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RESUMEN

El objetivo del estudio fue realizar la elucidacion estructural del aceite esencial de Ruta graveolens L. Ruda, determinar su
actividad antioxidante y su citotoxicidad. Las plantas completas se colectaron en la provincia de Tarma, Regién Junin, aislandose
de ellas 1,80 kg de hojas frescas que fueron tratadas en un sistema de arrastre con vapor de agua, obteniéndose un rendimiento de
0,3%v/pdeaceite esencial. La elucidacion estructural de los componentes quimicos del aceite esencial se realizé por Cromatografia
de Gas/Espectrometria de Masas (CG-EM), destacando la identificacién de los siguientes componentes: 2-octanona, 2-nonanona,
nonanal, ciclohexen-g5,6-dietenil-1-metil, 2-decanona, metil nonyl éter, 2-undecanona, ciclotetradecano, 2-dodecanona y
2-tridecanona. La evaluacion de la actividad antioxidante /72 vitro del aceite esencial se realizo utilizando el método de captacion
del radical 2,2-difenilpicrilhidrazil (DPPH), con lo cual se demostré su capacidad antioxidante como donador de electrones o
hidrogeno al radical DPPH. El ICs50 del aceite esencial, 16,13 mg/mL, es elevado comparado con el dcido ascorbico que es de 2,4
pg/mL y la captacion del DPPH es relativamente baja. La citotoxicidad del aceite esencial sobre el desarrollo embrionario de
Tetrapygus niger, erizo de mar negro, se manifestd a concentraciones de 50 y 75 pL a través de dvulos alterados, lisis, retraso en el
desarrollo y embriones que no clivaron; a la concentracion de 100 pL se detuvo el desarrollo.
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SUMMARY

Study objective was performing the structural elucidation of the essential oil of Ruta graveolens L. Ruda, determine its
antioxidant activity and cytotoxicity testing. The complete plants were collected in Tarma, Region of Junin, and provided 1,80
kg of fresh leaves that were treated in a drag system with water vapor, obtaining performance of 0,3% v/p essential oil perfusion.
The structural elucidation of chemical constituents of essential oil was performed by Gas Chromatography — Mass Spectrometry
(GC-MS), stressing the identification of the following chemical components: 2-octanona 2-nonanona, nonanal, ciclohexen-5,
6-dietenil-1-methyl-, 2-decanona, nonyl ether, methyl 2-undecanona, ciclotetradecano, 2-dodecanona and 2-tridecanona.
Evaluation of antioxidant activity /72 vitro of essential oil was made with the radical 2, 2-difenilpicrilhidrazil (DPPH) uptake
method, demonstrating the radical DPPH antioxidant capacity as donor of electrons or hydrogen. The IC50 of essential oil was
16,13 mg/mL, high compared with acid ascorbic value, 2,4 pg/mL, and the capture of DPPH is relatively low. The cytotoxicity
of essential oil on the embryonic development of 7etrapygus niger, black sea urchin, showed at concentrations of 50 and 75 pL
altered eggs, lysis, delayed development and embryos that not made division. To concentration of 100 pL stopped development.

Keywords: Ruta graveolens L, Tetrapigus niger, structural elucidation, antioxidant activity, cytotoxicity.

INTRODUCCION Tienen aplicacion en la industria de alimentos, cosméticay
uta graveolens L. Ruda, es una planta nativa farf?a'ceutlca.'Las. tecmcas;nag usuales peéra determn?r Zu
originaria del sur de Europa y Asia menor; se le .‘éna IEIS cuantitativo ?:1, Cl]\l/? ltatlng?SEl?\f[))r ) (TZC;)mEtngfi 1a de
atribuyen efectos medicinales como: antiséptico, as/Espectrometria de Masas / - Las tecnicas

estimulante, emenagogo, antiespasmodico, carminativo, M4% 1.Jsu§11es paradeterminar su anglisis cualitativo Y
diaforético, hipotensorysedante. Enlamedicinatradicional se cuantitativo es por Cromatog‘re'ifla de Gas{ Espectrometria
utiliza para dolores reumadticos, faringitis, rinitis, amenorrea, de Ma‘s as (CG/EM) 2,3 La act} vidad ant10x1da1}te del aceite
menorragia, flatulencia y como abortivo . ese,nc1al de la especie estudla‘da fue de;terr‘nlr‘lac.la por e'l
método de captaciéon del radical 2,2-difenilpicrilhidrazil
(DPPH) y la actividad citotoxica se observé en el desarrollo
embrionario de 7etrapygus niger, erizo de mar negro.

Los aceites esenciales se encuentran presentes
en muchas especies vegetales y se ubican en diferentes
partes de la planta. Estan quimicamente constituidos por
monoterpenos, sesquiterpenos y compuestos aromaticos; MATERIALY METODOS
sonodoriferoseinmisciblesenagua. Seobtienenpordiversas
técnicas de extraccidén como: utilizando sustancias grasas, La especie vegetal se colectdo en la provincia de
con solventes orgdnicos, por prensado, hidrodestilacion, Tarma, region Junin, estableciéndose la siguiente
por arrastre con vapor de agua y por fluidos supercriticos. clasificacion botanica, segun el sistema de clasificaciéon
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de Engler & Prantl, modificado por Melchior en 1964:

Division Angiospermas
Clase Dicotiledonea
Subclase Arquiclamideas
Orden Rutales

Género Ruta

Especie Ruta graveolens
N.V. Ruda

Analisis por Cromatografia de gas/Espectrometria
de masa (CG/EM)

El andlisis se realizdo en un Cromatografo de Gas/
Espectrémetro de Masa (CG-EM) modelo CG: Trace / EM:
Trace, provisto de una columna capilar de silicagel de 30
metros de longitud. Las condiciones utilizadas fueron:
temperatura inicial 40 °C, 10 °C/min; temperatura final 10
°C (1 min), temperatura del inyector 240 °C y volumen de
inyeccién 5 pL. Laidentificacion delos componentes quimicos
del aceite se realizo mediante comparacion computarizada de
sus espectros de masa con los de la base de datos del equipo.

Determinacion in vitro de la actividad
antioxidante del aceite esencial
Se realizo utilizando el método del radical

2,2-difenilpicrilhidrazil (DPPH), en un espectrofotémetro
UV-VIS Double Beam PC. E1 DPPH esunradical libreestable
que presenta un color purpura con absorbancia a 517 pm.
Las sustancias atrapadoras de radicales libres (donadoras
de hidrégeno) reaccionan con este compuesto y producen
la desaparicion del color. La reaccion se siguié midiendo la
disminucidn de la absorbancia a 517 gm. Los resultados se
expresaron como [C50, porcentaje de inhibicidn, porcentaje
de actividad antirradicalaria o equivalentes a la vitamina C.
El DPPH se disolvié en metanol a una concentracion de 20
pg/mL. La muestra se preparo a concentraciones de 100,
50 y 10 pg/mL y se empled como sustancia atrapadora de
referencia al acido ascorbico. Los resultados se expresaron
segun la siguiente formula:

% Inhibicion

Donde:
A = lectura del DPPH
B = lectura del aceite esencial

Se determin¢ el IC50 para el acido ascorbico y para
el aceite esencial de Ruta graveolens L.

Determinacion de la actividad citotoxica

Material biolégico
*  Ruta graveolens L., Tétrapygus niger, erizo de mar negro

El bioensayo se realizd en 22 muestras de erizo de mar
negro 7etrapygus niger, las que fueron colectadas en las
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playas de Ancon, ubicada a 43 km al norte de Lima, y
trasladadas en agua de mar entre 10y 15 °C.

Procesamiento de las muestras

Obtencidon de gametos. Se abrié cuidadosamente al erizo
por la parte dorsal, con ayuda de una tijera de diseccion,
cortando en circunferencia, para no danar los gametos.
El sexo del animal se determind al observar el color de
los gametos. Los ovulos de 7étrapygus niger son de color
granate y el esperma es cremoso. Se extrajeron los racimos
de évulos de tres erizos hembras con ayuda de una pinza
limpia, y se colocaron en una soluciéon de 500 mL de agua
de mar fria hasta que se tifieran a un color purpura. Se
utilizé un oxigenador para mantener los évulos viables,
después de lo cual se procedio a lavarlos decantando el
agua sobrenadante con la finalidad de eliminar el tejido
celomico y restos internos que se encontraban adheridos
a los mismos, recambiando el agua de mar, previamente
filtrada 3 veces, para luego completar la solucion a 250 mL.

Fertilizacion. Se agregd una gota de espermatozoides con
ayuda de una pipeta Pasteur, sobre un vaso de precipitados
que contenia la suspension de 6vulos lavados listos para ser
fecundados. Se mezclaron suavemente los espermatozoides
y los 6vulos con una pipeta Pasteur limpia. Posteriormente
se transfiri® una muestra de la suspension de ovulos y
espermatozoides a una lamina portaobjeto. Se colocd un
cubreobjetos y se observo al microscopio compuesto a 40X. La
observacién del 6vulo fecundadosignificd que el procedimiento
de fertilizacién se realizo en condiciones dptimas.

Preparacion del extracto. Dos mL del aceite esencial
se diluyeron con un mL de agua de mar fria (solucion
madre). De la solucién madre se prepararon diluciones,
de: 10, 25, 50, 75, 100, 150 y 200 pL en diez mL.

Preparacion de las muestras en viales. Se prepararon
diluciones por duplicado y como control se utilizé el aceite
esencial y el dimetilsulféxido (DMSO). Se agregd a cada
vial un mL de agua de mar fria (filtrada de dos a tres veces).
Luego se tomaron dos mL de la suspension de dvulos recién
fecundados y se afadieron a cada vial de la bateria. Se
agregaron 10 pL. de DMSO a todos los viales exceptuando
al control. Una vez preparada la bateria de viales con las

Tabla 1. Composicién quimica del aceite esencial de Ruta graveolens L.,
determinado por Cromatografia de Gases/Espectrometria de Masas (CG/EM).

2 - octanona 1,41
2 - nonanona 1,89
Nonanal 1,96
Ciclohexen - 5,6-dietenil - 1 - metil 2,27
2 - decanona 2,51
Metil nonyl éter 2,71
2 - undecanona 3,34
Ciclotetradecano 3,39
2 - dodecanona 3,95
2 - tridecanona 5,23
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Tabla 2. Porcentaje de captacion DPPH del aceite

Tabla 3. Porcentaje de captaciéon DPPH del acido

Elucidacion estructural del aceite de R. graveolens, actividad antioxidante y biocitotoxicidad

Tabla 4. IC50 del aceite esencial de

esencial. ascorbico. Ruta graveolens L.
__ 0 wso
(T Mm% Cmmimon A w0 o0
0 0,400 B 24 0,265 50 Acido Ascérbico 2,4 pg/mL
6 0,332 17,00 2 0,316 41,26
12 0,279 30,15 1,6 0,364 32,34 .
18 0,240 40,00 1,2 0,409 23,88 terpenos, sesquiterpenos
24 0,207 48,25 0,8 0,459 14,59 y compuestos  aromaticos,
30 0,180 55,00 0 0,538 ) que les confieren actividad

Tabla 5. Niveles de dilucién del aceite esencial de Ruta graveolens L.

1y7 1 2 200
2y8 1 2 100
3y9 1 2 50
4y 10 1 2 25
5 (control) 1 2 -
6 (DMSO) 1 2 -
11y 14 1 2 150
12y 15 1 2 75
13y 16 1 2 10

antioxidante. Los componentes
quimicos elucidados en el aceite
esencial de las hojas frescas de
Ruta graveolens L., resultan ser

10 M en su mayoria alifaticos y de
10 M tipo ceténico, muy similares a
10 \% los obtenidos por cromatografia
10 v de gases del el aceite esencial
= v de Ruta graveolens L. de
10 v Mérida, Venezuela, que
10 M presenta como compuestos
ig I\‘/’[ mayoritarios ~ 2-undecanona

M = Muertos, V = Vivos

muestras correspondientes, se acondicionaron en una camara
conagua helada a temperaturaentre10oy1s °C. Se tomaron dos
muestras cada dos horas, hasta observar cudl era la dilucion
en la que se producia el mayor porcentaje de células muertas
durante el desarrollo del embrién de erizo de mar negro.

RESULTADOS

El método de destilacion por arrastre con vapor de
agua permitié obtener un rendimiento de 0,3% v/p del
aceite esencial de hojas frescas de Ruta graveolens L. Se
realizo el andlisis preliminar del aceite observandose un
liquido ligeramente amarillo, aromadtico, penetrante y
altamente volatil, miscible en alcohol etilico absoluto, en
éter etilico y n-hexano, e inmiscible en agua.
composicidon quimica del aceite esencial

(43,0%) y 2-nonanona (33,5%)
®. Asimismo, la composicion
quimica determinada resulto
ser similar, en sus componentes mayoritarios, a la de
Ruta graveolens L.y Ruta chalepensis L. estudiadas en
otros paises como Italia, Irdn y Argelia ®9. En el Peru,
investigaciones realizadas con el extracto acuoso de
hojas de Ruta graveolens 1. demostraron que presenta
actividad mutagénica en el proceso realizado sin
activacion metabdlica con cepas bacterianas V. De igual
manera, de las hojas molidas y tratadas con hidroxido
de amonio y diclorometano se ha aislado un alcaloide
acridénico identificado como arborinina y dos alcaloides
furoquinolénicos, uno de los cuales posee actividad
mutagénica y fotomutagénica comprobada ®.

La baja actividad antioxidante del aceite esencial

permitié identificar 10 componentes
quimicos que se presentan en la figura
1 y tabla 1. Los resultados obtenidos
en la determinacion de la actividad
antioxidante se presentan en las tablas
2,3Y 4 Y figuras 2y 3. La determinacién
de la actividad citotdxica, en los niveles
de dilucién del aceite esencial en
microlitros (pL), se realizd por dos
veces cada dos horas; presentando los

Relative abundance

Elandlisisdela en nuestro estudio, determinada por el método
RT: 1.29 - 5.89

100 3 ooes
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Figura 1. Cromatografia de Gas del aceite esencial de Ruta graveolens L.
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ciclotetradecano, 2-dodecanonay 2-tridecanona.

La evaluacion de la actividad antioxidante

in vitro del aceite esencial manifesté un IC,

de 16,13 mg/mL, siendo un valor elevado
comparado con el dcido ascérbico de 2,4 pg/mL,

por lo que la captacion es relativamente baja.

El aceite esencial de Ruta graveolens L.,
mostro citotoxicidad, a concentraciones de

50y 75 pL, en el desarrollo embrionario de
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Tetrapygus niger, erizo de mar negro.
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mostro actividad citotoxica sobre embriones de 7etrapygus
niger, erizode marnegro . El estudiodel cicloreproductivo
de esta especie ha permitido realizar trabajos de actividad
citotoxica en sustancias quimicas 19. La determinacion de
la actividad citotdxica de Ruta graveolens L. en el presente
estudio demostro que a concentraciones de 50y 75 pL, del
aceite esencial, manifiesta citotoxicidad en el desarrollo
embrionario 72 vitro de Tetrapygus niger.
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