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Resumen

La alcachofa es una fuente de compuestos fendlicos con propiedades beneficiosas para
la salud, no solo en su parte comestible sino también en las partes desechadas por la
industria. Estos residuos se componen de bracteas externas, tallos y hojas que representan
entre un 80-85% de la planta y que dada su composicidn presentan actividad antioxidante.
Teniendo en cuenta que, actualmente existe una creciente demanda de aditivos naturales,
los subproductos de alcachofa podrian ser considerados como una fuente potencial de

estos compuestos.

Los objetivos del presente trabajo fueron: (a) estudiar distintos métodos de extraccion
de compuestos fendlicos de residuos de alcachofa, asi como (b) determinar la
composicion y la concentracion de los compuestos fendlicos para cada método de
extraccion ensayado. Las muestras extraidas con metanol al 60% presentaron un
contenido de acidos hidroxicinamicos y flavonoides significativamente mayor que las
extraidas con agua. La aplicacién de ultrasonidos aumentd significativamente las
concentraciones de acido clorogénico, cinarina y luteolina-7-O-glucésido de las muestras
tratadas con metanol al 60%, mientras que, en las extraidas con agua, incremento
levemente el contenido de apigenina y disminuyé el de narirutina. La presencia de
compuestos antioxidantes en los residuos de alcachofa podria ser considerada como una
fuente potencial para el reemplazo de antioxidantes sintéticos por naturales.

Palabras clave:

Antioxidantes, alcachofa, subproductos, extraccion, acidos hidroxicinamicos,
flavonoides.



Abstract

Artichokes are a source of phenolic compounds with beneficial health properties, not
only from its consumable parts, but also from the residues disposed of during its
production. These remainders are composed of the outer bracts, stems and leaves, which
represent somewhere from 80 to 85% of the plant and which composition has
demonstrated to have antioxidant properties. Taking into account the growing need for
nutritional additives, artichoke residues could be considered as a potential source to
obtain these nutritional additives.

The research objectives were: (a) study diverse methods of extracting phenolic
compounds from artichoke residues, (b) determine the composition and concentration of
the phenolic compounds for each method. Samples extracted using 60% methanol yielded
significantly more hydroxycinnamics acids and flavonoids than samples extracted with
water. The use of ultrasound yielded significantly increased the concentrations of
chlorogenic acid, cynarines and luteolin-7-O-glycosides from samples extracted using
60% methanol, while in those extracted using water, it slightly increased the presence of
apigenin and lowered the presence of narirutin. The presence of antioxidizing compounds
in artichoke residues could be considered as a potential source for replacing synthetic

antioxidants.
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1. Introduccién

La alcachofa es una fuente de compuestos bioactivos, con propiedades beneficiosas
para la salud, no solo en su parte comestible sino también en las partes desechadas por la
industria. La extraccion de estos compuestos permitiria obtener antioxidantes naturales
importantes para reemplazar el uso de antioxidantes sintéticos. Factores como la variedad,
el momento de plantacion y el momento de cosecha deben considerarse para optimizar el
contenido de polifenoles totales (PT) y favorecer asi la produccién de alimentos

saludables de alta calidad y con alto valor afiadido.

1.1. Origen de la oxidacion. Importancia de los antioxidantes naturales

La oxidacion es una reaccion quimica de transferencia de electrones, que se produce
entre una sustancia que cede sus electrones a un agente oxidante que los recibe. Este
ultimo pasa a un estado reducido mientras que el dador adquiere la forma oxidada
(Gonzales Jamanca & Alfaro Cruz, 2017). Durante los procesos metab6licos que ocurren
en el organismo, muchas moléculas organicas como gliceraldehido, cisteina, dopamina,
adrenalina se oxidan formando especies reactivas del oxigeno (ROS) como el radical
superoxido (O2'-). Estos radicales libres son especies muy reactivas e inestables que
presentan uno o mas electrones desapareados Yy, por lo tanto, requieren de otro electron
para completar su orbital y adquirir un estado estable (Willcox et al., 2004). Por esta
razon, atacan principalmente a macromoléculas como hidratos de carbono, acidos
nucleicos, lipidos y proteinas, generando dafio y disrupcién del equilibrio celular (Young
& Woodside, 2001). Las reacciones que se producen durante la oxidacion pueden

clasificarse en tres etapas (Figura 1) (Corrales & Ariza Mufioz, 2012):
¢ Iniciacién: formacion de un radical libre (R¢) a partir de moléculas no radicales.

e Propagacién: formacion de radicales libres por reaccién entre moléculas estables

y los radicales libres generados en la etapa de iniciacion.

e Terminacion: reaccion quimica de neutralizacion entre dos radicales libres que

genera un producto estable.



Iniciacion RH — R"+H#+

R*+ 0, —  ROD"

Propagacion

RO +RH — ROOH + R

Terminacion ROO™+ R — ROOR

ROO+ ROD® —  ROOR + 0

R*+R" — RR

Fig. 1 Esquema general del mecanismo de oxidacion, donde RH: acido graso insaturado; Re: radical libre;
ROO¢: radical peroxido y ROOH: hidroper6xido. Fuente: Ramalho & Neuza (2006).

Los radicales libres, también se producen en el organismo por via enzimatica, durante
el proceso de respiracion, la sintesis de prostaglandinas y la fagocitosis. Los factores
medioambientales como, la exposicién a los rayos X, el ozono, el tabaquismo, los
contaminantes del aire y los productos quimicos industriales, también favorecen la

produccidn de radicales libres (Lobo et al., 2010).

Aunque la presencia de ROS contribuye como mecanismo de defensa contra el ataque
de microorganismos, cuando en el organismo se genera un desequilibrio entre la
produccién de ROS y los antioxidantes, se producen condiciones de estrés oxidativo
generando dafio celular irreversible (Punchard & Kelly, 1996; Salem et al., 2015). Las
especies reactivas del oxigeno y otros radicales libres como las especies nitrogenadas,
comienzan reacciones en cadena que favorecen la iniciacion y progresién de una gran
cantidad de enfermedades principalmente neurodegenerativas y de inflamacién crénica
(Gutteridge & Halliwell, 2000). Por esta razon es importante que los niveles de

antioxidantes en el organismo sean adecuados.

Los antioxidantes son moléculas que acttan retardando o previniendo la oxidacion de
otras moléculas, con el fin de evitar el dafio celular. Principalmente interaccionan con
especies reactivas del oxigeno, evitando que ataquen estructuras del organismo como el
ADN, las membranas plasmaticas y las proteinas, retardando asi el envejecimiento celular
y el desarrollo de enfermedades degenerativas (Young & Woodside, 2001). En el
organismo existen diversos grupos de antioxidantes que actlan como mecanismo de
defensa ante el dafio oxidativo generado por los radicales libres. La primera linea de
defensa la constituyen proteinas y peroxidasas consideradas como antioxidantes

preventivos, ya gue actian como quelantes de los metales e inhiben la formacién de ROS

9



y radicales libres (Charles, 2013). Otro mecanismo de defensa se compone de
antioxidantes que secuestran los radicales libres inhibiendo la etapa de iniciacion de las
reacciones de oxidacion y por tanto previniendo las etapas de propagacion y terminacion.
Dentro de este grupo de antioxidantes se encuentran la vitamina C y la vitamina E
(Willcox et al., 2004). Una dltima linea de defensa del organismo se compone de enzimas
como las proteasas, lipasas, enzimas reparadoras del ADN vy transferasas encargadas de
regenerar los tejidos y las membranas dafiadas durante el estrés oxidativo (Niki, 1997).

En el organismo, los antioxidantes pueden proceder de sintesis endégena, como la
catalasa y la superoxido dismutasa, enzimas responsables de la conversion de H202 en Oz
y H2O y del Oz en H202 y O», respectivamente, o a través de la dieta. EI consumo de
ciertos alimentos como frutas y vegetales ricos en algunos antioxidantes naturales como
vitamina C, vitamina E, carotenoides y polifenoles, pertenecen a la segunda linea del
sistema de defensa del organismo y acttan inhibiendo las reacciones en cadena (Garbetta
et al., 2014; Nimse & Pal, 2015). También se ha observado la presencia de antioxidantes
en otros alimentos como especias, té, café y cacao. Diversos estudios epidemioldgicos
han concluido que el consumo de estos productos de origen vegetal esta asociado con una
disminucion de la mortalidad y del riesgo de padecer enfermedades crénicas (Eberhardt
et al., 2000; Ganesan et al., 2011).

En los alimentos, los antioxidantes pueden ser de origen natural o sintético. Las
principales familias de antioxidantes naturales son las vitaminas, los carotenoides y
polifenoles como los flavonoides y los acidos hidroxicindmicos. Los polifenoles son los
antioxidantes predominantes en la alcachofa, y su mecanismo de accion se basa en la
eliminacién de radicales libres, por medio de la produccién de un radical estable o en la
formacion de complejos con el hierro y el cobre, principales catalizadores de las
reacciones de oxidacion (Nimse & Pal, 2015). Ambos mecanismos evitan la formacion

de ROS y en consecuencia el dafio oxidativo.

Los antioxidantes sintéticos como el butilhidroxianisol (BHA), el butilhidroxitolueno
(BHT), el galato de propilo (PG) y la terbutilhidroquinona (TBHQ) son muy utilizados
en la industria alimentaria debido a su alta estabilidad, bajo coste, efectividad a bajas
concentraciones Yy otras ventajas practicas (Namiki, 1990; Bernal-Gomez et al., 2003).
Sin embargo, existe cierto rechazo a estos compuestos, no solo porque al ser aditivos
sintéticos son percibidos como de calidad inferior sino también por su posible toxicidad.
Si bien se ha informado que el empleo de bajas concentraciones de BHA 'y BHT no estaria
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asociado con efectos cancerigenos en humanos (Botterweck et al., 2000), la agencia para
la investigacion del cancer (IARC) ha concluido que existe evidencia cientifica de
carcinogénesis en animales de experimentacion, a los que se suministr6 BHA, pero que
no hay evidencia suficiente para el BHT (IARC, 1986). No obstante, deben tenerse en
cuenta las diferencias metabdlicas entre animales y humanos, asi como que la dosis de
estos antioxidantes empleada en la dieta de los animales es superior a la utilizada
habitualmente en alimentos (Botterweck et al., 2000).

Actualmente existe una creciente demanda de aditivos de fuentes naturales. Por lo que
la sustitucion de antioxidantes sintéticos por antioxidantes naturales podria ser una
alternativa, ya que no presentan efectos perjudiciales para la salud y su efecto para inhibir
la oxidacion es equivalente 0 mayor (Namiki, 1990). Por esta razon, resulta de interés
recuperar los compuestos fenolicos que se hallan presentes en los residuos vegetales
(Pandino et al., 2011). La sustitucion de antioxidantes sintéticos por antioxidantes
naturales presentaria diferentes beneficios. Los antioxidantes naturales son méas seguros
para la salud y presentan diversas caracteristicas de solubilidad, lo que permitiria
aplicarlos en diferentes alimentos. Ademas, su extraccion a partir de residuos sélidos de
la industria reduciria la contaminacion ambiental y tendria un impacto positivo en la
economia (Dabbou et al., 2015).

1.2. Antioxidantes en la alcachofa. Factores que afectan su concentracion.
Utilizacidn en la industria agroalimentaria

La alcachofa (Cynara cardunculus var. scolymus) es una planta perenne herbacea
nativa de la cuenca del mediterrdneo. En esta region se concentra un 70% de su
produccion mundial (1,5 millones de toneladas por afio). Italia es el principal pais
productor con alrededor de 365.991 t/afio, sequido de Egipto, Espafia y de Francia con
236.314, 185.796 y 45.914 t/afio, respectivamente (FAO, 2016). La alcachofa es un
alimento tradicional de la dieta mediterranea y representa una fuente de compuestos
fendlicos bioactivos con propiedades beneficiosas para la salud. Por esta razon, la
alcachofa estd considerada una planta medicinal con accion farmacoldgica, dada su
eficacia contra enfermedades digestivas y trastornos de circulacion, disminucion del nivel
de triglicéridos, estimulacion del sistema inmune y propiedades antioxidantes que
protegen el organismo contra algunos tumores. Ademas, presenta propiedades antivirales,
antibacterianas y antifungicas (Llorach et al., 2002; Saénz Rodriguez et al., 2002; Coinu
et al., 2007; Salata & Gruszecki, 2010; Fantini et al., 2011).
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La parte comestible de la planta se limita a las bracteas internas y al receptaculo, y se
ha observado que su capacidad antioxidante es superior a la de otras verduras como
esparragos, brécoli, espinaca y apio (Brat et al., 2006; Halvorsen et al., 2006). Por otra
parte, las bracteas externas, tallo y hojas descartados por la industria, corresponden
aproximadamente al 80-85% de la biomasa total del vegetal, y representan una fuente
potencial de compuestos fendlicos con propiedades antioxidantes (Pandino et al., 2013a).
Esta capacidad antioxidante se debe principalmente a la presencia de compuestos
fenolicos (&cidos hidroxicindmicos y flavonoides) que se encuentran presentes en las
distintas partes del vegetal (Fratianni et al.,, 2007). Los principales acidos
hidroxicinamicos son el &cido clorogénico (acido 5-O-cafeoilquinico), la cinarina (acido
1,3-O-dicafeoilquinico) y el &cido cafeico (acido 3,4-dihidroxicindmico). Los flavonoides
mas abundantes son la apigenina y derivados (apigenina-7-O-glucésido, apigenina-7-O-
rutinosido, apigenina-7-O-glucurénido), la luteolina y derivados (luteolina-7-O-
gluctsido,  luteolina-7-O-glucuronido,  luteolina-7-O-rutindsido,  luteolina-7-O-
malonilglucésido), la narirutina (naringenina-7-O-rutin6sido) y naringenina-7-O-
glucédsido (Lattanzio et al., 2009; Lombardo et al., 2010; Pandino et al., 2011; Garbetta et
al., 2014; Dabbou et al., 2015; Colantuono et al., 2017).

El contenido total de polifenoles y el perfil de los mismos no es uniforme en la planta,
sino que varia en funcion de cada una de las partes que la componen (Pandino et al.,
2011). También se ve afectado por la variedad, el momento de plantacion y el momento
de cosecha de la planta (Lattanzio et al., 2009; Garbetta et al., 2014). Asi, Lombardo et
al. (2010) observaron que independientemente del genotipo, las brécteas internas, el
receptaculo y el tallo contenian las concentraciones de PT mas elevadas (en promedio,
4991, 4809, 4200 mg/kg de materia seca, respectivamente) seguido de las bracteas
externas (971 mg/kg de materia seca). Zuorro (2014), encontr6é que el contenido de PT
expresado como miligramos de acido galico por g de residuo seco, fue mayor en el tallo
(16,36 + 0,85 mg/g) que en las bracteas externas (10,23 £+ 0,68 mg/g). En contraposicion,
Dabbou et al. (2015) observaron que las bracteas externas presentaban mayor capacidad
antioxidante total, seguida del tallo y de las hojas. Por el contrario, Pandino et al. (2011)
analizaron la alcachofa y observaron que las hojas fueron la parte de la planta mas rica en
PT (457,7 nmol/g de materia seca) en comparacion con el tallo que mostr6 un contenido
de PT intermedio (272,7 nmol/g de materia seca), seguido del receptaculo y las bracteas

que mostraron el menor contenido de PT (promedio de 215,8 nmol/g de materia seca).
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En cuanto al perfil fendlico, Negro et al. (2012) identificaron 14 compuestos
pertenecientes al grupo de acidos hidroxicindmicos y flavonoides cuando evaluaron 6
variedades de alcachofa. El &cido clorogénico y la cinarina eran los acidos
hidroxicinamicos predominantes mientras que la luteolina-7-O-rutinésido y luteolina-7-
O-glucosido fueron los principales flavonoides. De las partes analizadas las hojas fueron
las que presentaron mayor contenido de flavonoides mientras que los &cidos
hidroxicinamicos predominaron en el receptaculo y en las brécteas. Pandino et al. (2011)
evaluaron los distintos polifenoles, y encontraron que los flavonoides fueron los
polifenoles predominantes en hojas (95%), bracteas (84%) y receptaculo (59%), y los
acidos hidroxicindmicos predominaron en el tallo con un 86% (235,5 nmol/g de materia

seca).

Dabbou et al. (2015) evaluaron el perfil fendlico de los residuos de dos variedades de
alcachofa y encontraron los &cidos 3-O-cafeoilquinico, 5-O-cafeoilquinico, 3,5-O-
dicafeoilquinico, 1,5-O-dicafeoilquinico y monosuccinilcafeoilquinico y los flavonoides,
luteolina-7-O-glucdsido, luteolina-7-O-glucuronido, luteolina-7-O-malonilglucésido,
luteolina, apigenina-7-O-glucdsido y apigenina. Estos resultados son semejantes a los

observados en el estudio de Lombardo et al. (2010).

En lo que respecta a la influencia de la variedad en el contenido total de polifenoles y
en la concentracién de cada uno de ellos, Dabbou et al. (2015) analizaron la actividad
antioxidante de las variedades 'Violet d'Hyéres' y '‘Blanc d'Oran' mediante el ensayo de
ABTS y observaron que las bracteas de ambas variedades presentaron la mayor actividad
antioxidante, seguida del tallo de la variedad 'Blanc d'Oran’. Sin embargo, las hojas de
esta ultima variedad fueron las de menor capacidad antioxidante. Pandino et al. (2011)
analizaron el contenido PT en las distintas partes de la planta de las variedades de
alcachofa 'Violetto di Sicilia’, 'Blanc Hy¢érois' y 'Tondo di Paestum’. La variedad '"Violetto
di Sicilia’ presentd un mayor contenido de PT en las brécteas, hojas y tallo mientras que
la variedad "Tondo di Paestum” presentd mayor contenido en el receptaculo. En todas las
partes de la planta analizadas, la variedad 'Blanc Hyérois' fue la que presentd6 menor

contenido de estos compuestos.

El momento de plantacion y el momento de cosecha pueden contribuir a incrementar
el contenido de antioxidantes dependiendo de la época en la que se realicen. Rouphael et
al. (2017) evaluaron la influencia del tiempo de plantacion en la capacidad antioxidante
total y el contenido de polifenoles, y observaron que fueron mayores cuando la plantacién
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se realizé durante el mes de septiembre en comparacion con la plantacion en el mes de
octubre. Lombardo et al. (2010) estudiaron el efecto del momento de cosecha en el
contenido de PT y de polifenoles individuales en brécteas internas y externas, tallo y
receptaculo de la alcachofa, y encontraron que el contenido de PT fue aproximadamente
16 veces mayor en la cosecha de primavera que en la de invierno, observando una
diferencia marcada principalmente en el tallo. En ambos momentos de cosecha el
componente mas abundante en las bracteas internas, bracteas externas y receptaculo fue
el flavonoide apigenina-7-O-glucuronido, representando entre el 60-64% del contenido
de PT. El receptéculo tuvo el mayor contenido de polifenoles totales principalmente en la
cosecha de primavera (9382 mg/kg de materia seca). Ademas, en la cosecha de primavera
se detectaron compuestos que no estuvieron presentes durante la cosecha de invierno,
como el acido 1-O-cafeoilquinico (receptaculo), 3-O-cafeoilquinico, acido cafeico y
naringenina-7-O-glucoésido (receptaculo), narirutina (bracteas internas, bracteas externas
y receptaculo) y 1,5- y 3,5-O-dicafeoilquinico (bracteas internas y tallo). Estos resultados
sugieren que deberia tenerse en cuenta el tiempo de plantacion y de cosecha para
optimizar el contenido de antioxidantes, y poder desarrollar productos con mayor valor
afiadido. Sin embargo, son necesarios mas trabajos que analicen el efecto de estas
variables, asi como también el mecanismo por el cual la acumulacion de antioxidantes se

favorece en un momento determinado.

La utilizacidn de antioxidantes naturales procedentes de extractos vegetales tiene una
amplia variedad de aplicaciones en la industria agroalimentaria, principalmente en
alimentos de origen animal. Entre ellas destacan el uso de extractos y aceites esenciales
de romero para prevenir la oxidacion en carne de vacuno procesada (Sanchez-Escalante
et al., 2003) y productos carnicos cocidos a base de cerdo (Estévez et al., 2005). El uso
de extracto de Rosa canina en hamburguesas de cerdo (Ganhao et al., 2010), la utilizacion
de extracto de orégano y romero en yemas de huevo enriquecidas con acidos grasos
poliinsaturados -3 (Bernal-Gomez et al., 2003) y los extractos de la fruta tropical curuba

en bebida fermentada con lactosuero (Sanchez et al., 2013).

1.3. Objetivos del trabajo

Por lo mencionado anteriormente, el alto contenido de compuestos bioactivos en la
parte desechable de la alcachofa deberia considerarse como una fuente de antioxidantes

naturales importantes para la industria agroalimentaria. Este trabajo de fin de master
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presenta los siguientes objetivos (a) estudiar distintos métodos de extraccion de
compuestos fenolicos para poder optimizar dicha extraccion (b) determinar la
composicion y la concentracion de los compuestos fendlicos presentes en los residuos de

la alcachofa.
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2. Materiales y métodos

En este apartado, se describira el proceso de obtencién de las muestras, seguido de la
metodologia empleada para la extraccion de los antioxidantes y su posterior identificacion

y cuantificacion mediante analisis por HPLC.

2.1. Muestras

Las alcachofas enteras fueron adquiridas en un mercado de Navarra procedentes de la
cosecha realizada en Tudela los meses de enero y febrero de 2017. Para la preparacion de
las muestras, se llevd a cabo el procedimiento que se muestra en la Figura 2. En primer
lugar, las alcachofas enteras se lavaron con agua, Se escurrieron y se secaron.
Posteriormente se realizé una separacion manual de la parte comestible (bracteas internas
y receptéaculo) y de la parte desechable (bréacteas externas, tallo y hojas). Los residuos
obtenidos se cortaron y se liofilizaron (Telstar, modelo Cryodos-50, Espafia) con el fin de
eliminar el contenido de agua. El extracto seco obtenido se trituré y homogeneizo6 en un

molinillo de café y se almacend congelado a -20 °C hasta su utilizacion.
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Fig. 2 Esquema del proceso de preparacion de la muestra para la extraccién de antioxidantes.

J

2.2. Extraccion y cuantificacion de antioxidantes en los residuos de alcachofa
2.2.1. Extraccion de antioxidantes

Para el proceso de extraccion de compuestos fendlicos se llevaron a cabo 4 métodos
de extraccion partiendo de residuo seco de subproductos de alcachofa (4g). Para ello se
utilizaron 100 mL de agua y mezcla de metanol:agua (60:40 v/v). Por cada tipo de
extractante se aplicaron dos tratamientos, uno con agitacion a temperatura ambiente
durante 1 horay el otro de 30 minutos en bafio de ultrasonidos (US) seguido de agitacion
a temperatura ambiente durante 1 hora. Por cada método de extraccion empleado se

realizaron dos repeticiones. En la Figura 3 se resumen los métodos utilizados.
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Fig. 3 Métodos empleados en la extraccion de compuestos fendlicos en residuos de alcachofa.

Posteriormente, los extractos obtenidos con metanol:agua se filtraron en un embudo
Buchner con ayuda de un sistema de vacio mientras que las muestras de agua, dadas sus
caracteristicas, se centrifugaron (Thermo Scientific Sorvall ST 8) a 8000 rpm durante 15
min. En todos los casos, el sobrenadante obtenido se liofilizo. Como resultado de esta
fase se obtuvo el extracto total. A continuacion, el extracto se disolvié en agua MilliQ y
se ajusto el pH a 7 mediante la adicion de NaOH 2M. Posteriormente se centrifugd y se
procedié a la purificacion y fraccionamiento (&cidos hidroxicinamicos y flavonoides) de
cada extracto mediante la técnica de extraccion en fase solida (SPE) empleando un
cartucho Chromabond C-18 (Scharlab S.L., Barcelona) previamente acondicionado (5
mL de metanol y 10 mL de agua MilliQ). Los &cidos hidroxicindmicos se extrajeron con
50 mL de metanol al 10% (fraccion 1) y los flavonoides con 50 mL de metanol (fraccion
2). Las fracciones recogidas se liofilizaron. A continuacion, la fraccion 1y la fraccion 2
se disolvieron con 4 mL y 1 mL de metanol:agua (50:50 v/v), respectivamente y se

guardaron a -20 °C hasta su posterior analisis por HPLC (Figura 4).
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Fig. 4 Fraccionamiento y purificacion del extracto para analizar por HPLC.

2.2.2. ldentificacion y cuantificacion de los antioxidantes presentes en las
fracciones obtenidas por HPLC

Los compuestos fenolicos presentes en las fracciones de los residuos de alcachofa se
separaron por medio de HPLC usando un cromatografo equipado con dos bombas 515 y
un inyector U6K (Waters Div., Milford, MA). Dado que estos compuestos presentan la
propiedad de absorber en el espectro UV-visible a diversas longitudes de onda, para su
identificacion y cuantificacion se utiliz6 un detector Photodiode Array 996 programado
a diferentes longitudes de onda para compuestos individuales (de 200 a 600 nm). Se
utilizé una columna de fase reversa (Phenomenex Synergi HidroRP, 150 x 3 mm y tamafio
de particula de 4 um) estabilizada a 25 °C. El control del cromatografo y el procesamiento

de los datos se llevaron a cabo con el software Empower 2.0.

Para la separacion de los compuestos de ambas fracciones se utiliz6 el método de
Lombardo et al. (2010) con alguna modificacion. Se emplearon dos fases moviles, A (2%
v/v de 4cido acético en agua) y B (mezcla 50:50 v/v de acetonitrilo y acido acético al
0,5%) empleando un programa de gradiente para la fraccién 1 (Tabla 1) y otro para la
fraccion 2 (Tabla 2). El caudal fue de 1 mL/min, el volumen de muestra inyectado fue de
10 uL y el tiempo total de andlisis fue de 90 min para la fraccion 1 y de 100 min para la
fraccion 2. Todas las muestras se analizaron por duplicado, y entre cada analisis de realiz6
una limpieza de la columna con metanol. Todos los reactivos empleados fueron de la

marca Scharlau calidad HPLC.
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Tabla 1. Programa de gradiente de las fases A y B para separar los componentes de la fraccion 1.

Tiempo Fase movil A Fase movil B
(minutos) (%) (%)
0 90 10
20 82 18
30 76 24
45 70 30
65 70 30
70 45 55
75 0 100
83 0 100
85 90 10
90 90 10

Tabla 2. Programa de gradiente de las fases A y B para separar los componentes de la fraccion 2.

Tiempo Fase movil A Fase movil B

(minutos) (%) (%)
0 90 10

30 82 18
40 76 24
55 70 30
75 70 30
80 45 55
85 0 100
93 0 100
95 90 10
100 90 10

La identificacion de los compuestos se realizé6 mediante el procedimiento de doble
coincidencia. Por un lado, se utiliz6 el espectro UV-visible caracteristico de la longitud
de onda de cada compuesto, y, por otro lado, el tiempo de retencion de su correspondiente
estandar (Tabla 3). Todos los estandares usados fueron de la marca Sigma-Aldrich
(Madrid, Espafia).
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Tabla 3. Tiempo de retencién y longitud de onda de los compuestos fendlicos.

Compuesto antioxidante Tlemlzrc:] idneur[gtst;nmm LongltEJndmc;e onda
Acido clorogénico 15,4 320
Acido cafeico 17,8 320
Cinarina 29,7 320
Luteolina-7-O-rutinésido 59,1 350
Luteolina-7-O-glucésido 59,6 350
Narirutina 62,3 280
Naringenina-7-O-glucésido 64,5 280
Apigenina-7-O-rutindsido 70,9 330
Apigenina-7-O-glucésido 73,6 330
Luteolina 86,9 350
Apigenina 88,8 330

La cuantificacion de los antioxidantes se llevé a cabo utilizando recta de calibrado para
cada compuesto analizado. Cada recta se construyd empleando 5 concentraciones (5, 20,
50, 100 y 200 mg/L) del patron correspondiente. A modo de ejemplo se presenta la recta
de calibrado de un compuesto hidroxicindmico (Figura 5) y de un compuesto flavonoide
(Figura 6). Las rectas de calibrado del resto de los compuestos se pueden consultar en el
Anexo (Figuras 12 a 20). En las Figuras 7 y 8 se pueden observar los cromatogramas
obtenidos a partir de la disolucion patron de 200 mg/mL de los acidos hidroxicinamicos

y de los flavonoides, respectivamente.
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Recta de calibrado del 4cido clorogénico
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Fig. 5 Recta de calibrado del &cido clorogénico.
Recta de calibrado de la luteolina
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Fig. 6 Recta de calibrado de la luteolina.
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Fig. 7 Cromatograma de la disolucion patron de acidos hidroxicindmicos. Donde: 1, &cido clorogénico; 2,
acido cafeico y 3, cinarina.
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Fig. 8 Cromatograma de la disolucidn patron de flavonoides. Donde: 4, luteolina-7-O-rutinésido; 5,
luteolina-7-O-glucésido; 6, narirutina; 7, naringenina-7-O-glucosido; 8, apigenina-7-O-rutindsido; 9,
apigenina-7-O-glucosido; 10, luteolina y 11, apigenina.

Por ultimo, en las Figuras 9 y 10 se muestran dos cromatogramas obtenidos a partir de

muestras de residuos de alcachofa, donde se pueden observar los compuestos
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antioxidantes encontrados en la fraccion 1 (&cidos hidroxicindmicos) y en la fraccion 2

(flavonoides), respectivamente.

Al

220

200

180

040

0z0

N\

M

0.00

.00

10100

2000 30.00 40.00 50.00
hdinutes

G0.00

70.00

&0.00

Fig. 9 Cromatograma correspondiente a los &cidos hidroxicindmicos presentes en los residuos de
alcachofa. Donde: 1, acido clorogénico; 3, cinarina.
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Fig. 10 Cromatograma correspondiente a los flavonoides presentes en los residuos de alcachofa. Donde:
4, luteolina-7-O-rutinésido; 5, luteolina-7-O-glucésido; 7, naringenina-7-O-glucésido; 8, apigenina-7-O-
rutindsido; 9, apigenina-7-O-glucdsido; 10, luteolina y 11, apigenina.
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2.3. Andlisis estadistico

Para el analisis de los datos se llevo a cabo un test ANOVA de un factor con 4
modalidades. Posteriormente, se realizé la prueba post hoc Ryan-Einot-Gabriel-Weisch
F para determinar si habia diferencias significativas entre los diferentes métodos de
extraccion en el perfil de antioxidantes (p < 0,05).
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3. Resultados y discusion

En los siguientes apartados, se describird el perfil de compuestos fendlicos (acidos
hidroxicinamicos y flavonoides) presentes en los residuos de alcachofa segun el método

de extraccion empleado.

3.1. Acidos hidroxicinamicos presentes en los residuos de alcachofa

En la Tabla 4, se presenta el contenido medio de acidos hidroxicindAmicos encontrado
en los residuos de alcachofa para cada método de extraccion utilizado. En esta tabla se
muestra también el resultado del analisis de la varianza. El analisis de ANOVA completo
se adjunta en la Tabla 8 y las pruebas post hoc en las Tablas 9 y 10 disponibles en el
Anexo. La concentracién de cada compuesto fenolico obtenida en cada repeticion del
andlisis de las muestras extraidas con metanol:agua y agua, se adjunta en las Tablas 6 y
7, respectivamente, del Anexo.

Tabla 4. Concentracion (X + s) de acidos hidroxicindmicos (lg/g de residuo seco) presentes en los cuatro
extractos obtenidos a partir de residuos de alcachofa (n = 4).

Extraccion
Compuesto =
antioxidante El E3 E2 E4
(MetOH:H,0)  (MetOH:H,O+US) (H20) (H.0+US)
Acido cafeico nd nd nd nd -
Acido clorogénico 815 + 50a 1006 + 113b 10 £ 1c 8+1c 289,798
Cinarina 9,8+0,7a 12+ 2b nd nd 120,634

Valores con letras diferentes en las filas son significativamente diferentes (p < 0,05)
nd, no detectado.

Como puede observarse en la Tabla 4, el perfil de los &cidos hidroxicinamicos vario
de forma cualitativa y cuantitativa dependiendo del método de extraccién utilizado,
aunque la mayor eficiencia de extraccion de los compuestos antioxidantes se obtuvo
empleando la mezcla MetOH:H20. Esto puede observarse en la Figura 11, donde se
presenta el contenido total de &cidos hidroxicinamicos obtenido segin el método de
extraccion utilizado. En concordancia con estos resultados, Wang et al. (2003) observaron
que el uso de MetOH:H20 al 70% permitié extraer el mayor contenido de compuestos
fenolicos presentes en la parte comestible y en las hojas de alcachofa. Asimismo, Llorach
et al. (2002) observaron que el contenido fendlico total de subproductos de alcachofa
extraido con metanol (15,42 g/100 g de extracto seco) fue superior al obtenido en agua
(9,89 g/100 g de extracto seco). No obstante, en un estudio posterior, se encontré una
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elevada concentracion de compuestos fendlicos (100000 pg/g de residuo seco) en extracto
acuoso, aunque la muestra evaluada incluia residuos y partes comestibles (Llorach et al.,
2005). En otros trabajos, se compard la eficiencia de extraccién de los compuestos
fenolicos utilizando otros disolventes. Asi, en el estudio de Zuorro et al. (2014) se observé
que una mezcla de etanol:agua (50:50, v/v) permitié obtener mayor eficiencia de
recuperacion de compuestos fendlicos presentes en bracteas externas y tallos de
alcachofa, que otros disolventes como lactato de etilo, acetona, etanol, agua y hexano.
Segun estos autores, las diferencias en la eficiencia de extraccion se debieron
principalmente a la mayor afinidad de los compuestos fenolicos por disolventes polares
de bajo peso molecular como el etanol y el agua, lo cual facilité la absorcion del
disolvente, provocando el hinchamiento del vegetal y en consecuencia la extraccion de
compuestos fendlicos ligados a la matriz. Contrariamente, Angelov et al. (2015)
concluyeron que la eficiencia de extraccion de los compuestos fenolicos presentes en
tallos y hojas de alcachofa utilizando agua como disolvente (8,8 mg/g de materia fresca)
es similar a la obtenida con concentraciones de etanol del 20, 50 y 70% (8,6; 8,5y 8,3
mg/g de materia fresca, respectivamente) y que debido a su bajo coste seria mas

conveniente realizar este proceso con agua.

Acidos hidroxicinamicos
1200

1000
800
600
400

200

Contenido total (ug/g residuo seco)

E1 (MetOH:H20) E3 (MetOH:H20+US) E2 (H20) E4 (H20+US)
Extraccion

Fig. 11 Contenido total de &cidos hidroxicinamicos (ug/g residuo seco) obtenido segin el método de
extraccion utilizado.

Por otra parte, en nuestro trabajo, la aplicacién de ultrasonidos permitié obtener
concentraciones significativamente mayores de antioxidantes cuando se utiliz6 la mezcla

MetOH:H-0, aunque no se observaron diferencias significativas cuando se utiliz6 el agua
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como disolvente. Estos mismos resultados se encontraron en el trabajo de Song et al.
(2010), en el que se evalud la eficiencia de extraccion de compuestos fendlicos de hojas
de alcachofa con distintas concentraciones de metanol (20, 40, 60, 80 y 100%), etanol
(50, 70 y 95%) y agua, junto con la aplicacion de ultrasonidos. Los autores concluyeron
que, dada la mayor concentracion de compuestos fenolicos obtenidos, la mezcla
MetOH:H.O al 60% fue la mas eficiente. Otros autores observaron que el uso de
ultrasonidos mejora el proceso de extraccion de compuestos bioactivos presentes en
extractos vegetales deshidratados, ya que por un lado favorece la rehidratacion del tejido
y por otra parte provoca dafio en la pared celular aumentando la adsorcion del disolvente
y el rendimiento de extraccion (Toma et al., 2001; Soria & Villamiel, 2010). Ademas, la
aplicacion de tratamientos suaves de US no muestran cambios significativos en las
propiedades estructurales/moleculares y en la funcionalidad de la mayoria de los
compuestos bioactivos, siendo este un aspecto relevante en el caso de componentes de
alimentos sensibles al calor, como es el caso de los antioxidantes (Soria & Villamiel,
2010). No obstante, si se aplica por tiempos prolongados, puede generar efectos negativos
ocasionando colapso del material vegetal (Ngnitcho et al., 2017). Considerando que, los
polifenoles actian como antioxidantes primarios neutralizando los radicales libres

(Grace, 2005), es de suma importancia optimizar su eficiencia de extraccion.

En lo que respecta al andlisis individual de los compuestos fendlicos de los residuos
de alcachofa, el &cido cafeico no se detectd en ninguno de los extractos evaluados, esto
concuerda con los resultados hallados por Lombardo et al. (2010) cuando evaluaron las
bracteas externas y tallos de alcachofa. Sin embargo, en ese mismo estudio, se observé
que algunos genotipos de alcachofa contenian acido cafeico en las partes comestibles
como el receptaculo y las bracteas internas. En el trabajo de Lutz et al. (2011), se detecto
acido cafeico en el corazén de alcachofa, aunque en baja concentracion, y en el estudio
de Nouraei et al. (2018), se observo que el acido cafeico fue el compuesto predominante
en la parte comestible de la alcachofa tratada con metanol:agua (80:20, v/v)
encontrandose en una concentracion de 275 mg/kg de extracto seco. Por el contrario,
Schiitz et al. (2004) no detectaron &cido cafeico en la parte comestible de la alcachofa
pero si en zumo y pulpa obtenido a partir de subproductos de alcachofa cuando emplearon
una mezcla de agua:metanol 60% v/v como medio extractante. También se detectd este
compuesto antioxidante en otras partes desechables de la planta. En el trabajo de

Mulinacci et al. (2004), se encontro acido cafeico (685 pg/g de residuo seco) en extracto
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de hojas de alcachofa cuando se empleaba el método de extraccidon con agua y US pero
no se detectdé cuando se utilizaba una mezcla de etanol:agua 1:1 a 70 °C. En
contraposicion, Colla et al. (2013) no detectaron acido cafeico en hojas de alcachofa de
las variedades 'Romolo’, 'Violetto di Provenza'y 'Violetto di Romagna'. Considerando que
el &cido cafeico inhibe la proliferacion de las células de cancer de mama (Kampa et al.,
2004) y del fibrosarcoma (Rajendra Prasad et al., 2011), y que actla favorablemente en
el metabolismo de la glucosa, suprimiendo la gluconeogénesis hepéatica y la
hiperglucemia (Jackson et al., 2017) se requiere de mas estudios para determinar con
mayor exactitud el contenido de acido cafeico en los residuos de alcachofa, asi como para
conseguir un metodo de extraccion mas eficiente para extraer este compuesto

antioxidante.

El 4cido clorogénico fue el &cido hidroxicinamico predominante en todas las
extracciones estudiadas, obteniéndose un mayor rendimiento de extraccién de este
compuesto con la mezcla MetOH:H>O que con agua (Tabla 4). Otros autores, Song et al.
(2010) y Wang et al. (2003), observaron estos mismos resultados empleando
concentraciones de metanol:agua similares a las utilizadas en este trabajo. En el estudio
de Pasqualone et al. (2017), se analizo el perfil fendlico de residuos de alcachofa de la
variedad 'Catanese’, empleando como medio de extraccion etanol:agua (30:70, v/v) con y
sin aplicacion de US, observandose que la concentracion de compuestos fendlicos fue
significativamente mayor cuando se aplicé US, y que independientemente del tratamiento
empleado el acido clorogénico fue el &cido hidroxicindmico predominante. También se
observaron estos resultados en el trabajo de Lattanzio et al. (2005) en brécteas externas y
receptaculo de alcachofas frescas empleando como medio de extraccion una mezcla de
etanol:metanol 1:1. Por su parte, Shen et al. (2010) cuantificaron los acidos
hidroxicinamicos presentes en la parte comestible y en las hojas de la alcachofa
empleando etanol al 50%, y observaron que el contenido de &cidos hidroxicindamicos
(&cido 1,5-di-O-cafeoilquinico y &cido clorogénico) era superior en la parte comestible
que en las hojas. Sin embargo, Pérez-Esteve et al. (2018) evaluaron el contenido fendlico
presente en tallo, bracteas externas y parte comestible, empleando metanol al 80% y se
observo que el acido clorogénico fue el compuesto fendlico predominante en todas las
partes evaluadas y que se encontré en mayor concentracion en el tallo. En concordancia
con estos resultados, Pandino et al. (2011) estudiaron los compuestos fendlicos presentes

en los residuos de alcachofa (bracteas externas, tallo y hojas) extraidos a partir de una
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mezcla de metanol:agua (70:30, v/v) y observaron que los acidos hidroxicinamicos fueron
mas abundantes en el tallo (86% del contenido total de compuestos fendlicos). Teniendo
en cuenta que el &cido clorogénico, es uno de los compuestos mas abundantes presente
en los residuos de alcachofa, y que es el responsable de la actividad antioxidante y del
efecto protector contra el estrés oxidativo (de Falco et al., 2015) resulta de interés la

recuperacion de este compuesto.

La cinarina s6lo se encontré en nuestro trabajo en muy baja concentracion en las
extracciones realizadas con metanol:agua, aumentando significativamente cuando se
aplicd US y no se detectd en las extracciones realizadas con agua (Tabla 4). Lombardo et
al. (2010) extrajeron los compuestos fenolicos de distintas partes (bracteas externas e
internas, receptaculo y el tallo) de 9 genotipos de alcachofa utilizando metanol al 60% y
detectaron cinarina en todas las partes analizadas, aunque la mayor concentracion de este
compuesto se encontro en el tallo (21,5 - 90,2 mg/kg extracto seco). Sin embargo, Shen
et al. (2010) no detectaron cinarina en hojas de alcachofa cuando fueron tratadas con
etanol al 50%. Rouphael et al. (2017) observaron que la aplicacién de US junto con una
mezcla de metanol:agua (70:30, v/v) permitié extraer cinarina de la parte comestible de
la alcachofa. En contraposicion con lo encontrado en este trabajo, se detect6 cinarina en
subproductos de alcachofa extraidos con agua hirviendo durante 1 hora (Llorach et al.,
2005). Asimismo, Mulinacci et al. (2004) observaron que la cinarina fue el acido
hidroxicinamico predominante en extracto de hojas de alcachofa (2425 mg/kg de residuo
seco) tratadas con agua y ultrasonidos. Aunque la cinarina es uno de los compuestos
cafeoilquinicos que se encuentra en menor concentracion en la alcachofa, debe ser tenido

en cuenta ya que presenta actividad colerética (Gebhardt, 1997).

3.2. Flavonoides presentes en los residuos de alcachofa

El anélisis realizado permiti6 identificar 8 compuestos antioxidantes pertenecientes al
grupo de flavonoides: luteolina, luteolina-7-O-glucésido, luteolina-7-O-rutindsido,
apigenina, apigenina-7-O-glucésido, apigenina-7-O-rutindsido, narirutina y naringenina-
7-O-glucosido. En la Tabla 5, se presenta la concentracion media de cada compuesto
fendlico individual hallada en los extractos obtenidos, asi como el analisis de la varianza.
En las Tablas 6 y 7 del Anexo se encuentra la concentracion de cada compuesto fendlico.
Los resultados del ANOVA completo se presentan en la Tabla 8 y las pruebas post hoc
de las Tablas 11 a la 18 del Anexo.
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Tabla 5. Concentracion (X + s) de flavonoides (ug/g de residuo seco) presentes en los cuatro extractos
obtenidos a partir de residuos de alcachofa (n = 4).

Extraccion
Compuesto antioxidante E1l E3 E2 E4 F
(MetOH:H,0)  (MetOH:H,0+US) (H.0) (H,0+US)

Luteolina 5,2+0,3a 45+0,9 2,4 +£0,4b 2,4+0,3b 30,33
Luteolina-7-O-glucésido 442 + 14a 469 + 6b 2,7+0,1c 2,9+0,6c 4967,69
Luteolina-7-O-rutinésido 984 + 66a 1034 + 20a 17+2b 10+ 2b 1116,20
Apigenina 2,46 £ 0,01a 2,49 +0,01a 3,3+0,4b 41 +0,6¢ 18,86
Apigenina-7-O-glucosido 7,3+0,1a 7,2+0,3a nd nd 3055,69
Apigenina-7-O-rutindsido 20,9 +0,6a 20,2 +0,9a 55+0,3b 46 +0,3b 986,94
Narirutina nd nd 2,14+0,02a 2,11+0,02b 27206,41

Naringenina-7-O-glucésido 2,96 + 0,02a 2,9+0,2a 22+0,03b 2,19 +0,05b 62,95

Valores con letras diferentes en las filas son significativamente diferentes (p < 0,05).
nd, no detectado.

El contenido total y el perfil de flavonoides encontrado difirieron entre las extracciones
realizadas. Al igual que lo observado en los &cidos hidroxicinamicos, en los extractos
obtenidos a partir de MetOH:H-0O, la concentracion total de flavonoides fue mucho mayor
que en los que se utiliz6 agua (Figura 12). Sin embargo, cuando se empled metanol al
60%, no se detectd narirutina y la concentracién de apigenina extraida fue menor en
comparacion a la obtenida con agua (Tabla 5). Desde el punto de vista cuantitativo, los
flavonoides suelen representar menos del 10% del contenido de compuestos fendlicos
totales presentes en los tejidos de la alcachofa (Lattanzio et al., 2009). Sin embargo, en
este trabajo, el contenido total de flavonoides extraido de los productos desechables de la
alcachofa (Figura 12) fue mayor al de los acidos hidroxicindmicos (Figura 11),
representando entre un 60-64% y un 78% del contenido de compuestos fendlicos totales,
en las muestras extraidas con metanol:agua y agua, respectivamente. Si bien los &cidos
hidroxicinamicos predominan en tallo floral (68% del contenido de PT) y los flavonoides
en las hojas y en las bracteas externas (95 y 84% del contenido de PT, respectivamente)
(Pandino et al., 2011), se observo que las propiedades beneficiosas para la salud, surgen
del efecto sinérgico obtenido de estas dos clases de compuestos fendlicos (Speroni et al.,
2003; Schutz et al., 2006).
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Fig. 12 Contenido total de flavonoides (jg/g residuo seco) obtenido segtn el método de extraccion
utilizado.

La aplicacion de US favorecio el contenido total de compuestos fendlicos de las
extracciones realizadas con metanol:agua, pero provoco una ligera disminucion en las
muestras extraidas con agua. Sin embargo, s6lo existieron diferencias significativas
debidas al uso de US en la concentracion de apigenina y narirutina cuando se realizo la
extraccion con agua y en el caso de la luteolina-7-O-glucésido cuando se utilizé metanol
al 60% (Tabla 5). Rechner et al. (2009) observaron que utilizando metanol al 70% con
US, la luteolina-7-O-glucosido era el compuesto mas abundante obtenido en extracto de
alcachofa, representando un 79% del extracto total. En otros trabajos se observé que la
aplicacion de ultrasonidos resulté satisfactoria para la extraccion de compuestos fenélicos
a partir de semillas de uva (Ghafoor et al., 2009) y de flavonoides presentes en la planta
medicinal Folium eucommiae (Huang et al., 2009). Ademas, en este ultimo trabajo, se
concluyd que la aplicacion de US es mas eficiente para la extraccion de flavonoides que
otras técnicas como tratamiento enzimatico y microondas.

En cuanto al analisis de cada compuesto individual, en las extracciones realizadas con
metanol:agua los compuestos mas abundantes fueron luteolina-7-O-rutindsido, luteolina-
7-O-glucosido, apigenina-7-O-rutinésido y apigenina-7-O-glucésido (Tabla 5). Estos
resultados coinciden con lo observado en otros trabajos donde también se estudio el perfil
de compuestos fenolicos en residuos de alcachofa empleando para la extraccion mezclas
hidroalcohdlicas (Fritsche et al., 2002; Schiitz et al., 2004; Zhu et al., 2004). Al igual que

ocurre en el presente trabajo Pandino et al. (2013b) observaron que la luteolina-7-O-
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rutinosido fue el flavonoide predominante tanto en hojas como tallos de alcachofa de las
variedades 'Violetto di Sicilia' y 'Spinoso di Palermo' tratadas con metanol al 70%. Sin
embargo, su concentracion fue mayor en las hojas (1109 mg/kg de materia seca en la
variedad 'Violetto di Sicilia' y 1340 mg/kg en la variedad 'Spinoso di Palermo’) que en los
tallos (39 mg/kg de materia seca en 'Violetto di Sicilia’ y 46 mg/kg de materia seca en
'Spinoso di Palermo’). La luteolina-7-O-glucésido fue el segundo compuesto mas
abundante en las hojas encontrdndose en una concentracion de 1067 mg/kg de materia
seca en la variedad 'Violetto di Sicilia' y 561 mg/kg de materia seca en la variedad
'Spinoso di Palermo’. Sin embargo, este flavonoide no se detecto en el tallo de 'Spinoso
di Palermo’ y se encontré en muy baja concentracion en el de “Violetto di Sicilia' (25
mg/kg de materia seca). Por otra parte, la apigenina 7-O-rutindsido no fue detectada en
ninguna de las muestras analizadas por estos autores. Brown & Rice-Evans (1998),
observaron gue la luteolina y la luteolina-7-O-glucésido obtenidas de extractos de hojas
de alcachofa presentan una fuerte actividad antioxidante, que permite evitar la oxidacion
de lipoproteinas de baja densidad, al actuar como donantes de hidrogeno y quelantes de
iones metalicos. Es interesante observar que, la concentracion de luteolina-7-O-glucésido
obtenida en este trabajo con metanol:agua (442 pg/g de residuo seco) es superior a la
encontrada por Schiitz et al. (2004) en la parte comestible de la alcachofa (188,4 ug/g de
residuo seco) cuando se aplicd un tratamiento similar (agua:metanol 60%, v/v). Este
resultado, junto con otros, indicaria la importancia de recuperar los compuestos

bioactivos presentes en las partes desechables de la alcachofa.

La apigenina se extrajo en muy baja concentracion en ambos disolventes, aunque su
concentracion fue mayor en las muestras tratadas con agua (Tabla 5). Pérez-Esteve et al.
(2018) observaron que este compuesto mas abundante en la parte comestible de la
alcachofa (637 mg/100 g materia seca), aunque alcanza niveles medios similares en el
tallo (638 mg/100 g de materia seca) cuando se extrae con metanol al 80%. Pandino et al.
(2013b) encontraron apigenina en hojas de alcachofa en una concentracion entre 13y 51
mg/kg de materia seca, en las variedades 'Spinoso di Palermo’ y 'Violetto di Sicilia',
respectivamente. La apigenina es considerada uno de los flavonoides méas importantes en
lo que respecta a su efecto beneficioso para la salud y para aplicaciones farmacéuticas
(Williamson et al., 2005; Wang et al., 2011). Ademas, tiene la propiedad de ser uno de
los compuestos con mayor actividad inhibitoria de las especies reactivas del oxigeno, por

lo que evita la peroxidacion de lipidos y el dafio oxidativo en condiciones de estrés hidrico
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(Mierziak et al., 2014). Teniendo en cuenta las propiedades de la apigenina resulta de
interés optimizar su extraccion y considerar el uso residuos de alcachofa para elaborar

extractos ricos en este compuesto.

La narirutina y la naringenina-7-O-glucésido fueron los flavonoides minoritarios.
Ademas, la narirutina no se detecto en las muestras tratadas con MetOH:H2O (Tabla 5).
En contraposicion a estos resultados, Lombardo et al. (2010) encontraron este compuesto
en bracteas externas y tallos de alcachofa utilizando una mezcla de agua:metanol (60%,
v/v). Asimismo, Schitz et al. (2004) hallaron estos compuestos en la parte comestible y
en pulpa y zumo de alcachofa empleando el mismo medio extractante. La narirutina y la
naringenina-7-O-glucosido presentan efectos beneficiosos para la salud, entre los que
destacan sus propiedades anticancerigenas y antioxidantes (Erlund et al., 2001). Por esta
razon, y dado que se encuentran en muy baja concentracion en los residuos de alcachofa
utilizando nuestro método de extraccion, se requiere de mas estudios que permitan

conocer los métodos de extraccion dptimos para estos compuestos.
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Conclusiones

La mezcla metanol:agua (60:40) utilizada como extractante, permitié obtener mayor
contenido total de compuestos fendlicos que el agua. Con esta mezcla de disolventes,
el acido clorogénico y la luteolina-7-O-glucésido fueron los compuestos extraidos

mas abundantes.

La aplicacion de ultrasonidos increment6 significativamente la concentracion de los
acidos hidroxicinamicos en las muestras tratadas con metanol:agua, pero no afectd

cuando se empled agua como disolvente.

En el caso de los flavonoides, la aplicacion de ultrasonidos incremento
significativamente la concentracion de luteolina-7-O-glucésido de las muestras
tratadas con metanol:agua, mientras que en las extraidas con agua, incremento

levemente el contenido de apigenina y disminuyd el de narirutina.
No se detect6 acido cafeico en los residuos de alcachofa analizados.

No se extrajo cinarina y apigenina-7-O-glucosido en los subproductos tratados con

agua mientras gque en los extraidos con metanol:agua no se detectd narirutina.

Los residuos de alcachofa pueden considerarse una buena fuente de antioxidantes

naturales para la industria alimentaria.
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6. Anexo de tablas y figuras

Tabla 6. Contenido fenolico (ug/g de residuo seco) en residuos de alcachofa extraidos con metanol:agua,
con y sin ultrasonidos.

Compuesto antioxidante Inyeccion E1 EExtraccmES =%
Acido cafeico ; Eg Eg Eg Eg
o . 1 773 870 912 1119
Acido clorogénico 5 774 844 905 1088
Cinarina 1 8,9 10,5 14 10
2 9,5 10,3 13 10

. 1 53 4,8 5,2 4,0
Luteolina 5 55 50 53 36
Luteolina-7-O-glucosido ; 34213 igg i?g 23171
Luteolina-7-O-rutinosido ; ggg 184212 iggg 182?
Apigenina 1 2,47 2,45 2,49 2,49
P19 2 247 2 46 2 50 248
Apigenina-7-O-glucésido ; ;i ;g ;2 gg
L. . 1 20,1 21,3 19,0 20,7
Apigenina-7-O-rutindsido 5 208 214 209 202
Narirutin 1 nd nd nd nd
arirutina 2 nd nd nd nd

) ) , . 1 2,97 2,96 2,75 3,09
Naringenina-7-O-glucdsido 5 298 294 274 311

El, E1" (metanol:agua 60:40, v/v) y E3, E3" (metanol:agua 60:40, v/v con ultrasonidos).
nd, no detectado.
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Tabla 7. Contenido fendlico (ug/g de residuo seco) en residuos de alcachofa extraidos con agua, con y sin
ultrasonidos.

. . Extraccion
Compuesto antioxidante Inyeccion = £ EZ EX
- . 1 nd nd nd nd
Acido cafeico 2 nd nd nd nd
© . - 1 12 10 7 9
Acido clorogénico 2 10 9 7 9
Cinari 1 nd nd nd nd
inarina 2 nd nd nd nd
Luteolina 1 29 o o o
2 2,6 2,1 2,7 2,2
. - 1 2,8 2,6 3,4 2,3
Luteolina-7-O-glucosido 2 28 26 3,4 2,3
. . 1 15 19 11 8
Luteolina-7-O-rutinosido 2 15 19 12 8
Apigenina ! 38 o P 20
P19 2 35 2,9 46 3,7
N - 1 nd nd nd nd
Apigenina-7-O-glucosido 2 nd nd nd nd
N . 1 5,8 52 4,8 4,3
Apigenina-7-O-rutindsido 2 57 53 4,9 43
Nariruti 1 2,13 2,17 2,12 2,09
arirutina 2 212 2,16 2,13 2,10
. : - 1 2,19 2,24 2,23 2,14
Naringenina-7-O-glucosido 2 221 225 225 2.16

E2, E2" (agua) y E4, E4” (agua con ultrasonidos).
nd, no detectado.
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Fig. 13 Recta de calibrado del &cido cafeico.
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Fig. 14 Recta de calibrado de la cinarina.
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Recta de calibrado luteolina-7-O-glucoésido
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Fig. 15 Recta de calibrado de la luteolina-7-O-glucdsido.
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Fig. 16 Recta de calibrado de la luteolina-7-O-rutinésido.
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Recta de calibrado de apigenina
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Fig. 17 Recta de calibrado de la apigenina.
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Fig. 18 Recta de calibrado de la apigenina-7-O-glucésido.
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Recta de calibrado de apigenina-7-O-rutindsido
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Fig. 19 Recta de calibrado de la apigenina-7-O-rutinésido.
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Fig. 20 Recta de calibrado de la narirutina.
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Recta de calibrado de naringenina-7-O-glucésido
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Fig. 21 Recta de calibrado de la naringenina-7-O-glucésido.
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Tabla 8. Resultados del ANOVA de un factor con cuatro modalidades aplicado a cada uno de los
compuestos fenolicos analizados.

Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
clorogenico Entre grupos 3,322 3 1.107 289,798 ,000
Dentro de grupos ,046 12 ,004
Total 3,368 15
cinarina Entre grupos ,000 3 ,000 120,634 ,000
Dentro de grupos ,000 12 ,000
Total ,000 15
luteclina Entre grupos ,000 3 ,000 30,327 ,000
Dentro de grupos ,000 12 ,000
Total ,000 15
luteclinglucosido Entre grupos 821 3 274 4967,685 000
Dentro de grupos ,001 12 ,000
Total 822 15
luteclinrutinosido Entre grupos 3,969 3 1.323 1116.198 ,000
Dentro de grupos 014 12 ,001
Total 3,983 15
apigenina Entre grupos ,000 3 ,000 18,856 ,000
Dentro de grupos ,000 12 ,000
Total ,000 15
apigeninglucosido Entre grupos ,000 3 ,000 3055.689 ,000
Dentro de grupos ,000 12 ,000
Total ,000 15
apigeninrutinosido Entre grupos ,001 3 ,000 986,944 ,000
Dentro de grupos ,000 12 ,000
Total ,001 15
narinrutina Entre grupos ,000 3 ,000  27206.407 ,000
Dentro de grupos ,000 12 ,000
Total ,000 15
naringeninglucosido Entre grupos ,000 3 ,000 62,951 ,000
Dentro de grupos ,000 12 ,000
Total ,000 15

En las siguientes Tablas (9 a 18) se presentan las pruebas post hoc de cada uno de los
compuestos fenolicos analizados. En todos los casos los nimeros 1 al 4 se corresponden
con las muestras E1 a E4.

Tabla 9. Prueba post hoc subconjuntos homogéneos para el acido clorogénico.

Subconjunto para alfa = 0.05

NUEVA_TOTAL N 1 2 3
4,00 4 .008292

2,00 4 .010064

1.00 4 814978

3.00 4 1,005992
Sig. .999 1,000 1,000
Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.
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Tabla 10. Prueba post hoc subconjuntos homogéneos para la cinarina.

Subconjunto para alfa=0.05

NUEVA TOTAL N 1 2 3
2,00 4 000000

4,00 4 000000

1,00 4 ,009782

3,00 4 ,011891
Sig. 1,000 1,000 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.

Tabla 11. Prueba post hoc subconjuntos homogéneos para la luteolina.

Subconjunto para alfa=0.05

NUEVA TOTAL N 1 2

2,00 4 ,002411

4,00 4 ,002438

3,00 4 ,004538
1,00 4 ,005177
Sig. ,997 ;203

Se visualizan las medias para los grupos en los
subconjuntos homogéneos.

Tabla 12. Prueba post hoc subconjuntos homogéneos para la luteolina-7-O-glucésido.

Subconjunto para alfa=0.05

NUEVA TOTAL N 1 2 3
2,00 4 002709

4,00 4 002866

1,00 4 442167

3,00 4 468938
Sig. 999 1,000 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.
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Tabla 13. Prueba post hoc subconjuntos homogéneos para la luteolina-7-O-rutinosido.

Subconjunto para alfa=0.05

NUEVA TOTAL N 1 2

4,00 4 ,009794

2,00 4 ,016945

1,00 4 983894
3,00 4 1,033718
Sig. 949 122

Se visualizan las medias para los grupos en los
subconjuntos homogéneos.

Tabla 14. Prueba post hoc subconjuntos homogéneos para la apigenina.

Subconjunto para alfa=0.05

NUEVA TOTAL N 1 2 3
1,00 4 002465

3,00 4 002490

2,00 4 ,003308

4,00 4 ,004121
Sig. 994 1,000 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.

Tabla 15. Prueba post hoc subconjuntos homogéneos para la apigenina-7-O-glucésido.

Subconjunto para alfa=0.05

NUEVA TOTAL N 1 2

2,00 4 ,000000

4,00 4 ,000000

3,00 4 ,007187
1,00 4 ,007287
Sig. 1,000 599

Se visualizan las medias para los grupos en los
subconjuntos homogéneos.

Tabla 16. Prueba post hoc subconjuntos homogéneos para la apigenina-7-O-rutinésido.

Subconjunto para alfa=0.05

NUEVA TOTAL N 1 2

4,00 4 ,004554

2,00 4 ,005486

3,00 4 ,020184
1,00 4 ,020886
Sig. 078 204

Se visualizan las medias para los grupos en los
subconjuntos homogéneos.
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Tabla 17. Prueba post hoc subconjuntos homogéneos para la narirutina.

Subconjunto para alfa=0.05

NUEVA TOTAL N 1 2 3
1,00 4 000000

3,00 4 000000

4,00 4 002109

2,00 4 002144
Sig. 1,000 1,000 1,000
Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.

Tabla 18. Prueba post hoc subconjuntos homogéneos para la naringenina-7-O-glucosido.

Subconjunto para alfa=0.05

NUEVA TOTAL N 1 2

4,00 4 ,002198

2,00 4 ,002225

3,00 4 ,002922
1,00 4 ,002962
Sig. 924 846

Se visualizan las medias para los grupos en los
subconjuntos homogéneos.
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