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RESUMEN

Introduccion: Allium schoenoprasum L. Regel & Tiling, pertenece a la familia de las
Alliaceae y se caracteriza por su uso domestico. La mayoria de los estudios realizados a
especies de este género se centraron en los bulbos.

Objetivo: Evaluar la composicion quimica y la actividad antioxidante del extracto
etandlico de las hojas y bulbos de Allium schoenoprasum L. Regel & Tiling cultivado en
Ecuador.

Meétodos: Los extractos de hojas y bulbos se elaboraron por el método de maceracion por
un tiempo de siete dias, a partir de 500 g de muestra con 1 L de etanol al 80 %. A estos
extractos se les determinaron las constantes fisico-quimicas, el tamizaje fitoquimico y la
determinacion de flavonoides por cromatografia liquida de alta resolucion y le fue
determinado su actividad antioxidante por la técnica del potencial de reduccion de hierro

total
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Resultados: De las caracteristicas fisicoquimicas el pH mostro valores en el rango acido
para ambos extractos y los solidos totales fueron superiores para los bulbos (2,73 %),
respecto al de las hojas (1,02). Se determind en los extractos de las hojas presencia de los
flavonoides, quercetina (18,33mg/L) y kaempferol (9,75 mg/L), mientras que en los
bulbos solo se detect6 quercetina (16,08 mg/L). El potencial de reduccion del extracto de
las hojas fue de 394,16 uM vy el de los bulbos 39,44 uM, el que no presentd actividad
antioxidante.

Conclusiones: Las hojas de la especie Allium schoenoprasum L. Regel & Tiling cultivada
en Ecuador, pueden ser consideradas como un potencial antioxidante.

Palabras clave: Allium schoenoprasum L. Regel & Tiling; parametros fisico-quimicos;

flavonoides; caracter reductor.

ABSTRACT

Introduction: Allium schoenoprasum L. Regel & Tiling belongs to the Alliaceae’s family
and it is characterized by its domestic use. Most of the studies carried out on species of
this genus were focused on the bulbs. In some of them the presence of flavonoids was
reported, to which antioxidant activity is attributed.

Objective: To assess the chemical composition and the antioxidant activity of the
ethanolic extract of the leaves and bulbs of Allium schoenoprasum L. Regel & Tiling
cultivated in Ecuador.

Methods: The extracts from the leaves and bulbs were elaborated by the maceration
method for a period of seven days, starting from 500 g of sample with 1 L of 80% ethanol.
In the extracts were determined the physical-chemical constants, the phytochemical
screening and the determination of flavonoids by high performance liquid
chromatography; and their antioxidant activity was determined by the technique of the
total iron reduction’s potential.

Results: Of the physical-chemical characteristics, the pH showed values in the acid range
for both extracts and the total solids were higher for the bulbs (2.73%) with respect to the
leaves (1.02). The presence of flavonoids, quercetin (18.33 mg / L) and kaempferol (9.75
mg / L) was determined in leaf extracts, while quercetin (16.08 mg / L) was only detected
in the bulbs. The reduction’s potential of the leaves extract was 394.16 uM and that of
the bulbs 39, 44 uM; the latter did not present antioxidant activity.

Conclusions: The leaves of Allium schoenoprasum L. Regel & Tiling cultivated in

Ecuador can be considered as a potential antioxidant.
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INTRODUCCION

Todas las especies del género Allium contienen compuestos derivados de sulfuro de alilo,
los cuales desde el punto de vista medicinal se han estudiado y probado clinicamente,
aunqgue en mayor medida en bulbos de Allium sativum L y Allium cepa L. En ellas se han
identificado varios compuestos azufrados, entre ellos es mayoritaria la aliina, sulfuro
inodoro, derivado de la cisteina, la cual, cuando las células se rompen (al cortar, o
machacar el ajo y la cebolla), se transforma por medio una enzima (alinasa) en alicina,
uno de los principios activos que dan al ajo su olor caracteristico y propiedades
medicinales.) La alicina se considera, al menos potencialmente, antibacteriana,
antiflngica y, posiblemente, hipotensora e hipocolesteromiante.®3% Ademés, presenta
ajoeno, que al parecer, es el compuesto de accidon antiagregante plaquetaria y para
combatir la arterioesclerosis, ademas de tener aplicacion como antiviral.®

Allium sativum, esta indicado en casos de trastornos circulatorios vasculares periféricos
como hipertension arterial, arteriopatias, prevencion de trombosis, para mejorar la
circulacién entre otras, para prevenir la arteriosclerosis, y para el tratamiento de la
hiperlipidemia. También se utiliza para tratar el asma, la tos, la dificultad respiratoria y
la bronquitis crénica. Por su actividad antiséptica es Util para combatir los catarros y otras
infecciones del tracto respiratorio. Se ha descrito su uso para las infecciones de las vias
urinarias y parasitosis intestinales (oxiuriasis). Popularmente, ademas, se le atribuyen
propiedades como antiespasmaodicas, colagogas, diaforéticas, diurético, expectorante,
febrifugo, estimulante, estomaquico, y ténico. En medicina popular se usan preparaciones
obtenidas a partir de ajos machacados para evitar infecciones y para aliviar procesos

inflamatorios y degenerativos de las articulaciones.®
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De Allium cepa y Allium schoenoprasum se utilizan, principalmente, los bulbos y estan
indicados en casos de pérdida del apetito y en la prevencion de la arteriosclerosis.
Tradicionalmente se usan como hipocolesteromiante y tonico digestivo.®

Entre las actividades farmacoldgicas demostradas para la especie estan las
antibacteriana®, antiinflamatoria, antihelmintica e hipotensora®, antitumoral®, entre
otras.

Ademas de los compuestos azufrados, se han encontrado en diferentes especies de Allium
y en particular en Allium schoenoprasum algunos compuestos fenolicos%t:12:
antocianidinas®®, acidos grasos y esteroides®, entre otros. Con respecto a los
flavonoides, se ha reportado la presencia de quercetina, rutina, kaempferol e
isorhamnetina.(!>161") A estos compuestos se les atribuye actividad antioxidante, la cual
ha sido demostrada para la especie.*819:20)

El objetivo del presente trabajo es evaluar la composicion quimica y la actividad
antioxidante del extracto etandlico de las hojas y bulbos de Allium schoenoprasum (L).

Regel & Tiling, cultivado en Ecuador.

METODOS

La especie vegetal utilizada para la realizacion del trabajo fueron plantas adultas de
Allium schoenoprasum (L). Regel & Tiling, recolectadas en los meses de agosto y
septiembre. La comprobacion taxondmica se llevo a cabo en el Herbario de la Facultad
de Ciencias Naturales de la Universidad de Guayaquil, asignandole el numero de
identificacion 008 y el nimero de herbario con cédigo GUAY 13.100. De las colectas
efectuadas se emplearon las hojas y bulbos en estado fresco troceadas con cuchilla.

Los extractos de hojas y bulbos se elaboraron por separado por el método de maceracion,
por un tiempo de siete dias, a partir de 500 g de material vegetal fresco con 1 L de etanol
al 80 % en recipientes bien cerrados y protegidos de la luz. Concluido el periodo de
extraccion, los extractos se filtraron y posteriormente se determinaron los parametros
fisico-quimicos de calidad por triplicado siguiendo procedimientos descritos en la
literatura.®? Los parametros analizados fueron: caracteristicas organolépticas, pH,
solidos totales, indice de refraccion, densidad relativa y tamizaje fitoquimico.

Los extractos alcoholicos provenientes de las hojas y los bulbos se concentraron a

sequedad en rotoevaporador y se sometieron a un proceso de desengrase con éter de

4
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petréleo a 30-40 °C. Los extractos secos fueron redisueltos en metanol, obteniendo
finalmente las fracciones etéreas y metandlicas.

El andlisis por cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR), estuvo dirigido a la
fraccién metandlica con el propdsito de detectar posibles flavonoides, especificamente,
quercetina y kaempferol por ser los flavonoides identificados en diferentes especies del
género, incluyendo la especie objeto de estudio. Para este trabajo se utilizd un

cromatografo liquido KNAVER, bajo las condiciones de analisis siguientes:

e Fase movil: solucion amortiguadora fosfato 0,1 M: Acetonitrilo (70:30).
Ambos disolventes grado HPLC (Merck).

e Sofware: Claritychrom.

e Temperatura del horno: 25 °C.

e Detector: arreglo de diodo, 370 nm (200-400). Bomba de doble pistdn
reciprocante, flujo a 0,9 mL/min.

e Presion: 14,1 pPa.

e Volumen de inyeccion: 20 pL. Columna: RP-18. Uptisphere 5 0DB
708965.

Para la caracterizacion antioxidante del ensayo, se selecciond el Potencial de Reduccion
Total (FRAP), segun las metodologias descriptas en la literatura.(®242% [as
determinaciones se realizaron mediante un lector de placas de 96 pocillos, marca SUMA
(Sistema ultramicroanalitico, La Habana, Cuba).

El procesamiento estadistico se realizd a través del programa Statistic for Windows. Se
determind la homogeneidad de varianza a través de un Test de Levene y la diferencia entre
grupos por la prueba de Duncan. Los estudios se realizaron estableciendo comparaciones

con grupos controles, blancos o patrones, segun el protocolo de estudio.

RESULTADOS

A los extractos obtenidos y, con el proposito de estandarizarlos, se les determinaron
algunos de parametros fisico-quimicos con el objetivo de crear las bases para establecer
sus especificaciones de calidad. Para lo que se tuvo en consideracion: las caracteristicas
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organolépticas, analisis del pH, sélidos totales, indice de refraccion y densidad relativa.
(Tabla 1)

Tabla 1- Caracteristicas fisico-quimicas de los extractos etandlicos de hojas y bulbos

Parametros Resultados en las hojas Resultados en los bulbos*
Caracteristicas organolépticas Liquido traslucido de color Liquido traslucido de color amarillo y
amarillo intenso y aroma fuerte a aroma fuerte a cebolla
cebolla
pH 6,19/0,04 6,33 £ 0,03
Densidad relativa 0,8432 /0,002 0,8209 + 0,0070
Indice de refraccion 1,360/ 0,000 1,364 + 0,000
Solidos totales ( %) 1,02/0,06 2,73 £0,04

* Se refiere al valor medio/desviacién estandar.

Los resultados del analisis por tamizaje fitoquimico del extracto alcohdlico tuvieron total
concordancia con la respuesta de los ensayos efectuados a ambos 6rganos vegetales. Los
que dieron respuesta positiva a saponinas, aminoacidos, sustancias reductoras, fenoles,
triterpenos y/o esteroides, compuestos lactonicos y flavonoides.

El anélisis por cromatografia liquida de alta resolucion permitid identificar cualitativa y
cuantitativamente los flavonoides presentes en los extractos metanolicos de hojas y
bulbos de Allium schoenoprasum. En la prueba de deteccion cualitativa se establecieron
los tiempos de retencién que fueron para la quercetina de 7,78 + 0,07 min y para el
kaempferol de 15,05 + 0,03 min.

Se pudo constatar, por similitud de los tiempos de retencion que en el extracto de hojas
habia quercetina (Tr = 7,73 min) y kaempferol (Tr = 15,01min) y en el extracto de bulbos

solo estuvo presente el primer flavonoide con un tiempo de retencién de 7,80 min (Figs.1
y2).
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Fig. 1 - Cromatograma de los extractos de hojas. Pico 1 quercetina, pico 2 kaempferol.
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Fig. 2 - Cromatograma de los extractos de bulbos. Pico 1 quercetina.

Para corroborar la presencia de dichos compuestos en los extractos, se efectué una co-
inyeccion de cada una de las muestras con los patrones. Se evidencié un incremento en
los valores de areas, lo que demostré de forma cualitativa que se correspondian con los
compuestos identificados.

Para la determinacion cuantitativa de los flavonoides se trazaron las curvas de calibracion
con las concentraciones ensayadas, teniendo en cuenta las areas de los picos
cromatogréficos. En el intervalo de concentraciones evaluadas se logré una buena
correlacion entre las concentraciones y las cuentas de areas, obteniendo para la quercetina

patrén, una ecuacion de la recta de Y= 77,2908X + 24,2250 con un valor de coeficiente
7
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de correlacion (r) de 0,9994 (r > 0,99) y para el kaempferol la ecuacion Y= 55,1494 X +
37,260 con un valor de r = 0,9981. Al reemplazar el valor de Y por las cuentas de areas
de las muestras de cada extracto y sus réplicas, se obtuvieron para las hojas,
concentraciones de quercetina de 18,33 mg/L y de kaempferol de 9,75 mg/L. Para el
extracto de los bulbos se obtuvo solo concentraciones de quercetina con valor de 16,08
mg/L (Tabla 2).

Tabla 2- Concentracién de quercetina y kaempferol en los extractos

Muestras Resultados (mg/L)* quercetina Resultados (mg/L)* kaempferol
Extracto de hojas 18,33/0,26 9,75/0,26
Extracto de bulbos 16,08/ 1,41 -

Se evalud, de manera preliminar, las potencialidades antioxidantes de los extractos de
Allium schoenoprasum L. Regel & Tiling, elaborados a partir de las hojas y bulbos de la
planta. En la tabla 3 se observa que las propiedades antioxidante de caracter reductor del
extracto elaborado con las hojas, tuvo resultados estadisticamente similares a los de la

vitamina C, que se utilizé como referencia por su conocida capacidad antioxidante.

Tabla 3 - Potencial de reduccion de los extractos de hojas y bulbos de Allium schoenoprasum
(L). Regel & Tiling

i extracto de hojas extracto del bulbo vitamina C
Parédmetro
(conc. 10,2 mg/mL)* (conc. 27,3 mg/mL)* (conc. 0,03 mg/mL)*
Potencial de Reduccion 394,16 /7,31 (a) 39,94 /15,5 (b) 4041221 (a)
(uM)

El estudio de las caracteristicas fisico-quimicas de los extractos, permite establecer sus
parametros de calidad, lo que contribuye a su propuesta para la Norma Farmacopea
ecuatoriana. Los valores para ambos extractos se consideran aceptables y estan dentro
de los intervalos establecidos para la mayoria de los extractos vegetales. Los extractos
mostraron un caracter débilmente acido, o sea, pH 6,19 para las hojas y 6,33 para los
bulbos, lo que puede ser por la presencia de compuestos de naturaleza fendlica. Otro
pardmetro de interés son los sélidos totales, donde los valores superiores se alcanzan
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para el extracto de los bulbos (2,73 %), que es un indicativo de la presencia de mayor
numero de constituyentes no volatiles. Este dato esta en correspondencia con los valores
de extractivos solubles en etanol al 80 % evaluado para la droga vegetal y, que son
mayores en los bulbos.

Los metabolitos secundarios detectados para los extractos a través del tamizaje
fitogquimico se corresponden con los encontrados para la droga vegetal. Por lo que se
destaca la presencia de flavonoides y compuestos fendlicos, que se aprecian con una
mayor concentracion en las hojas, debido a la intensidad de las reacciones de coloracion.
La evaluacion cualitativa del extracto metandlico obtenido por CLAR permite establecer
este método para la separacion e identificacion de los flavonoides de los extractos, 1o
que se corresponde con lo informado en la literatura®®?-?) y con los resultados a través
del tamizaje fitoquimico. Este método permitio asignar a la quercetina y al kaempferol
como los flavonoides presentes en las hojas y a la quercetina como componente de los
bulbos. La concentracion de quercetina en las hojas es similar a la de los bulbos y es,
aproximadamente, el doble de la concentracion de kaempferol encontrada en las hojas.
Este altimo flavonoide no se detecta en los bulbos. La presencia de kaempferol como
componente de las hojas, ha sido también informado.(”

Los resultados de la evaluacion del potencial de reduccion por el método FRAP indican
que el extracto elaborado a partir de las hojas de la especie posee propiedades
antioxidantes de caracter reductor similares a la vitamina C (sustancia de referencia y
reconocido antioxidante). Ademas, sus potenciales de reduccidn no arrojaron, desde la
estadistica, diferencias significativas (hojas, 394,16 uM vy la vitamina C, 404,00 uM).
Lo que puede estar dado por la presencia en las hojas de altas concentraciones de
flavonoides, sobre todo quercetina y kaempferol, como se demostrd en el estudio
quimico.

Sin embargo, al analizar los resultados para el extracto de los bulbos, aunque se utilizé
a una mayor concentracion, los valores obtenidos para el potencial de reduccion son
muy pequefios (39,94 uM), lo que indica que en el modelo ensayado no se evidencian
propiedades reductoras para este extracto. En el anélisis de su composicion quimica,
se aprecia, que a diferencia del extracto de hojas, su concentracion de flavonoides es
inferior; no hay presencia de kaempferol y la concentracion de quercetina es baja.

En conclusion, los resultados obtenidos permiten considerar a las hojas de la especie
Allium schoenoprasum L. Regel & Tiling cultivado en Ecuador como un potencial
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antioxidante, debido a la presencia de los flavonoides quercetina y kaempherol, lo que

constituye un elemento novedoso para la especie.
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