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1.- RESUMEN

Lavandula stoechas subsp. luisieri es una planta aromética que se encuentra
en la mitad sur de la Peninsula Ibérica. Utilizada para tratamientos terapéuticos, en la
industria cosmética y en perfumeria. Debido a los problemas que hay actualmente en
Espafia de desertificacién y sequias, su cultivo gracias a su adaptabilidad y baja
necesidad hidrica, supondria una alternativa a la actual agricultura intensiva

insostenible.

En el presente trabajo se ha realizado un estudio del poder antioxidante de
extractos y sus fracciones (hojas y flores por separado) de L. luisieri. El extracto
etandlico (maceracion a temperatura ambiente) fue sometido a un proceso de
fraccionamiento supercritico antidisolvente (SAF) utilizando CO, a temperatura de 40

°C y una presion de 115 bar.

Para determinar la actividad antioxidante de los diferentes extractos se siguio el
método del radical libre DPPH-, habiéndose encontrado una mayor capacidad
antioxidante en los extractos etandlicos y su fraccion de camara frente a la fraccion
obtenida en el colector contiguo a camara (espurgo). Finalmente, se complet6 el
estudio mediante la determinacion, por separado, de polifenoles y flavonoides totales
en los diferentes extractos y fracciones, observandose generalmente un mayor
contenido de polifenoles y flavonoides en los extractos etandlicos y de camara frente a

espurgo.

Palabras clave:

Lavandula stoechas subsp. luisieri, capacidad antioxidante, DPPH-, AAI, polifenoles,

flavonoides.
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2. - ABSTRACT

Lavandula stoechas subsp. luisieri is an aromatic plant widespread in the south
of Iberian Peninsula. Used for therapeutic treatments and industries such as cosmetics
and perfumery. Because of the problems that currently exist in Spain of desertification
and droughts, these species would suppose an alternative to the unsustainable
intensive agriculture, due to its high adaptability and low hydrological needs.

In this work, it has been carried out a study of the antioxidant power of extracts
and its fractions (from leaves and flowers separately) of L. luisieri. The ethanolic extract
(room temperature soaking) was subjected to a supercritical anti-solvent fractionation

process (SAF) using CO, at a temperature of 40 °C and at a pressure of 115 bar.

In order to determine the antioxidant activity of the different extracts, the DPPH-
free radical method was followed, and a greater antioxidant capacity was found in the
ethanolic extracts and in their chamber fraction compared to the fraction obtained in the
collector downstream from chamber. Finally, the study was complemented with the
determination, separately, of both total polyphenols and flavonoids in the different
extracts and fractions. In general a mayor content of polyphenols and flavonoids were
obtained in the ethanolic and chamber extracts compared to the extracts obtained in

the collector downstream.
Keywords

Lavandula stoechas subsp. luisieri, antioxidant capacity, DPPH-, AAI, polyphenols,

flavono
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3.- OBJETIVOS

El objetivo general del presente trabajo es realizar un estudio del poder
antioxidante de los extractos y fracciones obtenidas a partir de la planta
aromatica Lavandula stoechas, subsp. luisieri (Originaria de Portugal), tanto por
métodos tradicionales de extraccibn como por métodos basados en técnicas

avanzadas sostenibles y amistosas con el medioambiente.

Como objetivos especificos conducentes a la consecucion del objetivo general

tenemos los siguientes:

a) Realizacion de extracciones de Lavandula luisieri mediante disolventes

organicos habituales como hexano y etanol.

b) Concentracion de sustancias activas de extractos tradicionales de Lavandula
luisieri mediante fraccionamiento antidisolvente (SAF) con diéxido de carbono a

presion.

c) Determinacion del poder antioxidante correspondiente a la transferencia

electrénica, método DPPH-, de los extractos y fracciones obtenidas.

d) Estudio comparativo de los resultados obtenidos y conclusiones.
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4.- INTRODUCCION

4.1.- Lavandula stoechas subsp. luisieri (Rozeira) Riv-Mart.

El género Lavendula fue creado por Linné en 1737 para designar a aquellas
plantas que hasta entonces se conocian como Stoechas vulgaris ( L.Stoechas),
Stoechas foliis dentatis ( L.dentata), Stoechas pedunculata ( L. pedunculata), Stoechas
purpurea (L.stoechas),etc. Término procedente del griego stixas utilizado por
Dioscorides en su “Materia médica”, usado para designar unas plantas de las islas
Stechades-. Mas tarde, el propio Linné, corrige el hombre de Lavendula por el de
Lavandula, del latin, lavare, lavar, por usarse para perfumar los bafios. (Suéarez-
Cervera, Seoane Camba, 1986) .El nhombre especifico procede del griego stoichas:
alineadas y aludiria a la disposicién ordenada de las flores.

Taxonomia:
Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magniliopsida
Subclase: Asteridae
Orden: Lamiales
Familia: Lamiaceae
Subfamilia: Nepetoideae
Tribu: Lavanduleae
Género: lavandula
Seccion: Stoechas
Especie: L. stoechas

Cuando hablamos de plantas arométicas con potencial antioxidante, debemos
de hablar del género Lavandula. Este género se extiende desde la region
Macaronésica por toda la cuenca Mediterranea y dispersa por la mitad norte de Africa
hasta la Peninsula Arabiga y sur de Asia hasta la India. Consta de 39 especies y
desde antiguo se usan estas plantas como ornamentales y para la obtencion de

esencias, sobre todo el espliego (L. angustifolia, L. latifolia) y el lavandin; en menor



INTRODUCCION

medida L. dentata, L. stoechas y L. pedunculata. Ello explica el interés botanico y

humano que siempre han suscitado las especies de este género. (Morales, 2004).

Descripcidn morfoldgica

Planta lefiosa, 23-100 cm. Tallos muy foliosos, los jovenes muy pelosos, con
pelos cortos y blanquecinos, tomentulosos. Hojas 6-37 x 1,5-4 mm, de lineares a
lanceoladas, estas ultimas revolutas, con frecuencia reticuladas por el envés debido a
la nerviacion marcada, las jovenes 6-10 x 1-1,5 mm, en fasciculos axilares, con
frecuencia en disposicion muy densa, imbricadas, blanquecinas, tomentosas, con
pelos compuestos muy pequefios que le dan un aspecto de borra y con glandulas
esferoidales amarillas, sobre todo por el envés. Inflorescencia 15-47(55) x (6)8-19 mm,
gue nace casi pegada a las ultimas hojas, o sea, con peddnculo muy corto, como
maximo 2 veces el tamafio de la inflorescencia, excepcionalmente mas largo, de
seccion cuadrangular o redondeada, entonces mas ancha, muy densa, formado por 8-
16(19) verticilastros de 6-14 flores cada uno. Bracteas 4-8 x 4,5-10 mm, de
anchamente elipticas a orbiculares, a veces cuneadas, agudas, acuminadas,
reticuladas, en general glabras por el haz y pelosas por el envés, con frecuencia de
rebordes lanosos, verduzcas, pardas, moradas, a veces oscuras, imbricadas, con los
calices * sobresalientes, dependiendo del grado de desarrollo; las terminales o comas
2-8, 8-36 x 2-10 mm, de tamafio homogéneo o heterogéneo, de lanceoladas a
elipticas, con nervio central marcado y laterales pinnados muy leves, en general
redondeadas arriba, a veces agudas, de azuladas a moradas, que forman un penacho
sobre la inflorescencia. Caliz 6-8 mm, con 4 dientes agudos, a veces con bordes muy
pelosos, blanquecinos, y 1 diente apendiculado, c. 1,5 x 2,1 mm, anchamente eliptico.
Corola 4-5,5 mm, de azulada a morada, muy oscura arriba, negruzca, solamente los
I6bulos; tubo descolorido, I6bulos c. 1,5 mm, los 2 superiores algo mayores que los 3
inferiores;, garganta pelosa de la que apenas asoman dos anteras. Nuculas 1,6-1,8 x
1,1-1,3 mm, de contorno eliptico, subtrigonas, a veces aplanadas, con una cara

convexa, lisas, brillantes, a veces papilosas hacia el apice, marrones. (Morales, 2004).

Generalmente de forma vulgar se le suele llamar cantahueso, cantueso o

romero del sefior entre otros.
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Figura 1. Lavandula stoechas subsp. luisieri Detalle inflorescencia. Imagen de flora vascular.
Autor: Maite Santisteban Rivero
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Figura 2. Lavandula luisieri (Rozeira) Riv-Mart.; p: porte general (longitud = 27.5 cm); h: hoja; b:
bractea inferior; f: flor; i: indumento (Garcia-Vallejo, 1992).
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Es una planta que suele habitar en suelos arenosos, cuarticicos, graniticos o
pizarrosos y muy pobres. Aunque tolera muchos tipos de suelos, prefiere los siliceos o
sotobosques de encinares, alcornocales, robledales o pinares (Morales, 2004). Por lo
tanto, es una planta con una gran adaptacion a diferentes terrenos. Normalmente su
presencia es mas comun en las zonas del sur que en las del norte, ya sea a nivel del
mar o incluso a latitudes de 1000 m. Es una especie pionera en areas recientemente
aridas, reproduciéndose especialmente por semilla. La ocupacién del suelo no es un
factor limitante a su distribucion. (Delgado, 2010).

Se adapta perfectamente a suelos sin humedad y pluviometrias escasas,
pudiendo habitar en entorno hostiles para muchas otras plantas y donde pasa més de
20 o 30 dias sin tener agua, por lo que es una especie con un gran potencial para
realizar alternancia de cultivos, o realizar cambios de cultivos en zonas aridas. Suele
resistir heladas suaves y medias, donde la temperatura no baje de -4 °C y no perdure
durante mucho tiempo. En floracién, que ocurre entre primavera y verano, las
temperaturas deben ser superiores a los 5-10 °C. Ademas su cultivo y conservaciéon
supone importantes implicaciones en tareas de reforestacién en zonas dafiadas por el

fuego. (Gonzalez-Coloma et al., 2011).

) L] HNSTERO
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i
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Semindo
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Subhimes> himedo

@ e

e ot s Sren o 40 0831

@ PROGRAMA DE ACCION NACIONAL
° t CONTRA LA DESERTIFICACION

MAPA DE ARIDEZ

Figura 3. Mapa de aridez de Espafia. Fuente: Programa de Accion Nacional contra la
Desertificacion, 2008.

10



INTRODUCCION

Tabla 1. Variacion del porcentaje de superficie en cada tipo de aridez (MAGRAMA, 2016).

Indice de 1971-2000

Aridez (periodo de 2011-2040 2041-2070 2071-2100
control)
Arido 4,40% 4,39% 6,17% 6,38%
Semiarido 23,43% 29,53% 43,30% 49,81%
Subgumedo 21,53% 22,56% 17,46% 15,36%
eco
Subhtmedo 11,22% 9,52% 7,07% 6,25%
himedo

Humedo 39,41% 34,01% 26,00% 22,20%

i s
4 MR

RIESGO DE DESERTIFICACION
@ Vo
Ato
Medio
Bao
Liminas de agus
Urbano

Indice ce aridez: himedo o
subhimecio himedo

PROGRAMA DE ACCION NACIONAL

5 £ CONTRA LA DESERTIFICACION
p /
oW

MAPA DE )
RIESGO DE DESERTIFICACION

<&

B o

Figura 4. Mapa de riesgo de desertificacion de Espafa. Fuente: MAGRAMA,2016.

En la convencion de la lucha contra la desertificacion (CLD) se definio la
desertificacion como la degradacion de las tierras de zonas é&ridas, semiaridas y
subhimedas secas resultantes de diversos factores, tales como las variaciones
climéticas y las actividades humanas. (Impactos del Cambio Climético en los procesos
de desertificacion de Espafia, MAGRAMA, 2016).

Como se observa en (Figura 4) muchas zonas de la geografia espafiola se
encuentran afectadas por el proceso de desertificacion, mas de dos terceras partes del
territorio pertenecen a las categorias de areas aridas, semiaridas y subhumedas
secas. Al analizar la (Tabla 1) se observa que el porcentaje del indice de aridez ira
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aumentando conforme pasen los afios. Esto se debe a la combinacién tanto de

factores naturales y humanos.

Ademas de los procesos de desertificacion y de aridez, en (Figura 5) se
muestra la evolucién de los embalses, en la cual se observa que los niveles de
reservas hidricas de los embalses desde octubre a marzo del 2018 son mucho
menores que en los ultimos 5 afos. Por lo que la pluviometria va disminuyendo. Hay

sequias estacionales, extrema variabilidad de las lluvias y lluvias de gran intensidad.

EVOLUCION DE LA RESERVA HIDRAULICA N= SEMANA

3 3 5 7 9 11 13 15 17 1% 21 23 25 27 29 31 33 35 37 30 a1 43 45 47 48 51

VOLUMEN {hm}

Oct Mo [ Ene Feb Mar Abr M=y Jun Jul AED sep

2007-2018 2016-2017 Uttimos & afios |

Figura 5. Reserva hidraulica. Fuente: Confederacidon hidrografica del Ebro (16/4/2018).

Debido a todo lo expuesto anteriormente debemos de intentar adaptar nuestros
cultivos a la nueva situacion, cada dia los cultivos cerealistas y cultivos intensivos son
menos rentables ademas de que los suelos son mas pobres, lo que conlleva al
abandono de las tierras, deterioro del suelo y de las estructuras de la conservacion de
agua que, de manera ocasional se utilizan de forma insostenible los recursos hidricos
subterraneos que implican una contaminacion quimica y la salinizacién de acuiferos.
Como consecuencia de todo lo nombrado, hay una mayor despoblacion de las zonas

rurales, lo que agrava su erosion.

El cultivo de la Lavandula stoechas subs. luisieri es una buena alternativa,
contribuye a la recuperacion del suelo y lo protege contra la erosion. Por lo que es
adecuado para la proteccion de los suelos. En tierras no cultivadas por su escaso o
nulo interés agricola se desarrolla muy bien. Ademas, en los suelos que, debido a una
agricultura intensiva, son o se han vuelto inGtiles para otros cultivos, pueden cultivarse

algunas de estas especies.
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Aplicaciones

Las plantas arométicas, como el cantueso y sus principios activos,
proporcionan importantes beneficios medioambientales, econémicos y sociales,
ademas de constituir un amplio campo de aplicacion de las industrias alimentaria,

farmacéutica y cosmética.

Aparte de todo lo nombrado, existe una relacion simbiotica entre la apicultura y
el cultivo del cantuseo, ya que se produce una miel y polen de calidad, lo que le otorga

al cultivo un valor anadido.

Otro de los beneficios que aporta el cantueso, ya en 1955 segun Pedacio
Dioscorides, el autor hace una descripcion estableciendo algunas de sus virtudes tales
como su utilidad para el tratamiento de las enfermedades de pecho, capacidad de
contrarrestar venenos y especial accion sobre el cerebro, nervios y sentidos siendo
aplicada en forma de conocimiento (Gutiérrez Duran y Basante Pol, 1984). En otros
estudios mas actuales, también se cita el cantueso con el objetivo de mejorar el estado
general y aumentar la calidad de vida de los pacientes (Baptista et al., 2015; Julio et
al., 2016; Matos et al., 2009).

Como citaba Linné en 1737 ya se utilizaba para perfumar los bafios (Suéarez-
Cervera y Seoane Camba, 1986), hoy en dia se utiliza en cosmética en forma de
cremas, colonias, lociones... (Baptista et al., 2015; Gonzalez-Coloma et al, 2011,
Gonzélez-Coloma, et al., 2006; Matos et al., 2009; Zuzarte et al., 2012).

Los aceites esenciales se han utlizado durante siglos, por una enorme
variedad de motivos terapéuticos y cosméticos, ademas de utilizarse para cosmética
también son muy utilizados en aromaterapia, (Rostagno, y Prado, 2013) gracias a sus
efectos por inhalaciébn y compuestos volatiles. (Sanz, Soria y Garcia-Vallejo, 2004,
Matos et al., 2009; Zuzarte et al., 2012). Los aceites esenciales de las especies de

Lavandula tienen un valor econdémico para varias industrias (Coloma, et al., 2006).

Los componentes volatiles en menor medida han sido empleados como
condimento en alimentacion (Baptista et al., 2015; Matos et al., 2009; Zuzarte et al.,
2012).

Otro de los beneficios de las plantas aromaticas, es que muchas de ellas tienen
propiedades germicidas, fungicidas, bacteriostaticas, insectifugas, bactericidas,
nematicidas, e incluso herbicidas (Baptista et al., 2015; Gonzéalez-Coloma et al, 2011;
Julio et al, 2014; Julio et al., 2016; Matos et al., 2009; Zuzarte et al., 2012). Estos

compuestos, al tratarse de productos que no son toxicos ni residuales, serian una
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buena alternativa para combatir plagas y enfermedades, por lo que se lograria una

proteccion vegetal natural en la agricultura. (Palacio, 2000).

Como ejemplo de aprovechamiento del cultivo del cantueso est4 Brihuega
(Guadalajara), pueblo que ha sabido utilizar todos los recursos que este cultivo les

proporciona. Esto repercute en un beneficio socio- econémico.

4.2 .- Especies antioxidantes

Los antioxidantes son compuestos capaces de inhibir o retardar la oxidacion de
otras moléculas impidiendo la iniciacidn y propagacion de las reacciones en cadena de
los radicales libres. (Mufioz Juérez y Gutiérrez, 2004).

Los radicales libres son generados de forma constante en nuestro organismo,
tanto en la respiraciébn como en la digestion, factores externos como la contaminacion
o la alimentacién también los producen. El envejecimiento y algunas enfermedades
son producidas por estrés oxidativo, esto sucede cuando la exposicién a radicales
libres es mayor de la que los antioxidantes pueden neutralizar. (Rodriguez, 2008).
Ademas, otros estudios afirman que los dafios celulares causados por radicales libres
y especies reactivas de oxigeno estan detras de una gran variedad de enfermedades,
incluyendo diferentes problemas cardiovasculares, sindrome metabdlico, procesos
neurodegenerativos y cancer. Existen numerosas evidencias experimentales de que

los antioxidantes ejercen efectos beneficiosos sobre estas patologias. (CSIC)

Los antioxidantes se clasifican dependiendo de su procedentica en dos tipos:
sintéticos y naturales. Los antioxidantes sintéticos debido a su caracter toxico en los
alimentos, ha fomentado el interés en la investigacion de antioxidantes naturales en
fuentes vegetales y el estudio de las materias primas para la identificacion de nuevos
compuestos (Moure et al., 2001). Estos pueden ser inocuos para la salud y actian a
bajas concentraciones. (Molyneux, 2004; Gaviria et al., 2009). Este creciente interés
no se centra Unicamente en la industria alimentaria, sin que también lo hace en el uso
de estos antioxidantes como cosmeéticos, plasticos y farmacéuticos. Cabe recalcar que
la mayoria de los antioxidantes son nutrientes que se encuentran en los alimentos
(Fernandez, 2004).

Debido a su importancia diferentes fuentes naturales con capacidad

antioxidante han sido investigadas como: el vino y el té (Magalhaes, et, al. 2001),
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hojas de olivo (Brhami, et al. 2012) y sobre todo diversas especias: orégano, tomillo,

jengibre, romero o canela, entre otras (Shah, Bosco y Mir, 2014).

Existen gran variedad de compuestos antioxidantes conocidos como: é&cido
ascorbico, melatonina, carotenoides (entre otros) y los compuestos fendlicos los
cuales son los més encontrados en las plantas. Estos Ultimos proporcionan numerosos
efectos positivos en el tratamiento de enfermedades cardiovasculares, neurologicas,
cancerigenas o0 circulatorias. Ademds, posee actividades anti-inflamatoria,

antimicrobiana, antialérgica, antitrombdética, y antineoplasica (Kukoski, et al., 2009).

4.2.1.- Clasificacion de polifenoles

Los compuestos fendlicos constituyen una de las principales clases de
metabolitos secundarios de las plantas, donde desempefian diversas funciones
fisioldgicas. Entre otras, intervienen en el crecimiento y reproduccion de las plantas y
en procesos defensivos frente a patdgenos (Gulgin, 2006) (Martinez-Valverde, et al.
2000). Dependiendo de su estructura, se ha descrito que tienen el papel de
proporcionar color a la planta para contribuir asi a la polinizacion (Lépez Corona,
2013).

Los polifenoles constituyen uno de los grupos mas numerosos y estan
ampliamente distribuidos en el reino vegetal. En la actualidad se conocen méas de 8000

estructuras fendlicas y han sido identificados alrededor de 4000 flavonoides.

Aunque los polifenoles se caracterizan por su estructura fendlica. Este grupo

esta altamente diversificado y contiene muchos subgrupos de compuestos fendlicos.

La diversidad y la amplia distribucién de polifenoles en las plantas han
conducido a los diferentes modos de clasificar estos compuestos que se producen de
forma natural. Los polifenoles se clasifican segun su origen, funcién biolégica vy

estructura quimica.

En el presente trabajo se clasifican segun Tsao, (2010) de acuerdo a su
estructura quimica en &cidos fendlicos, flavonoides, amidas polifendlicas y otros

polifenoles.
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Acidos fendlicos

Son compuestos polifendlicos derivados del acido benzoico C;HzO, (Figura 6)

(4cido gédlico, acido vanilico, etc.) y del acido cinAmico CgHgO, (Figura 7) (acido

cafeico, acido cumarico, 4cido clorogénico, etc.) (Figura 8).

O
OH

Figura 6.Estructura del acido benzoico

0
0
H HD—@—MH H
OH

R— .
Promcatechmic acid, K =H; Jp-coumaric acid
Vamillic acid, K = OCH,
E_
0 0
" /
OH H OH
R ferulic acid
Gallic acid, R = H; ek
Syringic scid, R = OCH, HyCO

Benzoic acids

OH

Figura?. Estructura del 4cido cinamico

H Caffeic acid, E=H;
Chlorogenic acid, B = S-quineyl;
Crypochlorogenic acid, B = 4-quinoyl;
Neachlorogenic acid, B = J-quinevl;

0

OH

rimapic acid

Cinnamic acids

Figura 8. Acidos fendlicos: acidos benzoicos y acidos cinamicos.

Flavonoides

La estructura general de los flavonoides es C6-C3-C6 en la cual ambos C6 son

de naturaleza fendlica.

Debido a la hidroxilacion del patrén y la variacion en el anillo cromano, los
flavonoides pueden ser divididos en diferentes grupos como: antocianinas, flavonas,

flavanones y flavanoles.
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Flavonoid backbone

Figura 9. Estructura basica de los flavonoides.

La actividad biologica de estos compuestos, incluyendo la actividad
antioxidante, depende de la diferencia estructural y los patrones de glicosilacion.

1. Isoflavones, Neoflavonoides y Chalcones

Isoflavones: Se caracterizan por tener el anillo B unido al C3 del anillo C. Se
localizan generalmente en las leguminosas.

Neoflavonoides: No se localizan con frecuencia en las plantas comestibles,
aungue el dalbergin es el neoflavonoide mas comun en el reino vegetal.

Chalcones: Se caracteriza por tener el “anillo abierto”, se encuentra en el lipulo
o frutas como la manzana.

Daidzein: By =H, B,=H E;=H
Formonowetin: By =H; By =H; R;=0CH;
Glycitein: By = H; By =0CH;
Genisteinc By =0H; By=H B3 =H
Biochanin A: By =0H; Bx=H; B3 =0CH;

Isoflavones Dalbergin Chalcones

Figura 10. Isoflavones tipicos, neoflavones y chalcones

2. Flavonas, Flavonoles, Flavanonas y Flavanonoles.

Este subgrupo es el mas comdn de todos, ademas de ser uno de los mas
extendido en el reino vegetal.

El nimero de flavanones y sus 3-hidroxi flavonoles derivados identificados en
los ultimos 15 afios se han incrementado significativamente. (Figura 11)
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HO

Apigenin BE=H Ra
Luteclln E=0H

R
H

o Kaempferol F;=H R,=H
-~ Quercetin R,=H R;=0H
~a ) MyTicetin R, =0H.ER,=0H
Tangeretin . =H Isorhammetin By =OCH; R,=H
-0 o] Nobiletin R =0CH;
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H
Rz H
H H
oH
Narmgenin F;=H. E;=0H -
OH O = ! 2 OH O Taxafol
Hesperetin R, = OH., R, = OCH; dtonn
Flavanones Flavanonols

Figura 11. Flavonas, flavonoles flavanonas y flavanonoles.

3. Antocianidinas
En las plantas existe principalmente en formas glicosidicas, a las que
comunmente nos referimos cémo antocianinas. Cianidina, delfinidina y pelargonidina

son generalmente las antocianidinas mas encontradas. (Figura 12).

R
! Anthocyanidin R, R,
s OH Cyanidin -OH -H
@ ‘ Delphinidin -OH -OH
HO ~ O A~ Pelargonidi H -H
TRy RS R, elargonidin
\H :[ /\l Malvidin -OCH; -OCH;
N ““OH Peonidin -OCH; -H
E Petunidin -OH -OCH;
H
Anthocyanidins

Figura 12. Estructura de las antocianidinas mas comunes

4. Flavanoles y Proantocianidinas

Flavanoles: Mas comunmente conocidos como Catequinas. Se diferencian de
la mayoria de los flavonoides en que éstos no tienen un doble enlace entre C2-C3y no
existe en C4 un carbonilo en el anillo C. Este grupo se considera con un fuerte

antioxidante, asociado a grandes beneficios para la salud. (Tsao, 2010). (Figura 13).
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Proantocianidinas: Consideradas tradicionalmente como taninos condensados.
(Figura 13).

(+)-Catechin: R} =Ry =H:

(+)-Catechin gallate: Rj = gallyl, Ry =H:
(+)-Gallocatechin: R} =H, Ry = 0H:
(+)-Gallocatechin gallate: R; = gallyl, Ry = OH:

OH
o
HO o
0 . RZ
"OR,
OH ; in: R =R~ = H:
(-)-Epicatechin: R; =R, = H:
(-)-Epicatechin gallate: R = gallyl, R; = H:

(-)-Epigallocatechin: R; = H, Ry = OH;: Procyanidins: n > 0;
(-)-Epiallocatechin gallate: R; = gallyl, R, = OH;  Oligomeric procyanidins: n = 0-7

Figura 13. Flavanoles y Proantocianidinas.

5. Amidas polifendlicas
Son polifenoles que contienen como sustituyente funcional nitrégeno. A este grupo
pertenecen la capsaicina (responsable del picante de los chiles) y avenantramidas
(contenido en la avena) (Figura 14). Se ha demostrado que tienen fuerte capacidad
antioxidante y antiinflamatoria, y modulan el sistema de defensa oxidativa en las

células. (Tsao, 2010).

H HyC” N Z
H
R Capsaicin
N Z HO
H 0
H (o] OH
Avenanthramide A: R =H; H3C/ H

Avenanthramide B: R = OCHj;:
Avenanthramide C: R = OH HO Dihydrocapsaicin

Avenanthramides Capsaicinoids

Figura 14. Estructura de las principales amidas polifendlicas.

19



INTRODUCCION

6. Otros polifenoles

Ademas de los compuestos citados, hay varios polifenoles que se encuentran
en alimentos cdmo el restveratrol, o el 4cido galico. Cuyas estructuras se muestran en
(Figura 15). Cabe destacar el 4cido rosmarinico que se encuentra presente en nuestra

planta segln un estudio previo realizado (Gimenez- Rota, 2015) en el estudio de la
Lavandula luisieri ( Toledo).

Hj

Curcumin

Hj!

Gingerol

Rosmarinic acid

Figura 15. Estructura de otros polifenoles importantes.

4.3.- Procesos extractivos y métodos para determinar la actividad
antioxidante

4.3.1.- Procesos de extraccion de principios activos

Antes de realizar cualquier método de analisis de material vegetal, se requiere
un proceso previo de extraccion de los principios activos. Dependiendo tanto del
material a analizar y los andlisis que se van a realizar, se debe elegir el método

adecuado. Para ello se debe tener en cuenta varios factores que influyen
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directamente en los procesos de extraccion; las propiedades de la planta, el
disolvente extractante, la presion, la temperatura y el tiempo de extraccion. Una
elevada temperatura favorece y acelera la extraccion, algo que puede resultar
atractivo a la hora de elegir el método, pero en contra, puede descomponer alguno
de los principios activos y provocar pérdidas por volatilizaciéon. Por lo tanto, la
seleccién del método es un paso fundamental a la hora de realizar el estudio, ya que

influird en los resultados obtenidos.

Antes de realizar una breve descripcion de los métodos de extraccion, a
grandes rasgos, podriamos decir que éstos se dividen en dos grupos: métodos
convencionales y métodos avanzados. Algunos de los métodos convencionales son
hidrodestilacion, maceracion o Soxhlet entre otros. Los métodos avanzados son
procesos ambientalmente sostenibles puesto que se disminuye o sustituye el uso de
extractivos organicos, esto supone mayores rendimientos, menores tiempos de
extraccién y mayor calidad del extracto obtenido. Algunos métodos que podriamos
considerar avanzados son técnicas basadas en ultrasonidos, extraccion mediante

tratamiento enzimatico o fluidos supercriticos.

A continuacion, se describen brevemente los diferentes métodos de extraccion:
<+ Extraccion mecanica:

Se realiza mediante el uso de prensas para ejercer presion sobre el material

vegetal y asi obtener su aceite.

@,

< Extraccién mediante tratamiento enzimatico:

Las enzimas al actuar como catalizadores en la reaccion aceleran el proceso
de extraccién. Por lo tanto, la utilizacién de las enzimas adecuadas hace que se rompa
la estructura de la membrana celular con la consecuente liberacién del compuesto

deseado.

« Extraccién por arrastre con vapor de agua:
Es un proceso muy utilizado para la extraccién de aceites esenciales. Estos
estan constituidos por terpenoides y fenilpropanoides, compuestos volatiles y por lo

tanto arrastrables con vapor de agua.

Es una técnica muy util cuando la sustancia en cuestion a presion atmosférica
hierve por encima de los 100°C y se descompone en su punto de ebullicibn o por
debajo de éste, logrando separa cantidades pequefias que se encuentran en mezclas
con grandes cantidades de solidos y en donde la destilacion o la extraccion son

impracticables. (Otalora Vera, 2012).
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«» Extraccion con disolventes:

Técnica basada en la transferencia selectiva de los compuestos deseados
desde el material vegetal hacia una fase liquida. Métodos mas utilizados y realizados
de diversas maneras:

1. Maceracion

Es una técnica facil, accesible y barata para obtener extractos y compuestos
activos. En el presente trabajo se ha utilizado, para ello, el material vegetal una vez
molido y tamizado se puso en contacto con el disolvente durante 24h a temperatura

ambiente y en agitacién (Figura 16). Una vez terminado el proceso de maceracion se

realizé un filtrado (Figura 17).

Figura 16. Proceso de maceracion. Figura 17. Filtrado tras la maceracion.

2. Extraccion Soxhlet

Método de extraccion utilizado cuando los compuestos a extraer, generalmente
solidos de origen vegetal, tienen una solubilidad limitada en un disolvente y el extracto
es insoluble en ese disolvente. Inicialmente esta técnica fue disefiada para la
extraccion de lipidos, en la actualidad se ha ampliado su uso y aplicacion. (Azmir et al.,
2013).

Su campo de aplicacién fundamentalmente es el agroalimentario, aunque en

los Ultimos tiempos, ha comenzado a utilizarse en el area medioambiental.

El mecanismo de la extraccion Soxhlet es muy sencillo, lo que hace es realizar
un sinfin de extracciones de manera automatica, con el mismo solvente que se

evapora y condensa llegando siempre de manera pura al material extraido.

El material vegetal se coloca en un cartucho de celulosa que se introduce en el
cuerpo del Soxhlet situado encima del matraz que contiene el disolvente de extraccion

y por debajo de un condensador (Figura 18). Aplicandole calor el disolvente entra en
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ebullicion y los vapores condensados llenan la cdmara mojando el cartucho que
contiene el material vegetal. Una vez la camara de extraccion se llena completamente
con el disolvente se produce un efecto sifbn que hace pasar hacia el matraz al

disolvente con los solutos extraidos.

. Salida de agua
Iy e —
Refrigerante —-|| |
Entada de agua
Solvernte puro
condensado —
Tapen de
algodon
Enzanchamiento™ Cartucho
Sifon——» OR9ED,
Ascenso de
Regreso del vapores

e
solvente +2xraido

Calertaclor

Figura 18. Soxhlet tradicional

3. Extraccion asistida por microondas

Las microondas son campos electromagnéticos en el rango de 0.3 a 300 GHz.
Consiste en dos campos oscilantes perpendiculares, igual que los campos eléctricos y
magnéticos (Azmir et al., 2013). Las microondas consiguen mejorar el rendimiento de
extraccion al aplicar un tratamiento térmico para generar calor dentro del material y
que se caliente en periodos de tiempo mas cortos. De esta forma se evita la
degradacion de los compuestos de interés. Esta extraccion permite obtener

compuestos bioactivos, organicos y organometalicos de manera rapida.

4. Extraccion asistida por ultrasonidos

El ultrasonido es bien conocido por su capacidad de extraccion. Es una
aplicacion muy exitosa ya que la cavitacion generada por ultrasonidos altera las
células vegetales y mejora la transferencia de masa de modo que el material

intracelular esté disponible.

De este modo se logra una extraccibn mas eficiente y con mayores

rendimientos. (www.hielscher.com).

Al aplicar ultrasonidos intensos, los ciclos de expansion crean burbujas en el

liquido, cuando explotan, es debido a que no pueden absorber mas energia,
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produciéndose presiones y temperaturas elevadas que favorecen la liberacion de los

compuestos.

|”

Figura 19. Extractor ultrasonic. Fuente: Hielscher ultrasonic.

5. Extraccién acelerada con disolventes

El proceso se lleva a cabo a altas presiones para trabajar con disolventes en

fase liquida por encima de su punto de ebullicion.

6. Hidrodestilacion

Método tradicional para la extraccion de compuestos bioactivos y aceites

esenciales de las plantas.

Hay tres tipos de hidrodestilacion: destilacion de agua, destilacion de agua y de
vapor y destilacion directa de vapor. El material vegetal se coloca en un
compartimento, el cual se llena de agua y se lleva a ebullicién, alternativamente se
inyecta vapor directamente en la muestra. El agua caliente y el vapor son los
encargados de liberar los compuestos bioactivos de la muestra. El enfriamiento por
agua condensa la mezcla de vapor de agua y compuestos. Esta mezcla condensada
fluye desde el condensador a un separador donde el aceite y los compuestos

bioactivos se separan del agua.

La hidrodestilacién implica tres procesos fisico quimico: hidrodifusion, hidrolisis

y descomposicion por calor.
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Al utilizar este método se debe tener en cuenta que a una alta temperatura de
extraccion algunos componentes volatiles pueden perderse. Este inconveniente limita

Su uso para extraccion de compuestos termolébiles. (Azmir et al., 2013).

7. Extraccion campo eléctrico pulsado

Doevenspeck en 1960 fue el pionero en el desarrollo de esta tecnologia, quien
generd una patente describiendo los equipos y métodos para el procesamiento de
salchichas. (Cerdn-Carrillo, et al., 2010). Por lo tanto, es una técnica muy utilizada en

ingenieria de los alimentos.

Consiste en la destruccibn de membranas celulares para aumentar su
extraccion. Para ello, un potencial eléctrico atraviesa las membranas celulares
provocando la separacion de las moléculas en funcién de su carga. La repulsién entre
cargas diferentes provoca la formacion de poros en zonas débiles de la membrana
aumentando su permeabilidad. La efectividad del método depende de diferentes
parametros como fuerza del campo, temperatura, voltaje, numero de pulsos, tiempo de

proceso y propiedad del material (Azmir et al., 2013).

8. Extraccion con fluidos supercriticos

En la actualidad es una técnica muy utilizada y avanzada de separacion ya que
se puede clasificar dentro de la “quimica verde”. Puede generar productos de alto valor
afiadido sin degradacién térmica o sin el uso masivo de disolventes (generalmente
téxicos), como sucede en las extracciones clasicas (maceraciones) con disolventes

organicos (Martin Navarro, 2012).

Un fluido supercritico (FCS) es cualquier compuesto a una temperatura y
presion por encima de su punto critico. En este punto el compuesto es compresible, se
comporta como un gas; caracteristicas que no tiene cuando esta en estado liquido
(fluido no compresible que ocupa el fondo del contenedor). No obstante, tiene la
densidad de un liquido y por lo tanto su poder disolvente. (Andrews Espinosa, et al.
2016).

El comportamiento de un fluido en estado se describe como el de un liquido
muy movil. Su solubilidad se aproxima a la de la fase liquida mientras que su
penetracion en una matriz solida se facilita debido a su alta difusividad y baja

viscosidad (préxima a la de los gases, lo que facilita su movilidad).

Como consecuencia, las velocidades de extraccion y separacion de fases

pueden ser significativamente mas rapidas para los procesos de extraccion
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convencionales (Andrews Espinosa, et al. 2016). Las caracteristicas de un fluido

supercritico se resumen en (Figura 20).

PODER SOLUBILIZANTE

VARIABLE
BUENAS
CARACTERISIICAS
DENSIDAD DINAMICAS
VARIABLE

(compresiLioan)  (BAJa viscosinap)

CARACTERISTICAS
GENERICAS DE
LOS FLUIDOS
SUPERCRITICOS

TENSION
SUPERFICIAL
MUY BAJA

ALTA
DIFUSIVIDAD

FAVORECEN
TRANSPORTE
EN SU SENO

PENETRABILIDAD

GASES LIQUIDOS

PERO TIENEN
PROPIEDADES DE

S GASES DIFuSIVIiDAD
e LICUIDOS SOLvATACION

Figura 20. Panorama general de las caracteristicas mas sobresalientes de los fluidos
supercriticos

En (Figura 21) se muestra el diagrama de fases Presién -Temperatura
del dibxido de carbono, sustancia pura, en la que se observa que por encima del
punto critico (interseccion de temperatura y presion critica) se encuentra el
estado supercritico, zona donde la coexistencia de las fases liquidas y vapor no es
posible.
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Figura 21. Diagrama de fases del CO,,
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Temperatura critica: Por encima de esta temperatura el componente gaseoso

del compuesto puro no puede ser licuado sin importar la presion aplicada.

Presion critica: Por encima de esta presion, el componente liquido del

compuesto puro no puede ser evaporado sin importar la temperatura aplicada.

La extraccion por fluidos supercriticos depende de la densidad del fluido, ésta
se controla a través de la presion y temperatura del sistema. Ademas, la solubilidad del
soluto en el solvente varia con estos parametros. En condiciones ambientales la
solubilidad del soluto en un gas se relaciona directamente con la presion del vapor del
soluto, generalmente despreciable.

En un FSC se han reportado solubilidades de hasta 10 6rdenes mayores que

las predichas por la ley de los gases ideales (Andrews Espinosa, et al., 2016)

De entre todos los fluidos supercriticos el CO, ha sido el mas estudiado y
aplicado gracias a sus bajos parametros criticos (31.1 °C y 73.8 bar). Esto se debe a
gue es un gas inocuo, quimicamente inerte, econémico y de facil disponibilidad en
estado puro. Su baja temperatura critica y su presion critica moderada lo convierten en
un disolvente adecuado para compuestos termolabiles o facilmente oxidables, evita la
degradacion termal de los compuestos extraidos. (Martin Navarro, 2012). El uso del
CO, como solvente propicia una condicién anaerébica para los compuestos altamente
insaturados. Desde el punto de vista del proceso, trabajar con el CO, es seguro y no
existen problemas de residuos de disolvente en los productos finales (Bhimanagouda

Patil, et al., 2006), por lo que no es necesario incluir etapas posteriores de eliminacion.

La extraccion supercritica se puede emplear directamente como técnica
extractiva sobre un material s6lido o como técnica de fraccionamiento aplicado a un
extracto cuya finalidad es separar los compuestos en dos fracciones segun la afinidad
por el disolvente supercritico. Si se quiere incrementar la polaridad (para compuestos
muy polares) del CO, supercritico regularmente se utiliza un co-solvente en cantidades
pequefias y de mayor polaridad. El sistema de co-solvente se encuentra en un estado
supercritico cuando la presién y la temperatura se encuentran por encima del punto
critico de la mezcla, que generalmente no son muy diferentes a los valores para el CO,

puro y suelen ser alcoholes de cadena corta (Bhimanagouda Patil, et al., 2006).

En (Figura 22) se muestra un diagrama de flujo para un proceso de extraccion

supercritica.
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Figura 22. Diagrama de flujo para un proceso de extraccion supercritica

Los fluidos supercriticos tienen otras utilidades, como técnica de
fraccionamiento (separacion) de los compuestos presentes en un extracto en dos
fracciones, (SAF, Supercritical Antisolvent Fractionation). En concreto se realizé un
fraccionamiento antidisolvente con SC-CO..

Este proceso considerado como un proceso de post-extraccion, se utiliza para
enriquecer extractos complejos, eliminar disolventes organicos o generar materiales
sélidos micro y nanométricos con distribucion homogénea del tamafio de particula.
Esquema mostrado en (Figura 23).
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Figura 23. Diagrama del proceso SAF

El proceso SAF consiste en poner en contacto, en una cadmara de precipitacion
a presion, al SC-CO, con la disolucién etandlica que contiene el extracto a
fraccionar (en nuestro caso extracto de Lavandula stoechas subs. luisieri). La
disolucién etandlica se introduce en la camara en forma de aerosol liquido para
facilitar la mezcla. EI SC-CO, entra en la cAmara y forma con el etanol una mezcla
supercritica. Debido a la insolubilidad de muchos de los compuestos del extracto
en la nueva mezcla de disolventes formada, se precipita en la camara. Por
otro lado, los compuestos que sigan siendo solubles en la nueva mezcla
supercritica CO,-etanol atraviesan el filtro situado en el fondo de la camara y se
recogen en un separador a una presibn menor (espurgo). Por lo tanto, los
compuestos insolubles en la mezcla precipitan en camara y los solubles pasan a
través del filtro hacia el colector de espurgo. Esta técnica permite el
fraccionamiento de mezclas con compuestos no solubles en SC-CO,,

ampliando la versatilidad de las técnicas de extraccién supercriticas.
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Es fundamental que el sistema se presurice hasta alcanzar la presion y la
temperatura de extraccion. Cambios en las propiedades fisicas suponen grandes
variaciones en la presion en las proximidades del punto critico. Estos cambios son de
gran importancia en procesos de extraccion ya que estan relacionados con cambios en

la solubilidad y la transferencia de masa, por lo tanto, asociados a la selectividad del
disolvente.

En (Figura 24) se observa que variando la presion y temperatura se obtienen
valores de solubilidad de CO, similares a otros disolventes.

1.2 T T T T T ]
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./'
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Figura 24. Densidad y polaridad (expresada a través del parametro de Hildebrand) del CO, en
condiciones supercriticas, como funcién de la presion y la temperatura.

El pardmetro de solubilidad de Hildebrand, §,, representa el poder disolvente de

un fluido y esta relacionado con la densidad del disolvente a través de la
siguiente ecuacion:

1
s=125R"")p, ]
Donde:—> P.: presion critica.
- p:densidad del gas.

- piq: densidad del liquido.
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Al analizar (Figura 24), se observa que a bajas presiones, la densidad de un
gas es baja por lo que el poder de solvataciébn es bajo; cerca de las condiciones
criticas, la densidad aumenta rapidamente aproximandose a la del liquido haciendo
gue la solubilidad aumente conforme aumenta la presién. Esto supone que haya
cambios en la densidad y en la solubilidad con la consecuencia de diferentes
rendimientos en camara, segun la naturaleza polar que tengan los compuestos del
extracto.

El proceso de extraccion con fluidos supercriticos esta siendo aplicado en
diferentes areas: farmacéutica, alimentaria, cosmética o industrias de proceso quimico
ya que la ausencia de residuos toxicos en el producto final la convierten en una técnica
muy atractiva y verde. Es especialmente (til en extraccion de compuestos bioactivos
de alto valor y en la eliminacién de componentes organicos indeseables como toxinas,
pesticidas o0 contaminantes organicos. Alguna de las desventajas que tiene este
método de extraccion son: alta inversién para el equipo y mantenimiento, medidas

elaboradas de recirculacion del disolvente para reducir costos energéticos.

4.3.2.- Métodos para determinar la capacidad antioxidante

A continuacion, se exponen los métodos utilizados para el célculo de la

capacidad antioxidante, polifenoles y flavonoides totales.

Cbémo ya se ha citado anteriormente, el creciente interés en la obtencion de del
poder antioxidante ha conllevado el aumento de diferentes metodologias para su
extraccion. Esto supone que no existan métodos unificados y una disparidad de

condiciones para su desarrollo.

Estos métodos se pueden clasificar en directos e indirectos. Los métodos
directos se basan en el estudio del efecto antioxidante sobre la degradacion oxidativa
de un sistema. Por otro lado, con los métodos indirectos se mide la habilidad del
antioxidante de estabilizar algun radical libre, empleando radicales libres metaestables
coloreados, con fuerte absorcion en el visible ,al afiadir el antioxidante se produce una
disminucion en la absorbancia, pudiendo asi determinar actividad estabilizadora de

radicales libres.
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A continuacion, de forma resumida se explican los métodos mas utilizados para

la determinacién de la actividad antioxidante.

1. Método del radical DPPH-

Se han descrito diversas técnicas para evaluar la capacidad antioxidante de
plantas medicinales y alimentos, pero la técnica que mas atencion ha recibido es el
radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidralizo o N,N- difenil-N"- (2,4,6-trinitrofenil) hidracilo
(Figura 25) conocido por las siglas DPPH-. (Guija-Poma, et al., 2015). Este método fue
desarrollado por Blois en 1958. Su mecanismo de reaccion presenta tanto

transferencia de electrénica como de hidrégeno.

O,N

N—N NO.

Figura 25. Estructura quimica del Radical DPPH-.

Es un radical estable, gracias a que posee un electrén desapareado,
deslocalizado. Esto le permite mantenerse como si fuera un monémero, ademas le
proporciona un color morado en disolucion, cuya banda de absorcién permite detectar
su presencia a 515 nm, mediante espectrofotometria UV-Visible. Ademas, se da la
circunstancia de que la especie reducida del radical DPPH- de color amarillo, no

presenta absorbancia a esa longitud de onda.

La reduccién del DPPH- se produce cuando este radical interacciona con una
sustancia antioxidante capaz de donarle un atomo de hidrégeno, tornandose ce color
morado a amarillo debido al grupo picril (2,4,6-trinitrofenil) (Kedare y Singh, 2011;
Molyneux, 2004; Sharma y Bhat, 2009).(Figura 26).
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El proceso se puede esquematizar asi:

NO;, NO2
. R-H H
O5N N—N — O,N N—N
NO, NO,
DPPH- morado DPPH- amatrillo

Figura 26. Reduccion del DPPH-

Figura 27. Diferentes colorimetrias de la reduccion del DPPH-.

Como se aprecia en (Figura 27) se produce un cambio de color progresivo al

anadir una disolucion etandlica de un extracto natural conteniendo antioxidantes.

En el presente trabajo se ha utlizado este método gracias a su sencillez,

rapidez, economia y alta estabilidad.

2. Método FRAP (Ferric ion Reducing Antioxidant Power)

Método basado en la transferencia de electrones y aplicado originalmente por
Benzie y Strain para medir el poder reductor en plasma, en la actualidad se ha
extendido a otros fluidos biolégicos, alimentos, extractos de plantas, etc. (Antolovich,
et al., 2002).

Se basa en el poder que tiene una sustancia antioxidante para reducir el Fe** a

Fe?. Consiste en medir el incremento en la absorbancia a 593 nm (azul) que se
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desarrolla cuando el complejo TPTZ-Fe*, incoloro se reduce a TPTZ-Fe?*, coloreado
por productos con potenciales redox menores a 0,7 V. (Benzie y Strain, 1996). Cuanto
mas antioxidante es la sustancia a estudio, mayor reduccion y concentracion de Fe** y

por lo tanto mayor absorbancia.

3. Método ORAC ( Oxygen-Radical Absorbance capacity)

Este método consiste en medir la disminucion en la fluorescencia de una
proteina como resultado de la pérdida de su conformacion cuando sufre un dafio
oxidativo causado por una fuente de radicales peréxido (ROO). Mide la capacidad de
los antioxidantes en la muestra para proteger la proteina (fluoresceina) del dafio
oxidativo (Zulueta et al., 2009).

El mecanismo de la reaccién se basa en la transferencia de un atomo de
hidrogeno del antioxidante al radical libre. El radical APPH (2,2’-Azobis-(2-
aminopropano)-dihidrocloruro) oxida a la fluoresceina y pierde su fluorescencia. Las
sustancias antioxidantes presentes en el extracto disminuirian la pérdida de

fluorescencia (Agudo, 2002).

4. Método ABTS”

Método espectrofotométrico ampliamente utilizado para determinar la actividad
antioxidante tanto en materiales bioldgicos, compuestos puros o extractos de plantas

de naturaleza hidrdfila o lipofilica.

Se basa en la cuantificacion de la decoloracién del radical catibnico ABTS*
(verde-azul) reduciéndose a ABTS dependiendo de la actividad antioxidante y su
concentracion ademas de la duracién de la reaccién. Es el radical mas adecuado para
los compuestos coloreados, como los antocianos por tener un pico de absorcién a
734nm (mide entre 415nm y 734 nm) (Kuskoski, Asuero, Garcia-Parrilla, Troncoso y

Fett, 2004). El radical ABTS* puede ser generado por enzimas o quimicamente.
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Los polifenoles son compuestos bio-sintetizados por las plantas (frutos, hojas,
tallos, raices, semillas, etc...) caracterizados por poseer mas de un grupo fenol en sus
moléculas. Ademads, de ser fuertes antioxidantes. Las investigaciones de los ultimos
afios apoyan firmemente el papel de los polifenoles en la prevenciéon de enfermedades
degenerativas, particularmente  cancer, enfermedades cardiovasculares vy

neurodegenerativas. (Tsao, 2010)

Para la determinacion de la cantidad e polifenoles totales, generalmente se
utiliza el reactivo Folin- Ciocalteu (mezcla de acido fosfotungstico y fosfomolibdico), ya
gue, debido a su simplicidad, disponibilidad comercial del reactivo y que es un
procedimiento estandarizado, es un método muy utilizado en el area de la agroquimica

e industrias alimenticias. (Singleton, et al, 1999).

El ensayo Folin - Ciocalteu mide la capacidad que tiene los polifenoles para
reducir el Mo(VI) a Mo (V), como resultado de tal reaccién el reactivo de color amarillo
adquiere un color azul que se mide con el espectrofotébmetro a una longitud de onda
de 760nm. Suelen extraerse utilizando agua, disolventes organicos polares como

metanol, etanol, acetonitrilo 0 acetona, o su mezcla en agua (Tsao, 2010)

Para la cuantificacion de polifenoles totales mediante este procedimiento
analitico se realiza una comparacién con una recta patrén basada en algiin compuesto
polifendlico como es el caso del acido galico. Este ha sido el método utilizado para la

determinacién de polifenoles totales en L. luisieri.

Los flavonoides son un constituyente muy valioso de las plantas en la captura
de radicales libre, debido a la gran cantidad de hidroxilos presentes en su estructura
(Kumarappant et al., 2012). Se consideran compuestos con una alta polaridad, por lo
qgue son extraibles con disolventes polares como el metanol, etanol, acetona o agua.
Entre todas, las propiedades biol6gicas de mayor interés han sido sus efectos

antioxidantes.

El método més utilizado para la determinacién de flavonoides totales es el
método colorimétrico de cloruro de aluminio. Se fundamenta en la formacién de un

complejo entre el ion aluminio Al (lll) y los grupos carboxilo e hidroxilo de algunos
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flavonoides (flavonas y flavonoles) produciendo un color amarillo medible por
espectrofotometria a una longitud de onda de 415 nm (Pontis, et al., 2014). En
concreto el AICI; forma complejos estables en solucién acida con el grupo C-4 y el
grupo hidroxilo C-3 o C-5 de flavonas y flavonoles. Ademas, forma complejos labiles
acidos con los grupos ortodihidroxilo en el anillo A o B de los flavonoides (Chang, et
al., 2002).

Otro método es el colorimétrico con DNP (2,4-dinitrofenilhidrazina) donde este
compuesto reacciona con aldehidos y cetonas formandose 2,4-dinitrofenilhidrizona, el
cual produce un color rojo medible por espectrofotometria a una longitud de onda de
495 nm (Pontis, et al., 2014).

Los métodos colorimétricos son los mas empleados para la determinaciéon de
flavonoides totales, sin embargo, ninguno de ellos es capaz de determinar todo tipo de

flavonoides.

El método de cloruro de aluminio ha sido el empleado para la determinacién de

flavonoides totales en el presente trabajo.
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5.- MATERIALES Y METODOLOGIA

5.1.- Materiales

5.1.1.-Material vegetal

El material vegetal utilizado son flores y hojas de Lavandula luisieri originaria de
Portugal y adaptada en una parcela experimental localizada en el término municipal de
Aguardn (Zaragoza) perteneciente al Centro de Investigacibn y Tecnologia
Agroalimentaria de la Diputacion General de Aragén (CITA). La planta fue secada
convenientemente en las dependencias del CITA, se separaron por un cribado manual
(con ayuda de un cedazo) las flores de las hojas.

Una vez finalizado este pretratamiento del material vegetal de partida se
guardaron por separado hojas y flores, en bolsas herméticas y fueron almacenadas en
un congelador con la finalidad de conservar al maximo sus propiedades.

Los disolventes y reactivos empleados en los diferentes analisis se muestran
en (Tabla 2).

Tabla 2. Disolventes y reactivos empleados en los analisis y extracciones.

Compuesto Proveedor Pureza (% en masa) |
n- Hexano Panreac 99,0
Etanol VWR BDH Chemicals 99,94
Dioxido de carbono Contse 99,99
Agua Autoservicio Fac. C. Z.  Agua ultrapura Milli-Q
Trolox™ * Sigma-Aldrich 97
DPPH. ** Sigma-Aldrich -
Acido galico Sigma-Aldrich >97.5
Reactivo de Folin-Ciocalteu Sigma-Aldrich -
Na,CO; Sigma Aldrich 299.0
Tricloruro de Alumino Acros organics 99,0
Quercitina Glentham Life Sciences 99,9
Nitrito de Sodio Probys 97,5
Hidroxido de Sodio T3Q 299,0

Nombres IUPAC del DPPH- y trolox: * Acido-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico;

**di(fenil)-(2,4,6 trinitrofenil)iminoazanio.
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5.2.- Métodos

5.2.1.- Determinacién de masa

Para la determinacion de la masa utilizamos una micro balanza electronica de
precision METLER TOLEDO modelo AB265 S con una precision de 0,01 mg/0,1 mg

para capacidades maximas 81 g/220 g.

5.2.2.- Molienda y tamizado

El material vegetal de partida (flores y hojas de Lavandula luisieri) fue sometido
a molienda mediante un molinillo “Taurus”.

Figura 28. Tamizadora CISA modelo BA 300 N con varios tamices.

Tras la molienda se realiz6 el tamizado (Figura 28) de flores y hojas por
separado, obteniéndose muestras de diferentes tamafos.

Para el tamizado se utiliz6 una tamizadora CISA modelo BA-300N, la cual es
electromagnética y digital con cribas de diferente tamafio de particula comprendidas
entre 0,074 mm y 0,900 mm. Estos tamices se colocan en orden ascendente seguln su

tamafio de luz de malla.
El tamizado se realizé en 2 partes:
1°:900 - 710 - 589 p - 495
2°: 400 p -246 p -150 p - 0.074 p
El proceso de tamizado duré 30 minutos y los distintos tamafios de particulas

se conservaron en bolsas herméticas.
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El objetivo de esta criba es obtener material vegetal con un didmetro medio de
particula adecuado, en torno a 0,3 mm siguiendo el procedimiento detallado en el
método normalizado ANSI/ ASAE S.

5.2.3.- Grado de Humedad

Figura 29. Materia vegetal utilizada en el analizador de humedad.

El grado de humedad fue determinado mediante termogravimetria que consiste
en determinar la pérdida de masa al calentar una sustancia. Para ello se utilizé el
analizador de humedad Sartorius modelo MA 40.

Se pes6 1 gramo del material vegetal (Figura 29) y se introdujo en el analizador
y se alcanzaron 110 grados centigrados. Cuando el peso se estabilizd, anotamos la
masa final.

El grado de humedad expresado como porcentaje, es la diferencia entre el
peso de la masa inicial, menos el peso de la masa final tras el calentamiento.

Este proceso fue realizado por quintuplicado.

5.2.4.- Rotovaporizacion

El rotovapor se utiliza para destilaciones de una sola etapa de manera rapida.
Este método se basa en la condensacion y evaporacién de disolventes mediante un
matraz de evaporacion rotativo, de manera uniforme, bajo condiciones de vacio. Las
rotovaporizaciones producen una mezcla ecuanime de la muestra evitando el
sobrecalentamiento localizado en el matraz. El vacio disminuye la temperatura de

ebullicién incrementando la destilacion.

El rotovapor utilizado es el modelo Biichi R-210 acoplado a una bomba de
vacio V-700 con bafio calefactor B-491, un refrigerador F-105 y controlador de vacio V-
850.
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Figura 30. Rotovapor Bichi R-210.

Las condiciones de trabajo fueron, 40° C para el bafio y la presién se redujo
convenientemente en funcion del disolvente empleado (178 mbar para el hexano y 63
mbar para el etanol).

Este proceso es necesario para determinar los rendimientos obtenidos de los
diferentes extractos o sus fracciones. La operacion de rotovaporizacion se ha de llevar
a cabo de manera conveniente evitando la presencia de disolvente, teniendo en
cuenta que, a la hora de realizar los pesajes de las muestras, la presencia de
disolvente, podria producir resultados erréneos. Para evitar tales errores, se considerd
que el extracto estaba exento de disolvente en el momento en que la diferencia de dos

pesadas consecutivas fuera insignificante.

El rendimiento fue determinado mediante la siguiente ecuacion.

Rendimiento= Masa extracto seco 100
X
Masa materia vegetal inicial

El extracto o las fracciones se conservaron en el congelador a -20°C hasta su

posterior utilizacion.

5.2.5.- Espectofotdmetro

Para poder determinar el poder antioxidante de los distintos extractos obtenidos
en el presente trabajo, es necesario el empleo de la espectroscopia de absorcion
visible- UV.
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El espectofotometro empleado para la determinacion de la actividad
antioxidante de los extractos, es el “Evolution 300. UV-VIS Spectophotometer”, (Figura
31), éste va acompafiado del software VISIONpro para una correcta utilizacion.
Evolution 300 consta de un ancho de banda variable y una ldmpara de xenon, la cual
ofrece un buen rendimiento en todo el intervalo de longitud de onda. Otra
caracteristica de este equipo es que nos permite controlar la temperatura de trabajo a
las condiciones deseadas, en nuestro caso 25°C.

S e —
T W v & o i s

Figura 31. Espectofotometro Evolution 300.

Este instrumento tiene la capacidad de proyectar un haz de luz monocromatica
a través de una muestra, colocada en una celda de plastico, puesto que trabajamos en
la region visible, y determinar la cantidad de luz absorbida por dicha muestra.

(www.equiposylaboratorio.com).

Para cerciorarnos de un correcto funcionamiento del espectofotometro, se

verificd su exactitud a diferentes absorbancias y longitudes de onda.

Figura 32. Kit de filtros Pye Unicam Ltd. Cambridge England.

42


http://www.equiposylaboratorio.com/

MATERIALES Y METODOLOGIA

Para ello se utiliz6 el conjunto de filtros Pye Unicam Ltd. Cambridge England
(referencia: Pt. No. 790850) mostrados en (Figura 32). EIl conjunto consta de un
bloque de alineacién del haz y de varios filtros para el control de la absorbancia
(fabricados en Niquel) y de la longitud de onda (Holmio y Didimio).

Se llevaron a cabo varios barridos abarcando el rango de longitud de onda
disponible en el equipo. En (Tablas 3 y 4) se recogen las longitudes de onda de los
picos de absorbancia que generan, respectivamente, los filtros de Holmio y Didimio

junto con las longitudes de onda medidas.

Tabla 4. Longitudes de onda para el filtro
Tabla 3. Longitudes de onda para el g P

. . . . de Didimio y medidas experimentales
filtro de Holmio y medidas experimentales.

A fitro A experiental : Diferencia ‘
2415 2406 0.9
279,4 279,4 0 573 572,8 0,2
287,5 287,8 -0,3 586 585,4 0,6
333,7 333,6 0,1 685 685 0
360,9 360,8 0,1 Valor medio 0,26
385,9 385,8 0,1
418,7 418,8 -0,1
453,2 453,6 -0,4
460 460,2 -0,2
484,5 485,4 -0,9
536,2 536,6 -0,4
637,5 637,8 -0,3

Valor medio 0,38

Tras analizar los valores medios (absolutos) obtenidos en los experimentos se

verific6 que el equipo funcionaba correctamente.
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5.2.6.-Procesos de extraccion de principios activos

La maceracién es un método de extraccion sélido- liquido de los principios
activos de una planta en un liquido. En este caso, el sélido; material vegetal de hojas y
flores de Lavandula luisieri, se mantiene en contacto con un disolvente organico como
extrayente de los compuestos solubles en él, durante un periodo determinado de
tiempo.

Se hicieron dos extracciones consecutivas; la primera de ellas en hexano para
eliminar todas las ceras y lipidos, la segunda en etanol para eliminar los compuestos

de naturaleza polar.

Se utilizaron 20 g de material vegetal de tamafio de particula aproximado de
0,3 mm tanto de flores como de hojas de Lavandula luisieri. Por cada gramo de
material vegetal se afiadieron 10 ml de disolvente, por lo tanto, se afiadieron 200 ml de
disolvente. Para llevar a cabo el proceso de maceracion se utilizaron botellas de vidrio
de 500 ml de color topacio (evita la fotoxidacién) y provistas de un cierre hermético

para evitar la evaporacion.

Una vez preparada la muestra a macerar, se colocé en la placa agitadora
durante 48h a temperatura ambiente. Las maceraciones se realizaron por triplicado.
(Figura 33).

Figura 33. Proceso de maceracion. Figura 34. Filtrado tras la maceracion.

Pasadas las 48h dimos por concluida la maceracion y se filtr6 a vacio,
mediante el embudo Buchner, en el que colocamos papel de filtro para evitar el posible
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paso de particulas a la disolucion filtrada, la cual se recoge en un kitasato, acoplado a

una trompa de vacio. (Figura 34).

Tras la filtracidon obtuvimos dos fracciones diferentes, las cuales se trataron de
forma distinta:

e Fraccion sdlida: Se retir6 convenientemente el papel de filtro, evitando

la pérdida de material vegetal. Lo dejamos secando durante 24h.
Pasadas las 24 h se realizé la segunda extraccion con etanol, siguiendo
el proceso explicado anteriormente, al realizar la extraccién con hexano.
Previamente se pesO6 el material vegetal para cerciorarnos de la

cantidad exacta que utilizamos.

e Fraccién liguida: La disolucién de extracto obtenida tras la primera

maceracion, se rotovaporizé elimindndose el hexano para calcular el
rendimiento en ceras y compuestos apolares. En el caso de la segunda
maceracion etandlica se rotovaporizo para determinar el rendimiento del

extracto (compuestos de naturaleza polar).

Los extractos etandlicos obtenidos se utilizaron para la determinacién de su

actividad antioxidante de forma directa. Ademas mediante la técnica SAF (técnica
detallada en el apartado 5.2.7) se consiguié fraccionar el extracto etandlico y se
procedié también a la determinacion del poder antioxidante de las fracciones obtenidas

por separado.

5.2.7.- Fraccionamiento supercritico antidisolvente (SAF)

El fraccionamiento antidisolvente con SC-CO, se llevo a cabo en la planta del
laboratorio situada en el edificio I3A (Campus Rio Ebro) y puesta a punto por el grupo
GATHERS. El dispositivo (Figura 35), permite extraer y separar aceites y ceras de

material vegetal a una temperatura de hasta 120°C y presiones de hasta 400 bar.
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Botellas
de CO2 Valvul '._

/ presion

Manémetros

Q
=

. cosolvente

Figura 35. Planta piloto de fraccionamiento antidisolvente con SC-CO,.

Partes de las que consta la planta piloto:

Botella de dioxido de carbono (CO, Tank)

- Bomba de diéxido de carbono (CO, Pump)

- Reservorio de codisolvente (Co-solvent)

- Bomba de codisolvente (Co-solvent Pump)

- Intercambiador de calor, Heat Exchanger, calienta el CO, a 40°C
- Camara de precipitaciéon

- Regulador de presion automatico (Automated BPR)

- Vasijas colectoras (Coll Vess 1y 2)

- Regulador de presion manual en las vasijas colectoras (Manual BPR)
- Caudalimetro de CO,

- Controladores de temperatura

El control de todos los pardmetros (presion, temperatura y flujo) se realiza a
través del software de la planta (Figura 36 y 37).
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Figura 36. Esquema de la planta piloto.

/

Figura 37.Software de la planta de extraccién con SC-CO,.

La (Figura 37) es una imagen de la pantalla del ordenador utilizada para
controlar el proceso. El equipamiento cuenta con todos los sistemas de seguridad
necesarios: discos ruptura y limites de presion, BPR y temperatura de seguridad que

en el supuesto de que se alcanzase esa temperatura se detendria de inmediato el

proceso.

En el caso de las flores, pesamos aproximadamente 1,2 g. Estos 1,2 g son el
resultado de la maceracion, recordamos que se hicieron tres réplicas, por lo que

aproximadamente cada matraz contiene 0.4g de extracto.
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A cada matraz le afadimos 20 mL de etanol para que el extracto se diluyese
completamente. Posteriormente, lo echamos en un vaso por lo que obtuvimos

aproximadamente 1,2g y 60 mL de etanol.

Figura 38. Filtrado del extracto Figura 39. Extracto filtrado en SAF

Como se observa en (Figura 38), antes de inyectar la disolucién se ha de flitrar
el extracto para evitar que cualquier resto sélido que haya podido quedar. Para ello se
utilizé una jeringa de Nylon 0.45 pm.

Una vez filtrado y comprobadas las condiciones de trabajo; presion de 115 bar,
temperatura constante de 40°C, caudal de CO, 30g/min y un Co-solvent de 0,5
mL/min. , se inicia el bombeo de CO, y se inyecta la disolucion etandlica del extracto.

Recalcar que estas condiciones Optimas de trabajo en las que se obtienen los
mayores rendimientos previenen de estudios previos realizados a este trabajo en el
laboratorio de Quimica Sostenible, del I3A, todos ellos pertenecientes al grupo
GHATERS.

Una vez inyectada la disolucién etandlica del extracto, se establece el
mezclado de la corriente de SC-CO, y un aerosol de la disolucion liquida. En la
camara, (en cuyo interior se encuentra un filtro para retener todas las particulas
sélidas generadas) se produjo la separacion donde quedaron los compuestos no

solubles en la mezcla de CO,+ etanol (Figura 40).

Los compuestos solubles (no retenidos en cadmara) en la mezcla de CO,+

etanol son conducidos a un colector donde se produce la separacién del CO, gaseoso
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por la parte superior, y por el fondo en el colector, cada 15 minutos se recoge la

fraccion etandlica o espurgo (Figura 41).

Finalizado el bombeo, se ha de lavar la planta para evitar que quede extracto
en el interior del circuito, para ello introdujimos 40 mL de etanol puro y arrastramos
todo el extracto que pudiese quedar. Una vez hecho esto, se hizo circular CO, para un

lavado completo.
De cada experimento, hojas y flores, se obtuvieron:

- Fraccion sdlida: Localizada en la camara (Figura 40).
- Fraccion liquida: Tanto en camara como en el colector o espurgo (Figura 41).

La fraccion liquida, se rotovaporiz0, para eliminar el disolvente y poder calcular

su poder antioxidante.

Figura 40. Fraccion sélida de la camara Figura 41. Fraccién liquida de cadmara y colector

5.2.8.- Medida de la capacidad antioxidante

Para seguir la evolucién de la reaccion, utilizamos la medida espectroscopica a
una longitud de onda fija de 515 nm. Es imprescindible usar esta longitud de onda,
puesto que es la que presenta el maximo de absorbancia en el visible de la disolucién
del DPPH-. La caida de la absorbancia esté directamente relacionada con la cantidad

de radical libre presente en cada momento.

Los resultados de esta técnica se pueden presentar de diferentes maneras,
pero en este caso, la capacidad antioxidante de los extractos se expres6é mediante 3

49



MATERIALES Y METODOLOGIA

indices: ECsq (Efficient Concentration), definido como la cantidad de antioxidante
necesaria para reducir a la mitad la concentracion inicial de DPPH- (Brand-Williams et
al., 1994), ICs, como la concentracion que proporciona el 50% de inhibicion y AAl,
indice de actividad antioxidante (Scherer y Teixeira Godoy, 2009).

El célculo del ECsy se realizd con la recta resultante de la representacion
gréfica del porcentaje de cantidad de DPPH- remanente (%CR) frente a la relacion
Jextracto /9 pppH. O Dien en el caso de una sustancia pura (de masa molecular conocida)

como es el caso del Trolox™, se utilizd la relacion mol yo0/MOl pppy-.

CrOPPH
Ci DPPH

Y Cremanente =

Donde: C; DPPH-: Concentracion final de DPPH-, tras una hora de reacciéon. C;

DPPH-: Concentracion inicial, antes de comenzar la reacciéon. Ambas concentraciones
se calcularon a partir de la recta de calibrado.

Para el calculo del I1Csq se utilizé el grafico que representa el porcentaje de

inhibicién (%l) frente a la concentracién de los diferentes extractos. (Anexos paginas
91-97).

J'HJSE' - r“JS‘f
—]s 100

’-?I=[
,{:I .'“JSE'

Donde Abs;: Absorbancia inicial; Abs;: Absorbancia final.

Obtenidos los indices de inhibicion se procede a la preparacion de las rectas.
En el eje y se colocaron las concentraciones de la cubeta para cada patron y en el eje

x el % inhibicion.

Finalmente, el calculo del AAl se realiz6 a través de la siguiente expresion:

Ci de DPFPH (ug,/ml)
IC5q (mg/ml)

Donde Ci: Concentracion inicial de DPPH-

Método de cuantificacién del grado de actividad antioxidante:

Tabla 5. Grado de poder antioxidante en funcion del AAI.

AAlI <05 Pobre
0.5<AAI<1.0 Moderado
1.0<AAlI<2.0 Alto

2.0 < AAI Muy antioxidante
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Para determinar espectroscopicamente el ECs, de los extractos, lo primero que
se tuvo que hacer fue realizar una recta de calibrado. Se preparé una disolucién madre
de DPPH-, para ello se pesaron aproximadamente 0,005g del radical en la balanza de
precision, los cuales transvasamos a un matraz aforado de 100 ml, donde afiadimos
etanol hasta su enrase. Por ello la disolucion madre de DPPH- tenia una
concentracion aproximada a 0,05 g /L.

Una vez enrasado el matraz aforado con el radical en etanol, se introdujo un
nucleo y se llevé a agitacion durante 10 minutos y posteriormente otros 10 minutos en

ultrasonidos para cerciorarnos de una correcta disolucion.

Por dilucién, a partir de la disolucion madre de concentracién conocida, se
prepararon 4 disoluciones patron de concentraciones aproximadas de 0,01 g/L, 0.02
g/L, 0,03 g/L y 0,04 g/L, en matraces aforados de 25 mL y diluidas con etanol. Todas
las disoluciones, nada mas concluir su preparacién se envolvieron los matraces con
papel de aluminio y se introdujeron en un armario para protegerlas de la degradacion

debido a la luz.

Antes de proceder a la medida de la absorbancia, comprobamos que teniamos
la temperatura de consigna en el espectofotémetro a 25°C ya que se debe de controlar
hasta conseguir una temperatura estable mientras que preparamos las disoluciones.

Ajustamos la linea de trabajo y seleccionamos una longitud de onda de 516 nm.

Previo a los analisis con las muestras, se hizo un blanco empleando etanol
absoluto. Pipeteamos 3,5 mL que colocamos en la cubeta de plastico y comenzamos
con la medida de la absorbancia. Siempre empezando por la mas concentrada y
terminando por la mas diluida. La cubeta se limpi6 y se sec6 adecuadamente tras cada

medida, para evitar posibles contaminaciones.

Como es habitual en la realizacion de este trabajo, las medidas se realizaron

por triplicado.

51



MATERIALES Y METODOLOGIA

Para comprobar que el método del DPPH- empleado, es correcto, se determiné
la actividad antioxidante del compuesto comercial cominmente llamado Trolox™
(4cido (%)-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico), un analogo sintético de la

vitamina E, generalmente usado como referencia. (Figura 42).

CHs
HO O

OH

O ch,
CHs

H3C

Figura 42. Estructura del Trolox™.

El procedimiento experimental fue el siguiente:

Se prepar6 una disoluciébn madre de Trolox™ de 1 g/L aproximadamente,
pesando 0,05 g y disolviendo en etanol hasta 50 mL, en un matraz aforado, a partir de
la cual se preparan por dilucion varias disoluciones de concentraciones aproximadas
de 0,05¢/L, 0,2 ¢g/L, 0,2 g/L 0,3 g/Ly0,04g/L.

Una vez preparadas todas las disoluciones de Trolox™, se preparé una
disolucién fresca de DPPH- con concentracion de 0,03 g/L. Una vez enrasado el
matraz aforado con el radical en etanol, se introdujo un ndcleo y se llevo a agitaciéon
durante 10 minutos y posteriormente otros 10 minutos en ultrasonidos para

cerciorarnos de una correcta disolucion.

Para realizar las medidas de la capacidad antioxidantes, al igual que al calcular
los puntos de la recta de calibrado, se mantuvo una temperatura constante de 25°C y
trabajamos a una longitud de onda de 516 nm en el espectrofotometro. Realizamos la
medida del blanco, sélo con etanol y procedimos a realizar las medidas pertinentes de

las 5 disoluciones.

Se introdujo la cubeta en el espectofotémetro con 2,5 mL de la disolucion de
DPPH-, y se puso en marcha la medida, a los 2 minutos se afiadieron 50 pyL de
Trolox™. La medida consiste en observar la disminucion de la absorbancia en el
tiempo durante 30 minutos, tiempo para el cual la absorbancia se ha hecho constante

(Anexo, pag.98).
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Para evitar la posible contaminacion con restos de muestra, después de cada
uso de la micropipeta, se limpié. Primero con etanol y tras su secado, se homogeneizé

con la nueva disolucion.

Este proceso se realizé por triplicado.

Para cuantificar el total de polifenoles se utilizé el espectrofotometro UV/VIS. El
procedimiento llevado a cabo para la determinacion es una modificacion del método

Folin-Ciocalteu propuesto por Yu y Dahlgren (2000).

Para la recta de calibrado utilizamos como patrén el acido galico, con el cual se
prepara una disolucion madre en etanol. A partir de la madre, se prepararon
disoluciones con diferente concentracion; 20, 40,100, 160, 220, 280 y 340 ug/g. Con
ellas se obtienen diferentes puntos de la curva. Al igual que en todas las pruebas
realizadas se hace un blanco, con agua destilada.

Las muestras empleadas provienen tanto de la maceracién en etanol, como del

SAF; cAmara y espurgo. Las concentraciones preparadas son de 1,2 g/L.

Para la preparacion de la recta de calibrado, en un tubo de vidrio &mbar de 10
mL se afiadieron: 0,5 ml de disoluciéon patrén de acido galico, extracto o agua
destilada, esta ultima en el caso de la realizacion del blanco. Recordar que el blanco
se realiza en todos los métodos antes de comenzar a analizar los extractos., 0,5 mL
del reactivo Folin- Ciocalteu y 8 ml de agua destilada. La mezcla se agita
manualmente durante aproximadamente 30 segundos y se introduce a ultrasonidos

durante 5 minutos.

Pasados los 5 minutos, sacamos la muestra del ultrasonido y afiadimos 1 mL
de la disoluciéon de Nas;CO; al 20% en agua, agitamos para una mezcla homogénea y

sometimos a oscuridad durante 30 minutos para asegurar una correcta reaccion.

Tras los 30 minutos se mide la absorbancia en el espectrofotometro,
pipeteando 3,5 mL de la disolucion e introduciéndolos en la cubeta, (recordar que
siempre ha de haber una cubeta de referencia en el fondo del espectrofotometro). Se

repite el proceso 3 veces.
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Para la medicion de los extractos se sigue el mismo procedimiento, tomando en

vez de 0,5 mL de la disolucion patrén, 0,5 ml del extracto de la planta ya sea, hojas,

Gl (§° '
ot
".

Figura 43. Serie de disoluciones de acido gélico para la realizacion de la recta de calibrado

flores, cAmara o espurgo.

6

i’

El contenido de flavonoides totales se determind con el método colorimétrico
descrito por (Bathii et al., 2007). Una vez preparado todo lo requerido para el analisis,

comenzamos realizando el blanco.

Se introducen en la cubeta 3,5 mL de la muestra, siempre con un nicleo dentro
de la misma, la cual se colocé de tal forma que pase el haz de luz por ella para medir
la absorbancia. Tras consultar varias publicaciones, se decidié medir la absorbancia a

una longitud de onda de 510mn.

Para la recta de calibrado utilizamos como patrén la quercitina, con la cual se
preparé una disolucibon madre en metanol. A partir de la madre, se prepararon
disoluciones con diferente concentracion; 50, 100, 200, 400, 600, 800 y 1000 pg/mL.
Pipeteamos la parte correspondiente y llevamos a un matraz de 10 mL donde

enrasamos con metanol.

En un vial de 10 mL introducimos: 1 mL de disolucién de quercitina, 4 mL de
agua Milli-Q, 0,3 mL de NaNO, al 5%, previamente diluido en un matraz de 50 mL con

agua. Agitamos alrededor de 30 segundos y ponemos en el ultrasonidos durante 5
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minutos, transcurridos los 5 minutos afiadimos 0,3 mL de AICI; al 10%, (diluido en un
matraz de 25 mL con metanol). Repetimos el proceso de agitacion para homogeneizar
la mezcla durante 30 segundos y esta vez lo colocamos en el ultrasonidos durante 6
minutos. Pasados 6 minutos afiadimos 2 mL de NaOH (diluida en un matraz de 100mL
con agua) y finalmente enrasamos con agua hasta alcanzar los 10 ml. Tras 15 minutos
en la oscuridad, podemos proceder a medir la absorbancia en el espectrofotobmetro
UV- visible.

Las muestras empleadas provienen tanto de la maceracién en etanol, como del
SAF; cdmara y espurgo. Las concentraciones preparadas son de aproximadamente
1,2 g/L.

Para calcular la absorbancia de las muestras, en vez de preparar el vial con 1
mL de la disolucién patron (Quercitina), se prepara con 1 mL de extracto, el resto del

procedimiento es idéntico.

Nuevamente, las pruebas de las rectas de calibrado y los extractos se realizan

por triplicado.

Figura 44. Serie de disoluciones de quercitina para la realizacién de la recta de calibrado.
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6.- RESULTADOS Y DISCUSION

En este apartado se muestran los resultados obtenidos de los diferentes
procesos y metodologias aplicados a las diversas muestras de Lavandula lusieri.

6.1.- Tamizado

El tamizado se realizé con la finalidad de obtener una muestra representativa
tanto de hojas como de flores de Lavandula lusieri, con un tamafio de particula 6ptimo
(0,3 mm). Tamafios inferiores a 0,3 mm podria suponer la pérdida de compuestos
volatiles y para tamafios superiores a 0,3 mm se obtendrian rendimientos en las
maceraciones mas bajos. Para ello se prepararon 2 muestras diferentes.

En (Tabla 6) se muestra el resultado de la molienda y tamizado del material
vegetal de partida. Este procedimiento nos provee de una forma sisteméatica para la

preparacion de muestras para extraccion, de forma homogénea.

Tabla 6. Resultados de la molienda y el tamizado de todo el material vegetal de partida.

Tamiz @ (mm) Masa Flores (g) Masa Hojas(g) |

1 0,074 ' 2,35 ' 0,50
2 0,150 3,00 3,50
3 0,246 4,00 5,60
4 0,400 4,20 6,00
5 0,495 3,25 2,40
6 0,589 1,20 1,00
7 0,710 1,00 0,50
8 0,900 1,00 0,50

Masa Total (g) 20,00 20,00

Para el célculo del diametro medio de las particulas se utilizé el método
normalizado ASAE S 319.4 mediante la siguiente expresion:

m;lo di
—log- F[ 1(m;log di)

Donde:

fi_[ = (fi[ X fif+:|_)nl5

m;: Masa recogida sobre el tamiz ;; d; y di+1: Diametros de la luz de malla de los

tamices i e i+1.
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El diametro medio de particula obtenido fue el siguiente:

Tabla 7. Diametro de particula medio obtenido de flores y hojas.

@ Flores (mm) @ Hojas(mm)

0,335 0,363 |

En (Figuras 45 y 46) se muestran de forma gréfica los diferentes tamafios de
particulas tanto de hojas como de flores tras el tamizado.

Tamizado de Hojas

4,5
4,0
3,5

3,0

2,5

2,0 -

1,5 A

1,0 -

Inn
0,0 -

0,074 0,150 0,246 0,400 0,495 0,589 0,710 0,900
Didmetro del tamiz ( mm)

masa ( g)

Figura 45. Representacion de las diferentes masas de hojas en cada tamiz.
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Tamizado de Flores
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Figura 46. Representacion de las diferentes masas de flores en cada tamiz

Como se observa en el gréfico la maxima cantidad de masa tomada ha sido en
el tamiz comprendido entre 0,246 -0,400 mm de diametro, donde se encuentra el

tamafio de particula 6ptimo que se pretende conseguir.

6.2.- Grado de humedad

Se realizaron 5 medidas sucesivas para cuantificar la cantidad de agua
presente en el material vegetal pretratado tanto en hojas como en flores. En (Tablas 8
y 9) se muestran los resultados obtenidos de la determinacion de humedad por

termogravimetria tanto en hojas como en flores.

Tabla 8. Resultados tras la determinacion de humedad en hojas por termogravimetria en L.
luisieri.

Medida ici - -

1 1,015 0,85 0,16 15,9

2 1 0,84 0,16 16,1

3 1 0,85 0,15 15,4

4 1,006 0,85 0,16 15,3

5 1,003 0,86 0,14 14,8
Media 15,5

(o] 0,5
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Tabla 9. Resultados tras la determinacién de humedad en flores por termogravimetria en L.
luisieri.

Medida Minicial (9) Miina (9) Mperdida (9) Humedad (%)

1 1 0,86 0,14 14,9

2 1,005 0,87 0,13 14,1

3 1 0,90 0,10 14,7

4 1,02 0,86 0,16 13,4

5 1,007 0,86 0,15 15,1
Media 14,4

(o) 0,7

Los valores obtenidos de humedad entran dentro de los valores esperados.

6.3.- Extracciones

En (Tablas 10 y 11) mostradas a continuacion, se encuentran los resultados
obtenidos de rendimiento en las extracciones en hexano y en etanol tanto en hojas

como en flores.

Para una mayor fiabilidad de los resultados obtenidos y evitar errores, todas las
pruebas se han realizado por triplicado.

El rendimiento obtenido se ha calculado con la siguiente expresion:

Masa extracto obtenido x 100

% rendimiento =
Masa material vegetal inicial

Tabla 10. Rendimientos de las extracciones de hojas de L. luisieri.

EXTRACCION Botella Masa Planta Masa extracto  Rendimiento

DE HOJAS (%)

' 1 20,00 0,68 3,40

HEXANO 2 20,00 0,52 2,62

3 20,00 0,40 2,02

Media 2,68

1 19,11 4,04 21,13

ETANOL 2 19,37 4,43 22,87

3 19,57 4,45 22,74

Media 22,25
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Tabla 11. Rendimientos de las extracciones de flores de L. luisieri.

EXTRACCION Botella Masa Planta Masa extracto  Rendimiento
DE FLORES (9) (9) (%)
1 20,00 0,26 1,29
HEXANO 2 20,00 0,31 1,53
3 20,00 0,34 1,70
Media 1,51
1 19,74 1,41 7,15
ETANOL 2 19,65 1,53 7,79
3 19,34 1,38 6,89
Media 7,28

Al analizar los resultados lo primero que se observa es que la extraccion con
etanol ofrece mayores rendimientos que la de hexano. El resultado obtenido es el
esperado, ya que el etanol tiene una mayor capacidad. Esto suele ser frecuente en el
tratamiento de hojas y flores de plantas arométicas y medicinales (Martin Navarro,
2012). Ademas, se observa también que el rendimiento de hojas es mayor que el de
flores.

6.4.- Resultados de la actividad antioxidante en los extractos de L.luisieri

6.4.1.- Obtencion de las rectas de calibrado de DPPH-

Para obtener las rectas de calibrado, se preparé una disolucion madre de
DPPH- de aproximadamente 0,05 g/L, a partir de ésta se prepararon cuatro
disoluciones seriadas. En (Tabla 12) se muestran las concentraciones de las

disoluciones empleadas para cada recta y sus absorbancias.

Tabla 12. Datos calibracion DPPH- para todas las rectas.
RECTA C(g/L) Abs. RECTA C(g/L) Abs. RECTA C(g/L)

2 3
1 0,009 0,260 1 0,010 0,293 1 0,010 0,290
2 0,019 0,521 2 0,021 0,562 2 0,027 0,769
3 0,028 0,772 3 0,031 0,867 3 0,031 0,866
4 0,038 1,038 4 0,042 1,153 4 0,041 1,154
5% 0,047 1,314 5* 0,052 1,465 5% 0,051 1,441

*Disolucion madre; C: Concentracion; Abs: Absorbancia
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Una vez obtenidos los resultados de las 3 rectas de calibrado, se calcul6 la
ecuacion recta de calibrado del DPPH- comun, la cual se muestra en (Figura 47) la
recta de calibrado y el coeficiente de correlacion (R?).

Recta de calibrado DPPH-

1,6 -

14 y = 27,734x - 0,0049

’ R2=0,9994

1,2
©
o 1 -
C
©
20,38 -
(@)
206 -
<

0,4 -

0,2 -

o T T T T T 1

0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06
Concentracion ( g/L)

Figura 47. Recta de calibrado del DPPH-.

6.4.2.- Validaciéon del método experimental con Trolox™

Para la validacion del método con Trolox™, se prepararon cinco disoluciones a
partir de una disolucion madre de Trolox™ de concentracion 1g/L. Por otro lado, se
preparé una disolucion de DPPH- cuya concentracién es de 0,3g/L. La validacion del

método se realizo por triplicado, para ello siempre se utilizaron nuevas disoluciones.

En (Tabla 13) se muestran las concentraciones de Trolox™, relacién Trolox™ /
DPPH-, absorbancia final y concentracién remanente relativa de DPPH-.

Tabla 13. Concentraciones de Trolox™ de las disoluciones de partida, ratio Trolox'" / DPPH-.
absorbancia final y concentracion remanente de DPPH-.

Experimento  C troioxTv Mol Trolox Abs [DPPH-]

(mol/L) /mol DPPH- final Remanente (%)
1 2,001*10* 0,0520 0,7231 86,59
2 4,003*10™ 0,1029 0,6342 75,02
3 8,006*10™ 0,2062 0,4511 53,69
4 1,201*10° 0,3123 0,2633 31,89
> 1,601*10° 0,4164 0,1008 12,57

[DPPH-]1,=0,0302 g/L=7,658*10" mol/L ; <Absy>= 0,8361
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Experimento  C troloxt™ Mol Trolox™ NS [DPPH-]
(mol/L) /mol DPPH- final Remanente (%)
SERIE 2
1 2,005*10™ 0,0504 0,7624 88,16
2 4,011*10™ 0,0968 0,7470 83,00
s 8,022*10* 0,2000 0,5449 62,69
& 1,202*10° 0,2999 0,5156 40,37
5 1,604*107 0,4018 0,1613 19,02

[DPPH-],=0,0315 g/L=7,988*10° mol/L; <Abs,>= 0,8687

Experimento  C troloxT™ Mol Trolox™ Abs [DPPH]

(mol/L) /mol DPPH- final Remanente (%)
1 1,997*10™ 0,0511 0,7318 86,30
2 3,995*10 0,1039 0,6262 75,10
3 7,990*10" 0,2088 0,5144 62,04
4 1,202*10° 0,3145 0,2902 35,29
> 1,602*10° 0,4190 0,1501 18,54

[DPPH-],=0,0301 g/L= 7,633*10° mol/L ; <Absy>= 0,8313

Para calcular el ECsq utilizamos las rectas resultantes de la representacién de
CR pppn. frente a mol Trolox™ / mol DPPH- (Anexo pag. 84) .Los resultados obtenidos

de ECsy se muestran en (Tabla 14).

Tabla 14. Valores de ECs, obtenidos para el Trolox™, media y desviacién estandar de los
mismos.

SERIE ECso (mol Trolox™/ mol DPPH-) |

1 0,23
2 0,25
3 0,25
MEDIA 0,24
o 0,01

Los valores de ECs, obtenidos, entran dentro del intervalo de valores
consultados de algunos autores como: (Bortolomeazzi, et al., 2007) 26 +0,01 mol
Trolox/mol DPPH, 0,24 (Gordon, et al., 2001) y 0,21 (Nenadis, et al., 2003).

Por lo tanto, el funcionamiento del espectofotometro para las medidas y el
método aplicado para la determinacion del poder antioxidante son correctos.
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6.4.3.- Célculo de la actividad antioxidante de los extractos

Tras constatar a través del método experimental del Trolox™, que la
metodologia empleada era la correcta, se determind la actividad antioxidante de los

extractos hojas y flores de Lavandula luisieri.

Se realizaron analisis de las tres botellas de extracto etandlico. Se prepararon
diferentes diluciones de la disolucibn madre, ésta tenia aproximadamente una
concentracion de 5g/L de la cual se tomaron, 1,5, 4, 7 y 10 mL y se introdujeron en
matraces de 10mL los cuales se enrasaron con etanol.

En (Tabla 15) se recogen los siguientes datos: concentraciones (g/L),
Oextracto/OppPPH-, @bsorbancia final y remanente de DPPH en porcentaje. Todo esto, para

el calculo de la actividad antioxidante.

Tabla 15. Concentracion de extracto inicial (g/L), relacion entre los gramos de extracto y los de
DPPH- (Qextracto/9prpH.), Valores de absorbancia tras la reaccién y porcentaje remanente de
radical DPPH-.

Experimento C (g/L) g extracto/g [DPPH-]
DPPH- Remanente (%)
1 0,704 0,462 0,5477 65,97
2 0,470 0,308 0,6477 77,60
3 1,408 0,923 0,3386 41,19
4 4,692 1,517 0,0490 6,42

[DPPH-1,=0,0305 g/L= 7,73-10°mol/L ; <Abs,>= 0,8344

Experimento C (g/L) g extracto/g [DPPH:]
Remanente (%)
1 0,457 0,296 0,6986 79,51
2 0,685 0,443 0,6162 70,65
s 1,371 0,887 0,4247 48,95
4 2,285 1,168 0,3009 34,46

[DPPH-],=0,0309 g/L= 7,83-10°mol/L ; <Abs,>= 0,8825
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Experimento C (g/L) g extracto/g Abs [DPPH-]
: final Remanente (%)
1 0,582 0,373 0,7237 81,53
2 0,873 0,560 0,5815 65,70
s 1,747 1,120 0,3394 38,59
4 2,911 1,563 0,1136 13,24

[DPPH-],=0,0312 g/L= 7,91-10°°mol/L ; <Abs,>= 0,8903

Para calcular el ECs, utilizamos las rectas resultantes de la representacion de
CR ppph., frente a l0S Qgexracto/Ioren.  (Anexo pag.85) . Los resultados obtenidos de ECsy,

ICso y AAl para las flores se muestran en (Tabla 16).

Tabla 16.Valores ECsq IC50, AAl de los extractos etandlicos procedentes de las flores.

SERIE ECso(Jextracto/dpPPH.) [Cso(p/ml) JaYal
1 0,76 24,30 1,26
2 0,86 30,39 1,01
3 0,90 30,21 1,03
MEDIA 0,84 28,30 1,10
o 0,070 3,465 0,133

El mismo procedimiento se realiz6 para el calculo de la actividad antioxidante

de extracto etandlico de flores, se emplea para el célculo en las hojas.

Tabla 17. Concentracion de extracto inicial (g/L), relacién entre los gramos de extracto y los de
DPPH: (Qexracto/dorrH.), Valores de absorbancia tras la reaccion y porcentaje remanente de
radical DPPH-.

Experimento C (g/L) g extracto/g Abs [DPPH:]
final Remanente (%)
1 0,756 0,540 0,8355 83,71
2 2,016 1,440 0,6269 63,41
s 3,528 2,520 0,4015 40,73
4 5,040 3,600 0,1913 19,72

[DPPH-],=0,0280 g/L= 7,10-10°mol/L; <Absy>= 0,9990

A W N R

5,090 3,252 0,1353 15,81
[DPPH-],=0,0313 g/L= 7,93-10°mol/L; <Absy>= 0,8820
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Experimento C (g/L) g extracto/g Abs [DPPH-]
DPPH- final Remanente (%)
SERIE 3
! 0,764 0,502 0,7123 84,23
2 2,036 1,338 0,5637 66,88
3 3,563 2,342 0,3900 46,78
4 5,090 3,346 0,2649 31,69

[DPPH-],=0,0301 g/L= 7,63-10°mol/L; <Abs,>= 0,8466

Para calcular el ECsg utilizamos las rectas resultantes de la representacion de
CR ppph.. frente a 10S gextracto/9oren- (ANEX0 pag. 86). Los resultados obtenidos de ECx,

ICso (Anexo pag.92) y AAl para las flores se muestran en (Tabla 18).

Tabla 18. Valores ECsq IC5o, AAI de los extractos etandlicos procedentes de las hojas.

SERIE ECso(Jextracto/dpPPH.) ICso(p/ml) AAl
1 2,10 58,91 0,48
2 1,92 59,85 0,52
3 2,28 68,09 0,44

MEDIA 2,10 62,28 0,48
o 0,177 5,051 0,040

6.4.3.2.- Calculo de la actividad antioxidante del extracto etanoélico de flores y
hojas sometido a SAF

En (Tabla 19 y 20) se muestran los valores obtenidos para el célculo de ECs
Rectas de concentracién remanente de DPPH- /vs/ correlacion del ratio Qexiacto/IoppH,
(Anexo paginas 87-90), ICso y AAIl para flores y hojas.

Tabla 19. Valores ECs, ICsg, AAl de La fraccion obtenida en cdmara y colector de extractos
procedentes de las flores de L. luisieri.

CAMARA FLOR ECSO(gextraCtO/g DppH.) |C50(|.l/m|) JAVAY!
1 0,83 24,23 1,28
2 0,72 22,31 1,38
MEDIA 0,78 23,27 1,34

o 0,077 1,357 0,071
ESPURGO ECso(Jextracto/doPPH.) |Cso(p/ml) AAl

FLOR

1 32,15 1067,78 0,03
2 32,09 1046,94 0,03
MEDIA 32,12 1057,36 0,03

o 0,048 14,736 0,0004
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Tabla 20. Valores ECsq ICso, AAIl de La fraccién obtenida en cdmara y colector de extractos
procedentes de las hojas de L. luisieri.

CAMARA ECs0(Qextracto/IpPPH.) |Cs0(p/ml) .V ‘
HOJAS : : :
1 0,65 22,93 1,44
2 0,84 26,72 1,20
MEDIA 0,75 24,83 1,32
o 0,135 2,680 0,171
ESPURGO ECso(Jextracto/doPPH.) |Cso(p/ml) AAl
HOJAS
1 83,98 244475 0,02
2 81,14 2424,33 0,01
MEDIA 82,56 2434,54 0,02
o 2,0056 14,439 0,0003

Observando los resultados obtenidos en (Tablas 19 y 20), podemos decir que
la actividad antioxidante de la Lavandula luisieri tanto en extracto etanodlico de las
flores como en la fracciébn en camara de flores y hojas es alta (1< AAl <2) en cambio la
actividad antioxidante en el extracto etandlico de hojas y espurgo de flores y hojas

presenta un bajo poder antioxidante (AAl< 0.5).

Podemos concluir con que la mayor parte de los compuestos que poseen

capacidad antioxidante se han concentrado en la camara.

En el trabajo de Gallan Alonso, (2016) se mide la actividad antioxidante de
Lavandula luisiri (Toledo) dando como resultado para el extracto etandlico de las hojas
un ECsp (g extracto /9 prer.) de 2.81, y un AAI de 0.36. Respecto al extracto etandlico de
flores obtiene un valor de ECs, de 0.82 y AAI de 1.31. En el caso de los resultados
obtenidos para hojas en camara obtiene unos resultados de ECs, de 1.18 y AAI de
0.85. Respecto a los resultados obtenidos en hojas espurgo obtiene un valor de ECsq
de 112.52 y AAIl de 0.01. En el caso de los resultados obtenidos para flores en camara
obtiene unos resultados de ECg, de 0.65 y AAIl de 1.52. Respecto a los resultados
obtenidos en flores espurgo obtiene un valor de ECs, de 27.26 y AAIl de 0.04.

Comparando estos resultados con los valores obtenidos en el presente trabajo
tanto el extracto etandlico de hojas como SAF hojas cdmara y espurgo, son
ligeramente mayores para Lavandula luisieri (Portugal). Por el contrario, en el caso de
las flores, los valores obtenidos para el indice AAl en el presente trabajo son

ligeramente menores que los obtenidos por Gallan Alonso, (2016)
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6.5.- Contenido de polifenoles totales en los extractos de L.luisieri.

Cada uno de los extractos ha sido analizado por triplicado. En (Tabla 21) se
muestra los resultados obtenidos, en microgramos equivalentes de acido galico por
gramo disolucién (g EAG/Qgisoucisn) Y €n miligramos equivalentes de acido galico por
gramo de extracto (Mg EAG/Qeuracto)- EN (Tabla 22) se muestra la media de los

resultados obtenidos ademas de la desviacion estandar total (o).

Recta de absorbancia /vs/ concentracion de polifenoles (Anexo pag.97)

Tabla 21. Concentracién media de polifenoles totales (PFT) en los extractos L.luisieri.

CONCENTRACION CONCENTRACIO
SERIE TIPO DE EXTRACTO DE POLIFENOLES N DE
(MGEAG/Qisotucion) POLIFENOLES
(m g EAG/Q extracto)
Extr,Etandlico HOJAS 135,20 1768,89
Extr,Etandlico FLORES 227,12 2511,07
1 SAF_Camara HOJAS 231,61 3032,69
SAF_Camara_FLORES 235,30 3078,54
SAF_Espurgo_HOJAS 33,06 427,77
SAF_Espurgo_FLORES 29,28 423,50
Extr,Etandlico HOJAS 155,05 1924,84
Extr,Etandlico FLORES 210,80 2452,12
SAF_Camara HOJAS 228,83 2951,49
2 SAF _Camara_FLORES 202,62 3168,35
SAF_Espurgo_HOJAS 32,69 351,18
SAF Espurgo FLORES 52,18 754,94
Extr,Etan6lico HOJAS 154,45 1907,84
Extr,Etandlico FLORES 242,92 2755,61
SAF_Camara HOJAS 227,09 2911,64
3 SAF _Camara_FLORES 218,92 6274,23
SAF_Espurgo HOJAS 40,62 524,18
SAF_Espurgo_FLORES 50,82 735,09

Tabla 22. Medias de los diferentes extractos y series de polifenoles totales y desviacion
estandar.

TIPO DE EXTRACTO MEDIA(mg EAG/Qaisolucisn) o

Ext,Etandlico HOJAS 0,15 0,011
Extr,Etandlico FLORES 0,27 0,016
SAF_Camara_HOJAS 0,23 0,002
SAF_Camara_ FLORES 0,22 0,016
SAF_Espurgo HOJAS 0,04 0,004
SAF_Espurgo_FLORES 0,04 0,012

Para poder ver la variabilidad de los resultados de una forma mas visual, en
(Figura 48) se muestran graficamente los resultados obtenidos.
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Figura 48. Gréfico del contenido de polifenoles totales (ug EAG/g) en los extractos de L.luisieri.

Al analizar la (Figura 48), se observa que la concentracién de polifenoles en el
extracto etandlico de las flores es mayor que en el extracto etandlico de las hojas, en
cambio la concentracién en SAF camara hojas, es ligeramente mayor que en SAF
camara flores, lo contrario sucede al comparar la concentracion en SAF espurgo flores

en SAF espurgo hojas, siendo ligeramente mayor en espurgo flores.

Al cotejar los resultados obtenidos mediante la técnica SAF la diferencia entre

espurgo y camara es muy alta, por lo que es evidente una concentracion de
polifenoles en cdmara tras el fraccionamiento.

No se ha podido realizar comparativas con otros trabajos de L. luisieri, puesto
gue ninguno de ellos se ha realizado con las mismas condiciones que el presente
trabajo, ya que, en vez de utilizar etanol, han utilizado metanol, éste presenta mayor
polaridad y arroja valores superiores. Algunos de los articulos consultados son:
(Nunes, et al., 2017), (Pombal, et al., 2016) y (Pereira, et al. 2015). Se decidi6 trabajar
con etanol, debido a que es menos téxico y entra dentro del campo de la “quimica
verde”; ademas para evitar la pérdida de sustancias termolabiles de caracter
antioxidante se trabajo a temperatura ambiente.
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6.6.- Contenido de flavonoides totales en los extractos de L.luisieri.

Cada uno de los extractos ha sido analizado por triplicado. En (Tabla 23) se
muestran los resultados obtenidos, en miligramos equivalentes de quercitina por
mililitro (mg EQ/mI) y miligramos equivalentes de quercitina por gramo de extracto (mg
EQ/gexracto) Para cada uno de los extractos. En (Tabla 24) se muestra la media de los

resultados obtenidos ademas de la desviacion estandar total (o).

Recta de absorbancia /vs/ concentracion de flavonoides (Anexo pag.97).

Tabla 23. Concentracion media de flavonoides totales (FT) en los extractos L.luisieri.

CONCENTRACION CONCENTRACIO
SERIE TIPO DE EXTRACTO DE FLAVONOIDES N DE
(mg EQ/mI) FLAVONOIDES
(mg EQ/ gextracto)
Extr,Etandlico HOJAS 0,54 9481,74
Extr,Etandlico FLORES 1,14 17605,13
1 SAF_Camara_HOJAS 1,09 17972,45
SAF_Camara_FLORES 2,20 19612,02
SAF _Espurgo HOJAS 0,31 82,33
SAF _Espurgo FLORES 0,31 92,18
Extr,Etandlico HOJAS 0,68 11142,08
Extr,Etandlico FLORES 1,24 18938,23
SAF Camara_ HOJAS 1,02 2679,07
2 SAF_Camara FLORES 0,90 17982,67
SAF _Espurgo HOJAS 0,32 83,68
SAF Espurgo FLORES 0,43 125,20
Extr,Etan6lico HOJAS 0,49 7940,86
Extr,Etandlico FLORES 0,88 13348,49
SAF Camara_HOJAS 0,94 2461,78
3 SAF _Camara FLORES 1,55 38286,48
SAF _Espurgo_ HOJAS 0,21 55,06
SAF_Espurgo FLORES 0,40 117,83

Tabla 24. Medias de los diferentes extractos y series de flavonoides totales y desviacion
esténdar.

TIPO DE EXTRACTO MEDIA(mg EQ/mI) o
Ext,Etanolico HOJAS 0,57 0,098
Extr,Etandlico FLORES 1,09 0,185
SAS_Cémara_HOJAS 1,02 0,073
SAS_Céamara_FLORES 1,55 0,647
SAS_Espurgo_ HOJAS 0,28 0,061
SAS Espurgo FLORES 0,38 0,059

Para poder ver la variabilidad de los resultados de una forma mas visual, en
(Figura 49) se muestran graficamente los resultados obtenidos.
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Flavonoides Totales
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Figura 49.Gréfico del contenido de flavonoides totales (mg EQ /ml) en los extractos de L.luisieri

Como se aprecia en (Figura 49), la concentracion de flavonoides en
extracto etanodlico para flores es mayor que en el extracto etandlico de las hojas.
Respecto a los extractos obtenidos mediante la técnica SAF, en camara se
observa que el contenido de flavonoides es mayor en flores que en hojas,
respecto al espurgo, el contenido de flavonoides en espurgo flores, es ligeramente

mayo que el obtenido en espurgo hojas.

Al cotejar los resultados obtenidos mediante la técnica SAF la diferencia
entre espurgo y camara es muy alta, por lo que es evidente una

concentracion de flavonoides en camara tras el fraccionamiento.

Al igual que lo sucedido en el caso de polifenoles, no se encontraron
en bibliografia estudios realizados en las mismas condiciones que el presente
trabajo (Nunes, et al., 2017), (Pombal, et al., 2016) y (Pereira, et al. 2015), por lo

que no ha sido posible realizar una comparativa.

En (Tabla 25) se muestran los resultados medios obtenidos tanto de

polifenoles (Mg EAG/ Qexiracto) COMO de flavonoides (Mg EQ /Jextracto)-

71




RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 25. Resultados medios de capacidad antioxidante, en polifenoles y flavonoides totales
en los extracto de L. luisieri.

TIPO DE EXTRACTO MEDIA POLIFENOLES MEDIA FLAVONOIDES

mg EAG/ extracto m EQ/ extracto
Ext,Etandlico HOJAS 1867,19 9521,56
Extr,Etandlico FLORES 2572,93 16630,62
SAF_Camara HOJAS 2965,27 6526,32
SAF Camara FLORES 4173,71 20507,92
SAF Espurgo HOJAS 434,38 73,69
SAF Espurgo FLORES 637,85 111,73

Al comparar los datos numéricos se observa que hay una evidente correlaciéon

entre el contenido de polifenoles y flavonoides totales.

Al analizar los resultados de hojas y flores de forma general, podemos concluir
gue el mayor contenido tanto de polifenoles como de flavonoides se encuentra en las
flores. La diferencia entre el contenido de polifenoles y flavonoides totales en espurgo
indica que en esta fraccion es mayor el contenido de compuestos fendlicos de

naturaleza no flavonoide.

A la vista de los resultados obtenidos la aplicacibn de la técnica de
fraccionamiento con fluido supercritico (CO,) ha logrado concentrar en cdmara tanto
los compuestos polifenélicos como los flavonoides. Siendo mas evidente en el caso de
los flavonoides.
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/.- CONCLUSIONES

/7

<& Respecto a los rendimientos en extracciones, la extraccién con etanol ofrece
mayores rendimientos que la de hexano, por lo que la mayoria de los compuestos que
hay son polares. Ademas, se observa también que el rendimiento etandélico en hojas
es mayor que en flores.

X Las concordancia de los valores de ECs, entre la bibliografia y los obtenidos en
el caso del Trolox™ demuestran que el funcionamiento del espectofotometro para las
medidas y el método aplicado para la determinacion del poder antioxidante son
correctos.

X El extracto etandlico de las flores presentan un mayor AAIl que las hojas, por lo
tanto mayor capacidad antioxidante.

X La técnica SAF indica que la capacidad antioxidante de las fracciones de
extracto obtenidas en camara tanto de flores como de hojas es mayor que las
fracciones de extracto obtenidas en espurgo. No apreciandose gran diferencia entre el

AAl de flores y hojas.

XS El mayor contenido de polifenoles se encuentra en camara flores, expresado en
Mg EAG /Qewracto. - EN camara se produce un enriquecimiento de polifenoles en

comparacion con el extracto etandlico.

XS El mayor contenido de flavonoides se encuentra en camara flores, expresado
en mg EQ / g exacto- EN Cdmara se produce un enriquecimiento de flavonoides en

comparacion con el extracto etandlico.

XS La gran diferencia entre el contenido de polifenoles y flavonoides totales en
espurgo es un indicativo de que en esta fraccién es mayor el contenido de compuestos

fendlicos no flavonoides.

<> Tanto por el adecuado rendimiento obtenido en los extractos como el alto poder
antioxidante que presenta L. luisieri junto a su adaptabilidad al terreno y escasa
demanda hidrica hacen que el cultivo sea una alternativa a la agricultura intensiva
insostenible.

XS Como actividad futura cabria considerar el profundizar en la identificacion de
los diferentes tipos de polifenoles y flavonoides que posee L. luisieri. Ademas del

estudio de posibles bioactividades: biocida, antibacteriana, fungicida, acaricida...
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9.- ANEXOS

Actividad Trolox™ ( Seriel)
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Se muestra el coeficiente de correlaciéon ( R%). Cubeta de SAS
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Rectas de concentracion de extracto /vs/ porcentaje de Inhibicion- Se muestra el
coeficiente de correlacién ( R?). Cubeta de extracto etanélico de hojas.
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Rectas de concentracion de extracto /vs/ porcentaje de Inhibicion-

coeficiente de correlacién ( R?). Cubeta de SAS CAMARA FLOR.
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Rectas de concentracion de extracto /vs/ porcentaje de Inhibicion-

coeficiente de correlacién ( R?). Cubeta de SAS CAMARA HOJAS.
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Rectas de concentracion de extracto /vs/ porcentaje de Inhibicion-
coeficiente de correlacién ( R?). Cubeta de SAS ESPURGO FLOR.
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coeficiente de correlacién ( R?). Cubeta de SAS ESPURGO HOJAS.
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Recta de absorbancia /vs/ concentracion de polifenoles- Se muestra el coeficiente de
correlacién ( R?). Recta de calibrado de POLIFENOLES.
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Recta de absorbancia /vs/ concentracion de flavonoides- Se muestra el coeficiente de
correlacion ( R?). Recta de calibrado de FLAVONOIDES .
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Representacion de la evolucion de la absorbancia con el tiempo por accion del

antioxidante Trolox™ sobre el radical DPPH-.
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Representacion de la evolucion de la absorbancia con el tiempo por accion del
extracto sobre el radical DPPH-. Extracto etandlico flores
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Representacion de la evolucion de la absorbancia con el tiempo por accion del
extracto de camara sobre el radical DPPH-. SAF CAMARA FLOR.
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Representacion de la evolucién de la absorbancia con el tiempo por accion del
extracto de espurgo sobre el radical DPPH-. SAF ESPURGO FLOR.
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