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RESUMEN:

Con el objetivo de caracterizar, cualitativa y cuantitativamente, los principales metabolitos presentes en los extractos de hojas, tallos
y raices de Tithonia diversifolia (Hemsl) A. Grayy determinar la capacidad antioxidante total de las diferentes partes de la planta, se
colecté al azar el material vegetal en la finca de un productor de la provincia de Matanzas, Cuba. Las muestras de hojas, tallos y raices
se secaron, pulverizaron y se extrajeron con etanol comercial mediante maceracién. Posteriormente, el solvente se retiré mediante
un rotoevaporador sobre vacio. Serealizé el tamizaje fitoquimico de los diferentes extractos para la determinacién cualitativa de
fenoles totales, flavonoides, saponinas, cumarina, taninos, quinonas y terpenoides. Se determinaron las concentraciones de fenoles
totales, flavonoides y saponinas de los tres extractos con la utilizacién de un patrén dcido gilico, quercetina y panax ginseng 10
%, respectivamente. Se midié la actividad antioxidante total por el método del fosfomolibdato. La cuantificacién se efectud por
triplicado en microplacas de 96 pocillos. Se utiliz6 en el andlisis de los datos a través de estadistica descriptiva con el paquete SPSS,
Version 15. Los resultados mostraron presencia de fenoles, flavonoides, saponinas, cumarinas, quinonas y terpenoides en extractos
etandlicos de raices, tallos y hojas de T. diversifolia. La actividad antioxidante demostré que la raiz fue el érgano que tuvo mayor
capacidad antioxidante, con 1,10 mg de dcido ascérbico/mg de extracto. Le siguieron las hojas (1,08) y por tltimo, el tallo (0,50).
La determinacidn cualitativa y cuantitativa de los metabolitos secundarios mostré la presencia de fenoles, flavonoides, cumarinas,
quinonas y terpenoides en extractos etandlicos de las raices, tallos y hojas de T. diversifolia.

PALABRAS CLAVE: hojas, metabolitos, raices, tallo.

ABSTRACT:

In order to characterize, qualitatively and quantitatively, the main metabolites present in leaf, stem and root extracts from Tithonia
diversifolia (Hemsl) A. Gray and determine the total antioxidant capacity of the different plant parts, the plant material was
randomly collected in a farm belonging to a farmer of Matanzas province, Cuba. The leaf, stem and root samples were dried,
pulverized and extracted with commercial ethanol by maceration. Afterwards, the solvent was removed through a vacuum rotary
evaporator. The phytochemical sieving of the different extracts was carried out for the qualitative determination of total phenols,
flavonoids, saponins, coumarin, tannins, quinones and terpenoids. The concentrations of total phenols, flavonoids and saponins
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of the three extracts were determined using a gallic acid pattern, quercetin and 10 % panax ginseng, respectively. The total
antioxidant activity was measured through the phosphomolybdate method. The quantification was carried out in triplicate in 96-
well microplates. The data were analyzed through descriptive statistics with the package SPSS®, Version 15. The results showed
presence of phenols, flavonoids, saponins, coumarins, quinones and terpenoids in ethanol extracts of T. diversifolia roots, stems
and leaves. The antioxidant activity showed that the root was the organ with higher antioxidant capacity, with 1,10 mg of ascorbic
acid/mg of extract. It was followed by the leaves (1,08) and finally, the stem (0,50). The qualitative and quantitative determination
of secondary metabolites showed the presence of phenols, flavonoids, coumarins, quinones and terpenoids in ethanol extracts of
T. diversifolia roots, stems and leaves.

KEYWORDS: leaves, metabolites, roots, stem.

INTRODUCCION

Tithonia diversifolia (Hemsl) A. Gray es una planta forrajera, proteica, no leguminosa, perteneciente a la
familia Asteraceae. Con su utilizacién en la alimentacién animal, se obtienen numerosos beneficios por su
valor nutricional y diversidad en su composicién quimica (Mabou-Tagne et al., 2018). Segtn informes de
Galindo et al. (2017), su uso en la dieta animal hace posible la reduccién de metandgenos vy tiene efectos
benéficos en la ecologfa microbiana ruminal. Lezcano-Mis et al. (2016) plantearon que contribuye a la
disminucién de la carga parasitaria en bovinos jévenes.

Esta planta originaria de Centroamérica ha sido objeto de estudio en la medicina natural y tradicional
por sus multiples propiedades, derivadas de su metabolismo secundario. Se ha descrito recientemente su
aplicabilidad como antimicrobiano y antiinflamatorio (Sousa et al., 2019) para combatir la malaria (Afolayan
ctal,, 2016), ladiabetes (Sarietal., 2018) y el cancer (Di Giacomo et al., 2015). Ademds, se ha empleado como
abono verde por su rapido crecimiento, alta capacidad de fijar nitrégeno y acumulacién de fésforo, con efecto
positivo en suclos pobres (Scrase et al., 2019). También constituye una alternativa para el control de insectos,
ya que ha mostrado actividad insecticida contra hormigas cortadoras de hojas (Pantoja-Pulido et al., 2017).

Esta investigacién tuvo como objetivo caracterizar, cualitativa y cuantitativamente, los principales
metabolitos presentes en los extractos de hojas, tallos y raices de T. diversifolia, asi como determinar la
capacidad antioxidante total de las diferentes partes de la planta.

MATERIALES Y METODOS

Obtencién del material vegetal. Las hojas, los tallos tiernos y las raices de T. diversifolia se recolectaron en la
finca de un productor, ubicada en los 22°49’50,0°N y 81°01°05,3”W, en la provincia de Matanzas, Cuba.

Preparacién de los extractos. Las muestras se lavaron y secaron en estufa a 50°C, durante 24 h para las
hojas y por 72 h para los tallos y las raices (Lépez et al., 2006). El material vegetal, seco y molido, se sometié
a maceracion pasiva con etanol durante 24 h (tres veces). Posteriormente, se filtraron al vacio y el solvente
se retiré mediante un rotoevaporador (Lépez et al., 2006). Los ensayos se realizaron con extractos etandlicos
de hojas, tallos y raices de T. diversifolia, en el laboratorio de Biotecnologia de la Estacién Experimental de
Pastos y Forrajes Indio Hatuey, en Matanzas, Cuba.

Tamizaje fitoquimico de metabolitos secundarios mediante métodos colorimétricos

Fenoles totales y/o taninos. Se realizé mediante el método del cloruro férrico. Los extractos se evaluaron a
una concentracién de 10 mg/mL para los tallos y las raices, mientras que en las hojas de 2 mg/mL (Chhabra
ctal, 1984).

Flavonoides. Se utilizé el ensayo de Shinoda y los extractos se evaluaron a una concentracién de 10 mg/
mL para los tallos y las raices, y de 2 mg/mL para las hojas (Bonilla-Rios et al., 2014).
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Saponinas. La identificacién de saponinas se realizé6 mediante el método de la espuma. Los extractos se
prepararon a razén de 10 mg/mL (Robles-Garcia et al., 2016).

Cumarinas. Para la determinacidn cualitativa de cumarina, se utilizé la prueba del hidréxido de sodio. Los
extractos se dispusieron a 10 mg/mL (Vazquez y Garcia-Vieyra, 2017).

Quinonas. La determinacion colorimétrica de quinonas se realizé a partir de 500 pL de los extractos, a una
concentracién de 10 mg/mL. Se les agregd 500 pL de H2SO4 (Viazquez y Garcia-Vieyra, 2017).

Terpenoides. La identificacién de terpenoides se realiz a partir de 500 uL de los extractos a una
concentracién de 10 mg/mL, segiin la metodologia de Vazquez y Garcia-Vieyra (2017).

Determinacién cuantitativa de los principales grupos de metabolitos secundarios

Fenoles totales. La determinacién cuantitativa de fenoles totales se realizé6 mediante el método de Folin-
Ciocalteu, segun lo planteado por Ocampo et al. (2014) con algunas modificaciones. Los resultados se
expresaron en mg de 4cido ascorbico/mg de extracto.

Flavonoides. El estudio cuantitativo de flavonoides se realizé mediante el método del cloruro de aluminio,
segun precisiones citadas por Chekol y Desta (2018), algunas modificadas. Los resultados se expresaron como
mg de quercetina/mg de extracto.

Saponinas. La cuantificacién de saponinas se realizé segtin el método descrito por Guzmén et al. (2013),
con algunas reformas. Los resultados se expresaron como mg de Panax Ginseng 10 %/ mg de extracto.

Todos los extractos se trabajaron a una concentracién de Img/mL

Actividad antioxidante total. Se aplicé el método de captura del radical fosfomolibdato. Segtn la
metodologia de Umamaheswari y Chatterjee (2008), se realizé el ensayo basado en la reduccién de Mo
(VI)-Mo (V) por los extractos. Cada muestra se evalud por triplicado en tres repeticiones en el tiempo. Los
resultados se expresaron como mg de dcido ascorbico/mg de extracto. Todos los extractos se trabajaron a 10
mg/mL.

Analisis estadistico. Las variables contenido de fenoles, flavonoides, saponinas y actividad antioxidante
total se analizaron a través de estadistica descriptiva con el paquete estadistico SPSS’, Version 15.

RESULTADOS Y D1sCcUSION

En la tabla 1 se muestran los resultados del tamizaje cualitativo de los extractos etandlicos de hojas, tallos y
raices de T. diversifolia, a partir de pruebas colorimétricas paralos fenoles y/o taninos, flavonoides, saponinas,
cumarina, quinonas y terpenoides.
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Tabla 1. Tamizaje fitoquimico cualitativo de los extractos
etandlicos de T. diversifolia a partir de pruebas colorimétricas.

Extracto
Metabolito ;
Hojas Tallos  Raices

Fenoles + - -
Flavonoides + + +
Saponinas + - +
Taninos + - -
Cumarinas + - -
Quinonas + - -
Terpenoides - +: +

(+) presencia, (-) ausencia

Los ensayos colorimétricos permitieron identificar los metabolitos secundarios presentes en los extractos
de T. diversifolia (tabla 1). El extracto de las raices mostré la presencia de todos los metabolitos. Sin embargo,
en el extracto de las hojas hubo ausencia de terpenoides, y para el de los tallos, de saponinas. Aunque
no se hayan encontrado estos metabolitos, no significa que no estén presentes. Quizd se puedan detectar
con mayores concentraciones del extracto o mediante otro tipo de método analitico cuantitativo, como la
cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) o el ELISA.

Cadasolvente tiene diferentes capacidades de extraccién y espectro de solubilidad, porlo que las cantidades
de fitocompuestos presentes en uno u otro extracto dependerd de su afinidad con el solvente de extraccion
utilizado (Soto-Garcia y Rosales-Castro, 2016). La intensidad del color en la reaccién dejé ver que las raices
son el drgano con mayor cantidad de fitocompuestos, seguido de las hojas y los tallos. Debido a la interferencia
del color, tratdindose de un método cualitativo, y no con las mismas concentraciones, solo se determiné la
presencia o la ausencia del metabolito en cuestion.

En otras especies de la familia, como Tithonia tubaeformis (Jacq.) Cass, se han realizado tamizajes
fitoquimicos en extractos metanol-aguay se informa la presencia de alcaloides, esteroides, taninos y cumarinas
(Hinojosa-Dévalos et al., 2013), con ausencia de saponinas. Sin embargo, Olayinka et al. (2015) refieren
la presencia de todos los metabolitos en T. diversifolia, que han sido mencionados también en el presente
estudio.

La cuantificacién de los principales metabolitos secundarios se muestra en la tabla 2. Los extractos
tuvieron altos contenidos de fenoles y flavonoides, mientras que las saponinas se presentaron en menor
cuantia. En correspondencia con los ensayos colorimétricos, los extractos de las raices mostraron las mayores
concentraciones de metabolitos. Le siguieron las hojas y, por ultimo, los tallos.



PasTos Y ForrATES, 2019, 42(3), JULIO-SEPTIEMBRE, ISSN: 0864-0394 / 2078-8452

Tabla 2. Cuantificacién de metabolitos secundarios en extractos de T. diversifolia.

Extractos etanélicos Fenoles totales, mg  Flavonoides, mg  Saponinas, mg de Panax

de T, diversifolia de acido galico'mg  de quercetina /mg Ginseng 10 %/mg de
' de extracto de extracto extracto
Hojas 50.4 + 073 256+ 0,50 1,8 + 0,03
Tallos tiernos 33,2+ 055 11,6 + 0,53 06+0,03
Raices 50.9 + 0,86 38,2 + 0,31 2.3+0,10

Umar et al. (2015) realizaron un estudio fitoquimico de las hojas, los tallos y las raices en extractos
etandlicos y acuosos de T. diversifolia. Estos autores plantearon que los metabolitos secundarios eran
significativamente altos en las hojas, seguidos de la raiz y el tallo, a excepcion de la concentracién de fenoles
donde los valores mas elevados correspondieron a la rafz. Esto concuerda con los resultados de este estudio,
pues las raices presentaron mayor contenido de metabolitos, le siguieron las hojas y, por tltimo, el tallo. Segun
indic6 Arguayo (2002), existe gran variacion en cuanto a la concentracion de metabolitos secundarios en las
diferentes partes de las plantas, pues no presentan un patrén de maxima produccidn ni 6rganos especiales de
almacenaje. Ademis, la sintesis de estos compuestos del metabolismo secundario depende, en gran medida,
del estado fenoldgico de la planta, la época del afo, las caracteristicas del suelo, la region del pais donde se
establece y las condiciones ambientales, entre otras cuestiones (Sampaio y Da Costa, 2018).

T. diversifolia ha mostrado variabilidad en cuanto a la presencia de metabolitos secundarios, segtin
informes de varios autores (Rivera et al., 2018). De ahf las diferencias en los resultados y la versatilidad de la
planta para su adaptacion a diferentes ambientes.

El estudio del metabolismo secundario en las plantas influye en diferentes actividades bioldgicas que
pueden traer beneficios para la salud animal y humana. Por ello, una vez realizado el tamizaje fitoquimico
se procedié a medir el porcentaje de capacidad antioxidante, lo que estd determinado por muchos de estos
metabolitos antes mencionados.

En la figura 1 se muestra la actividad antioxidante total de los extractos etandlicos de hojas, tallos tiernos
y raices de T. diversifolia. Como se puede observar, el extracto de las raices present6 la mayor capacidad
antioxidante. Le siguid el extracto de las hojas, mientras que el de los tallos tiernos mostré menor actividad.
Estos resultados estdn en correspondencia con el contenido de metabolitos secundarios de los extractos, lo
que demostr6 que la actividad antioxidante evidenciada en este estudio se puede asociar al contenido de
fenoles y flavonoides, lo que se explica por las propiedades redox de los compuestos fendlicos.
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Figura 1. Actividad antioxidante total de los extractos
etandlicos de las hojas, tallos tiernos y raices de T. diversifolia.

La actividad antioxidante de los fenoles y flavonoides, de manera general, estd dada por su capacidad
secuestradora de radicales libres, quelante de hierro, asi como por la inhibicién de enzimas oxidasas. Estos
metabolitos son capaces de evitar o atenuar el estrés oxidativo, debido a las especies reactivas del oxigeno
(ERO), lo que previene la oxidacién de importantes biomoléculas (proteinas, dcidos nucleicos, lipidos
y azlicares). Lo anterior estd asociado a la aparicién de determinadas enfermedades (cdncer, Alzheimer,
envejecimiento, cataratas, diabetes, hipertension, enfermedades cardiovasculares, entre otras), que tienen
cada vez més impacto y alcance en la sociedad (Dzialo et al., 2016).

La capacidad antioxidante de un extracto de planta se precisa con mayor exactitud mediante la utilizacién
de varios métodos analiticos, pues existe gran variacién en los mecanismos que un compuesto o mezcla
antioxidante puede ejercer in vivo. Todo ello dependerd, en gran medida, de la biodisponibilidad de la mezcla
de compuestos presentes y de sus interacciones sinérgicas para producir una respuesta antioxidante a nivel
celular (Lépez-Alarcén y Denicola, 2013).

Segtin informes de Betancur y Mosquera (2017), las especies de la familia Asteraceae se destacaron por
presentar altos valores de actividad antioxidante ante el radical DPPH. También Pantoja-Pulido et al. (2017)
plantearon que T. diversifolia mostr6 buena actividad antioxidante, cuando se probé en DPPH. y en ensayos
de reduccidn férrica.

CONCLUSIONES

La determinacién cualitativa y cuantitativa de los metabolitos secundarios mostré la presencia de fenoles,
flavonoides, cumarinas, quinonas y terpenoides en extractos etanélicos de las raices, tallos y hojas de T.
diversifolia.

Los extractos de las raices y hojas de T. diversifolia presentaron las mayores concentraciones de fenoles y
flavonoides.

Las raices constituyen el érgano con mayor actividad antioxidante, seguido de las hojas y, por tltimo, del
tallo.

T. diversifolia es una fuente importante de diversidad, debido a la variedad de compuestos bioactivos que
es capaz de sintetizar.
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