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RESUMEN

Se determinaron los polifenoles totales
y la actividad antioxidante en el extracto
alcohdlico liofilizado de las partes aéreas
de Taraxacum officinale “diente de leén’
El estudio realizado es de tipo expe-
rimental. La composicién quimica de
los metabolitos secundarios se realizd
mediante tamizaje fitoquimico y se
evidencié usando reacciones de forma-
cion de color o precipitado. El contenido
de polifenoles totales fue determinado
colorimétricamente usando el reactivo
de Folin-Ciocalteu, para lo cual se utilizé
como estandar &cido galico en concen-
traciones de 10 a 100 pg/mL. La actividad
antioxidante se calcul6 por el método de
reduccion del radical 1,1-difenil-2-picrilhi-
drazilo (DPPH) y del radical catidnico el
acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-
6-sulfénico) (ABTS™), en el que se utilizd
como patron al acido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromo-2-carboxilico (Trolox). La
marcha fitoquimica manifesté presencia
de compuestos fendlicos, flavonoides,
taninos y antraquinona. La determina-

cion de polifenoles totales en el extracto
fue de 3,71 mg/g. La determinacion de la
actividad antioxidante por el método de
DPPH reporté un IC50 de 109,8 pg/ml
para el extracto y un IC 50 de 2,014 pg/mL
para el Trolox, y por el método de ABTS™
el IC 50 del Trolox y del extracto fue
2,63 pg/mL y 150 pg/mL, respecti-
vamente. Se concluye que la planta
Taraxacum officinale presenta composi-
cion polifendlica y actividad antioxidante.

Palabras clave: composicion quimica,
antioxidantes, liofilizado, Taraxacum offi-
cinale

SUMMARY

The total polyphenols and antioxidant
activity were determined in the freeze-
dried alcoholic extract of the aerial parts
of Taraxacum officinale "dandelion". The
study conducted is experimental. The
chemical composition of the secondary
metabolites was carried out by phyto-
chemical screening and was evidenced
by reactions of color formation or
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precipitate. The total polyphenol content
was determined colorimetrically using the
Folin-Ciocalteu reagent, using gallic acid
as standard at concentrations of 10 to
100 pg / mL. To evaluate the antioxi-
dant activity, 2,2'-azino-bis (3-ethyl-
benzthiazoline-6-sulfonic  acid) was
determined by the method of redu-
cing the 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl
radical (DPPH) and the cationic radical.
(ABTS™), in which 6-hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchrome-2-carboxylic acid
(Trolox) was used as a standard. The
phytochemical march showed presence
of phenolic compounds, flavonoids,
tannins and anthraquinone. The determi-
nation of total polyphenols in the extract
was 3.71 mg/g. The determination of the
antioxidant activity by the DPPH method
reported an 1C50 of 109.8 pg/ml for the
extract and an IC 50 of 2.014 pg/ml for
the Trolox and by the ABTS** method the
IC 50 of the Trolox and of the extract was
2.63 pg/mL and 150 pg/mL respectively.
It is concluded that the Taraxacum offici-
nale plant. presents polyphenolic compo-
sition and antioxidant activity.

Keywords: chemical composition, antio-
xidants, lyophilized, Taraxacum officinale

[. INTRODUCCION

El Peru es catalogado como un pais
megadiverso por su gran numero de
especies, recursos genéticos y ecosis-
temas. Es necesario destacar e iden-
tificar los elementos naturales con
mayores potencialidades y actividades
con el fin de prevenir o tratar enferme-
dades, en beneficio de la sociedad y
para su aplicacion en diversos sectores
(1). En el Peru, se estima la existencia de
25 000 especies, aunque algunos autores
calculan que esta cifra puede ser incluso
duplicada, con un porcentaje mayor de
especies endémicas.

El estrés oxidativo causado por radicales
libres ha sido asociado con diversos

factores de exposicion: ambientales
(radiacion), ocupacionales, genéticos,
el propio metabolismo, etc. (2). Dicho
estrés desencadena diversas dolencias
humanas relacionadas con la patogé-
nesis de muchas enfermedades como
arterioesclerosis, artritis, demencia,
cancer, etc. (3). Es por ello que el uso de
recursos naturales que contengan anti-
oxidantes se estudia de forma intensiva
en farmacologia, particularmente para el
tratamiento de accidentes cerebrovascu-
lares y enfermedades neurodegenera-
tivas.

Estudios realizados en nutricion, salud,
cosmeética, tinturas, aromatizantes, sabo-
rizantes, biocidas, agroforesteria y uso
ornamental, entre otros, tienen su origen
en el saber popular, que es transmitido
de generacion en generacion y, lamenta-
blemente, con escasa base cientifica (4).

Los estudios sobre plantas se han reali-
zado desde hace décadas, debido a su
uso potencial como fuente de sustancias
con propiedades bioldgicas. Uno de los
compuestos principales de las plantas
son los antioxidantes, que protegen al
organismo de la accién de los radicales
libres, causantes del proceso de enve-
jecimiento y diversas enfermedades.
Asimismo, el estrés oxidativo ha sido
asociado con la patogénesis de muchas
enfermedades humanas (5).

Taraxacum officinale, conocida como
diente de ledn, es una planta que perte-
nece a la familia de las asteraceas, muy
conocida como maleza resistente. Su
nombre se debe a sus hojas de color
verde oscuro profundamente dentadas,
pinnatipartidas o pinnatisectas, que
estan dispuestas en rosetas. Tiene entre
15y 30 cm de altura. Sus inflorescencias
(de 5 a 10 por planta) forman grupos de
entre 140 y 400 flores amarillas sopor-
tadas por tallos sin hojas. Sus frutos
conforman el popularmente conocido
“molinillo” (6).
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Esta especie contiene lactonas sesquiter-
pénicas, que son los principios amargos
(taraxacina, taraxacerina o lactucopi-
crina) responsables de su sabor, princi-
palmente del tipo de los eudesmandlidos
y germacrandlidos, caracteristicos de
las asteraceas. A estos compuestos se
les atribuye un potencial antiinflamatorio,
hepatoprotector y para dolencias diges-
tivas. También contiene compuestos
fendlicos simples del grupo de los fenil-
propanoides, como los &cidos trans-
cinamico y p-cumarico, y sus derivados,
como el acido cafeico, que presentan
un efecto modulador sobre la inflama-
cion. Asimismo, compuestos fendlicos
complejos como luteoldéxido y cosmo-
siésido, y fitoquimicos del grupo de las
cumarinas, como la esculetina (7).

Los antioxidantes naturales presentes en
las plantas han despertado gran interés
en las ultimas dos décadas, puesto que
el estrés oxidativo (un desbalance entre
las sustancias oxidantes y prooxidantes)
esta implicado en un gran numero de
afecciones a la salud (8).

II. MATERIALES Y METODOS

COLECTA'Y TRATAMIENTO
POSCOSECHA

La planta Taraxacum officinale, conocida
comunmente como “diente de ledn, fue
recolectada en el mes de agosto de 2017,
en el distrito del Tambo, en la provincia
de Huancayo, en Junin. El material reco-
lectado fresco fue secado a temperatura
ambiente. La clasificacion taxonémica se
realizé en el Museo de Historia Natural
de la Universidad Nacional Mayor de San
Marcos.

PROCESAMIENTO DEL
MATERIAL VEGETAL

Las hojas de Taraxacum officinale fueron
sometidas a un proceso de secado en

una estufa a temperatura constante de
40 °C; asimismo, pasaron por una malla
de 3 mm en un molino de cuchillas y se
procedié a su desengrasado mediante
un equipo de extraccion sélido-liquido.

OBTENCION DEL EXTRACTO
ALCOHOLICO

Un total de 300 g del material vegetal seco
y molido fueron sometidos a maceracion
utilizando como solvente de extraccion
alcohol etilico de 96° por un tiempo de
siete dias, con agitacion constante. Se
procedio a la filtracion al vacio con papel
de filtro Whatman N.° 42 y se concentro
el solvente en un evaporador rotatorio.
Posteriormente, el extracto se sometio
a un proceso de liofilizacion para esta-
bilizar y conservar sus principios activos.

COMPOSICION QUIMICA

Se realizé el tamizaje fitoquimico utili-
zando el extracto liofilizado de Tara-
xacum officinale, mediante reacciones
de formacion de color o precipitado. Se
catalogdé cualitativamente la presencia
de metabolitos con la siguiente escala:
evidencia alta (++++), evidencia media
(++), evidencia baja (+), baja evidencia (-).
Se evalug la presencia de los siguientes
metabolitos:  flavonoides  (Shinoda),
compuestos fendlicos (tricloruro férrico),
taninos (gelatina), alcaloides (R. Dragen-
dorff, R. Bertrand), saponinas (prueba
de espuma), esteroides (Liebermann-
Buchard) y antraquinonas (Bortranger).

DETERMINACION DE
POLIFENOLES TOTALES

Se determiné colorimétricamente
usando el reactivo de Folin-Ciocalteu
(9). Un volumen de 100 pL del extracto
liofiizado de Taraxacum officinale se
mezclé con 500 pL del reactivo acido
fosfomolibdico-fosfotungstico (conocido
como Folin-Ciocalteu 0,2 N) y 400 pL
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de Na2CO3 al 7,5% w/v. La mezcla se
homogenizé y se dejé en reposo durante
una hora en oscuridad. Finalizado este
tiempo, se midio la absorbancia a 765 nm
en un espectrofotémetro UV-Vis, marca
Thermo Scientific, modelo Genesys
10S UV-Vis. Se preparé la curva de
calibracion del estandar acido galico
a concentraciones de 10 a 100 pg/mL.
El contenido de polifenoles totales (CPT)
lo expresamos como equivalentes de
acido galico.

DETERMINACION DE LA
ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
METODO DEL RADICAL DPPH

Se determind por el método reduccion
del radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo. Un
volumen de 800 pL de la solucién meta-
nolica de DPPH al 40% se mezcl6 con
400 pL del extracto liofilizado de Tara-
xacum officinale, disuelto en n-butanol;
luego, la mezcla se homogenizé y dejé
en reposo durante 30 minutos a tempe-
ratura ambiente y en oscuridad. Transcu-
rrido el tiempo, se midi6 la absorbancia a
517 nm en un espectrofotdmetro UV-Vis.
La reduccién del reactivo fue seguida
midiendo la disminuciéon de la absor-
bancia  espectrofotométricamente a

517 nm. Todos los analisis fueron reali-
zados portriplicado (n=3). El extracto liofi-
lizado fue evaluado a diferentes concen-
traciones: 16,67, 33,33 y 200 pg/mL.

METQDO DEL RADICAL
CATIONICO ABTS*

Se determiné por el método reduccion
del radical catidnico del acido 2,2'-azino-
bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico).  Un
volumen de 980 pL de la solucién acuosa
se mezcl6é con 20 pL del extracto liofili-
zado de Taraxacum officinale, disuelto
en n-butanol. La mezcla se homogenizo
y dejé en reposo durante 7 minutos, a
temperatura ambiente y en oscuridad.
Transcurrido el tiempo, se midio la absor-
bancia a 734 nm en un espectrofotémetro
UV-Vis. La reduccion del reactivo fue
seguida midiendo la disminucion de la
absorbancia espectrofotométricamente a
734 nm. Todos los analisis se realizaron
por triplicado (n = 3). El extracto liofili-
zado se evalu6 a diferentes concentra-
ciones: 12, 20, 60 y 80 pg/mL.

Se utilizé como solucién patrén al Trolox®
en ambos métodos, calculando el
porcentaje de inhibicién de acuerdo con
la siguiente férmula:

% Inhibicion DPPH = (Abs. ABTS** - Abs. Muestra) x 100

Abs. DPPH

Donde el IC50 hace referencia a la concentracion minima necesaria para inhibir al

50% el DPPH y el ABTS™.
II1. RESULTADOS

1. EXTRACCION Y RENDIMIENTO

El rendimiento del extracto alcohdlico liofilizado de Taraxacum officinale se indica en

la tabla 1.

TABLA 1. PORCENTAJE DE RENDIMIENTO DEL EXTRACTO ALCOHOLICO DE TARAXACUM OFFICINALE

Peso de la planta seca
Planta 300g

Peso del extracto % de rendimiento

30,59 10,5%
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2. CARACTERIZACION QUIMICA nale, se identificaron los compuestos
quimicos mas abundantes en la especie

Mediante el andlisis fitoquimico del Yy que pueden ser responsables de su
extracto liofilizado de Taraxacum offici-  actividad bioldgica (tabla 2).

TaABLA 2. MARCHA FITOQUIMICA DEL EXTRACTO ALCOHOLICO

Extracto alcohdlico de

Metabolito Prueba o reaccion Taraxacum officinale
Flavonoides Shinoda ++++
Compuestos fendlicos Tricloruro férrico +4+++
Taninos Gelatina -
Dragendorff -
Alcaloides Mayer .
Wagner -
Bertrand -
Saponinas indice aprosimétrico -
Esteroides Lieberman Buchard -
Antraquinonas Bortranger ++

Evidencia alta (++++), evidencia media (++), evidencia baja (+), baja evidencia (-)

3. DETERMINACION DE POLIFENOLES TOTALES

Se midié la absorbancia de las soluciones de &cido galico patron (ver tabla 2). Con
estos datos, se elaboro la curva patron respectiva (figura 1).

TaBLA 3. ABSORBANCIAS DEL ESTANDAR DE ACIDO GALICO A 765 NM

Concentraciones (ug/mL) Absorbancia promedio

10 0,07

25 0,203
50 0,438
100 0.898

Curva de calibracién de acido galico

08

0,6

y = 0,0092x - 0,022

04 R?=0,9984

Absorbancias

0,2

0 20 40 60 80 100 120

Concentracién (ug de acido galico/ml)

Ficura 1. CURVA DE CALIBRACION DEL ESTANDAR ACIDO GALICO
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Empleando la siguiente formula, se relaciond la concentracion de acido galico con la

absorbancia (11).

(Acido galico) = (Absorbancia + 0,022)

Para el analisis, se utilizd la muestra liofi-
lizada de Taraxacum officinale. En la tabla
3 se observa la absorbancia promedio
del extracto alcohdlico de Taraxacum offi-
cinale, el cual se sustituye en la ecuacion
de la recta de calibrado (valor de la orde-

0,0092

a la concentracion de acido galico en el
extracto. Para expresar los resultados en
miligramos de acido galico por gramo
de extracto, se ha tenido en cuenta la
cantidad de disolvente empleado en la
extraccion y la cantidad de muestra utili-

nada “y”) y despejar “x” que corresponde  zado en el analisis.

TaBLA 4. CONTENIDO DE POLIFENOLES TOTALES (CPT) DEL EXTRACTO ALCOHOLICO DE TARAXACUM
OFFICINALE

CPT (mg de equivalentes

Mg de equivalentes de
de acido galico/g de acido galico/g de muestra
extracto) seca

3,71 £0,152 9,83 + 0,152

Extracto alcohdlico Absorbancia promedio

Taraxacum officinale 0,2023 + 0,009

4. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD
ANTIOXIDANTE POR EL METODO DPPH

Se presentan en la tabla 4 los porcentajes de actividad antioxidante a diferentes
concentraciones de Trolox (&cido6-hidroxi-2,5,7,8- tetrametilcromo-2-carboxilico)™.
Con estos datos, se elaboré la curva de calibracion del Trolox (figura 2).

TABLA 5. PORCENTAJE DE INHIBICION DE DPPH DEL ESTANDAR TROLOX

Concentraciones de

Trolox® (ug/mL) Absorbancia promedio % Inhibicion DPPH IC 50 (ug/mL)
0 0,4404 0,0
0,333 0,4096 6,993
0,667 0,3832 12,973 2,014
2,133 0,1916 54,494
2,667 0,1558 64,623
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Gréfica de % de inhibicién vs. concentracion (ug/ml)
70
60
D

40

30 y =25,177x - 1,3887
R? =0,996
20

% de inhibicién del DPPH"

10

0 05 1 15 2 2,5 3

Concentracion de Trolox® (ug/ml)

Ficura 2. PORCENTAJE DE INHIBICION DEL DPPH EN FUNCION A LA CONCENTRACION DEL
ESTANDAR TROLOX

El coeficiente de correlacion de Pearson  que indica una buena linealidad a las
entre la concentracion del Trolox y su concentraciones ensayadas y confiabi-
porcentaje de actividad antioxidante en lidad en los datos (figura 2).

la curva de calibracién fue de 0,993, lo

TABLA 6. PORCENTAJE DE INHIBICION DE DPPH DEL EXTRACTO DE TARAXACUM OFFICINALE

Concentraciones (ug/mL) Absorbancia promedio % Inhibicion DPPH IC 50 (ug/mL)
0 0,423 + 0,007 0
16,67 0,405 + 0,043 4,255
109,8
33,33 0,332 + 0,001 21,513
200 0,052 + 0,008 87,707

Gréfica de % de inhibicion vs. concentracion (pg/ml)

90,00

T 80,00
o
S 70,00
3
2 6000
S 5000 y = 0,4361x + 1,1092
S 4000 B =0.989
£
£ 30,00
3
S 200

10,00

0,00

0,0 50,0 100,0 150.,0 200,0 250,0

Concentracion de extracto (ug/ml)

Ficura 3. PORCENTAJE DE INHIBICION DEL DPPH EN FUNCION A LA CONCENTRACION EXTRACTO
ALCOHOLICO DE TARAXACUM OFFICINALE
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5. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD
ANTIOXIDANTE POR EL METODO ABTS™

Se presentan en la tabla 7 los porcentajes de actividad antioxidante a diferentes
concentraciones de Trolox (acido6-hidroxi-2,5,7,8- tetrametilcromo-2-carboxilico) (6).
Con estos datos, se elaboré la curva de calibracion del Trolox (figura 4).

TaBLA 7. PORCENTAJE DE INHIBICION DE ABTS*, DEL ESTANDAR TROLOX®

Concentraciones de

Trolox® (ug/mL) Absorbancia promedio % Inhibicién DPPH IC 50 (ug/mL)
0 0,696 0,0
0,8 0,586 15,82
1.2 0,531 23,73 2,63
1,6 0,489 29,71
2,7 0,339 51,22

Gréfica de % de inhibicion vs. concentracion de trolox

60 e

50

40 5
------- y = 18,827x + 0,374

30 R?=0,9989

20

% inhibicion del ABTS+

0 05 1 15 2 2,5 3

Concentracion de Trolox (ug/ml)

Ficura 4. PORCENTAJE DE INHIBICION DEL ABTS™* EN FUNCION A LA CONCENTRACION DEL ESTANDAR
TroLox

El coeficiente de correlacion de Pearson entre la concentracion del Trolox y su porcen-
taje de actividad antioxidante en la curva de calibracién fue de 0,993, lo que indica
una buena linealidad a las concentraciones ensayadas y confiabilidad en los datos
(figura 4).

TABLA 8. PORCENTAJE DE INHIBICION DE ABTS"™ DEL EXTRACTO DE TARAXACUM OFFICINALE

Concentraciones (ug/mL) Absorbancia promedio % Inhibiciéon DPPH IC 50 (pg/mL)
0 0,668 + 0,033 0
12 0,657 + 0,038 1,639
20 0,651 + 0,013 2,477 150
60 0,573 + 0,016 14,173
80 0,473 + 0,011 29,077
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Grafica concentracion vs. % de inhibicion

35
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% inhibicién del ABTSe+

0 10 20 30 40

y = 0,3493x - 2,5433
R? = 0,931

50 60 70 80 90

Concentracion del extracto (ug/ml)

FicurA 5. PORCENTAJE DE INHIBICION DEL ABTS** EN FUNCION A LA CONCENTRACION EXTRACTO
ALCOHOLICO DE TARAXACUM OFFICINALE

IV. DISCUSION

En la marcha fitoquimica se detecto la
presencia de flavonoides y compuestos
fendlicos, a los cuales se les atribuiria
la actividad antioxidante; ademas, se
evidencié la presencia de antraquinonas
y la ausencia de taninos, alcaloides,
esteroides y saponinas.

Los resultados obtenidos en la deter-
minacion de polifenoles totales por el
método de Folin-Ciocalteu mostraron
que la cantidad de polifenoles en Tara-
xacum officinale es de 3,71 mg/g de
extracto y 9,83 mg/g de muestra seca.
Por medio del andlisis estadistico, se
obtuvo un coeficiente de correlacion de
Pearson (r) de 1,000 y un coeficiente
de determinaciéon (r?) de 0,996. Con
referencia al contenido de polifenoles,
el del extracto acuoso de las flores de
Taraxacum officinale fue de 65,8 mg/qg,
superior al extracto de las partes aéreas
de nuestro estudio, el cual tuvo un valor
de 3,71 mg/g. Este mayor valor podria
explicarse por el método de extraccion
utilizado, las condiciones geogréficas, la
época de cosecha, entre otros factores,
lo que influiria en la composicidén quimica
de sus componentes bioactivos (13).

Mediante la determinacion de la actividad
antioxidante por el método de DPPH, el
extractomanifestounC50de 109,8 ug/mL
y el IC50 del Trolox fue de 2,014 pg/mL.
Por lo tanto, un valor bajo de IC 50 indica
un elevado poder antioxidante. El Trolox
como estandar siempre exhibira un valor
menor de IC 50 en comparacion con el
extracto (12, 14). Asimismo, la determi-
nacion de la actividad antioxidante por el
método de ABTS reportd un IC 50 para
el extracto de 150 pg/mL y para el Trolox
de 2,63 pg/mL. La capacidad antioxi-
dante equivalente al Trolox por el método
de DPPH presenta que 0,018 gramos de
Trolox equivalen a un gramo de extracto,
y por el método ABTS™, 0,017 gramos de
Trolox equivalen a un gramo de extracto,
lo que representa una moderada acti-
vidad antioxidante.

V. CONCLUSION

El extracto alcohdlico de las partes
aéreas de Taraxacum officinale presenta
una composicion polifendlica y una
moderada actividad antioxidante.
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