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Capacidad antioxidante y principales acidos fendélicos y
flavonoides de algunos alimentos

CODIGO DE PROYECTO # 10012004003

ANTIOXIDANT CAPACITY AND MAIN PHENOLIC ACIDS AND FLAVONOIDS OF SOME FOODS

Juana Zavaletal, Ana Maria Mufioz, Teresa Blanco, Carlos Alvarado-Ortiz, Bertha Loja 2

RESUMEN

El presente estudio busca determinar la existencia de los antioxidantes: &cido clorogénico, cafeico y
ferdlico, de los flavonoides rutina, quercetina y morina, asi como la capacidad antioxidante de ocho
alimentos peruanos. La identificacion y cuantificacion de los extractos hidroalcohdlicos se realiz6 por
Cromatografia Liquida de Alta Performance a 370 nm con fase mdvil de agua pH 2,5 y acetonitrilo en
gradiente utilizando un estandar externo.

Se encontré mayor cantidad de acido clorogénico en el sachaculantro (13,7mg/g) y en el huacatay
(1,8mg/g); el sachatomate, el tumbo, el olluco, el aguaymanto, la sachapapa morada y la pituca
presentaron concentraciones mucho mas pequefias. El acido feralico también se encontré en mayor
cantidad en el huacatay (16,60mg/g) y en el sachaculantro (15,99mg/g), el olluco, el sachatomate, el
tumbo, la sachapapa morada y la pituca mostraron cantidades mucho menores. Mayor concentracion
de acido cafeico tuvieron el huacatay (3,98 mg/g) y el sachaculantro (0,95mg/g), el sachatomate, el
tumbo, el aguaymanto, la sachapapa morada y la pituca registraron cantidades menores. El
flavonoide rutina se presenté con mayor concentracién en el huacatay (1,80 mg/g), en el
sachaculantro (288,7ug/g) y en el olluco (142,22ug/g), el sachatomate, el aguaymanto, la pituca y la
sachapapa morada tuvieron concentraciones menores. La quercetina se presenté en gran cantidad
en el huacatay (2,996mg/g) y en menor cantidad en el sachaculantro (113,8 ug/g), tumbo, sacha-
tomate y pituca mostraron cantidades menores. La morina sélo se present6 en huacatay (3,21mg/g) y
en el sachaculantro (0,094mg/g).

Para evaluar la capacidad antioxidahte se determiné el coeficiente de inhibicién al 50% del radical
libre DPPH (1,1 difenil2picrilhidrazilo) siendo el huacatay el producto mas potente en este aspecto
(9,44mg/mL) seguido del aguaymanto (41mg/mL), la pituca (95,53mg/mL), el tumbo (101,1mg/mL), la
sachapapa morada (109,27mg/mL), el sachatomate (140mg/mL), el olluco (147,29mg/mL) y el
sachaculantro (213,86mg/mL).

Se comprobd que los alimentos estudiados presentan evidente capacidad antioxidante y que
contienen la gran mayoria de los compuestos fendlicos estudiados.

Palabras clave: Antioxidantes, extractos hidroalcohdlicos, acido ferulico, flavonoides, quercetina,
acido fendlico.

ABSTRACT

This study looks for the existence of antioxidants: chlorogenic, caffeic and ferulic acids aside from
rutine, quercetin and morine flavonoids and for the expression of the anti oxidant capacity of eight
Peruvian foods. The identification and quantification of hidroalcoholic extracts was carried out by High
Performance Liquid Cromatography at 370 nm with mobile .phase of water at pH 2,5 and acetonitrile
in gradient using an external standard.

Chlorogenic acid was found in grater quantities in Sachaculantro (13,7mg/g) followed and huacatay
(1,8mg/g), sachatomate, tumbo, olluco, aguaymanto, sachapapa morada and pituca. Ferulic acid
content was higher in huacatay (16,60mg/g) and sachaculantro (15,99mg/g), followed by aguaymanto,

1 Graduada de la Maestria en Bioquimica y Nutricién de la Facultad de Medicina Humana, USMP.
2 Miembros del Centro de Investigacion en Bioquimica y Nutricién de la Facultad de Medicina Humana, USMP.



olluco, sachatomate, tumbo, sachapapa morada and pituca. The biggest concentration of caffeic acid
was in the huacatay (3,98 mg/g) and in sachaculantro (288, 7ug/g), followed by olluco, sachatomate,
aguaymanto, pituca, sachapapa morada. Quercetin was present in huacatay (2,996mg/g) and in
sachaculantro (113,8 ug/g) where as tumbo, sachatomate and pituca had fewer cuantities. Morine was
present in huacatay (3,21mg/g) and in sachaculantro (0,094mg/g).

To evaluate the antioxidant capacity, the 50% inhibition coefficient of the DPPH (1,1 difenil-
2pictilhidrazilo) free radical was determined showing that huacatay (9,44mg/mL) was the more potent
followed by aguaymanto (41mg/mL), pituca (95,53mg/mL), tumbo (101,Img/mL), sachapapa morada
(109,27mg/mL), sachatomate (140mg/mL), olluco (147,29mg/mL), sachaculantro (213,86mg/mL).

We demonstrate that the studied foods present antioxidant capacity and that they contain the great
majotity of the phenolic compounds studied.

Key words: Antioxidants, hidralcoholic extracts, ferulic acids, flavonoid, qurcetin, fenolic acids.

INTRODUCCION

Los polifenoles son un conjunto heterogéneo de moléculas que comparten la caracteristica de poseer
en su estructura varios grupos bencénicos sustituidos por funciones hidroxilicas; se encuentran en
muchas plantas, algunas de uso comin®. Segiin HARBONE", los compuestos fenélicos se pueden
agrupar en diferentes clases dependiendo de su estructura siendo los mas importantes:

e Los acidos fendlicos derivados del &cido hidroxicinamico son los acidos cafeico, ferulico, p-
cumarico y sinaptico que por regla general se hallan presentes en forma de derivados?.

e Los flavonoides constituyen el grupo mas importante dentro de los polifenoles, siendo los
mas hallados en las plantas, con bajo peso molecular que comparten el esqueleto comun de
difenil piranos. Esta estructura basica les permite presentar una multitud de sustituciones y
variaciones dando lugar a flavonoles, flavonas, flavanonas, flavanololes, isoflavonoides,
catequinas, calconas, dihidrocalcona, antocianidinas, leucoantocianidinas o, flavandiol,
proantocianidinas o taninos condensados (taninos no hidrolizables). Dentro de todos ellos,
las flavonas (p.e. apigenina, luteolina y diosmetina) y los flavonoles (p.e. quercetina, mireci-
tina, kampferol) son los compuestos mas abundantes en los vegetalesl,'’, donde se
encuentran preferentemente en las capas mas superficiales de verduras, frutas, cereales y
otras semillas, para proteger de la oxidacion los tejidos de las capas inferiores .

Numerosas investigaciones han evaluado la capacidad antioxidante de los flavonoides frente a los
radicales libres. Casi todos los resultados coinciden en que los flavonoides con sustituyentes
dihidroxilicos en posiciones 3'y 4' en el anillo B se muestran mas activos como antioxidantes y que
este efecto es potenciado por la presencia de un doble enlace entre los carbonos 2 y 3, un grupo
hidroxilo libre en la posiciéon 3 y un grupo carbonilo en la posicion 4; como sucede con la quercetina.
Morazzoni y Malandrind® pusieron de manifiesto que la rutina seguida de la quercetina se comportan
como los secuestradores mas fuertes de radicales libres.

Existe consenso que la actividad antioxidante de los flavonoides resulta de una combinacién de sus
propiedades quelantes de hierro y secuestradoras de radicales libres * " **.

La capacidad antioxidante descrita para distintos polifenoles se puede considerar como la actividad
bioldgica responsable del efecto preventivo que se les atribuye sobre determinadas enfermedades
frecuentes en los paises desarrollados como son las enfermedades cardiovasculares y el cancer'®
1928 | a proteccién que las frutas y vegetales brindan contra las enfermedades degenerativas como
cancer y enfermedades cardiovasculares y cerebrovasculares, ha sido atribuida a su alto contenido
de varios antioxidantes™®.

Existe interés en organizaciones internacionales de salud por conocer y difundir las propiedades
terapéuticas que tienen los alimentos de consumo habitual, especialmente por su aporte de
moléculas protectoras (nutracéuticos) contenidas en frutas y hortalizas y que son el resultado del
metabolismo secundario que poseen todos los vegetales®® *°. Algunas de esas sustancias, como los
acidos fendlicos, flavonoides o polifenoles del tipo C6C3C6, ademas de otras propiedades



bioguimicas, son potentes antioxidantes en las células animales. Por tales razones resulta de
particular interés investigar el poder antioxidante, asi como la concentracién de algunos polifenoles en
vegetales de nuestro medio.

MATERIAL Y METODOS

Las muestras fueron colectadas de diferentes zonas de Perd. En Tingo Maria se colectdé tumbo
Pasiflora quandrangularis L, sachaculantro Eryngium foetidum L, sachapapa morada Dioscorea trifida.
L, pituca Colocasia esculenta L. Schott. En la regién de Huancayo huacatay; Tagetes terniflora H.B.K;
aguaymanto; Physalis pubescens var pubescens L, olluco; Ullucus tuberosus Caldas y en el departa-
mento de La Libertad sachatomate; Cyphomandra betacea Cavo Sendt.

El presente trabajo de investigacion se llevé a cabo en el Centro de Investigacion en Bioquimica y
Nutricion del Instituto de Investigacion de la Facultad de Medicina Humana de la Universidad de San
Martin de Porres.

Tratamiento de las muestras

Las muestras para la determinacién de la actividad antioxidante fueron evaluadas en fresco. Las
mismas se sometieron a una trituracién o reduccién de tamafio para obtener particulas mucho mas
uniformes y luego fueron sometidas a agitacion con etanol en un agitador vortex durante 30 minutos.
Posteriormente se centrifugd respectiva a 3500 rpm durante 15 minutos. El sobrenadante se filtré con
papel whatman 40. La concentracion del stock fue 500mg/mL.

Para la evaluacion de acidos fendlicos y flavonoides, las muestras fueron sometidas a una reduccién
de tamafio y luego deshidratadas por aire comprimido a 60° C 118 horas2]. Luego se realizé la
extraccion con una solucidon hidro alcohdlica en el agitador vortex, centrifugacion y filtracién
semejante al caso anterior para luego ser inyectadas en los viales de aproximadamente 2.0 mL.
haciendo uso de un filtro RC 0,45 m.

Actividad antioxidante

Se evalud la actividad antioxidante con el método propuesto por YOKOZAWA et al.29, frente a una
solucién 1 mM de DPPH en etanol al 95 %. Las reacciones fueron usando 50 L de la muestra
confrontada con 950 L del radical DPPH a 100 M. Se monitore6 durante 30 minutos a intervalos de 5
minutos, a 515 nm.

Determinacién de acidos fenélicos y flavonoides
Se utilizé el método propuesto por CIUDAD Y VALENZUELA®, utilizando la cromatografia liquida de

alta performance (HPLC); (Cromatografo HPLC Merck Hitachi modelo Lachrom 7000), cuantificando
los acidos fendlicos: cafeico, feralico y clorogénico; y los flavonoides: morina, rutina y quercetina.

Las condiciones cromatograficas fueron:
Gradientes:
Canal (A) Agua a pH 2,5 con acido ortofosférico.
Canal (C) Acetonitrilo
Canal (D) Agua
Columna:
RP SELET B 250X 4mm. Tamario de particula 5.
Longitud de Onda:

370 nm



Se programé de la manera mostrada en Tabla N°1.

TABLA N° 1

Programa de Gradiente

Tiempo % ortofosférico % Metanol % Acetonitrilo Flujo ml /min

0,0 100 0 0 1000
30 80 0 20 1000
23,0 60 0 40 1000
28,0 100 0 0 1000

RESULTADOS
ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

En las Tablas N° 2 y N° 3, se muestra los resultados del coeficiente de inhibicion de las muestras en
estudio, los modelos para el calculo del pardmetro ICsq. y las maximas inhibiciones expresadas en
funcién a la equivalencia con acido ascorbico.

TABLA N° 2
Coeficiente de inhibicién 50% para los alimentos de origen
peruano
ALIMENTOS IC50 (mg/mL)* MODELO R2
Huacatay 9,4420,97 (a) y = 85,328e-0,0566x 0,9761
Olluco 147,2971,01 (e) y =0,0004x2 - 0,3396x + 91,342 00,9852
Sachatomate 140,0971,60 (e) y=-0,2329x + 82,627 0,9964
Sachapapa morada 109,2771,02 (d) y=0,0011x2 - 0,508x + 92,37 0,9406
Pituca 95,5370,62 (c) y = 89,549e-0,0061x 0,9701
Sachaculantro 213,8670,51(f) y = 90,997e-0,0028x 0,9695
Aguaymanto 41,1771,08 (b) y =96,614e-0,016x 0,9880
Tumbo 101,1070,88 (d ) y = 98,435e-0,0067x 0,9892

* Valores representan el promedio SD, n = 3. Letras unidas (a-e), a las columnas representan la diferencia significativa a p<0.05,
segtin la prueba de Tukey.

La capacidad para secuestrar los radicales DPPH esta en funcién al contenido del principio activo
presente en cada una de las plantas en estudio. La reduccién de la concentracion del DPPH esta
indicada como el decremento de la absorbancia en el tiempo. La reaccién producida es la siguiente®:

DPPH + AH > DPPH-H + A’
DPPH +R > DPPH-R

Fuente: BRAND-WILLIANS et al, (1995)



CONTENIDO DE ACIDOS FENOLICOS y FLAVONOIDES

El contenido de acidos fendlicos y de flavonoides en las plantas estudiadas se aprecia en las Tablas
N° 4 y N° 5. Las Figuras N° 1, N° 2, N° 3, N° 4, N° 5 y N° 6 corresponden a los Cromatogramas tgnto
de los estandares generales de acidos fenolicos y flavonoides como de los extractos hidroalcohélicos
de huacatay, sachaculantro, sachatomate, olluco y sachapapa morada.

TABLA N° 3

Méaximas inhibiciones expresadas en funcién al acido
ascorbico equivalente (uM AAE)

CONC. PORCENTAJE %

ALIMENTOS (mg/mL) ABSmax.  INHIBICION  (uM AAE)*
Huacatay 60 0,160 84,76 33,90
Olluco 60 0,760 27,62 10,91
Sachatomate 60 0,740 29,56 11,69
Sachapapa morada 60 0,640 39,05 15/51
Pituca 60 0,650 38,10 15,12
Sachaculantro 60 0,800 23,81 9,38
Aguaymanto 60 0,420 60,00 23,94
Tumbo 60 0,690 34,29 13,59

* Valores expresados en (M dcido ascérbico equivalente) se utilizé Ia curva patrén de dcido ascorbico del (Instituto de Investigacion Bioquimica y
Nutricién, 2004) Y = 2,4855X - 05052, R2 = 99.67. Las lecturas fueron tomadas a los 30 minutos de monitoreo.

TABLA N° 4

Contenido de 4cidos fendlicos presentes en las
plantas en estudio (mg o g/g de alimento)

ALIMENTOS CLOROGENICO FERULICO CAFEICO
Huacatay (mg/qg) 1,68 16,60 3,98
Olluco (ug/g) 14,71 15,58 ND
Sachatomate (ug/g) 210,91 12,77 8,62
Sachapapa morada (ug/g) 540 0,56 0,46
Pituca (ug/qg) 0,21 0,21 0,014
Sachaculantro (mg/g) 13,57 15,99 0,95
Aguaymanto (ug/g) 1,37 1915 3,85
Tumbo (ug/q) 93,26 4,15 5,56

ND no detectado



TABLA N° 5

Contenido de flavonoides presentes en las
plantas en estudio

ALIMENTO RUTINA MORINA QUERCETINA
Huacatay (mg/g) 1,80 3,21 2,99
Olluco (pg/g) 142,20 ND ND
Sachatomate (pg/q) 16,35 ND 0,19
Sachapapa morada (pg/g) 0,18 . ND ND
Pituca (ng/g) 0,15 ND 0,23
Sachaculantro (mg/q) 0,29 0,093 0,11
Aguaymanto (ug/g) 593 ND ND
Tumbo (ug/g) ND ND 6,02

ND no detectado

Cromatograma del estandar general de
acidos fendlicos vy flavonoides

FIGURA N° 1

Cromatograma del estandar general de

acidos fenolicos y flavonoides
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FIGURA N° 2

Cromatograma (370 nm) del extracto hidroalcohélico
de huacatay (Tagetes terniflora H.B.K.)
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FIGURA N° 3

Cromatograma (370 nm) del extracto hidroalcohdlico
de sachaculantro (Eryngium foetidum L)
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FIGURA N° 4

Cromatograma (370 nm) del extracto hidroalcohdlico

de Pituca (Colocasia esculenta L.Schott)
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FIGURA N° 5
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Cromatograma (370 nm) del extracto hidroalcohélico
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FIGURA N° 6

Cromatograma (370 nm) del extracto hidroalcohélico
de Sachapapa morada (Dioscorea trifida L)
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DISCUSION

Los resultados mostrados en las Tablas N° 1 y N° 2, sefialan que existe en esos alimentos una
variada actividad antioxidante caracterizada por su diferente coeficiente de inhibicién. De acuerdo a
su actividad oxidante, los alimentos guardan el siguiente orden de mayor a menor valor, Huacatay >
Aguaymanto > Pituca > Tumbo> Sachapapa morada> Sachatomate > Olluco > Sachaculantro.

La mayor o menor actividad, no siempre va aparejada con la concentracion de polifenoles, asi
Okawa'® reporta que cuando se evaliia la capacidad de secuestro de radicales libres no siempre es
importante el contenido de polifenoles sino mas bien la posicién del grupo hidroxilo. Singh y col®
mencionan que el coeficiente de inhibicién varia dependiendo de la granulometria de las muestras, el
lugar de origen, las condiciones climaticas y el tratamiento de los alimentos.

Otros investigadores ya han ampliado el estudio del poder antioxidante de algunos alimentos, asi
Ramos®® han encontrado gran poder en el tallo y las semillas de la Annona reticulata, Chaves® lo ha
estudiado en el Capsicum Nahum L o pimiento morrén encontrando que aumenta con la maduracion.
Rubilar. Citado por Ciudad® ha evaluado el poder antioxidante del bagazo de la uva encontrandolo
muy elevado.

Los resultados en Tabla N° 4, muestran que el Huacatay y el sachaculantro presentaron los mayores
contenidos de &cido ferdlico, los restantes alimentos se dispusieron en el siguiente orden aguaymanto
>olluco > sachatomate, la sachapapa morada, pituca y el tumbo mostraron concentraciones mucho
menores. Con respecto al acido clorogénico, la mayor concentracion se presenté también en el sa-
chaculantro y el huacatay, seguidos por el sachatomate, y el tumbo, los demas alimentos mostraron
concentraciones mucho menores. Con respecto al acido cafeico, las mayores concentraciones
estuvieron en el huacatay y el sachaculantro seguidos de sachatomate > tumbo> aguaymanto, los
demas mostraron concentraciones muy discretas.

Segun Sroka y Cisoeski®®, la actividad antioxidante del acido cafeico es mayor que la del acido
clorogénico, estos compuestos tienen bondades en funcién del grupo hidroxilo que contienen, el acido
cafeico presenta dos grupos OH en su estructura mientras el clorogénico sélo uno. Sin embargo esta
actividad probablemente se deba también a otros componentes en estas plantas yaque presentan un
coeficiente de correlacién por debajo de 0.1 %.



Otros investigadores también concluyen en que la cantidad de acido ferdlico encontrado en el
huacatay es muy superior a los 7,5 mg/g en el salvado de trigo y 3,0 mg/g del bagazo de malta de
cebadal. El acido ferulico que es el acido hidroxicinainico mas abundante en la epidermis, xilema,
inervacion de la vaina y esclerénquima de la planta. Ademas de encontrarse en la pared celular, se
encuentra en forma soluble en el citoplasma.

De los resultados obtenidos y mostrados en la Tabla N° 5, se desprende que los extractos de
Huacatay y sachaculantro presentaron los mayores contenidos de flavonoides (rutina, morina y
guercetina). Los demas se dispusieron en el siguiente orden olluco > sachatomate > aguaymanto >
tumbo y pituca.

Aparentemente, el contenido de flavonoides en estos alimentos es bajo, sin embargo estos presentan
dentro de su estructura el grupo hidroxilo que determina su propiedad antioxidante. Los flavonoides
con sustituyentes dihidroxilicos en posiciones 3" y 4" del anillo B se muestran mas activos como
antioxidantes y este efecto es potenciado por la presencia de un doble enlace entre los carbonos 2 y
3, un grupo OH libre en la posicién 3 y un grupo carbonilo en la posicion 4 como sucede con la
quercetina.

Existe consenso de que la actividad antioxidante de los flavonoides resulta de una combinacion de
sus propiedades quelantes de hierro y secuestradora de radicales libres'’, es asi que Morazzonni y
Malandrino®® pusieron de manifiesto que la rutina seguida de la quercetina se comportan como los
secuestradores mas fuertes de O, generado enzimaticamente.

Pineda™ ha determinado el contenido de flavonoides y otros compuestos fendlicos en el tomate,
alimento perteneciente al grupo de las solanaceas al igual que el sachatomate y el aguaymanto. El ha
podido comprobar que la mayor concentracion de quercetina la tiene el tomate con 9,7 g/g. En lo que
respecta al acido cafeico el tomate presenta la mayor concentracion del mismo con 46,7 g/g , seguido
de sachatomate con 8,62 g/g y finalmente el aguaymanto con 3,85 g/g. Sobre el acido ferulico la
mayor concentracion la ha encontrado en el aguaymanto 19,15 g/g seguido de sachatomate 12,77 g/g
y tomate 4,0 g/g.

Los polifenoles presentan diversa capacidad antioxidante, el hecho que muchos de estos productos
funcionen mejor en mezclas permite suponer que en condiciones que se encuentran varios de estos
compuestos con diferente capacidad antioxidante los muy re activos reduzcan los radicales mas
activos, mientras que otros menos re activos actien regenerando los de primera linea*® 2% #2627,

CONCLUSIONES
De acuerdo a los resultados obtenidos se llegé a las siguientes conclusiones:

1. Los alimentos estudiados demostraron tener capacidad antioxidante, siendo el mas potente el
huacatay, seguido por el aguaymanto y la pituca. El huacatay (60 mg/ml) produjo el maximo
porcentaje de inhibicion de radicales libres (84,70%), equivalente a 33,90 M de &acido
ascorbico.

2. El huacatay present6 mayor contenido de acido cafeico (3,98mg/g) y ferdlico (16,60 mg/g),
mientras que el sachaculantro tiene mayor contenido de acido clorogénico (13,57 mg/g).

3. La maxima concentracion de flavonoides rutina y quercetina lo mostré el huacatay.
Mg. Juana Zavaleta

Facultad de Medicina Humana
Universidad de San Martin de Porres
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