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Las plantas contienen metabolitos primarios y secundarios que dan caracteristicas
importantes a cada una de las especies y les permiten su supervivencia; En estudios
del género Chromolaena se han encontrado metabolitos activos como
sesquiterpenos, triterpenos, flavonoides y acidos grasos (Dominguez, 2002).

La Chromolaena tacotana, contiene diferentes metabolitos secundarios, dentro de
los cuales estan los flavonoides, compuestos de interés en este estudio, ya que
éstos se caracterizan por ser captadores de radicales libres (Brochet, 2009).

A las hojas de la Chromolaena tacotana, se les hizo una extraccion en Soxhlet con
diclorometano (CH2Cl2) posteriormente los compuestos fueron aislados por
cromatografias en columna y eluidas con solventes de diferente polaridad (CHCIs;
CHCI3:MeOH, MeOH), para su identificacion se hicieron cromatografias en capa fina
y pruebas cualitativas como shinoda y cloruro férrico, se elucidaron estructuralmente
por HRMN, 3CRMN y UV, donde se encontraron los siguientes flavonoides:
(Ctl) 3, 5, 4 -trihidroxi-7-metoxiflavona, (Ct2) 3,5,8-trihidroxi-7,4 dimetoxiflavona
o 3,5,7-trihidroxi-8,4" dimetoxiflavona, (Ct3) 4°,5-dihidroxi-7-metoxiflavanonol y
(Ct4) 5,7 ,3",4’-tetrahidroxi-3-metoxiflavona.

A cada flavonoide se le determiné la actividad antioxidante por los métodos DPPH®*
y ABTS**, se utiliz6 como control positivo quercetina y trolox respectivamente y se
obtuvo como resultados para el método de decoloracion del radical ABTS**, que el
flavonoide con mayor actividad antioxidante fue el (Ct4) 5,7, 3,4 -tetrahidroxi-3-
metoxiflavona con un ICso de 2,13 mg/L en comparacion con el control trolox que
arrojé un ICsp de 3,05 mg/L ,seguido por(Ct2) 3, 5, 8-trihidroxi-7,4"-dimetoxiflavona
o 3,5,7-trihidroxi-8,4 dimetoxiflavona,con 3,51 mg/L , el (Ctl1)3,5,4 trihidroxi-7-
metoxiflavona con un valor de 6,26 mg/L y (Ct3)4",5 dihidroxi-7 metoxi-flavanonol
con valore de ICso de 33,94 mg/L con el ensayo DPPH* el que mayor inhibicion del
radical presento fue el flavonoide(Ct4), seguido por (Ct2) y (Ctl) con valores de ICso

de 2,51, 4,85y 6,46 mg/L respectivamente.
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Ctl: 3,5,4 -trihidroxi-7-metoxiflavona

Ct2: 3,5,8-trihidroxi-7-4"dimetoxiflavona.
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EtOH: Etanol

INTRODUCCION.

Las plantas para su supervivencia contienen sustancias denominadas metabolitos
primarios: carbohidratos, proteinas y grasas y metabolitos secundarios como
cumarinas, aceites esenciales, flavonoides, alcaloides, terpenos, etc, que le dan

propiedades especificas a cada una de las especies.
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En estudios del genero Chromolaena se han encontrado metabolitos activos como
terpenos entre los cuales estan los sesquiterpenos vy triterpenos, flavonoides y
acidos grasos de tipo prostaglandina (Dominguez, 2002). También se han aislado
alcaloides pirrolizidicos (Biller et al. 1.994), acidos fendlicos y cumarinas. (Espitia,
1.992).

Los metabolitos secundarios de interés en la Chromolaena tacotana, son los
flavonoides, ya que éstos se caracterizan por dar a la planta capacidad
antioxidante, atrapando moléculas y radicales libres (Brochet, 2009) que se generan
en el organismo humano muy féacilmente, por las actividades realizadas, los
radicales libres son generados en reacciones bioquimicas que se desarrollan en
nuestro cuerpo y que producen especies reactivas de oxigeno (Alvarez et al. 2.008).
Estos radicales libres al no ser eliminados pueden causar enfermedades
neurodegenerativas, cardiovasculares, cancer, diabetes, alzhéimer, parkinson, e

inflamaciones causadas por el envejecimiento celular.

Es de gran importancia el estudio de nuevas especies que contengan metabolitos
secundarios con actividad antioxidante, ya que Colombia atraviesa por una crisis de
79.660 personas afectadas por dia a causa de enfermedades como el cancer que
estan asociadas a la deficiencia de antioxidantes (World Health Organization, 2015),
con estos estudios se pueden plantear soluciones como la implementacién de
productos o sustancias con alta capacidad antioxidante para la elaboracion de
medicamentos, suplementos vitaminicos y/o uso en las dietas diarias de las
personas, asi disminuir los radicales libres presentes en el cuerpo que son
bioquimicamente la causa de las enfermedades antes mencionadas. De acuerdo a
lo anterior se plantea la siguiente pregunta problema: ¢Qué flavonoides se
encuentran presentes en los extractos de las hojas de Chromolaena tacotana y cual

es su capacidad antioxidante?
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1. OBJETIVOS.

1.1. Objetivo General.

Evaluar la actividad antioxidante de flavonoides presentes en las hojas de
Chromolaena tacotana (Klatt) R.M. King & H. Rob.
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1.2. Objetivos Especificos.

1.2.1. Obtener el extracto de las hojas de C tacotana con diclorometano

1.2.2. Aislar, purificar e identificar los flavonoides presentes en los extractos de las
hojas de C tacotana.

1.2.3. Determinar la actividad antioxidante de los flavonoides identificados en los

extractos de las hojas de C tacotana por los métodos DPPH® y ABTS**

2. MARCO TEORICO.

2.1. Aspectos botéanicos.

2.1.1. Clasificacién taxon6mica.
REINO: Plantae

FILUM: Magnoliophyta
CLASE: Magnoliopsida

ORDEN: Asterales
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FAMILIA: Asteraceae

TRIBU: Eupatorieae

SUBTRIBU: Praxelinae

GENERO: Chromolaena

ESPECIE: Chromolaena tacotana (Klatt) R.M. King & H. Rob.

2.1.2. Descripcién y consideraciones botanicas.

La Chromolaena tacotana (Figura 1) es un arbusto que puede alcanzar los 2.5 m de
altura. Se puede localizar entre los 900-2.350 msnm en la region Andina en los
departamentos de Antioquia, Boyacd, Cundinamarca, Huila, Norte de Santander,
Santander, Tolima, Valle del Cauca, en la region Caribe en los departamentos de
Bolivar, César, la Guajira y en la region Pacifica en Narifio y Cauca.

Los nombres comunes alrededor de Colombia donde se encuentra localizada la
Chromolaena tacotana son “almoraduz”, “chicharron”, “chicharréon morado”,
“chilquilla”, “chucha”, “kite sey”, “mastranto”, “salvia negra”, “salvia morada”,
“sanalotodo” y “restrentina”.

Se caracteriza por tener ramas algunas veces con corteza vino tinto en vivo o en
seco, hojas pecioladas, envés piloso largo y denso o lanoso, venas principales
asimétricas y a veces con tonalidad violeta o vino tinto, venas secundarias
reticuladas o ascendentes, venacion impresa por la haz y prominente por el envés,
tiene abundantes glandulas refringentes en ramas y hojas, sin florescencias con

capitulos generalmente sésiles. (Rodriguez et al. 2.014)
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Figura 1. Ejemplar seco Chromolaena
tacotana (Klatt) R.M. King & H. Rob.

2.2. Caracteristicas de los flavonoides

Los flavonoides son metabolitos secundarios provenientes de los vegetales, derivan
de la ruta del &cido shikimico y policétidos, se encuentran principalmente en hojas,
flores y frutos.

Su estructura basica es de 15 atomos de carbono tipo C6-C3-C6, con dos anillos
aromaticos denominados A y B unidos por una cadena C3 ciclada por un oxigeno

denominada anillo C (Figura 2) (Carrion et al. 2.010)

3
2 S, 4
8 1'| B
7 0.2 =8
C 6
b 3
] 4

Figura 2. Estructura quimica general para flavonoides

Los flavonoides son benéficos para el organismo humano porque lo protegen de
agentes oxidantes como rayos ultravioleta, sustancias quimicas en alimentos,
contaminantes ambientales, que son negativos para la salud, el metabolismo
humano no esta en capacidad de producir dichas sustancias.

La actividad antioxidante en los flavonoides esta dada por su estructura quimica, ya
gue contiene grupos hidroxilo fendlicos que les confiere excelentes propiedades

guelantes con el hierro y diferentes metales de transicion (Bohm, 1.998) también
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presenta caracteristicas de inhibicion de oxidasas (Groot et al. 1.998) y enzimas

(Lindahl et al. 1.997) evitando produccion de especies reactivas de oxigeno.

2.3. Estudios Quimicos del género Chromolaena

En los estudios del genero Chromolaena se han encontrado metabolitos activos

como terpenos entre los cuales estan los sesquiterpenos y triterpenos, flavonoides

(Tabla 1), &cidos grasos de tipo prostaglandina como el &cido-8-[3-Oxo-2-(pent-2-

en-1-il) ciclopent-1- enil]-octanoico. (Dominguez, 2002), alcaloides pirrolizidicos

(Biller et al. 1.994), &cidos fendlicos y cumarinas. (Espitia, 1.992).

Tabla 1. Flavonoides presentes en especies del género Chromolaena

ESPECIE FLAVONOIDE ESTRUCTURA
Chromolaena | 3,5-dihidroxi-7-
leivensis y | metoxiflavanona 0 0 /©
Chromolaena | (Alpinona) H3C/
tacotana (Rodriguez et al. 2.005) [ OH
OH
Chromolaena | 3,5-dihidroxi-7-
leivensis y | metoxiflavona o} 0 /@
Chromolaena | (Izalpinina) H3C/ |
tacotana (Rodriguez et al. 2.005) i OH
OH
Chromolaena | 5-hidroxi-7-
tacotana metoxiflavona 0 o /@
(Tectocrisina) HsC |
(Rodriguez, 2.008) I
OH g
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Chromolaena

5,7-dihidroxiflavanona

tacotana. (Pinocembrina). =
Chromolaena (Rodriguez, 2008) |
o HO .~ -0 i
pseudoinsignis. | (Bohlmann et al. 1.982).
y Chromolaena e
chasleae. OH [|:!|
Chromolaena | 4’-hidroxi-5,6,7- CH, OH
Odorata trimetoxi flavanona. o/ ] /©/
(Barua et al. 1.978)
ch\o
o}
HaC”
Chromolaena 2'-hidroxi-3,4,4'5',6'- OCH4
Odorata pentametoxichalcona OCH, CHs QCH;
|
(Barua et al. 1.978) H.CO KKD | P
i
oH [|:!.
Chromolaena rhamnocitrina (5,4'- 2 OH
subscandens dihidroxi-7- HCO fﬂ | P
metoxiflavonol) | =
(Guzman et al. 2.008) e ” on
OH ©
Chromolaena | sakuranetina (5,4- OH
subscandens dihidroxi-7- o . /©/
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Chromolaena

2°,6"dihidroxi-4"-

| I
perglabra metoxichalcona HAC-0 _
(Rodriguez, 2.008)
Chromolaena | 3,5,4’-trihidroxi-7- O
perglabra metoxiflavona HACO e
(Rodriguez, 2.008)
Chromolaena 573,4- HO
perglabra tetrahidroxiisoflavona |
(Rodriguez, 2.008) o=
e OH
OH
Chromolaena 5,3 -dihidroxi-6,7,4'- OH
arnottiana trimetoxiflavona CH, O, cH
. | 3
(Gutiérrez, 1.995) o
7
H,C
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Chromolaena | 5-hidroxi-6,7,3",4"- H3C
o}
arnottiana tetrametoxiflavona o
L, CH S
(Gutiérrez, 1.995) |3 CH,
O o)
i ||
Chromolaena | 5-hidroxi-6,7,3",4",5- H3C
o)
arnottiana pentametoxiflavona o
o CHs “CH
(Gutiérrez, 1.995) | 3
o o __CHy
‘ o)
v ||

2.4. Actividad antioxidante

Hay compuestos que presentan capacidad para inhibir, retardar o interrumpir
reacciones de oxidacién llamados agentes antioxidantes, estos actian deteniendo
procesos que se generan por radicales libres que son los responsables de dafios
fisicos en los tejidos, el consumo de estos agentes previene frente a enfermedades
cardiovasculares, degenerativas, de envejecimiento prematuro, arterioesclerosis,
etc. (Melnyk et al 2.011)

2.4.1. Ensayo de captacién de radicales con DPPH* (1,1-difenil-2-
picrilhidrazina):

Ensayo de captacibn de radicales (Brand et al. 1.995) método usado
frecuentemente en pruebas con plantas; el DPPH® es un radical estable que
reacciona con compuestos donadores de hidrogeno y asi en presencia de una
sustancia antioxidante cambia su color de morado a amarillo. (Figura 3), mostrando
actividad antioxidante por la disminucion en la absorcion medida a una longitud de
onda de 517nm (Blois, 1.958)
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Figura 3. Estructura del DPPH* antes y después de la reaccion con un antioxidante (Alam, 2.012)

2.4.2. Ensayo de captacion de radicales con ABTS** (Acido 2,2"-azino-bis-3-
etilbenzotiazolin-6- sulfénico)

La medicion de la actividad antioxidante por medio del ensayo ABTS** permite medir
la actividad de compuestos hidrofilicos y lipofilicos, este ensayo es basado en la
transferencia de electrones, generando una reaccion redox con el oxidante.
Mediante la reaccion del ABTS y el persulfato de potasio se obtiene el croméforo
ABTS** verde-azul, el cuél presenta tres maximos de absorcion a las longitudes de
onda 645nm, 734nm y 815nm. La reduccion a ABTS** se produce al adicionar
antioxidantes al radical pre-formado (Figura 4). Dependiendo de la concentracion,
tiempo y el valor correspondiente al estdndar se puede determinar el grado de

decoloracion y el porcentaje de inhibicion del radical cation ABTS** (Tovar, 2.013)
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Figura 4. Estructura del ABTS++ antes y después de la reaccion con un antioxidante (Zuleta et al.

2.009).

2.5. Estudios de actividad antioxidante en el género Chromolaena

Afolabi en el afio 2007 realizo la actividad antioxidante al extracto metandlico
de las hojas de Chromolaena Odorata; obtuvo como resultado un valor de
28.85 £0.99%, alrededor de un tercio de porcentaje de actividad antioxidante
con respecto al 4cido ascorbico y galico a través de la técnica de captacion
de radicales DPPH".

Santamaria et al, en el afio 2.011 evaluaron la actividad antioxidante de
fracciones de metanol, diclorometano y éter de petréleo de flores y extracto
total etandlico y fracciones de metanol y diclorometano de hojas de
Chromolaena bullata; La fraccion metandlica de flores fue la que mostrd
mayor actividad con un ICso de 2,37mg/L seguida del extracto total de hojas
con un ICso de 3,3mg/L a través del método de decoloracion de DPPH®; Con
el ensayo de ABTS** la fraccion de diclorometano de hojas mostré una menor
actividad con un ICso de 0,09 mg/L a diferencia de la fraccion metandlica de
hojas que presentd un ICsp de 0,02mg/L.

Varon et al, en el afio 2.011 realizaron en su estudio la medicion de la
actividad antioxidante a extractos y fracciones de hojas y flores de
Chromolaena leivensis a través de la decoloracion de radicales DPPH® y
ABTS**. Con los extractos se obtuvieron resultados de porcentaje de
inhibicion de captacion de radicales entre un 21,44+0,94 y 88,95 mediante el
método DPPH* y con el método ABTS** se obtuvo un resultado en el rango
de 37,64+1,89 y 95,44+0,20; EI método ABTS** mostr6 alta actividad

antioxidante en todos los extractos y fracciones.

Irineu et al, en el afio 2.015 analizaron la actividad antioxidante del extracto

crudo, y de las fracciones de hexano, butanol, diclorometano, acetato de
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etilo y hidrometanol de las hojas de Chromolaena laevigata, las fracciones
con mejores resultados de actividad antioxidante son de las fracciones de
acetato de etilo y butanol con valores correspondientes a 32,25+ 1,05y 57,44
+ 2,58 pg/mL respectivamente; el extracto crudo y las demas fracciones se
supone que no tienen actividad ya que tienen un ICso mayor a 100ug/mL en
comparacion con el ICso de 16,9ug/mL del butilhidroxitolueno que es utilizado

como antioxidante patron.
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3. METODOLOGIA

3.1. Recoleccion y preparaciéon del material vegetal:

El material vegetal fue recolectado en el municipio de Villa de Leyva ubicado a una
altura de 2.149 msnm (vereda Sabana, via Arcabuco), departamento Boyaca; una
muestra se llevo al herbario de la Universidad Nacional y fue registrada con el
namero COL507237, el resto del material vegetal se dejo secar a temperatura

ambiente, para su molienda y extraccion.

3.2. Extraccion, Fraccionamiento y purificacion de flavonoides

Se sometieron 415,5 g de hojas molidas de C tacotana a una extraccion por Soxhlet
con diclorometano, el extracto total obtenido (ETH) fue concentrado en un
rotaevaporador hasta eliminacién total del solvente. Este extracto, se sometié a
cinco extracciones sucesivas con 100 mL de etanol-agua al 50%, la fase polar fue
concentrada en rotaevaporador y luego sometida a una extraccion liquido-liquido
con diclorometano; obteniéndose dos fases, una acuosa y otra con diclorometano
que fue concentrada hasta la formacién de un sélido amarillo (FSA), que peso
19.023 g. Este sélido fue llevado a separacion por columna cromatografica
(didmetro Silicagel, 0.063-0.2m.m) eluyendo con éter-acetato de etilo 7:3, 6:4,y 4.6
obteniendo 64 fracciones, que se reunieron segun las caracteristicas similares que
presentaron las manchas reveladas en la cromatografia en capa fina. (Figura 6); de
la fraccion 10 a la 31 se unieron y se les adicion6 cloroformo; a la fase insoluble
se le realiz6 un proceso de recristalizacion con acetona y se obtuvo un compuesto
sélido de color amarillo que se denomin6 Ctl.

Las fracciones 32 a la 47 se unieron para montar una segunda columna
cromatografica, se eluyo6 con cloroformo-metanol 9.8:0.2 y 9.5:0.5, se obtuvieron 15
fracciones de las cuales se unieron de la 7-10, se adicion6 cloroformo y se le llevo
a cabo un proceso de recristalizacion con petrol obteniendo el compuesto sélido de
color blanco Ct3.

De las fracciones 48-64 se unieron y se les agreg6 cloroformo; la fase soluble se
introdujo en una tercera columna cromatografica, eluida con cloroformo puro y

cloroformo-metanol 9.8:0.2, de esta columna se obtuvieron 24 fracciones, se unio
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de la 19 ala 24 para un proceso de recristalizacion con metanol-acetona de donde
se obtuvo un compuesto soélido amarillo Ct2.
A la fase insoluble de las fracciones 48 a la 64 se le hizo un proceso de

recristalizacion con acetona y se obtuvo el compuesto Ct4. (Figura 5)
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Figura 5. Diagrama extraccion, percolacion, separacion y purificacion flavonoides de las hojas de
Chromolaena tacotana,
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Figura 6: Cromatografia en capa fina (Silica gel 0.20m.m) de fraccionamiento CC1 en fase
movil éter-acetato de etilo 7:3 revelado con cloruro de cobalto —H2S0O4 2N

3.3. Ensayos cualitativos para identificacion de flavonoides.

A cada uno de los compuestos (Ctl, Ct2, Ct3 y Ct4) se les realizé la prueba de
shinoda que consistié en adicionar a una solucion en MeOH de cada uno un
pequefio pedazo de cinta de magnesio y gotas de HCI al 10% y se produjo una
coloracion rojiza; para el ensayo de cloruro férrico a cada solucion del compuesto
se le adicion6 gotas de cloruro férrico y se observé una coloracion azul verdosa,

caracteristico de flavonoides.

3.4. Actividad Antioxidante

Se utilizaron dos métodos para determinar la actividad antioxidante de los
flavonoides, DPPH®* (1,1-difenil-2-picril-hidrazilo) y ABTS** (Acido 2,2"-azino-bis-
(3-etilbenzotiazolina)-6- sulfonico).

Para el método con DPPH®, se prepar6 100mL de solucién stock en metanol de
DPPH?* a 30 mg/L y como control positivo se utilizé una solucién stock de quercetina
a 500 mg/L que fue diluida a 25, 12.5y 6.25 mg/L; Se realizaron mediciones de
absorbancia en un (espectrofotometro thermo scientific modelo 4001/4) a 517nm
tomando 0,2mL de la disolucion y 1mL de DPPH?®.

Para el método con ABTS**, se prepar6 100mL de una solucion de ABTS**
persulfato 50:50 en metanol y como control positivo se prepard una solucion stock
de Trolox a 1000 mg/L, se realizaron disoluciones de 25, 12.5y 6.25 mg/L, se midid
la absorbancia en el espectrofotometro thermo scientific modelo 4001/4 a 734 nm

tomando 0,2 ml de la disolucion y 1ml de ABTS**.
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Para determinar la actividad antioxidante de los flavonoides se prepararon 10 mL
de soluciones stock de cada uno de los flavonoides a 500 mg/L en metanol, a partir
de éstas, se realizaron disoluciones a 100, 50 y 25 mg/L para los flavonoides Ctl y
Ct2. Para Ct3 se realizaron disoluciones a 500, 250 y 100 mg/L y finalmente a Ct4
se realizaron disoluciones a 25, 12.5y 6.25 mg/L.

Para la valoracion de la actividad antioxidante se realizaron mediciones de
absorbancia tomando 0,2 mL de la disolucién de cada flavonoide y 1ml de DPPH?®,
se midio a 517nm.

Para el ensayo ABTS** se tomaron 0,2 mL de la disolucion de cada flavonoide y 1ml
de ABTS**, se midi6 a 734nm.

Se determind la actividad antioxidante mediante la formula:

%Aa = (Ao— Am)/Ao *100 donde,

Ao: Absorbancia de control negativo

Am: Absorbancia de la muestra

En base a ésta formulay a la regresion lineal con ajuste al coeficiente de correlacion
r?, se utilizé el inverso del ICso (1/ ICs0) y se evalud el porcentaje de actividad
antioxidante. (Avella et al 2008)

3.5. Analisis estadistico de ICso
Para el analisis de los datos se desarrollo la prueba Post-Hoc: (HSD Tukey y
Scheffé).

4. RESULTADOS Y ANALISIS

La elucidacion de las estructuras de cada uno de los flavonoides se realiz6
mediante las técnicas espectroscopicas UV, 'HRMN y 13CRMN.

Los espectros UV se realizaron con adicion de los reactivos (AICIls, MeONa,
AICIs/HCI H3BO3 y AcONa) a las diferentes soluciones de los flavonoide Ctl, Ct2,
Ct3 y Ct4 disueltos en metanol, las lecturas de absorbancia se hicieron en un rango
entre 230 y 500 nm en el espectrofotometro Jenway 6504.
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Los espectros 'HRMN y '3CRMN se tomaron disolviendo cada uno de los
flavonoides en solventes de acuerdo a su polaridad; Ctl, Ct2 y Ct3 fueron disueltos
en acetona y Ct4 en dimetilsulfoxido, se utilizé el equipo de Resonancia Magnética
Nuclear marca Bruker de 300MHz .

4.1 Flavonoide Ct1

4.1.1 Caracteristicas fisicas
v' Color: Amarillo
v' Punto de fusion: 214-216 °C
v Soluble en: Acetona

4.1.2 Elucidacion estructural

Para la deduccién de la estructura molecular del flavonoide Ctl se tomaron
espectros UV, THRMN y 3*CRMN.

En el espectro 'tHRMN se observan 6 sefiales que integran para 10 hidrégenos, de
los cuales 3 se encuentran en un singlete en 3.94ppm probablemente debido a la
presencia de un metoxilo, cada una de las sefiales en 7.04ppm y 8.19ppm integran
para 2 hidrégenos con una constante de acoplamiento 3Jux de 9.1 Hz comun para
un sistema orto en un anillo aromatico, se presenta con multiplicidad de dobletes es
posible que sea una disustitucién de tipo para en el anillo B, las sefiales en 6.71ppm
y 6.33ppm integra para 1 hidrogeno cada una con una constante de acoplamiento
4Jun de 2.2 Hz comUn para un sistema meta en un anillo aromatico, ademas como
se presentan como dobletes es posible que sea una tetrasustitucion en el anillo A,
el singlete de la sefial en 12.16ppm integra para 1 hidrogeno que puede deberse a
la presencia de un hidroxilo.

A continuacién se muestra el espectro tHRMN (300MHz (CD3)2CO)
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Gréfica 1. Espectro resonancia magnética nuclear tHRMN del compuesto Ctl
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El espectro 23 CRMN se observan 14 sefiales de las cuales una se encuentra en

zona de metoxilos a 55.53ppm, la sefial en 175.77ppm se debe al carbonilo del

flavonoide ademas las sefales en 115.44pm y 129.64ppm que se encuentran con

una mayor intensidad pertenecen cada una a dos carbonos en el anillo B, las sefial

en 159.35ppm se debe a un carbon hidroxilado en la posicion 4" del anillo B, en el

carbono 7 del anillo A se confirma un metoxilo por la sefal a 165.73ppm, la sefial a

135.98ppm confirma otro carbon hidroxilado en la posicion 3 del anillo C las sefiales

entre 91.84ppm vy 156.81ppm corresponden a

caracteristicos de flavonoides.

los carbonos aromaéaticos

A continuacién se muestra el espectro 3 CRMN (75MHz, (CD3)2CO)
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Grafica 2. Espectro resonancia magnética nuclear 23 CRMN del compuesto Ctl
4.1.2.3 UVY DESPLAZAMIENTOS

Gréfica 3. Espectros UV y desplazamientos del compuesto Ctl

Ct1
1,8
1,6
1,4
1,2
1 e \|eOH
a8 AcON
2 08 ) cONa
0,6 Acido borico
0,4
MeONa
0,2
0 —— AICI3/HCI
-0,2 225 245 265 285 305 325 345 365 385 405 425 445 465 485 505 525 Tricloruro de aluminio

nm

En la (Tabla 2) se observan los datos obtenidos en los espectros U.V con y sin
reactivos de desplazamiento y se muestran los valores de absorbancia y de Amax

para cada banda del espectro.
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Tabla 2. Sefales con reactivos de desplazamiento espectro UV Ctl (autores).

REACTIVO DE Amaxnmy | Amax nmy DESPLAZAMIENTO | ASIGNACION
DESPLAZAMIENTO absorbancia | absorbancia
banda Il banda |
MeOH 266; 0.589 | 360; 0.551
AcONa 263; 0.694 | 376; 0.534 | Batocromico Ausencia de
banda | 16nm. OHen7.
HsBO3 263; 0.703 | 361; 0.622 | No presenta No es
Flavonoide
orto-
hiroxilado en
el anillo A ni
en B.
MeONa 272;0.668 | 427; 0.653 | Batocromico en | OH en
banda | de 67nm | posicién 3 de
flavona
Flavona 4’
hidroxilada.
AlCl3 271;0.747 | 420; 0.737 | Batocrémico Flavona con
60nm OH en C3 y
C5.
AICI3/HCI 271;0.747 | 420; 0.708 | Batocroémico Flavona con
60nm OH en C3 y
C5.

Se registraron maximos de absorbancia en la banda Il de 266nm y en la banda | de

360nm con un efecto batocromico al adicionar MeONa en la banda | de 67nm, lo

qgue indica la presencia de grupos OH en la posicién 3 y en el anillo B en 4°. Se

observa un efecto batocrémico al adicionar AICI3 de 60nm, el mismo desplazamiento

ocurre con la adicion de HCI lo que evidencia la presencia de grupos hidroxilo libres

en C3. No se presentaron desplazamientos con la adicion de AcONa ni con H3sBOs
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lo que indica ausencia de grupos hidroxilos libres en C7 y de grupos orto-hidroxilo

en el anillo Ay en B.

4.1.3 Estructura Ctl

El andlisis de los espectros *HRMN, 3CRMN, los reactivos de desplazamiento en
UV y la comparacion de estos datos con investigaciones previas (Rodriguez, 2008)
(Guzméan, et al 2008) nos permiten proponer como estructura para Ctl: 3, 5, 4'-
trihidroxi-7-metoxiflavona estructura que también se puede denominar 5,4 -

dihidroxi-7-methoxiflavonol (figura 7)

3.94 3

Figura 7. Estructura molecular de 3, 5, 4"-trihidroxi-7-metoxiflavona

4.2 Flavonoide Ct2

4.2.1 Caracteristicas fisicas

v" Color: Amarillo
v" Punto de fusion: 270 °C

v" Soluble en: Acetona

4.2.2 Elucidacion estructural

Para la deduccion de la estructura molecular del flavonoide Ct2 se tomaron
espectros UV, 'HRMN y 13CRMN.

En el espectro 'tHRMN se observan 6 sefiales que integran para 12 hidrégenos, de

los cuales 6 se encuentran en dos singletes; uno en 3.82ppm y otro en 4.01ppm
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cada uno integra para 3 hidrégenos probablemente debidos a la presencia de
metoéxilos, las sefales en 7.04 y 8.20ppm integra para 2 hidrégenos cada una con
una constante de acoplamiento 3Jun de 8.9 Hz comun para un sistema orto en un
anillo aromatico, se presenta con multiplicidad de dobletes es posible que sea una
disustitucion de tipo para en el anillo B, la sefial en 6.87ppm es un singlete que
integra para un hidrogeno aromatico correspondiente al anillo A, y el singlete de la
sefial en 12.03ppm integra para 1 hidrogeno probablemente por la presencia de un
hidréxilo en el anillo A.

A continuacién se muestra el espectro tHRMN (300MHz (CD3)2CO)
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Grafica 4. Espectro resonancia magnética nuclear tHRMN del compuesto Ct2

El espectro 13*CRMN presenta 15 sefiales de las cuales dos se encuentran en zona
de metdxilos a 55.93ppm y 59.71ppm, la sefial en 175.89ppm se debe al carbonilo
del flavonoide ademas las sefales en 115.44pm y 129.64ppm que se encuentran
con una mayor intensidad pertenecen cada una a dos carbonos en el anillo B y las
sefales entre 90.92ppm y 159,41ppm corresponden a los carbonos aromaticos
caracteristicos de flavonoides.

A continuacién se muestra el espectro **CRMN (75MHz, (CD3)2CO)
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Grafica 5. Espectro resonancia magnética nuclear 3 CRMN del compuesto Ct2
Para la asignacion completa de la estructura se utilizaron los espectros

bidimensionales HSQC, HMBC y NOESY

El espectro HMBC presenta correlaciones a 3Juc entre los hidrégenos de 3.82ppm
y el carbono de 132.00ppm, y 3Jxc de los hidrégenos de 4.01ppm con el carbono
159.41ppm el carbono de 159.41ppm también se encuentra correlacionado con los
hidrégenos de 7.04 y 8.02ppm, ademas se observa la correlacién de los hidrogenos
en los carbonos 6” y 2°con el carbono alfa al oxigeno que tiene una sefal de 146.46
ppm, los hidrégenos 7.04ppm muestran correlacién con el carbono 1'de seial
122.6ppm, dandonos a conocer los desplazamientos completos del anillo B y el
carbono 2, por udltimo el hidrogeno que se encuentra en 6.87ppm presenta
correlaciones 2Juc y 2Juc con los carbonos de 104.22,132.00, 152.28 y 159.33 ppm
y a “Juc 175.89ppm por lo tanto la sefial de 146.42ppm es del carbono cuaternario
en el C9.

A continuacion se muestra el espectro HMBC
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Grafica 6. Espectro resonancia magnética nuclear bidimensional HMBC del compuesto Ct2

El espectro NOESY (Nuclear Overhauser Efect SpectroscopY) es un espectro
bidimensional en el cual se observan las interacciones entre hidrégenos debidas a
efectos dipolares, es decir a través del espacio, se veran las correlaciones sin
importar la cantidad de enlaces que los separen, la sefial de correlacion (6.87, 4.00)
y la sefial (4.00, 6.87) muestran la interaccion entre el hidrogeno aromatico de la
posicion 6 y los hidrogenos alifaticos del metoxilo en la posicion 7 confirmando asi
el metoxilo en el carbono 7 del anillo A, y las sefiales (8.21, 7.04) y (7.04, 8.13)
muestran la interaccion entre los hidrégenos aromaticos de las posiciones 2’y 6" y
los hidrogenos aromaticos en las posiciones 3" y 5° del anillo B.

A continuacion se muestra el espectro NOESY
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Grafica 7. Espectro resonancia magnética nuclear bidimensional NOESY del compuesto Ct2

Fl (nom

En el espectro HSQC se ven las correlaciones directas 'Jch 3.81-59.63 ppm, JcH

4.00-55.83ppm Jcn 6.87-90.85ppm YJcH 7.04-115.34ppm tJcH 8.20-129.56ppm

A continuacion se muestra el espectro HSQC
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4.2.2.3 UVY DESPLAZAMIENTOS
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Grafica 9. Espectros UV y desplazamientos del compuesto Ct2

En la (Tabla 3.) se observan los datos obtenidos en los espectros U.V con y sin

reactivos de desplazamientos y se muestran los valores de absorbancia y de Amax

para cada banda del espectro.
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Tabla 3. Sefales con reactivos de desplazamiento espectro UV Ct2 (autores)

REACTIVO DE | Amax nm vy | Amax nm y | DESPLAZAMIENTO | ASIGNACION
DESPLAZAMIENTO | absorbancia absorbancia
banda Il banda |
MeOH 271;1.248 | 370;0.426
AcONa 270; 1.264 | 372;0.408 | No presenta Ausencia de
OHen7.
H3BOs3 270; 1.283 | 362; 0.508 | Hipsocromico No es flavona
banda | de 8nm | orto-
hidroxilada en
el anillo A ni
en el B.
MeONa 273; 1.295 | 435; 0.539 | Batocrémico Flavona 4
banda | de 65nm | hidroxilada.
AICI3 272; 1.043 | 420; 0.578 | Batocrémico Flavonaen 3y
banda | de 50nm | 5 hidroxilada
AICIs/HCI 272; 1.027 | 420; 0.559 | Batocrémico Flavonaen 3y
banda | de 50nm | 5 hidroxilada

Se registraron maximos de absorbancia en la banda Il de 271nm y en la banda | de
370nm con un desplazamiento batocromico de 65nm en la banda | al adicionar
MeONa lo que indica la presencia de un hidroxilo libre en 4°, no se presentaron
desplazamientos en el espectro luego de la adicion de AcONalo que indica ausencia
de grupos hidroxilo libres en C7. No se observan efectos batocromicos en la banda
| entre 12-36nm o menores con la adicion de H3BOs lo que indica que no es una
flavona orto-hidroxilada en el anillo A ni en el B, se observa un efecto batocromico
al adicionar AICIz de 50nm, el mismo desplazamiento ocurre con la adicion de HCI

lo que evidencia la presencia de grupos hidroxilo libres en C3 y/o C5.
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4.2.3 Estructura Ct2
El andlisis de los espectros de resonancia magnética nuclear de HRMN, *CRMN,
HSQC, NOESY, HMBC vy los reactivos de desplazamiento en UV nos permiten

proponer como estructuras para Ct2 (figura 8 y figura 9)
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H3C9 ]
4.01 59.7 H 704

OH )
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H3C
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H7.04
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Figura 9. Estructura molecular de 3, 5,7 trihidroxi-8,4" dimetoxiflavona.

4.3 Flavonoide Ct3

4.3.1 Caracteristicas fisicas
Color: Blanco

Punto de fusién: 176°C

Soluble en: Acetona

4.3.2 Elucidacién estructural
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Para la deduccion de la estructura molecular del flavonoide Ct3 se tomaron
espectros UV, THRMN y 3CRMN.

En el espectro 'HRMN se observan 9 sefiales que integran para 13 hidrégenos, de
los cuales 3 se encuentran en un singlete en 3.87ppm probablemente debido a la
presencia de un metoxilo, cada una de las sefiales en 6.92ppm y 7.44ppm integran
para 2 hidrégenos y cada una tiene una constante de acoplamiento 3Jux de 8.6Hz
comun para un sistema de acoplamiento orto en un anillo aromatico, ademéas como
se presentan como dobletes es posible que sea una disustitucién de tipo para en el
anillo B, cada una de las sefales en 5.13ppm y 4.70ppm integran para 1 hidrogeno,
cada una con una constante de acoplamiento axial-axial Jun de 11.6Hz comun para
un sistema cis de un heterociclo entre las posiciones 2 y 3 del anillo C, las sefiales
en 6.06ppm y 6.10ppm integra cada una para 1 hidrogeno y cada una tiene
constantes de acoplamiento 3Jun de 2.3 Hz comUn para un sistema meta en un anillo
aromatico, ademas como se presenta con multiplicidad de dobletes es posible que
sea una tetrasustitucion en el anillo A, la sefial en 4.82ppm es un singlete que integra
para un hidrogeno que puede ser por la presencia de un hidroxilo en el anillo C, al
igual que el singlete que aparece en 11.71ppm y que integra para un hidrogeno
puede dar indicios de la presencia de un hidroxilo en el anillo A.

A continuacién se muestra el espectro tHRMN (300MHz (CD3)2CO)

43



UDCAT4

N O MNCOONY 1NN N® ~ 15000
PROTON = SY 229 =SC —HHaRNGo  ®

— NN S6O886686686 << )

[ G e RN: | 14000

13000
12000

f [

10000

F(d) C(s) 9000

6.10 4.82
I(s) G (d)| H (d) E(d) B() |A(s) [ 8000
11.71 7.44| 6.92 6.06 4.70 3.87
= =] H ] = =] H 7000
D (d)

5.13 6000

5000

4000

3000

2000

1000

11+ }‘

r-1000

2.35=

& <
S N

T T T T T T T T T T
125 120 115 11.0 105 100 9.5 9.0 8.5 8.0

N

.5 7.0
f1 (ppm)
Grafica 10. Espectro resonancia magnética nuclear tHRMN del compuesto Ct3

El espectro 13CRMN presenta 14 sefiales de las cuales una se encuentran en zona
de metdxilos a 55.48ppm, la sefial en 197.84ppm se debe al carbonilo del flavonoide
ademas las sefiales en 115.00pm y 129.44ppm que se encuentran con una mayor
intensidad pertenecen cada una a dos carbonos en el anillo B. las sefales a
72.30ppm, 163.80ppm y 157.96ppm indican la presencia de tres carbonos
hidroxilados en las posiciones 3, 5, y 4’respectivamente, asi mismo la sefial a
168.35ppm confirma la presencia de un metoxilo en el carbono 7 del anillo A, las 6
seflales restantes corresponden a carbonos aromaticos caracteristicos de
flavonoides.

A continuacién se muestra el espectro 3 CRMN (75MHz, (CD3)2CO)
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Grafica 11. Espectro resonancia magnética nuclear 3CRMN del compuesto Ct3

4.3.2.3 UVY DESPLAZAMIENTOS
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Grafica 12. Espectros UV y desplazamientos Ct3
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En la (Tabla 4) se observan los datos obtenidos en los espectros U.V con y sin

reactivos de desplazamientos y se muestran los valores de absorbancia y de Amax

para cada banda del espectro.

Tabla 4. Sefnales con reactivos de desplazamiento espectro UV Ct3 (autores)

REACTIVO DE | Amax y | Amax y | DESPLAZAMIENTO | ASIGNACION
DESPLAZAMIENTO absorbancia | absorbancia
banda Il banda |
MeOH 290; 0.635 | 330;0.502
AcONa 290; 0.642 | 330; 0.520 | No presenta Ausencia de
OHen?7.
HsBO3 290; 0.640 | 330; 0.510 | No presenta No es
flavonoide
orto-
hidroxilado
en A nien B.
MeONa 289; 0.614 | 360; 0.261 | Batocromico en | OH libre en
banda | de 30nm. | el anillo B
AlCl3 315;0.760 | 388; 0.186 | Batocromico en | Flavanonol.
banda Il de 25nm Yy | Flavonoide
en banda | de|5-
58nm. hidroxilado.
AICI3/HCI 314;0.726 | 388;0.172 | Batocrbmico  en | Flavanonol.
banda Il de 24nmy | Flavonoide
en banda | de|5-
58nm. hidroxilado.

Se registraron maximos de absorbancia en la banda Il de 290nm y en la banda | de

330nm con un desplazamiento batécromico al adicionar MeONa en la banda | de

30nm lo que indica grupos hidroxilos libres en el anillo B, luego con AICIs/HCI se

registro desplazamiento batocromico en las bandas Il de 25nm lo que demuestra

gue el compuesto es un flavanonol y en la banda | hubo un desplazamiento de
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58nm lo que indica la presencia de OH libres en C5; No se presentan
desplazamientos con AcONa ni con H3sBOs3 lo que muestra la ausencia de grupos
hidroxilo libres en C7 y de grupos orto-hidroxilo en el anillo B.

4.3.3 Estructura Ct3

El andlisis de los espectros de resonancia magnética nuclear de *HRMN, 3CRMN,
los reactivos de desplazamiento en UV y la comparacion de éstos datos con
investigaciones previas (Carrero, et al, 1995) nos permiten proponer como

estructura para (Ct3) la 4,5 dihidroxi-7 metoxi-flavanonol (figura 10)

H 7.44

Figura 10. Estructura molecular de 4°,5 dihidroxi-7 metoxi-flavanonol

4.4 Flavonoide Ct4

4.4.1 Caracteristicas fisicas
Color: Amatrillo
Punto de fusién: 268 °C

Soluble en: Dimetilsulfoxido.

4.4.2 Elucidacién estructural
Para la deduccion de la estructura molecular del flavonoide Ct4 se tomaron
espectros UV, 'HRMN y 13CRMN.
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En el espectro 'HRMN se observan 7 sefiales que integran para 9 hidrégenos de
los cuales 3 se encuentran en un singlete en 3.83ppm probablemente debido a la
presencia de un metoxilo, cada una de las sefiales en 7.70ppm y 7.57ppm integra
para 1 hidrégeno cada una con constantes de acoplamiento 3Ju+ de 1.5 y 0.8Hz
respectivamente, comunes para un sistema para en un anillo aromatico, ademas la
sefial en 7.57ppm presenta una segunda constante de acoplamiento de 7.6Hz que
junto con la constante de 8.5Hz correspondiente a la sefial en 6.88ppm son
comunes para un sistema orto en un anillo aromatico, el singlete de la sefial en
12.46ppm integra para un hidrogeno que puede estar acompafado de un oxigeno
en el anillo A.

A continuacién se muestra el espectro tHRMN (300MHz (CD3)2CO)
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Grafica 13. Espectro resonancia magnética nuclear *HRMN del compuesto Ct4

El espectro 13CRMN presenta 16 sefiales de las cuales una se encuentran en zona
de metdxilos a 56.44ppm, la sefial en 176.35ppm se debe al carbonilo del flavonoide
ademas las sefiales en 160.74pm y 165.32ppm indican la presencia de dos

carbonos hidroxilados en las posiciones 7 y 5 del anillo A, asi mismo las sefiales en
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145.5ppm y 148.24ppm indican la presencia de dos carbonos hidroxilados en las
posiciones 3y 4°del anillo B, la sefial a 136,45ppm confirma la metoxilacion en la
posicion 3 del anillo C las 9 sefales restantes corresponden a los carbonos
aromaticos caracteristicos de flavonoides.

A continuaciéon se muestra el espectro 3 CRMN (75MHz, (CD3)2CO)

UDCATS

@A R a8R ¢ AT =] 5 = o — wa 2200
AT . ui S o oW I~ =K1 + o M 2 g -
= [Te Ya Iy} b ™ = — [} = [} ™ L D a |
= o= L3 = —=== = 7 & - B i
S T T SN | | | [ 2000
1500
1600
1400
1200
1000
FB00
HE00
300
1
200
1
o g oy Lo
H-200
I
1
| ~-400
| H-500
800
.
200 150 180 170 150 150 140 130 120 110 100 50 ] 70 (4] ]

£ e

Grafica 14. Espectro resonancia magnética nuclear 23CRMN del compuesto Ct4
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4.4.2.3 UVY DESPLAZAMIENTOS
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Grafica 15. Espectros UV y desplazamientos Ct4

En la (Tabla 5) se observan los datos obtenidos en los espectros U.V con y sin

reactivos de desplazamientos y se muestran los valores de absorbancia y de Amax

para cada banda del espectro.

Tabla 5. Sefiales con reactivos de desplazamiento espectro UV Ct4 (autores)

REACTIVO DE | Amax nm vy |Amax nm vy | DESPLAZAMIENTO | ASIGNACION
DESPLAZAMIENTO | absorbancia absorbancia
banda Il banda |
MeOH 259; 0.884 | 356; 0.509
AcONa 273;0.866 | 388; 0.520 | Batocromico en | Flavona 7
banda Il  de | hidroxilada.
14nm.
HsBOs 262;0.929 | 386;0.631 | Batocromico en | Flavona
banda | de 17nm | orto-
hidroxilada
en el anillo
B.
MeONa 271;0.684 | 400;0.269 | Batocromico en | Flavona 4
banda | de 44nm | hidroxilada.
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AlCl3 273;0.827 | 426;0.680 Batocrémico en | Flavona 5
banda | de 57nm | hidroxilada.
e hipsocrémico
de 14nm en
banda Il

AICI3/HCI 269; 0.879 | 426;0.689 | Batocromico en | Flavona 5

banda | de 57nm | hidroxilada.

y en banda Il de
10nm.

Se registraron méaximos de absorbancia en la banda Il de 259nm y en la banda | de

356nm con un desplazamiento batocrémico en la banda Il tras la adicion de AcONa
que indica la presencia de un hidroxilo en la posicion 7 del anillo A, el
desplazamiento batocromico de 44nm en la banda | indica un hidroxilo en la posicién
4”. Hay desplazamiento batocromico de 17nm en la banda | con la adicion de H3zBOs,
lo que confirma que la estructura es una flavona orto-hidroxilada en el anillo B, el
desplazamiento batocrémico en la banda Il tras la adicién de AICls y luego con

AICI3/HCl indica que es una flavona con hidroxilo en la posicion 5

4.4.3 Estructura Ct4

El andlisis de los espectros de resonancia magnética nuclear de tHRMN, 3CRMN,
los reactivos de desplazamiento en UV y la comparacion de éstos datos con
investigaciones previas (Eiroa, 1994) (Mohamed, 2016) (Tsukasa, et al, 2012) nos
permiten proponer como estructura para Ct4 la 5, 7, 37, 4" tetrahidroxi-3-

metoxiflavona. (Figura 11)
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Figura 11. Estructura molecular de 5, 7, 3, 4’ tetrahidroxi-3-metoxiflavona.

4 5Actividad antioxidante

4.5.1 Ensayo DPPH*

Con los resultados obtenidos para actividad antioxidante de cada uno de los
flavonoides (Ctl, Ct2, Ct3 y Ct4) se discriminé la actividad de Ct3 ya que éste no
presentd inhibicion mayor al 50% del radical DPPH*

Se realizé la prueba estadistica a posteriori 0 Post-hoc: HSD Tukey y Scheffé para
determinar cual de los tratamientos es el mejor, teniendo en cuenta que ésta prueba
organiza los tratamientos de acuerdo a sus diferencias se demostré6 que el
flavonoide que tiene mejor respuesta en actividad antioxidante es el Ct4 ya que es
el mas polar y tiene el menor valor de ICso, es decir, que se requiere la menor
concentracion de éste en comparacion con los demas flavonoides para lograr el
50% de la inhibicion del radical DPPH®.

Tabla 6. ICs para la actividad antioxidante del control
y flavonoides por el método DPPH".

COMPUESTO ICs0 mg/L (X)
Quercetina 2,08
Ctl 6,46
Ct2 4.85
Ct4 2,51
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Grafica 16. ICso de flavonoides y control, a través del ensayo con DPPH*

4.5.2 Ensayo ABTS**

Tabla 7. ICsy para la actividad antioxidante
del control y de los flavonoides por el método ABTS**

COMPUESTO ICs0 mg/L (X)
Trolox 3,05
Ctl 6,26
Ct2 3,51
Ct3 33,94
Ct4 2,13
40
- 33,94
I
30
25
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10 6,26
5 3,05 I 3,151 2,13
, m =
Trolox ct1 ct2 ct3 Ctd
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Grafica 17. ICso de flavonoides y control, a través del ensayo ABTS**.
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Las pruebas Post Hoc: HSD Tukey y Scheffé demostraron que el flavonoide que
tiene mejor respuesta en actividad antioxidante es el Ct4 ya que tiene el menor valor
de ICs0, es decir, que se requiere la menor concentracién de éste en comparacion
con los demas flavonoides y el control trolox para lograr el 50% de la inhibicion del
radical ABTS*®*.

6,46 6,26

IC 50
mg/L

O P N W » U1 OO N

Ctl

4,85
H DPPHe
3,51
251 H ABTSe+
' 51503
Ct2

Ctd

Flavonoide

Grafica 18. Comparacion del ICso de los flavonoides con los dos métodos DPPH*® y de ABTS**.

La anterior grafica comparativa donde se evaluaron ambos métodos indica que el
menor ICso corresponde al flavonoide Ct4 (5,7,3",4 tetrahidroxi-3-metoxiflavona) es
decir que se demuestra que éste compuesto es el que presenta mayor inhibicién o
captacion de los radicales DPPH*y ABTS** frente a los flavonoides Ctl y Ct2.

No se observan diferencias significativas de ICso entre los dos métodos; sin embargo
se observa que el ICso siempre fue menor en ABTS** que con DPPH* debido a la
poca selectividad del ABTS** frente al DPPH*® ya que éste Ultimo no reacciona con
flavonoides carentes de grupos OH en el anillo B mientras que el ABTS** reacciona
con cualquier compuesto aromatico hidroxilado. (Roginsky et al. 2,005)

Los resultados obtenidos de actividad antioxidante con los métodos DPPH® y
ABTS** concuerdan con (Tepe et al, 2.007) y (Sarikurkcu et al, 2.009) quienes
evidenciaron la estrecha relacion existente entre polaridad de los flavonoides y la
actividad antioxidante, siendo los flavonoides méas polares los que tienen mayor

potencial para capturar los radicales libres.
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5. CONCLUSIONES

Las hojas de Chromolaena tacotana contienen los flavonoides 3,5,4"
trinidroxi-7-metoxiflavona, 3,5,8 trihidroxi-7,4 -dimetoxiflavona o 3,5,7
trinidroxi-8,4 dimetoxiflavona, 4°5-dihidroxi-7-metoxiflavanonol y 5,7,3",4"-

tetrahidroxi-3-metoxiflavona.

De los flavonoides de las hojas de C tacotana el 5,7,3",4"- tetrahidroxi-3-
metoxiflavona (Ct4) con un ICso de 2.51mg/L fue el que mayor actividad
antioxidante presenté mediante los métodos DPPH*®* y ABTS** frente a 3,5,8
trinidroxi-7,4"dimetoxiflavona o 3,5,7 trihidroxi-8,4 dimetoxiflavona (Ct2), y
(Ctl) 3,5, 4’-trihidroxi-7-metoxiflavona, que arrojaron valores de ICso de 4.85
y 6.46 mg/L respectivamente.

La actividad antioxidante que tienen los flavonoides es aumentada por la
presencia de sustituyentes dihidroxilicos en posiciones 3" y 4" en el anillo B,
ademas de la presencia de un doble enlace entre los carbonos 2 y 3, un
hidroxilo en la posicion 3 y un carbonilo en la posicién 4 que poseen en su

estructura dan caracteristicas de polaridad y captacién de radicales libres.
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7. ANEXOS

Ensayo DPPH*

Tabla 8. Ecuacion de la recta e ICso (x) para la actividad antioxidante del control y flavonoides por

el método DPPH*

COMPUESTO ECUACION R? X
Quercetina y=21,669X + 4,9067 | 0,9678 2,08
Ctl y=4,4043X + 21,54 0,9631 6,46
Ct2 y=3,6171X + 35,893 0,831 3,9
Ct3 y=0,3925X - 4,1618 0,954 137,99
Ct4 y=25,067X - 12,972 | 0,9986 2,51

120 y = 4,4043x + 21,54

R?2=0,9631
100

% A.a

.......... .......... bet” .....u-.-.......
} 1

’{‘

20

0,0 5,0 10,0 15,0 20,0
mg/L

Grafica 19. Regresion lineal del porcentaje de actividad antioxidante vs
concentracién para el flavonoide Ctl por el método DPPH*
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Grafica 20. Regresion lineal del porcentaje de actividad antioxidante vs
concentracion para el flavonoide Ct2 por el método DPPH*
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40 y=0,3925x-4,1618
R*=0,954
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Grafica 21. Regresion lineal del porcentaje de actividad antioxidante vs
concentracién para el flavonoide Ct3 por el método DPPH*
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Grafica 22. Regresion lineal del porcentaje de actividad antioxidante vs
concentracion para el flavonoide Ct4 por el método DPPH*
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120 y =21,669x + 4,9067
R*=0,9678
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Grafica 23. Regresion lineal del porcentaje de actividad antioxidante vs
concentracion para quercetina

Ensayo ABTS**
Tabla 9. Ecuacion de la recta e ICso (x) para la actividad antioxidante del control y flavonoides por
el método ABTS**

COMPUESTO ECUACION R? X
Trolox y=12,238X + 12,639 0,9959 3,05
Ctl y=4,894X + 19,352 0,992 6,26
Ct2 y = -0,4861x2 + 13,611x + 8,1999 1 3,51
Ct3 y=0,3282X + 38,861 0,9304| 33,94
Ctd y=16,928X + 13,93 0,9891 2,13

140 y =4,894x + 19,352

R%?=0,992
120

100

%A.a
[e)] (0]
o o
.-‘
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Grafica 24. Regresion lineal del porcentaje de actividad antioxidante vs
concentracion para el flavonoide Ctl por el método ABTS**
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120 y =-0,4861x% + 13,611x + 8,1999
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Grafica 25. Regresion lineal del porcentaje de actividad antioxidante vs
concentracién para el flavonoide Ct2 por el método ABTS**
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Grafica 26. Regresion lineal del porcentaje de actividad antioxidante vs
concentracion para el flavonoide Ct3 por el método ABTS**
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120 y =16,928x + 13,93
R?=0,9891
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Grafica 27. Regresion lineal del porcentaje de actividad antioxidante vs
concentracién para el flavonoide Ct4 por el método ABTS**
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Grafica 28. Regresion lineal del porcentaje de actividad antioxidante vs
concentracion para trolox

ANALISIS ESTADISTICO
Para determinar cual de los tratamientos es el mejor se usan pruebas a posteriori 0

Post-hoc que organizan los tratamientos conforme a sus diferencias.
Pruebas Post-Hoc: (HSD Tukey y Scheffé)
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Tabla 10. Pruebas Post-Hoc: (HSD Tukey y Scheffé) método DPPH®

Muestra

LNIC50DPPH®

Quercetina
Ct4
Ct2
HSD de Tukey?
Ctl

Ct3

W oW W W w

,7333

,9167

1,5767

1,8667

4,9267

Sig.

1,000

1,000

1,000

1,000

1,000

Quercetina

Ct4

Ct2
Scheffé?

Ctl

Ct3

w w W w w

, 7333

,9167

1,5767

1,8667

4,9267

Sig.

1,000

1,000

1,000

1,000

1,000

El test de Scheffé y HSD de Tukey sirve para organizar los tratamientos conforme

a sus diferencias, entre los flavonoides y el control, la prueba organiza por

subconjuntos homogéneos aquellos que se parecen entre si, para este caso todos

los tratamientos fueron organizados en subconjuntos para cada uno, se debe mirar

las medias para identificar cuél de ellos tiene menor media de ICso es decir cual

requiere en promedio menor concentracion para lograr el 50% de la inhibicién del

radical DPPH?".

Pruebas Post-Hoc: (HSD Tukey y Scheffé)

Tabla 11. Pruebas Post-Hoc: (HSD Tukey y Scheffé) método ABTS**.

Muestra

LNIC50ABTS®*

Ct4

Trolox

[Hsd de Tukey  ci2

Ctl

Ct3

W Ow W w w

, 7567

1,1167

1,2567

1,8333

3,5233
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Sig.

1,000

1,000

1,000

1,000

1,000

Ct4
Trolox
Scheffé2 Ct2
Ctl
Ct3

W W w w w

, 7567

1,1167

1,2567

1,8333

3,5233

Sig.

1,000

1,000

1,000

1,000

1,000

El test de Scheffé y HSD de Tukey sirve para organizar los tratamientos conforme

a sus diferencias, entre los flavonoides y los controles, la prueba organiza por

subconjuntos homogéneos aquellos que se parecen entre si, para este caso todos

los tratamientos fueron organizados en subconjuntos para cada uno, se debe mirar

las medias para identificar cuél de ellos tiene menor media de ICso es decir cual

requiere en promedio menor concentracion para lograr el 50% de la inhibicion del

radical ABTS**.
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