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Métodos analiticos para determinar compuestos fendlicos y actividad antioxidante en
alcachofa (Cynara cardunculus L. var. scolymus)

Analytical methods to determine phenolic compounds and antioxidant activity in artichoke
(Cynara cardunculus L. var. scolymus)

Dantdn Miranda-Cabrera', Norma Muguruza-Crispin’

RESUMEN

Objetivo: Describir los principales métodos analiticos utilizados para la determinacion y cuantificacion de polifenoles
en la alcachofa (Cynara cardunculus L. var. scolymus). Metodologia: Se realizd una investigacion bibliografica
utilizando bases de datos especializadas como Medline, PubMed, CIMA, Google Scholar, ScienceDirecty Scielo. Los
términos de busqueda incluyeron palabras clave relacionadas con el cultivo, maduracion, obtencion y analisis de
compuestos fenolicos en alcachofa, asi como su capacidad antioxidante. Resultados: Se destacan los avances de
los ultimos siete afos en la determinacién cuali-cuantitativa de compuestos fenoélicos en alcachofa. Se mencionan las
estrategias mas recientes para la extraccién de los compuestos objetivo de la alcachofa junto con los enfoques
analiticos adoptados para la separacion, identificacion y cuantificacion de acidos fendlicos, flavonoides, antocianinas
y taninos totales condensados. Se describen las principales caracteristicas de los métodos de extraccion
“tradicionales” (maceracion y extraccion asistida por ultrasonidos), asi como los protocolos mas innovadores que
involucran técnicas de extraccion avanzadas, como la extraccion asistida por microondas (MAE). Conclusion: Se
han hecho avances considerables en la identificacion de las estructuras quimicas de los compuestos bioactivos de la
alcachofa, las técnicas basadas en espectrometria de masas representan una herramienta poderosa para definir el
perfil fendlico de la alcachofa, aunque existe ausencia de protocolos de validacién completos para la mayoria de los
procedimientos propuestos.

Palabras claves: Alcachofa, compuestos fendlicos, actividad antioxidante, extraccion, método de HPLC
ABSTRACT

Objective: To describe the main analytical methods used for the determination and quantification of polyphenols in
artichoke (Cynara cardunculus L. var. scolymus). Methodology: A bibliographic review was conducted using
specialized databases such as Medline, PubMed, CIMA, Google Scholar, ScienceDirect, and Scielo. The search terms
included keywords related to cultivation, maturation, extraction, and analysis of phenolic compounds in artichoke, as
well as its antioxidant capacity. Results: The advances of the last seven years in the qualitative-quantitative
determination of phenolic compounds in artichoke are highlighted. The most recent strategies for the extraction of
target compounds from artichoke are mentioned along with the analytical approaches adopted for the separation,
identification and quantification of phenolic acids, flavonoids, anthocyanins and total condensed tannins. The main
characteristics of “traditional” extraction methods (maceration and ultrasonic-assisted extraction) are described, as
well as the most innovative protocols that involve advanced extraction techniques, such as microwave-assisted
extraction (MAE). The predominant role of HPLC in defining the phenolic profile is examined and the most recent
results obtained through the use of mass spectrometry-based detection systems are presented. Likewise, the most
common procedures aimed at evaluating the antioxidant properties of artichoke phenolic extracts are described.
Conclusion: Considerable progress has been made in the identification of the chemical structures of artichoke
bioactive compounds, techniques based on mass spectrometry represent a powerful tool to define the phenolic profile
of artichoke, although there's a lack of complete validation protocols for most of the proposed procedures.
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INTRODUCCION

En la actualidad llevar una vida saludable esta
estrechamente relacionada con los alimentos que se
consumen y la actividad fisica que se realiza. Una
alimentacion saludable nos provee de nutrientes y
sustancias funcionales necesarias para que nuestro
cuerpo se desempefie adecuadamente. Se ha
demostrado que los alimentos naturales de origen
vegetal tienen en su composicion muchas sustancias
funcionales, que, junto a una dieta adecuada, poseen
beneficios curativos y efectos sobre factores de riesgo
como propiedades hipoglucemiantes, hipolipemiantes,
antihipertensivas y anticancerigena, por lo que cobran
importancia en la mejoria del estado de salud y/o en la
prevencion de enfermedades (Sirtori y otros, 2009). En
este contexto, la alcachofa (Cynara cardunculus L. var.
scolymus) destaca por sus numerosos beneficios para la
salud, especialmente en la prevencion de enfermedades
cardiovasculares, como infartos y accidentes
cerebrovasculares (Lattanzio etal., 2009).

La alcachofa es rica en compuestos fenolicos, que
pueden alcanzar hasta un 6% de su peso. Entre estos
destacan los acidos mono y dicafeoilquinicos, tales como
el acido 1-O-cafeoilquinico, el acido 3-O-cafeoilquinico
(4cido clorogénico), el acido cafeico, el acido 4-O-
cafeoilquinico, acido 5-O-cafeoilquinico y el 1,5-di &cido
O-cafeoilquinico (cinarina). Ademas, puede contener
hasta un 5% de lactonas sesquiterpénicas, entre ellas
cinaropicrina, la deshidrocinaropicrina, el grosheimin y
sus derivados. La alcachofa También contiene
flavonoides, aporta cantidades que varian entre 0,35% y
0,75%, como la apigeina, luteolina y sus derivados
escolimésido, cinarésido y cinarotriésido. Los contenidos
en polifenoles varian segun la variedad de alcachofa y las
condiciones de cultivo, (Altavista & Prats, 2020).

Los extractos de alcachofa desempefian un rol
importante en la prevencion de la arteriosclerosis a través
de tres mecanismos: inhibicién de la sintesis de
colesterol, aumento de la excrecion biliar y reduccién de
la oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad (LDL).
Adicionalmente, el extracto de alcachofa podria tener
efecto en la disminucién de los niveles séricos de
triglicéridos (Altavista & Prats, 2020).

El presente trabajo tiene como objetivo describir los
principales métodos analiticos utilizados para la
determinacion y cuantificaciéon de compuestos fenolicos
en la alcachofa, asi como explorar las técnicas mas
empleadas para medir su capacidad antioxidante total.
Estos métodos se analizaran de acuerdo con los
principios de transferencia de hidrégeno o electrones,
permitiendo asi una mejor comprensién de su
fundamento cientifico.

METODOLOGIA

Para la elaboraciéon de este articulo de revision, se llevo a
cabo una busqueda exhaustiva de literatura cientifica en
formato digital, centrada en los métodos analiticos
utilizados para la determinacién de compuestos fendlicos
y la actividad antioxidante en la alcachofa (Cynara
cardunculus L. var. scolymus). Se prestd especial

atencién a los métodos mas establecidos y reconocidos,
asi como a aquellos que estan en proceso de
investigacion y desarrollo, ya que estos presentan
numerosas variaciones y modificaciones.

Las bases de datos consultadas incluyeron Medline,
PubMed, CIMA, Google Scholar, ScienceDirect y Scielo,
seleccionadas por su amplia cobertura de temas
relacionados con alimentos funcionales y analisis
bioquimicos. Los términos de busqueda empleados
abarcaban temas relacionados con el cultivo, los
procesos de maduracién, la obtencién de extractos, la
determinacion analitica de compuestos fendlicos y la
capacidad antioxidante de los alimentos. Algunas de las
palabras clave utilizadas fueron: "alcachofa", "cultivo de
alcachofa", "almacenamiento", "tratamiento",
"composicion", "métodos analiticos", "analisis",
"antioxidantes", "compuestos fendlicos", "HPLC" y
"DPPH".

Palabras clave utilizadas: alcachofa, cultivo de alcachofa,
almacenamiento, tratamiento, composicién, métodos
analiticos, andlisis, antioxidantes, compuestos fenolicos,
HPLC, DPPH.

La busqueda se realiz6 tanto en espafiol como en inglés,
priorizando la informacién mas actualizada disponible, y
se seleccionaron articulos publicados desde 2016 en
adelante para asegurar la inclusion de los avances mas
recientes en el campo. No obstante, es importante
sefialar que, a pesar de la amplitud de la busqueda
bibliografica, el acceso a ciertos contenidos completos
estuvo limitado, lo que, en algunos casos, restringi6 la
recoleccion precisa y detallada de datos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Tratamientos previos a la determinacién de
polifenoles

En general, para la determinaciéon de polifenoles es
necesario un pretratamiento de la muestra antes de
proceder con la extraccion. En el caso de la alcachofa,
este proceso comienza con el lavado con agua, la
seleccion y el picado de las muestras. Cuando se trabaja
con alcachofa fresca, se emplean diferentes métodos de
preservaciéon y almacenamiento. Comunmente, las
muestras se almacenan a -80° C y posteriormente se
secan mediante liofilizacion antes de ser almacenadas a -
18° C (Dominguez-Fernandez et al., 2021; Rouphael et
al., 2016). Si se trabaja con alcachofas frescas, las
muestras pueden ser molidas y analizadas
inmediatamente después de su preparacién
(Messaoudene et al., 2018; Isabela et al., 2020).
Alternativamente, las muestras pueden ser secadas al
aire o bajo sombra durante un periodo de 20 dias, como lo
propone Ben Salem (2019), mientras que Mahmudi
(2022) menciona el uso de secadores artesanales y
estufas a 37° C (Echavarria et al., 2016). Otros autores
han utilizado temperaturas de secado de 40° C a 50° C
(Zeinab, 2017; Mona et al., 2016). Para la molienda, se
emplean diversos equipos como morteros, molinos o
licuadoras, y las muestras molidas se almacenan en
bolsas de polietileno a4° C (Kayan & Saloglu, 2021).

Seda y Didem (2020) describen un tratamiento a 50° C
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para el secado de subproductos de alcachofa antes de
ser molidos y almacenados a 4° C hasta su analisis. En
otro estudio, Lépez-Salas et al. (2021) utilizaron
almacenamiento a -45° C seguido de liofilizacién durante
24 horas..

Extraccion

La extraccion de compuestos fendlicos en alcachofa es
un paso crucial y representa un desafio debido a la
necesidad de aislar diversas clases de compuestos
como acidos fendlicos, flavonoides y proantocianidinas,
al mismo tiempo que se minimizan las posibles
interferencias. La seleccion del procedimiento de
extraccion adecuado depende del tipo de informacion
analitica que se busca obtener, ya sea el perfil cuali-
cuantitativo, el contenido total de polifenoles o
flavonoides, o la actividad antioxidante. Adicionalmente,
la eleccién del método también esta influenciada por la
naturaleza de las fracciones fendlicas que se desean
cuantificar, como los compuestos fendlicos libres o los
compuestos fendlicos unidos (Putnik etal., 2018).

Dado que los polifenoles tienen diferentes
caracteristicas quimicas vy fisicas, su extraccién 6ptima
requiere ajustar las condiciones experimentales, tales
como el tipo de solvente, la temperatura, el tiempo de
extraccion y la proporcion de solvente/agua. Las
condiciones experimentales deben ser cuidadosamente
seleccionadas para maximizar la eficiencia de extraccion
sin comprometer la integridad de los compuestos.

La extraccién de compuestos fenodlicos libres en
alcachofas pulverizadas se llevdé a cabo utilizando
soluciones de metanol, segun diversas condiciones
experimentales. Messaoudene y otros (2018) probaron
diferentes proporciones de metanol/agua y variaron las
temperaturas de incubaciéon. Sammia y otros (2017)
emplearon una solucion de 80% de hidrometanol,
agitando las muestras durante 1 hora a temperatura
ambiente, para luego filtrarlas y almacenar el extracto a -
20°C. Rouphael y otros (2016) utilizaron una solucién al
75% en volumen, la cual fue sometida a centrifugacion y
filtracion. Biel y otros (2019) trabajaron con una solucion
al 70%, agitaron por 2 horas, centrifugaron, filtraron y
almacenaron el extracto a-22°C.

Djenidi y otros (2020) realizaron la maceracion de hojas
de alcachofa en una solucién de metanol/agua (80:20)
durante 3 dias a 4°C, filtraron y evaporaron el extracto a
presiéon reducida a 45°C. Posteriormente, el extracto fue
secado y almacenado a 4°C. Guillen y otros (2019)
utilizaron la misma proporcion de hidrometanol, mientras
que Mona y otros (2016) emplearon una solucion al 60%,
homogeneizandola a temperatura ambiente durante 1
hora. Después de la filtracion, los extractos se
evaporaron al vacio a 30°C, y el residuo fue disuelto en
metanol a una concentracion de 10 mg/mL.

Sedam y Didem (2021) emplearon metanol puro en un
bafio maria a 70°C durante 2 horas, luego centrifugaron y
almacenaron los extractos a -20°C. Por su parte,
Dominguez-Fernandez y otros (2021) afiadieron 0,5 mL
de metanol/agua acidificada (0,1% de acido formico) y
sometieron las muestras a ultrasonido durante 25

minutos. Posteriormente, centrifugaron y extrajeron
nuevamente el residuo con 0,25 mL de la misma solucién
de metanol/agua acidificada (80:20 v/v), almacenando el
extractoa4°Coa-18°C, dependiendo del caso.

La extraccion de compuestos fendlicos unidos se llevé a
cabo mediante la hidrolisis del residuo (pellet) obtenido
después de la extraccion de los compuestos libres. Para
ello, el residuo fue hidrolizado con 0,75 mL de NaOH 2 M
durante 1 hora a temperatura ambiente. Después de la
hidrolisis alcalina, el pH se ajustd a 3 mediante la adicion
de 675 pL de acido citrico 3 M. Tras la hidrélisis, las
muestras se liofilizaron y los compuestos fendlicos
enlazados se extrajeron afiadiendo 0,5 mL de
metanol/agua acidificada (0,1% de acido férmico) (80:20
v/v) al residuo liofilizado, siguiendo el mismo
procedimiento utilizado paralos compuestos libres.

Stumf y otros (2019) también incluyeron la aplicacion de
ultrasonido en la extraccion clasica con metanol a 70°C
durante 1 hora. Posteriormente, el filtrado fue tratado
nuevamente y ambos extractos fueron combinados y
diluidos con agua hasta alcanzar una concentracion final
del 40% de metanol. Zeinab (2017) utilizé tanto
soluciones etandlicas como metandlicas para la
maceracion, mientras que lIsabela y otros (2020)
emplearon una solucién hidroetandlica al 70% en
volumen para macerar alcachofa pulverizada, filtrando y
secando a presion reducida para eliminar el disolvente
organico, con el extracto almacenado a-20°C.

Seda y Didem (2020) aplicaron microondas para la
extraccion hidroetandlica, utilizando entre 5y 25 mL de
una solucién de alcohol/agua. Renata y otros (2016)
evaluaron la extraccion con etanol al 25%, 50% y 75% en
agua (v/v), sometiendo las muestras a 60 minutos de
extraccién a 25+1°C, seguido de filtracion vy
concentracion de los extractos. Lavacchia y otros (2018)
trabajaron con etanol acuoso al 50% y 100%, utilizando
un bafo maria a 60°C con agitacion por 90 minutos,
después centrifugaron las muestras por 5 minutos y
secaron los extractos a 50°C.

Mahmudi (2022) empled el equipo Soxhlet con una
solucion de etanol al 70% v/v como solvente durante 6
horas, mientras que Ben Salem (2019) utilizd soluciones
hidricas de hexano y butanol al 75%. Tras 48 horas, filtré
los extractos y los almacené en oscuridad a 4°C. Nuria
Garcia-Martinez (2017) utilizé una solucion tampén de
fosfato 0.1 M, homogenizando durante 2 minutos y
filtrando antes de centrifugar durante 3 minutos a 5°C,
almacenando el extracto a temperatura ambiente en la
oscuridad. Los extractos obtenidos se evaporaron a
sequedad utilizando un evaporador rotatorio.

Finalmente, los extractos etandlicos obtenidos fueron
parcialmente purificados mediante extraccién liquido-
liquido utilizando éter de petréleo para eliminar
pigmentos y lipidos, seguido de purificacién con
cloroformo. Los extractos acuosos fueron extraidos tres
veces con acetato de etilo (100 mL), adicionando 20% de
sulfato de amonio y 2% de acido metafosférico. Las fases
organicas resultantes fueron agrupadas y secadas con
sulfato de sodio anhidro. El solvente fue evaporado
utilizando un evaporador rotatorio a 50°C, y los residuos
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se almacenaron en viales de vidrioa 4°C.

Andlisis del perfil cuali-cuantitativo de compuestos
fendlicos en alcachofa

La caracterizacion cualitativa y cuantitativa de los
polifenoles presentes en la alcachofa implica la
separacion, identificacion y cuantificacion de los analitos
extraidos en los procedimientos anteriores. En este
contexto, la cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) es la técnica mas comunmente adoptada. Las
caracteristicas seleccionadas de los métodos
cromatograficos mas recientes para el analisis de
compuestos fenodlicos en alcachofa se resumen en la
Tabla 1. El principal desafio en la determinacién
cualitativa de polifenoles radica en establecer las
condiciones cromatograficas 6ptimas para los distintos
analitos que pertenecen a diferentes clases quimicas.
Aunque existe una amplia variedad de métodos
propuestos, la tendencia es realizar una sola corrida
cromatografica para la separacion de acidos fendlicos y
flavonoides (Dominguez-Fernandez et al., 2021; Farhan
et al., 2018; Ben Salem et al., 2019). Generalmente, se
prefieren las columnas C18 para esta tarea.

En cuanto a la fase movil, las opciones mas comunes
incluyen el acido trifluoracético como fase A (Farhan et
al., 2018; Rouphael et al., 2016; Montesano et al., 2022)
0 acido férmico (Ben Salem et al., 2019; Mona et al.,
2016). También se han utilizado acidos como el fosférico
en algunos casos (Seda & Didem, 2021; Stumpf et al.,
2019). La fase B generalmente se compone de
acetonitrilo, a veces en combinacién con otro solvente
como el acido férmico (Abdel et al., 2016; Ben Salem et
al.,2019).

El uso de la espectrometria de masas (MS) como un
sistema de deteccién combinado con HPLC ha permitido
avances significativos en el estudio de la fraccion
fenodlica de la alcachofa. Esta combinacién ha permitido
el rastreo de ciertos compuestos fendlicos por primera
vez en esta matriz alimentaria, debido a la capacidad del
MS para revelar patrones de fragmentacion especificos.
Los experimentos dirigidos mediante espectrometria de
masas son sumamente utiles para dilucidar las
estructuras moleculares, especialmente en casos donde
Tabla1

las similitudes estructurales entre los compuestos
dificultan su discriminacién. En comparaciéon con los
detectores UV, el MS ofrece una mayor capacidad para
caracterizar compuestos con estructuras quimicas
complejas y pertenecientes a diferentes clases.

Sin embargo, la espectrometria de masas también
presenta limitaciones, particularmente en la
identificacién y atribucién precisa de los compuestos,
especialmente cuando no se dispone de estandares
comerciales. Enlos ultimos afios, muchos estudios sobre
la fraccion fendlica de la alcachofa han recurrido al uso
de técnicas basadas en espectrometria de masas,
utilizando en la mayoria de los casos fuentes de
ionizacioén por electropulverizacion (ESI). Estas fuentes
suelen configurarse en modo negativo para la deteccion
de acidos fendlicos y flavonoides, y en modo positivo
para la deteccion de antocianinas. Ademas de la
cromatografia liquida, algunos estudios han empleado
técnicas complementarias como la cromatografia de
gases (GC) (Zeinab, 2017) o cromatografia en capa fina
(TLC) (Sohuila et al., 2022) para investigar el perfil
cualitativo de los compuestos fenolicos.

Aunque el HPLC sigue siendo el método mas adecuado
para la identificacion y cuantificacion de fenoles, algunos
estudios también han reportado resultados interesantes
utilizando técnicas alternativas.

Es fundamental tener en cuenta que, cuando el estudio
incluye la cuantificacion de compuestos fendlicos en
matrices, la validacién del método es un requisito
indispensable para garantizar la confiabilidad de los
datos obtenidos. Segun las directrices de la norma
ISO/IEC (2018), un método debe validarse cuando se
trata de (a) un método no estandar; (b) un método
disefiado o desarrollado en un laboratorio; (c) un método
estandar utilizado fuera de su alcance previsto; o (d) una
ampliacion o modificacion de un método estandar. Los
métodos propuestos deben evaluarse en términos de
sensibilidad, rango de trabajo, precision y veracidad.
Desafortunadamente, muchos de los métodos
presentados en la tabla 1 no han sido validados
adecuadamente, lo que genera ciertas dudas sobre la
fiabilidad de los resultados cuantitativos.

Meétodos seleccionados para la determinacion de compuestos fendlicos en alcachofa

Técnica Fase

Fase mavil

Origen de las

Analitos objetivos Referencia

Cromatografica estacionaria muestas
Dominguez
CORTECS| fase movil A: acido Alcachofa c -
LC-MS/MS ~ C18(3x75  formico al 0,1 % cachofas  Compuestos Femandez
frescas polifendlicos
mm, 2,7 ym) (v/c) en agua y otros
(2021)
Diecinueve eran
acidos fendlicos,
especificamente
derivados del acido
hidroxicinamico,
incluidos los
derivados cafeicos,
fase movil B: Tudela ferdlico y p-cumarico;
acetonitrilo (Espafia) diez flavonoides

pertenecientes a la
familia de las flavonas
(derivados de
apigenina y luteolina)
y dos lignanos
(derivados de
pinoresinol)
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fase A: (0,1% de

\ Farhan y
phenomenex acido Alcachofas . . =
HELOAY c-18 trifluoracético)en  frescas  2cido clorogenico (ggﬁ’g)
agua
Universidad . _ . :
5m (100 x s : cinarina, luteolina
Desionizada Al-Nahrain. ;. v ?
4,6 mm DI) Bagdad acido cafeico
fase B (100% 2 2 =
deacetonitrilo). y acido salicilico
a Zorbax 300 95% solvent A T — Ben Salem
LCMSIMS ~ AExtendC-  (0.1% formicacid  Aicachofas - Acido salicilico-o- y otros
18 Column in water) (2019)
(2.1 x 150 5% solvent B Facultad de
g (0.1% formic acid ~ Sciences, Acido clorogénico
in acetonitrile) Universidad
de Acido 3-mono-o-
Sfax, Tanez cafeoilguinico
Apigenina-7-glucésido
Desconocido
Luteolin-7-o-rutinésido
Dihidroxipropiofendo-
hexésido
Kampferol 3-0-
rutinésido
Quercetina-o-
pentosido
acido cafeico
fase A: (0,1% de
(ULIJ-II;EL}(,‘:O- Zorbax acido Alcachofas flavonoides, acidos Ro%;t:rl';asel y
Extend-C18  trifluoracético) en Frescas hidroxicinamicos,
TOF-MS) aqua (2016)
(75 % 2,1 mm . Agencia
dedi,18 fase rlnnec:;lrlug. fue regional de tirosoles y lignanos
pm). Lazio-ltalia
. Acido férmico
0,1% (viv) y
formiato de amonio
(5 mh) Swumpry
HPLC-UV ReproSil-Pur fase A: 0.-5% acido Hojas secas Acido clorogénico ps
C18-AQ fosforico de alcachofa (2019)
: 3 b ; ciranosidos, acidos
fase B: acetoniirilo  Alemania cadeoilquinicos
flavonoides totales
Hojas de ’ . )
: luyen luteolina Zeinab
Crom. gases Helio Alcachofa b : .
e ——— éster metilico de (2017)
avenantramida-C, 8-
Em :e Egipto metoxicumarina-3-
carboxilato de etilo,
acido
trimetoxicinamico, 4-
hidroxi-7-
metoxicumarina y
53-
dihidroxi-6,7 4'-
trimetoxiflavona
i Abdel
HPLC hypersil C18  solvente A (4,5% Alcachofa  acido hidroxicinamico | y
(25x46 de acido férmico) fresca y los derivados de (2016)
mm)
el solvente B (80% Instituto de
5pm de acetonitnloy  Investigacion flavonoides
20% Horticola
de solvente A) Egipto
columna de
cromatografi g Kayan y
HPLC ade 150 mm h;af‘gr? c‘: :r?:oua Alf(.;::légfa acido clorogénico Saloglu
de largo, 4.6 9 (2021)
mm de ancho
y un tamario cinarina, apigenina,
de particula fase B: acetonitrilo Turquia cinar6sido, luteolina,
de 2.6 mm rhoifolina y siringina
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placas de gel Cloroformo/acetat Alcachofas Sohuila v
Cromatografia de silice TLC o de etilo/acido . compuestos fenolicos. otros
con formico (2022)
. departament
Capa fina ﬂﬁj:::cd;e (5/4/1, viviv ode flavonoides.
Bourmerdes
n-butanol/acido terpenoides,
(220)(132,{;:;1’ acético/agua Argelia derivados de
- (4/1/5, viviv). fenilpropano
y fenoles
Fase A:0.01%de
HPLC fase reversa acido Alcachofas  cafeoilquinico. acido M‘?m;imo
Luna C18  trifluoracetico en frescas cafeico, y 0,, .
— (2022)
Fase B: 95% .
(250%4.6 mm acetonitrilo I]:?m&to d_e' apigenina 7-O-
dedi, (conteniendo VeSHRACIO  olucésido, luteolina
n Horticola
0.01%
tamafio de . :
: acido Policoro- o
mﬁ: trifluoracético Italia HOgihan

Contenido total de polifenoles, flavonoides, taninos
y antocianinas

Ademas del analisis cualitativo de los fenoles, es posible
cuantificar el contenido total de clases especificas de
compuestos fendlicos. Entre los procedimientos mas
destacados se encuentra el método Folin-Ciocalteu,
utilizado para la determinacién del contenido fendlico
total. Este método es ampliamente reconocido y utilizado
no solo en el analisis de la alcachofa, sino también en
diversas matrices de alimentos y vegetales. La técnica se
basa en un método colorimétrico que mide la formacién
de complejos de color azul, compuestos por molibdeno y
tungsteno, los cuales pueden ser detectados
espectrofotométricamente. El procedimiento, descrito
por autores como Dominguez et al. (2021),
Messaoudene et al. (2018) y Vidal-Casenalla et al.
(2021), consiste en la dilucion de una alicuota del
extracto fendlico en agua destilada, seguida de la adicién
del reactivo de Folin-Ciocalteu.

De manera similar, la espectrofotometria también se
emplea para cuantificar el contenido total de flavonoides
en la alcachofa. El procedimiento mas eficiente utiliza la
complejacién de los analitos con cloruro de aluminio, ya
sea en metanol o etanol, lo que provoca un efecto
hipercrémico que se puede detectar sin interferencias de
otros fenoles. Este método ha sido descrito por diversos
autores, incluyendo Isabela et al. (2020), Lavacchio et al.
(2018), y Seddik & Amel (2020). Alternativamente, se
puede emplear cloruro de aluminio en etanol, como
describen Youssefetal. (2016) y Samia etal. (2017).

En el caso de los taninos condensados
(proantocianidinas), el ensayo de vainillina es el
procedimiento mas utilizado. En este método, un
aldehido aromatico (vainillina) reacciona con el anillo
meta-sustituido de los flavanoles para formar un aducto
rojo que puede medirse espectrofotométricamente. Ben
Salem et al. (2017) y Samia et al. (2017) detallan el

proceso, que consiste en mezclar un volumen pequefio
de extracto metanolico con acido sulfurico/metanol y una
solucion de vainillina al 1%. La mezcla se calientaa 30°C
durante 15 minutos en un bafio de agua, y la absorbancia
se mide a 500 nm, utilizando catequina como estandar
externo. Los resultados se expresan en mg de catequina
por gramo de materia seca. Debido a que las
antocianinas pueden interferir en esta determinacion, se
prepara una mezcla de control con metanol al 100% en
lugar de vainillina para corregir la absorbancia.

Para la cuantificacion de antocianinas totales (TAC), los
autores suelen medir la absorbancia de los extractos a
longitudes de onda especificas y calcular la TAC
utilizando la absortividad molar de una antocianina
caracteristica, como la cianidina-3-glucésido, que se
encuentra en variedades de alcachofas de color. El
calculo se basa en la diferencia de absorbancia a
longitudes de onda de 530 y 653 nm (Samia et al., 2017),
empleando la absortividad molar de la cianidina-3-
glucésido.

Si bien los procedimientos espectrofotométricos
descritos son adecuados para la cuantificaciéon de
polifenoles en las clases mencionadas, es importante
tener en cuenta que estos métodos pueden ser
inespecificos. Por ejemplo, la determinaciéon del
contenido de fenoles totales mediante el protocolo de
Folin-Ciocalteu puede verse afectada por la presencia de
otras sustancias reductoras, como proteinas y
aminoacidos. Del mismo modo que en el analisis
cualitativo, la confiabilidad de los datos cuantitativos
puede ser cuestionada debido a la falta de validacién de
los protocolos empleados. Esto, junto con las variaciones
en los métodos de extraccion y calibracion, dificulta la
comparacion de los resultados obtenidos en diferentes
estudios. Por ejemplo, cuando la cuantificaciéon de
flavonoides se realiza utilizando diferentes compuestos
de referencia, como catequina o quercetina, los
resultados no son directamente comparables. Sin
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embargo, los datos obtenidos mediante estos
procedimientos pueden ser Utiles si se comparan dentro
de un mismo contexto y utilizando curvas de calibraciéon
homogéneas (Ciuluetal., 2018).

Ensayos de actividad antioxidante

Los ensayos para medir la actividad antioxidante se
dividen principalmente en dos categorias: ensayos de
transferencia de un solo electron (SET) y ensayos de
transferencia de atomo de hidrogeno (HAT). Dentro de
los métodos basados en SET, uno de los mas
ampliamente utilizados en extractos de alcachofa es el
ensayo de decoloracion del catidén 2,2'-azinobis-(acido 3-
etilbenzo-tiazolina-6-sulfonico) (ABTS+). Este ensayo es
aplicable tanto a antioxidantes lipofilicos como
hidrofilicos. En el estudio de Lavacchia et al. (2018), el
cation radical preformado ABTS+ se genera por la
oxidacién de ABTS mediante persulfato de potasio y se
reduce en presencia de antioxidantes. La actividad
antioxidante se determina considerando tanto la
concentracion de antioxidantes como la duracién de la
reaccion. Este protocolo también fue seguido por Ben
Salem et al. (2017). Es importante mencionar que, en
diversos estudios que utilizan el ensayo ABTS, el tiempo
de reaccion varia considerablemente.

Otro método SET comunmente utilizado es el ensayo de
captacion de radicales libres 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo
(DPPH). Renata et al. (2016) evaluaron la capacidad
antioxidante de extractos de alcachofa mediante este
ensayo, agregando los extractos diluidos a una solucién
metandlica de DPPH. Después de incubar durante 30
minutos en la oscuridad, la absorbancia se midi6é a 517
nm usando un espectrofotometro. Al igual que en el caso
del ensayo ABTS, existen diferencias en los
procedimientos DPPH, especialmente en el tiempo de
reaccion, que varia segun los autores. Por lo general, la
absorbancia se mide a 515 o 517 nm, aunque algunos
estudios han utilizado 540 nm como longitud de onda de
deteccion.

Por otro lado, el ensayo de poder antioxidante reductor
férrico (FRAP) mide el aumento de la absorbancia

cuando los compuestos antioxidantes reaccionan con un
reactivo cromogénico. Este método, considerado
robusto, sensible y rapido, es frecuentemente empleado
en estudios experimentales y clinicos para investigar la
relacion entre el estado antioxidante, los habitos
dietéticos y el riesgo de enfermedades. El protocolo
FRAP, tal como lo describen Ben Salem et al. (2017),
implica la adicién de una alicuota de extracto de
alcachofa a una solucién de FRAP, la cual se prepara con
2,4,6-tripyridyl-s-triazine (TPTZ) y cloruro férrico en un
tampon de acetato de sodio (pH 3,6). La actividad
antioxidante FRAP de diferentes cultivares de alcachofa
italianos fue evaluada utilizando este método por
Rouphael etal. (2016).

En el método CUPRAC (capacidad antioxidante de
reduccion cuprica), los polifenoles del extracto de
alcachofa reducen una solucién de cobre, generando un
complejo coloreado cuya absorbancia se mide mediante
espectrofotometria UV, segun lo descrito por Kanmaz et
al. (2020).

En cuanto a los métodos HAT, el ensayo de capacidad de
absorcion de radicales de oxigeno (ORAC) se ha
utilizado en estudios sobre las propiedades
nutracéuticas de extractos de alcachofa (Stumf et al.,
2019; Rouphael et al., 2016). El ensayo ORAC se basa
en la oxidacién inducida por radicales peroxilo, iniciada
por la descomposicién térmica de azocompuestos como
el [2,2'-azobis(2-amidinopropano) diclorhidrato (AAPH)].
La reaccion entre este radical y una sonda fluorescente,
como la fluoresceina, produce una disminucion de la
intensidad de fluorescencia. En presencia de
antioxidantes, se observa una sefal de fluorescencia
mas estable debido a la inhibicion del radical peroxilo. En
el procedimiento descrito por Stumf et al. (2019), se
utilizé una mezcla de reaccion que contenia fluoresceina,
AAPH y el extracto diluido de alcachofa. La reaccién se
llevé a cabo a 37°C en tampon fosfato (pH 7,4) durante
300 minutos, midiendo la intensidad de fluorescencia
cada minuto y medio (\_exc=485nm;\_emi=538 nm),y
registrando las areas bajo la curva de disminucién de la
fluorescencia (AUC) después de restar el valor del
blanco.

Tabla 2
Meétodos para determinar la capacidad antioxidante total
Método de A = =t ;
tranglerenci Método Medida Fundamento y técnica Referencia
Atomo de ORAC Inhibicién de la caida Pérdida de fluorescencia X« +  Stumf y otros
hidrégeno de flucrescencia AH7? XH+ A« (2019)
de PE/FL Fluorometria U ey 2ine
El antioxidante dona  Espectrofotometria abs LUV- Hsiabi ' itrid
DPPH hidrégeno u otra visible Pérdida de (2018) ¥
especie fluorescencia
radicalaria a DPPH y DPPH +{AH)n? DPPH-H + Messaoudene y
sa8 reduce a (A n otros (2018)
DPPH-H, el color va Ben Salem y
haciénclose mas otros (2017)
débil y disminuye la Samia y olros
absorbancia (2017)
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Los polifenoles (-OH) Espectrofotometria abs UV- Seda y Didem
Electrin CUPRAC  ¢¢ oxidan a sus visible (2020)
formas quinolinicas i Nergiz Kanmaz y
(=2) y el Cu2+ es Reducchon Cu2t a Guk otros (2020)
reducido a Cu+ Renata y otros
coloreado. Y (2018)
Incolore Coloreado
FRAP Transferencia Espectrofotometria abs UV- Ben Salem y
electrones visible Reduccion otros (2017)
Fe3+ ? Fe2+ Incoloro ? Rouphael y otros
coloreado (2018)
S . Este método se fundamenta en .
Mixto ABTS [ erimogioning . lacapacidad de un '('233’;33“;’“’& y otron
antioxidante para
estabilizar el cation coloreado
Descenso de ABTS*  ABTS- , el cual es formado ~~ Bor ?;é‘:’;)y
previamente
por la oxidacion del ABTS Samia y otros
(2,2 -azinobis (2017)
(3-etilbenzotiazolina-6- acido  Wiolettabiel
sulfénico) por (2019)
metamioglobina y perdxido de
hidréaeno. Los resultados son
expresados como equivalentes
de Trolox o TEAC.
CONCLUSIONES son rapidos y sencillos, utilizados para la cuantificacion

La alcachofa es un alimento de alto valor nutritivo, con un
potencial significativo para ser incorporado en la dieta
basica de diversas poblaciones. La presencia de
compuestos fendlicos en su composicidon quimica ha
generado un gran interés debido a los numerosos
beneficios para la salud que han sido documentados en
multiples estudios. Este interés ha llevado a numerosos
grupos de investigacion a desarrollar métodos analiticos
para identificar y cuantificar los polifenoles presentes en
la alcachofa, asi como para evaluar sus propiedades
nutracéuticas.

En lo que respecta a la extraccion de los compuestos
fendlicos, la maceracion tradicional con mezclas polares
continua siendo la técnica mas utilizada. Sin embargo, se
han propuesto enfoques mas modernos, como la
extraccion asistida por ultrasonidos y microondas, que
han mostrado resultados prometedores. Asimismo, se
han implementado estrategias para aislar las fracciones
fendlicas libres y unidas de manera separada.

A pesar de los avances logrados en los procedimientos
analiticos, el principal desafio sigue siendo la adopcion
de enfoques estandarizados para la determinacion cuali-
cuantitativa de las diversas clases de compuestos
fendlicos. Si bien se han logrado avances considerables
en la elucidacion de las estructuras quimicas de estos
compuestos bioactivos, las técnicas basadas en
espectrometria de masas, aunque poderosas, aun
carecen de protocolos de validacion completos. Esto
impide una evaluacion precisa de la fiabilidad de los
datos cuantitativos obtenidos.

Por otra parte, los métodos espectrofotométricos, que

del contenido total de polifenoles y la evaluacion de la
actividad antioxidante, también presentan limitaciones
importantes en cuanto a la precision y exactitud de los
datos proporcionados.

Se considera que los esfuerzos de investigacion
realizados hasta ahora constituyen un excelente punto
de partida para el desarrollo de herramientas analiticas
mas sofisticadas en el estudio de la fraccion fendlica de la
alcachofa. No obstante, los futuros estudios deben
centrarse en el desarrollo de métodos integrales que
permitan la determinacién precisa de las diferentes
clases de compuestos fendlicos, asi como en la
implementacion de protocolos de validaciéon rigurosos
que aseguren la fiabilidad de los datos cuantitativos
obtenidos.
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