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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue evaluar la actividad antioxidante en extractos hidroal-
cohélicos de las partes aéreas de Portulaca oleracea L. Se obtuvieron extractos utili-
zando como solventes metanol (MeOH) y etanol (EtOH). Los fenoles totales y los
flavonoides se cuantificaron con el método de Folin-Ciocalteu y el de complejacion
de aluminio. Para determinar la actividad antioxidante de los extractos se utilizé
la técnica de decoloracién del radical libre DPPH* (2,2-difenil-1-picrilhidracilo)
y mediante la metodologia ABTS"" (acido 2,2-azino-bis(3-ctilbenzotiazolin)-6-
sulfénico). El extracto metandlico presenté mayor capacidad antioxidante frente a
los radicales DPPH* y ABTS"", asi como un mayor contenido de fenoles totales y
flavonoides, en comparacion con el extracto etanélico. Estos resultados demuestran

que las partes aéreas de P, oleracea presentan actividad antioxidante.
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SUMMARY

Evaluation of the antioxidant activity in hydroalcoholic extracts
of Portulaca oleracea L.

The aim of this study was to evaluate the antioxidant activity in hydroalcoholic
extracts of the aerial parts of Portulaca oleracea L. Extracts were obtained using meth-
anol and ethanol as solvents. Total phenols and flavonoids were quantified using the
Folin-Ciocalteu method and the aluminum complexation reaction. The antioxidant
activity of the extracts was screened using the DPPH" (2,2-diphenyl-1-picrylhydracil)
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radical scavenging method and the ABTS"" (2,2"-azino-bis(3-ethylbenzothiazolin)-
6-sulfonic acid) assay. The methanolic extract showed a greater antioxidant capacity
against DPPH" and ABTS", as well as a higher content of total phenols and flavo-
noid, in comparison to the ethanolic extract. These results suggest that the aerial parts
of P oleracea exhibit antioxidant activity.
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INTRODUCCION

Portulaca oleracea L. perteneciente a la familia Portulacaceae, conocida popularmente
en Argentina como verdolaga, es una planta herbacea anual, con distribucién cosmo-
polita [1]. Diversos grupos étnicos la han utilizado por muchos siglos como alimento
y en medicina contra varios padecimientos. En la medicina tradicional china se la ha
utilizado por miles de afios y es conocida popularmente como el “vegetal para una larga
vida” [1]. La Organizacién Mundial de la Salud la catalogé como una de las plantas
medicinales mas usadas, con el vocablo de “panacea global” y ha sido clasificada como
una de las ocho plantas més comunes del mundo [2].

Una revisién respecto del perfil fitoquimico y los efectos farmacolégicos de P olera-
cea destac su importancia en la industria alimentaria, describiendo un amplio espec-
tro de propiedades farmacoldgicas tales como neuroprotectoras, antimicrobianas,
antidiabéticas, antioxidantes, antiinflamatorias, antiulcerogénicas y actividades anti-
cancerigenas, asociadas con diversos constituyentes quimicos, incluyendo flavonoides,
alcaloides, polisacdridos, 4cidos grasos, terpenoides, esteroles, proteinas, vitaminas y
minerales. Sin embargo, en la misma se concluy6 que se requieren més estudios meca-
nicistas antes de considerar a P, oleracea para su uso clinico [1].

Se ha informado que P, olericea es la fuente vegetal mas rica de 4cidos grasos omega-3
y contiene altos niveles de vitaminas E, C y betacarotenos. La abundancia de estos
nutrientes esenciales indica su potencial para convertirse en una nueva fuente de ali-
mentos tanto para humanos como animales [2]. En estudios realizados con verdolaga
por su efecto antioxidante se concluyd que es un producto natural prometedor, que
podria ser til para la prevencién de enfermedades cardiovasculares, neurodegenerati-
vas y otras enfermedades crénicas causadas por el estrés oxidativo [3].

Una revisién farmacoldgica referida a las actividades antiinflamatorias, antioxidantes,
inmunomoduladoras y antitumorales mostr6 que P, oleracea ejerce sus efectos a través
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de las propiedades antiinflamatorias, equilibrando el sistema inmunitario adaptativo e
innato dependiendo de las situaciones [4].

En Latinoamérica existe literatura que refiere el uso popular, la forma de preparacion
y su utilidad terapéutica en diversos paises de la region. En el Vademécum de malezas
medicinales de la Argentina, indigenas y exdticas se la describe a P, oleracea L. como una
planta anual, glabra, carnosa de tallos postrados muy ramificados desde la base, for-
mando matas de hasta 30 cm de altura, comtinmente rojizos; hojas glaucas, alternas o
agrupadas en el 4pice de las ramificaciones, enteras, gruesas y carnosas; flores pequenas,
sésiles, amarillas y el fruto es una capsula globosa pluriseminada. Popularmente, la infu-
sién de esta planta se toma para tratar enfermedades de la vejiga y del higado, asi como
para calmar dolores renales [5].

Los tallos y hojas de la verdolaga son comestibles y tienen un sabor similar al de la espi-
naca. El extracto acuoso de esta planta no mostré citotoxicidad o genotoxicidad. Por
esta razon, es considerado un vegetal seguro [6].

De otro lado, se ha informado que el contenido total de fenoles y flavonoides esta aso-
ciado con la actividad antioxidante en varias plantas [2]. Asi, el objetivo de este trabajo
fue evaluar la actividad antioxidante en extractos hidroalcohdélicos de las partes aéreas
de Portulaca oleracea L.

METODOLOGIA

Recoleccién y preparacion de las muestras

Se recolectaron las partes aéreas de la planta en la zona rural del departamento
O’Higgins, provincia del Chaco, entre los meses de enero a marzo de 2018. La locali-
zacion por coordenadas para la especie estudiada fue 27°13’7.09”S 60°33’43.36”0. Un
ejemplar fue herborizado y depositado bajo el c6digo CTES0060229 en el Herbario
del Instituto de Boténica del Nordeste, Universidad Nacional del Nordeste, Corrientes,
Argentina. Las partes aéreas de las plantas fueron lavadas con agua potable, las porciones
decoloradas y danadas por insectos fueron descartadas (ver figura 1 Portulaca oleracea
L.). Luego se procedié al secado a temperatura ambiente y a la sombra, se sometié6 a
molienda con un molino de cuchillas (TecnoDalvo®) hasta polvo grueso y finalmente
se almacend en recipientes de vidrio al abrigo de la luz hasta su uso.
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Figura 1. Portulaca oleracea L.

Preparacion de extractos

Se pesaron 5 gramos de muestras en polvo, se colocaron en matraces conicos y se anadid
100 ml de EtOH al 70% (v/v) 0 MeOH al 80% (v/v) respectivamente. La muestra se
dej6 durante 2 horas en un bafio de agua con agitacién a 100 rpm a una temperatura
de 40 + 1°C. El filtrado se realizé a través de papel de filtro (Whatman nimero 1)
y el residuo se volvié a extraer nuevamente con el solvente utilizado de acuerdo con
el procedimiento mencionado anteriormente. Los filtrados se agruparon y el exceso
del solvente utilizado se evaporé a presion reducida utilizando un evaporador rota-
torio (Biichi Rotavapor R-114, Suiza). En ambos casos, los extractos concentrados se
almacenaron a -20 +1°C hasta su utilizacién. Los extractos se prepararon siguiendo el
método descripto por Alam ef al., con ligeras modificaciones [2].

Tamizaje fitoquimico

La identificacién preliminar de los compuestos fue desarrollada mediante los procedi-
mientos establecidos para cada metabolito [7].

Cuantificacion de fenoles totales.

El contenido de fenoles totales se determind usando la técnica de Singleton ez al. [8].
Este método se fundamenta en que los compuestos fenélicos reducen el reactivo de
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Folin-Ciocalteu para formar un complejo azulado que absorbe a 765 nm. A 90 pl de
extracto de la muestra se agregaron 1,91 ml de agua desionizada y 0,2 ml del reactivo de
Folin-Ciocalteu; después de 2 minutos se agregé 0,8 ml de carbonato de sodio 15,9 %,
se incubé a 50° C durante 5 minutos y se midi6 la absorbancia a 765 nm en un espec-
trofotémetro UV-visible (UV-1800, Shimadzu®). Se realizé la curva de calibracién
con una solucién alcohdlica de 4cido gélico (AG) (ver figura 2). Los resultados fueron
expresados en mg equivalentes de dcido gélico por gramo de peso seco de la muestra
(mg EAG/g ps muestra). Este procedimiento se efectud con cada uno de los extractos
por triplicado.
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Figura 2. Curva de calibracién 4cido gélico.

Cuantificacion de flavonoides

El contenido de flavonoides en los diferentes extractos fue determinado por el método
de Popova ez al. [9] con modificaciones. A una alicuota de 90 pl de extracto se le adicio-
naron 1,91 ml de MeOH; 0,1 ml de solucién etandlica de AICL; 5 % y finalmente 2,9
ml de MeOH. Se dejé durante 10 minutos a temperatura ambiente y la absorbancia fue
medida a 425 nm en un espectrofotémetro UV-visible (UV-1800, Shimadzu®). Se rea-
liz la curva de calibraciéon con una solucién alcohdlica de quercetina (Q) (ver figura
3). El contenido de flavonoides fue calculado como mg equivalentes de quercetina por
gramo de peso seco de la muestra (mg EQ/g ps muestra). Este procedimiento se efectué
con cada uno de los extractos por triplicado.
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Figura 3. Curva de calibracién quercetina.

Determinacion de la actividad antioxidante

Se us6 el método descrito por Brand-Williams, con algunas modificaciones [10]. Este
método estd basado en la reduccién de una solucién alcohdlica de DPPH® en presen-
cia de un antioxidante donador de hidrégeno. Se calcul6 la cantidad de antioxidantes
necesarios en la muestra para reducir la concentracién inicial de radical DPPH"® en un
50 %. Este radical fue disuelto en MeOH o EtOH segtin el extracto a ensayar; se toma-
ron 1 ml de solucién de DPPH"* ajustada hasta tener una absorbancia de 0,9 y se agre-
garon alicuotas del extracto a diferentes concentraciones. Se agité el contenido de los
tubos y se dejé a temperatura ambiente durante 30 minutos en la oscuridad. Se midié
la absorbancia a 515 nm y la disminucién de las mismas fue registrada a intervalos de
0,5 minutos durante siete minutos. La actividad se midié en un espectrofotémetro UV-
visible (UV-1800, Shimadzu®). Los resultados se expresaron como % de actividad de
captacion de radicales.

% de actividad de captacidn de radicales (% AAR) = (1- muestra/ control) x100

El valor de ICs, que representa la cantidad de extracto que redujo el 50% del radical
DPPH" se calculé a partir del porcentaje de captacién versus la curva de concentracion.

Medicion de la capacidad antioxidante total. Método ABTS"*

La preparacion del radical ABTS"" se realizé mediante la reaccién de persulfato de
potasio (2,45 mM) con ABTS"" (7 mM); para esto, se colocaron 0,0033 g de persulfato
de potasio y 0,0194 g del reactivo ABTS** en un frasco y se anadieron 5 ml de agua des-
tilada. La mezcla se agit6 perfectamente y el frasco se cubri6 con papel aluminio dejan-
dolo reposar 16 h en oscuridad y a temperatura ambiente [11, 12]. Posteriormente, se
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diluyeron 150 pl de radical ABTS™ con 15 ml de MeOH 80 % o EtOH 70 % segun
corresponda, en un vaso de precipitado cubierto con papel aluminio, para obtener una
absorbancia de 0,7 + 0,02, a 734 nm en un espectrofotémetro UV-visible (UV-1800,
Shimadzu®). A continuacidn, en una celda de cuarzo se colocaron 1000 pl de la solu-
cién radical ABTS", en la misma celda se anadieron alicuotas del extracto y se registré
la absorbancia inicial. Concluida la reaccién (7 minutos después) se llevé a cabo la
medicién de la absorbancia final.

ANALISIS DE DATOS

Se utilizé el procedimiento de andlisis de varianza (ANOVA) mediante el programa esta-
distico Statgraphics Plus. Los resultados se expresaron como media/desviacién estdndar.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos en la determinacién preliminar de la composicién quimica
de las distintas fracciones del extracto obtenido a partir de la droga seca y molida se
representan en la tabla 1. La composicién quimica de los extractos mostré la presencia
de fenoles, taninos, lipidos, hidratos de carbono, esteroides y triterpenos, alcaloides,
saponinas y glicdsidos cianogenéticos, lo cual permitié conocer que la planta tiene
compuestos de alto valor farmacolégico [1, 13].

Tabla 1.Tamizaje fitoquimico.

Metabolitos Resultado
Flavoniodes (Shinoda) Negativo
OH fendlicos (reaccion FeCls) Positivo: tonalidad verde-grisdcea
Taninos: reaccién con gelatina Positivo: turbidez hasta precipitado
Lipidos Positivo: mancha marrén-naranja
Hidratos de carbono (fenol) Positivo: coloracién naranja
Esteroides y triterpenos Positivo: coloracién verde azulada (grupo
(Liebermann-Burchard) esteroide)
Antraquinonas (Borntriger) Negativo
Alcaloides (Dragendorff) Positivo: precipitado pardo anaranjado
Leucoantocianinas (Rosenheim) Negativo
Péptidos y proteinas (Biuret) Negativo
Saponinas (poder afrégeno) Positivo: espuma alos 0, 5y 15 minutos
Glicdsidos cianogenéticos (Guignard) Positivo: color rojo en papel de filtro
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Los valores de fenoles totales y flavonoides para los extractos hidroalcohdlicos de
P oleracea se presentan en la tabla 2. Se ha informado que los contenidos de fenoles y
flavonoides estdn asociados con la actividad antioxidante en varias plantas. Los com-
puestos fendlicos estan ampliamente distribuidos en las plantas y han ganado mucha
atencién debido a sus actividades antioxidante y su capacidad para eliminar los radi-
cales libres [2]. El MeOH es el solvente mas adecuado para la extraccién en compues-
tos polifendlicos del tejido vegetal, debido a su capacidad para inhibir la accion del
polifenol oxidasa que causa la oxidacién de los polifenoles y su facilidad de evaporacién
en comparacion con el agua [14]. En el extracto metanélico se encontré el valor mis
alto de fenoles totales (4,75 £ 0,17 mgde EAG/g peso seco), en relacion al extracto eta-
nélico (3,60 + 0,06 mgde EAG/gpeso seco); estos valores son mayores a lo encontrado
por Uddin ez al. [6] y por Lim y Quah [14] para la variedad de verdolaga estudiada. El
contenido de flavonoides fue para el extracto metanélico de 1,64 + 0,04 mg EQ/g peso
secoy 1,50 + 0,05 mg EQ/g peso seco para el extracto etandlico. Alam ez al. [2], estu-
diaron trece variedades de extractos metandlicos de Portulaca oleracea L., encontraron
para flavonoides variaciones entre 0,13 + 0,04 a 1,44 + 0,08 mg ER/g peso seco.

La actividad antioxidante se analizé utilizando la capacidad de captacién de radicales

libres DPPH* y ABTS** cuyos valores de ICs,/ % AAR) se muestran en las tablas 3 y 4.

Tabla 2. Fenoles totales y flavonoides.

Solvent Fenoles totales Flavonoides
olvente (mg EAG/g peso seco) (mg EQ/g peso seco)

MeOH 80 % 4,75+ 0,17 1,64 + 0,04

EtOH 70 % 3,60 £ 0,06 1,50 + 0,05

Tabla 3. DPPH" (IC4,/% AAR).

Portulaca oleracea L. Ensayo DPPH"
Solvente ICs, (mg/ml) % AAR (5 mg/ml)
MeOH 80 % 2,3240,11 80,83
EtOH 70 % 3,56 £0,17 69,73

Tabla 4. ABTS** (ICs, /% AAR).

Portulaca oleracea L. Ensayo ABTS**
Solvente ICs, (mg/ml) % AAR (1,5 mg/ml)
MeOH 80 % 0,49+0,09 91,14
EtOH 70 % 1,96+0,24 42,81
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La actividad de la capacidad de captacién de radicales libres DPPH?® del extracto meta-
nélico fue mayor que la del extracto etandlico. Los valores de IC, para los dos extractos
estudiados fueron de 2,32+ 0,11 mg/mly 3,56 + 0,17 mg/ml respectivamente, indi-
cando una actividad antioxidante mds alta para el extracto metandlico. Este resultado
es similar a los hallados por Alam ez /. [2] en extractos metandlicos de P oleracea, cuyo
valor de ICs, para la verdolaga comtn fue 2,52 + 0,03 mg/ml.

En la determinacion de actividad antirradicalaria se observé un porcentaje de inhibi-
ci6n del radical libre de 80,83% en el extracto metandlico (5 mg/ml). Sdez et al. [15]
obtuvo un porcentaje de inhibicién con DPPH* de 84% trabajando con EtOH al 80%,
mientras que en nuestro estudio se observé un porcentaje menor (69,73%) usando

EtOH al 70%.

Respecto de la actividad antioxidante por el método de ABTS** los valores de ICs,
hallados fueron significativamente més bajos para ambos extractos con respecto a la
inhibicién hallada con el radical DPPH", aunque sigue manteniéndose la actividad
antioxidante mds alta en el extracto metandlico (0,49 + 0,09 mg/ml) respecto del eta-
noélico (1,96 + 0,24 mg/ml). Estudios realizados por Gevrenova ez al. [16] en extractos
metandlicos al 80% de P, oleracea de origen bulgaro y griego revelaron una actividad
de captacion de radicales ICs, de 1,98 y 2,00 mg/ml (DPPH®) y 0,88 y 0,92 mg/ml
(ABTS"") respectivamente. Estos valores guardan similitud con los hallados en nuestro

estudio respecto al radical DPPH".

Los resultados demostraron que los extractos de partes aéreas de P, oleracea L. contie-
nen metabolitos de interés terapéutico, y el extracto metandlico presentd una mayor
capacidad antioxidante frente a los radicales DPPH'y ABTS", con respecto al etané-
lico; lo cual podria estar directamente relacionado con su mayor contenido de fenoles
totales y flavonoides. Estos hallazgos sugieren que P, oleracea posee propiedades antio-
xidantes que la convierten en una fuente promisoria para ser utilizada con propésitos
medicinales.
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