AMBIOCIENCIAS - Revista de Divulgacidn Cientifica

SIGUIENDO LA PISTA

Actividad alelopatica de la cafeina en plantulas de trigo y
lenteja

Isabel Maniega Cuadrado!, Ramén Molero Llamazares?, Ana Perea Martinez3 y
Raquel Pérez Garcia“.

Facultad de C.C. Biologicas y Ambientales. Universidad de Ledn. Alumnos de 5°
curso de Biologia (curso 2008-09).

(bioimcOl@estudiantes.unileon.es)?, (biorml0O0@estudiantes.unileon.es)?,
(bioapmOl@estudiantes.unileon.es)3, (biorpg00@estudiantes.unileon.es)4

La cafeina es un alcaloide que posee efectos aleloquimicos y autotoxicos. En el
presente trabajo se ha extraido cafeina de hojas de té, utilizando agua caliente
alcalinizada con CaCO3, extracciéon con diclorometano y precipitacion en
mezcla de acetona caliente-hexano, y se ha comprobado la pureza de la cafeina
extraida mediante técnicas cromatogréaficas y espectrofotométricas. Con el
extracto obtenido se ha llevado a cabo un ensayo para valorar el efecto que
gjerce este alcaloide sobre ciertos parametros de crecimiento en trigo y lenteja.
Mediante este procedimiento se pudo observar que la cafeina inhibia el
crecimiento, tanto de la raiz como del tallo, en ambas especies, en un rango
amplio de concentraciones, aunque este efecto fue mayor en las raices.

Introduccion

La cafeina, 1,3,7-trimetilxantina (Figura 1), es el principio activo
mayoritario de las hojas de té y de las semillas de café, y se encuentra también en
las hojas de mate y en las semillas de cacao, entre otras especies. Aunque es mas
abundante en los 6rganos citados, se sintetiza y se acumula en toda la planta. Se
descubrio en las semillas y hojas del café en 1820 (Pacheco y Pohlan, 2005).
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Figura 1. Estructura de la cafeina.
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Desde una perspectiva farmacoldgica, la cafeina es un estimulante. En dosis
moderadas promueve efectos positivos como estimulador del sistema nervioso
central, del musculo cardiaco y del sistema respiratorio. En exceso produce
nerviosismo, irritabilidad, insomnio, temblores musculares y arritmia cardiaca.
Puede llegar a provocar dependencia y a ser toxica, aunque su dosis letal (DL50,
dosis que provoca la muerte en el 50% de los individuos) es de 105 mg por kg de
peso corporal en ratas. Se ha estimado que la DL50 para el ser humano se
encuentra entre 150 y 200 mg por kg de peso corporal (Peters, 1967), lo cual
supone el consumo de unas 80-100 tazas de café en un periodo de tiempo
relativamente breve.

En las plantas este alcaloide suele actuar como antialimentario,
antimicrobiano y alelopatico. El objetivo de este estudio es desarrollar un método
para obtener cafeina purificada a partir de hojas de té, con el fin de analizar su
posible efecto alelopatico sobre el crecimiento de plantulas de trigo y lenteja.

Figura 2. Plantacion de té de la India (izquierda) y hojas
secas de té negro de la India (derecha).

Material y métodos
Extraccion de la cafeina

Para extraer la cafeina se utilizaron hojas secas de té negro de la India
(Figura 2). Como en la mayor parte de las extracciones de metabolitos
secundarios, el principal problema que se plantea es separar el metabolito objeto
de interés de los muchos otros con los cuales viene mezclado.

En un matraz se colocaron 12,5 g de hojas de té secas, 5 g de CaCOs3 (de este
modo se formaron sales calcicas de los compuestos no deseados, que quedaron en
la fase acuosa) y 125 ml de agua. La mezcla se calenté durante 30 minutos con
agitacion y, tras interrumpir el proceso, se decanté la mayor parte del
sobrenadante y el resto se filtré.

El decantado vy el filtrado se reunieron en un embudo de decantacion y se
extrajeron con 25 ml de diclorometano. Tras dejarlo reposar, se separaron las fases
organicay acuosa, y se filtro la fase organica a traves de sulfato magnésico anhidro.
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Se repitid la extraccion de la fase acuosa con otros 25 ml de diclorometano, que a
su vez se volvié a secar con sulfato magnésico anhidro. Se juntaron las fases
organicas en un matraz de fondo cénico, y el disolvente (diclorometano) se eliminé
a presion reducida en un rotavapor. Como resultado se formé un residuo
blanquecino adherido a la pared del matraz, que se recristalizd utilizando la
técnica de mezcla de disolventes. Para ello se disolvié en unos pocos mililitros de
acetona caliente, y a continuacion se afadié, gota a gota, hexano hasta que
aparecio turbidez. La disolucion se enfrié en un bafio de hielo, y el producto se
recogio6 por filtracion a vacio.

Valoracion del grado de pureza de la cafeina extraida
Valoracién cualitativa

Se realiz6 mediante una cromatografia en capa fina (TLC). Este método
separa los compuestos de una mezcla por la diferente afinidad de éstos, ya sea a la
gel de silice (componente de la placa) o a la fase movil. Se empled una placa de gel
de silice G (Sigma) de 12 cm de largo por 9 cm de alto, y se utiliz6 como fase mévil
cloroformo-metanol en una proporcién 9:1. La cafeina purificada se disolvio en
metanol (7,5 mg/ml). Como estandar se utilizé una solucion de cafeina comercial
(Sigma) en metanol (7,5 mg/ml). Se emplearon ademas como muestras de
referencia cafeina purificada de café y otra muestra de cafeina purificada de té.

Se colocaron 20 uL de cada una de las muestras de cafeina sobre la placay,
después de dejarlas secar, se coloco la placa dentro de una camara de vidrio, en
cuyo interior habia cloroformo-metanol en una proporcién 9:1. Al cabo de tres
horas se examino la placa bajo luz ultravioleta y se marcaron las manchas que se
observaron.

La placa se sumergié brevemente en una bandeja que contenia una solucién
de &cido sulfarico al 10% en etanol y se calentd en estufa a 80°C hasta que se
desarrollaron completamente los colores.

Valoracién cuantitativa

Se realizd una recta patron con concentraciones conocidas de cafeina
comercial (25,8 - 386,6 uM), midiendo su absorbancia a 254 nm, y se extrapold
sobre ella el valor de la concentracion de tres muestras de cafeina purificada
disueltas en metanol.

A partir de la solucién de cafeina comercial utilizada en la valoracion
cualitativa (7,5 mg/ml) se llevaron a cabo las distintas diluciones en metanol
utilizadas en la investigacion.
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Determinacion de la actividad alelopatica de la cafeina

El ensayo se realizo sobre dos especies modelo, una monocotileddnea (trigo)
y una dicotiledonea (lenteja). Las pruebas de alelopatia se hicieron en bandejas de
plastico que contenian papel de filtro completamente humedecido con un volumen
(4 a 8 ml) de una solucién prueba (distintas concentraciones de cafeina disuelta en
agua en el rango 105 - 5 x 103 M). Cinco bandejas de plastico, cada una
conteniendo 20 semillas (10 de trigo y 10 de lenteja), fueron incubadas en
oscuridad a 25 ©C, y se determinaron a los 5 dias las longitudes de la raiz y de la
parte aérea de las plantulas. En el caso de las plantulas de trigo, se midio
Unicamente la longitud de la raiz mas larga de cada plantula.

Resultados
Purificacion de la cafeina

Se obtuvieron 42,4 mg de cafeina a partir de 12,5 g de hojas de té. El
rendimiento obtenido fue muy bajo.

Valoracién del grado de pureza de la cafeina

En la cromatografia en capa fina (TLC), bajo luz ultravioleta, se observo una
Gnica mancha que migra con un Rf proximo a 1, semejante al de la cafeina
comercial (Figura 3).

Teniendo en cuenta el alto
grado de pureza de la muestra, se
llev6 a cabo wuna valoracion
cuantitativa mediante  espectro-
fotometria. La ecuacion de la recta
patron resultante fue y = 0,0037x-
0,0104, y el coeficiente de
correlacion de 0,9987. Segun estos
 datos, la pureza de la muestra fue
practicamente del 100%.

Figura 3. TLC de (izda. a dcha.)
~ cafeina comercial (Sigma), cafeina
| extraida de café, cafeina extraida de
té, nuestra cafeina  extraida
concentrada y nuestra cafeina
extraida diluida.
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Determinacion de la actividad alelopética

Para determinar la actividad alelopatica utilizamos diferentes
concentraciones de nuestra muestra de cafeina (10> - 5:10-3 M), y una solucion
control de cafeina comercial (Sigma) 10-3 M. No se apreciaron diferencias entre los
resultados obtenidos con cafeina comercial o cafeina purificada, ambas a una
concentracion 10-3 M.

Comercial
510 M

Comercial
1102 M
Figura 4. Crecimiento de plantulas de trigo en presencia de
diferentes concentraciones de cafeina.

Control

Comercial Comercial

Figura 5. Crecimiento de plantulas de lenteja en presencia
de diferentes concentraciones de cafeina

La germinacion de las semillas de trigo y lenteja no quedé afectada por la
cafeina, en el rango de concentraciones ensayado.

Sin embargo se observo claramente que la cafeina inhibi6 el crecimiento,
tanto de la raiz como del tallo, en ambas especies (Figuras 4 y 5). Las raices de las
plantulas sometidas a las concentraciones mas altas del inhibidor adquirieron un
aspecto mazudo.

El efecto fue mayor a medida que aumentd la concentracién de cafeina. Para
corroborarlo, se realizo el célculo de la Isp (Figuras 6 y 7) siendo éste de 2,5 x10-3
My 8,0-10-4 M para tallo y raiz de trigo, y de 2,0-10-3M y 10-3 M para tallo y raiz de
lenteja respectivamente. De este modo se comprobo que la cafeina resulté ser méas
toxica sobre el crecimiento del tallo con respecto al de la raiz, ya que se necesitaron
concentraciones de cafeina mas bajas para afectar a las raices que al resto de
organos.
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También se observo que a bajas concentraciones (105 M) este aleloquimico
promovio el crecimiento del tallo de plantulas de trigo y de la raiz de plantulas de
lenteja.
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Figura 6. Longitudes de la raiz mas larga (A) y del tallo (m)
de plantulas de trigo, expresadas como porcentaje de
crecimiento con respecto el control, en funcion de la
concentracion de cafeina. Se representa la media =
desviacion tipica (n = 10).

Lenteja
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Figura 7. Longitudes de la raiz (A) y del tallo (m) de
plantulas de lenteja, expresadas como porcetanje de
crecimiento con respecto el control, en funcién de la
concentracion de cafeina. Se representa la media %
desviacion tipica (n = 10).

Discusion

El método utilizado para la extraccion proporcion6 cafeina con un grado de
pureza del orden del 100%. El rendimiento fue bajo, ya que la concentracion de
cafeina en hojas de té es del orden del 3% (Cloughley, 1982). No obstante, hay que
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tener en cuenta que el protocolo seguido no iba orientado a extraer la mayor
cantidad posible de cafeina, sino cafeina de un alto grado de pureza.

Se observa claramente que la cafeina inhibe el crecimiento, tanto de la raiz
como del tallo, en ambas especies. Sin embargo, se requieren concentraciones de
cafeina mas bajas para afectar a las raices que al resto de érganos [trigo: Iso (raiz):
8,0 x104 M; lenteja: Iso (raiz): 10-3 M]. Otros estudios realizados con semillas de
arroz reflejan que la cafeina inhibe més el crecimiento de las raices que de los
tallos, aunque la acumulacion de cafeina fuera similar en ambos &rganos.
Aparentemente, los tallos tienen mecanismos mas eficientes que las raices para
mantener el crecimiento en presencia de cafeina (Smyth, 1992).

Ademas, las raices presentaron un aspecto mazudo. Esto puede ser debido a
que la cafeina inhibe la mitosis en las raices (Rizvi y Rizvi, 1987; Suzuki y Waller,
1987). Este efecto alelopatico puede tener un sentido adaptativo importante para
las plantas que producen y liberan cafeina al suelo, ya que podria afectar al
crecimiento de la raiz de las plantas competidoras adyacentes y reducir el acceso
de éstas a nutrientes y agua (Friedman y Waller, 1983).

La promocion del crecimiento del tallo de plantulas de trigo y de la raiz de
plantulas de lenteja a bajas concentraciones de cafeina (10> M) puede
interpretarse como un fendmeno de hormesis (Schabenberger et al., 1999;
Cedergreen, 2008), observado en otros sistemas, debido a la potenciacién de los
sistemas de defensa, por ejemplo frente a destoxificacion de xenobidticos.

En resumen, se pudo apreciar que la cafeina produce un efecto alelopatico,
inhibiendo el crecimiento tanto del tallo como de la raiz, en la monocotiledonea y
en la dicotiledénea estudiadas. Este efecto fue mas pronunciado en las raices,
sobre las cuales ademés ejercio un cambio morfologico, confiriéndolas una
apariencia mazuda. Por tanto la hipétesis planteada sobre la presencia de efecto
alelopatico de la cafeina sobre plantulas de trigo y lenteja se ve claramente
aceptada.
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