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RESUMEN

Introduccion. - El "nogal peruano” es un arbol grande distribuido en varias regiones del
Per(, principalmente en areas de bosques secundarios tardios y maduros. Las especies
proveedoras de aceites esenciales antioxidantes son consideradas valiosas para
aplicaciones en el area de la salud. Los aceites esenciales con diversos constituyentes
muestran efectos sinérgicos y pueden ser una alternativa eficaz para prevenir
enfermedades.

Obijetivos. - Evaluar la composicion quimica, actividad antioxidante y anti-Candida
albicans del aceite esencial de hojas de Juglans neotropica Diels.

Materiales y métodos. - Se obtuvo el aceite esencial mediante una destilacion por
arrastre de vapor de agua. Se analiz6 su composicion quimica por un analisis GC-MS 'y
se evalud su actividad antioxidante segin los métodos de DPPHe y ABTSe+. Ademas, se
determind su actividad anti-Candida albicans, adaptando protocolos, utilizando
ketoconazol como referencia. Se diluy6 el aceite en DMSO y se incubd con Candida
albicans, midiendo el crecimiento mediante lecturas a las 24 horas en microplacas de 96
pocillos.

Resultados. - El anélisis de la composicion quimica por GS-MS reveld la presencia de
compuestos como el fitol, a-pineno, a-caryophyllene, copaeno y D-limoneno. Segin el
método DPPHe, el aceite esencial mostrd un ICsg de 52,25 ul/ml. Con el método ABTSe+
el 1Cso fue de 34,65 ul/ml. Sin embargo, no se observo actividad anti-Candida albicans.

Conclusiones. - Los compuestos quimicos de mayor importancia del aceite esencial de
hojas de Juglans neotropica Diels fueron el a-pineno, D-limoneno y Copaeno. Ademas,
present6 una actividad antioxidante regular y una nula actividad anti-Candida albicans.

Palabras clave: antioxidantes, Candida albicans, aceites volatiles, Juglans, antifungicos,
fitoquimicos.
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CHEMICAL COMPOSITION, ANTIOXIDANT AND ANTI-
Candida albicans ACTIVITY OF ESSENTIAL OIL FROM
THE LEAVES OF Juglans neotropica Diels “peruvian
walnut”.

ABSTRACT

Introduction. - The "nogal peruano” is a large tree distributed in several regions of Peru,
mainly in areas of late secondary and mature forests. Species supplying antioxidant
essential oils are considered valuable for health applications. Essential oils with various
constituents show synergistic effects and can be an effective alternative to prevent
diseases.

Objectives. - To evaluate the chemical composition, antioxidant and anti-Candida
albicans activity of the essential oil of Juglans neotropica Diels leaves.

Materials and methods. - The essential oil was obtained by steam distillation. Its
chemical composition was analyzed by GC-MS analysis and its antioxidant activity was
evaluated according to DPPHe and ABTSe+ methods. In addition, its anti-Candida
albicans activity was determined, adapting protocols, using ketoconazole as a reference.
The oil was diluted in DMSO and incubated with Candida albicans, measuring growth by
24-hour readings in 96-well microplates.

Results. - Chemical composition analysis by GS-MS revealed the presence of compounds
such as phytol, a-pinene, a-caryophyllene, copaene and D-limonene. According to the
DPPHe+ method, the essential oil showed an IC50 of 52.25 ul/ml. With the ABTSe+
method the 1C50 was 34.65 ul/ml. However, no anti-Candida albicans activity was
observed.

Conclusion. - The most important chemical compounds of the essential oil of Juglans
neotropica Diels leaves were a-pinene, D-limonene and Copaene. In addition, it
presented regular antioxidant activity and null anti-Candida albicans activity.

Key words: antioxidants, Candida albicans, oils volatile, Juglans, antifungal agents,
phytochemicals.
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INTRODUCCION

El "nogal peruano™ (Juglans neotropica Diels) es un arbol de gran tamafio, con un tronco
recto y cilindrico, que puede alcanzar hasta 35 metros de altura y tener un diametro de
entre 30 y 120 centimetros. En el Peru, se encuentra distribuido en varias regiones,
incluyendo Amazonas, Cajamarca, Cusco, Huancavelica, Junin, La Libertad,
Lambayeque, Cerro de Pasco y desde altitudes de 500 hasta 3300 metros sobre el nivel
del mar, principalmente en areas de bosques secundarios tardios y maduros 2.

Las especies proveedoras de aceites esenciales con actividad antioxidante se consideran
como fuentes potenciales para el descubrimiento y desarrollo de compuestos activos con
aplicaciones médicas, farmacéuticas y cosméticas. Tienen una gran ventaja sobre los
antioxidantes sintéticos que se sospecha sean nocivos para la salud ©. Actualmente existe
un gran interés en el disefio y desarrollo de formulaciones innovadoras que incluyen estos
aceites esenciales.

Los aceites esenciales pueden contener mas de 50 constituyentes en su composicion
quimica y sus evaluaciones in vitro e in vivo estan asociadas a los efectos sinérgicos
resultantes . Se ha demostrado que los aceites esenciales ricos en fenoles como el
eugenol y timol exhiben un buen potencial antioxidante en los sistemas bioldgicos, a
comparacion de los no fendlicos ©. Por esta razon, los aceites esenciales pueden ser
alternativa eficaz para prevenir la auto oxidacion, mantener el equilibrio endégeno entre
los antioxidantes y la generacién de radicales libres, y asi revertir y mejorar las
enfermedades degenerativas ©.

El contenido de compuestos bioactivos en las plantas es dependiente del ambiente y
manera en la que se desarrollo; estos factores afectan en gran medida sus compuestos
quimicos y por ende sus propiedades medicinales . El objetivo del presente trabajo es
evaluar la composicion quimica, actividad antioxidante y anti-Candida albicans del
aceite esencial de hojas de Juglans neotropica Diels.

PARTE EXPERIMENTAL

Colecta y tratamiento de las muestras

Las hojas de Juglans neotropica Diels fueron adquiridas en el distrito de Chachapoyas,
departamento de Amazonas, Per0. EIl proceso de recoleccion tuvo lugar a principios del
afo 2023. Posteriormente, las hojas se dejaron al aire libre, expuestas directamente a la
luz solar, con el fin de llevar a cabo su secado.

Obtencion del aceite esencial

El aceite esencial de las hojas de Juglans neotropica Diels se obtuvo utilizando un
destilador semi industrial de acero inoxidable que funcionaba con vapor de agua. Cada
destilacion se llevd a cabo con una cantidad de 6 Kg de material, y en total se procesaron
13 kg de materia vegetal seca. El rendimiento final fue de 0,03 % v/p de aceite esencial
de Juglans neotropica Diels.
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Determinacion de la composicion quimica

La composicion quimica del aceite esencial extraido de las hojas de Juglans neotropica
Diels fue analizada mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
(GC-MS) utilizando el equipo GC Thermo Finnigan, TRACE-MS Cuadrupolo con el
método de inyeccion liquida. Se emple6 una columna capilar RESTEK 5% diphenyl /
95% dimethyl polysiloxane, 30 m x 0,25 mm x 0,25 um a una temperatura inicial de 80
°C. Lavelocidad de flujo utilizada fue de 1 ml/min, y se utilizé helio como gas de arrastre.
Para la identificacion de los compuestos quimicos volatiles presentes en la muestra, se
compararon los tiempos de retencion y los datos espectrales con la libreria NIST 2014,

Determinacion de la actividad antioxidante in vitro por el método de captacion del
radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPHze)

Se desarroll6 la metodologia propuesta por Blois ©, a partir de una solucion stock al 40
% de 2,2-Difenil-1-Picril Hidrazilo se prepard una solucion de trabajo en el rango de 0,6
a 0,7 de absorbancia. Este radical cromoforo de color violeta es estable, y cuando es
reducido a hidracina se decolora a amarillo palido a una longitud de onda de 517 nm. Este
radical diluido se enfrentd con las concentraciones de 10, 20, 30, 40 y 50 ul/ml de aceite
esencial Juglans neotropica Diels.

Determinacion de la actividad antioxidante in vitro por el método de captacion del
radical acido 2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolin)- 6-sulfonico (ABTSe+)

Se desarroll6 la metodologia de Re @, la cual utiliza al radical cationico ABTS™, 2,2’-
azinobis (3-acido etilbenzotiazolina-6-sulfonico), cromoforo azul-verdoso, que es
inhibido a una longitud de onda de 734 nm por compuestos antioxidantes. Se prepar6 una
solucion de trabajo a partir de 3,92 mg/ml del radical ABTS"" hasta llegar al rango de
0,680 - 0,720 de absorbancia. Este radical diluido se enfrentd con las concentraciones de
10, 20, 30, 40 y 50 ul/ml de aceite esencial Juglans neotropica Diels.

Determinacion de la actividad anti-Candida albicans

Se realizé una prueba de microdilucion cuantitativa de la muestra del aceite esencial de
Juglans neotropica Diels, para determinar la menor concentracion capaz de inhibir el
crecimiento de Candida albicans siguiendo los protocolos modificados de Liu et al. en
2007 “. Se diluyo el aceite esencial en DMSO, adaptando el esquema de diluciones de
drogas insolubles en agua de los protocolos CLSI M27-A2 @Y en un rango de 0,078125
y 40 ul/ml. Se us6 como antifungico de referencia al ketoconazol en concentraciones entre
0.0313 y 16 ug/ml. La cepa de Candida albicans fue inoculada en agar dextrosa
Sabouraud a 37°C, para luego diluir en solucion salina al 0,85% hasta obtener 1,5 x 108
UFC/ml. Se usé microplacas de 96 pocillos, en cada pocillo se colocd 100 ul de la muestra
o referencia y 100 ul de inéculo con indicador de resazurina 20 mg/ml y se realizé la
lectura 24 horas después a una incubacion de 37°C.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Determinacion de la composicién quimica

El andlisis cromatogréafico de gases acoplado a espectrometria de masa revelo la presencia
de diversos compuestos de interés como lo es el fitol, a-pineno, copaeno, a-
caryophyllene, Germacrene D, entre otros. Cada compuesto presentd un tiempo de
retencion caracteristico que se puede apreciar en la Tabla 1.

Tabla 1. Datos cromatogréaficos de los compuestos quimicos del aceite esencial de hojas
de Juglans neotropica Diels

Componente Tiempo de retencion
a-pineno 1,02
D-limoneno 1,13
Copaeno 1,99
Copaeno 2,13
Biciclo[7.2.0]Jundec-4-eno0,4,11,11- 2,35

trimetil-8-metilen-, (1R,4Z,9S)-

a-caryophyllene 2,47
y-Muuralene 2,54
Germacrene D 2,61

alpha-muurolene (naphthalene,
1,2,4a,5,6,8a-hexahydro-4,7-

dimethyl-1-(1-methylethyl)-, 2,64

(1S,4aS,8aR)-)
Cis-asarone 2,88
Spathulenol 3,03
Aromadendrene oxide (2) 3,32
Phytol 5,25

La composicion quimica del aceite esencial de hojas de Juglans neotropica Diels destaca
la presencia de a-pineno, a-caryophyllene y D-limoneno, los cuales son caracteristicos en
el género Juglans 213, ademas, se encontro la presencia de a-Muuralene, y-Muuralene
y Germacrene D compuestos sesquiterpénicos estudiados gracias a su potencial
antimicrobiano y antifangico 4.

Determinacion de la actividad antioxidante in vitro por el método de captacion del
radical 2,2-difenil-1-picrihidrazil (DPPHs)

El aceite esencial de hojas de Juglans neotropica Diels exhibié una actividad antioxidante
alta segun el método DPPHe en un rango de 10 y 50 ul/ml con un porcentaje de inhibicion
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de radicales libres del 14,26% y 48,18% respectivamente como se puede apreciar en la
Tabla 2.

Tabla 2. Captacion de radical libre DPPHe del aceite esencial de hojas de Juglans
neotropica Diels

Juglans neotropica Prom. Abs % Inhibicion DPPHe
Diels (pL /ml)
0 0,4207 0,00
10 0,3607 14,26
20 0,3150 25,12
30 0,2817 33,04
40 0,2407 42,79
50 0,2180 48,18

IC 50 = 52,25 ul/ml

La actividad antioxidante de los radicales libres depende de la estructura quimicay de la
cantidad de los componentes quimicos que poseen los aceites esenciales, uno de ellos son
los compuestos dadores de hidrdgeno y electrones @®. Uno de los componentes
identificados por el analisis GC/MS, es el fitol, un diterpeno de los alcoholes ciclicos
insaturados, que por la presencia de un doble enlace no conjugado no es un excelente
dador de electrones, no obstante, es considerado un precursor de filoquinonas y
tocoferoles los cuales son compuestos con gran capacidad antioxidante 6, ademas, el
grupo hidroxilo del fitol podria estabilizar algunos radicales libres . Algunos autores
sugieren que el fitol en un medio lipofilico puede tener accién mas inhibidora “®, una
caracteristica de los aceites esenciales es que la mayoria son solubles en alcoholes.

El copano ha sido un componente quimico de otros aceites esenciales, los cuales han
presentado en los métodos in vitro actividad antioxidante distantes a la de los estandares
como el trolox y &cido ascorbico . En un aislamiento de a-pineno ha presentado un
valor de IC50 =310 ug/ml en el método DPPH- 9, lo cual indicaria y le estaria otorgando
al aceite esencial un poder antioxidante muy inferior al estandar Trolox. En otras
investigacion el trolox ha presentado ABTS y DPPH inhibicion del radical, tres veces
mejor que el D-limoneno ha presentado en el método @Y.
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Determinacion de la actividad antioxidante in vitro por el método de captacion del
radical acido 2,2’-azinobis (3-etilbezotiazolin)- 6-sulfonico (ABTSe+)

El aceite esencial de hojas de Juglans neotropica Diels exhibié una actividad antioxidante
alta segiin el método ABTSe+ en un rango de 10 y 50 ul/ml con un porcentaje de
inhibicion de radicales libres del 22,50% y 63,03% respectivamente como se puede
apreciar en la Tabla 3.

Tabla 3. Captacion de radical cationico ABTSe+ del aceite esencial de hojas de Juglans
neotropica Diels

Juglans neotropica Prom. Abs %Inhibicién ABTS™*
Diels (pL /ml)
0 0,659 0,0000
10 0,5107 22,5038
20 0,3941 40,1973
30 0,3365 48,9378
40 0,2899 56,0091
50 0,2436 63,0349

IC 50 = 34,65 ul/ml

Los IC50 obtenidos fueron de 52,25 ul/ml y 34,65 ul/ml de aceite esencial Juglans
neotropica Diels en los métodos DPPHe y ABTSe«+, respectivamente. El estandar trolox
presentd 1C50 de 2,0219 x 102 ul/ml en el método DPPHe y 2,649 x 102 ul/ml en
ABTSe+, lo cual indica que el aceite esencial de Juglans neotropica Diels si posee
actividad antioxidante pero muy inferior al estandar. Los resultados de la presente
investigacion en ambos métodos muestra mejor inhibicion del radical ABTSe+, este
radical tiene mayor afinidad en los medios de reaccion hidrofilicos y lipofilico, a
diferencia del DPPH? caracterizado por el medio lipofilico ??. Es importante resaltar que
los compuestos bioactivos en conjunto pueden presentar accion sinérgica o antagoénica,
lo cual influye en la actividad inhibitoria de radicales libres @3,

Determinacion de la actividad anti-Candida albicans

El aceite esencial de hojas de Juglans neotropica Diels exhibi6 una concentracién minima
inhibitoria (CMI) de > 40 ul/ml a las 24 y 48 horas segun la Tabla 4 por lo que no se
considera que tenga una actividad anti-Candida albicans en las concentraciones
ensayadas.
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Tabla 4. Determinaciéon de la Concentracién Minima Inhibitoria del aceite esencial de
hojas de Junglans neotropicans Diels frente a Candida albicans

Tratamiento C. albicans C. albicans
(24 h) (48 h)

Ceite esencial de J.

neotropicans Diels > 40 ul/ml > 40 ul/ml

Ketoconazol 2 ug/ml 8 ug/ml

El aceite esencial de las hojas de Juglans neotropica Diels presenté un CMI de > 40 ul/ml
a las 24 y 48 horas. por lo que se concluye que no tiene actividad anti-Candida albicans
en las concentraciones ensayadas. El control ketoconazol también disminuy6 su valor de
CMI de 2 a 8 ul/ml, lo cual denota una actividad fungistatica y no fungicida. Autores
como Omar et al. (2001) estudiaron en Colombia la corteza de 14 éarboles usados
tradicionalmente para tratar infecciones cutéaneas en busqueda de nuevos antiflngicos, el
extracto de corteza de arbol de Juglans neotropica Diels presento una actividad anti-
Candida albicans minima, mientras que el extracto de corteza de &rbol de Juglans cinerea
tuvo el espectro mas amplio de actividades contra Candida albicans, Saccharomyces
cerevisiae, Aspergillus fumigatus de una magnitud mas considerable ?¥. Reynaldo et al.
(2021) realizaron un estudio sobre la actividad antimicrobiana del aceite esencial de hojas
de Juglans neotropica Diels en Per(, determinaron un baja actividades contra
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus epidermidis y Staphylococcus aureus, sin
embargo, se deduce que la poca actividad que presenta es gracias a los hidrocarburos
monoterpénicos, sesquiterpénicos y sus derivados oxigenados como el D-limoneno ?9),
Otros estudios afirman la baja actividad del aceite esencial de hojas del género Juglans
frente a Staphylococcus epidermidis (15,62 ug/ml), Pseudomonas aeruginosa (31,25
ug/ml) y Staphylococcus aureus (15,62 ug/ml) y Candida albicans (> 40 ul/ml) 627,

CONCLUSIONES

Se logré evaluar la composicién quimica del aceite esencial de hojas de Juglans
neotropica Diels, siendo los compuestos de mayor importancia el a-pineno, D-limoneno
y Copaeno; debido a que son caracteristicos de la especie y con gran potencial
antioxidante. La actividad antioxidante del aceite esencial de hojas de Juglans neotropica
Diels se evalu6 mediante los métodos DPPHe y ABTSe+ obteniendo un IC50 de 52,25
uL/mL y 34,65 uL/mL, respectivamente, evidenciando una alta capacidad antioxidante
del aceite. Finalmente, la actividad anti-Candida albicans del aceite esencial de hojas de
Juglans neotropica Diels exhibié una concentracion minima inhibitoria (CMI) de >40
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uL/mL a las 24 y 48 horas, por lo tanto se evidencia una actividad nula de las
concentraciones ensayadas.
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