Revista Pharmaciencia

Capacidad antioxidante in vitro de los extractos acuosos e hidroetanolicos
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picrilhidrazilo
In vitro antioxidant capacity of aqueous and hydroethanolic extracts of Cynara scolimus

L. leaves versus 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la capacidad antioxidante in vitro de los extractos
acuosos e hidroetanolicos de las hojas de Cynara scolymus L. “alcachofa” frente al 2, 2-
difenil-1-picrilhidrazil (DPPH). Para la preparacion de los extractos se trabajé con hojas de
Cynara scolymus L. procedentes del distrito de Vira, provincia de Trujillo, region La
Libertad, se preparon los extractos hidroetanélico y acuoso al 20% (p/v) mediante extraccion
continua con soxhlet, al cual se le realizd la determinacion de metabolitos secundarios,
encontrando en el extracto hidroetandlico la presencia de triterpenos, esteroides, flavonoides,
compuestos fendlicos y en el extracto acuoso: flavonoides, leucoantocianidinas, taninos y
saponinas. Se determind la capacidad antioxidante mediante el método desarrollado por
Brand — Williams et al. (2005) cuyas lecturas espectrofotométricas se realizaron a 518 nm, los
resultados fueron expresados en porcentaje de captura de DPPH*.

Los extractos hidroetandlico y acuoso de las hojas Cynara scolymus L. “alcachofa”
presentaron capacidad antioxidante in vitro frente al 2, 2-difenil-1-picrilhidrazil., siendo el
extracto hidroetandlico el que presentd mayor porcentaje de captura del radical DPPH*.
Palabras claves: Cynara scolymus L., antioxidante, DPPH*

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the in vitro antioxidant capacity of aqueous and
hidroethanolic extracts of leaves of Cynara scolymus L. "Artichoke™ againts 2, 2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl. To prepare the extracts it was used the leaves of Cynara scolymus L. from
Viru district, province of Trujillo, La Libertad region. It was prepared hydroethanolic and
aqueous extracts at 20% (w/v) by continuous extraction with soxhlet, which it was made the
determination of secondary metabolites. It was found in the hydroethanolic extract the
presence of triterpenes, steroids, flavonoids, and phenolic compounds, in the agueous extract
it was found flavonoids, leucoanthocyanidins, tannins and saponins.

Antioxidant capacity was determined using the method developed by Brand - Williams et al.
(2005) whose spectrophotometric readings were made at 518nm, the results were expressed in
percentage of DPPH* capture.Aqueous and hydroethanolic extracts of Cynara scolymus L.
leaves "Artichoke" showed in vitro antioxidant capacity compared to 2, 2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl., being the hydroethanolic extract the one that present the highest percentage
of DPPH* radical capture.

Keywords: Cynara scolymus L., Antioxidant, DPPH*
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INTRODUCCION

Ante la creciente oposicion al uso de
antioxidantes sintéticos en la industria, las
investigaciones se han encaminado a
buscar productos naturales que presenten
actividades antioxidantes similares o
mayores y que puedan en poco tiempo
sustituirlos.

Es asi que la naturaleza ofrece una
gran oportunidad para el descubrimiento de
nuevos compuestos naturales con actividad
antioxidante, los cuales pueden hallarse en
la Cynara scolymus L. (alcachofa), planta
alimenticia cultivada que crece en climas
templados, perteneciente al género de las
Cynaray a la familia Asteraceae. Se
nombra como alcachofa, tanto la parte de
la planta entera, como la inflorescencia
en capitulo, cabeza floral comestible. Esta
planta es de gran tamafio, espinosa,
rizomatosa, tallo carnoso, estriado, de
hasta 2m de alto (1,2), tiene hojas basales,
espinosas, alternas, oblongas, labadas, haz
de color verde oscuro, envés de color
blanquecino a grisaceo tomentoso; las
hojas del tallo son mas delgadas vy
alargadas. Presenta inflorescencia en
cabezuelas terminales espinosas envueltas
por bracteas sobrepuestas carnosas de color
verde; flores tubulosas azulinas. Cuenta
con un fruto aquenio, provisto de un largo
vilano sedoso (3,4), siendo sus semillas
negras lisas (5).

Cynara scolymus L. “alcachofa”

presenta  compuestos quimicos como:
flavonoides, aceites  esenciales;
fitoesteroles, saponinas, alcoloides

triterpénicos (taraxasterol), taninos, azUcar,
inulina, mucilago, pectina, vitamina A, B,
y C, elementos minerales: potasio, fésforo,
yodo, hierro, calcio, magnesio y azufre
(6,7).

Las hojas se utilizan para el
tratamiento de afecciones hepaticas,
ictericia, indigestion, hipertension, cistitis,
reumatismo (1). La inflorescencia es usada
como antianémico, antirraquitico,
antireumatico, tonico digestivo, aperitivo,
dolor de estdmago, nauseas, meteorismo,
usada también para el tratamiento de
litiasis biliar y desordenes hepaticos (1,5).

calculos biliares, gota y anorexia, es
diuretica, hipocolesterolémica,
hipoglicemiante y laxante (7). El fruto
tiene efectos antidiabéticos, antianémicos,
sobre enfermedades hepatobiliares vy
depurativos sanguineos; y su tallo es usado
para el reumatismo (6).

En el Pert, Cynara scolymus L.
“alcachofa” se ha convertido en uno de los
productos bandera de las crecientes
industrias agroindustriales apostadas en el
norte del pais. Este producto alcanzé la
cifra record en los afios 2008 al 2010 (8,
9,10). No obstante estas exportaciones
remarcan el valor alimenticio que tiene la
alcachofa, olvidandose por completo del
valor medicinal de esta planta, por lo que
es importante realizar investigaciones que
resalten los valores medicinales de la
alcachofa.

Existen investigaciones, que afirman
las caracteristicas antioxidantes de la
alcachofa, como aquella donde se
determind la actividad antioxidante de los
extractos acuoso-organicos de alcachofa
utilizando los métodos FRAP, DPHH y
LDL en modelo animal, concluyendo que
la parte comestible de la alcachofa posee
actividad antioxidante DPPH* de 29,2 y
62,6 mg de vitamina C y equivalente a un
valor FRAP in vitro de 77,9 y 159 mg de
vitamina E, respectivamente (11)

Otros investigadores evaluaron la
composicion polifendlica del extracto
alcohdlico fresco de Cynara scolymus var.
spinoso sardo, utilizdndose tres métodos
diferentes: HPLC UV,
espectrofotométrica directa a 330 nm y
espectrofotométrico con reactivo de Folin-
Ciocalteu (770 nm). Las propiedades
antioxidantes se evaluaron determinando la
capacidad de captura del 2,2-difenil-1-
picrilhidracilo (DPPH), obteniendo como
resultado que el extracto fresco de Cynara
scolymus L. var. spinoso presentd mayor
contenido de polifenoles y mayor
capacidad antioxidante (12).

Tambien Llorac et al (2002)
presentaron un método rapido, econémico
y factible para extraer compuestos
fendlicos antioxidantes a partir de
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subproductos industriales de la alcachofa.
Estos son desechados por varias industrias
y constituyen partes sobrantes de
alcachofa. Se realizaron extracciones a
base de metanol y agua. Los extractos de
subproductos industriales de alcachofa
mostraron una alta actividad de captura de
los radicales libres frente a DPPH vy
ABTS. Asi como la capacidad para inhibir
la peroxidacion lipidica (método del
tiocianato férrico). De acuerdo con estos
resultados, los extractos de subproductos
industriales de alcachofa pueden ser
posibles ingredientes para alimentos
funcionales que disminuyan la
peroxidaciéon lipidica y promuevan la
salud de las personas (13).

No obstante, en nuestro pais los
antecedentes referentes a la alcachofa son
inexistentes. Por lo que en base a todo lo
anteriormente expuesto el presente trabajo
tuvo como objetivo: Evaluar la capacidad
antioxidante in vitro de los extractos
acuoso e hidroetanolico de las hojas de
Cynara scolymus L. “alcachofa” frente al
2, 2-difenil-1-picrilhidrazil; y determinar
cualitativamente los metabolitos
secundarios presentes en los extractos
hidroetandlico y acuoso.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Las hojas de Cynara scolymus L.
alcachofa” fueron recolectados en el mes
de julio en el distrito de VirQ
(82°26°00°L.S., 78°48°00’L.O., a 68
m.s.n.m.), provincia Trujillo, regién La
Libertad. Un ejemplar de la planta fue
identificado y depositado en el Herbarium
Truxillensis (HUT) de la Universidad
Nacional de Trujillo.
Posteriormente se procedio a la limpieza
de las hojas hasta que estuvieran
totalmente libres de sustancias extrafias.
Luego éstas fueron secadas en la estufa a
38 °C hasta peso constante. Seguidamente
se sometieron a un proceso de molienda
empleando un mortero de acero inoxidable.
El material pulverizado se pas6 por los
tamices N° 2, 1,2, 0,7 y 0,3. La muestra de
trabajo fue la correspondiente al tamiz N°

0,7. La droga tamizada fue almacenada y
protegida en un frasco ambar de boca
ancha.
Preparacion de los extractos acuoso e
hidroetandlico

Se pesaron por separado dos muestras
de 20g de las hojas previamente
pulverizadas y tamizadas, luego fueron
sometidas a humectacion. A la primera
muestra se le afladié 20 mL de etanol de
70° G.L. y a la segunda 20 mL de agua
destilada y se dejo en reposo 1 hora. Una
vez humectadas las muestras se colocaron
en capsulas de porcelana y se mezclaron
con cantidad suficiente de arena lavada.
Luego cada muestra se verti6 en un
cartucho de papel de filtro y se colocé en el
extractor del equipo de soxhlet y se extrajo
el primero con 150 mL de etanol de 70°
G.L. y el segundo con agua destilada. Se
sometio a la extraccion continua durante 3
horas, teniendo en cuenta el punto de
ebullicién de cada solvente.
Cada extracto obtenido se filtr6 con papel
filtro Whatman N° 4. Obteniéndose un
extracto hidroetandlico de color verde y un
extracto acuoso de color marron.
Ambas muestras fueron enrasadas a 100
mL con su respectivo solvente (14,15).

metabolitos
extracto

Determinacion de
secundarios en el
hidroalcohdlico y acuoso

Se determinaron los metabolitos
secundarios en el extracto hidroetandlico y
acuoso mediante el método de Olga Lock
de Ugaz modificado por la catedra de
Farmacognosia (16).

Capacidad antioxidante in vitro de los
extractos acuosos e hidroetandlicos de
las hojas de Cynara scolymus L.
“alcachofa”, mediante el método
modificado desarrollado por Brand -
Williams.

Fundamento del método

La capacidad antioxidante se
determiné utilizando el método basado en
la reduccion del radical libre estable 2,2-
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difenil-1-picrilhidrazil (DPPH*), la cual
tiene un electrén desapareado y es de color
azul-violeta, decolorandose hacia amarillo
palido por reaccion con una sustancia
capturadora de radicales libres. La
reduccion del reactivo es seguida midiendo
la disminuciébn de la absorbancia
espectrofotométricamente a 518nm. A
continuacién se muestra la reaccion de
reduccion del radical DPPH con la
sustancia antioxidante (AH) (17, 18)

Preparacion de la recta de calibracion
para la solucion de radical DPPH*

Se prepard una solucién madre de
DPPH* 0,1 mM y se conservé refrigerado
en envase de vidrio color &mbar recubierto
con papel de aluminio. A partir de esta
solucién  se prepararon las siguientes
concentraciones: 7.9ug/mL, 15.8pg/mL,
31.5ug/mL, 39.4ug/mL.

Se realizaron tres lecturas de
absorbancias en el espectrofotometro
THERMO modelo GENESSIS 10 UV a
518 nm, de las cuales se obtuvieron los
promedios.

Se utiliz6 como blanco etanol de 96°
G.L, luego  se  graficaron las
concentraciones versus las absorbancias
para que obtener la recta de calibracion
(18,19).

Preparacion de la solucion problema

Se colocaron 12 fiolas de 10 mL y en
cada una de ellos se agregaron 10 mL de
DPPH* 0,1 mM. A las primeras 6 fiolas se
le afiadio 20 pL del extracto
hidroetandlico y a las otras 6 fiolas se les
afiadio 20 pL del extracto acuoso. Se
protegio de la luz con papel aluminio. Se
dejo en reposo durante 30 minutos. Luego
se realizd seis lecturas de absorbancias en
el espectrofotometro THERMO modelo
GENESSIS 10 UV a 518 nm, de las cuales
se calcularon los promedios (18,19).

Preparacion de un control

Se prepar6 un control (que consistid
en 5 ml de solucion de DPPH* 0,1 mM) vy
se leyd la absorbancia a 518 nm en el
espectrofotometro. 24,25

Célculo del porcentaje de captura de
radicales DPPH*

Posteriormente, se utilizaron los
valores de absorbancia de los tubos
problema y la absorbancia del tubo control,
para calcular el porcentaje de radicales
DPPH* que fueron capturados por 20ul de
la muestra

Se calculé el porcentaje de radicales

DPPH* capturados, con la siguiente
férmula (18,19):
X =% de capturaderadicalesDPPH = Abs. control= Abs. TUESra 1o

Abs. control

Analisis estadistico

Los valores de la capacidad
antioxidante fueron sometidos a un analisis
de varianza (ANOVA) de un factor,
utilizando un nivel de significancia del
95% (p<0,05). Este anélisis de varianza fue
obtenido utilizando el programa estadistico
SPSS 18.0 version en espariol.

RESULTADOS

Tabla 1.  Metabolitos secundarios en el
extracto hidroetanolico y acuoso de las
hojas de Cynara scolymus L. (Alcachofa).

EXTRACTOS ENSAYOS METABOLITOS

RESULTADO

Hidroalcohdlico Liebermann - Burchard  Triterpenos v esteroides +
Dragendorff Alcaloides -
Mayer Alcaloides -
Wagner Alcaloides -
Shinoda Flavonoides ++
FeCl; Compuesto fenélicos +H

Acuoso Dragendorff Alcaloides
Mayer Alcaloides
Wagner Alcaloides -
Shinoda Flavonoides +
Rosenheim Leucoantocianidina +
Espuma Saponina +
Gelatina Taninos +

Leyenda:

Intensidad: + Baja Identificacion:

+ Moderada
Alta

Tabla 2.- Porcentajes de captura del
radical DPPH* en los extractos
hidroetandlico y acuoso de las hojas de

+ Positivo

- Negativo

Muestra Volumen ~ Volumendel  Volumen % de captura Concentracion % de captura
de solucidn extracto del extracto el radical DPPH* de DPPH* del radical
de DPPH*  hidroetandlic acuso (extracto Capturado DPPH*
0.1 mM Qo (uL) (extracto acuoso)
(mL) ()

lidrostandlic)  (ng/ml)

Concentracion
de DPPH*
Capturado
(kg/mL)

1 10 20 20 522 16.6 254

2 10 20 20 47,7 152 21,6

3 10 20 20 32,6 16,7 31,0

4 10 20 20 46,2 147 242

§ 10 20 20 49,9 15,9 26,5

6 10 20 20 30,6 16,1 23,1

Promedio 10 20 20 499 15,8 253

83
7.1

10,0
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Cynara scolymus L. (Alcachofa).

DISCUSION

Antes de empezar la valoracion de un
principio activo, es necesario realizar un
Screening, tamizaje o marcha fitoquimica,
que permita determinar cualitativamente
los principales grupos de constituyentes
quimicos de la planta, a partir del cual,
puede orientarse las extracciones y/o el
fraccionamiento de los extractos eligiendo
los grupos de mayor interés para el
investigador (16).

El tamizaje fitoquimico realizado a los
extractos (hidroetanolico y acuoso), segun
la Tabla 1, en el extracto hidroetandlico, se
evidencio la presencia de triterpenos y
esteroides,  flavonoides, = compuestos
fendlicos; mientras que en el extracto
acuoso se identificaron flavonoides,
leucoantocianidas saponinas y taninos.
Comparando ambos extractos se nota una
mayor presencia de flavonoides en el
extracto hidroetandlico. Datos que son
corroborados con los reportados en esta
especie, donde se menciona que las hojas
de alcachofa presentan gran cantidad de
flavonoides como: apigenin 'y su
rutinosido, cosmosido, cosmosin,
cinarosido, cinarotriésido, escolimdsido,
hesperidosido, hesperitin, luteolin, sus
derivados glucosidicos, gentiobiosidico,
rutinosidico y  ramnosil-glucosidico,
maritimein, quercetin 'y rutin; los
compuestos  fenilicos 4acidos caféico,
clorogénico, sus isOmeros neo e iso y
criptoclorogénico; los lignanos acidos 1-3-,
3-4-. 3-5- y 4-5-dicafeoil-quinico, cinarin,
los sesquiterpenosiso-amberboin,
cianopicrina, guaiandlidos | y Il de Cynara
scolymus, cina-ratriol, cinaropicrin; el
compuesto  dehidrogenado  8-epi-gro-
sheimin; los triterpenos cinarogenin,
taraxasterol; las cumarinas escopoletin y
glucosido de esculetin y el cinarolido, de
estructura no determinada (20,21,22).

En la Tabla 2 se observan los
porcentajes de captura del radical DPPH*
del extracto hidroetanolico y acuoso de las
hojas de Cynara scolymus L. (Alcachofa),
siendo estos 49.9% y 25.3% para el

extracto  hidroetandlico 'y  acuoso
respectivamente. Asimismo se observa que
la cantidad de DPPH* capturado por el
extracto hidroetandlico es mucho mayor
que el extracto acuoso; siendo estos 15.8
ug/mL y  8.2ug/mL  respectivamente,
evidencidndose que el extracto
hidroetandlico  presenta un  mayor
porcentaje de captura del radical DPPH*.
Al correlacionar la actividad antioxidante
como una funcion de la naturaleza del
solvente  extractor, se  observaron
diferencias  significativas entre  los
extractos (p< 0,05).

La mayor capacidad antioxidante del
extracto hidroetandlico de las hojas de
Cynara scolymus, es atribuible a la mayor
concentracion de compuestos fenolicos y
flavonoides que se encuentran en este
extracto. Dato que es corroborado por
Mabeau et al. Asimismo estos autores
determinaron que los compuestos fenolicos
mas representativos en la alcachofa
(Cynara scolymus L.) son el acido Cafeico
(&cido  3,4-dihidroxicinamico), el é&cido
clorogénico (&cido 3-Cafeilquinico), la
cinarina, el cinarésido, la isorhoifolina, y la
narirutina, todos estos con propiedades
antioxidantes (23)

Segun Sroka y Cisowski, la actividad
antioxidante del acido cafeico es mayor
que la del acido clorogénico, estos
compuestos tienen bondades en funcion del
grupo hidroxilo que contienen, el &cido
cafeico presenta dos grupos OH en su
estructura mientras el clorogénico s6lo uno
(18)

Asimismo los flavonoides contienen
en su estructura quimica un ndmero
variable de grupos hidroxilo fendlicos y
excelentes propiedades de quelacion del
hierro y otros metales de transicion, lo que
les confiere una gran capacidad
antioxidante (3,4). Por ello, desempefian un
papel esencial en la proteccion frente a los
fenomenos de dafio oxidativo, y tienen
efectos terapéuticos en un elevado nimero
de patologias, incluyendo la cardiopatia
isquémica, la aterosclerosis o el céancer
(24). Las propiedades anti-radicales libres
de los  flavonoides se  dirigen
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fundamentalmente hacia los radicales
hidroxilo y supero-xido, especies altamente
reactivas implicadas en el inicio de la
cadena de peroxidacion lipidica y se ha
descrito su capacidad de modificar la
sintesis de eicosanoides (con respuestas
anti-prostanoide y anti-inflamatoria), de
prevenir la agregacion plaquetaria (efectos
antitrombdticos) y de proteger a las
lipoproteinasde baja densidad de la
oxidacion (prevencion de la placa de
ateroma) (25).

De otra parte, los compuestos de
naturaleza  fenodlica  juegan  papel
importante en los procesos de oxidacion
lipidica y se les asocia con la actividad
antioxidante (26).

Especificamente, acidos fenolicos y
flavonoides son tipicamente reconocidos
como poseedores de actividad
antioxidante. Acidos tales como caféico,
feralico y vainillico, entre otros, son de
amplia distribucion en el reino vegetal y
universalmente se les haimplicado en el
papel antioxidante de frutas, verduras,
hortalizas y otros vegetales (27).

En general se afirma que los
fitofendlicos exhiben actividad
antioxidante/prooxidante, dependiendo de
factores como el potencial reductor de
metales, el comportamiento quelante, el
pH, las caracteristicas de solubilidad, de su
conformacion estructural, de la cantidad de
grupos hidroxilos disponibles en la
molécula, entre otros. (28).

CONCLUSIONES

1. Los metabolitos secundarios
identificados en el extracto
hidroetandlico son triterpenos

.esteroides, flavonoides, compuestos
fendlicos y en el extracto acuoso se
identificaron flavonoides,
leucoantocianidinas, taninos, saponinas.

2. Los porcentajes de captura del radical
DPPH* del extracto hidroetandlico y
acuoso de las hojas de Cynara
scolymus L. (Alcachofa) fueron 49,9%
y 25,3% respectivamente.

3. El extracto hidroetandlico de las hojas
de Cynara scolymus L. “alcachofa”

presenta mayor capacidad antioxidante
in vitro frente al 2, 2-difenil-1-
picrilhidrazil, que el extracto acuoso.
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