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La Avena sativa, un alimento que ademés de brindar los requerimientos bésicos en la dieta provee be-
neficios adicionales hacia la salud, previniendo enfermedades crénico degenerativas como: obesidad,
diabetes, cardiovasculares y cancer. El objetivo de este trabajo fue determinar el perfil de polifenoles
del extracto etanélico de avena mediante HPLC y evaluar la actividad antioxidante mediante los en-
sayos beta-caroteno/acido linoleico, ensayo FRAP, e inhibicion del radical DPPH- y los polifenoles
totales presentes por el ensayo Folin-Ciocalteau. Los resultados proporcionan una base preliminar para
una mayor exploracion de esta planta y sus componentes quimicos y desarrollo de una aplicacion.

ABSTRACT

The Avena sativa, a food that besides offering the basic requirements in the diet provides additional
benefits towards the health, preparing diseases chronically degenerative as: obesity, diabetes, cardio-
vascular and cancer. The aim of this work was to determine the profile of polyphenols of the ethanolic
extract of oats by means of HPLC and to evaluate the antirust activity by means of the tests beta-caro-
tene/linoleic acid, test FRAP, inhibition of the radical DPPH- and the total present polyphenols for the
test Folin-Ciocalteau. The results provide a preliminary basis for further exploitation of this plant and
its chemical components and application development.

Introduccién

Los antioxidantes son importantes en la prevencion de di-
versas enfermedades humanas. Los compuestos con actividad
antioxidante pueden funcionar como captadores de radicales li-
bres, formadores de complejos de metales pro-oxidantes, agentes
reductores, y desactivadores de la formacion de oxigeno singlete
(1), protegiendo asi al cuerpo de enfermedades degenerativas ta-
les como el cancer (2). El beneficio de consumir avenas para los
humanos y el ganado se debe a sus proteinas, lipidos, carbohidra-
tos, fibra, vitaminas, minerales y antioxidantes (3, 4).

Los compuestos fendlicos con actividad antioxidante, tales
como flavonoides y derivados de los acidos cinamico y benzoi-
co, se han identificado en la avena, pero pocos datos cuantitativos
estan disponibles (5-10).

Los objetivos de este estudio fueron: medir la actividad an-
tioxidante de extractos de etanol de avena mediante los ensayos
de FRAP, DPPH, beta-caroteno/acido linoleico, los polifenoles
totales presentes por el ensayo Folin-Ciocalteau y la concentra-
cion de los compuestos antioxidantes por HPLC

Material y Métodos

Obtencion de extracto etanélico por soxhlet. Se colocaron 10
g de avena (cosecha inverno 2015, facilitada por la comunidad
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local de Polobaya, Per(), en el cartucho poroso con 200 mL de
etanol anhidro (Carlo Erba Reagents Spa, plus for HPLC, Espa-
fia) en el extractor soxhlet (FBR Decalab, Argentina), obtenien-
do avena-etanol. Estos se hicieron por triplicado. Se llevaron las
muestras al Rotavapor (BUCHI Rotavapor R-124, Suiza) por
separado, a una presion 100 + 20 mmHg y temperatura de 50 °C
durante 30 minutos. Luego, fue resuspendida con agua destilada
y se enraz6 a 100 mL. Se determind la concentracion de cada
muestra de avena mediante el peso seco por mL.

Caracterizacion quimica del extracto etanolico de Avena sa-
tiva

Determinacion de la composicién del extracto por Croma-
tografia liquida de Alta Performance (HPLC). Se emple6 un
cromatografo liquido (Waters Corp. Modelo 2414), Fase movil:
A =H20 + 0.1 % &cido formico; B = metanol + 0.1 % &cido
férmico; Columna C18 Waters Spherisorb 5um ODS2 4.6X250
mm, Temperatura de columna: 40 °C, Caudal: 1,0 mL/min, Vo-
lumen de inyeccion: 50 pl, Detector: Waters 2998 con arreglo
de diodos. Longitud de onda = 280 nm, Bomba binaria Waters
1525. El gradiente empleado fue el siguiente: 80-20 % (A-B),
desde 0-40 min; 60-40 % (A-B), desde 45-50 min; 80-20% (A-
B), a una velocidad de flujo de 1 mL/min.

Se utilizaron los siguientes compuestos como estandares para
la identificacion y cuantificacion de los polifenoles presentes en
los extractos: acido clorogénico, acido cumarico, acido ferdlico,
acido hidroxibenzoico, acido dihidroxibenzoico, acido vainilico,
acido cafeico, rutina (Quercetin-3-Rutinoside), quercetina, vite-
xin (Apigenin-8-C-Glucoside), y 2-O-rhamnoslyvitexin todos
de Sigma-Aldrich, USA. Se prepararon soluciones stock de las
sustancias patron de concentracion 0,25 mg/mL en mezclas de
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acetonitrilo:agua (50:50), ambas fases acidificadas, se conserva-
ron en la heladera. Las curvas de calibracion se realizaron con
diluciones sucesivas.
Determinacion de Polifenoles Totales por Folin-Ciocalteau.
Se tomaron 0,2 mL de extracto etandlico de cada muestra y se
colocaron en un tubo de ensayo conteniendo 2 mL de Na2CO3
2 % (p/v), se dejo reposar durante 2 minutos y a continuacion se
agregaron 0,2 mL del reactivo de Folin-Ciocalteau (1:1 en agua
destilada) (11). Se agitd mediante vortex y, luego de un tiempo de
reaccion de 30 minutos en la oscuridad, se procedio a la medida
de absorbancia en un espectrofotémetro (SHIMADZU UVmi-
ni-1240, Japén) a una longitud de onda de 725 nm. Para el &cido
gélico, se prepar6 una solucién de 0,2 mg de acido galico/mL
(ICN Biomedicals Inc., Ohio, USA) y se sigui6 el procedimiento
descripto anteriormente.

A fin de conocer las concentraciones de las muestras ensa-
yadas a partir de las absorbancias medidas se utiliz6 la Ley de
Lambert y Beer, representada por la siguiente ecuacion:

A=¢b.C Ec.1

donde Aes la absorbancia medida, ¢ es el coeficiente de extincion
(l.em-1g-1), b es el camino 6ptico (1 cm) y C es la concentracion
de la muestra (g/L). Todas las medidas se realizaron por tripli-
cado.

Determinacion de la actividad antioxidante o antirradical
de los extractos. Se utiliz6 el protocolo de Brand-Williams, Cu-
velier (12) modificado. Se emple6 como medio de reaccion una
solucion de etanol debido a que ensayos previos demostraron que
no existian mayores diferencias entre ambos solventes. Se prepa-
r6 una solucidn del radical 2,2-difenil-1-picril hidracilo (DPPHe)
(Sigma-Aldrich, USA) de 25 mg DPPH¢/L etanol a la cual se le
realiz6 un espectro de absorcion a fin de determinar la longitud
de onda a la cual la absorcion es maxima.

Se ensayaron diferentes concentraciones del extracto de Ave-
na sativa, se adicionaron 100 pl de cada muestra a 3,9 mL de la
solucion de DPPHe-etanol y se calcul6 el porcentaje de inhibi-
cion (1%) del radical con la siguiente ecuacion:

1 %-=[(Abs. Blanco-Abs. Muestra) /Abs. Blanco] x 100
Ec.2

Determinacion de la capacidad de reduccién férrica del plas-
ma (FRAP). Se prepar6 un buffer acido (300 mM, pH=3,6), para
ello se disolvieron 0,0061 g de acetato de sodio (Na2CH302) en
200 mL de agua destilada, ajustando el pH a 3,6 utilizando &cido
clorhidrico (HCI) 40 mM, el cual se prepard diluyendo 5,35 mL
de &cido clorhidrico al 37 % en 100 de agua destilada. Se com-
pleto el buffer con agua destilada para ajustar a un volumen de
250 mL. Por otro lado, se prepard una solucion de cloruro férrico
(FeClI3 20 mM) disolviendo 0,0312 g de cloruro férrico trihidrato
(FeClI3.3H20) en 25 mL de agua destilada; por Gltimo se prepar6
una solucién del reactivo TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)triazina) 10
mM, se pesaron 0,0312 g del reactivo TPTZ en un matraz de 10
mL el cual se enras6 con &cido clorhidrico 40 mM. Para obtener
la solucién completa de FRAP se mezclaron las soluciones ob-
tenidas en las siguientes proporciones: 2.5mL de la solucion clo-
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ruro férrico (FeCI3.3H20 20 mM), 2,5 mL de la solucion TPTZ
(2,4,6-tri(2-piridil)triazina) y 25 mL del buffer acetato de sodio,
el reactivo se mantuvo en bafio termostatico a 37 °C. Para la re-
accion, 90 L de muestras, se afiadié 270 L de agua destiladay
270 L de la solucién completa de FRAP, se midi6 la absorban-
cia de esta reaccion a 595 nm, haciendo una primera lectura a los
5 minutos y una Gltima a los 30 minutos (13, 14).

Ensayo B-caroteno/acido linoleico. Se utilizé cloroformo
(CHCIB), &cido linoleico (C18H3202), tween 20 (C58H114026)
(Sigma-Aldrich, USA), agua destilada y p-caroteno (Sigma-Al-
drich, USA). Se prepar6 una solucion de p-caroteno en cloro-
formo (5,01 mg/10 mL). Se pesaron 40 mg de acido linoleico y
40 mg de tween 20 dentro de un balén y se le adicion6 1 mL de
j3-caroteno, se removio el cloroformo por evaporacion a 40 °C,
20 rpm, 200 mmHg durante 60 minutos en rotavapor. Al resi-
duo se le adicion6 lentamente 100 mL de agua destilada por las
paredes del balén, luego se agité vigorosamente formando asi
una emulsion (observar si es necesaria una dilucion). Se prepar6
una emulsién blanco, sin -caroteno. Se tomaron 200 pL de la
muestra y se les adicion6 5 mL de la emulsién de B-caroteno/
&cido linoleico, se tomd la lectura de la absorbancia al minuto
cero  (A=470nm) y luego cada 15minutos hastaquela
muestra quede en estado estacionario o hasta 2 h. Los tubos se
mantuvieron a 40 °C en bafio termostético (15).

Resultados

En el presente trabajo se obtuvieron los extractos utilizando
etanol como solvente, ya que ademas de representar una alterna-
tiva econémica, tiene la ventaja de ser inocua, lo cual es muy im-
portante teniendo en cuenta que la finalidad es aplicar el extracto
en un alimento funcional.

Determinacion de la composicion del extracto por HPLC.

Utilizando las condiciones de resolucién de los componentes
de los extractos bajo investigacion, se determin6 de manera indi-
vidual el tiempo de retencién de cada uno de los compuestos uti-
lizados como estandares. Por otro lado, se adicionaron cada uno
de los estandares a las muestras a fin de confirmar la identidad
de cada pico. En base a los espectros UV-visible de cada com-
puesto, se seleccionaron las longitudes de onda correspondientes
a los méximos de las bandas de absorcion. La identificacion de
los compuestos presentes en la muestra se realiz6 en base a los
tiempos de retencion de los compuestos patron.

El andlisis de las muestras gener6 el cromatograma que a con-
tinuacion se presenta (Fig. 1) y mediante el cual se identificaron
algunos de los estandares buscados en el extracto.

Se detect6 el &cido vainilico (13,219 min), el &cido cumarico
(23,618 min), el &cido feralico (30,857 min) y el vitexin (40,351
min). Para la cuantificacion de los compuestos encontrados en el
extracto de avena, se obtuvieron las siguientes curvas de calibra-
cion (Fig. 2), de las cuales se dedujeron las ecuaciones lineales
correspondientes (y = ax + b) que permitieron calcular los con-
tenidos de los compuestos. Segun los resultados de la tabla 1,
se puede observar que los compuestos acidos (acido vainilico,
acido cumarico y acido ferdlico) presentaron una concentracion
semejante (~1,30 mg compuesto/g de avena) en la muestra de
Avena sativa, mientras que la concentracion de vitexin fue cerca
de diez veces mas pequefia.
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Fig. 1. Cromatografia Liquida de Alta Resolucion realizada
en Avena sativa proveniente de la ciudad de Arequipa.

Determinacion de polifenoles totales por Folin-Ciocalteau.
Los valores de absorbancia obtenidos se graficaron en fun-

cion de la concentracion de las soluciones, generando la curva
patrén y la ecuacion (Y = 5,5055x — 0,0288, R? = 0,9924) para los
calculos del ensayo de Folin-Ciocalteau correspondiente al &cido
gélico. La expresion como acido galico sera Util al comparar con
extractos antioxidantes provenientes de varias hierbas e incluso
Avena sativa. A partir de la pendiente de la recta se obtuvo el co-
eficiente de extincion (¢) para determinar la cantidad de mg equi-
valente de 4cido galico/g de avena. El contenido de polifenoles
totales de la muestra de Avena sativa (2,04 mg equiv. ac. galico/g
avena) se calculd segun la ecuacion 1.

0,008 0,006
0007 ¥~ D145 - 0,0003 ¥ = 00077 1+ 00011
H RE - 09978

5 0008 .

£ 0006 » R~ 09971
2 o008 « G 0004 =
& 0003 .
:7('":” » 5(\((!‘ <
i . ~ 0002 .
E o2 E
< o001 G < 0001
0 0
0O o1 02 03 04 05 06 0 o1 62 03 04 05 06
Concentracin (asg'ml ) Concentracin (mg/ml.)
C D
oo 0008
, 007 ¥ - 04056 + Q0017 .
g ooos ¥ 00112x - 0.0008 | w6 R0
B o 4 5 ams
r 5 0004 .
2o o Zom
‘? 0m2 % g g

"o

0 0

0 0z 04 06 0 o 0,005 aol aols
Comcentraciin (mgml ) Concentraciie (mg'ml )

Fig. 2. Curvas de calibracion de los patrones analizados
por HPLC obtenidas para la cuantificacion del acido
vainilico (A), acido cumarico (B), acido ferulico (C) y
vitexin (D).

Tabla 1. Concentracion de los compuestos identificados
por gramo de Avena sativa.

Compuesto Concentracion
identificado (mg compuesto/g de avena)
acido vainilico 1,30 £ 0,46

acido cumarico 1,33+0,36

acido ferdlico 1,29 +0,41

Determinacion de la actividad antioxidante por DPPHe, de-
terminacion de la capacidad de reduccion férrica (FRAP) y En-
sayo B-caroteno/acido linoleico.

En su forma estable el radical DPPHe absorbe a 517 nm, pero
luego de ser reducido por un antioxidante (AH) u otra especie
radical (Re), la absorcion desaparece.

El poder reductor (PR) se expres6 en pmoles equivalentes de
Fe+2 reducidos por g extracto para lo cual se construy6 una curva
de calibracion de absorbancia a 470 nm versus concentracion de
FeSO4*7H20. La curva de calibracion se construy6 en el rango
de 100-1,200 pmol Fe+2/mL y generd la ecuacion (y = 0,6327x,
R2 =0,9874) para los calculos de actividad antioxidante.

El resultado de la actividad antioxidante del extracto de avena
determinada por diferentes técnicas esta plasmada en la tabla 2.

Tabla 2. Resultados de actividad antioxidante por técnica
seleccionada.

Actividad
Antioxidante

Técnica

Inhibicién del radical libre 17,30+ 1,38
DPPH (1%)

Poder reductor 24,46 +2,18
(Ensayo FRAP) (uMol Fe+2/

g de Avena)

Indice antioxidante (1A) 58,01 + 5,60

Sistema p-Caroteno/Acido
linoleico

Discusién

En general, la concentracion de los compuestos fenolicos en-
contrados en la muestra estudiada fue significativamente mayor
que lo encontrado en otros trabajos Emmons, Peterson (16). Esta
diferencia puede ser por diferencia varietal, condiciones climati-
casy locales del origen de la muestra.

La presencia de vitexin, aunque en baja concentracion si com-
parado con los otros compuestos, aporta actividad antioxidante,
anticancerigena y anti-mutagénica (17, 18).

Por otro lado, la actividad antioxidante de los extractos de
Avena sativa se debe al contenido de polifenoles. El estudio de
la actividad antioxidante de la Avena sativa por tres diferentes
métodos (DPPHe, FRAP y Ensayo B-caroteno/acido linoléico)
permite la recomendacion de su uso como fuente de antioxidan-
tes naturales.

Segun Sanchez-Moreno, Larrauri (19), Brand-Williams, Cu-
velier (12) y Schlesier, Harwat (11), la solucion de DPPHe-me-
tanol tiene su maximo de absorbancia a una longitud de onda de
515 nm. En este trabajo, como el solvente empleado fue etanol
se determino el espectro visible para identificar el maximo de

absorcion. Se observa que lamaxima longitud de onda se registrd
a 517 nm. Bracesco, Dell (20) también emplearon etanol para la
disolucion del radical y hallaron la maxima longitud de onda a

vitexin 0,13 +£0,07
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Chandraand Mejia (21) enun
estudio comparativo de Ca-
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compressa), yerba mate (llex paragua- riensis) y té verde
(Camellia sinensis) sugieren que la heteroge- neidad en los
compuestos fendlicos y la presencia de sustancias
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facilmente oxidables pueden interferir con el resultado cuando se
emplea la técnica de Folin-Ciocalteau. Asi, el contenido de poli-
fenoles totales basado en determinados estandares puede subes-
timar o sobrestimar el valor de polifenoles totales. Sin embargo,
para comparar los valores relativos de contenido de polifenoles
de yerba mate con las demas hierbas en estudio, estos autores
informaron los resultados como equivalentes de galato de epi-
galocatequina (EGCG), 4cido galico, o catequina, aunque estos
compuestos no estén presentes en el extracto de yerba mate.
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