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Anatomia comparada de raices medicinales de hierbas terrestres rioplatenses
(Buenos Aires, Republica Argentina)

Marta N. Colares', Marcelo P. Hernandez', Maria C. Novoa', Vanesa G. Perrotta’,
Silvana Auguet?, Ana M. Arambarri'”
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Buenos Aires, Argentina.

* Autor a quien dirigir la correspondencia: tel.: +54-221-423-6758 (int. 461); botgral@agro.unlp.edu.ar; anaramba@
yahoo.com.ar

Resumen

Se estudid la anatomia de la raiz de 22 hierbas terrestres pertenecientes a 10 familias que se utilizan en me-
dicina vernacula en la region rioplatense. Para disponer de un patrén que defina la autenticidad botanica se
planteo el objetivo de generar una clave diacritica basada en la micrografia de las raices. Se utiliz6 material
fresco y de herbario que fue fijado en formalina-aceto-alcoholica, y en el caso de ejemplares de herbario
fueron rehidratados previo a su fijacion. Para las preparaciones se realizaron cortes a mano alzada y con mi-
crotomo de rotacidn, para luego efectuar la tincion y el montaje de acuerdo con técnicas convencionales. Se
realizaron analisis histoquimicos para la identificacion de almidon, sustancias lipidicas y fenolicas. Algunos
de los principales caracteres micrograficos de identificacion de las raices fueron: presencia de estructura
secundaria anomala en Alternanthera philoxeroides y A. pungens, Dysphania ambrosioides y Mirabilis
Jjalapa; presencia de corteza acrenquimatica en Hyptis mutabilis y Pluchea sagittalis, tipo y distribucion de
estructuras secretoras: esquizogenas en Bidens pilosa, Conyza bonariensis, Solidago chilensis y Xanthium
spinosum, lisigenas en M. jalapa y tubos laticiferos en Cichorium intybus y Taraxacum officinale; presencia
de drusas en A4. philoxeroides y A. pungens , rafidios en Cyclopogon elatus y M. jalapa o arena cristalina en
D. ambrosioides y Salpichroa origanifolia; presencia de xilema secundario con poros solitarios dispuestos
al azar en Marrubium vulgare, miltiples radiales en Raphanus sativus, solitarios y multiples radiales en
Lepidium auriculatum y L. bonariense. Como resultado de los estudios histoquimicos se hallaron sustancias
lipidicas en las paredes celulares de la endodermis, en el stber, y en forma de gotas oleosas en las estructuras
secretoras esquizogenas de las Asteraceae; se observd inulina en el parénquima de las raices de especies de
la familia Asteraceae y amiloplastos en las raices de Lepidium, Mirabilis, Raphanus y Salpichroa.

Comparative root anatomy of medicinal land herbs in Rio de La Plata area
(Buenos Aires, Argentina)

Summary

Root micrographic traits of 22 species belonging to 10 families of medicinal land herbs in Rio de La Plata
area have been surveyed. The aim of this study was to generate a diacritic key using micrographic root

Palabras clave: anatomia - raices medicinales rioplatenses - Argentina.
Key words: anatomy - Rio de La Plata medicinal roots - Argentina.



Colares y col.

characters with the purpose of getting a valuable tool to establish the botanical authenticity. Fresh and
herbarium specimen materials were used. All samples were fixed in formalin-acetate-alcohol. Dehydrated
roots were rehydrated prior to fixation. Freehand root transections, and with rotary microtome were made,
subsequently, staining and mounting according to conventional methods. Histochemical analysis was per-
formed to identify starch, lipidic, and phenolic substances. The main differential traits were: presence of
anomalous secondary structure in Alternanthera philoxeroides, and A. pungens, Dysphania ambrosioides,
and Mirabilis jalapa; presence of acrenchymatic bark in Hyptis mutabilis, and Pluchea sagittalis; secretory
structure types and distribution: schizogenous in Bidens pilosa, Conyza bonariensis, Solidago chilensis,
and Xanthium spinosum, lysigenous in M. jalapa, and laticifers ducts in Cichorium intybus, and Taraxacum
officinale; presence of druses in A. philoxeroides, and A. pungens, raphides in Cyclopogon elatus, and M.
Jjalapa, and sandy crystals in D. ambrosioides, and Salpichroa origanifolia; the secondary xylem presented
vessel groupings: solitary disposed at random in Marrubium vulgare, radial multiple in Raphanus sativus,
and radial solitary and multiple in Lepidium auriculatum, and L. bonariense. Results of histochemical studies
showed lipidic substances in endodermis and cork cell walls, and oil droplets in the secretory structures of
Asteraceae. Inulin was also observed in parenchyma tissue of Asteraceae roots, and amyloplasts in Lepidium,

Mirabilis, Raphanus, and Salpichroa.

Introduccion

La region rioplatense se extiende desde Diamante
en la provincia de Entre Rios (32°4°0”’S 60°39°0°0)
hasta Punta Lara en la provincia de Buenos Aires
(34°47°28”S 57°59°49”°0). Nuestro estudio se cen-
tra en las especies medicinales que habitan la parte
inferior del Delta del Parana, isla Martin Garcia y
ribera del Rio de La Plata hasta Punta Lara (Lahitte
y Hurrell, 1996; Lahitte y col., 2004; Hernandez y
col., 2010; 2013).

Este trabajo es una nueva contribucion al estudio
de anatomia comparada de los 6rganos vegetativos
de hierbas terrestres rioplatenses utilizados en la
medicina popular. En contribuciones anteriores se
analiz6 la anatomia de los tallos de siete Monoco-
tiledoneas (Novoa y col., 2012), en la segunda, la
anatomia de los tallos de 37 Dicotiledoneas (Aram-
barri y col., 2013). Existen escasos trabajos sobre
anatomia de la raiz, y la mayoria forma parte de
descripciones anatomicas de las especies, como los
de Lersten y Curtis (1986; 1989), Arambarri y Bayon
(1998), Novoay col. (1998), Novoa y Monti (2001),
Simoén y col. (2002), Montiy col. (2003), o de obras
generales, como la de Metcalfe y Chalk (1950). El
proposito de nuestro proyecto es obtener caracteres
micrograficos de la raiz medicinal, compararlos y
generar un patrén de identificacion.

Estudiamos la estructura radicular de 22 hierbas
terrestres empleadas en la medicina popular en la
region rioplatense (Lahitte y col., 1997; 2004) con

el objetivo de producir una clave diacritica basada
en los caracteres diagnosticos estructurales de las
raices analizadas.

Materiales

Para el estudio se emplearon raices frescas y de her-
bario. Las plantas frescas, completas, recolectadas
por los autores, fueron herborizadas y se deposita-
ron en el herbario de la Facultad de Agronomia de
La Plata (LPAG). También se examin6 material de
ejemplares del herbario de la Facultad de Ciencias
Naturales y Museo de La Plata (LP). En latabla 1 se
presentan las familias, las especies con los nombres
vernaculos, el material estudiado y el uso etnome-
dicinal de la raiz.

Métodos

Para los estudios histologicos, las muestras de raiz
de los ejemplares de herbario fueron reconstituidas
en recipiente cerrado que contenia agua con una gota
de detergente, que se coloco en estufa a 30 °C por
24-72 horas. Luego, al igual que el material fresco se
conservo en solucion de formalina-aceto-alcohdlica
(FAA 70 %) (Johansen, 1940). Se hicieron cortes
transversales a mano alzada y parte del material se
deshidrato segun la serie ascendente alcohol etilico
absoluto-xileno.
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Colares y col.

Se infiltrd con parafina (P.F. 56 °C), se realizaron
cortes entre 10y 15 um de espesor con micrétomo de
rotacion. Para la tincion se utilizé safranina alcoholi-
ca 80 % y solucion de violeta de cresilo 1 %. Todas
las secciones se montaron en gelatina-glicerina.

Se practicaron técnicas histoquimicas para iden-
tificar almidon con solucion acuosa de Lugol (iodo-
ioduro de potasio) (Ruzin, 1999); para sustancias
lipofilicas se empled una solucion alcoholica satu-
rada de Sudan IV (Johansen, 1940); para sustancias
fenolicas (taninos) cloruro férrico al 10 % y carbo-
nato de sodio al 2 % como mordiente (D’ Ambrogio
de Argiieso, 1986). Las estructuras fueron estudiadas
con microscopio optico (MO) Leitz SM Lux. Las
figuras fueron preparadas con MO Ceti equipado
con camara digital y con MO Gemalux equipado
con camara color Pal CCD y software Hyper Media
Center.

La nomenclatura botanica esta de acuerdo con
Zuloagay col. (2008). La terminologia esta de acuer-
do con Metcalfe (1989), Metcalfe y Chalk (1950) y
Esau (1982).

Resultados

Los caracteres anatomicos de las raices permitieron
elaborar una clave diacritica que constituye un patrén
para el analisis de calidad botanica.

1. Raices con estructura primaria diarca a tetrarca y de-
sarrollo de estructura secundaria (Dicotiledoneas).
2. Raices con estructura anomala que consiste
en circulos concéntricos o disposicion espiralada
de cordones vasculares que se originan de cam-
biumes formados sucesivamente y conectados
entre si.
3. Estructura primaria triarca. Presencia de
drusas.
1. Alternathera philoxeroides
(Figura 1, A)
2. A. pungens
(Figura 1, B)
3’. Estructura primaria diarca o tetrarca. Ausencia
de drusas.
4. Presencia de rafidios. Ausencia de arena crista-
lina. Presencia de estructuras secretoras lisigenas
en la proximidad de las traqueas.
3. Mirabilis jalapa
(Figura 1, C)
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4’. Ausencia de rafidios. Presencia de arena
cristalina. Ausencia de estructuras secretoras
lisigenas.
4. Dysphania ambrosioides
2’. Raices con estructura normal que consiste en el
xilema secundario central, rodeado por el anillo de
floema secundario. Ambos originados por el cam-
bium vascular formado a partir del procambium
intrafascicular y el parénquima interfascicular.
5. Corteza con aerénquima.
6. Presencia de células esclerificadas. Ausencia
de estructuras secretoras esquizogenas.
5. Hyptis mutabilis
(Figura 1, D)
6’. Ausencia de cé¢lulas esclerificadas. Presen-
cia de 2-3 estructuras secretoras esquizogenas
corticales, extraendodermis y frente a cada
grupo de fibras floematicas.
6. Pluchea sagittalis
(Figuras 1, E; F)
5’. Corteza sin aerénquima.
7. Presencia de estructuras secretoras esquizo-
genas en la corteza.
8. Centro de la raiz con estructura secundaria
ocupado por parénquima medular. Traqueas
(poros) con disposicion radial.
7. Bidens pilosa
(Figura 2, A)
8’ Centro de la raiz con estructura secundaria
ocupado por xilema. Poros dispuestos al azar.
9. Presencia de grupos de fibras en la peri-
feria del floema.
8. Conyza bonariensis
9. Solidago chilensis var. chilensis
(Figuras 2, B; C)
9’. Ausencia de grupos de fibras en la peri-
feria del floema.
10. Xanthium spinosum
(Figura 2, D)
7°. Ausencia de estructuras secretoras esquizo-
genas en la corteza.
10. Presencia de tubos laticiferos.
11. Tubos laticiferos dispuestos en circulos
conceéntricos.
11. Taraxacum officinale
(Figura 2, E)
11°. Tubos laticiferos dispuestos en bandas
radiales.
12. Cichorium intybus
(Figura 2, F)
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10°. Ausencia de tubos laticiferos.
12. Presencia de ritidoma.
13. Marrubium vulgare
(Figura 3, A)
12°. Ausencia de ritidoma.
13. Presencia de amiloplastos en el parén-
quima cortical.
14. Xilema secundario con poros solita-
rios y multiples con disposicion radial.
14. Lepidium auriculatum
(Figura 3, B)
15. L. bonariense
(Figura 3, C)
14’. Xilema secundario con poros solita-
rios dispuestos al azar.
16. Salpichroa origanifolia
(Figura 3, D)
13°. Ausencia de amiloplastos en el parén-
quima cortical.
15. Presencia de cristales de inulina en el
parénquima cortical. Radios medulares
insconspicuos.

17. Acmella decumbens
15°. Ausencia de cristales de inulina. Ra-
dios medulares conspicuos, pluriseriados
y dilatados en el floema secundario.

16. Xilema secundario con predominio
de fibras. Los poros solitarios y multiples
dispuestos al azar.
18. Borago officinalis
19. Echium plantagineum
(Figura 3, E)
16’. Xilema secundario con predominio
de parénquima. Los poros multiples agru-
pados con fibras con disposicion radial.
20. Raphanus sativus
(Figura 3, F)
1’.Raices con estructura primaria poliar-
ca, no hay desarrollo de estructura secundaria
(Monocotiledoneas).
17. Presencia de rafidios. Paredes celulares del
tejido de proteccion con filetes de engrosamiento.
21. Cyclopogon elatus
(Figura 4, A, a)
17°. Ausencia de rafidios. Paredes celulares del
tejido de proteccion sin filetes de engrosamiento.
22. Schizachyrium microstachyum
(Figura 4, B)

Discusion

En Dicotiledoneas se encontrdé un predominio
de raices con estructura primaria tetrarca sobre
las diarcas (e. g., Dysphania sp.). Las especies
de Alternanthera (Amaranthaceae), Dysphania
(Chenopodiaceae) y Mirabilis jalapa (Nyctagi-
naceae) mostraron estructura secundaria anomala
en coincidencia con lo sefialado por numerosos
autores (Metcalfe y Chalk, 1950; D’ Ambrogio y
col., 2000). Metcalfe y Chalk, refirieron que las
estructuras de Amaranthaceae y Nyctaginaceae
son tan similares que su diferenciacion esta dada
solo por la ausencia de rafidios o estiloides en la
primera. De esta manera, la presencia de rafidios en
Mirabilis jalapa, de drusas en Alternanthera 'y su
ausencia en Dysphania se constituye en un caracter
con valor diagnostico.

En las Asteraceae se encontraron estructuras
secretoras esquizogenas en la raiz de Bidens pilosa,
Conyza bonariensis, Pluchea sagittalis, Solidago
chilensis var. chilensis y Xanthium spinosum, y
coinciden en el tipo de estructura secretora hallada
en los tallos de esas especies (Arambarri y col.,
2013) y con las cavidades, conductos o reservorios
de Lersten y Curtis (1986; 1989), Simon y col.
(2002); Plos y col. (2011). Las raices de Cichorium
y Taraxacum quedaron caracterizadas por la dis-
posicion de los tubos laticiferos, en coincidencia
con la descripcion de Metcalfe y Chalk (1950) para
Taraxacum y el informe de Novoa y Monti (2001).
En algunas Asteraceae se observaron abundantes
cristales de inulina, en coincidencia con Ragonese
(1988), Liittge y col. (1993) y Strasburger y col.
(1994) quienes sefalaron que este compuesto se
acumula preferentemente en 6rganos subterraneos.
La anatomia de la raiz de Boraginaceae presenta
radios medulares pluriseriados y dilatados en el
floema secundario, como lo informaron Monti y
col. (2003).

Entre las Monocotiledoneas se coincide con No-
voay col. (1998) en que la presencia de rafidios es
uno de los caracteres diagnosticos en Cyclopogon
elatus. En Schizachyrium microstachyum es inte-
resante la presencia de una exodermis pluristrata
lignificada, que no esta presente en S. condensatum
(Arambarri y Bayon, 1998), especie también usada
en medicina popular.
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Figura 1.- Anatomia de raices de Dicotiledoneas
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A: Alternanthera philoxeroides: Estructura primaria triarca. B: Alternanthera pungens: estructura secundaria anomala;
(hv) haces vasculares. C: Mirabilis jalapa: (tr) traqueas del xilema; (es) estructuras secretoras. D: Hyptis mutabilis:
(ae) aerénquima; (ce) células esclerificadas; (en) endodermis; (ri) rizodermis. E y F: Pluchea sagittalis; E: seccion
transversal de raiz mostrando aerénquima periférico; xilema con poros solitarios dispuestos al azar y floema con grupos
de fibras. El conjunto limitado por endodermis conspicua; F: (fl) floema con fibras (fi); (pe) periciclo, (en) endodermis;
(es) tres estructuras secretoras. Escalas: A: 200 um; B: 400 um; C, D, F: 100 um; E: 1000 pm.
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Figura 2.- Anatomia de raices de Dicotiledoneas
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A: Bidens pilosa: estructura secundaria con: me, médula parenquimatica central; lefio con poros solitarios y multiples
dispuestos de manera radial. By C: Solidago chilensis var. chilensis; B: desarrollo inicial de estructura secundaria: (xi)
xilema con poros solitarios dispuestos al azar; (fl) floema con fibras (cuatro cordones floematicos); (en) endodermis.
C: detalle de una estructura secretora (es) con aceites esenciales; (en) endodermis; (fl) cordon floematico. D: Xanthium
spinosum: (x1) xilema secundario; (fl) floema secundario; (es) estructuras secretoras; (pe) peridermis. E: Taraxacum
officinale: (tl) tubos laticiferos dispuestos en circulos concéntricos. F: Cichorium intybus: tubos laticiferos dispuestos
en bandas radiadas. Escalas: A, D: 500 um; B: 200 pm, C: 100 um; E, F: 1000 pm.
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Figura 3.- Anatomia de raices de Dicotiledoneas

A: Marrubium vulgare: (rt) ritidoma; lefio con poros solitarios distribuidos al azar. B: Lepidium auriculatum: detalle
de almiddn en el parénquima cortical. C: Lepidium bonariense: poros solitarios y multiples con disposicion radial. D:
Salpichroa origanifolia: poros solitarios dispuestos al azar. E: Echium plantagineum: xilema secundario con poros
solitarios y multiples dispuestos al azar; (rm) radios medulares. F: Raphanus sativus: detalle del xilema secundario
con predominio de parénquima (pa) y poros multiples agrupados con fibras (pf), con disposicion radial. Escalas: A:
200 pm; B, C, D: 100 pm; E, F: 1000 pm.
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Figura 4.- Anatomia de raices de Monocotiledoneas
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A: Cyclopogon elatus: (r1) rizodermis formada por células con filetes de engrosamiento en las paredes; (a) rafidios.
B: Schizachyrium microstachyum: (ri) rizodermis sin filetes de engrosamiento, con pelos absorbentes; (ex) exodermis

multistrata con paredes engrosadas y lignificadas.

Conclusiones

La anatomia comparada de las raices permitio
establecer como caracteres diagnosticos: (1) la
estructura triarca en Alternanthera spp., diarca o
tetrarca en las restantes Dicotileddneas, poliarca
en Monocotiledéneas; (2) estructura anémala en
las especies de Amaranthaceae, Chenopodiaceae y
Nyctaginaceae; (3) presencia de estructuras secre-
toras lisigenas en Mirabilis jalapa; (4) presencia de
estructuras secretoras esquizogenas en Asteraceae;
(5) presencia de tubos laticiferos en Cichorium y
Taraxacum; (6) presencia de abundante almidon
en los parénquimas de Lepidium spp., Mirabilis
jalapa y Salpichroa origanifolia; (7) presencia de
cristales del tipo drusas (A/ternanthera spp.); (8)
rafidios (Cyclopogon y Mirabilis), (9) arena cris-
talina (Dysphania y Salpichroa); lefio con poros
solitarios o multiples, con diferente disposicion
(al azar o radial).

Los caracteres observados permitieron generar la
clave de identificacion micrografica de las raices, y
constituyen una herramienta de valor en el control
de calidad botanica.

Agradecimientos

A los curadores de los herbarios LP, LPAG por
facilitar parte del material estudiado. A Claudia
Monti por el aporte en el tratamiento del lefio, y a
los revisores por la lectura critica del manuscrito
y sugerencias brindadas que contribuyeron a me-
jorarlo. A la Secretaria de Ciencia y Técnica de la
Universidad Nacional de La Plata por la financiacion
de los estudios.

Referencias bibliograficas

Alonso, J.; Desmarchelier, C. (2005). Plantas medi-
cinales autoctonas de la Argentina. Bases cienti-
ficas para su aplicacion en atencion primaria de
la salud, Literature of Latin America (L.O.L.A.),
Buenos Aires: 663.

Arambarri, A.M.; Bayon, N.D. (1998). “Anatomia
y etnobotéanica de las especies medicinales de
Monocotiledoneas de la Estepa Pampeana de
Argentina: Poaceae”. Acta Farmacéutica Bonae-
rense 17(3): 173-190.

15



Colares y col.

Arambarri, A.M.; Novoa, M.C.; Hernandez, M.P.;
Colares, M.N.; Perrotta, V.G. (2013). “Anatomia
de Dicotiledéneas: tallos de hierbas terrestres
medicinales rioplatenses (Buenos Aires, Argen-
tina)”. Bonplandia 22(1): 5-28.

Barboza, G.E.; Cantero, J.J.; Nuifiez, C.O.; Ariza
Espinar, L. (eds.). (2006). Flora medicinal de
la provincia de Cordoba (Argentina). Museo
Botanico de Cordoba: 1265.

Barboza, G.E.; Cantero, J.J.; Nufez, C.; Pacci-
aroni, A.; Ariza Espinar, L. (2009). “Medicinal
plants: A general review and a phytochemical
and ethnopharmacological screening of the na-
tive Argentine flora”. Kurtziana 34(1-2): 7-365.
[En linea] <http://www.scielo.org.ar/scielo.
php?script=sci_arttext&pid=S1852-596220090
00100002 &Ing=es&nrm=iso>. [Consulta: § de
junio de 2013].

Bayon, N.D. (2013). “Pluchea sagittalis”, en Hurre-
11, J.A. (dir.) Flora Rioplatense Parte 2. Dicotile-
doneas, Vol. 7°. Sociedad Argentina de Botanica
(1* ed.), Corrientes: 304.

Cambi, V.; Bucciarelli, A.; Flemmer, A.; Hansen, P.
(2006). “Morfoanatomia de Pluchea sagittalis
(Asteraceae), especie nativa de interés medi-
cinal”. Acta Farmacéutica Bonaerense 25(1):
43-49.

Carrizo, E del V.; Palacio, M.O.; Roic, D. (ex ae-
quo). (2005). “Uso medicinal de algunas especies
nativas en Santiago del Estero (Republica Argen-
tina)”. Dominguezia 21(1): 25-32.

Chifa, C.; Ricciardi, A.I.A. (2001). “Plantas de uso
en medicina vernacula del centro del Chaco ar-
gentino”. Fundacion Miguel Lillo. Miscelanea
117: 1-32.

D’Ambrogio de Argiieso, A. (1986). Manual de
técnicas en histologia vegetal. Hemisferio Sur,
Buenos Aires: 86.

D’Ambrogio, A.; Fernandez, S.; Gonzalez, E.; Fur-
lan, L.; Frayssinet, N. (2000). “Estudios morfoa-
natoémicos y citologicos en Atriplex sagittifolia
(Chenopodiaceae)”. Boletin de la Sociedad
Argentina de Botanica 35(3-4): 215-226.

De la Peia, M.R.; Pensiero, J.F. (2004). “Plantas
argentinas. Catdlogo de nombres comunes”.
Literature of Latin America (L.O.L.A), Buenos
Aires: 373.

Dimitri, J.M. (1987). Enciclopedia argentina de
agricultura y jardineria. 1 (1): 1- 656. 3% ed.
Acme, Buenos Aires.

16

Esau, K. (1982). Anatomia de las plantas con semi-
lla. Hemisferio Sur, Buenos Aires: 512.

Hernandez, M.P.; Civitella, S.M.; Rosato, V.G.
(2010). “Uso medicinal popular de plantas y
liquenes de la Isla Paulino, provincia de Buenos
Aires, Argentina”. Boletin Latinoamericano y
del Caribe de Plantas Medicinales y Aromdaticas
9(4): 258-268.

Hernandez, M.P.; Novoa, M.C.; Civitella, S.M.;
Masson, D.; Oviedo, A. (2013). “Plantas usadas
en medicina popular en la Isla Santiago, Buenos
Aires, Argentina”. Boletin Latinoamericano y
del Caribe de Plantas Medicinales y Aromdaticas
12(4): 385-399.

Hieronymus, J. (1882). “Plantae diaforicae florae
argentinae”. Boletin de la Academia Nacional
de Ciencias de Cordoba 4: 200-598.

Hurrell, J.A. (2013). “Cichorium intybus y
Taraxacum officinale” en: Hurrell, J.A. (dir.)
Flora Rioplatense Parte 2. Dicotiledoneas, Vol.
7°. Sociedad Argentina de Botanica (1* ed.),
Corrientes: 304.

Hurrell, J.A.; Bazzano, D.A.; Delucchi, G. (2005).
“Monocotiledoneas herbaceas, nativas y exd-
ticas”. Literature of Latin America (L.O.L.A.),
Buenos Aires: 317.

Hurrell, J.A.; Ulibarri, E.A.; Arenas, P.M.; Pochet-
tino, M.L. (2011). “Plantas de herboristeria”.
Literature of Latin America L.O.L.A., Buenos
Aires: 242.

Johansen, D.A. (1940). Plant microtechnique. Mc-
Graw-Hill Book Company, New York: 523.
Kutschker, A.; Menoyo, H.; Hechem, V. (2007).
Plantas medicinales de uso popular en comuni-
dades del oeste del Chubut. Bavaria, San Carlos

de Bariloche, Rio Negro: 139.

Lahitte, H.B.; Hurrell, J.A. (1996). “Las plantas de
la medicina popular de la isla Martin Garcia”.
Comision de Investigaciones Cientificas de la
provincia de Buenos Aires: 246.

Lahitte, H.B.; Hurrell, J.A.; Mehltreter, K.; Belgra-
no, M.J.; Jankowski, L.S.; Haloua, M.P.; Canda,
G. (1997). “Plantas de la costa”. Literature of
Latin America (L.O.L.A.), Buenos Aires: 200.

Lahitte, H.B.; Hurrell, J.A.; Belgrano, M.J.;
Jankowski, L.S.; Haloua, M.P.; Mehltreter, K.
(2004). “Plantas medicinales rioplatenses”.
(reimpresion de la edicion 1998). Literature
of Latin America (L.O.L.A.), Buenos Aires:
240.



Dominguezia - Vol. 30(1) - 2014

Lastra Valdés, H.A.; Ponce de Ledn, H. (2001).
“Bidens pilosa Linné€”. Revista Cubana de Plan-
tas Medicinales 1: 28-33.

Lersten, N.R.; Curtis, J.D. (1986). “Tubular cavi-
ties in white snakeroot, Fupatorium rugosum
(Asteraceae)”. American Journal of Botany
73(7): 1016-1021.

Lersten, N.R.; Curtis, J.D. (1989). “Foliar oil res-
ervoir anatomy and distribution in Solidago
canadensis (Asteraceae, tribe Astereae)”. Nordic
Journal of Botany 9(3): 281-287.

Liittge, U.; Kluge M.; Bauer, G. (1993) “Botdnica”,
McGraw-Hill, Espana: 355.

Martinez Crovetto, R. (1964). “Estudios etnobota-
nicos I. Nombres de plantas y su utilidad, segiin
los indios tobas del este del Chaco”. Bonplandia
1(4): 279-333.

Martinez Crovetto, R. (1981). “Las plantas utilizadas
en medicina popular en el noroeste de Corrien-
tes”. Fundacién Miguel Lillo. Miscelanea 69:
7-139.

Metcalfe, C.R. (1989). “Anomalous structure”. In:
C.R. Metcalfe y L. Chalk (dir.). Anatomy of the
Dicotyledons. Vol. 2: 53-63. Clarendon Press,
Oxford.

Metcalfe, C.R.; Chalk, L. (1950). Anatomy of the
Dicotyledons. Vol. 1 y 2. Clarendon Press,
Oxford: 1500.

Monti, C.; Novoa, M.C.; Vizcaino, C.E. (2003).
“Anatomia y etnobotanica de dos especies de
Boraginaceae de la provincia pampeana (Ar-
gentina), usadas en la medicina popular”. Acta
Farmaceéutica Bonaerense 22(3): 197-201.

Novoa, M.C.; Monti, C. (2001). “Anatomia de la
raiz de las especies de Polygala L. (Polygalaceae)
de la Provincia Pampeana (Argentina), usadas
en la medicina popular y su comparacion en P,
senega y sus adulterantes”. Acta Farmacéutica
Bonaerense 20(2): 115-119.

Novoa, M.C.; Vizcaino, C.E.; Colares, M.N. (1998).
“Anatomia y etnobotanica de las especies me-
dicinales de Monocotiledoneas de la Estepa
Pampeana de Argentina: Orchidaceae y Pon-
tederiaceae”. Acta Farmacéutica Bonaerense
17(3): 165-172.

Novoa, M.C.; Colares, M.N.; Arambarri, A.M.
(2012). “Anatomy of Monocotyledons: stems
and rhizomes of land herbs used as medicinal
in the Rio de La Plata (Argentina)”. Bonplandia
21(2): 53-61.

Plos, A.; Sancho, G.; Iharlegui, L. (2011). “Secre-
tory structures of leaves of Ophryosporus Meyen
(Asteraceae, Eupatorieae), a genus with medicinal
properties”. The Journal of the Torrey Botanical
Society 138(4): 391-399. [En linea] http://dx.doi.
org/10.3159/TORREY-D-11-00012.1 [Consulta:
Julio 2013].

Ragonese, A.M. (1988). “Canales secretores en los
organos vegetativos de Eupatorium inulaefolium
H.B.K. (Compositae)”. Acta Farmacéutica Bo-
naerense 7(3): 161-168.

Ragonese, A.E.; Milano V.A. (1984). Vegetales y
substancias toxicas de la flora argentina. Enci-
clopedia Argentina de Agricultura y Jardineria,
Acme, Buenos Aires, 2* ediciéon, T 2, Fasc. 8-
2(242): 245-413.

Rapoport, E.H.; Marzocca, A.; Drausal, B.S. (2009).
Malezas comestibles del cono sur y otras partes
del planeta. INTA, Argentina: 215.

Ratera, E.; Ratera, M. (1980). Plantas de la flora
argentina empleadas en medicina popular. He-
misferio Sur, Buenos Aires: 189.

Rondina, R.V.D.; Bandoni, A.L.; Coussio, J.D. (2008).
“Especies medicinales argentinas con potencial ac-
tividad analgésica”. Dominguezia 24(1): 47-69.

Ruzin, S.E. (1999). Plant microtechnique and mi-
croscopy. University Press, Oxford: 323.

Santos, J.B.; Cury, J.P. (2011). “Picdo-preto: uma
planta daninha especial em solos tropicais”.
Planta Daninha, Vicosa-MG 29: 1159-1171.

Simon, P.M.; Katinas, L.; Arambarri, A.M.
(2002). “Secretory structures in Tagetes minuta
(Asteraceae, Helenieae)”. Boletin de la Sociedad
Argentina de Botanica 37(3-4): 181-191.

Strasburger, E.; Noll, F.; Schenck, H.; Schimper,
A.F.W. (1994) Tratado de Botdnica, Omega,
Barcelona: 1068.

Toursarkissian, M. (1980). Plantas medicinales de la
Argentina. Hemisferio Sur, Buenos Aires: 178.

Zardini, E.M. (1984). “Etnobotanica de Compues-
tas argentinas, con especial referencia a su uso
farmacologico”. Acta Farmacéutica Bonaerense
3:77-99.

Zuloaga, F.O.; Morrone, O.; Belgrano, M.J. (eds.).
(2008). “Catalogo de las plantas del Cono Sur
(Argentina, Sur de Brasil, Chile, Paraguay y Uru-
guay)”, vol. 2 y vol. 3. Monographs in Systematic
Botany from the Missouri Botanical Garden 107:
985-3348 [en linea]. http://www.darwin.edu.ar/
[Consulta: Julio 2013].

17






Fecha de recepcion: 12 de diciembre de 2013
Fecha de aceptacion: 25 de abril de 2014 Dominguezia - Vol. 30(1) - 2014

Relacion entre actividad antioxidante y contenido de fenoles
y flavonoides totales en semillas de Cucurbita spp

Gabriela M. Valenzuela®, Alicia L. Cravzov, Ariadna S. Soro, Alicia L. Tauguinas,
Maria C. Giménez, Mabel R. Gruszycki

Universidad Nacional del Chaco Austral. Comandante Fernandez 755 (3700). Roque Saenz Peiia, Chaco, Argentina.
* Autor a quien dirigir la correspondencia: gabriela@uncaus.edu.ar

Resumen

El proposito de este trabajo fue determinar la actividad antioxidante en extractos de semillas de cuatro
variedades de Cucurbita spp: Tetsukabuto, un hibrido entre C. moschata y C. maxima Duchesne ex Lam.
(“zapallo japonés™); C. mixta Pangalo (“calabaza rayada™); C. moschata (Duchesne ex Lam.) Duchesne
ex Poir. (“coreanito”) y C. maxima Duchesne (“calabaza plomo™) con respecto a su contenido de fenoles
totales y flavonoides. Se obtuvieron extractos de polaridad decreciente utilizando los siguientes solventes:
agua acidificada, metanol, acetona y acetato de etilo; los fenoles totales y los flavonoides se cuantificaron
con el método de Folin-Ciocalteu, y el de formacion de complejos con AICI, al 5 % respectivamente. Para
determinar la actividad antioxidante de los extractos se utilizo la técnica de decoloracion del radical libre 2,2-
difenil-1-picrilhidracilo (DPPH"). El contenido de fenoles totales fue: Tetsukabuto (165,48 = 0,94); C. mixta
Pangalo (293,07 + 6,86); C. moschata (118,79 £ 3,72); C. maxima Duchesne (194,91 £ 7,51) (umol GAE/g
de extracto). Los valores de flavonoides oscilaron entre (32,18 = 1,39) y (96,63 £ 1,14) mg de quercetina/g
de extracto. La actividad antioxidante expresada como concentracion inhibidora media (IC50) mostré los
siguientes resultados: Tetsukabuto (117,69 £ 5,81), C. mixta Pangalo (77,75 + 3,64), C. moschata (110,67 +
1,70), C. maxima Duchesne (87,39 + 8,64) (mg/ml). Un andlisis unidireccional de varianza mostrd que hay
diferencias significativas (p < 0,05) entre las variedades estudiadas. De los resultados obtenidos se observa
una clara relacion entre el contenido de fenoles totales y flavonoides con actividad antioxidante. C. mixta
Pangalo fue la variedad que mostr6 mayor actividad antioxidante, que puede ser considerada fuente de
antioxidantes naturales para producir un efecto benéfico para la salud.

Relationship between antioxidant activity and total phenolic
and total flavonoid contents in Cucurbita spp seeds

Summary

The purpose of this study was to determine the antioxidant activity in seed extracts of four varieties from
Cucurbita spp: Tetsukabuto, a hybrid between C. moschata and C. maxima Duchesne ex Lam. (“zapallo
japonés); C. mixta Pangalo (“calabaza rayada”); C. moschata (Duchesne ex Lam.) Duchesne ex Poir.
(“coreanito”), and C. maxima Duchesne (“calabaza plomo”) in relation to total phenolic and total flavonoid

Palabras clave: actividad antioxidante - semillas - calabaza.
Key words: antioxidant activity - seeds - pumpkin.
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contents. Extracts of decreasing polarity were obtained using the following solvents: acidified water, metha-
nol, acetone, and ethyl acetate, the total phenols and flavonoids were quantified by the Folin-Ciocalteu and
complexation with AICI, to 5% respectively. To determine the antioxidant activity of extracts free radical
2.2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) bleaching technique was used. Total phenolic content was: Tetsuka-
buto (165.48 £ 0.94); C. mixta Pangalo (293.07 = 6.86); C. moschata (118.79 &+ 3.72); C. maxima Duchesne
(212.87 £ 7.51) (umol GAE/g of extract). Flavonoid values ranged from (32.18 + 1.39) and (96.63 + 1.14)
quercetin mg/g of extract. Antioxidant activity expressed as median inhibitory concentration (IC50) showed
the following results: Tetsukabuto (117.69 + 5.81), C. mixta Pangalo (77.75 + 3.64), C. moschata (110.67
+ 1.70), C. maxima Duchesne (87.39 + 8.64) (mg/ml). A one-way analysis of variance showed significant
differences (p < 0.05) among the studied varieties. Results obtained show a clear relationship between the
content of total phenols and total flavonoid with antioxidant activity. C. mixta Pangalo variety showed higher
antioxidant activity, which can be considered a source of natural antioxidants with a beneficial effect on
health.

Introduccion

Desde la antigiiedad las semillas de calabaza (Cucur-
bita spp) tienen multiples usos en diferentes paises,
como alimento y con fines medicinales (Robinson
y col., 1997). El hombre, desde sus inicios, en un
proceso de relacion con el entorno busco siempre en
la naturaleza la manera de encontrar la cura de las
enfermedades que lo aquejaban. En forma empirica
en su afan de encontrar la sanacion de sus dolencias,
fue descubriendo el efecto del buen uso de las plan-
tas, y con el paso del tiempo investigo y extrajo sus
propiedades (Caceres y col., 2009).

Los compuestos fenolicos o polifenoles cons-
tituyen un amplio grupo de sustancias quimicas,
con diferentes estructuras y propiedades quimicas,
y actividad biologica, englobando mas de 8.000
compuestos distintos.

El estudio de las reacciones oxidativas se ha
incrementado en los ultimos afios debido a que la
oxidacion de los componentes celulares por accion
de los radicales libres, entre otros factores, fue reco-
nocida como la causa de procesos como el enveje-
cimiento celular y numerosas enfermedades, como
cancer, mal de Parkinson, Alzheimer y enfermedades
cardiovasculares (Espin y col., 2000; Fukumoto y
Mazza, 2000). Por sus potenciales aplicaciones en
la prevencion de numerosas enfermedades (Yu y
col., 2001) los antioxidantes naturales presentes en
granos, vegetales y frutas han recibido considerable
atencion.

La busqueda de variantes naturales es premisa
futura; por lo tanto, en este trabajo se determind el
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contenido de fenoles totales, flavonoides y actividad
antioxidante en cuatro variedades de semillas de
Cucurbita spp (Figura 1) cultivadas en la provincia
del Chaco: Tetsukabuto (“zapallo japonés™) hibrido
entre C. moschata'y C. maxima Duchesne ex Lam.,
C. mixta Pangalo (“‘calabaza rayada”), C. moschata
(Duchesne ex Lam.) Duchesne ex Poir. (“coreanito”)
y C. maxima Duchesne (“calabaza plomo”).

Figura 1.- Variedades de Cucurbita spp

B

CMa: Cucurbta maxima Duchesne o “calabaza plomo”;
CMi: Cucurbta mixta Pangalo o “calabaza rayada”; CMo:
Cucurbta moschata (Duchesne ex Lam.) Duchesne ex
Poir. o “coreanito”; T: “tetsukabuto”, un hibrido entre C.
moschata y C. maxima.
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Materiales y métodos
Material vegetal

Se procedio a la recoleccion de semillas de diferentes
variedades de Cucurbita spp de productores de la
region. Las muestras fueron desecadas hasta obtener
peso constante y luego, almacenadas en bolsas plas-
ticas, cerradas herméticamente e identificadas con
etiquetas. Muestras frescas de las especies vegetales
(hoja, flor y fruto) fueron depositadas en la Catedra
de Farmacobotanica de la Universidad Nacional del
Chaco Austral para su identificacion.

Obtencion de extractos con solventes de polaridad
decreciente

Se homogeneizaron 10 gramos de semillas de cala-
baza en 50 ml de agua desionizada acidificada (2 %
de 4cido acético) por medio de un homogeneizador
(Ultra-Turrax T25, JANKE y Kunkel, IKA-La-
bortechnik). La suspension se dejo a temperatura
ambiente durante 10 min y se centrifugd a 800 rpm
durante 10 min. El sobrenadante se recogioé en un
erlenmeyer, y el sedimento se traté nuevamente con
50 ml de agua acidificada. La suspension se centri-
fugd a 800 rpm durante 10 min y el sobrenadante
resultante se combind con el sobrenadante de la
primera centrifugacion, mientras que el sedimento
restante se homogeneiz6 en 50 ml de metanol aci-
dificado (acido acético al 2 %). Este procedimiento
se realizo por duplicado.

Se extrajo luego el residuo restante de cada
fraccion con acetona y acetato de etilo. Finalmente
fueron obtenidos cuatro extractos de semilla de
calabaza: un extracto de acuoso (W), un extracto
metandlico (M), uno en acetona (Ac) y otro extracto
de acetato de etilo (AcEt). Todas las fracciones fue-
ron evaporadas a presion reducida y se volvieron a
disolver en el mismo solvente que se utilizo para su
extraccion; este proceso se practicod para cada una de
las cuatro variedades de Cucurbita spp estudiadas.

Cuantificacion de fenoles totales

El contenido de fenoles totales se determin6 por el
método de Singleton y col. (1999), que se funda-
menta en que los compuestos fenolicos reducen el
reactivo de Folin-Ciocalteu (reactivo de tungsteno
y molibdato) para formar un complejo azulado que

absorbe a 765 nm. A 200 pl de muestra se agregaron
2 ml de agua desionizada y 0,2 ml del reactivo de
Folin-Ciocalteu; después de 2 minutos se agregd
0,8 ml de carbonato de sodio 15,9 %, se incubo a
50" C durante 5 minutos y se midio la absorbancia a
765 nm en un espectrofotometro UV-Visible Perkin
Elmer Lambda 25.

Se realizo una curva de calibracion con una so-
lucion alcoholica de acido galico (AG). Se empled
una solucién madre de concentracion 0,1 mg/ml, que
abarcaba un rango de 0,002 a 0,035 mg de acido por
ml de solucion. Los resultados fueron expresados en
umol de acido galico por g de extracto (umol AG/g
extracto).

Cuantificacion de flavonoides totales

El contenido de flavonoides totales en los diferentes
extractos fue determinado por el método de Popova 'y
col. (2004) con modificaciones. A una alicuota de 0,2
ml de extracto se le adicionaron 1,8 ml de metanol
y 1 ml de solucion etandlica de AICI, 5 %. Después
de una hora de incubacion a temperatura ambiente,
la absorbancia fue medida a 425 nm en un espectro-
fotometro UV-Visible Perkin Elmer Lambda 25. Se
usaron soluciones de quercetina entre 5-25 pg/ml,
para construir la curva de calibracion.

El contenido de flavonoides totales fue calculado
como mg equivalentes de quercetina (QE)/g de ex-
tracto. Este procedimiento se efectué con cada uno
de los extractos de cada variedad por triplicado.

Actividad antioxidante

Se us6 el método descrito por Brand-Williams
(1995). Este método esta basado en la reduccion de
una solucion alcoholica de DPPH en presencia de
un antioxidante donador de hidrégeno. Se calculo la
cantidad de antioxidantes necesarios en la muestra
para reducir la concentracion inicial de radical DPPH
en un 50 %. El radical DPPH fue disuelto en etanol
al 95 %; se tomaron 2,5 ml de solucién de DPPH
de absorbancia igual a 1,0 y se agregaron alicuotas
del extracto. Los valores de eficiencia de concen-
tracion se realizaron a los 10 minutos de reaccion,
la disminucion de las absorbancias fue registrada a
intervalos de 1 minuto. Se trabaj6 a 515 nm como la
longitud de onda maxima en un espectrofotometro
UV-Visible Perkin Elmer Lambda 25. La concentra-
ci6n del radical DPPH, en el medio de la reaccion,
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se calculé mediante regresion no lineal a partir de
una curva de calibracion obtenida por diferentes
concentraciones del extracto vs. la concentracion
del radical DPPH.

La capacidad atrapadora de radicales libres (ARR)
se calculd mediante la ecuacion:

Aw
AAR(%) = 100{1 —A';;}
donde

A°: absorbancia al tiempo 0 sin el agregado de
muestra.

A : absorbancia de la muestra en estado estacio-
nario obtenida mediante el ajuste de los perfiles
cinéticos a tiempo infinito.

Sin embargo, los resultados obtenidos por este
método se informan como IC, que es la concentra-
cion inhibitoria media, es decir, la concentracion de
compuestos antioxidantes que es capaz de inhibir el
50 % del radical DPPH.

Analisis de datos

Los resultados se analizaron mediante ANOVA de
un factor (p <0,05) y se empled la prueba LSD para
la comparacion de medias. Se utilizo el programa
estadistico STATGRAPHICS Plus.

Resultados

Contenido de fenoles totales

Los compuestos fenolicos son muy importantes
como constituyentes en las plantas debido a su
habilidad para secuestrar radicales libres y que esta
relacionada con la presencia en la molécula del grupo
hidroxilo. En la tabla 1 se muestra la concentracion
de compuestos fenolicos totales de cada fraccion
para las cuatro variedades de semillas de Cucurbita
spp. Un analisis unidireccional de varianza muestra
que hay diferencias significativas (p < 0,05) entre
las variedades estudiadas.

Tabla 1.- Fenoles totales en extractos de semillas de calabaza, como pmol de 4cido galico/g extracto

Variedad Fraccion
w M Ac AcEt Total
CMi 67,48 +1,22 9596+3,25 48,72+3,46 80,91+ 1,89 293,07 £ 6,86
CMo 14,15+ 0,20 70,78+0,20 22,57+1,40 11,29+0,21 118,79 £3,72
T 25,06 +0,78 68,80+1,48 29494267 42,12+0,67 165,48 +£ 0,94
CMa 53,88+0,58 62,79+3,34 30,75+£2,76 47,49+0,13 194,91 £ 7,51

*Fracciones: W: acuosa; M: metanol; Ac: acetona; AcEt: acetato de etilo.
**Variedad de semillas. CMi, C. mixta Pangalo; CMo, C. moschata (Duchesne ex Lam.) Duchesne ex Poir; T, hibrido

entre C. moschata y C. maxima Duchesne ex Lam.; CMa, C. maxima Duchesne.

Tabla 2.- Flavonoides totales en extractos de semillas de calabaza, como mg de quercetina/g extracto

Variedad Fraccion
W M Ac AcEt Total
CMi 1,35+0,05 1,42 +£0,15 39,12+ 1,94 54,74 +£0,46 96,63 + 1,14
CMo 0,43 +0,07 0,41 +£0,04 2564+0,12 53,55+0,21 80,14+ 0,18
T 1,72 £ 0,08 0,53 £0,01 20,66 + 1,02 9,27 +0,18 32,18+ 1,39
CMa 0,48 + 0,06 0,29 +£0,33 2423 +1,85 52,77+0,05 77,77 £ 1,82

*Fracciones: W: acuosa; M: metanol; Ac: acetona; AcEt: acetato de etilo.
**Variedad de semillas. CMi, C. mixta Pangalo; CMo, C. moschata (Duchesne ex Lam.) Duchesne ex Poir; T, hibrido

entre C. moschata y C. maxima Duchesne ex Lam.; CMa, C. maxima Duchesne.
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Contenido de flavonoides totales

Los resultados del contenido de flavonoides totales
se presentan en la tabla 2 y se correlacionan con el
de contenido de fenoles totales puesto que los flavo-
noides son un subgrupo de los compuestos fenolicos.
Un analisis unidireccional de varianza muestra que
hay diferencias significativas (p < 0,05) entre las
variedades estudiadas.

Actividad antioxidante

Los resultados de la actividad antioxidante indican
que todas las variedades de semillas de Cucurbita
spp fueron capaces de atrapar radicales DPPH de
una manera dependiente de la concentracion; un
analisis unidireccional de varianza muestra que
hay diferencias significativas (p < 0,05) entre las
variedades estudiadas. Su actividad antioxidante
expresada como concentracion inhibidora media
(IC,,) se muestra en el figura 2.

Discusion

Los compuestos fenoélicos tienen una importante ac-
cion en la estabilizacion de la oxidacion lipidica, han
sido asociados con la capacidad atrapadora de radicales
libres y se ha sugerido que tienen efecto inhibitorio
sobre la mutagénesis y la carcinogénesis (Ortiz y col.,
2007). Los valores mas altos de fenoles totales se
observaron en la fracciones metanolicas de las cuatro
variedades de Cucurbita spp con valores que van desde
10,68-16,32 mg AG/g extracto, mayores a su vez, que
los informados por Xanthopoulou y col. (2009), pues
hallaron valores en la fraccion metandlica de 0,09-0,20
mg AG/g extracto de semillas de zapallo, y también

son superiores a los publicados por Parry y col. (2008),
1,58 mg AG/g de harina y en extractos metanolicos de
aceite de semillas de calabaza (Parry y col., 2006), que
informo un valor de 0,98 mg AG/g aceite.

A su vez, se obtuvo alta concentracion de com-
puestos fenolicos en la fraccion acuosa que se puede
atribuir a la presencia de proteinas y otros compues-
tos solubles en agua que contienen anillos fenolicos:
C. mixta Pangalo (67,48 £ 1,22 pmol GA/g extracto)
y C. maxima Duchesne, (53,88 £ 0,58 umol GA/g
extracto) son las variedades que presentaron mayor
contenido en esta fraccion.

En las fracciones de acetato de etilo, donde se
utilizod este solvente para extraer los compuestos
fenolicos, es muy dificil que algunos azucares atra-
viesen el extracto, pero si otros fenoles diferentes
a acidos fenolicos y que redujeron el reactivo de
Folin-Ciocalteu, debido a que en esta fraccion fueron
relevantes las concentraciones halladas en todas las
variedades de Cucurbita spp, con valores de 11,29
+0,21 2 80,91 + 1,89 umol GA/g extracto.

En cambio, en las fracciones con acetona se ob-
servaron los valores mas bajos en la cuantificacion de
fenoles totales. Segun la técnica espectrofotométrica
todas las especies presentaron mayor concentracion
de flavonoides totales en la fraccion de acetato de
etilo con valores que oscilaron entre 54,74 + 0,46
y 9,27 + 0,18 (mg de quercetina/g de extracto);
C. mixta Pangalo fue la variedad que present6é mayor
contenido, incluso menor que los informados por
(Caceres y col., 2009) pues hallaron para Cucurbita
argyrosperma, valores de 110 = 5,32 mg de quer-
cetina/g de muestra. Pero a su vez, es mayor que
el hallado por (Ojiako y col., 2007) en Cucurbita
moschata (quercetina 17,73 mg/100g).

En las cuatro variedades de semillas de Cucurbita
spp estudiadas, la capacidad atrapadora de radicales

Figura 2.- Concentracion inhibitoria media en extractos de semilla de calabaza
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libres mas alta se detectd en las fracciones acuosas,
donde se destaco C. mixta Pangalo (IC, 3,83 +0,47),
con una capacidad mayor que la detectada por Xan-
thopoulou y col. (2009) para semillas de cucurbita. Sin
embargo, los valores hallados por estos autores son
mayores que los hallados para Tetsukabuto, C. mos-
chata y C. maxima Duchesne en la fraccion acuosa.

Ademas, extractos en acetona de avellana (0,098
mg/ml) (Alasalvary col., 2006) y extracto acuoso de
nuez 0,15-0,22 mg/ml (Pereira y col., 2008) parecen
ser mas eficaces inactivadoras del radical DPPH
que los correspondientes extractos de semilla de
calabaza.

Conclusion

De los resultados obtenidos se observa una clara
relacion entre el contenido de fenoles totales, fla-
vonoides y la capacidad atrapadora de radicales
libres. C. mixta Pangalo mostr6 mayor actividad
antioxidante, y se podria considerar a esta especie
una nueva fuente de antioxidantes naturales, para
producir un efecto benéfico sobre la salud.
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Resumen

Hibiscus sabdariffa L. (Malvaceae), conocida como “hibisco” y “flor de Jamaica”, es empleada en la elaboracion
de té y de bebidas refrescantes libres de cafeina. La infusion es empleada como diurética, carminativa, colerética
y laxante. El objetivo del trabajo fue determinar los parametros farmacobotanicos y fitoquimicos (polifenoles)
aplicables al control de calidad en un laboratorio de baja complejidad. Se analizaron muestras comerciales de
flores de hibisco. Se realizaron disociados leves, infusiones y extractos hidroalcohdlicos. El analisis microsco-
pico permiti6 determinar la presencia de: epidermis con estomas anomociticos; tricomas eglandulares conicos;
tricomas flexuosos; tricomas glandulares no capitados; tricomas glandulares capitados; traqueas espiraladas;
fibroesclereidas y drusas. Perfil de antocianos: se caracterizo por la presencia de dos bandas principales corres-
pondientes a delfinidina-3-glucosilxilésido y cianidina-3-glucosilxilosido. En algunas muestras se detect6 una
tercera banda, de menor intensidad, que corresponderia a cianidina-3-glucésido. Cuantificacion de fenoles: las
infusiones presentaron valores entre 6,27 a 14,84 EAG (equivalentes de acido galico: mg de acido galico/g mat.
seco). Los extractos hidroalcoholicos entre 8,70 a 19,56 EAG. Cuantificacion de antocianos: las infusiones
presentaron valores entre 0,25 a 5,95 ECG (equivalentes de cianidina-glucosido: mg de cianidina-3-glucésido/g
mat. seco). Los extractos hidroalcoholicos entre 0,40 a 7,80 ECG. Cuantificacion de flavonoides: las infusio-
nes presentaron valores entre 0,45 a 1,30 ER (equivalentes de rutina: mg de rutina/g mat. seco). Los extractos
hidroalcoholicos, entre 0,50 a 1,35 ER. Cuantificacion de acidos hidroxicinamicos: las infusiones presentaron
valores entre 2,35 a 7,60 EAC (equivalentes de acido clorogénico: mg de acido clorogénico/g mat. seco). Los
extractos hidroalcoholicos, entre 3,95 a 8,80 EAC. Las técnicas empleadas constituyen un punto de partida
para la validacion de los diferentes parametros empleados en el control de calidad de muestras y extractos de
hibisco, aplicables en un laboratorio de baja complejidad.

Hibiscus sabdariffa L. (Malvaceae):
Pharmacobotanic and phytochemical quality control

Summary

Hibiscus sabdariffa L. (Malvaceae), known as “Hibiscus” and “Jamaica flower” is used in the preparation of
tea and caffeine-free soft drinks. The infusion is used as diuretic, carminative, choleretic and laxative. The
objective of this research was to determine the pharmacobotanic and phytochemical (polyphenols) parameters
that apply to quality control in a low complexity laboratory. Commercial samples of Hibiscus flowers were

Palabras clave: Hibiscus sabdariffa - analisis microscopico - polifenoles.
Key words: Hibiscus sabdariffa - microscopic analysis - polyphenols.
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analyzed. Soft dissociations, infusions and hydroalcoholic extracts were performed. Microscopic analysis
showed the presence of: epidermis with anomocytics stomata; eglandular conical trichomes; eglandular flexu-
ous trichomes; glandular non-capitate trichomes; glandular capitate trichomes, spiral tracheae; fibrosclereids
and cluster crystals of calcium oxalate. Anthocyanins profile was characterized by the presence of two major
bands corresponding to delphinidin-3-glucosylxyloside and cyanidin-3-glucosylxyloside. In some samples a
band of lower intensity was detected, corresponding to cyanidin-3-glucoside. Phenol quantification: infusions
showed levels between 6.27 to 14.84 AGE (acid gallic equivalents: mg gallic acid/g dry material), and hydroal-
coholic extracts from 8.70 to 19.56 AGE. Anthocyanin quantification: infusions showed levels between 0.25
to 5.95 CGE (cyanidin-glucoside equivalents: mg cyanidin-3-glucoside/g dry material), and hydroalcoholic
extracts from 0.40 to 7.80 CGE. Flavonoid quantification: infusions showed levels between 0.45 to 1.30 RE
(rutin equivalents: mg rutin/g dry material), and hydroalcoholic extracts from 0.50 to 1.35 RE. Hydroxycin-
namic acid quantification: infusions showed levels between 2.35 to 7.60 CAE (chlorogenic acid equivalents:
mg chlorogenic acid/g dry material), and hydroalcoholic extracts from 3.95 to 8.80 CAE. The techniques used
are a starting point for the validation of the different parameters used in the quality control of samples and
extracts of Hibiscus, applicable in a low complexity laboratory.

Introduccion (Hirunpanicha y col., 2006; Fernandez Arroyo y col.,
2011) e hipoglucemiante (Yi-Sun y col., 2013).

El objetivo de este trabajo es determinar los
parametros farmacoboténicos y fitoquimicos (poli-
fenoles, antocianos) aplicables al control de calidad
de las muestras y los extractos de “hibisco” en un

laboratorio de baja complejidad.

Hibiscus sabdariffa L., perteneciente a la familia
Malvaceae, es conocida popularmente como “hibis-
co”, “rosa de Jamaica”, “rosa de Abisinia” o “flor
de Jamaica”.

Es un subarbusto, anual, que puede alcanzar de
1 a 3 metros de altura. Presenta un tallo robusto y

de color rojizo, que tiene hojas trilobadas, de 7 a 10

cm de diametro, alternas en el tallo. La flor es de
color rojo, de 3 a 4 cm de largo, formada por4 o 5
pétalos. El caliz y el epicaliz son carnosos y de color
rojo intenso, y constituye la parte que se emplea de
esta especie.

Se usa en la elaboracion de té (“té de Jamaica”)
y en la preparacion de bebidas refrescantes libres de
cafeina. Es comun hallarlo formando mezclas con
otras especies en la elaboracion de tisanas. Es usado
ademas, como aromatizante acido y como colorante
en jaleas, mermeladas, salsas y vinos, debido a su
contenido de antocianos.

En lo que respecta al uso etnomédico, los calices
y las flores de hibisco, bajo la forma de infusion, son
empleados como diurético, carminativo, colerético,
laxante suave, entre otras aplicaciones (Alonso,
2004; Sayago y col., 2010).

Respecto de las actividades farmacolégicas re-
conocidas para los extractos de “hibisco” podemos
citar: su accion sobre el sistema cardiovascular,
actuando como hipotensor (Mojiminiyiy col., 2007;
Ajay y col., 2007); diurético (Alarcon Alonso y
col., 2012; Gurrola-Diaza y col., 2010; Mozaffari
y col., 2009; Herrera y col., 2007); hipolipemiante
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Materiales y métodos
Se analizaron muestras comerciales compuestas por

los calices y los epicalices de las flores de “hibisco”
(Foto 1).

Foto 1.- Hibiscus sabdariffa

Material vegetal analizado: célices de Hibiscus
sabdariffa.
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Analisis farmacobotdnico

Comprende dos tipos de analisis: las descripciones
macroscopicas y el estudio de los caracteres organo-
Iépticos (color, sabor, olor) de las muestras vegetales;
mientras que los analisis microscopicos son la ob-
servacion de los disociados y la micrometria de los
elementos celulares (microscopia cuantitativa).

Se realizaron disociados leves con el objeto de
determinar los caracteres microscopicos relevantes
empleados en el analisis del control de calidad de las
muestras comerciales. El método de disociado leve
consiste en someter el material vegetal a la accion
de una solucion acuosa de hidroxido de sodio al 5
%, durante 5 min, a ebullicion. Luego se enfria y se
lava el material disociado con agua destilada y se
observa con el microscopio.

Se realizo, ademas, un estudio de microscopia
cuantitativa, que consistio en la medicion de los ele-
mentos celulares relevantes. El disociado se observo
mediante el empleo de microscopia de campo claro.
Esta técnica ha sido seleccionada debido a su facili-
dad de ejecucion, al poco tiempo de desarrollo y a la
economia, factores indispensables en un laboratorio
de baja complejidad.

Andlisis fitoquimico

Sobre el material vegetal seleccionado se llevaron
a cabo las extracciones correspondientes. Para cada
extracto se determind su perfil cromatografico y se
cuantificaron los fenoles totales, los antocianos, los
flavonides y los acidos hidroxicinamicos.

Obtencion del extracto acuoso (infusion)

Se realizaron infusiones al 5 % segin la Farmacopea
Nacional Argentina (VI edicion). Se colocaron 5 g de
las hojas pulverizadas en en un erlenmeyer con tapa,
se adicionaron 100 ml de agua destilada hirviendo y
se dejo actuar durante 20 min. Luego se filtro, y el
residuo se lavd con agua destilada hasta obtener un
volumen final de 100 ml de extracto.

Obtencion del extracto original etandlico (EOE)

Se partio de 5 g de material seco y molido. La extrac-
cion se llevo a cabo con 100 ml de etanol acuoso al
50 %, a 4 °C, durante 24 h. Posteriormente se filtrd
y se descart6 el marco.

Cuantificacion de fenoles totales

Se determinaron mediante el método de Folin-
Ciocalteu de acuerdo con Makkar y col. (1993).
Alicuotas (50 pl) de los extractos fueron transferidas
a tubos de ensayo, y se llevo el volumen a 500 pl
con agua desionizada. A continuacion, se adicio-
naron 250 pl de reactivo de Folin-Ciocalteu y 1,25
ml de solucion acuosa de carbonato de sodio al 20
%:; a los 40 minutos se midio la absorbancia a 725
nm; Se realizo una curva de calibracion con acido
galico; El contenido de los fenoles totales se expreso
como equivalentes de acido galico (EAG: mg acido
galico/g material seco). Todas las mediciones se
efectuaron por triplicado.

Cuantificacion de antocianos

Se realiz6 mediante la técnica de cuantificacion por
espectroscopia diferencial, segun una modificacion
de la técnica de Lee y col. (2005). Una alicuota del
EEA se diluy6 con 10 partes de una solucion bufter
KClpH 1,0. Serealizaron las lecturas a 510 nm y 700
nm. Luego se efectuaron nuevamente las lecturas
en buffer acetato de sodio pH 4,5. Se calcularon las
diferencias de absorbancia:
(A510 nm A7oo nm)pH 1 (A510 nm A700 nm)pH 45

y se expresaron los contenidos de antocianos como
equivalentes de cianidina-3-glucésido (ECG: mg de
cianidina-3-glucosido/g material seco).

Cuantificacion de flavonoides

(Adaptacion de las técnicas de Woisky y Salatino,
1998; Chang y col., 2002).

Se mezcld 0,5 ml del extracto con 1,5 ml de
etanol 95 %. Se agregaron posteriormente 0,1 ml
de una solucién acuosa de tricloruro de aluminio al
10 % (p/v) y 0,1 ml de una soluciéon acuosa 1 M de
acetato de sodio. Se llevo a un volumen final de 5 ml
con agua destilada y la mezcla se dejo reposar por
30 min. Posteriormente se determiné la absorbancia
a 415 nm. Se realiz6 una curva de calibracién con
rutina. El contenido de flavonoides se expresé como
equivalentes de rutina (ER: mg rutina/g material
$eco).

Cuantificacion de dcidos hidroxicinamicos

(Modificacion del método de Dao y Friedman, 1992).
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Alicuotas de 50 ul del extracto se llevaron a
volumen (2 ml) con etanol absoluto. Se determind
la absorbancia a 328 nm. Se realiz6 una curva de
calibracion con acido clorogénico. Los valores se
expresaron como equivalentes de acido clorogénico
(EAC: mg de acido clorogénico/g material seco).

Perfil de antocianos

Se llevo a cabo mediante la realizacion de cromato-
grafias en TLC de Silica Gel empleando como fase
movil el sistema de solventes acetato de etilo-acido
acético-acido formico-agua (100:11:11:26).

Se empled como testigo un extracto consti-
tuido por glicosidos de cianidina y pelargoni-
dina (cianidina-3-glucésido, cianidina-3-ram-
nosilglucosido, pelargonidina-3-glucdsido,
pelargonidina-3-ramnosilglucésido).

Resultados
Andlisis farmacobotdnico

Analisis macroscopico
El material vegetal analizado consta de los calices
(constituido por 5 sépalos) y epicélices (caliculos)
secos de las flores, que se presentan conservados o
triturados; color rojo-morado intenso; sabor dulce y
olor caracteristico. Cuando se presentan enteros, su
longitud promedio es de 30 mm.

En la observacion macroscopica, en ninguno de
los materiales analizados se detectd la presencia de
material extrafo.

Analisis microscopico

El estudio microscopico llevado a cabo sobre los
disociados leves permitio detectar la presencia de:
1. Epidermis con estomas; se observan principalmen-
te estomas del tipo anomocitico. Los estomas tienen
tamafios comprendidos entre 25 - 35 um (Foto 2).

2. Pelos eglandulares unicelulares flexuosos
(Foto 3).

3. Pelos eglandulares conicos unicelulares, de pared
gruesa, con longitudes comprendidas entre 100-
1.000 um (Foto 4).

4. Pelos eglandulares unicelulares finos (500-900
um) (Foto 5).

5. Pelos glandulares pluricelulares no capitados
(150-200 pm) (Foto 6).
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Epidermis con estomas anomociticos (35 um). Aumento
400x.

Foto 3.- Hibiscus sabdariffa
I

Pelos eglandulares unicelulares flexuosos. Aumento
200x.

Foto 4.- Hibiscus sabdariffa

re

Pelo eglandular conico, grueso, unicelular (500 pum).
Aumento 100x.
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6. Pelos glandulares capitados de pie unicelular y
cabeza pluricelular (60-90 pm) (Foto 7).

7. Drusas con tamafios comprendidos entre 15y 30
um (Foto 8).

8. Traqueas espiraladas, fibroesclereidas (750-1.000
um, Foto 9) y fibras.

Foto 5.- Hibiscus sabdariffa

L
Pelo eglandular unicelular fino (750 pm). Aumento
100x.

Pelos glandulares pluricelulares no capitados (200 um).
Aumento 400x.

Foto 7.- Hibiscus sabdariffa

Pelo glandular capitado de pie unicelular y cabeza pluri-
celular (80 um). Aumento 400x.

Foto 8.- Hibiscus sabdariffa

Drusas (20 - 30 um). Aumento 400x.

Foto 9.- Hibiscus sabdariffa

.U.I «

Fibroesclereida (900 um). Aumento 100x.
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Analisis fitoquimico

Perfil cromatografico. El perfil cualitativo de anto-
cianos se caracteriza porla presencia de dos bandas
principales que muestran valores de Rf entre 0,17 y
0,24. Estas bandas corresponderian a los pigmentos
delfinidina-3-glucosilxildsido y cianidina-3-glucosi-
Ixilosido, compuestos informados en la bibliografia
como los antocianos predominantes. En algunas
muestras se detectd una banda de menor intensidad,
con valor de Rf 0,36, que corresponderia a cianidi-
na-3-glucdsido seglin los valores registrados por la
bibliografia (Wagner y Bladt, 1996) (Foto 10).

Foto 10.- Hibiscus sabdariffa
‘ E‘tﬂc-m-w-ﬂzﬂ (100:41: #1: 26)
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Perfil de antocianos. TLC Silica Gel. Observacion a la
luz natural.

Cuantificacion de fenoles totales

Las infusiones presentaron valores comprendidos
entre 6,27-y14,84 EAG, con valor promedio de
11,10 EAG. Los extractos hidroalcoholicos, entre
8,70 y19,56 EAG, con valor promedio de 14,18
EAG. (Grafico 1).
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Grafico 1.- Cuantificacion de fenoles totales
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Cuantificacion de antocianos

Las infusiones presentaron valores comprendidos
entre 0,25 y 5,95 ECG, con valor promedio de 3,01
ECG. Los extractos hidroalcoholicos, entre 0,40
y 7,80 ECG, con valor promedio de 4,30 ECG.
(Grafico 2).

Grafico 2.- Cuantificacion de antocianos totales

M Infusién

O Etanol

Muestras

Valores expresados como equivalentes de cianidina-3-
glucésido (ECG: mg de cianidina-3-glucésido/g material
seco)

Cuantificacion de flavonoides

Las infusiones presentaron valores comprendidos
entre 0,45 y 1,30 ER, con valor promedio de 0,80
ER. Los extractos hidroalcohdlicos, entre 0,50y 1,35
ER, con valor promedio de 0,87 ER (Grafico 3).
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Grafico 3.- Cuantificacion de flavonoides totales
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Cuantificacion de acidos hidroxicinamicos

Las infusiones presentaron valores comprendidos
entre 2,35y 7,60 EAC, con valor promedio de 4,66
EAC. Los extractos hidroalcoholicos, entre 3,95 y
8,80 EAC, con valor promedio de 6,85 EAC (Gra-
fico 4).

Grafico 4.- Cuantificacion de acidos hidroxicinamicos
totales
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nico (EAC: mg de 4cido clorogénico/g material seco)

Discusion

En lo que respecta al analisis farmacobotanico, si
bien los elementos detallados se presentaron en todas
las muestras analizadas, la frecuencia de aparicion
no era la misma para las muestras estudiadas.

Ademas, la distribucion de los pelos no se pre-
senta en forma homogénea en el material vegetal es-
tudiado. Pudo observarse que los pelos eglandulares
se presentaron en mayor medida en la parte media de
los calices, mientras que los glandulares se hallaron
principalmente en el tercio inferior de los calices, en
la zona comprendida por el epicaliz (caliculo).

Se destaca la presencia de un desarrollo fila-
mentoso en una de las muestras analizadas (N° 7),
cuyas caracteristicas morfoldgicas son afines con
Curvularia sp. (Ascomycota), dadas las caracteris-
ticas de sus hifas, los esporangioforo y las esporas.

En el analisis fitoquimico del perfil de polifenoles
todas las muestras presentaron un perfil cualitativo
similar, constituido por dos bandas principales
correspondientes a glicésidos de delfinidina y cia-
nidina. Ademas, en determinados materiales, pudo
detectarse una tercera banda correspondiente a un
glicosido de cianidina (Foto 10). Estos resultados son
concordantes con datos observados en la bibliografia
(Wagner y Bladt, 1996).

Es significativo destacar que la intensidad de las
bandas no ha sido la misma para todos los materia-
les analizados, lo que sugiere una variacion de tipo
cuantitativo, que se verifica posteriormente en la
determinacion del contenido de antocianos. Si bien
la mayoria de las muestras analizadas se presentaron
no trituradas, esta técnica cobra valor cuando el ma-
terial vegetal se encuentra triturado o en polvo, ya
que la presencia de bandas (compuestos) diferentes
a las observadas detectaria la presencia de material
ajeno al “hibisco”.

En lo que respecta al analisis cuantitativo, para
todos los metabolitos analizados los extractos hi-
droalcohdlicos presentaron mayores concentraciones
que las infusiones; corresponde a los flavonoides la
menor diferencia observada entre estos extractos
(Graficos 1, 2,3y 4).

Pudo observarse también una notable variacion
cuantitativa de los metabolitos analizados (Graficos
1, 2, 3 y 4), lo que evidencia diferentes calidades de
productos, datos que permitiran la seleccion de determi-
nados materiales vegetales, con el objeto de su posterior
empleo en la realizacion de extractos de “hibisco”.

Si bien el “hibisco” es empleado principalmente
bajo la forma de infusion, la realizacion de extrac-
tos hidroalcoholicos presentaria una alternativa
interesante como fuente de compuestos bioactivos,
con especial interés en los antocianos, dadas sus
reconocidas propiedades antioxidantes.
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Conclusiones

Las técnicas empleadas son de facil y rapida reali-
zacion y de bajo costo, aplicables en laboratorios
de baja complejidad. Permiten obtener informacion
relevante, y constituyen un punto de partida para la
validacion de los diferentes parametros empleados
en el analisis del control de calidad de muestras y
extractos de hibisco.
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Resumen

Diversas especies de Passiflora L. (Passifloraceae) son usadas en medicina tradicional en el tratamiento de
la ansiedad, el insomnio y otros trastornos nerviosos. De ellas han sido aisladas varias C-glicosilflavonas.
En este trabajo se determind la presencia de C-glicosilflavonas en Passiflora caerulea L.y P. foetida L.,
por medio de HPLC y se utilizo FTIR en forma comparativa, con el objeto de hacer un aporte al control de
calidad y caracterizar los extractos acuoso y metandlico de ambas especies. Los cromatogramas de HPLC
de ambos extractos mostraron tiempos de retencion caracteristicos a 12,10 min (vitexina), 17,94 min (iso-
vitexina), 19,93 min (orientina) y 25,11 min (isoorientina), con espectros UV caracteristicos. P. caerulea
presento las cuatro C-glicosilflavonas mencionadas, mientras que P. foetida carecid solo de isoorientina en
el extracto acuoso y Gnicamente presento vitexina e isovitexina en el extracto metanolico. En la zona de la
“huella dactilar” de los perfiles FTIR se observaron diferencias cualitativas sustanciales. P. foetida presentd
una banda a 1.250 cm™!, que no se detectd en P. caerulea. En esta tltima la relacion de areas CO/CH del
extracto acuoso fue de 3,87; mientras que para P. foetida fue de 1,58; en el extracto metanodlico la relacion
de areas CO/CH resultdé 17,09 para P. caerulea y 15,40 para P. foetida. Estos datos espectrales aportan
herramientas que pueden facilitar la caracterizacion de ambas especies durante el control de calidad de las
drogas crudas y de los medicamentos herbarios que las contengan en su formulacion.

HPLC and FTIR C-glycosylflavones identification in aqueous
and methanolic extracts in Passiflora caerulea and P. foetida (Passifloraceae)

Summary

Several species of Passiflora L. (Passifloraceae) are used in traditional medicine for the treatment of anxiety,
insomnia, and other nervous disorders. Various C-glycosylflavones have been isolated from these species.
In this study the presence of C-glycosylflavones in Passiflora caerulea L., and P. foetida L. was determined
by HPLC, and FTIR was used in a comparative form, in order to contribute to the quality control as well as
the identification and authentication of these compounds from crude drugs, aqueous extracts and methanolic

Palabras clave: C-glicosilflavonas - FTIR - HPLC - Passiflora caerulea - P. foetida.
Key words: C-glicosilflavones - FTIR - HPLC - Passiflora caerulea - P. foetida - Passifloraceae.
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extracts of these species, with which some herbal medicines are prepared. HPLC chromatograms of both,
aqueous and methanolic extracts, showed characteristic peaks at retention time 12.10 min (vitexin), 17.94
min (isovitexin), 19.93 min (orientin), and 25.11 min (isoorientin) with characteristic UV spectra. P. caer-
ulea contained the four mentioned C-glycosylflavones, while P. foetida showed a lack of isoorientin in the
aqueous extract, and contained only vitexin and isovitexin in the methanolic extract. Substantial qualitative
differences in the “fingerprint” region of the FTIR profile were found. P. foetida showed a band at 1250 cm!
which was not detected in P. caerulea. The CO/CH ratio in the aqueous extract was 3.87 in P. caerulea,
while 1.58 in P, foetida. The CO/CH ratio in the methanolic extract in P. caerulea was 17.09 and 15.40 in
P. foetida. These spectral data helped to characterize both species during quality control of crude drugs and
herbal medicines containing these plants in their formulation

Introduccion

La familia de plantas Passifloraceae incluye alrede-
dor de 18 géneros y 630 especies originarias de las
regiones tropicales y subtropicales de todo el mundo.
Para América del Sur solo se acepta la presencia
del género Passiflora L., que abarca 42 especies en
Sudamérica austral (Deginani y Cervi, 2008).

Diversas especies de este género son usadas
en medicina tradicional para el tratamiento de
trastornos, como ansiedad, insomnio y otras per-
turbaciones nerviosas (Brasseur y Angenot, 1984;
Carlini, 2003; de Castro y col., 2007; Deng y col.,
2010; Dhawany col., 2004; Liy col., 2011; Mendes
y col., 2012).

Los principales constituyentes fitoquimicos de
las especies de Passiflora son glucésidos (parti-
cularmente glucésidos flavonoides), alcaloides y
compuestos fenolicos. Muchas C-glicosilflavonas
del tipo de orientina, isoorientina, vitexina e iso-
vitexina fueron aisladas de este género (de Paris y
col., 2002; Pereira y col., 2004; Zeraik y Yariwake,
2010; Zucolotto y col., 2012).

Dos especies de amplia distribucion en la Ar-
gentina, P. caerulea L. y P. foetida L., donde son
conocidas bajo diversos nombres comunes y se
expenden y emplean para el tratamiento de distintas
dolencias.

P caerulea es una liana de hojas palmatiparti-
das, con flores vistosas provistas de sépalos verde
brillante con bordes hialinos, y pétalos cuculados
blanco-verdoso; la corona presenta los radii blancos
en la porcion superior, y morados en la porcion infe-
rior; pali capilares, en 2 series, morados; operculum
erecto, membranaceo, con filamentos morados,
inclinados hacia el androginéforo verdoso (Figu-
ra 1). Se la conoce con los nombres de “biricuya”,
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“burucuya”, “flor de Cristo”, “flor de pasion”, “flor

de la pasion”, “granadilla”, “maracuja de cobra”,
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“mburucuya”, “mburucuyd comun”, “ocara”, “pa-
sionaria”, “piogola” y “umburucuya”.

Las sumidades, tanto en floraciéon como en fructi-
ficacion, y mas raramente su raiz, son empleadas en
medicina popular. La infusion de las hojas y las flores
al 1 % es utilizada tradicionalmente para combatir
la ansiedad, la tension nerviosa y el insomnio; se le
atribuyen propiedades como diurético (parte aérea
y frutos), espasmolitico (parte aérea), eupéptico
(decoccion del fruto), antihelmintico (hoja o raiz),
regulador del ciclo menstrual (raiz), anticonceptivo
(raiz), antiictérico (frutos y hojas), antiescorbtitico
(frutos), antiinfeccioso urinario (frutos), hasta anti-
tusivo y antiasmatico (parte aérea).

Esta especie es frecuentemente utilizada en aso-
ciacion con “melisa” (Melissa officinalis), “tilo” (Ti-
lia spp.), “kava” (Piper methysticum) o “valeriana”
(Valeriana officinalis) en casos de insomnio, y con
“espino albar” (Crataegus oxyacantha) en caso de
palpitaciones y taquicardia (Barboza y col., 2009;
Deginani, 2001; Del Vitto y col., 1997; 2011; Gupta,
1995; Lahitte y col, 1998; Roig 2001).

Figura 1.- Flores y frutos de Passiflora caerulea
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Por su parte, P. foetida es una liana perenne con
pilosidad de velutina a hirsuta, blanquecina, que
incluye abundantes glandulas pediceladas. Ademas
presenta laminas tripartidas, en menor proporcion
pentapartidas, pilosas; sus flores son vistosas, mas
pequetias que P. caerulea. Las bracteas estan muy
divididas y glutinosas. Los sépalos son verdosos
con pilosidad velutina. Los pétalos son levemente
cuculados, blanco-violaceos, eglandulosos, glabros.
La corona tiene los radii blancos, con el cuarto
superior azulado. El pali capilar se presenta en dos
series, azulado (Figura 2). Se la conoce con varios
nombres vernaculos, como “mburucuya mini”,

” mburucuya

“pasionaria hedionda”, “granadilla”, *
L9 <6 99 ¢¢

menor, “mburucuyd”, “corona de Cristo”, “mburu-
cuya aceitoso”, “mburucuya campero”, “mburucuya
rastrero”, “pasionaria”, “pocoto”, “pedon”, y “hon-
tayek” (Deginani, 2001).

La parte aérea, y particularmente las hojas, se
emplean en infusion en medicina vernacula como
antiinflamatorio y antiespasmodico y para el trata-
miento del insomnio; al igual que la raiz se aplican
como emenagogo y antihistérico; ademas, la raiz es
considerada astringente y vulneraria; las flores se
utilizan como expectorante y antiasmatico (Barboza
y col. 2009; Del Vitto y col., 1997; 2011; Toursar-
kissian, 1980).

En este trabajo se determiné la presencia de
C-glicosilflavonas en Passiflora caerulea L.y P.
foetida L., por medio de cromatografia liquida de
alta performance (HPLC) y se utilizé espectroscopia
de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR)
en forma comparativa, con el objeto de aportar a
la caracterizacion de estas drogas vegetales y de-
terminar la presencia de estos compuestos en los
extractos acuoso (EA) y metanolico (EM) de ambas
especies.

Figura 2.- Flores y frutos de Passiflora foetida

Materiales y métodos

Los especimenes que se documentaron son los
siguientes: Passiflora caerulea L., San Luis, Dpto.
Pringles, Rio Grande, Del Vitto & Petenatti #9431,
111-2009 (UNSL); Passiflora foetida L.: San Luis,
Dpto. Junin, Piedra Blanca, Del Vitto et al. #9272,
1-2009 (UNSL).

Las partes aéreas de ambas especies fueron colec-
cionadas e inmediatamente secadas en estufa de aire
forzado a 40 °C hasta humedad higroscopica; luego
fueron molidas con un molino a cuchillas. Los EA'y
EM de ambas especies se obtuvieron a partir de 5g
de muestra. Para la obtencion del EA la muestra fue
extraida con 100 ml de agua en estado de ebullicion
(Farmacopea Argentina, 2010). Posteriormente se
procedio ala liofilizacion con un liofilizador Rificor®
LT-16. Por su parte, el EM se obtuvo por maceracion
de 5 g de muestra con 100 ml de metanol (24 h, tres
veces consecutivas) y posterior evaporacion con
evaporador rotatorio Biichi®.

Para el analisis por HPLC, se disolvio un gramo
de cada uno de los extractos liofilizados en aceto-
nitrilo: acido fosforico 0,05 % (20:80) y se llevo
a 100 ml. Alicuotas de 20 uL fueron inyectadas
en un equipo HPLC-UV/DAD UltiMate® 3.000
(Dionex), equipado con una columna Gemini C18
(Phenomenex®) usando como fase movil acetonitri-
lo: acido fosforico 0,05 % (20:80) con un flujo de
0,8 ml min!. Se trabajo a una longitud de onda de
330 nm y los espectros UV fueron registrados en el
intervalo de 200-367 nm. Los datos obtenidos de los
cromatogramas fueron procesados con el software
Chromeleon® asociado al equipo.

Para obtener los espectros de FTIR, se prepararon
pastillas de KBr con cada uno de los extractos (EA
liofilizado y EM sometido a evaporacion) de las
dos especies en estudio, en la proporcion 3:100. La
homogeneizacion se realizo en un mortero. Aproxi-
madamente 100 mg de la mezcla homogeneizada
fueron colocados entre dos discos metalicos, den-
tro del cilindro de una prensa hidraulica, se aplico
luego una presion de 500 kg cm™ durante 5 min, se
descomprimid y se colocd la pastilla obtenida en el
portamuestra; se registrd el espectro en un espec-
trometro Protégé® 460 (Nicolet), con un divisor de
haz de luz de Csl y se midio entre 4.000 y 460 cm!,
con una resolucion de 4 cm™. Todos los reactivos
utilizados fueron de pureza analitica o de grado
HPLC.
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Resultados

El analisis de los cromatogramas HPLC de P.
caerulea indicd que esta especie contiene cuatro
C-glicosilflavonas (vitexina, isovitexina, orienti-
na ¢ isoorientina) tanto en el EA como en el EM
(Figuras 3 y 4).

Figura 3.- Perfiles de HPLC de extracto acuoso de
Passiflora caerulea
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Figura 4.- Perfiles de HPLC de extracto metandlico de
Passiflora caerulea
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Por su parte, el EA de P. foetida solo carece de
isoorientina (Figura 5), mientras que el EM solamen-
te contiene vitexina e isovitexina (Figura 6). Las C-
glicosilflavonas mostraron espectros caracteristicos
a tiempos de retencion de 12,10 min para vitexina;
17,94 min para isovitexina; 19,93 min para orientina
y 25,11 min para isoorientina.
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Figura 5.- Perfil HPLC de extracto acuoso de Passiflora
foetida
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Figura 6.- Perfil HPLC de extracto metandlico de
Passiflora foetida
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En cuanto a los espectros de FTIR, se mostrd
de utilidad en la diferenciacion de ambas especies
de plantas, particularmente considerando la zona
llamada “huella dactilar” (entre 1.400 y 400 cm™),
donde se presentan diferencias cualitativas sustan-
ciales. P. foetida present6 una banda a 1.250 cm!,
que no se observa en P. caerulea. Esta situacion es
coincidente con la que plantearon diversos autores
en la caracterizacion de otras especies de Passiflora
(Adiana y Mazura, 2011; Konwar y Baruah, 2011;
Muruganantham y col., 2009; Rui y col., 2014).

Asimismo, el calculo de la relacion de areas
CO/CH para cada especie estudiada contribuyo a
diferenciarlas, ya que en P. caerulea fue de 3,87 para
el EA, mientras que para P. foetida resulto de 1,58;
por su parte, en el EM la relacion fue de 17,09 para P,
caeruleay 15,40 para P, foetida (Figuras 7y 8). Esta
relacion de areas ha sido empleada con anterioridad
en la caracterizacion de algunas Pteridophyta fosiles
(Psenicka y col., 2013; Zodrow y col., 2010).
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Figura 7.- Espectro FTIR de extracto acuoso (rojo) y
extracto metanolico (azul) de Passiflora caerulea

Figura 8.- Espectro FTIR de extracto acuoso (rojo) y
extracto metandlico (azul) de Passiflora foetida

Conclusiones

Los cromatogramas HPLC y los espectros de FTIR
son herramientas ttiles para evaluar la calidad de
los medicamentos a base de hierbas, considerando
globalmente sus multiples constituyentes quimicos.
En este caso, los espectros HPLC indican que P,
caerulea contiene cuatro C-glicosilflavonas (vitexi-
na, isovitexina, orientina e isoorientina), tanto en el
EA como en el EM; por su parte, el EA de P, foetida
presenta vitexina, isovitexina y orientina, mientras
que su EM solo contiene vitexina e isovitexina.

Los espectros de FTIR también muestran diferen-
cias cualitativas sustanciales; que evidencian mayor
presencia de compuestos oxigenados en el EM que
en el EA de ambas especies, ya que la relacion CO/
CH es mayor; por otra parte, la cantidad de com-
puestos oxigenados extraidos es comparativamente
mayor en P. caerulea que en P. foetida.

Los resultados obtenidos aportan herramientas
para la caracterizacion de las drogas crudas y los
medicamentos herbarios que contengan Passiflora
caerulea y P. foetida, dos especies frecuentes en
la region, y por lo tanto, facilitan su control de
calidad.
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Resumen

El género Senecio (Asteraceae) esta representado en la Argentina por alrededor de 270 especies; la mayor
parte se encuentra en la cordillera de los Andes y en la Patagonia. Senecio subpanduratus O. Hoffm. es una
especie endémica, no palatable, que se encuentra en el estrato arbustivo-subarbustivo que bordea los mallines
analizados en el departamento Escalante, al SE de la provincia de Chubut. Se realizaron estudios para la
caracterizacion anatomica foliar, cuantificacion de tamaiio, contenido de materia seca, area foliar especifica,
dureza y screening fitoquimico. Las hojas de S. subpanduratus, glabras, presentaron una espesa cuticula,
paredes tangenciales externas gruesas y estomas en ambas epidermis, levemente hundidos, con reborde
cuticular. Los canales secretores esquizogenos se encontraron asociados al floema de los haces vasculares
mayores. Los valores de dureza eran elevados y, en consecuencia, bajos de area foliar especifica. El analisis
fitoquimico cualitativo evidencio la presencia de polifenoles, taninos, flavonoides, cumarinas, antraquinonas,
terpenoides y esteroides. La informacidn obtenida respalda el caracter no palatable de la especie.

Anatomical, morphofunctional and chemical characters of leaves
of Senecio subpanduratus (Asteraceae)

Summary

The genus Senecio (Asteraceae) is represented in Argentina by about 270 species, mostly in the Andes and
Patagonia. Senecio subpanduratus O. Hoffm. is an endemic species, non-palatable, represented in the shrub-
subshrub stratum bordering the marshlands analyzed in Escalante Department, Southeast of Chubut Province.
Studies of foliar anatomical characterization, foliar size quantification, dry matter content, foliar specific area,
hardness, and phytochemical screening, were performed. The glabrous leaves of S. subpanduratus showed
thick cuticle and outer tangential walls, stomata on both epidermis, slightly sunken, with cuticular ledge.
Schizogenous secretory channels were found to be associated with the phloem of the higher vascular bundles.
Values of hardness were detected to be high and, thus, low of foliar specific area. Qualitative phytochemical
analysis showed the presence of polyphenols, tannins, flavonoids, coumarins, anthraquinones, terpenoids,
and steroids. The results obtained support the non-palatability of the species.

Palabras clave: Senecio - Patagonia - endemismo.
Key words: Senecio - Patagonia - endemism.
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Introduccion

El género Senecio (Asteraceae), uno de los mas ricos
de las plantas vasculares, registra en la Argentina
alrededor de 270 especies, la mayor parte en la
cordillera de los Andes y en la Patagonia (Cabrera,
1969). Se caracteriza por la presencia de brécteas
involucrales libres, y presenta papus formado por
pelos simples o plumosos.

Su uso medicinal es reconocido desde muy anti-
guo (Huacuja Gonzalez, 1995; Martinez Crovetto,
1964; Verettoni, 1993; Barboza y col., 2006) asi
como su toxicidad (Ragonese, 1984; Gallo, 1979;
Romero y col., 2003). En relacion con la anatomia,
las caracteristicas generales fueron descriptas por
Metcalfe y Chalk (1979); mientras que Pyykko
(1966), Feijoo y col. (2005) y Arce y col. (2010)
investigaron otras especies del género.

Senecio subpanduratus O. Hoffm. pertenece a la
Sec.: Xerosenecio Cabr.: Ssec.: Microcephali Cabr.
Es un arbusto bajo, ramoso, glabérrimo, de cerca de
0,5 m de altura. Las ramas son erectas, redondeadas,
costadas, hojosas hasta la inflorescencia. Las hojas
inferiores son densas obovado-espatuladas u oblan-
ceolado-espatuladas, agudas, atenuadas en un corto
seudopeciolo en la parte inferior, irregularmente
dentadas en el margen. Las hojas superiores son
distantes, oblongas, agudas en el apice y ensanchadas
y semiabrazadoras en la base, enteras o dentadas.
Los capitulos son numerosos, discoides, dispuestos
en cimas corimbiformes laxas en los extremos de
las ramas. El involucro es acampanado, caliculado,
con pocas bracteolas del caliculo lineales; bracteas
involucrales 14-20, lineales, agudas. Las flores son
numerosas, amarillas, isomorfas, todas hermafrodi-
tas, con corola tubulosa. Los aquenios son cilindroi-
des, costados, cortamente papiloso-pubescentes. El
papus es blanco.

Esta especie endémica, no palatable, vegeta en
la Patagonia austral y en Tierra del Fuego (Cabrera,
1969). Integra el estrato arbustivo-subarbustivo y
bordea los mallines en el departamento Escalante, al
SE de la provincia de Chubut; ha sido considerada
en estudios integrales de la biodiversidad vegetal
de ambientes productivos de la region patagonica
(Gratti y col., 2010; 2012). No se registran antece-
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dentes de estudios morfoanatomicos, y en cuanto
a los fitoquimicos, Naspi (2009) informa sobre la
presencia de terpenoides.

El objetivo de este trabajo fue determinar la
anatomia foliar de Senecio subpanduratus, describir
las caracteristicas morfofuncionales e identificar los
principales componentes quimicos.

Materiales

El material fue colectado en primavera, en el esta-
blecimiento La Makina, departamento Escalante,
Provincia de Chubut, en época de floracion. El ejem-
plar de referencia 28-12-09, HRP 7259 se encuentra
depositado en el Herbario Regional Patagénico de
la Facultad de Ciencias Naturales, de la Universidad
Nacional de la Patagonia San Juan Bosco.

Métodos

Se recolectd material de cinco individuos, selecciona-
dos al azar entre los de tamafo medio. Se realizaron
estudios anatdmicos sobre material fresco y con-
servado en FAA (formol-alcohol etilico-agua-acido
acético: 10-50-35-5) utilizando técnicas tradicionales
(D’ Ambrogio, 1986; Gattuso y Gattuso, 1999), re-
gistro de imagenes con microscopio optico (MO) y
mediciones con software especifico. La identificacion
de los caracteres morfofuncionales se realizé me-
diante la caracterizacion de los parametros foliares:
tamafio, contenido de materia seca (CMSF) y area
foliar especifica (AFE), (Cornelissen y col., 2003).
El screening fitoquimico se realizé sobre las partes
aéreas desecadas al aire y pulverizadas, aplicando
técnicas convencionales (de Abreu Matos, 2009). Los
datos se analizaron con las funciones media y desvio
estandar en una planilla de calculo Excel.

Resultados

Los caracteres cuantitativos en transeccion foliar
de las plantas estudiadas se presentan en la tabla 1
y la figura 1.
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Figura 1.- Anatomia foliar y caulinar de Senecio subpanduratus

A: detalle de haz vascular central (10x); B: margen foliar en hoja joven (10x); C: detalle de haz vascular en hoja adulta
(40x); D: detalle de estoma (40x); E: anatomia caulinar (10x); F: detalle de canal esquizogeno (40x).
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La hoja en seccidn transversal presenta mesoéfilo
homogéneo, haces vasculares en nimero de 21 a 26
(30), con el haz vascular central bien desarrollado
y numerosos haces muy pequefios. Por debajo de
los haces vasculares de mayor tamaiio se ubican los
canales secretores esquizogenos. El tejido de sostén
esta ausente, a excepcion del colénquima presente
en la zona de la nervadura media, hacia la cara
abaxial. Las hojas son anfiestomaticas, con estomas
levemente hundidos y con reborde cuticular.

El espesor promedio de la hoja es de 374,30 +
27,70 pm. Las células de la epidermis registran pare-
des externas gruesas, con un espesor de 8,64 + 1,70
um en seccion transversal y la cuticula presenta un
espesor de 4,80 um alrededor de toda la seccion.
Los caracteres morfofuncionales determinados se
registran en la tabla 2.

Los compuestos identificados en la caracterizacion
fitoquimica cualitativa se presentan en la tabla 3.

Se comprobo la presencia de flavonoides de tipo
flavona, flavonol, flavanona, flavanonol, leucoanto-
cianidinas y catequinas. Asimismo, se verifico la pre-
sencia de cumarinas y de esteroides y triterpenos.

Discusion y conclusiones

Lahoja de Senecio subpanduratus es glabra, presenta
en ambas epidermis una cuticula espesa, las paredes
tangenciales externas son gruesas y los estomas, hun-
didos con reborde cuticular. La presencia de tejido de
sostén es escasa o nula. Coincide con la descripcion
realizada por Pyykko (1966), Feijoo y col. (2005) y
Arce y col. (2010) para otras especies de Senecio,
con estomas presentes en ambas epidermis y haces
vasculares acompafiados por canales secretores.
Los atributos determinados exteriorizan respues-
tas al ambiente, lo que concuerda con lo informado
por Diaz y Cabido (2001) y Lavorel y col. (2007).
Los resultados del analisis fitoquimico preliminar
coinciden con lo informado por Naspi (2009) sobre
terpenoides. La presencia de fenoles es comparable a
los datos obtenidos por Cavagnaro y col. (2003) para
Senecio filaginoides. Con respecto a la ocurrencia
de flavonoides, Emerenciano y col. (2001) en su
estudio sobre el significado quimiotaxonémico de
flavonoides en Asteraceae, cita diferencias entre las
distintas tribus, e informa a la tribu Senecioneae, que

Tabla 1.- Caracteres cuantitativos en transeccion foliar de Senecio subpanduratus

Epidermis (espesor)

Transeccion
CélL epidérmica

Pared externa

Clorénquima
Cuticula

374,30 + 27,70 31,92 +5,90

8,64 +1,70

4,80 + 0,01 301,15+ 32,30

Todos los valores estan expresados en um y corresponden a media + 1 DS.

Tabla 2.- Atributos morfofuncionales foliares de Senecio subpanduratus

Tamaiio foliar AFE CMSF Dureza (peso especifico)
mm? mm?*/mg mg/g mg/mm?
12,51 £3,19 0,73 £0,43 162,73 + 36,46 1,74 £0,72

Todos los valores estan expresados en pm y corresponden a media + 1 DS.
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Tabla 3.- Analisis cualitativo de metabolitos secundarios
en Senecio subpanduratus

Metabolito Ensayo Respuesta
Polifenoles Folin-Ciocalteu +
Gelatina -
Taninos FeCly +
Ferrocianuro de K -
Shinoda +
HzSO4(C) +
Flavonoides Alcalis +
Rosenheim +
Catequinas +
Cumarinas Reaccion con T+
hidroxido de amonio
Dragendorff -
Alcaloides Mayer -
Wagner -
Extracto etandlico -
Saponinas
Norma Iram 37501 -
Antraquinonas  Borntraeger ++
Glicosidos Reaccion de .
cianogenéticos Guignard
Glicosidos Reactivo de Baljet -
cardiotonicos
Lieberman-Burchard +
Terpenos /
Esteroides .
Salkowski +

incluye a Senecio subpanduratus, con un registro
menor de estos compuestos.

Se generd informacion original sobre la ana-
tomia foliar de la especie S. subpanduratus; se
determino en los analisis valores elevados de dureza
y en consecuencia, bajos de AFE. Los grupos de
metabolitos secundarios detectados no se encuentran
registrados en la literatura consultada y fundamenta
la continuidad de su evaluacion con el fin de identi-
ficar los compuestos presentes.

La informacion producida resulta un aporte al
conocimiento de la biodiversidad regional y tiene
especial relevancia debido al estatus de especie
endémica.
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