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C.28. Productos naturales bioactivos y sus aplicaciones

Extraccion asistida por ultrasonido de compuestos polifenélicos en vainas de Mucuna
pruriens y su actividad antioxidante, optimizada por metodologia de superficie de
respuesta

Autora: Avalos, Beatriz; betyavals22@gmail.com

Co-autor(es): Gonzalo, Ojeda; gaojeda@exa.unne.edu.ar; Vallejos, Margarita;
vallejos.marga@gmail.com; Acevedo, Belén; belenaacevedo@exa.unne.edu.ar
Profesor/a guia: Vallejos, Margarita; vallejos.marga@gmail.com

Universidad Nacional del Nordeste (UNNE), Argentina

Resumen
Mucuna pruriens (MP) es una legumbre que se cultiva en la regidon del Nordeste Argentino
(NEA). Sus semillas poseen elevado contenido de compuestos bioactivos, entre los que se
destacan los compuestos polifendlicos (CP) y la L-3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA),
precursor del neurotransmisor dopamina. Las vainas de MP (vMp) son residuos agricolas, y
el conocimiento sobre su composicion es limitado. Nuestro objetivo fue la obtencién de
extractos de vMp, con elevada concentracién de CP y capacidad antioxidante (CA) mediante
extraccion asistida por ultrasonido (EAU), optimizada con metodologia de superficie de
respuesta. A fin de optimizar las condiciones de extraccion se aplicé un disefio experimental
(Box-Behnken; programa Design Expert). Se usaron tres variables independientes:
concentracion de etanol; amplitud del ultrasonido y tiempo de extraccién, y dos variables de
respuesta: contenido de polifenoles totales (CPT) y CA. El CPT se determiné por el método
de Folin-Ciocalteu y la CA a través de la reduccion del radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo
(DPPH). Las condiciones Optimas fueron, etanol 30%; 10 min y amplitud 80%, y obtuvimos
274,21 mg GAE g! de CPT y 2,41 mmol TEAC g™' de CA, concordado con los valores
predichos y validando nuestro modelo estadistico. En los extractos optimizados se evallo
presencia de L-dopa utilizando HPLC-DAD. Se encontré un considerable contenido de L-Dopa
de 7,45%, concentracion que se halla dentro de los valores mas altos reportados para semillas
de MP. Los resultados sugieren que las vMP podrian considerarse potencial fuente de CP con
CAy del compuesto L-Dopa, que pueden ser extraidos mediante técnicas eficientes, rentables

y ecol6gicamente amigables a partir de un desecho agricola regional.

Palabras clave: polifenoles, metodologia de superficie de respuesta, levodopa
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Introduccién

La Mucuna pruriens (MP) es una legumbre,
cuyo cultivo se ha incorporado en la cultura
agronémica de la region del nordeste
argentino (NEA). Las semillas poseen un
alto contenido de proteinas (20-26 %) de
buena calidad nutricional y una elevada
cantidad de almidon  (30-50 %)
(Chinapolaiah et al., 2019). Ademas,
contienen elevadas cantidades de
componentes bioactivos, entre los que se
destacan los polifenoles (PFs) con efectos
beneficiosos para la salud (Kavitha C &
Thangamani C, 2014) y el aminoacido no
proteico  L-3,4-dihidroxifenilalanina  (L-
DOPA) o levodopa, precursor directo del
neurotransmisor dopamina, que se utiliza
ampliamente en el tratamiento de la
enfermedad de Parkinson. Las vainas de
MP (Figura 1), consideradas residuos
agricolas, también contienen compuestos
bioactivos, sin embargo, el conocimiento

sobre su composicién es muy limitado.

Figura 1. Vainas de Mucuna pruriens
con semillas.
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Objetivos

Con el proposito de maximizar la obtencion
de compuestos polifendélicos con actividad
antioxidante a partir vainas de MP, en este
trabajo se realizo la optimizacion de las
condiciones de extraccion aplicando un
disefio experimental de superficie de
respuesta (RSM).

Materiales y Métodos

1-Material: Se trabaj6é con vainas de Mp
(vMp)  provistas por la Estacion
Experimental Agropecuaria EI Sombrero,
Corrientes (INTA). El material vegetal se

moli6, tamizé y almacend a 10 °C.

2-Disefio experimental: Se empleé RSM,
mediante el disefio Box-Behnken Design
(BBD) utilizando el programa Design
Expert® (Design Expert, Stat-Ease Inc.,
Minneapolis, MN). Se evaluaron
los efectos de tres variables
independientes: tiempo de extraccion
(min), concentracion de etanol (%) y poder
de extraccion del ultrasonido (amplitud; %),
sobre dos variables de respuesta:
contenido polifendlico total (CPT) vy
capacidad antioxidante (CA). Se trabajo
con un disefio en un bloque, con tres
factores de tres niveles y cuatro puntos
centrales, lo que arroj6 un total de 16

experimentos. El orden de |los

BOLIVIA  wosvemees ANOS
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experimentos fue aleatorio. En la Tabla 1
se detallan los niveles empleados.

3-Obtencion de extractos: A una solucion
1:10 de muestra/solvente se aplico
ultrasonido de alta intensidad utilizando
procesador ultrasonico (VCX500, Sonics,
EE.UU.). Los tratamientos se realizaron
segun las condiciones obtenidas del disefio
experimental (ver Tabla 1). La solucion
resultante se centrifugo, se filtré y luego se
elimin6 el solvente usando rotavapor
(RE100-PRO DragonLab). Las soluciones
acuosas se liofilizaron (Liofilizador CHRIST
Alpha 1-4 LO).

4-Contenido de Polifenoles totales: se
determin6 de acuerdo al método de Folin-
Ciocalteu descrito por Vazquez et al.
(Vazquez et al., 2008). Los resultados se
expresaron como mg de &cido galico

equivalentes/g de extracto (mg AGE/Q).

5-Capacidad antioxidante: Se empled el
método de Brand-Williams et al. (Brand-
Williams et al., 1995) con algunas
modificaciones. Se evalu6 la capacidad de
las muestras para atrapar el radical 2,2-
difenil-1-picrilhidracilo (DPPH), por medio
de la disminucién en la absorbancia leida a
517 nm en un lector de multiplaca
(Multiskan GO, Thermo Scientific), y se

comparo el valor con la curva de referencia

"“-’, UNTVERSTIDAD
o) S 2, & 3)

construida con Trolox como patrén
primario, expresando los resultados como

mmoles trolox/g extracto (TEAC/Q)

6-Cuantificacion de L-dopa por HPLC: La
cuantificacion de L -dopa se llevé a cabo de
acuerdo con el método descrito por
Rathod et al. (Rathod et al., n.d.) para
semillas de Mp. Fue necesario realizar
ligeras modificaciones al método, debido a
que se tuvo que adaptar a la matriz
utilizada. El extracto sélido de vMp se
disolvi6 con HCI 0,1 N, se realiz6 una
dilucion 1:2 usando la fase movil como
solvente. La muestra filtrada fue sometida
a cromatografia liquida de alta resolucion
en fase inversa (RP-HPLC) con detector de
matriz de fotodiodos operandose a 280
nm. Como patrén, se utilizé 1 mg de L-dopa
disuelto en 200 pL de HCl acuoso 0,1 Ny
luego se llevo a 1 mL con fase movil. Para
la fase movil se prepar6 una mezcla de
agua, metanol y acetonitrilo (5: 3: 2) con
0,2% de trietilamina, se llevd a un pH
aproximado de 3,3. Se utiliz6 un volumen
total de 20 yL para la inyeccion y un flujo
de 1 mbL/min. Para la separacion
cromatografica se utilizé una columna C18.
La adquisicion y evaluacion de datos se
realiz6 con base en una curva de

calibracion previamente establecida.

8-Andlisis estadistico: las determinaciones

se realizaron por triplicado. Los resultados

BOLIVIA o ANOS
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se evaluaron a través de andlisis de
varianza (ANOVA) utilizando LSD Fisher (a
= 0,05) con el Programa Infostat.(Park et
al., 2011)

Resultados y Discusion

En la Tabla 1 se muestra la matriz
experimental y los resultados obtenidos
para cada condicion de extraccion. En la
Figura 1 se representan los gréaficos de

superficie respuesta obtenidos.

Tabla 1. Disefio experimental y resultados

de las variables de estudio.

E T A CE CPT CA

1|20 80 50 240,55 + 7,08 1,58 + 0,35
2 | 15 80 100 87,8+ 2,77 0,57 +0,95
3 |15 80 0 305,47 + 3,37 1,58 +0,32
4 |10 O 50 265,66 + 5,54 1,63 +0,45
5|15 0 100 56,22 + 1,40 0,43 £ 0,26
6 |15 O 0 177,89 * 6,29 1,48 +1,20
7 | 15 40 50 229,72 + 6,14 1,88 +0,49
8 | 15 40 50 236,91 + 2,34 155+1,22
9 | 10 80 50 360,86 + 6,42 2,50+0,72
10 | 10 40 100 35,47 £1,00 0,26 + 0,53
11 | 20 40 0 275+ 0,86 0,74 £0,51
12 | 15 40 50 341,92 +0,73 1,35+0,65
13|20 O 50 253,35+ 2,53 1,83+1,02
14 | 10 40 0 258,91 + 4,87 1,40 +£0,98
15 | 15 40 50 201,39 + 6,36 161+1,11
16 | 20 40 100 70,19+1,41 0,25+0,32

E: experimento; T: tiempo (min); A: amplitud (%); CE:
concentracion de etanol (%). Los resultados se expresan

como media + sd.
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Figura 1. Grafico de superficie de
respuesta del disefio experimental
(amplitud de 80%). a) CA (TEAC/g) y b)
CPT (mg AGE/qg).

El mayor CPT y la CA mas efectiva, se
obtuvieron empleando 50% CE, 80% de
amplitud y 10 min (360,86 mg AGE/g; 2.50
TEAC/g). La CE fue la variable critica,
detectandose valores elevados de CPT y
CA entre 0% y 50 % CE; y una notable

disminucion para 100 % CE, lo cual
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concuerda con el efecto de la polaridad del
solvente sobre el proceso de extraccion
(Alothman et al., 2009).

En la Tabla 2 se muestran las condiciones
optimas de extraccion, calculadas por el
software, considerando el mismo peso
estadistico a las variables de respuesta. Se
realizaron tres experimentos
independientes usando las condiciones
optimizadas y determinando las dos

variables de respuesta.

TABLA 2. Condiciones o6ptimas de

extraccion predichas por el modelo

estadistico y las obtenidas
experimentalmente.
T CE A CPT CA

Predicho | 10 30 80 287,54 2,50

Experi- 10 30 80 274.21+ 2,41+
mental 11,43 0,11

RSD 3,97 4.4
%

T: tiempo (min); A: amplitud (%); CE: concentraciéon de

etanol (%). Los resultados se expresan como media + sd.

Estos resultados validaron nuestro modelo
ya que los valores experimentales
concuerdan con los predichos. La
desviacion residual estandar (% RSD) del
valor predicho fue relativamente baja (<5).
Los extractos obtenidos mediante la
extraccibn  asistida  por ultrasonido
mostraron valores notables de compuestos

polifendlicos y de actividad antioxidante
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para las vMp estudiadas, contenido de los
cuales existe poca o nula informacion para
esta parte de la planta, no obstante, se
conoce que las semillas, poseen elevado
contenido polifendlico y buena actividad
antioxidante (Vazquez Encalada & Segura
Campos, 2020).

Los datos obtenidos por HPLC (Figura 2)
demuestran la presencia de L-dopa en
extracto de vMP, cuya concentracion es
significativa (7,45% + 0,07 mg%) respecto
a lo cuantificado en extractos de semilla de
MP (9,50% + 0,05 mg%), obtenidos bajo
las mismas condiciones de extraccion. El
contenido de L-dopa reportado para semilla
de Mucuna pruriens esta en el rango de
1,25-9,16 % (Ingle, 2003). Es de nuestro
conocimiento que, la presencia de L-dopa
en vainas de las legumbres Mucuna no ha
sido reportada en la literatura, por lo tanto,
resulta muy alentador para nuestra
investigacion, tanto la presencia como la
concentracion hallada en las vainas de

Mucuna pruriens de nuestra region.
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Figura 2. Cromatogramas obtenidos por
RP-HPLC-DAD4 a) Patrén de L-dopa b)
Extracto de semilla de Mp c) Extracto de
VMP. Valores expresados en g/100 g de

muestra seca.

Conclusiones

Los resultados mostraron que las vMp
contienen una apreciable cantidad de
compuestos polifendlicos con capacidad
antioxidante.

Las condiciones Optimas de extraccion
mediante el uso de la metodologia de
superficie de respuesta lograron maximizar
la obtencién de los compuestos bioactivos
y la capacidad antioxidante, a partir de las
vMp.

El solvente fue el factor que mas afecté las

variables respuestas.
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En los extractos optimizados se identifico y
cuantifico L-dopa, lo cual es un resultado
muy prometedor, para considerar a las
VMP como potencial fuente de este valioso
compuesto. Asimismo, se evidencié que
los extractos de vMP inhiben la enzima a-
amilasa, por lo tanto, podrian influir en el
metabolismo de la glucosa, lo cual resulta
atractivo por sus posibles aplicaciones en
el campo de la medicina.

Este estudio permite disefar
procedimientos de extraccion eficientes,
econdémicos y ecolégicamente amigables
para la obtencion de compuestos
polifenélicos con capacidad antioxidante a
partir de un desecho de la agricultura de
nuestra region, lo que conllevaria al

agregado de valor de un cultivo regional.
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