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Resumen

El presente trabajo muestra los resultados del estudio
fitoquimico de las flores de Senna spectabilis y la
evaluacion de su capacidad antioxidante, para esto
se recolectd el material vegetal en el municipio de
Guaduas (Cundinamarca) y se identificé a través del
Herbario Nacional Colombiano con el nimero de
coleccion COL 600165; tras procesos de extraccion
por maceracion en frio se obtuvieron 100 g de ex-
tracto etandlico, el cual fue fraccionado con solven-
tes de polaridad creciente, obteniéndose fracciones
de heptano, diclorometano y acetato de etilo, estas
fueron sometidas a procesos de separacion por cro-
matografia en capa fina (CCF) y cromatografia en co-
lumna (CC), la identificacién tentativa de las mezclas

AW =

obtenidas y los compuestos aislados se llevé a cabo
mediante cromatografia de gases acoplada a espec-
trometria de masas (CG-EM), permitiendo identifi-
car tres mezclas conformadas por compuestos tipo
éster, cetona, antraquinona, monoterpenoide y un
derivado del acido cinamico, y los compuestos ci-
namato de metilo y cafeina. Se estudi6 la capacidad
antioxidante de las fracciones obtenidas y el extrac-
to etandlico por el método DPPH, ademds se realiz6
la medicidn de fenoles totales y la cuantificacion de
flavonoides. Los resultados indican que la fraccion
de diclorometano exhibi6é un porcentaje de inhibi-
cién superior a 30 % y que la mayor concentracion
de fenoles y flavonoides se encuentra en esta misma
fraccion. De esta manera, el trabajo dio un aporte

Universidad Distrital “Francisco José de Caldas”. Bogota D.C., Colombia. jamatulevichp@udistrital.edu.co
Universidad Distrital “Francisco José de Caldas”. Bogota D.C., Colombia. wfcastrillon@udistrital.edu.co
Universidad Distrital “Francisco José de Caldas”. Bogota D.C., Colombia. Imrodriguezr@correo.udistrital.edu.co
Universidad Distrital “Francisco José de Caldas”. Bogota D.C., Colombia. jpmedinad@correo.udistrital.edu.co

Revista Cientifica ® ISSN 0124-2253 o e-ISSN 2344-8350 e septiembre-diciembre ¢ Bogota-Colombia ® N. 42(3) ® pp. 315-327

[315]


https://doi.org/10.14483/23448350.17592
https://doi.org/10.14483/23448350.17592
mailto:jamatulevichp@udistrital.edu.co
mailto:wfcastrillon@udistrital.edu.co
mailto:lmrodriguezr@correo.udistrital.edu.co
mailto:jpmedinad@correo.udistrital.edu.co
https://orcid.org/0000-0002-6346-510X
https://orcid.org/0000-0002-5054-1791
https://orcid.org/0000-0002-0663-5395
https://orcid.org/0000-0002-6915-648X

Estudio fitoquimico y evaluacién de la capacidad antioxidante de flores de Senna spectabilis obtenidas en la regién andina colombiana

MaTULEVICH-PELAEZ, ]. A., CASTRILLON-CARDONA, W. F., RODRIGUEZ-RENUMA, L. M. Y MEDINA-DONCEL, J. P.

quimico (aislamiento de cinamato de metilo y cafeina,
y tres mezclas) y un aporte biolégico, tras identificar a
la fraccién de diclorometano obtenida de las flores de
la especie como la que mayor cantidad de sustancias
con capacidad antioxidante tiene respecto a otras frac-
ciones y otros extractos.

Palabras clave: cafeina; fitoquimica; Senna spectabilis.

Abstract

The present work shows the results of the phytochemi-
cal study of Senna spectabilis flowers and the evalu-
ation of their antioxidant capacity, for this, the plant
material was collected in the municipality of Guaduas
(Cundinamarca) and identified through the Colombian
National Herbarium with the number collection COL
600165, after extraction processes by cold macera-
tion, 100 g of ethanolic extract were obtained, which
was fractionated with solvents of increasing polarity,
obtaining fractions of heptane, dichloromethane and
ethyl acetate, then they were subjected to separation
processes by Thin layer chromatography (TLC) and col-
umn chromatography (CC), the tentative identification
of the obtained mixtures and isolated compounds was
carried out by gas chromatography coupled to mass
spectrometry (GC-MS), allowing the identification of
three mixtures made up of ester, ketone, anthraqui-
none, monoterpenoid and a derivative of cinnamic
acid compounds; and the compounds methyl cinna-
mate and caffeine. The antioxidant capacity of the ob-
tained fractions and the ethanolic extract were studied
by the DPPH method, in addition, the measurement of
total phenols and the quantification of flavonoids were
carried out. The results indicate that the dichlorometh-
ane fraction exhibited an inhibition percentage greater
than 30 % and that the highest concentration of phe-
nols and flavonoids is found in this same fraction. In
this way, the work gave a chemical contribution (isola-
tion of methyl cinnamate and caffeine, and three mix-
tures) and a biological contribution after identifying the
fraction of dichloromethane obtained from the flowers
of the species as the one with the greatest amount of
substances with antioxidant capacity. has respect to the
other fractions and extracts.

Keywords: caffeine; phytochemistry; Senna spectabilis.

Resumo

O presente trabalho apresenta os resultados do estudo
fitoquimico de flores de Senna spectabilis e a avalia-
¢do de sua capacidade antioxidante, para isso, o ma-
terial vegetal foi coletado no municipio de Guaduas
(Cundinamarca) e identificado através do Herbario
Nacional da Colémbia com a colecdo numérica COL
600165, apds processos de extragdo por maceragdo a
frio, foram obtidos 100 g de extrato etandlico, o qual
foi fracionado com solventes de polaridade crescen-
te, obtendo-se as fragdes de heptano, diclorometano e
acetato de etila, a seguir foram submetidos a processos
de separagdo por cromatografia em camada delgada
(CCD) e cromatografia em coluna (CC), a identificagao
tentativa das misturas obtidas e dos compostos isola-
dos foi realizada por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (GC-MS), permitindo a iden-
tificacao de trés misturas constituidas de éster, ceto-
na, antraquinona, monoterpendide e um derivado de
compostos de acido cinamico; e os compostos cina-
mato de metilo e cafeina. A capacidade antioxidante
das fracoes obtidas e do extrato etanélico foram estu-
dadas pelo método DPPH, além disso, foi realizada a
dosagem de fendis totais e a quantificagao de flavonéi-
des. Os resultados indicam que a fragao diclorometa-
no exibiu um percentual de inibi¢do superior a 30 %
e que a maior concentragdo de fendis e flavonodides é
encontrada nesta mesma fracdo. Desta forma, o traba-
[ho deu uma contribuigdo quimica (isolamento de ci-
namato de metila e cafeina, e trés misturas) e biolégica
ap6s identificar a fragdo de diclorometano obtida das
flores da espécie como aquela com maior quantidade
de substancias com antioxidante. capacidade. tem re-
lacao com as outras fracdes e extratos.
Palavras-chaves: cafeina; fitoquimica; Senna spectabilis.

Introduccion

Colombia es reconocido mundialmente como el
segundo pais megadiverso (Minciencias, 2016),
debido a factores como la posicién geografica,
los accidentes geograficos (lo que influye en la
variedad de pisos térmicos existentes) y la au-
sencia de estaciones (que facilita el crecimiento
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y la conservacién de distintas especies de flora
y fauna).

En lo que concierne a la riqueza vegetal, Co-
lombia con 0,7 % del area continental contiene 10
% de la diversidad total de las plantas angiosper-
mas (Vasquez y Buitrago, 2011), lo que convierte
a este tipo de plantas en objeto de investigacion,
especialmente las que presentan actividad de tipo
medicinal.

Teniendo en cuenta lo anterior, las especies
vegetales que conforman la familia Fabaceae es-
tan distribuidas mayoritariamente en Suramérica y
Centroamérica (Cabral, 2010). La especie vegetal
Senna spectabilis (Fabaceae) posee un gran valor
medicinal, razén por la cual se ha empleado para
tratar dolores de cabeza, inflamaciones, gripes, he-
ridas, entre otros usos etnobotanicos (Viegas et al.
2004). Tradicionalmente es conocida como “flor
amarillo”, “vainillo” o “monedero” en Colombia,
y se encuentra distribuida en los departamentos de
Antioquia, Boyacd, Caldas, Cauca, Cesar, Caquets,
Casanare, Cundinamarca, Guajira, Huila, Magda-
lena, Meta, Narino, Norte de Santander, Quindio,
Risaralda, Santander, Tolima y Valle (Catalogo de
la Biodiversidad Colombiana, 2009).

Algunas de las especies vegetales que confor-
man a la familia Fabaceae son reconocidas por te-
ner compuestos quimicos que presentan actividad
bioldgica, estos se encuentran presentes en la cor-
teza, las hojas y las raices principalmente; en esta
familia se han reportado y caracterizado quimica-
mente metabolitos secundarios tales como alcaloi-
des, flavonoides y polifenoles (Pino et al., 2004).
Los estudios quimicos y biolégicos muestran que
la bioactividad de estos metabolitos secundarios
estd asociada a efectos antidiabéticos, antimicro-
bianos, antiinflamatorios y anticancerigenos (Oje-
daetal., 2015).

En el género Senna se puede destacar la presen-
cia de metabolitos tales como esteroides, quino-
nas y senosidos, que se encuentran principalmente
en hojas y tallos (Torrenegra y Jiménez, 2002). Pa-
ralelamente, los estudios bioldgicos en el género
Senna han demostrado numerosas bioactividades,

de las cuales se pueden destacar antimicrobiana,
hematolégica, antiinflamatoria, antiproliferativa y
anticancerigena (Morales y Bachiller, 2007). En la
especie Senna spectabilis (especialmente en corte-
za, hojas y raices) se han determinado numerosas
sustancias quimicas con bioactividad antifiingica,
antibacterial, antioxidante, anticonvulsiva y se-
dante (Sangetha et al., 2009). De esta especie ve-
getal se han caracterizado y reportado alcaloides,
flavonoides y polifenoles mayoritariamente (Vie-
gas et al., 2013). Por otra parte, la especie Senna
spectabilis ha presentado estudios en hojas, tallos
y raices, en los cuales ha presentado una diversi-
dad fitoquimica interesante (Selegato et al., 2017).

Teniendo presente que Colombia es uno de los
paises en los que Senna spectabilis se distribuye,
este trabajo de investigacion se orientd a realizar
un aporte al conocimiento quimico y biolégico de
esta especie, por medio del estudio fitoquimico de
sus metabolitos fijos y la evaluacion de su capaci-
dad antioxidante.

Metodologia
Recoleccion del material vegetal

La especie fue obtenida en el municipio de Gua-
duas, Cundinamarca (5° 05’ 16,4” N 74° 36’ 54,3”
O). Se recolectaron 3773 g de flores frescas, las
cuales fueron secadas a temperatura ambiente de
Bogota (18 °C y humedad relativa de 77 %); una
muestra testigo se envié al Herbario Nacional de
Colombia para su determinacién taxondmica, la
cual fue clasificada bajo el cédigo COL 600165
como Senna spectabilis.

Obtencion de extractos y fracciones

Las flores secas vy trituradas de Senna spectabilis
(2000 g) fueron sometidas a una extracciéon con
etanol al 96 % a temperatura ambiente por el mé-
todo de maceracion en frio. El extracto obtenido
(E.EtOH.Ss.F) se filtr6 y concentré a presion re-
ducida de 120 mbar y a una temperatura de 40
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°C obteniendo 100 g de extracto total, luego fue
floculado en una proporcién 1:1 EtOH/H,O para
continuar con el fraccionamiento. Se realizaron
pruebas quimicas de precipitacién y coloracién
para determinar la posible presencia de metaboli-
tos secundarios mayoritarios en la muestra (Sana-
bria, 1999).

100 g de E.EtOH.Ss.F fueron sometidos a un
proceso de extraccion liquido-liquido continuo
con solventes de polaridad creciente, obteniéndo-
se las fracciones de heptano (Fx.Hept.Ss.F 0,85 g,
0,85 %), diclorometano (Fx.DCM.Ss.F 14,9 g, 14,9
%), acetato de etilo (Fx.AcOEt.Ss.F 0,55 g, 0,55 %)
y un residuo hidroalcohélico (Fx.Hidroalcohélico.
Ss.F, 83.7 g, 83,7 %). Cada una de estas fracciones
fue sometida a separaciones continuas a través de
CC y CCF para finalmente aislar dos compuestos y
tres mezclas.

A 0,6 g de la fraccion de (Fx.Hept.Ss.F) después
de una CC, utilizando como fase mévil heptano:
AcOEt en una proporcién 8:2, se obtuvieron 92
fracciones, las cuales después del monitoreo por
CCF fueron reunidas en 9 subfracciones. La frac-
cién ndmero 2 (Fx.Hept.Ss.F2) produjo 0,18 g de
un solido color naranja denominado Mezcla SsF1,
el cual fue analizado por CG-EM. En la fraccién
nimero 3 (Fx.Hept.Ss.F3) se obtuvieron 0,096 g
de un sélido naranja denominado Mezcla SsF2, el
cual fue analizado por CG-EM.

1,5 g de la fraccion de diclorometano (Fx.DCM.
Ss.F) se fraccionaron por CC, utilizando como fase
movil DCM: MeOH en una proporcion 9:1, obte-
niendo 70 fracciones, las cuales después del moni-
toreo por CCF fueron reunidas en 12 subfracciones.
En la fraccion 1 (Fx.DCM.Ss.F1) se obtuvieron
0,040 g de un sélido color amarillo denominado
Mezcla SsF3, el cual fue analizado por CG-EM. En
la fraccion 8 (Fx.DCM.Ss.F8) se obtuvieron 0,146
g, los cuales fueron nuevamente fraccionados por
CC utilizando como fase mévil AcOls: MeOH en
una proporcion de 9,8:0,2, obteniendo 128 frac-
ciones, las cuales después del monitoreo por CCF
fueron reunidas en 15 subfracciones. En la fraccion
ndmero 10 (Fx.DCM.Ss.F8.SF10) se obtuvieron 3,3

mg de un sélido color blanco denominado Com-
puesto SsF4, el cual fue analizado por CG-EM.

0,4 g de la fraccion de acetato de etilo (Fx.AcO-
Et.Ss.F) se fraccionaron por CC utilizando como
fase mévil AcOEt - DCM en proporciones 9.5:0.5,
obteniendo 209 fracciones reunidas en 27 subfrac-
ciones. Posteriormente, en la fraccion 4 (Fx.AcOEt.
Ss.F4) se obtuvieron 0,9 mg de un sélido blanco
denominado Compuesto SsF5, el cual fue analiza-
do por CG-EM.

Técnicas para la elucidacién estructural y la
caracterizacion de los compuestos aislados

Para determinar tentativamente la mezcla y los
compuestos obtenidos se utiliz6 un cromatégra-
fo de gases con detector selectivo de masas Shi-
madzu QP2010 plus, ubicado en el laboratorio de
quimica de la Universidad Distrital Francisco José
de Caldas. La separacion se realiz6 en una colum-
na capilar SHRXi-5MS de 30 m de longitud x 0,25
mm x 0,25 pm con una inyeccion en modo Split
(10:1); el gas de arrastre utilizado fue helio (gra-
do 5,0) con flujo constante de 1,2mL/min. La pro-
gramacioén de la temperatura del horno fue de 50
°C (2 min) con incrementos de 15 °C/min hasta
200 °C (2 min), finalmente se incrementaron 10
°C/min hasta 300 °C (10 min) para un tiempo total
de andlisis de 34 min; la temperatura de la linea de
transferencia fue de 275 °Cy la de la camara de io-
nizacién de 230 °C. Los espectros de masas de los
compuestos aislados fueron tomados en un equipo
Shimadzu QP2010 plus dotado con una sonda de
insercién directa y un analizador de masas cua-
drupolar, utilizando un modo de ionizacién elec-
tronica (IE) a 70 eV y una temperatura de la cdmara
de ionizacién de 230 °C.

Evaluacion de la capacidad antioxidante

Para la evaluacion de la capacidad antioxidante se
utilizo el extracto etandlico (E.EtOH.Ss.F) y las frac-
ciones de heptano (Fx.Hept.Ss.F), diclorometano
(Fx.DCM.Ss.F) y acetato de etilo (Fx.AcOEt.Ss.F).
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El ensayo se realizé utilizando 10 mg del radi-
cal DPPH disueltos en 10 mL de metanol grado
analitico y mediante su lectura en un espectrofo-
tometro FLUOstar Optima BMG Labtech, se esta-
blecié la absorbancia entre 0.7- 0.9 a una longitud
de onda de 516 nm, en donde el radical tiene su
maximo pico de absorcién y por ende un com-
portamiento lineal de las absorbancias al mezclar-
se con el extracto, lo que permite que los datos
sean mas precisos (Molyneux, 2004). Cada extrac-
to se diluyo en diferentes volimenes de etanol ob-
teniendo concentraciones entre 50 y 5.000 ppm.

A 25 pL de cada fraccion y extracto de la espe-
cie Senna spectabilis se agregaron 275 pL de so-
lucién DPPH vy se ley6 su absorbancia a 520 nm;
las absorbancias se registraron teniendo en cuenta
intervalos de tres min ente 0 y 120 min respecti-
vamente. Para conocer la capacidad antioxidante
de los tratamientos ensayados se elaboraron curvas
estandar de acido ascérbico y un antioxidante sin-
tético de referencia (Trolox). (Metodologia modifi-
cada de Brand-Williams et al., 1995)

Cuantificacion de compuestos fenélicos y
flavonoides

La cuantificacién de compuestos fendlicos se reali-
z6 preparando una curva de calibracién con 4cido
galico en agua desionizada con concentraciones
de entre 50 y 500 mg L' a partir de un stock de
acido galico de 1.000 mg L. A 125 pL de los pa-
trones, blanco y muestras (diluidas a 1.000 mg L")
se agregaron 200 pL de agua destilada y 25 pL del
reactivo Folin-Ciocalteu, se dej6 incubar por 6 min
a temperatura ambiente para después adicionar 12
pL de carbonato de sodio al 5 % y se incubé por
30 min a 42 °C para favorecer la reaccién; poste-
riormente se realizaron las lecturas de absorbancia
a 740 nm en intervalos de 10 min durante 2 h.
Para la cuantificacién de flavonoides se prepa-
r6 una curva de calibracién de quercetina en eta-
nol al 96 % a concentraciones entre 1y 50 mg L™
a partir de un stock de 1.000 mg L' de querceti-
na. A 125 pL de los patrones, blanco y muestras

(diluidas a 1.000 mg L") se agregaron y se mezcla-
ron 125 pL de cloruro de aluminio al 2 %, se incu-
b6 por 30 min a 42 °C para favorecer la reaccion y
seguido a esto se realizo6 la lectura de absorbancias
a 420 nm en intervalos de 10 min por 2 h.

Resultados
Analisis fitoquimico preliminar

Los resultados del analisis fitoquimico preliminar
de la especie Senna spectabilis (Tabla 1) dan in-
dicios de la presencia de metabolitos secundarios
como taninos, alcaloides, terpenos y probable-
mente flavonoides (solo una de las tres pruebas dio
resultado positivo). Por el contrario, no presenta
cumarinas, saponinas y carotenoides, esto coinci-
de con reportes quimicos de especies de la fami-
lia Fabaceae como Bauhinia purpurea, Bauhinia
variegata (Martinez et al., 2011), Senna reticulata
(Matulevich-Pelaez, 2017), Senna alata y Senna
bicapsularis que no reportan este tipo de metaboli-
tos secundarios (Barrese et al., 2005).

Para la especie Senna spectabilis los resultados
son consecuentes, debido a que presenta flavonoi-
des (Singh et al., 2013), terpenos (Mallaiah et al.,
1984; Ashok y Sarma, 1988) y alcaloides aislados
en diferentes 6rganos de la especie vegetal (Viegas
et al., 2004; Jager et al. 2009; Viegas et al. 2013).

Metabolitos secundarios aislados

La separacién y purificacién de las fracciones de
heptano, diclorometano y acetato de etilo obteni-
das a partir del extracto etandlico total de las flores
de la especie Senna spectabilis permitio la identi-
ficacion tentativa de tres mezclas y dos compues-
tos: la primera mezcla conformada por dos ésteres
(9-oxo-nonanoato de etilo y palmitato de etilo)
y una cetona (pentadecan-2-ona) fue designada
como Mezcla SsF1. En la mezcla designada como
SsF2 se encontré nuevamente al palmitato de etilo
junto con una antraquinona (1,8-dihidroxi-3-me-
til-antraquinona). La tercera mezcla conformada
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Tabla 1. Andlisis fitoquimico preliminar para flores de Senna spectabilis

Grupo de metabolitos Prueba quimica Patr6n de comparacién Resultado
Shinoda +
Flavonoides Rosenheim Catequina -
Leucoantocianidinas
Quinonas Borntrager - Krauss Plumbagina -
Taninos Ensayo gelatma/— s.a[ Acido gélico i
Ensayo cloruro férrico +
. Hidroxamato férrico . . .

Cumarinas - 7-hidroxicumarina
Erlich -
Dragendorff +
Alcaloides Mayer Cinconina +
Valser +
Saponinas Formacién de espuma Diosgenina -
Terpenos Liebermann - Burchard Colesterol +
Glucésidos cardioténicos Kedde Ex. Digitalis purpurea -
Carotenoides Acido sulfirico 98 % Ex. Calendula officinalis -

(+) Prueba positiva; (-) Prueba negativa

por un monoterpeno oxigenado (Linalool) y un
derivado de acido cindmico (cinamato de metilo)
fue designada como Mezcla SsF3. Los compues-
tos aislados y designados como SsF4 y SsF5 fueron
identificados como cinamato de metilo y cafeina
respectivamente.

Composicion de la mezcla SsF1

La mezcla SsF1 (18,3 mg) se obtuvo como un séli-
do color naranja a partir de la fraccién de heptano,
la cual en el monitoreo por CCF presenté man-
chas naranjas, rojas y azules en el revelado con
luz ultravioleta a 366 nm. Por otra parte, la co-
rriente i6nica total (TIC) del andlisis por CG-EM
arrojo tres sefales significativas de alta intensidad
con tiempos de retencion de 11,273 min, 15,163
min y 16,192 min. La comparacién de los espec-
tros de masas de las respectivas sefales con los
de la libreria NIST-08 indican que corresponden
al 9-oxo-nonanoato de etilo, palmitato de etilo
y pentadecan-2-ona, con porcentajes de coinci-
dencia de 94 %, 97 % y 94 % respectivamente.
El compuesto 9-oxo-nonanoato de etilo se reporta
por primera vez en las flores de la especie vege-
tal objeto de estudio. La pentadecan-2-ona ha sido

reportada en la familia Fabaceae (Chaverri y Cic-
ci6, 2015), particularmente en las hojas y flores de
la especie vegetal Cliricidia sepium, la cual se em-
plea como expectorante y febrifugo, ademas como
antimaldrico. El palmitato de etilo ha sido repor-
tado en la familia Fabaceae, particularmente en la
especie vegetal Retama monosperma, especie que
demostré tener alta capacidad antioxidante espe-
cificamente en la fraccién de acetato de etilo (Ab-
delmadjide et al., 2020).

Composicion de la mezcla SsF2

La mezcla SsF2 (8,1 mg) se obtuvo como un sélido
de color naranja también obtenido de la fraccién
de heptano, la cual en el monitoreo por CCF pre-
sent6 manchas naranjas y amarillas en el revelado
con luz ultravioleta a 366 nm. La corriente i6nica
total (TIC) del analisis por CG-EM arroj6 dos sena-
les significativas de alta intensidad en tiempos de
retencion de 16.172 min y 19.896 min. La com-
paracion de los espectros de masas de las respec-
tivas senales con los de la libreria NIST-08 fueron
identificados como palmitato de etilo y 1,8-dihi-
droxi-3-metil-antraquinona con un porcentaje de
coincidencia de 93 % y 97 % respectivamente. El
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palmitato de etilo habia sido previamente encon-
trado en la mezcla SsF1; la 1,8-dihidroxi-3-me-
til-antraquinona ha sido reportada en la familia
Fabaceae y en el género Senna (Valiente y Torrene-
gra, 2003), particularmente en la especie vegetal
Senna bicapsularis (L) que posee ciertas caracteris-
ticas de color y pigmentacion en las especies ve-
getales, debido a los dobles enlaces conjugados
que presenta la estructura quimica de 1,8-dihi-
droxi-3-metil-antraquinona; ademds se ha demos-
trado su actividad antimicrobiana en las hojas y
raices (Torrenegra y Jiménez, 2002)

Composicion de la mezcla SsF3

La mezcla SsF3 (40,7 mg) se obtuvo como un s6-
lido amarillo a partir de la fraccién de diclorome-
tano, la cual en el monitoreo por CCF presentd
manchas azules y verdes en el revelado con luz
ultravioleta a 366 nmy en el revelado con Vainilli-
na/H,SO,. Por otra parte, la corriente i6nica total
(TIC) del andlisis por CG-EM arrojo6 dos senales en
tiempos de retencién de 7.480 min y 10.333 min,
la comparacion de los espectros de masas de las
respectivas senales con los de la libreria NIST-08
permitio establecer la presencia de Linalool y ci-
namato de metilo, con porcentajes de coinciden-
cia del 98 % y 96 % respectivamente. El Linalool
ha sido reportado en la familia Fabaceae, en el gé-
nero Senna y esta presente en la especie vegetal
Senna spectabilis (Sangetha et al., 2009) que posee
ciertas caracteristicas en el aroma debido a varios
compuestos voldtiles presente en el aceite esencial
y que entre los mas destacados son compuestos
terpénicos. El cinamato de metilo ha sido reporta-
do en la familia Fabaceae (Tava et al., 2007) en las
hojas y flores de la especie vegetal Bituminaria bi-
tuminosa, la cual ha mostrado actividad larvicida
contra Aedes aegypti (Fujiwara et al., 2017). En el
género Senna este compuesto ha sido identificado
en la especie Senna occidentalis (Murugan et al.,
2015), de la cual se destaca la actividad mosquito-
cida y antiplasmddica contra Anopheles stephensi
y Plasmodium falciparum (Murugan et al., 2015)

Compuesto SsF4

El compuesto SsF4 (3,3 mg) se obtuvo como un
s6lido blanco a partir de la fraccién de diclorome-
tano. La corriente iénica total (TIC) del analisis por
CG-EM exhibié una senal de alta intensidad en el
tiempo de retencion de 10.329 min. La compara-
cién de los espectros de masas de la respectiva se-
fal con los de la libreria NIST-08 fue identificada
como cinamato de metilo con un 97 % de coin-
cidencia, este compuesto es reportado por prime-
ra vez en la especie vegetal; sin embargo, ha sido
encontrado en otras especies vegetales como Oci-
mum basilicum L. var basilicum, O. basilicum L. var
purpurenscens, O. gratissimum L.y O. tenuiflorum
L. (Acosta et al., 2003).

Compuesto SsF5

El compuesto SsF5 (6,5 mg) se obtuvo como un
s6lido blanco cristalino a partir de la fraccién de
acetato de etilo, el cual en el monitoreo por CCF
presenté una marcha negra intensa en el revelado
con luz ultravioleta a 254 nm. Por otra parte, la
corriente iénica total (TIC) del analisis por CG-EM
arroj6 una senal de alta intensidad en un tiempo
de retencién de 12.741 min, tras la comparacion
de los espectros de masas de la respectiva senal
con los de la libreria NIST-08 que fue identifica-
da como cafeina con un 97 % de coincidencia.
La cafeina ha sido reportada en la familia Aquifo-
liaceae, en las hojas de las especies llex paragua-
riensis e llex guayusa, que es usado en América
del sur como brebaje para controlar afecciones
estomacales (Seigler, 2002). En la especie Senna
spectabilis se ha reportado la presencia de cafei-
na en el extracto etandlico de hojas, tallo y raices
(Selegato et al., 2017). Por otra parte, la cafeina
posee una conocida y extensa historia como ayu-
dante analgésico. Se han realizado estudios sobre
la accion antinociceptiva intrinseca de la cafeina,
en los que se establece que la dosis antinocicep-
tiva se encuentra en el rango de 25 a 100 mg L™
(Tavares y Sakata, 2012). La cafeina es reportada
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por primera vez para las flores de Senna spectabi-
lis en Colombia.

Evaluacion de la capacidad antioxidante

Para realizar la determinacién de la capacidad an-
tioxidante del extracto etandlico y las correspon-
dientes fracciones se utilizaron datos cuyo valor de
porcentaje de inhibicién estaba en el rango entre
30 % y 90 %, esto tomandose como referencia el
equivalente medio de la actividad presentada por
los patrones de Trolox y Vitamina C, estos porcen-
tajes correspondientes al IC, , cuyo célculo se rea-
liz6 teniendo en cuenta los valores estadisticos de
la pendiente, la interseccién que presentaba con
el eje y el coeficiente de correlacién (R?), estable-
ciéndose asi una relacion lineal de pendiente posi-
tiva entre la inhibicion al 50 % y la concentracion.
Fueron analizadas cuatro muestras a diferentes
concentraciones para DPPH; sin embargo, la frac-
cién de heptano (Fx.Hept.Ss.F) no presentd por-
centajes de inhibiciones con valores superiores al
30 %, probandose en concentraciones superiores
a 5000 mg L' los resultados obtenidos para el mé-
todo de DPPH se muestran en la Tabla 2, siendo el

mejor resultado el de la fraccién de diclorometano
(Fx.DCM.Ss.F), pues el tiempo transcurrido fue de
78 min, a este tiempo se obtuvo un coeficiente de
correlacién de 0,9846, que refleja un coeficiente
de variacion del 3,35 % entre el promedio y la des-
viacion estandar (328,7 ppm + 11,0294).

Los resultados obtenidos de la capacidad an-
tioxidante de cada uno de los tratamientos ensa-
yados comparados con el patrén de vitamina C y
Trolox se ilustran en la figura 1. En esta se muestra
que el extracto etandlico (E.EtOH.Ss.F) y las frac-
ciones de diclorometano y acetato de etilo (Fx.
DCM.Ss.F; Fx. AcOEt.Ss.F) presentan un porcen-
taje de inhibicién superior al 30 %; en todas las
muestras se evidencia la relacién directamente
proporcional entre la concentracién y el porcen-
taje inhibitorio.

Los mejores resultados en la capacidad antioxi-
dante los muestra la fraccion de diclorometano,
pues a bajas concentraciones (comparadas con las
concentraciones que requirieron las otras fraccio-
nes y el extracto) presenta un aceptable porcentaje
de inhibicién. Comparado con los patrones, es po-
sible notar que es semejante con la capacidad an-
tioxidante del Trolox, pues a bajas concentraciones

Tabla 2. Resultados obtenidos para el método DPPH

Extracto-Fraccion  Tiempo (min)  Conc (ppm) % inhibicion  Coef. R? IC,, (ppm) CV%
3.000 62,56

E.EtOH.Ss.F 102 6.000 76,74 0,9996 474,3+ 39,1284 8,25
9.000 91,98
3.000 19,8

Fx.Hept.Ss.F 117 5.000 24,1 0,9363 11.004,9+58,1872 0,53
7.000 35,5
150 37,4

Fx.DCM.Ss.F 78 300 49,5 0,9846 328,7+ 11,0294 3,35
450 57,3
1.000 30,23

Fx. AcOEt.Ss.F 15 1.500 48,95 0,9349 1.306,9+ 53,6427 4,11
2.000 55,93
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Método DPPH - Flores Senna spectabilis
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Figura 1. Resultados obtenidos por el método DPPH

es capaz de inhibir el radical. Por lo tanto, solo la
fraccion de diclorometano (Fx. DCM.Ss.F) obteni-
do a partir de la especie vegetal Senna spectabilis
presenta promisoria capacidad antioxidante segtin
la evaluacién del método DPPH; esto concuerda
con los resultados obtenidos en la cuantificacién
de flavonoides donde en la fraccién de diclorome-
tano se encontré la mayor concentracion.

Con respecto al tiempo que tardaron los com-
puestos en completar la reaccién, se tiene esto
como una ventaja del método pues permite que
reaccione toda la muestra y se da el tiempo ne-
cesario para que el DPPH reaccione frente a an-
tioxidantes débiles (Prakash, 2001). Sin embargo,
es importante mencionar que el DPPH es sensible
a algunos tipos de bases y solventes de Lewis, asi
como al oxigeno (Ancerewicz et al., 1998). Una
investigacion realizada a la especie Senna reti-
culata (Matulevich-Peldez, 2017) evidencié po-
tencial antioxidante en la fraccion etandlica y de
diclorometano, lo cual coincide con los resulta-
dos hallados en este estudio, los cuales destacan a
la fraccion de diclorometano (Fx.DCM.Ss.F) como
la que presenta mayor capacidad antioxidante. Por
otra parte, estudios realizados a las flores de Sen-
na multiglandulosa (Ojeda et al., 2015) mostraron
que la fraccién con mejor capacidad antioxidante
es la de cloroformo, la cual es una fraccién con
polaridad muy similar a la de diclorometano. Una
investigacion realizada a fracciones de diversas

polaridades a hojas y tallos de Senna singueana
muestra que los valores mas altos de IC,  se dieron
en la fraccion obtenida por éter de petréleo, segui-
do de cloroformo, metanol y acetona (Gebreliba-
nos et al. 2007).

Karau realiz6 estudios a la capacidad antioxi-
dante con DPPH en las hojas y la corteza del ta-
llo de la especie Senna spectabilis, reportando un
88,98 % y 90,95 % de inhibicion para hojas y tallo
respectivamente (Karau, 2014); a nivel comparati-
VO con esta investigacion, se encuentra que estos
érganos tienen mayor porcentaje de inhibicion res-
pecto a las flores. Sin embargo, la investigacion no
reporta las concentraciones de las fracciones, por
lo que no se podria dar una veracidad en cuanto a
la comparacién entre la capacidad antioxidante de
diferentes 6rganos.

La capacidad antioxidante evidenciada en la
fraccion de diclorometano (Fx.DCM.Ss.F) se debe
a los compuestos presentes en esta fraccion que
son de polaridad intermedia-baja, principalmen-
te compuestos hidroxilados y nitrogenados (alca-
loides), ya que los alcaloides de cualquier tipo de
estructura han mostrado capacidad antioxidante
ante compuestos que tienen alta tendencia a ser
oxidados (Chavez et al. 1996). Es importante re-
cordar que en otros estudios a la misma especie
vegetal se encontré presencia de metabolitos se-
cundarios como flavonoides, alcaloides (como la
cafeina) y antraquinonas hidroxiladas, que por su
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estructura y los estudios previos que se han reali-
zado, muestran capacidad antioxidante (Selegato
etal., 2017).

Cuantificacion de fenoles

Con la curva de calibracion realizada con los pa-
trones de acido galico (Tabla 3) se encontré la
funcién lineal que representaba la relacion (Absor-
bancia = 0,0019* (concentracién de acido gélico
en mg L) - 0,0143), se realizé la lectura espectro-
fotométrica del extracto y las fracciones, se hizo la
correlacién entre la curva y los valores obtenidos,
los cuales se muestran en la tabla 4.

Tabla 3. Datos de la curva de calibracién para
cuantificacién de fenoles totales

mg acido gdlico / L H,O Absorbancia

desionizada

1 0,0233 +0,0171
50 0,0629 + 0,0109
100 0,1603 + 0,0075
150 0,2565 +0,0121
200 0,3657 +0,0233
250 0,4649 + 0,0441
300 0,5429 +0,0393
350 0,6728 +0,0617

Tabla 4. Concentracion de fenoles en muestra

mg Acido gdlico

Extracto / Absorbancia pg Acido
P A / g extracto o

Fraccion (nm) gahco / mL § .,
raccién
E.EtOH.Ss.F  0,0946 + 0,044 56,1862 936,437
Fx.Hept.Ss.F  0,0811 + 0,056 49,0607 817,678
Fx.DCM.Ss.F 0,1231 + 0,028 71,2065 1.186,775
Fx. AcOEt.Ss.F 0,0671 +0,0248 41,7126 695,209

La tabla 4 muestra que la mayor cantidad de
compuestos fendlicos estd presente en la frac-
cién de diclorometano (Fx.DCM.Ss.F), seguida
por el extracto total (E.EtOH.Ss.F), el de heptano
(Fx.Hept.Ss.F) y en menor cantidad la fraccion de

acetato de etilo (Fx.AcOEt.Ss.F). Esto puede rela-
cionarse con los resultados obtenidos en la capa-
cidad antioxidante, que muestran a la fraccién de
diclorometano (Fx.DCM.Ss.F) como la de mayor
capacidad inhibitoria oxidante, a su vez esto per-
mite establecer que aproximadamente el 70 % de
los compuestos presentes en la fraccién de diclo-
rometano son polifenoles (Viegas et al., 2013; Tai
etal.,, 2015).

Cuantificacion de flavonoides

Con la curva de calibraciéon realizada con los
patrones de quercetina (Tabla 5), se realizé la
relacion lineal que arroj6 la funcién lineal absor-
bancia = 0,02296* (concentracién de quercetina)
- 0,0739. Bajo las mismas condiciones se midie-
ron las absorbancias de las soluciones del extracto
y las fracciones, y tras realizar la correlacion entre
la curva y los valores obtenidos se tienen los resul-
tados consignados en la tabla 6:

Tabla 5. Datos de la curva de calibracién para
cuantificacién de flavonoides

mg de quercetina / L de etanol Absorbancia

1 0,041
5 0,093
10 0,151
15 0,350
20 0,537
25 0,637
30 0,749
35 0,948
40 1,156
45 1,215
50 1,483

La tabla 6 muestra que la fracciéon de dicloro-
metano (Fx.DCM.Ss.F) tiene la mayor cantidad de
flavonoides (segln el patrén de quercetina) entre
las muestras, lo que coincide también con la ma-
yor cantidad de polifenoles totales medidos.

Los resultados obtenidos concuerdan con lo
mostrado por Viegas et al (2013), quienes han
reportado en la especie, flavonoides como la

Revista Cientifica ® ISSN 0124-2253  e-ISSN 2344-8350 e septiembre-diciembre ¢ Bogota-Colombia ¢ N. 42(3) ® pp. 315-327
[324]



Estudio fitoquimico y evaluacién de la capacidad antioxidante de flores de Senna spectabilis obtenidas en la regién andina colombiana

MaTULEVICH-PELAEZ, ]. A., CASTRILLON-CARDONA, W. F., RODRIGUEZ-RENUMA, L. M. Y MEDINA-DONCEL, J. P.

Tabla 6. Cantidad de flavonoides presentes en cada extracto/ fraccién

Extracto / Fraccion Absorbancia (nm)

pg Quercetina / mL

% de quercetina en la muestra

E.EtOH.Ss.F* 0,104 + 0,00728715

Fx.Hept.Ss.F* 0,135 + 0,0109286

Fx.DCM.Ss.F* 0,211 £ 0,01555622

Fx. AcOEt.Ss.F* 0,149 + 0,00664855

luteolina y la metoxiluteolina en las flores y los
frutos verdes. Por su parte, Singh et al. (2013)
estudiaron las partes aéreas de Senna specta-
bilis aislando dos flavonas glicosiladas, la 6-hi-
droxi-4’-metoxiflavona-6-O-arabinopiranosa y la
3,5-dihidroxi-7,3’,4'-trimethoxi-flavona-3-O-ara-
binopiranosa del extracto etandlico de la plan-
ta; adicionalmente, Singh et al. encontraron la
presencia de otros flavonoides como la 5,4'-di-
hidroxi-7,3’-dimethoxiflavona-5-O-B-D(+)- gluco-
piranosa (Singh et al., 2013).

Es importante senalar que la capacidad antioxi-
dante estd relacionada con los compuestos feno-
licos totales determinados en los extractos y las
fracciones, ademas como mencionan Rizner et al.
(2000), se deben tener en cuenta aspectos como
la existencia de agliconas libres y su incorpora-
cién a la determinacion, ademas el hecho de que
pueden ocurrir interacciones entre los componen-
tes del extracto, esto recordando que la sinergia
de los flavonoides con tocoferoles, ascorbil pal-
mitato y 4cido citrico ya ha sido reportada (Rizner
et al., 2000).

Los resultados mostrados en la presente cuan-
tificacion de flavonoides arroja valores menores a
los determinados en la cuantificacion de fenoles,
esto esta dentro de lo esperado, debido a que los
flavonoides son un subgrupo de los compuestos
fendlicos.

Conclusiones

El trabajo fitoquimico desarrollado realiz6 el
aporte al conocimiento quimico de las flores de

7,7526 0,7752
9,102787 0,9103
12,412891 1,2413

9,71254355 0,9712

la especie vegetal Senna spectabilis, permiti6 el
aislamiento y la purificacién de dos compues-
tos denominados cinamato de metilo y cafei-
na; y tres mezclas, la primera conformada por
dos ésteres (9-oxo-nonanoato de etilo y palmi-
tato de etilo) y una cetona (pentadecan-2-ona),
en la segunda mezcla se encontré nuevamente
al palmitato de etilo junto con una antraquinona
(1,8-dihidroxi-3-metil-antraquinona), y la tercera
mezcla conformada por un monoterpeno oxige-
nado (Linalool) y un derivado de 4cido cinamico
(cinamato de metilo). En cuanto al conocimiento
biolégico, se muestra que la fraccién de diclo-
rometano de las flores de Senna spectabilis (Fx.
DCM.Ss.F) tiene los resultados mas efectivos para
actuar como una mezcla de sustancias con capa-
cidad antioxidante; asi mismo, esta fraccion mos-
tré la mayor cantidad de fenoles, evidenciando
asi la relacion entre la capacidad antioxidante y
la cantidad de polifenoles y flavonoides presentes
en la fraccién de diclorometano de las flores de la
especie Senna spectabilis.
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