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RESUMEN

Introduccioén: Phaseolus vulgaris L. (frijol) es una fuente nutricional importante en
Colombia, que aporta un gran contenido de sustancias bioactivas con potencial
benéfico para la salud, tales como polifenoles, entre otras, que contribuyen de
manera sinérgica con sus propiedades terapéuticas, y que pueden tener un efecto
positivo contra algunas patologias.

Objetivos: evaluar el método de extraccién asistido por microondas como método
alternativo para estudiar la capacidad antioxidante in vitro en ocho variedades de P.
vulgaris L. cultivadas en Colombia.

Métodos: semillas sin piel de P. vulgaris, deshidratadas y maceradas se sometieron a
extraccidn asistida por microondas y extraccidon sdlido-liquido; el contenido de fenoles
se evalud por el método de Folin-Ciocalteu y el potencial antioxidante in vitro se
evalud con base en los métodos del radical estable cation radical difenil-picrilhidrazilo
y el radical catidn 2,2 “-azino-bis(acido 3-etilbenzotiazolin-6-sulfunico).

Resultados: el método de extraccion asistido por microondas realizada en horno
microondas convencional fue mas eficiente respecto a la convencional ya que
disminuyd la cantidad de solvente, de muestra empleada y los tiempos de extraccion.
Los extractos obtenidos por extraccion asistida por microondas en horno microndas
convencional presentaron un contenido de fenoles entre 29,36 y 60,61 g EAG/L,
mientras que el método extraccion solido-liquido, estuvo entre 32,75y 113,27 g
EAG/L. El efecto anti-radicalario fue similar entre los extractos evaluados.
Conclusiones: todos los extractos presentaron buena capacidad protectora contra
radicales libres, y la técnica de extraccién asistida por microondas en horno
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microndas convencional puede ser usada como método alterno para una valoracion
rapida, eficiente y eficaz del contenido de sustancias bioactivas en diferentes
matrices, se presentd minimas diferencias entre los resultados obtenidos, comparados
con las metodologias de extraccion asistida por microondas establecidas antes.

Palabras clave: extraccion asistida por microondas en horno microondas
convencional (MAE-HMO); Phaseolus vulgaris L.; polifenoles; semillas de frijol.

ABSTRACT

Introduction: Phaseolus vulgaris L. is a representative crop of nutrient and economic
importance in Colombia. Additionally, P. vulgaris is considered as a natural source of
bioactives compounds, such as polyphenols, which have been associated with
valuable effects on health.

Objetives: to evaluate the microwave extraction assisted technique as an alternative
methodology to study the antioxidant capacity of eight varieties of P. vulgaris
cultivated in Colombia.

Methods: dehydrated and powered seeds of P. vulgaris was subjected to microwave
assisted extraction and solid-liquid extraction and. Total phenolis content was
determined by Folin-Cicoulteau method and the potential antioxidant was evaluated
using diphenyl-picrylhydrazyl radical stable and 2,2-Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-
6-sulphonic acid) radical cation assays.

Results: microwave assisted extraction-Household microwave oven technique was
more efficient and versatile than SLE method. The extracts obtained microwave
assisted extraction-Household microwave oven methodology showed polyphenol
content ranged between entre 29,36 and 60,61 g EGA/L, but SLE was over 32,75 and
113,27 g EAG/L.

Conclusions: all extracts showed a considerable antioxidant potential against free
radical, and microwave assisted extraction-Household microwave oven method could
be used as an alternative method for fast, efficient and effective evaluation of the
content of polyphenol in various matrices, with minimal differences comparing to
established microwave assisted extraction techniques.

Key words: microwave assisted extraction-Household microwave oven (MAE-HMO);
Phaseolus vulgaris L.; polyphenols; bean seeds.

INTRODUCCION

El Phaseolus vulgaris L. (frijol) representa una de las actividades agricolas de mayor
importancia en diferentes regiones de Colombia, ya que es una fuente importante de
ingresos y empleo rural en sus zonas de siembra. Se cultiva por lo general en
regiones tropicales, mediante técnicas tradicionales; su siembra forma parte de las
actividades de subsistencia para pequefios agricultores, asociado con otros productos
tales como maiz, algoddn, yuca, palma africana, entre otros.! La produccion nacional
de P. vulgaris se concentra en la region andina con un 85 % de la produccién total,
son los principales departamentos productores Antioquia, Santander, Narifio, Huila,
Tolima, Boyaca y Bolivar. Por otro lado, esta leguminosa también es conocida por su
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elevado contenido de sustancias bioactivas tales como proteinas, aminoacidos,
carbohidratos, saponinas, fibra dietética, alcaloides, flavonoides, antocianinas, entre
otras,?3 los cuales contribuyen de manera sinérgica con sus propiedades terapéuticas
tales como antioxidante, diurético, antiinflamatorias, antitumorales y antimicrobianas,
gue pueden tener un efecto positivo contra algunas enfermedades crdnicas.*-> Por
ejemplo, el contenido de polifenoles, esta relacionado con algunas caracteristicas de
los alimentos como son el sabor, color, palatabilidad y el valor nutricional.® A pesar de
los beneficios econdmicos que la especie P. vulgaris trae en la economia, su potencial
aplicacién con propiedades fitoterapéuticas, bien sea como fuente alternativa de
sustancias funcionales o como ingrediente activo de productos de consumo humano
ha sido relegado a un segundo plano.

Por otro lado, la extraccion de polifenoles se realiza con frecuencia por técnicas tales
como, extraccion soélido-liquido (percolacién), cromatografia en columna, soxhlet,
entre otras; requieren el uso de grandes cantidades de solventes organicos, de igual
forma son procedimientos que consumen tiempo y producen gran cantidad de
desechos nocivos.’-®° Una de las técnicas de preparacion de muestras desarrollada en
las Ultimas décadas y muy utilizada para muchos tipos de matrices, es la extraccion
asistida por la radiacion de microondas. El calentamiento por la radiacién de
microondas fue usado en procesos de digestién acida en condiciones atmosféricas, se
redujo el tiempo de la preparacién de la muestra de 2 h a menos de 15 min.10-12

Reciente, David G. Stevenson y colaboradores reportaron el uso de la técnica de
extraccidn asistida por microondas en la determinacion del contenido de polifenoles
en un concentrado de avena, los autores encontraron un incremento significativo en
el rendimiento de la extraccidn y la actividad antioxidante del extracto.'? Por tanto, de
acuerdo a la importancia agricola y nutricional de P. vulgaris en Colombia y a los
pocos reportes del uso de la técnica de extraccidn asistida por microondas (MAE) en
este tipo de matrices a nivel nacional y local, esta investigacion planteé el uso del
método MAE asistido por un horno de microondas casero (Microwave Assisted
Extraction-Household Microwave Oven (MAE-HMO), para la rapida valoracion del
contenido de polifenoles y de la capacidad captadora de radicales, comparado con la
extraccién convencional sélido-liquido (ESL).

METODOS
Material vegetal

Las variedades de P. vulgaris L (frijol) evaluadas fueron cargamanto, bola roja, nima,
radical, zaragoza, calima, cabecita negra y sabanero, todas obtenidas en el mercado
local de la ciudad de Medellin, Antioquia, Colombia. La piel de los granos
deshidratados de cada una de las especies fue desechada y se conservo la semilla a
temperatura ambiente (c.a. 25 °C) y en la oscuridad.

Extraccion asistida por microondas en horno microndas convencional
(MAE-HMO)

Una muestra de 1,0 g de la semilla, antes deshidratada y macerada se adicionaron a
5,0 mL de metanol y la mezcla resultante se sometié a radiaciéon de microondas, se
us6 un horno microondas convencional, a tiempos de exposicién de la radiacion de
microondas de 40 y 60 s (con pulsos cada 5 s.) a potencia de 300, 500 and 700 watt.
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El extracto obtenido se centrifugd a 1500 rpm durante 5 minutos y el sobrenadante se
rotavapord a sequedad. El extracto resultante se redisolvié en 1,0 mL de metanol y se
guardo a 4 °C hasta los analisis posteriores. El solvente de extraccion, los volimenes
de solvente, cantidad de muestra, tiempo y potencia de radiacion de microondas
descritos arriba, se basaron en los procedimientos optimizados previo. La evaluacion
estadistica se realizé mediante ANOVA (Microsoft Excel 2010) con un nivel de
significancia de p < 0,001.

Extraccion solido-liquido- (ESL)

Una muestra de 5,0 g de la semilla sin piel, antes deshidratada y macerada se
adiciond en 25,0 mL de metanol grado analitico durante un periodo de 2 y 3 h con
agitacién constante a temperatura ambiente y en ausencia de luz para prevenir la
degradacion de los polifenoles. Luego, el extracto se centrifugé a 1500 rpm durante
5 min y el sobrenadante se rotavaporo a sequedad. El extracto resultante se
redisolvié en 1,0 mL de metanol y se guardd a 4 °C hasta los andlisis posteriores.

Evaluacion capacidad antioxidante
Contenido de fenoles totales

Se determind con base en el método de Folin-Ciocalteu con algunas modificaciones.
Una alicuota de 50 pL de los extractos, se mezcld con 125 L de reactivo de Folin -
Ciocalteu, 425 pL de H20 desionizada y 400 pL de solucién saturada de carbonato de
sodio. Después de una hora de reaccion, se midié la absorbancia a 760 nm y los
resultados se expresaron como miligramos de equivalente de acido galico por litro de
solucion.

Ensayo de radical estable difenil-picrilhidrazilo (DPPH)

La capacidad antioxidante de cada fraccidén en diferentes concentraciones se determind
de acuerdo con la metodologia descrita por Pereira y Tavano'* con pequefias
modificaciones y se determind el porcentaje de inhibicion de DPPH. En resumen, una
alicuota (0,1 mL) de cada muestra (con la dilucidon necesaria) se adicioné a 1,0 mL de
una solucién etandlica de DPPH (73,5 uM). De inmediato después, se midio la
absorbancia a 514 nm y luego cada 15 s. los primeros dos minutos, luego, cada 30 s
hasta los 5 min, y al final en intervalos de 1 minuto hasta la obtencién del estado
estacionario en la reaccién o una disminucién en la absorbancia menor del 10 %. La
concentracion inicial exacta del DPPH en el medio de reaccién se determiné mediante
una curva de calibracion de soluciones de DPPH (2,5 a 100 pM) medidas a 514 nm. Los
resultados se expresaron en términos de la concentracion efectiva al 50 % (EC so) en g
extracto/pummol DPPH. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

Ensayo cation radical 2,2 -azino-bis(acido 3-etilbenzotiazolin-6-sulfunico), ABTS

Después, 10 pL de una dilucion apropiada de los extractos y 1500 pL de la solucién
del radical ABTS se mezclaron y se dejaron reaccionar por 6 min e de inmediato la
absorbancia se midié a 734 nm. Para correlacionar los resultados de absorbancia se
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realizé una curva de calibracién con soluciones Trolox (6-Hidroxy-2,5,7,8-
tetrametilcromane-2-acido carboxilico) en concentraciones 0,2; 0,5; 1,5y 2;0 mM.
Los resultados se expresaron en términos de TEAC (actividad antioxidante equivalente
a Trolox) en umol Trolox/g extracto seco.

Andlisis estadistico

Los valores mostrados en las tablas corresponden al promedio £ las desviaciones
estandares de tres mediciones en paralelo. Los datos de la EC so y TEAC se calcularon
a partir de curvas de calibracidon. La evaluacidn estadistica se realizé mediante ANOVA
(Microsoft Excel 2010) con un nivel de significancia de p < 0,001.

RESULTADOS

En la figura se muestran los datos del contenido de fenoles obtenido con los
diferentes parametros de extraccién evaluados. Se evidencia que aunque ambos
métodos recuperan cantidades de fenoles muy similares, la extraccion MAE-HMO, es
mas eficiente en la obtencion de compuestos bioactivos, ya que emplea menor tiempo
de extraccion y menor consumo de solvente organico (hasta menos del 80 %)
comparado con la extraccién convencional sélido liquido. EIl método ESL degrada
dichos compuestos en la medida en que el tiempo de extraccién es mayor a 3 h.

Luego, con base en éstos resultados, los parametros establecidos para el método de
extraccion MAE-HMO fueron: Volumen de solvente: 5 mL; tiempo de extraccion
(segundos): 60s; potencia de extraccion: 300 watts. Por otro lado, los parametros
empleados para la ESL fueron 3 h de agitacion, 25 mL de solvente y 5 gramos de
muestra.

En la tabla se muestran los datos de capacidad antioxidante como secuestradores de
radicales libres de los diferentes extractos de P. vulgaris y se correlacionan con el
contenido de polifenoles. El contenido de fenoles en los extractos MAE-HMO de las
variedades cargamanto, nima, y zaragoza fue mayor que aquellos obtenidos por ESL.
Por otro lado, la capacidad antiradical de los extractos MAE-HMO, se correlaciona con
el CFT encontrado en las variedades cargamanto, nima, y zaragoza.
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Fig. Comparacion del contenido de fenoles totales mediante.
A). MAE-HMO v B). ESL, en P. vulgaris L., var. Cargamanto rojo.
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Tabla. Comparacién del contenido de polifenoles y el efecto antioxidante en ocho variedades
de P. vulgaris mediante MAE-HMO v SLE

Fenoles totales

ECso

TEAC

P. vulgaris (mg EAG/L)™ (g ext/pmmol DPPH)™* (umel Trolox/g MS)*=*
variedades MAE-HMO SLE MAE-HMO SLE MAE-HMO SLE
Cargamanto 35,82+0,69% | 35,19£0,45° | 0,58+0,03% | 0,75+0,03% | 1,90+0,01% | 0,94+0,03%
Bola roja 28,48+0,29% | £9,85+0,52F | 0,69+0,05% | 0,76+0,07% | 1,55+0,02% | 1,15+0,05°
Cabecita negra | 41,66%0,36 40,38+0,27b | 0,59+0,03% | 0,89+0,04% | 1,74+0,03% | 1,21+0,048
Nima 52,44+0,45% | 35,60%0,73F | 0,58+0,04® | 0,78+0,04° | 1,78+0,04% | 0,66+0,09°
Radical 60,61+0,212 | 113,27+1,20° | 0,79+0,02% | 0,79+£0,04% | 1,85+0,02% | 2,29+0,03°
Zzaragoza 35,73+0,472 | 32,75%0,60b | 0,83+0,01% | 0,83£0,04% | 1,69+0,01% | 1,34+0,04°
calima 29,36+0,368 | 60,35%0,73F | 0,79+0,05% | 0,77£0,028 | 1,70+0,01% | 1,34+0,02F
Sabanero 41,60+2,86% | 44,19 £ 0,85° | 0,62+0,00% | 0,62+£0,01% | 1,640,012 | 1,23+0,01°

* Contenido de fencles totales, mg 3cido galico/L muestra.
=* Concentracion efectiva a 50 %, g extracto/pmmol DPPH.
**=%* Trolox eguivalent antioxidant capacity, pumol Trolox/g material seco. Promedioc en la misma
fila con la misma letra no difiere significativamente (p < 0,05).

DISCUSION

El contenido de compuestos bioactivos como carotenoides, vitaminas (C, E, D, etc.),
entre otros, presentes en las plantas, es muy variado y por tanto pueden contribuir de
manera sinérgica con la capacidad antioxidante de los mismos, por lo cual resulta
bastante complejo evaluar la capacidad antiradical de la planta a través de sus
componentes individuales. Por lo anterior, en este trabajo ademas de presentar un
método rapido, econdmico y eficiente para la obtencion de polifenoles, éstos se
correlacionaron con la capacidad antioxidante mediante los métodos del radical
estable DPPH vy el radical cation ABTS.

En las diferentes variedades de P. vulgaris evaluadas, el tipo y contenido de
polifenoles producen una diferencia importante en sus propiedades funcionales y por
tanto podrian incrementar su uso como posible fuente de aditivos para la industria
farmacéutica y de alimentos, con una actividad antioxidante prominente, ademas de
sus propiedades farmacoldgicas y terapéuticas reportadas.

La técnica MAE-HMO evaluada en esta investigacion como metodologia analitica
alternativa para la obtencién de polifenoles presentes en 8 variedades de P. vulgaris,
mostrd una mayor eficiencia en la extraccidon con respecto a la ESL, ya que disminuyo
muy considerable la cantidad de solvente, de muestra empleada y los tiempos de
extraccién. Los resultados de la presente investigacion indicaron que la capacidad
antioxidante medida en todos los extractos se podria correlacionar en parte, con el
contenido de polifenoles, de acuerdo, por lo natural, que esta propiedad no se puede
asociar directo con una sola clase de componente o familia de componentes, tal y como
se observd con la var. cargamanto rojo que presentd una ECso similar a la var. nima,
(0,58 £ 0,03 y 0,58 £ 0,04 g extracto/umol DPPH, al respecto), pero su contenido de
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polifenoles fue inverso proporcional al determinado para el nima (35,82 £ 0,69 y

52,44 + 0,45 mg/L EAG), lo que permite inferir que la presencia de otros compuestos
pueden afectar de manera positiva o negativa la capacidad antioxidante en los extractos
evaluados.

Los resultados obtenidos con el método MAE-HMO presentados en este estudio son
similares a aquellos reportados por Sutivisedsak y colaboradores, !> al tener en cuenta
qgue en la investigacidon se empled un horno microondas casero. Por lo tanto, la
presente metodologia podria ser usada como un método preliminar para la busqueda
bio-dirigida de diferentes compuestos bioactivos, sin invertir grandes cantidades de
dinero en equipos de alto costo.
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