en estudio

2.1.1. Inga edulis (Vell) Mart. “guaba”

CATIE (1998) menciona que la especie I. edulis (Vell) Mart., se
encuentra en estado silvestre en la amazonia, América central y las Indias
Occidentales. Se le encuentra distribuida en toda Ameérica del Sur tropical,
desde el Océano Pacifico al Atlantico, aunque solamente en la region

amazonica existe de manera natural.

Es un arbol que alcanza alturas de 8 a 15 m de altura, tronco bajo,
ramificando algunas veces casi desde la base, copa algo rala. Hojas
compuestas pinnadas, con 4-6 pares de foliolos subsésiles, elipticos u
ovalados, los inferiores siempre mas pequenos, base obtusa o redondeada,
nervaduras laterales paralelas y' presencia de glandulas interpeciolares.
Inflorescencias terminales o subferminales agrupadas en las axilas de las
hojas. Flores con cdliz verdoso y corola blanquecina, perfumadas, sésiles,
agrupadas en el apice del raquis. El fruto es una vaina cilindrica indehiscente,
de color verde, multisurcado longitudinalmente y de largo variable, pudiendo

llegar hasta un metro. Las semillas son negras de 3 cm de longitud, con un
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rango entre 1,4 y 4,5 cm, cubiertas por una pulpa (arilo) blanca, suave y

azucarada.

2.1.2. Parkia velutina Benist “pashaco curtidor”

JIMENES (1999) menciona que la especie P. velutina Benist, es un
arbol de hasta 50 m de altura y 1.2 m de diametro, de copa extendida, que en
ocasiones cuando el follaje es joven se torna de un color ferrugineo; el fuste es
generalmente cilindrico, de color grisaceo-blancuzco a pardo-rojizo, se
encuentra libre de ramas hasta gran altura, exfoliante en pequefas placas
delgadas, con gambas desarrolladas hasta de 2.5 m de altura, ramas
blancuzcas, muy extendidas; crece en boque muy humedo siempre verde, por
lo general en &reas bien drenadas a veces planas sobre las crestas de los
cerros y pendientes moderadas hasta de 30%, con una precipitacién mayor a
los 4000 mm anuales. En la actuéli_dad su madera tiene escasa utilidad, sin
embargo en pocos afos sera empleada pues la especie alcanza alturas y

diametros bastante aceptables.

Crece en bosque muy himedo siempre verde, entre los 50-200 m
de elevacion, por lo general en areas bien drenadas a veces planas sobre las
crestas de los cerros y pendientes moderadas hasta de 30%, con una
precipitacion mayor a los 4000 mm anuales. En Brasil parece ser una especie

comun en bosques primarios, que crece hasta los 500 m de elevacion.

2.1.3. Senna alata (L.) Roxb. “retama tropical”
La especie S. alata (L.) Roxb., es un arbusto crece bajo el sol, de

hasta un metro de alto, con ramas robustas y el follaje joven pubescente. Las
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hojas miden entre 30-100 cm. de longitud, foliolos de 6-12 pares, cortantes-
pediculados-compuestos, elipticos, algo inequilateros, peciolos robustos sin
glandulas. Las flores son amarillas, vistosas en racimos terminales o situados
en las axilas superiores. Los frutos son vainas rectas o casi, longitudinalmente
de 4 alada y longitudinalmente dehiscente, multitabicada de 10-15 cm. de
longitud y aproximadamente 1,5 cm. de ancho, semillas aplanadas, transversas
paralelas a los tabiques, pardas con 5 cm de largo. Sus hojas se utilizan en
numerosas medicinas dermatolégicas ya que acttan de modo eficaz contra
distintos tipos de dermatosis. Esto} es debido a que las hojas son ricas en
acidos fendlicos, flavonoides y taninos. Es originaria de América tropical,

introducida en trépicos del viejo mundo (GUACAMAYA FRANCESA., 2006).

2.1.4. Copaifera paupera (Herzo‘g) Dwyer “copaiba”

La especie C. paupera (Herzog) Dwyer es una especie escitfita,
crece en suelos arcillosos a limosos, fértiles y bien drenados. Arboles que
crecen hasta 100 cm de didametro con alturas totales superiores a los 30 m.
Fuste cilindrico, copa redonda y amplia, ocupa generalmente el estrato
superior. Ritidoma en placas irregulares on en escamas; se le reporta en los

departamentos de Ucayali, Madre de Dios, hasta los 700 m.s.n.m.

Presenta corteza externa lenticular, en ciertas partes del fuste
fisurado fino, de color marrén claro en el fuste superior, en la base de algunos
arboles rojizo o grosella al desprenderse el ritidoma o de color concho de vino

al raspado. La corteza interna es cremosa a marrén claro, olor agradable, muy
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amarga. Textura arenosa fina a vidriosa e internamente fibrosa, exuda aceites
eh gotas.

Presenta hojas compuestas alternas de 15 a 20 cm de longitud.
Foliolos de 8 a 15 alternos, asimétricos, base obtusa, apice acuminado,
cufvado de 3 a 6 cm de largo y de 1,5 a 2,5 de ancho, finamente reticulados,

con puntos translucidos, glabros.

Tiene una inflorescencia axilar, en racimos de espiga de 10 a 20
cm de longitud, las flores subtendidas por bracteas conspicuas, caducas.
Pequeiias, hermafroditas, zigomorfas, de 5 a 7 mm de longitud, sésiles, con
corola tubular de color amarillento. Los frutos son legumbres de color negruzco,
cubiertas con arilo amarillo anaranjado aceitoso (MADERERA WALLACH.,

2004).

2.1.5. Cajanus cajan (L.) Millap. “frijol de palo”

Esta especie es un arbusto perenne que crecen hasta 4 m de alto.,
el tallo es acostillado cuando jéven, leiioso y rollizo con la edad. En la base de
las hojas sobre el tallo generalmente se presenta un par de hojillas (llamadas
estipulas) angostamente triangulares, de hasta 6 mm de largo; las hojas son
alternas, compuestas de 3 hojitas (llamadas foliolos), las 2 laterales
asimétricamente elipticas, de hasta 12 cm de largo y hasta 4.5 cm de ancho, la
terminal elipticas, ovado-elipticas a angostamente ovadgs, de hasta 13 cm de
largo y hasta 5.5 cm de ancho, mas o menos puntiagudas, angostadas hacia la

base, con puntos glandulares sobre su superficie; en la base de cada foliolo se
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presenta un par de estipulas muy angostas de hasta 4 mm de largo; los

peciolos de hasta 8 cm de largo.

Tiene inflorescencias numerosas, flores pediceladas de hasta 15
mm de largo. Las flores tienen el caliz cubierto de pelillos, es un tubo
acampanado de hasta 6 mm de largo, que hacia el apice se divide en 5 I6bulos
triangulares de hasta 7 mm de largo; la corola de color amarillo palido a
intenso, de 5 pétalos desiguales, el mas externo es el mas ancho y vistoso,
llamado estandarte (de forma casi circular, de hasta 22 mm de largo y 20 mm
de ancho).

Los frutos son legumbres oblongas, de hasta 13 cm de largo y
hasta 1.7 cm de ancho (aunque generalmente mas pequenos), rectos o algo
curvados, comprimidos, deprimidos entre las semillas, claramente puntiagudos,
de color pajizo y frecuentemente con rayas moradas, generalmente cubiertos
de pelillos, con 2 a 9 semillas (CENTRO DE INVESTIGACION Y PROMOCION

DEL CAMPESINADO., 1993).

2.1.6. Erythrina fusca Loureiro “eritrina”

ARAUJO (2005) menciona que la especie E. fusca Loureiro es un
arbol de 15-20 m de altura, de 30 a 50 cm de diametro en la base; el fuste es
dé forma recta, el cual puede presentar bifurcaciones que van desde el suelo,
generando ramificaciones a lo largo de todo el tallo formando una copa
frondosa a baja altura. Esta especie es de cortezé rugosa verde grisaceo, con

manchas blanquecinas algunas veces presenta protuberancias formadas por
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aguijones conicos, presenta hojas compuestas de 3 hojuelas, con peciolos de
8-18 cm. 3 flores por nudo en largos racimos terminales. Las flores son de un
vistoso color naranja palido con estambres verdes. Las vainas son de 15-20 cm
y 2 cm de ancho, terminadas en punta, con el borde ligeramente ribeteado.

Varias semillas marrén oscuro en cada vaina, de unos 12 mm de largo.

En la amazonia peruana habitan en las partes bajas e inundables, en lugares
pantanosos; se encuentra en los departamentos de Huanuco, San Martin,

Loreto y Ucayali.

2.2. Antioxidantes
2.2.1. Definicion

Los antioxidantes son sustancias que a bajas concentraciones
reduce, retrasa significativamente o previene la oxidacién de un sustrato.
Seglin SIES (1997), define a un antioxidante como una sustancia que en

pequefias cantidades puede inhibir la accion de un pro-oxidante (oxidante) en

una reaccion de oxidacion.

Los antioxidantes inhiben la propagacion de radicales libres es por
ello que son utilizados para prevenir el deterioro de los alimentos, evitando la
rancidez de las grasas y los cambios de color. Los antioxidantes se clasifican

como naturales y sintéticos (SIES, 1997).
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2.2.2 Principales antioxidantes

‘Estos agentes pueden dividirse en dos categorias: antioxidantes
endégenos (enzimaticos) y antioxidantes exégenos (no enzimaticos)

i

(GONZALES et al., 2000).

2.2.2.1 Antioxidantes endégenos

Los antioxidantes enddgenos, o antioxidantes enzimaticos, actiian
a nivel intracelular. Existen tres sistemas principales de enzimas antioxidativas:
1) Superéxido dismutasa (SOD), 2) Catalasa (CTL) y 3) Glutatién peroxidasa

(GPX) (GONZALES et al., 2000).

2.2.2.2 Antioxidantes exdégenos

Los antioxidantes exégenos o no enzimaticos transforman los
radicales libres en menos agresivos. Entre ellos tenemos: flavonoides, alfa
tocoferol (vitamina E), beta caroteno, vitamina C, glutation, y urato (POLYAKOV

et al., 2001).

Los flavonoides son compuestos polifenélicos naturales que estan
presentes en grandes variedades de vegetales, frutas y bebidas y muchos son
considerados como importante fuente de antioxidantes, pueden interactuar
diréctamente con especies reactivas de oxigeno e inhibidores de Ia

lipoperoxidacion (GONZALES et al., 2000).
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Los flavonoides o antioxidantes son compuestos fendlicos que
pertenecen a los populares fitoquimicos que son sustancias derivadas de
vegetales, con accién potencialmente beneficiosa para la salud y que
constituyen el principio activo de muchas plantas medicinales (REILLY et al.,
2001). Los flavonoides consisten en un grupo de sustancias polifendlicas de
bajo peso molecular que varian en su estructura quimica, incluye a los
flavonoides, quercentin, kaemferol y miricetin (encontrados en cebollas y té), y

las catequizas (AHERME y O’ BRIEN, 2000).

Otros antioxidantes como el beta caroteno y la vitamina C, también
son efectivos secuestradores de radicales libres, protegiendo asi contra
enfermedades causadas por el estrés oxidativo (POLYAKOV et al., 2001;

GONZALES et al., 2000; AHERNE y O’ BRIEN, 2000).

El contenido de catequina en los tres tipos de té tiene el siguiente
orden: té verde > oolong té > té negro, lo que tiene relaciéon directa con la
actividad de capturar radicales libres. Esto se debe a su contenido en

catequinas (YAMAGUCH! et al., 1998).

Algunas de las catequinas constituyen de 3 — 10 % del peso de té
preparado (CAO y CAO, 2000), difieren ligeramente en su estructura quimica
de otros flavonoides, pero comparten con ellos sus propiedades preventivas y

son estables a temperatura ambiente.
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2.2.3. Radicales libres

Los radicales libres son moléculas que contienen uno o mas
" electrones desapareados, siendo altamente reactivos (LACHANCE et al,
2001). Cualquier molécula o 4tomo que contiene uno o mas electrones
desapareados es un radical libre (ANDERSON y PHILLIPS, 2001). Por lo tanto,
los radicales libres intentaran arrancar un electrén de otra molécula y en este
proceso rompen otras parejas de electrones para conseguir su propio
apareamiento, creando asi moléculas inestables generandose una reaccion en
cadena (ANDERSON y PHILLIPS, 2001). Los radicales libres (RL) presentan al

menos un electrén desapareado en su orbital mas externo (ELEJALDE, 2001).

Los RL son extraordina.riamente reactivos, inestables y tienen una
vida media muchas veces a una milésima de segundo. Estas especies
reactivas son implicadas, en muchas enfermedades incluyendo arterosclerosis,
desérdenes del tracto respiratorio, enfermedades neurodegenerativas,

inflamaciones y cancer (ANDERSON y PHILLIPS, 2001; ELEJALDE, 2001).

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) incluye radicales
oxigeno y no radicales derivados del oxigeno tales como oxigeno singlete (0z) y
peroxido de hidrégeno (H202). Los radicales libres y las especies de oxigeno
reactivo son producidos constantemente en los seres humanos bajo
circunstancias normales. Se considera que la mitocondria es la fuente

generadora de ROS mas importante. El incremento en la formaciéon de 02~ y
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H202 se justifica con el hallazgo que en el envejecimiento se modifica un flujo

de electrones en la cadena de transporte de éstos (LACHANCE et al., 2001).

Los investigadores poétulan que los ROS generados pueden
producir dafio tanto en la membraha interna de la mitocondria como a los
componentes de la cadena de transporte de electrones o al ADN mitocondrial;
este proceso en turno incrementa Iav produccién de ROS y causa mas daino a la
mitocondria e incremento del estrés oxidativo por aumentar la produccion de

oxidantes (BRODY, 1999).

La célula tiende a generar oxidantes y antioxidantes en una forma
independiente; mientras que los oxidéntes estimulan la produccién endégena
de antioxidantes, la administracibn de antioxidantes suprime varios
componentes de las defensas endégenas. De acuerdo con dicha teoria existe
interrelacion entre la generacion de oxidante, la proteccidon antioxidante y la
reparacion del dafo oxidativo (los dos Ultimos pueden ser inducidos en
respuesta al dafo). La expectativa de vida puede incrementarse al disminuir el

grado de los fendbmenos oxidantes (BRODY, 1999)

Los procesos de oxidacion producen radicales libres que pueden
interferir en los procesos normales y dafar las células corporales causando
estrés oxidativo. El estrés oxidativo, se define como el desbalance entre la
produccion de radicales libres y la cantidad de antioxidantes presentes en el

ambiente intracelular. Es la pérdida de equilibrio entre pro oxidacion vy
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antioxidacién a favor de los pro oxidantes (ELEJALDE, 2001; INOE et al.,
2001).

2.3. Estudios de la capacidad antioxidantes en plantas
A continuaciéon se mencionan una serie de trabajos realizados

tanto en el Per(t como en el extranjero relacionado a la actividad antioxidante.

LAUS et al, (1997) investigdb dieciséis plantas de Uncaria
tomentosa, por su contenido de alcaloides y la distribucién de estos en sus
diversas partes, identificando dos tipos de estructuras quimicas. Diecisiete
alcaloides fueron detectados y observé una variacion en el contenido de |
alcaloides con la estacion. KITAJIMA et al, (1999) aisld6 de la Uncaria
tomentosa (uiia de gato), dos nuevos triterpenos con la estructura del acido 19-
hidroxiursélico. Las estructuras fueron determinadas por andlisis

espectrofotométricos y conversiones quimicas.

Segin MELCHOR (2000) la actividad antioxidativa de Camellia
sinensis (te verde), expresada como coeficiente de inhibicién del 50% de
radicales libres (ICso), fue en promedio 47 ug/ml y las condiciones de

almacenamiento (60 dias) no disminuyeron dicha actividad.

GUIJA (2002) menciona que, probablemente Ila elevada

concentracion de vitamina C en Myrciaria dubia “camu camu” sea la
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responsable de la propiedad pro oxidante de esta fruta a las concentraciones

usadas.

ESTRELLA (2002) determiné el contenido de polifenoles en
Aloysia tripilla (cedrén) y obtuvo como resultado 2.44 * 0.05 mg AGE/g peso

fresco.

ESTELO (2003) determiné el contenido de polifenoles en dos
especies de “chanca piedra”, obteniendo para Phyllanthus urinaria 7,32 + 0,05

mg AGE/g y para P. niruri 3,010 + 0,05 mg AGE/g, en muestra seca.

DAZA (2004) determin6é que la mayor capacidad antioxidativa en
Calycophyllum spruceanum (Benth.) Hook, reflejada en términos de IC50, se
presenta en acetona/agua de la muestra de hoja recolectada a las 05:00 p.m.,
con 47.148+ 5.565 ug/mL; y en la extraccién acuosa, la muestra de corteza
recolectada a las 07:00 a.m. 'presenta 52.352 + 2.669 pg/mL. Asi mismo el
contenido de polifenoles obtenido varia segun las diferentes partes de la planta

evaluada (hoja, corteza, raiz y ritidoma).

VASQUEZ (2008) en estudios de la especie Crofon draconoides
Muell. Arg. en hoja, corteza y latex, en diferentes ubicaciones geogréficas,
determiné que la hoja de C. draconoides Muell. Arg. en extracto metandlico
mostré mayor capacidad antioxidativa en la prueba de DPPH. Mientras que en

la pruéba de perodxilo la hoja y corteza de C. draconoides Muell. Arg. en
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extracto acuoso mostré6 mayor secuestro de radicales libres; asi mismo
demostré que la corteza y el latex de C. draconoides Muell. Arg. en extracto
acuoso mostr6 mayor cantidad de antioxidantes frente a la prueba de

polifenoles totales.

Asi mismo, para la prueba de DPPH demostré que todas las zonas
poséen un alto poder de capacidad de antioxidantes en ambos métodos; la
zona con mayor capacidad antioxidativa frente a la prueba de peroxilos mostré
que todas las zonas poseen un alto poder de secuestro de radicales, r.ni‘entras
que en el estado metandlico en la zona de Bella es nulo; para la prueba de
polifenoles totales, en el método metandlico todas las zonas poseen mayor

cantidad de polifenoles, excepto en la zona de km. 86.



lll. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar y fecha de ejecucion

El presente trabajo de investigaciéon se realizd en los laboratorios
de Biotecnologia del Centro de |nvesEigacién de Productos Naturales de la
Amazonia (CIPNA), el cual pertenece a la Universidad Nacional Agraria de la
Selva (UNAS), en Tingo Maria, ubicado a 665 m.s.n.m; con una temperatura y
humedad relativa de 24°C y 83.5% respectivamente. El estudio se llevé a cabo

en el periodo comprendido entre julio y noviembre de 2006.

3.2. Material biolégico en estudio

- Las especies vegetales trabajadas como se observa en el Cuadro
1, fueron recolectadas en el mes de junio de 2006 en las localidades de Los
Milagros, colectandose las muestras de /nga edulis (Vell) Mart. “guaba”,
Erythrina fusca Loureiro “amasisa con espina”, Cajanus cajan (L.) Millap. “frijol
de palo”; Bosque Reservado de la Universidad Nacional Agraria de la Selva,
ubicado en la provincia de Leoncio Prado, departamento de Huanuco, la
muestra de Parkia velutina Benist “pashaco curtidor” y Senna alata (L.) Roxb.
‘retama tropical”, y en la localidad de Nueva Requena, ubicado en\ la provincia

de Coronel Portillo departamento de Ucayali se colecté Copaifera paupera
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(Herzog) Dwyer “copaiba”. Las partes de las especies usadas para evaluar la

capacidad antioxidante, fueron las hojas y la corteza para todas las especies.

Cuadro 1. Especies vegetales en estudio

SUB FAMILIA Nombre comtn Especie
“guaba” Inga edulis (Vell) Mart.
Mimosoideae
“pashaco curtidor” Parkia velutina Benist.
“retama “ Senna alata (L.) Roxb.
Caesalpinoideae ] '
“copaiba” Copaifera paupera (Herzog) Dwyer.
“frijol de palo” Cajanus cajan (L.) Millap.

Papilionoideae . . ) -
“amasisa con espina” Erythrina fusca Loureiro.

-3.3. Materiales

3.3.1. Materiales de laboratorio

Para la ejecucion de la investigacion se utilizd cubetas de
poliestireno, 1mL (1 cm x 1 cm x 4.5 cm); micropipetas, (1000 uL, 200 pL, 100
pL); pipetas graduadas de 5 y 10 mL; tips: tubos de vidrio (borosilcato,
resistentes al calor); termometro liquido; papel filtro numero 40; gradillas de
madera y metal; tubos de ensayo; embudo de vidrio; matraces Erlenmeyer de

50 mL; vasos de precipitacion de 50 y 100 mL y una cocina eléctrica CIMATEC.

3.3.2. Equipos

Asimismo, se han utilizados los siguientes equipos: Agitador
magnético Genie - modelo 2; Balanza analitica Ohaus — modelo Adventure Pro |

AV114; Bano Maria GFL — modelo YCW- 010E; Espectrofotometro de
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absorciéon molecular de Termo Spectronic (Genesys 6) con interfase a una PC;
Estufa TOMOS — modelo ODHG - 9240A; Refrigeradora LG — modelo Icebeam
Door Cooling; Destilador GFC — modelo 2004; Molino de cuchillas (Marca:

Laboratory Hill- Modelo:04); Centrifuga Hettich — modelo MIKRO 22R.
3.3.3. Reactivos

Los reactivos utilizados fueron: Acido ascérbico; agua destilada
desionizada (ddh20); Carbonato de sodio (Na2COs); 2,2'-azobis (2-
methylpropionamidine) dihidrochloride (ABAP); 2,2'-azinobis (3-
etilbenzotiazolino-6-acido  sulfénico) (ABTS);, 2,2-Di(4-tert-octylphenyl)-1-
picrylhydrazyl (DPPH); (+)-Catequin; Solucion de fenol de folin—Ciocalteu;

solucion de buffer desionizada ddH20; Etanol al 95% y Metanol.

3.4. Métodos de analisis.
3.4.1. Analisis de la capacidad antioxidante

Para evaluar la capacidad antioxidante de las seis especies
evaluadas se utilizaron dos pruebas: La primera de ellas, la prueba de DPPH,
en la que se uso el reactivo 2,2-Di(4-tert-octylphenyl)-1-picrylhydrazyl (DPPH);
por el método descrito por BRAD-WILLIAMS (1995) y para la prueba de
peroxilos los radicales fueron generados por 2,2-azobis (2-
methylpropionamidine) dihidrochloride (ABAP); usando el método descrito por

SANDOVAL (2002).
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3.4.2. Determinacién de polifenoles totales

La presencia de los polifenoles totales se determiné mediante el

reactivo del fenol Folin-Ciocalteu, reportado por SANDOVAL (2002).
3.5. Metodologia experimental

3.5.1. Preparacion de la muestra
De cada una de las especies en estudio se colectaron las muestras
vegetales (hojas y corteza) de cada arbol, se procedié a orearlas bajo sombra
para posteriormente secarlas en una estufa a 60 °C por un periodo de 6-7
horas y luego ser molidas, finalmente se envasé y etiquetd las muestras
molidas en bblsas plasticas de tal forma que no le afecte la humedad como se

indica en la Figura 1.

Coleccion de muestras
(Hojas y Corteza)

|

Oreado muestras - Tiempo: 2-3 horas

' E Temperatura: 60 °C
Secado en estufa -» | Periodo: 6-7 horas

|

Molienda

| I

Envasado y Etiquetado

-=r Volumen final: 1.1 kg

Figura 1. Flujograma de preparacién de las muestras (hoja y corteza).



3.5.2. Preparacion de extractos

3.5.2.1. Extracto metanélico

21

Para la preparacion de este extracto, se pesé 25 g de cada muestra

vegetal (hojas y corteza) de la muestra total molida y se envasé, ésta se

macer6é en 250 mL de metanol al 95% por un periodo de 24 horas, en este

periodo la muestra no se mantuvo en reposo ya que se procedié a agitarlos en

forma manual en periodos de dos minutos en intervalos de 2 horas;

posteriormente se procedié al filtrado y se almacend en envases sellados de tal

forma que el metanol no se evapore y el extracto final no varié en su

concentracion (Figura 2).

Muestras (Hojas y Corteza)
25 g. muestra

|

Macerado
250 mL metanol (95%)

- Agitacion

|

-». Tiempo: 24 horas

Filtrado

| B

Extracto k

|

il [] Stock: 100 mg/mL

Envasado

Figura 2. Flujograma de preparacién del extracto metandlico.

3.5.2.2. Extracto acuoso

Para la preparacién de las muestras vegetales (hoja y corteza) se

pes6 25 g de cada muestra molida y envasada, la que se puso en remojo en
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250 mL de agua destilada por; un périédo de 10 minutos, posteriormente se le
sometié a coccion durante 30 minutos, en este proceso la muestra debe ser
constantemente agitada de tal forma que no se evapore el contenido de agua;
posteriormente de cumplido el periodo de cocciéon se procedié a enfriar el
extracto obtenido a temperatura ambiente por un periodo aproximado de 30
minutos para proceder al filtrado del extracto; luego se centrifuga el extracto
obtenido a 5000 rpm por un intervalo de 10 minutos a una temperatura de 4 °C,
este extracto tiene un periodo de latencia no mayor a las 24 horas desde su

preparacion, de tal forma que mantenga sus propiedades naturales (Figura 3).

Muestra (Hojas y Corteza)
25 g. muestra

18

Macerado
250 mL Agua destilada

1 -» Tiempo: 10 min.

Tiempo: 30 min.

Agitacion

T° ambiente 30 min.

Filtrado

g r —» Tiempo: 10 min.
Centrifugado =
1 ~-» Veloc: 5000 rom (4 °C)
Extracto ~-» : []Stock: 100 mg/mL
1 Periodo no mayor a 24
Envasado ~~%» : horas. H

Figura 3. Flujograma de preparacién del extracto acuoso.
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3.5.3. Determinacion de la capacidad antioxidante
3.5.3.1. Inhibicién por el radical DPPH

Para determinar la capacidad antioxidante por el método del DPPH,
se uso el reactivo 2,2-Di(4-tert-octylphenyl)-1-picrylhydrazyl (DPPH) el que se
disolvié en metanol al 95%, este radiqal libre (DPPH) es estable y se utiliza
como indicador para medir la capacidad de secuestro de cualquier compuesto
que posea actividad antioxidante. El principio del método DPPH consiste en la
sustraccion de un atomo de hidrégeno proveniente de un donador (extractos)
para generar el compuesto difenilpicrilhidrazine y una especie radical. En este
proceso, la reaccién desarrolla un cambio de color violeta a amarillo a medida
que disminuye la absorbancia; las concentraciohes de los extractos usados en
las reacciones fueron: 10, 30, 100, 300, 1000 ug/ml. La reaccién se generd en
una cubeta de poliestireno (1 cm x 1 cm x 4,5 cm), con un volumen de 25 L de
muestra y 975 pL de radical DPPH. Luego inmediatamente se procedié a la
lectura correspondiente utilizandose un espectrofo{émetro, las lecturas se
registraron a 515 nm de absorbancia en intervalos de 30 segundos por espacio
de 5 minutos. La capacidad de secuestro de DPPH fue determinado por la

siguiente expresion (OKAWA et al., 2001):

% Inhibicién DPPH= [(Ac — Am)/Ac] x 100
Donde:
Ac:  Absorbancia del control, DPPH.

Am: Absorbancia de la muestra en funcién al tiempo (5 min.).



24

El porcentaje de inhibicion de DPPH, obtenido con cada una de las
concentraciones de los extractos vegetales, fue utilizado para determinar el
coeficiente de inhibicion de DPPH (ICso); El cual nos indica la cantidad de
extracto (metandlico, acuoso) en pg/ml, requerido para inhibir el 50 % del

radical libre DPPH (LEBEAU et al., 2000).

Los resultados de la capacidad de inhibir DPPH (1Cs0) por efecto de
las concentraciones (10, 30, 100, 300, 1000 ug/ml) fueron analizados mediante
el disefio randomizado (DCA) con tres repeticiones usando la prueba de t y
ANOVA. Para niveles donde exista significacion estadistica se aplic la prueba
de Duncan P > 0,01. El mismo disefio estadistico se aplicé para determinar la
capacidad antioxidante de los extractos (ICs0). El esquema experimental se

presenta en la Figura 4.

3.5.3.2. Inhibicion por el radical peroxilo

El método para el analisis del radical de perdxilo, se realizd
mediante el parametro de radical-interceptacién total del perdxilo (TRAMPA)
(Bartosz, Janaszewska, Ertel, y Bartosz, 1998; Van Overveld, Haenen,
Rhemrev, Sandoval Et al., 2000; Vérmeiden, 2000), que se usa para estudiar
los antioxidantes en liquidos biolégicos. Los radicales de peroxilo fueron
generados por 2,2’-azobis (2-methylpropionamidine) dihydrochloride (ABAP). El
experimento se us6 para evaluar el indice de peroxidacién determinado por la

disminucioén de la absorbancia.
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Para efectos del trabajo de experimentacion, el método fue
aplicado con algunas variantes tales como: El contenido comin de la solucion
es de 2.25 uM, 2,2-azinobis (acido 3-etilbenzotiazolino-6-acido sulfonico)
(ABTS) v 20 mM, 2,2'-azobis(2-amidopropano) hidrocloride (ABAP), en el
almacenador intermediario de PBS (50 mM de fosfato, 0,9% NaCl, pH 7.,4)
fueron preparados e incubados a 70 °C en bafio maria por 20 minutos,
cubiertos con papel metalico, luego se dejé enfriar a temperatura de ambiente,
la muestra resultante es una solucién de color verde con una absorbancia de
aproximadamente 0.7-0.8 a 414 nm. La inhibicion de los radicales del peroxilo
se determindé agregando 10 pyL de muestra en 990 uyL de la soluciéon de
radicales en una cubeta de poliestireno (1 cm x 1 cm x 4,5 cm) el cual es
determinado por la decoloracion de la solucion de radicales ABTS, el cual fue
medido cada 30 segundos durante 5 minutos a través del espectrofotometro.
La capacidad de secuestro del radical peroxilo fue determinado por

la siguiente expresion (OKAWA et al., 2001):

% Inhibicién PEROXILO = [(Ac — Am)/Ac] x 100
Donde:
Ac : Absorbancia del control, Peroxilo.

Am : Absorbancia de la muestra en funcién al tiempo (5 min).

El porcentaje de inhibicién del radical de peroxilo fue obtenido con
cada una de las concentraciones de los extractos vegetales que fueron
utilizados para determinar el coeficiente de inhibicién de radical peroxilo (ICso).

Este coeficiente indica la cantidad de extracto vegetal (metandlico y acuoso) en
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ug/mi, requerido para inhibir el 50 % del radical libre peréxilo (LEBEAU et al.,
2000).

Los resultados de la capacidad de inhibir el radical perdxilo (ICs0)
por efecto de las concentraciones (10, 30, 100, 300 ug/mi), fueron analizados
mediante el disefio randomizado (DCA) con tres repeticiones usando la prueba
de t para la hoja y corteza evaluadas y ANOVA para la evaluacion de las
especies en estudio. Para niveles donde exista significacion estadistica se
aplico la prueba de Duncan P > 0,01. El esquema experimental se presenta en

la Figura 4.

3.5.3.2. Determinacién de polifenoles totales

El contenido de polifenoles totales de los extractos metandlicos y
acuosos se determind utilizando el método del reactivo Folin-Ciocalteu Se
prepararon las soluciones stocks de NaCO3 al 20% y 1 mM (+)-Catequin en 10
mL de metanol y se prepararon tubos de ensayo en los cuales se agreg6é 1.58
mL de agua destilada desionizada (ddH,0) a cada uno de ellos y 20 uL de
muestra, control y estandares y se inclind ligeramente; en los tubos controles
se agregd 20 pL de agua destilada desionizada, luego se agreg6 100 puL de la
solucion de fenoI‘Folin-CiocaIteu y se procedié a mezclar nuevamente para
luego incubar por 1 minuto a temperatura ambiente; para neutralizar la reaccion
se agregd 300 ul de NaCOj3 al 20% y se dejo6 incubar por 2 horas a temperatura

ambiente, tiempo en el que hay una completa reaccion SANDOVAL (2002).
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Para determinar la cantidad de compuestos fenodlicos producidos

durante la reaccién, se agregd 1 mL de muestra control o estandar en una
cubeta de poliestireno (1 cm x 1 cm x 4.5 cm) y luego se procede a la lectura
de la absorbancia mediante el espectrofotometro a una longitud de onda de
700 nm, los resultados fueron éxpresados en contenido de gramos de

Catequina/gramos de muestra.

Los resultados del contenido de polifenoles totales por efecto de las
concentraciones (10, 30, 100, 300, 1000 ug/ml) fueron analizados mediante el
disefio randomizado (DCA) con tres repeticiones usando la prueba de t para las
partes (hoja y corteza) de_Ia especies evaluadas y ANOVA para las especies
en estudio. Para niveles donde exista significacion estadistica se aplicé la

. prueba de Duncan P > 0,01; como se ilustra en la Figura 4.
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T1 T2 T3 T4 T5 T6
A 4 A\ 4 Y A 4 A 4 \ 4 -
1 1 1 [ ] 1 1
Hoja Corteza Hoja Corteza Hoja Corteza Hoja  Corteza Hoja  Corteza Hoja  Corteza
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Figura 4. Esquema experimental para determinar la capacidad antioxidante y el contenido de polifenoles en los tratamientos

evaluados.
Donde:

T1 = Tratamiento correspondiente a la especie, Inga edulis (Vell) Mart. “guaba”.

T2 = Tratamiento correspondiente a la especie, Senna alata (L.) Roxb. “retama tropical”.

T3 = Tratamiento correspondiente a la especie, Copaifera paupera (Herzog) Dwyer “copaiba”.

T4 = Tratamiento correspondiente a la especie, Erythrina fusca Loureiro “amasisa con espina”.

T5 = Tratamiento correspondiente a la especie, Cajanus cajan (L.) Millap. “frijol de palo”.

T6 = Tratamiento correspondiente a la especie, Parkia velutina Benist “pashaco curtidor”.



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Evaluacion de la capacidad antioxidante
4.1.1. Inhibicién del radical DPPH

Los resultados para determinar la actividad antioxidante del radical
DPPH en el extracto metandlico y acuoso, en hojas y corteza, representados
en los cuadros, en los cuales se puede ver y comparar la eficiencia de inhibir
radicales, determinandose el IC50; el cual representa la cantidad de extracto en
(ug/ml) requerido para inhibir el 50% del radical DPPH, usado en la reacéién,

en base a la maxima Inhibicién lograda en cada reaccién.

Los resultados de la capacidad antioxidante en hojas del extracto
metanolico se reportaron (Cuadro 2); indican que las muestras con mayor
capacidad de inhibir el radical libre DPPH, fueron: (a) el T3 C. paupera .
“copaiba” con 50,960 * 16,671 pg/mi, (b) las muestras de T6 P. velutina
“pashaco curtidor” con 107,556 + 23,784 pg/ml; y (¢) el T1 I. edulis “guaba”
136,684 + 16,670 pg/ml, estas muestra presentan una excelente capacidad de
inhibir radicales, indiCando estadisticamente que no existe diferencia
significativa (P > 0,01) entre estas muestras; comparado con lo reportado por
DAZA (2004), en la muestra de hoja colectada a las 05:00 a.m. de

Calycophyllum spruceanum (Benth)., con un valor de inhibicion del radical
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DPPH de 37,148 + 5,565 ug/ml. Mientras que el TS C. cajan “frijol de palo”
465,539 + 75,257 pg/ml indicé una moderada capacidad de inhibicién, el T4 E.
fusca “amasisa con espina” 1300,076 + 98,861 yg/ml y el T2 S. alata “retama
tropical” con un valor 2281,276 + 328,110 pg/ml, nos demuestran su baja
capacidad antioxidante para inhibir el 50% del radical DPPH, asi mismo estos
tres tratamientos estadisticamente demostraron significancia estadistica (P <
0,01); esta capacidad de inhibicion del radical DPPH comparado con la
evaluacion de hoja de la especie C. spruceanum (Benth), nos indica el bajo

poder antirradical de estos tres tratamientos.

Cuadro 2. Inhibicién del radical DPPH con extracto metandlico de hojas.

Significacion Maxima

Tratamientos ICs0, ug/ml L
(a=0,01) Inhibicién, %

T3 C. paupera.

50,960 £ 16,671 a 92,835+ 0,534
“copaiba”
T6 P. velutina.
107,556 £23,784 a b 92,748 £ 0,213
“pashaco curtidor”
T1 1. edulis.
136,684 +16,670 a b 91,904 + 1,489
“guaba!l
T5 C. cajan.
) 465,539 + 75,257 b 88,433 £ 3,736
“frijol de palo”
T2 S. alata.
_ 1300,076 + 98,861 c 86,853 £ 0,556
“retama tropical”
T4 E. fusca. o
2281,276 + 328,110 d 64,410+7,551

“amasisa con espina”

Letras iguales unidas en columna no existe significacion estadistica.
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La evaluacion de la actividad antioxidante de la corteza en extracto

metandlico siendo las muestras: (a) T3 C. paupera. “copaiba” con 90,119
18,575 pg/ml, la muestra que presenté mayor capacidad de inhibicién del
radical; (b) T1 /. edulis. “guaba” 150,626 + 21,559 ug/ml; y (c) T6 P. velutina.
“pashaco curtidor” con 368,410 * 58,828 ug/ml; estas tres muestras
presentaron una buena eficiencia al inhibir el radical DPPH. Si comparamos la
capacidad antioxidante de la corteza colectada a las 07:00 a.m. de C.
spruceanum (Benth). Con un valor de 52,352 + 2,669 pug/ml DAZA (2004), con
el T3 corteza C. paupera. “copaiba” esta es la que mantiene una similitud en
cuanto a la capacidad de secuestro de radicales libres. El tratamiento que
presentdé una moderada actividad antioxidante fue el T5 C. caj'an. “frijol de palo”
con 773,740 + 115,733 ug/ml, mientras que las muestras del T2 S. alata.
‘retama tropical” con 1538,904 + 321,030 ug/ml y el T4 E. fusca. “amasisa con
espina” con un valor de 8995,299 + 305,836 ug/ml, presentan una actividad
antioxidante baja; siendo el T4 corteza de E. fusca. “amasisa con espina” la
que presenta la menor actividad antioxidante al momento de inhibir el radical

DPPH (Cuadro 3).

La capacidad antioxidénte de las muestras en éxtracto metanolico
de las hojas demostraron tener mejor capacidad de inhibicion del radical DP‘PH
en comparacién con la corteza, esta relacion hoja-corteza en cuanto a la
capacidad antioxidante de estas partes evaluadas lo reporté DAZA (2003) para
la especie C. spruceanum (Benth) siendo la hoja la que presento mayor

capacidad de inhibiciéon de radicales DPPH. Mientras que la muestra del T1
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hojas de C. paupera. “copaiba” con un valor de 50,960 14 16,671 pg/ml
demostro ser mas eficiente que el T1 corteza C. paupera. “copaiba” con 90,119
+ 18,575 ug/ml, y el T4 de E. fusca. “amasisa con espina” con valores de
inhibicién en hojas de 2281,276 + 328,110 ug/ml y en la corteza con 8995,299

+ 305,836 pg/ml fueron las muestras con una menor eficiencia para inhibir

radicales DPPH.

Cuadro 3. Inhibicién del radical DPPH con extracto metandlico de corteza.

Significacion Maxima

Tratamientos ICs0, pg/ml L
(a=0,01) Inhibicion, %

T3 C. paupera.

90,119+ 18,575 a 91,217 + 0,341
“copaiba”’
T1 1. edulis. A
' 150,626 £ 21,559 a 93,839 £ 1,655
llguaba”
T6 P. velutina. :
368,410+£58,828 a b 91,102 £ 6,096
. “pashaco curtidor”
T5 C. cajan.
773,740 £ 115,733 b 62,889 + 8,032
“frijol de palo”
T2 S. alata.
1638,904 + 321,030 c 78,303 £6,710
‘retama tropical”
T4 E. fusca.
8995,299 + 305,836 d 54,435+%1,816

“amasisa con espina”

Letras iguales unidas en columna no existe significacion estadistica.

La actividad antioxidante del extracto metandlico para las hojas y
corteza de los tratamiento evaluados indican el rango de secuestro del radical.

Para las hojas se obtuvieron los siguientes resultados: T3 hoja de C. paupera.
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“copaiba” con 50,960 + 16,671 pg/ml y la hoja del T4 E. fusca. “amasisa con
espina” con 2281,276 + 328 ug/ml. En el caso de la corteza, el T3 C. paupera.
“copaiba” con 90,119 + 18,575 ug/ml y el T4 E. fusca. “amasisa con espina” con
8995,299 + 305,836 pg/ml, las muestras que presentaron mayor rango de
secuestro del radical. Para las hojas la muestra del T3 hoja de C. paupera.
“copaiba” fue la de mayor capacidad antioxidante mientras que el T4 corteza de
E. fusca. “amasisa con espina” presenté baja capacidad antioxidante (Figura

5).

La relacién existente entre la capacidad de inhibir radicales libres
para las hojas en el extracto metandélico es de 1:20, en otras palabras el T3 C.
paupera. “copaiba” necesita 1 (50,960 ug/ml) para inhibir el 50% de radicales
mientras que el T4 E. fusca. “amasisa con espina”, necesita 20 veces el valor
del T3 hoja de C. paupera. “copaiba” para poder inhibir el 50% de los radicaies
DPPH. La misma relacién se aplica en el caso de la capacidad antioxidante; de
la corteza mientras que la relacion es de 1:100, lo cual indica que el T3 corteza
de C. paupera. “copaiba” es 100 veces mas eficiente para inhibir radicales que

el T4 corteza de E. fusca. “amasisa con espina”.

Asi mismo, la relacién entre hojas y corteza de los tratamientos con
mayor capacidad antioxidante indica una relacion de 1:2, siendo la hoja del
extracto metandlico del T3 C. paupera. “copaiba” la que posee una mayor
capacidad de inhibir radicales DPPH, comparado con la corteza en el mismo

tratamiento.
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T1,2.....cm: Evaluacion de la corteza en extracto metandlico.

Figura 6. Capacidad antioxidante (ICso) en hoja y corteza de los tratamientos

evaluados, en extracto metandlico para el radical DPPH.

Los resultados obtenidos del extracto acuoso en hojas
determinaron que los tratamientos evaluados, ho presentaron significancia
estadistica entre las muestras, del T3 C. paupera. “copaiba” con 131,568 *
19,996 ug/ml, T1 I. edulis. “guaba” con 185,915_11 17,416 ug/ml, T6 P. velutina.
“pashaco curtidor” con 257,361 £ 24,482 ug/mly eI.T5 C. cajan. “frijol de palo”
con 471,878 + 20,871 ug/ml; siendo el T3 hoja de C. péupera. “copaiba” la
muestra que presento mayoi‘ actividad inhibitoria del radical DPPH, mientras
que los tratamientos T2 S. alata. “retama tropical” con 833,548 + 95,921 ug/mly
el T4 E. fusca. “amasisa con espina” con 1606,29 + 314,951 ug/ml, presentan

un menor capacidad de inhibicién del radical DPPH (Cuadfo 4).
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Cuadro 4. Inhibicién del radical DPPH con extracto acuoso de hojas.

Significacion Maxima

Tratamientos 1Cs0, pg/ml L
(a=0,01) Inhibicién, %

T3 C. paupera

131,568 + 19,996 a 90,830 + 0,741
“copaiba”
T1 1. edulis '
185,915+£17,416 a 89,161 £ 0,630
“guaba"
T6 P. velutina :
257,361+£24,482 a 93,404 £ 1,787
“pashaco curtidor”
T5 C. cajan.
471,878 £ 101,606 a 90,328 £ 1,460
“frijol de palo”
T2 S. alata.
833,548 £ 95,921 b 74,385 £ 4,237
“retama tropical”
T4 E. fusca.
1606,29 + 314,951 c 84,667 + 2,161

“amasisa con espina”

Letras iguales unidas en columna no existe significacion estadistica.

La eficiencia de la corteza del T3 C. paupera. “copaiba” con
198,319 + 25,497 ug/ml, T1 /. edulis. “guaba” 307,393 + 18,580 ug/mly el T6 P.
velutina. “pashaco curtidor” 745,464 + 160,834 pug/ml, mostraron mayor
capacidad para inhibir el 50% del radical DPPH. La muestra que tuvo mejores
resultados para capturar radicales fue el de la corteza del T3 copaiba; mientras
que la muestras del T5 C. cajan. ‘frijol de palo” con 1723,351 + 75,669 pg/ml y
el T2 S. alata. ‘retama tropical” con un valor de 1751,83 + 183,940 no
presentaron significancia estadistica y un moderado poder antioxidante;
mientras que el tratamiento que presentd significancia estadistica respecto a

todos las muestras evaluadas y con un bajo potencial para inhibir el 50% de los
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radicales DPPH, fue la corteza de la muestra del T4 E. fusca. “amasisa con

espina” con 8716,947 + 200,238 pg/ml (Cuadro 5).

Cuadro 5. Inhibicién del radical DPPH con extracto acuoso de corteza.

Significaciéon Maxima

Tratamientos ICs0, pg/ml L
(a=0,01) Inhibicién, %

T3 C. paupera

198,319 £ 25,497 a 88,433 + 1,160
“copaiba”
T1 1. edulis
307,393 £ 158,103 a 90,691 + 1,188
uguaban V
T6 P. velutina
745,464 t+ 160,834 a 64,476 + 11,762
‘pashaco curtidor”
T5 C. cajan.
1723,351 + 484,624 b 82,926 + 5,742
“frijol de palo”
T2 S. alata. ‘
1751,83 + 183,940 b 71,224 £ 10,142
“retama tropical”
T4 E. fusca.
8716,947 + 200,238 c 52,648 £ 0,926

“amasisa con espina”

Letras iguales unidas en columna no existe significacion estadistica.

Los resultados muestran las diferencias para inhibir el 50% del
radical DPPH entre la hoja y la corteza de las muestras evaluadas; en donde
las hojas présentan mayor capacidad de inhibicion que la corteza y una
distribucién homogénea hoja-corteza en cuanto a la inhibicién de radicales para
cada tratamiento evaluado, asi mismo el T3 hoja de C. paupera. “copaiba” con
131,568 + 19,996 pg/ml presentd una buena capacidad de inhibir radicales

mientras que la corteza del mismo tratamiento presenté 198,319 + 25,497
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pg/ml, mostrando una relacién de 1:1,5 del potencial para capturar radicales
DPPH. Asi mismo, la muestra que presenté un bajo poder para la captura de
radica~lves fue el T4 E. fusca. “amasisa con espina” con valores para las
muestras de hoja de 1606,29 + 314,951 ug/ml y corteza de 8716,947 + 200,238

pg/ml, con una relacién de 1:5 del potencial para inhibir el 50% del radical

DPPH (Figura 6).
_ 8716,947
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Figura 6. Capacidad antioxidante (ICso) en hoja y corteza de los tratamientos

evaluados, para el extracto acuoso con el radical DPPH.
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En los resultados obtenidos de las evaluaciones de los extractos

metandlicos y acuosos para la hoja y corteza, los cuales demostraron:

Para el extracto metanélico no existe significancia estadistica
(P>0,01) entre las partes evaluadas (hoja y corteza) de los tratamientos T1 /.
edulis. “guaba”, T2 S. alata. “retama tropical’, T3 C. paupera. “copaiba” y T5 C.
cajan. ‘frijol de palo”; mientras que el T4 E. fusca. “amasisa con espina”y T6 P.
ve/utina. “pashaco curtidor” mostraron significancia (P < 0,01) entre la hoja 'y
corteza, como se ilustra en Cuadro 6, en el cual sel puede observar las

variaciones entre las partes evaluadas (hoja y corteza) de los tratamientos.

Mientras que para el extracto acuoso evaluado, los T1 /. edulis.
‘guaba”, T2 S. alata. ‘retama tropical’, T3 C. paupera. “copaiba” no fue
significativo para la hoja y corteza évaluada estadisticamente para (P>0,01);
mientras que las muestras de los T4 E. fusca. “amasisa con espina”, T5 C.
cajan. ‘frijol de palo” y T6 P. velutina. “pashaco curtidor” mostraron significacion

estadistica entre las partes evaluadas para (P < 0,01) (Cuadro 6).



Cuadro 6. Analisis comparativo de las partes evaluadas (hoja y corteza) de los

tratamientos para determinar su actividad antioxidante

"Promedios

Especie Componente
Metandlico Acuoso
T1 1. edulis. Hojas 136,684 185,915
“guaba” Corteza 150,626 307,393
T2 S. alata. Hojas 1300,076 833,548
“retama tropical” Corteza 1638,904 1723,351
T3 C. paupera. Hojas 50,96 131,568
“copaiba” Corteza 90,119 198,31 9
T4 E. fusca. Hojas 2281,276 1606,29
“amasisa con espina” Corteza 8995,299 - 8716,947
T5 C. cajan. Hojas - 465,539 471,878
“frijol de palo” Corteza 773,74 1751,83
T6 P. velutina. Hojas 107,556 257,361
“pashaco curtidor” Corteza 368,41 745,464

Letras iguales unidas en columna no existe significacion estadistica.

Los valores obtenidos del coeficiente de inhibicién (ICso), tanto para
el extracto metandlico como para el acuoso en las hojas y corteza, mostraron
una éptima capacidad antioxidativa de la muestra del T3 hoja de C. paupera.

“copaiba” con 50,96 ug/ml en la extraccion con metanol; mientras que para la
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muestra extraida con agua también fue el T3 hoja de C. paupera. “copaiba”

con 131,568 ug/ml el que tuvo mayor capacidad de inhibir el radical DPPH.

Asi mismo, los valores de inhibicion del radical DPPH para las
m_uéstras en extracto metandlico y acuoso, permiten afirmar que el extracto
metandlico presenté el valor mas alto de inhibicion del radical y esto
principalmente a la capacidad de extraer los diferentes metabolitos presentes

en las hojas y cortezas de las muestras evaluadas.

De los tratamientos evaluados las hojas de las muestras de los
diferentes tratamientos evaluados, presentaron una mayor capacidad de inhibir
los radicales DPPH comparado con las muestras de corteza, si bien el analisis
estadistico mostré6 que no todos los tratamientos presentaron diferencias

estadistica (P > 0,01), entre las partes evaluadas (hoja y corteza).

En adicién, los valores de I1Cso del T3 hoja de C. paupera. “copaiba”
con un valor de 50,960 + 16,671 pyg/ml en extracto metandlico son muy
similares a los obtenidos en estudios de la actividad antioxidativa para Camellia
sinensis “te verde” con 47,47 ug/ml (MELCHOR, 2000) y también reportado por
(SANDOVAL et al., 2002) para diferentes tipos de te verde provenientes de

Japén y China.

Asi mismo (DAZA, 2004), obtuvo valores de ICso para

Callycophyllum spruceanum “Capirona” en extracto de acetona/agua, 52,352 +
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2,669 ug/ml, frente al radical DPPH, esto nos demuestra que el T3 C. baupera

(Herzog), presenta un eficiente poder antioxidante del radical DPPH.

4.1.2. Inhibicion del radical peroxilo

Para determinar la eficiencia vy capacidad antioxidante de Ios_
tratamientos frente al radical Perdxilo, tanto en los extracto metandlico y
acuoso en hojas y corteza respectivamente, se presentan los siguientes
cuadros en los que se puede apreciar y comparar la eficiencia de inhibir
radicales, a través de la determinacion del ICso, y asi definir la cantidad
necesaria de una muestra pafa inhibir el radical peréxilq en un 50% usado en
la reaccién, en base a la maxima Inhibiciéon lograda en cada reaccion.

Los resultados de la evaluacion del extracto metanélico en hojas,
determinaron la eficiencia de inhibir el radical perdxilo de las muestras, siendo
las muestras con los valores mas altos de inhibicion: (a) T3 Copaifera paupera.
“copaiba”, con un valor de 12,898 + 1,588 ug/ml, (b) T6 Parkia velutina.
“pashaco curtidor” con 19,865 * 6,364 pg/ml y (c) T1 Inga edulis. “guaba” con
38,534 + 8,041 uyg/ml; estas muestras de los tratamientos evaluados son mas

eficaces, comparado con las muestras de los TS Cajanus cajan. ‘frijol de palo”

H

con 67,395 * 9,167 ug/ml, el T2 Senna alata. ‘retama tropical” con 118,761

28,470 pg/ml y el T4 Erythrina fusca. “amasisa con espina” con 183,932

H

19,863 pg/ml siendo este ultimo tratamiento el que presenta la mas baja

capacidad de secuestrar radicales peroxido (Cuadro 7).
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Cuadro 7. Inhibicion del radical perdxilo con extracto metandlico de hojas.

Tratamientos

ICso, ug/ml

Significacion

Maxima

_ (a =0,01) Inhibicion, %
T3 C. paupera. :
patip 12,898 + 1,588 a 87,419 £ 1,143
“copaiba”
T6 P. velutina.
19,865 + 6,364 a 92,217 + 1,465
“pashaco curtidor”
T1 1. edulis.
38,534 + 8,041 a b 93,486 + 3,182
“guaba”
T5 C. cajan.
67,395 + 9,167 b 88,371+ 1,270
“frijol de palo”
T2 S. alata.
118,761+28,47 c 88,726 + 1,888
‘retama tropical” .
T4 E. fusca.
183,932 + 19,863 d 69,766 + 2,568

“amasisa con espina’

Letras iguales unidas en columna no existe significacion estadistica.

El extracto metandlico de la corteza del T3 C. paupera. “copaiba”

con 18,576 £ 3,656 pg/ml, T1 /. edulis. “guaba” con 35,074 + 6,079 ug/ml, T6

P. velutina. “pashaco curtidor” con 57,14 + 8,206 ug/mly el T2 S. alata. “retama |

tropical” con 76,883 + 7,770 ug/ml; no presentaron diferencia significativa entre

estas; mientras que para las muestras de los T5 C. cajan. “frijol de palo” con

167,065 £+ 16,115 pg/mi y el T4 E. fusca. “amasisa con espina” con 601,604 +

87,806 pg/ml, existe significancia estadistica. Asi mismo, demuestra la

excelente capacidad antioxidante de la muestra del T3 C. paupera. “copaiba”,

mientras que el T4 E. fusca. “amasisa con espina” demostré una baja

capacidad de inhibir el radical peréxido (Cuadro 8).
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Cuadro 8. Inhibicién del radical peroxilo con extracto metandlico de corteza.

Significacion Maxima
Tratamientos ICs0, pg/ml L
(a = 0,01) Inhibicion, %
T3 C. paupera.
18,576 + 3,656 a 91,475 + 1,447
“copaiba”
T6 P. velutina. '
35,074 £ 6,079 a 88,598 + 3,091
“pashaco curtidor”
T1 1. edulis.
57,14 + 8,206 a 96,479 + 1,191
“guaba"
T2 S. alata.
76,883 £7,770 a b 90,488 + 3,371
“retama tropical”
T5 C. cajan.
) 167,065+16,115 b 79,391 £ 6,714
“frijol de palo”
T4 E. fusca.

“amasisa con espina”

601,604+ 87,806

68,515 + 3,419

Letras iguales unidas en columna no existe significacion estadistica.

Las muestra preparadas en metanol presentaron mayor capacidad para

inhibir el radical peroxilo; siendo el T1 hoja y corteza de C. paupera “copaiba” y

el T6 hoja P. velutina “pashaco curtidor” las de mejores resultados; asi mismo

las muestras que tuvieron menor eficiencia fueron el T4 E. fusca. “amasisa con

espina” en hojas y corteza respectivamente. La relacién de inhibicién entre la

muestra con mayor valor de inhibicién y la de menor es de 1:50; lo cual nos

indica que el T4 corteza de E. fusca. “amasisa con espina” es 49 veces menos

eficiente (601,604 + 87,806 pg/ml) que el T3 hoja de C. paupera. “copaiba”

(12,898 + 1,588 pg/ml) (Figura 7).
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Figura 7. Capacidad antioxidante (ICso) en hoja y corteza de los tratamientos

evaluados, en extracto metandlico para el radical peréxilo.

La eficiente capacidad para inhibir el radical peréxilo en hojas de la
muestras del T3 C. paupera. “copaiba”, con 18,231 + 3,991 pug/ml, seguido de
el T1 1. edulis. “guaba” con 47,662 + 4,700 ug/ml, T5 C. cajan. ‘frijol de palo”
con 61,436 + 22,664 ug/ml y el T2 S. alata. ‘retama tropical” con 86,517 +
9,981 pg/ml, los cuales presentah una‘ buena capacidad de inhibir radical
.peic'ggi,_lo- y no existe significancia éstadistica entre los valores del ICso de estos
tratamientos, asi mismo las muestras de el T6 P. velutina. “pashaco curtidor”
con 122,608 + 58,561 pug/ml y la muestra del T4 E. fusca. “amasisa con espina”
con 143,167 + 5,635 pg/ml, indicaron un‘a baja capacidad antioxidante

presentando significancia estadistica (P<0,01) con respecto a los otros

tratamientos evaluados (Cuadro 9).
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Cuadro 9. Inhibicién del radical peréxilo con extracto acuoso de hojas.

Significacién Maxima

Tratamientos ICs0, ug/ml L
(o =0,01) Inhibicion, %

T3 C. paupera

18,231 £ 3,991 a 96,389 £ 0,428
“copaiba”
T1 1. edulis
47,662 + 4,700 a 94,975 + 0,729
“guaba"
T5 C. cajan.
61,436 £ 22,664 a b 92,213 £ 1,179
“frijol de palo”
T2 S. alata.

86,517 + 9,981 a b ¢ 90,229 + 1,833
“retama tropical”

T6 P. velutina
“pashaco curtidor”
T4 E. fusca.

“amasisa con espina”

122,608 + 58,561 b ¢ - 95521+1,077

143,167 + 5,535 c 87,785 + 1,882

Letras iguales unidas en columna no existe significacion estadistica.

Las evaluaciones a la corteza en extracto acuoso nos indican que
las muestras con mayor valor de inhibicion ICso fueron el T3 C. paupera
“copaiba” con 48,053 £ 9,131 ug/ml, T1 /. edulis. “guaba” con 49,972 + 1,315
pug/ml, el T6 P. velutina. “pashaco curtidor” con 52,008 + 11,008 pg/ml, el T2
S. alata. “retama tropical” con 100,6'16 + 57,714 yg/ml y el T5 C. cajan. “frijol
de palo” 151,337 + 25,283 pg/ml, donde la evaluacién estadistica indicoé que no
hay significancia (P > 0,01) entre estos tratamientos, pero para la muestra del
T4 E. fusca “amasisa con espina” con 324,583 + 83,510 pg/ml, presento
significaciéon estadistica para (P < 0,01) con los tratamientos y la relacion entre

la muestra con mayor efectividad para inhibir radicales fue el T3 corteza de C.
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paupera. “copaiba” con una relacién de 1:7 con el T4 E. fusca. “amasisa con
espina” el cual presenté menor eficiencia, demostrando la efectividad del T1 C.

paupera. “copaiba” (Cuadro 10).

Cuadro 10. Inhibicién del radical peréxilo con extracto acuoso de corteza.

Significacion Maxima

Tratamientos ICso0, pg/ml .
(a=0,01) Inhibicion, %

T3 C. paupera.

48,053 + 9,131 a 95,605 £ 0,090
“copaiba”
T1 1. edulis.
49,972 + 1,315 a 96,050 £ 0,421
“guaba”
T6 P.velutina.
- 52,008 + 11,008 a 94,942 £ 0,130
“pashaco curtidor”
T2 S. alata.
_ 100,616 £ 57,714 a 87,087 £6,843
‘retama tropical” : .
T5 C. cajan. '
151,337 £ 25,283 a 70,507 + 3,310
“frijol de palo”
T4 E. fusca.
324,583 £ 83,510 b 86,943 £ 1,095

“amasisa con espina”

Letras iguales unidas en columna no existe significacion estadistica.

La actividad antioxidante del extracto acuoso de los tratamientos
frente al radical peréxilo, cuyos resultados, indican que el T3 hoja de C.
paupera. “copaiba” presento mayor capacidad de inhibir al radical en hoja y
corteza, mientras que el T4 corteza de E. fusca. “amasisa con espina” presento
el valor mas bajo de inhibicién en las diferentes partes evaluadas. La relacién
entre la capacidad de inhibicién del radical peréxilo de las muestras del T3 hoja

de C. paupera. “copaiba” y el T4 corteza de E. fusca. “amasisa con espina” fue
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de 1:18 dejando demostrada la eficiencia del T3 hoja de C. paupera. “copaiba”

frente a las muestras evaluadas para inhibir el radical peréxilo (Figura 8).

Asi mismo se puede ver la eficiencia de la hoja comparado con la
corteza para inhibir el radical peréxilo en los diferentes tratamientos evaluados,
excepto en el T6 P. velutina. “pashaco curtidor” en el cual la corteza presenta

mayor eficiencia comparado con la hoja para inhibir el radical.

%50 5] Evaluaciones en hojas. : 324 583

1. Evaluaciones en corteza
300

250+
200-

150

IC50, ug/ml

100

50+

T3ha T3ca T1ha T1ca T6ha T6ca T2ha T2ca TSha TSca T4ha T4ca

TRATAMIENTOS EVALUADOS

T1,2.....ha Evaluacion de las hojas en extracto acuoso
T1,2.....ca Evaluaci6n de la corteza en extracto acuoso

Figura 8. Capacidad antioxidante (ICso0) en hoja y corteza de los tratamientos

evaluados, en extracto acuoso para el radical perdxilo.
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El promedio de la capacidad antioxidante de las muestras en

extracto metanélico y acuoso expresado en ICso, de las muestras para las hojas
y cortezas de los tratamientos evaluados en los diferentes tipos de extracto

(Cuadro 11) indicando que:

En el extracto metandlico los T4 E. fusca Loureiro. “amasisa con
espina”, T5 C. cajan. “frijol de palo”, T6 P. velutina. “pashaco curtidor”,
mostraron diferencia entre las partes evaluadas mostrando significancia
estadistica para (P < 0,01); mientras que las muestraé de los; T1 I ‘edulis.
“guaba”, T2 S. alata. “retama tropical’, T3 C. paupera. “copaiba” no presentan
significacién estadistica en su capacidad de inhibir radicales peréxilo en la hoja

y corteza evaluada.

Para el caso de las muestras en el extracto acuoso para las partes
evaluadas (hoja y corteza) de los tratamientos, el T3 C. paupera. “copaiba”
indico diferencia entre la hoja y corteza por lo tanto tiene significacion
estadistica para un nivel de (P < 0,01), con un valores para la hoja de 18,231

Mg/ml y para la corteza de 48,053 ug/mi.

Las muestra que presentaron mayor capacidad inhibitoria frente al
radical perdxilo en extracto metandlico, fue el T3 hoja de C. paupera. “copaiba”
con 12,898 pg/ml, mientras que para el extracto acuoso fue el mismo T3 hoja
de C. paupera. “copaiba” con 18,231 pg/mi estos valores comparados con la

capacidad inhibitoria de la “maca” 430 ug/ml (SANDOVAL, 2002); nos
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demuestra la excelente capacidad inhibitoria del T3 en hoja y corteza de ambos
extractos (acuoso, metandlico) de C. paupera. “copaiba” frente al radical
peroéxilo. Asi mismo el T4 corteza de E. fusca. “amasisa con espina” con un
valor de 601,604 pg/ml para el extracto metandlico y para el extracto acuoso

con 324,583 pg/ml fue el de menor capacidad inhibitoria del radical peréxilo.

Cuadro 11. Andlisis comparativo de las partes evaluadas (hoja y corteza) de los

tratamientos para determinar su actividad antioxidante.

Tipo de extracto

Tratamientos Componente

Metandlico Acuoso
T4 1. Edulis. Hoja 35074 a 47,662 5
“quaba’” Corteza 38534 , 49,972
T2 S. alata, Hoja 76,883 a 86517 a
‘retama tropical” Corteza 118,761 100,616
T3 C. paupera. Hoja 12,898 18,231
“copaiba” Corteza 18,576 , 48,053 ,
T4 E. fusca. | Hoja 183,932 , 143,167 a
“amasisa con espina” Corteza 601,604 b 324,583 a
T5 C. cajan. Hoja 67,395 3 61,436 3
“frijol de palo” Corteza 167,065 »p 151,337 g
T6 P. velutina. Hoja 19,865 g 52,008 3
“pashaco curtidor” Corteza 57,14 p 122,608 3

Letras iguales unidas en columna no existe significaciéon estadistica.
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Como se ha detallado en los anteriores cuadros, el T3 hoja de C.

paupera. “copaiba”, presento un eficiente poder antirradical con 12,898 pg/ml
en extracto metandlico, encontrandose similares resultados para el extracto
acuoso en las hojas de C. paupera. “copaiba” con 18,231 yg/ml, demostrando
la eficiencia frente a los otros tratamientos evaluados al momento de inhibir el
radical peréxilo; mientras que el T4 hoja y corteza de E. fusca. “amasisa con
espina” en extracto metandlico y acuoso presentaron un bajo poder de

inhibicion del radical.

En las evaluaciones se demostré que las hojas presentan mayor
eficiencia en los extractos metandlico y acuoso en los diferentes tratamientos

evaluados.

4.2. Evaluacion del contenido de polifenoles
Los resultados de determinar el contenido de polifenoles nos
permitieron demostrar el excelente contenido de polifenoles de las muestras y

su efecto al momento de inhibir radicales DPPH y peréxilo.

Se demostrd para el extracto metandlico en las hojas de los
tratamientos, el contenido de polifenoles de las muestras expresado en gCat/g
de muestra; resultando la muestra del T3 C. paupera. “copaiba” con 0,1455 +
0,0020 gCat/g de muestra, ser la muestra con mayor contenido de polifenoles;
asi mismo la muestras del T3 C. paupera. “copaiba”, T1 I. edulis. “guaba”, T6 P.

velutina. “pashaco curtidor” y T4 E. fusca. “amasisa con espina”, mostraron
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diferencia en cuanto al contenido de polifenoles totales expresado en gCat/g en
las muestras las cuales indicaron significancia estadistica entre estas muestras
para (P<0,01), mientras que las muestras de los T5 C. cajan. ‘frijol de palo” y el
T2 S. alata. “retama tropical’, no mostraron diferencia significativa para
(P>0,01). Asi mismo el T4 hoja de E. fusca. “amasisa con espina” presento el

menor contenido de polifenoles en comparacién con los tratamientos evaluados

(Cuadro 12).

Cuadro 12. Contenido de polifenoles totales en la hoja del extracto metandlico.

g Cat /g Signifii:acién

Especies Tratamientos Muestra (@ =0,01)
C. paupera. “copaiba” T3 0,1455 £ 0,0020 a

I. edulis. “guaba” T1 0,0579 £ 0,0018 b

P. velutina. “pashaco curtidor” T6 0,0470 + 0,0061 - c

C. cajan. ‘frijol de palo” . T5 0,0215 £ 0,0036 d

S. alata. “retama tropical” T2 0,0211 £ 0,0020 d

E. fusca “amasisa con espina” T4 0,0080 £ 0,0008 e

Letras iguales unidas en columna no existe significacion estadistica.

Las muestras de corteza en extracto metandlico que presentaron
mayor contenido de polifenoles fueron el T3 corteza de C. paupera. “copaiba”
con 0,0463 + 0,0043 gCat/g de muestra, seguida del T1 /. edulis. “guaba” con
0,0321 £ 0,0021 gCat/g los cuales no mostraron significancia y luego el T2 S.

alata. ‘retama tropical” mostré un contenido de 0,0272 + 0,0036 gCat/g
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indicando significacion estadistica para estos tratamientos (P < 0,01); mientras
qu_é el T6 P. velutina. “pashaco curtidor” y el T5 C. cajan. ‘frijol de palo” no
mostraron significancia, el T4 corteza de E. fusca. “amasisa con espina” con un
contenido de 0,0002 £ 0,0001 gCat/g fue la muestra que presenté un menor
contenido de polifenoles y significancia estadistica con los tratamientos

(Cuadro 13).

Cuadro 13. Contenido de polifenoles totales en la corteza del extracto

metandlico.
Especies Tratamientos 9 Catlo Significacion
Muestra (a=0,01)
C. paupera. “copaiba” T3 0,0463 + 0,0043 2
I. edulis. “guaba” T1 0,0321+£0,0021 a b
S. alata. ‘retama tropical” T2 0,0272 + 0,0036 b
P. velutina. “pashaco curtidor” T6 0,0117 £ 0,0019 c
C. cajan.."frijol de palo” T5 0,0064 + 0,0009 c
E. fusca “amasisa con espina” T4 0,0002 £ 0,0001 d

Letras iguales unidas en columna no existe significacion estadistica.

Los resultados del contenido de polifenoles en las muestras de
hoja en los tratamientos evaluados para el extracto acuoso nos indica que la
muestra del T3 hoja de C. paupera. “copaiba” presento 0,0900 + 0,0047 gCat/g

de muestra evaluada siendo la de mayor contenido de polifenoles comparado
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con las muestras evaluadas del T1 /. edulis. “guaba”, T6 pashaco curtidor, T2
S. alata L. “retama tropical’, T5 C. cajan L. ‘frijol de palo”, T4 E. fusca.
“amasisa con espina”. Asi mismo, el analisis estadistico demostré significancia
(P < 0,01); con la muestra de menor contenido de .polifenoles, el T4 E. fusca.
“amasisa con espina” con 0,0092 + 0,0009 gCat/g de muestra, estableciéndose
gue la relacién entre el tratamiento con mayor contenido de polifenoles T3 hoja
de C. paupera. “copaiba” y el que obtuvo el contenido menor T4 hoja de E.
fusca. “amasisa con espina” es de 1 (0,0900): 9 (0,0002) gCat/g por muestra

evaluada (Cuadro 14).

Cuadro 14. Contenido de polifenoles totales en la hoja del extracto acuoso.

g Cat./g Significacion

Especies Tratamientos
Muestra (a =0,01)
C. paupera. “copaiba” T3 0,090 £ 0,0047 a
l. edulis. “guaba” T1 0,0413 £ 0,0014 b
15. velutina. “pashaco curtidor” T6 0,0226 + 0,0032 c
S. alata. “retama tropical” T2 0,0184 + 0,0015 c d
C. cajan.frijol de palo” 5 0,0145 + 0,0011 d e
E. fusca “amasisa con espina” T4 0,0092 + 0,0009 e

Letras iguales unidas en columna no existe significacién estadistica.

La cantidad de 0,0428 + 0,0048 gCat/g para la muestra del T3
corteza de C. paupera. “copaiba” en extracto acuoso (Cuadro 15), esta muestra

presenté el mayor contenido de polifenoles, asi mismo presenté significancia
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para (P < 0,01) respecto a los otros tratamientos; dentro de las muestras
evaluadas el T5 corteza de C. cajan. ‘frijol de palo” presentd un bajo contenido
de polifenoles con 0,0034 £ 0,0007 gCat./g de muestra; asi mismo no presento
significancia estadistica con el T4 corteza de E. fusca. “amasisa con espina”

para (P>0,01).

La relacion entre los tratamientos con mayor contenido de
polifenoles en la corteza del T3 C. paupera. “copaiba” y la de menor contenido
en la muestra del T5 corteza de C. cajan. ‘frijol de palo”, estan en una relacion

de 1(0,0428):12 (0,0034) gCat./g de muestra.

Cuadro 15. Contenido de polifenoles totales en la corteza del extracto acuoso.

g Cat./g Significacion

Especies Tratamientos
Muestra (a=0,01)
C. paupera. “copaiba” T3 0,0428+0,0048 a
S. alata. ‘retama tropical” T2 0,0220+0,0023 b
I. edulis. “guaba” T1 0,0172+0,0012 b ¢
P. velutina. “pashaco curtidor” T6 0,0128+0,0033 c
E. fusca. “amasisa con espina” T4 0,0060+0,0007 d
C. cajan. “frijol de palo” T5 0,0034+0,0007 d

Letras iguales unidas en columna no existe significacion estadistica.
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Las muestras del extracto metandélico, el T2 S. alata. “retama tropical” en

hoja y corteza no presentaron significancia estadistica para (P > 0,01), mientras
que los otros cinco tratamientos presentaron significacion estadistica entre las
partes evaluadas (hoja y la corteza). Mientras que para las muestras del
extracto acuoso en hoja y corteza del T2 S. alata. ‘retama tropical” y el T6 P.
velutina. “pashaco curtidor” no presentaron significacion estadistica entre las
partes evaluadas para (P>0,01); mientras que las muestras del T1 . edulis.
“guaba”, T3 C. paupera. “copaiba”, T4 E. fusca. “amasisa con espina” y el T5 C.
céjan L. frijol de palo” presentaron significancia para la hoja y corteza evaluada

(Cuadro 16).

Del mismo cuadro se puede ver que en el extracto metandlico, la
hoja y corteza del T3 C. paupera. “copaiba”, fue la de mayor contenido de
polifenoles; mientras que el T4 E. fusca. “amasisa con espina” present6 un bajo
contenido de polifenoles en hoja y corteza respectivamente, en comparacion
con los tratamientos. Mientras que para el extracto acuoso el T3 hoja y corteza
de C. paupera. “copaiba” present6 el mayor contenido de polifenoles, mientras
que el menor contenido de polifenoles en hojas lo obtuvo el T6 P. velutina.
“pashaco curtidor’ y para la corteza fue el T5 C. cajan. ‘frijol de palo” el que

presenté el menor contenido de polifenoles.

Se determiné que las hojas presentan mayor contenido de
polifenoles comparado con la corteza en los tratamientos evaluados tanto en

extracto metandlico como en el extracto acuoso, siendo el extracto metandlico
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el que obtuvo mayor extracciéon de polifenoles de las hoja y corteza comparado

con el extracto acuoso.

Cuadro 16. Analisis comparativo de las partes evaluadas (hoja y corteza) de los

tratamientos para determinar su actividad antioxidante.

Promedios

Especies Componente _

Metandlico Acuoso
T1 1. edulis ' Hojas 0,058 a 0,0413 a
“‘guaba” Corteza 0,0321 » 0,0172 »
T2 S. alata. Hojas 0,0272 a 0,022 a
‘retama tropical” Corteza 0,0211 a 0,0183 a
T3 C. paupera Hojas 0,1455 a 0,0901 a
“copaiba” Corteza 0,0463 b 0,0428 b
T4 E. fusca. Hojas 0,008 a 0,0092 a2
“amasisa con espina” Corteza - 0,0002 b 0,006 b
T5 C. cajan. Hojas. 0,0215 a 0,0145 2
“frijol de palo” Corteza 0,0064 b 0,0035 b
T6 P. velutina Hojas 0,047 a 0,0226 2
“pashaco curtidor” Corteza 0,0117 b 0,0128 a

Letras iguales unidas en columna no existe significacién estadistica.

De las diferentes evaluaciones para determinar la capacidad

antioxidante y el contenido de polifenoles descrito en los diferentes cuadros, se
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observa que en la actualidad existe un crecimiento en cuanto a los
conocimientos de la especies reactivas del oxigeno y del nitrégeno (ROS/RNS),
asi como de los antioxidantes presentes en la biologia de las plantas; lo cual
esta generando interés en los productos naturales que puedan contribuir a la
proteccion de la célula o a mejorar las condiciones de salud (HARDY, 2000).
Las especies reactivas del oxigeno y nitrégeno (ROS/RNS), mas conocidas son
superéxido, peroxilo, oxidrilo y peroxido de nitrato, los cuales estan implicados
en la etiologia de enfermedades degenerativas incluyendo enfermedades
cardiovasculares, diabetes, cancer, desordenes degenerativos y
envejecimiento, (ALLEN y TRESINI, 2000). Hay pocos estudios que evaltan los
mec;anismos para determinar los efectos benéficos de estas seis leguminosas
evaluadas. Aqui demostramos que los tratamientos evaluados degradaron de
radicales libres DPPH y peroxilo, en el cual el contenido de los polifenoles de
los tratamientos lo cual explique la diferencia observada (ERBA et al., 1999;

SANDOVAL et al., 2002).

Segun los resultados obtenidos en este estudio para la capacidad
antioxidante y contenido total de polifenoles del extracto metanélico y acuoso
en hoja y corteza, se demostré que el extracto metandlico es mas eficiente para
extraer el mayor contenido de combuestos bioactivos (polifenoles totales), asi
como también se demostré que por lo general estos son la causa principal de
se actividad antioxidante y hay una relacion directa entre compuestos activos-

capacidad antioxidante.
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Por otro lado, los valores de ICso para el T3 C. paupera. “copaiba”,

T1 1. edulis. “guaba”, T6 P. velutina. “pashaco curtidor” para las hojas y corteza,
en los extractos metandlico y acuoso, nos indican que estas tres especies
evaluadas presentan una alta capacidad antioxidante, lo cual se debe al
contenido de polifenoles a pesar de que el T6 pashaco curtidor demostr6 para
la corteza que su capacidad antioxidante no se debe a su contenido de
polifenoles; esta aparente contradiccién podria explicarse teniendo en cuenta
que si bien se a reportado que los polifenoles son uno de los principales
componentes bioactivos responsables de la actividad antioxidante de las
especies vegetales, no son los unicos metabolitos responsables de este efecto
biolégico y de otros, reportdndose también que otros componentes como

alcaloides, glucésidos, etc., juegan también un rol importante en estos

(ARENAS, 2001).
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V. CONCLUSIONES

1. La capacidad antioxidante en las especies evaluadas se presentaron en
orden decreciente de acuerdo a la mayor capacidad de secuestro de
radicales libres como se observa: Copaifera paupera, Parkia velutina,

Inga edulis, Cajanus cajan, Senna alata, Erythrina fusca.

2. La muestra con mayor capacidad para inhibir el radical DPPH fue la hoja
de Copaifera paupera. “copaiba” obteniendo valores de 50,960 *+ 16,671
pug/ml para el extracto metandlico y de 131,568 + 19,996 ug/ml en el
extracto acuoso y la muestra con menor capacidad de secuestro de

radicales fue el T4 E. fusca “amasisa con espina”.

3. La mejor respuesta para inhibir el radical perdxilo, presento la hoja de C.
paupera. “copaiba” con 12,898 + 1,588 ug/ml para el extracto metandlico
y acuoso con 18,231 + 3,991 pg/ml respectivamente y la muestra con
menor capacidad de secuestro de radicales fue el T4 E. fusca. “amasisa

con espina”.

4. Los datos obtenidos demuestran el contenido de polifenoles totales en

las hojas de C. paupera. “copaiba” en extracto metandlico con 0,1455 i
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0,0020 gCat./g y de 0,0900 + 0,0047 gCat./g de muestra en extracto
acuoso, esto queda reflejado en su excelente capacidad de inhibicion de

radicales de esta muestra.

. La evaluacion de las partes de la planta (hoja y corteza), demostraron
que la hoja presentd mayor capacidad inhibitoria de los radicales DPPH
y peroxilo, asi mismo también presenté mayor contenido de polifenoles,
lo cual nos permite ver la excelente correlacién lineal entre el contenido
de polifenoles totales y la capacidad antioxidante de los tratamientos
evaluados tanto para las hojas y corteza en los extracto metandlico y

acuoso de los tratamientos.
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VI. RECOMENDACIONES

El presente trabajo abre las puertas para estudios mas detallados sobre
estas especies y su poder antioxidante, para ser considerado como una

alternativa dentro de la fitoterapia y/ o en la farmacologia.

. Realizar un estudio mas detallado del contenido de polifenoles y de la

actividad antioxidante en pruebas in vivo (seres vivos) de tal forma que

se pueda definir su verdadera aplicacién para la salud humana.

Desarrollar investigaciones de formulacién que permitan complementar
el valor antioxidativo de la hoja de la copaiba (Copaifera reticulata) como
otras especies forestales de la amazonia y una futura incorporacion al

mercado, usandose posiblemente como bolsitas filtrantes.

. Continuar con trabajos de este tipo de tal forma que permita evaluar la

riqueza forestal y sus caracteristicas no solo maderables o su capacidad

de recuperar suelos, sino darle un valor agregado, aprovechando toda la

planta.



VIl. ABSTRACT

This research work was performed in the laboratory of the Centre
for Natural Products Research in the Amazon (CIPNA) of the Universidad
Nacional Agraria de la Selva (UNAS), Tingo Maria-Pera. The Peruvian jungle
has a very broad floristic diversity, many species are used in different uses and
with various other properties not yet scientifically validated, so that this work is
raising evaluate the antioxidant capacity and content of polyphenols leaf and
bark six species of leguminous: (a) Inga edulis (Vell) Mart. “guaba”, (b) Senna
alata (L.) Roxb. ‘retama tropical’, (c) Copaifera paupera (Herzog) Dwyer.
“copaiba”, (d) Erythrina fusca Loureiro. “amasisa con espina”, (e) Cajanus cajan
(L.) Millap. “frijol de palo”, (f) Parkia velutina Benist. “pashaco curtidor’, The
antioxidant activity was evaluated by inhibiting radicals, 2,2-Di(4-tert-
octylphenyi)-1-picrylhydrazyl (DPPH) and peroxilo well as determining the

content of polyphenols by the method described by SANDOVAL (2002).

The results were analyzed in a statistical design at random (DCA),
with a Test with Duncan (P>0.01). As the leaf extract of C. paupera “copaiba”
which showed a larger capacity inhibition DPPH radical and perdxilo with ICso
values of 50,960 + 16,671 pg/ml and 12,898 + 1,588 ug/ml respectively

extracted with methanol, indicating that this sample has the greatest ability to
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inhibit free radicals. While samples E. fusca Loureiro. “amasisa con espina”
which proved to be less efficient to inhibit the radical DPPH and peroxilo. Also, it
was determined that the blade of the species C. paupera “copaiba”, presents .
the highest concentration of polyphenols with 0,1455 + 0,0020 gCat/g sample
sheets evaluated, while the bark of the species E. fusca Loureiro “amasisa con
espina” with 0,0002 + 0,0001 gCat/g sample being content with a smaller

sample of polyphenols extracted with methanol.
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ANEXO 1. Analisis estadistico de las seis especies en estudio en extracto

metandlico y acuoso.

Cuadro 17. ANOVA del radical DPPH en extracto metandlico en hojas y

corteza.
Cuadrados medios
F. de variacion G.L
Metanodlico hojas  Metanélico corteza
Tratamientos 5 2401019,525 AS 36227578,714 AS
E. Experimental 12 20675,535 35710,205
TOTAL 17

CvV 21,167 8,515

AS: Significacion estadistica al 1% de probabilidad.

Cuadro 18. ANOVA del radical DPPH en extracto acuoso en hojas y corteza.

Cuadrados medios

F. de variacion G.L
Acuoso hojas Acuoso corteza
Tratamientos 5 953838,304 AS 31555889,216 AS
E. Experimental 12 20003,568 60050,605
TOTAL 17
CVv 21,706 10,813

AS: Significacion estadistica al 1% de probabilidad.

Cuadro 19. ANOVA del radical peroxilo en extracto metandlico en hojas y

corteza.
Cuadrados medios
F. de variacion GL Metandlico hojas  Metandlico corteza
Tratamientos 5 © 13231,843 AS 148894,378 AS
E. Experimental 12 232,806 1357,940
TOTAL 17

cv _ 22,285 22,247
AS: Significacion estadistica al 1% de probabilidad.
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Cuadro 20. ANOVA del radical peroxilo en extracto acuoso en hojas y corteza.

Cuadrados medios

F. de variacion G.L
Acuoso hojas Acuoso corteza
Tratamientos 5 6632,272 AS 34744,812 AS
E. Experimental 12 685,210 1858,388
TOTAL 17
Cv 30,567 38,620

AS: Significacion estadistica al 1% de probabilidad.

Cuadro 21. ANOVA del contenido de polifenoles totales en extracto metandlico

en hojas y corteza.

Cuadrados medios

F. de variacion G.L

Metandlico hojas Metandlico corteza
Tratamientos 5 0,0076 AS 0,0009 AS
E. Experimental 12 0,0000 0,0000
TOTAL 17
(OAY) 7,633 13,468

AS: Significacién estadistica al 1% de probabilidad.

Cuadro 22. ANOVA del contenido de polifenoles totales en extracto acuoso en

hojas y corteza.

Cuadrados medios

F. de variacion G.L
Acuoso hojas Acuoso corteza
Tratamientos 5 0,0027 AS 0,0006 AS
E. Experimental 12 0,0000 0,0000
TOTAL 17
cv 8,211 16,545

AS: Significacion estadistica al 1% de probabilidad.
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ANEXO 8. Figuras de los trabajos realizados al momento de ejecutar el estudio.

Figura 10. Preparacién de los extractos acuosos de las muestras.



Figura 12. Lecturas realizadas en el espectrofotometro.
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ANEXO 9. Figuras de las especies en estudio
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Figura 14.Senna alata (L.) Roxb. ‘retama tropical”.
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Figura 15. Copaifera paupera (Herzog) Dwyer “copaiba”.

Figura 16. Erythrina fusca Loureiro “amasisa con espina”.
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Figura17. Cajanus cajan (L.) Millap. “frijol de palo”.
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Figura 18. Parkia velutina Benist “pashaco curtidor”.



