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RESUMEN

La posible extinción de algunas especies no estudiadas como Calia 
secundiflora (Ort.) Yakovlev significa la pérdida del potencial que rep-
resenta el conocimiento de sus metabolitos con propiedades medicina-
les y de interés agronómico. Los estudios fitoquímicos en C. secundi-
flora (Ortega) Yakovlev (Fabaceae) se han enfocado hacia los alcaloi-
des, pero aún se desconoce su perfil de flavonoides. Estos metabolitos 
presentes en los vegetales se asocian con una capacidad antioxidante 
natural, y que estudios epidemiológicos han mostrado efectos benéficos 
para la salud humana.  El objetivo de esta investigación fue cuantificar 
el contenido de compuestos fenólicos y flavonoides, así como identi-
ficar las estructuras de los flavonoides en hoja y evaluar el potencial 
antioxidante de los extractos. La actividad antioxidante se evaluó por 
el método de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo) en muestras de una 
zona del Estado de Hidalgo, México. El análisis por CL-EM permitió 
identificar siete glicósidos en los flavonoles quercetina, isoramnetina 
y kaenferol, no descritos previamente para esta especie. El contenido 
de compuestos fenólicos totales (8.31 ± 0.38  mg g-1 de MS) fue mayor al 
de flavonoides (3.08 ± 0.32  mg g-1 de MS). Estos resultados explican la 
actividad antioxidante (CI50 = 88.54 ± 0.15; 109.44 ± 0.48 µg mL-1) que 
presentaron los extractos de hoja. La identificación de estos flavonoides 
puede contribuir a la quimiotaxonomía del género.

Palabras clave: Calia secundiflora, colorín, actividad antioxidante, fla-
vonoides. 

SUMMARY

The possible extinction of some non-studied species such as Calia 
secundiflora might mean the loss of the knowledge about their me-
tabolites with medicinal properties and agronomic interest. The phy-
tochemical studies on C. secundiflora (Ort.) Yakovlev (Fabaceae) have 
been focused on its content of alkaloids, but its profile of flavonoids 
is still unknown. These plant metabolites have been associated to a 
natural antioxidant capacity which are beneficial for human health 
according to epidemiological studies. The objective of this research 
was to quantify the contents of phenolic compounds and flavonoids, 
as well as to identify the flavonoid structures in leaf and to evaluate 

their antioxidant potential. The antioxidant activity was evaluated by 
the DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) method in samples taken 
from Hidalgo State, México. The analysis by HPLC-MS allowed to the 
identify seven glycosides in the flavonols quercetin, isorhamnetin and 
kaempferol, which have not described previously for this species. The 
content of total phenolic compounds (8.31 ± 0.38 mg g-1 of DM) was 
higher than that of flavonoids (3.08 ± 0.32 mg g-1 of DM). These results 
explain the antioxidant activity (IC50 = 88.54 ± 0.15; 109.44 ± 0.48 µg 
mL-1) presented by the leaf extracts. The identification of these flavo-
noids may contribute to the chemotaxonomy of this genus.

Index words: Calia secundiflora, colorin, antioxidant activity, flavonoids, 

INTRODUCCIÓN

El cambio climático ha producido numerosos cambios 
en la distribución y abundancia de las especies vegetales. 
Los escenarios futuros predicen el riesgo de extinción de 
algunas plantas (Thomas et al., 2004). Esto significa una 
pérdida del potencial que representa el conocimiento de 
sus metabolitos con propiedades medicinales y de interés 
agronómico. Por ello existe la necesidad de realizar estu-
dios fitoquímicos y evaluar la actividad biológica de plan-
tas para identificar los principios activos en beneficio del 
hombre, sobre todo de las especies que no han sido estu-
diadas. Además, el estudio fitoquímico puede contribuir al 
conocimiento taxonómico de las especies, como es el caso 
de Calia secundiflora (Ort.) Yakovlev.     

C. secundiflora (Ortega) Yakovlev (Fabaceae) se encuen-
tra distribuida en África, América y Asia (Hatfiled et al., 
1977; Shulthes y Hofmann, 1982). En México se localiza 
en los Estados de Sonora, Chihuahua, Coahuila, Nuevo 
León, San Luis Potosí, Tamaulipas, Zacatecas, Querétaro e 
Hidalgo (Rzedowski, 1978; Aguilar y Zolla, 1982), donde 
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se le conoce localmente como Patol, Pitol, Coca, Colorín, 
Chocolón y Frijolillo. Sin embargo, es más conocida como 
Sophora secundiflora (Ortega) Lag. ex DC. y por sus efectos 
alucinógenos en rituales de grupos étnicos del suroeste de 
los Estados Unidos (Murakoshi et al., 1986; Keller, 1975). 
C. secundiflora se considera una planta tóxica por contener 
alcaloides del tipo quinolizidínico (Zavala et al., 2006), lo 
que ha restringido su uso medicinal (Hatfield et al., 1977; 
Murakoshi et al., 1986).

Los alcaloides identificados en esta especie también se 
han descrito en  unas 65 especies de la familia Legumino-
sae, en particular en Sophora secundiflora, razón por la cual 
a C. secundiflora se le clasificó inicialmente como Sophora  
secundiflora (Omiya et al., 1995). Los análisis filogenéticos 
de algunos géneros (Styphnobium y Cladrastis), anterior-
mente representativos del género Sophora, han permitido 
reclasificarlos mediante sus caracteres fitoquímicos (perfil 
de flavonoides) y moleculares (secuencia de ADN) (Kite y 
Pennington, 2003). En contraste, aún existen casos no re-
sueltos, como el de C. secundiflora, debido a que hay in-
congruencia en la secuencia de ADN (Kite y Pennington, 
2003), y porque para su reubicación taxonómica se requie-
ren evidencias fitoquímicas de la presencia de alcaloides, fe-
nólicos y flavonoides (Hatfield et al., 1977; Murakoshi et al., 
1986). Se justifica así el seguimiento de la posición de este 
taxón para contribuir a su relación filogenética, con base en 
el estudio fitoquímico de otros metabolitos y de la actividad 
biológica de la especie. 

Los estudios publicados sólo se han dirigido hacia la 
investigación de alcaloides en ambos géneros (Sophora y 
Calia), pero se desconoce la presencia de flavonoides que 
pudieran justificar los efectos benéficos que puede aportar 
la especie. Los compuestos de naturaleza fenólica presentes 
en hortalizas y frutos contribuyen a dar una fuerte capa-
cidad antioxidante (Prior et al., 1998); por su diversidad y 
amplia distribución constituyen el grupo más importante 
de metabolitos con actividad antioxidante natural. Hay 
evidencias epidemiológicas convincentes que muestran los 
beneficios de los flavonoides en la salud  y de su contribu-
ción en retardar algunos procesos degenerativos (Robards 
et al., 1999). Son compuestos con habilidad para atrapar 
radicales libres, quelatar metales pesados y modular la ac-
tividad de ciertas enzimas, y además se ha observado que 
los flavonoides poseen propiedades anticancerígenas, car-
diotónicas, antitrombóticas, vasculares, que disminuyen el 
colesterol y contribuyen a la  protección del hígado, entre 
otras (Robards et al., 1999).  Con base en lo anterior, el ob-
jetivo de esta investigación fue identificar los flavonoides en 
la hoja de esta especie y evaluar su potencial antioxidante, 
para  contribuir de manera indirecta a una validación de la 
especie por sus características fitoquímicas dentro del gé-
nero Calia.

MATERIALES Y MÉTODOS

Recolecta del material vegetal

El material vegetal  (hojas) se recolectó aleatoriamente de 
diversos ejemplares adultos en etapa de floración (abril de 
2007), de una población ubicada en el transecto El Cardo-
nal–Santuario, Municipio El Cardonal, Estado de Hidalgo, 
México. Este sitio se ubica en laderas con exposición al SSE 
y SE con pendiente de 40°, en  las coordenadas 20° 36’ LN y 
99° 07’ LO, a 2130 msnm. La muestra (hojas) del Estado de 
Querétaro también se recolectó aleatoriamente en diversos 
ejemplares adultos en etapa de floración (mayo 2007), en 
una población ubicada en el transecto Vizarrón del Monte-
San Joaquín, municipio de Cadereyta; este sitio se ubica a 
2070 msnm, en las coordenadas 20º 41’ LN y 99º 49’ LO, 
en laderas con exposición al SE y  pendientes de 45º.  Se 
prepararon dos ejemplares de herbario que fueron iden-
tificados por el Dr. Mario Sousa del Instituto de Biología 
de la Universidad Nacional Autónoma de México, con los 
números de registro 1155623 y 1155624. Las hojas de Calia 
secundiflora se secaron a temperatura ambiente durante tres 
semanas, y luego en una estufa a 45 °C por 24 h; después se 
molieron en un molino Thomas-Wiley®  modelo 4 (PA., 
USA) con un tamiz del número 2. 

Preparación del extracto

De cada muestra de campo se pesó 1 g de hoja molida y 
seca, que se disolvió en 25 mL de etanol a 95 %;  después de 
24 h se ajustó su volumen a 25 mL con etanol a 80 %, y se 
centrifugó la mezcla a 2000 rpm. 

Cuantificación de fenoles totales

El contenido de fenoles totales se cuantificó con el méto-
do propuesto por Waterman y Mole (1994). A 0.5 mL del 
extracto etanólico se le adicionó  10 mL de una solución de 
Na2CO3 a 10 % y se incubó a 38 °C por 15 min. Se tomó 1 
mL de esta mezcla, a la que se le adicionó 3 mL de agua y 
1 mL del reactivo de Folín-Ciocalteu: agua 1:1 v/v. La mez-
cla se dejó reposar por 15 min en oscuridad. Finalmente se 
tomó lectura de la absorbancia a 660 nm en un espectrofo-
tómetro Spectronic 20® (Florida, USA). La concentración 
se calculó a partir de una curva patrón (y = 0.0014x; R2 = 
0.9979) elaborada con fenol. Cada análisis se efectuó por 
triplicado. El contenido total de fenólicos en el extracto se 
expresó en mg de equivalentes de fenol por g de materia 
seca (mg g-1 MS).

Cuantificación de flavonoides totales

A una alícuota de 0.5 mL del sobrenadante del extracto 
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etanólico preparado anteriormente,  se le agregó 1.5 mL de 
etanol a 95 %, 0.1 mL de una solución de AlCl3, 0.1 mL de 
solución 1 M de acetato de potasio y 2.8 mL de agua destila-
da; la mezcla se incubó por 30 min. Su absorbancia se leyó 
en un espectrofotómetro Spectronic 20® a una longitud de 
onda 415 nm. Para la cuantificación de la concentración se 
hizo una curva patrón (y = 0.0122x-0.0067; R2 = 0.9653) 
preparada con quercetina (Chang et al., 2002). Los resul-
tados fueron expresados en mg equivalentes de quercetina 
por g de materia seca (mg g-1 MS). 

Extracción de flavonoides

El material vegetal (1 kg) se sometió a un proceso de 
extracciones exhaustivas (3 x 48 h) con metanol (MeOH), 
seguido de una decantación del disolvente, el cual se con-
centró a sequedad mediante vacío en un rotaevaporador 
Bücki R-210® (Slawil, Switzerland) a 45 °C. Se usaron 5 g 
del extracto metanólico para hacer su partición con diclo-
rometano: agua    (5 x 5 mL). La fase acuosa se fraccionó 
con butanol (5 x 5 mL) y la porción butanólica se concentró 
a sequedad mediante vacío. La detección de flavonoides se 
efectuó en los extractos metanólico y butanólico por cro-
matografía en capa fina en gel de sílice 60 F254 (Merck), y 
como eluyente se utilizó una mezcla de butanol: ácido acéti-
co: agua (BAW) en una proporción de 40:10:50 % (v/v). Las 
placas cromatográficas se revelaron por aspersión sucesiva 
de los reactivos NP (ácido 2-amino-etil éster difenilbórico 
a 1 % en metanol, p/v) y PEG (polietilenglicol 4000 a 5 % 
en metanol, p/v). Las placas se visualizaron a una longitud 
de onda de 365 nm. Se observó una fluorescencia de co-
lor anaranjado, característica de los flavonoides (Wagner y 
Bladt, 1996). 

Fraccionamiento del extracto butanólico

Se aplicaron 700 mg del extracto butanólico a una placa 
preparativa de gel de sílice 60 (Merck) de 2 mm de grosor; 
como eluyente se utilizó una mezcla de BAW en la propor-
ción 40:10:50 (% v/v). Las placas se visualizaron con luz UV 
a 365 nm y se revelaron en un extremo con el reactivo NP 
y PEG a 1  y 5 % en metanol, respectivamente, reactivos 
específicos para la identificación de flavonoides (Wagner y 
Bladt, 1996). Posteriormente se rasparon los componentes 
de la placa y se extrajeron del gel de sílice con metanol. De 
los componentes se obtuvieron dos fracciones (1 y 2) que se 
concentraron a sequedad mediante vacío.

Identificación de  flavonoides por CL-EM

La identificación de flavonoides se efectuó en un croma-
tógrafo de líquidos Waters® modelo LC600 (Massachu-
setts, USA) en fase reversa, provisto con un detector de 
arreglo diodos acoplado a un espectrómetro de masas mo-

delo Finnigan® MAT900 XLT (Hemmel Hempstead, U.K). 
Se utilizó una columna Phenomenex Luna  C18 (150 mm x 
4.6 mm de d.i. y tamaño de partícula de 5 μm). Como fase 
móvil se empleó un gradiente de elución para la mezcla me-
tanol/agua/ACN + 1 % ácido fórmico: 0:90:10 (0’); 40:50:10 
(30’); 40:50:10 (40’); 90:0:10 (45’); 90:0:10 (47’); 0:90:10 
(55’), a una velocidad de flujo de 1 mL min-1 y un volumen 
de inyección de 20 μL del extracto metanólico. Para el de-
tector del espectrómetro de masas se utilizó una trampa de 
iones cuadrupolo (Finnigan® LCQ, Hemmel Hempstead, 
U.K) acoplado con una fuente iónica APCI. La temperatura 
de vaporización fue de 550 °C, y la de calentamiento de la 
columna capilar de 150 °C. Se utilizó una corriente de nitró-
geno y un flujo auxiliar del mismo gas a 80 y 10 unidades, 
respectivamente. La identificación de los flavonoides en las 
fracciones estudiadas se llevó a cabo por comparación con 
muestras auténticas y por cotejo con la biblioteca de espec-
tros del equipo (Cuyckens y Claeys, 2004; Kite et al., 2007).

Evaluación de la actividad antioxidante

Este análisis se  hizo con el método del radical libre DPPH 
(2,2-difenil-1-picrilhidracilo) descrito por Liu et al. (2009), 
y solamente en el extracto de hojas proveniente del Estado 
de Hidalgo, porque las muestras del Estado de Queréta-
ro presentaron una baja concentración de metabolitos en 
comparación con las de Hidalgo.  La capacidad antioxidan-
te de las muestras fue observada a 516 nm por el cambio de 
coloración gradual del DPPH (púrpura) a DPPH-reducido 
(amarillo) (Soler-Rivas et al., 2000; Cotelle et al., 1996).

Se preparó una solución metanólica de DPPH a una con-
centración 0.1 mM. Los extractos (1 mL) metanólico, buta-
nólico y las fracciones 1 y 2, se diluyeron con metanol para 
obtener las concentraciones de 0.2, 0.15, 0.1, 0.05 mg mL-1. 
A cada concentración de los extractos y de las fracciones se 
les adicionó 3 mL de la solución de DPPH (0.1 mM) y se 
mezclaron separadamente. Las mezclas se dejaron a tem-
peratura ambiente y oscuridad durante 30 min y después se 
les midió su absorbancia a 516 nm en un espectrofotómetro 
Spectronic 20®. Se determinó el porcentaje de DPPH re-
manente  mediante la fórmula:

% DPPH =(Ablanco- Amuestra) x 100/Ablanco

En donde Ablanco es la absorbancia del testigo (DPPH 
0.1mM); Amuestra es la absorbancia obtenida de cada muestra 
después de 30 min con DPPH 0.1 mM. La actividad antio-
xidante de las muestras se determinó mediante el cálculo de 
la concentración inhibitoria media (CI50), que es la concen-
tración requerida por la muestra para disminuir la absor-
bancia del DPPH a 50 %. La baja absorbancia de la mezcla 
de reacción indicó alta actividad antioxidante. 

Se construyó una curva estándar de DPPH; para ello 
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se pesó 3.93 mg del reactivo y se disolvió en 100 mL de          
metanol para obtener una concentración de 0.1 mM. De 
esta solución patrón se prepararon las diferentes concen-
traciones: 0.01, 0.02, 0.04, 0.06, 0.08 y 0.1 mM de DPPH. 
La absorbancia se midió a 516 nm en un espectrofotóme-
tro Spectronic 20®; las lecturas se tomaron por triplicado y 
como blanco se utilizó metanol. 

Para determinar la cinética de reacción de los extractos 
y de las fracciones 1 y 2 con el DPPH remanente, se siguió 
el método modificado de Sánchez-Moreno et al. (1999). 
Se preparó separadamente una solución de 1 mg mL -1 de 
metanol de cada muestra, de la cual  se tomó 0.1 mL y se 
le adicionó 3.9 mL de la solución de DPPH (5 mg/100 mL 
de metanol). Posteriormente, se midieron las absorban-
cias del DPPH con intervalos de 30 s, desde el tiempo cero 
(DPPHT=0) hasta concluir los 30 min (DPPHrem) en un es-
pectrofotómetro Spectronic 20®, a una longitud de onda 
de 515 nm. Los datos obtenidos sirvieron para calcular el 
DPPH remanente en el medio de reacción. Cada lectura se 
hizo por triplicado, y como blanco se uso metanol. La con-
centración de DPPHrem se calculó con la ecuación: 

% DPPHrem=100 x DPPHrem/DPPHT=0

Análisis estadístico

Se efectuó un análisis de varianza y la prueba de com-
paración de medias (Tukey, 0.05) mediante el programa de 
cómputo SAS Institute versión 8.0 (SAS Institute, 1999).  

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Cuantificación de fenoles y flavonoides

De 1 kg de muestra seca se obtuvo un rendimiento de 
10.23 %  de extracto metanólico y 1.02 % de extracto buta-
nólico. El fraccionamiento del extracto butanólico por cro-
matografía en capa fina preparativa permitió obtener 0.8 
mg  g-1 y 1.1 mg g-1 de materia seca en las fracciones 1 (Rf 
= 0.26)  y 2 (Rf = 0.40), respectivamente, ya que de acuerdo 
con el análisis preliminar por cromatografía en capa fina se 
confirmó cualitativamente la presencia de flavonoides. 

El contenido de fenólicos (8.31 ± 0.38  mg g-1 de MS) fue 
mayor al de flavonoides (3.08 ± 0.32  mg g-1 de MS) en hojas 
provenientes del Estado de Hidalgo. El contenido total de 
compuestos fenólicos fue de 5.61 ± 0.05  mg g-1 de MS y el 
de flavonoides de 2.76 ± 0.14 mg g-1 de MS, en hojas de C. 
secundiflora provenientes del Estado de Querétaro. 

No se encontraron estudios similares efectuados en es-
pecies de este género para poder realizar una comparación. 
Sin embargo, se infiere que una pequeña proporción del 

contenido de compuestos fenólicos corresponde a flavonoi-
des, y que el resto podría estar constituido de procianidinas 
u otros ácidos fenólicos, como sucede en otras especies ve-
getales según  describieron Cui et al. (2006).

Entre regiones no hubo diferencias significativas en el 
contenido de flavonoides en las muestras de las dos zonas, 
pero sí la hubo (P ≤ 0.05) en la concentración de fenólicos, 
aunque el contenido de fenólicos tendió a ser superior en 
las muestras provenientes de la región más perturbada (Hi-
dalgo). Al respecto, en un estudio comparativo de hábitat 
de C. secundiflora en los Estados de Hidalgo y Querétaro, 
García-Mateos et al. (2007) observaron un mayor conte-
nido de alcaloides en las muestras de Hidalgo que en las 
de Querétaro, lo cual asociaron al grado de perturbación y 
hábitat de la especie. 

El contenido y perfil de metabolitos puede variar con las 
condiciones climáticas y geográficas. En semillas de soya 
(Glycine max L.) Caldwell et al. (2005) observaron un in-
cremento en la concentración de isoflavonas al aumentar la 
temperatura, la concentración de CO2 y el déficit hídrico. 
Kirakosyan et al. (2004) también encontraron niveles ele-
vados de compuestos fenólicos en hojas de Crataegus laevi-
gata y C. monogyna cuando estuvieron en  condiciones de 
estrés por déficit de agua. 
 

Identificación de flavonoides por CL-EM

El análisis por cromatografía de líquidos-espectrometría 
de masas permitió identificar en el extracto metanólico, a 
siete glicósidos de tres flavonoides: quercetina (Q), kaenfe-
rol (K) e isoramnetina (I); a otros compuestos no fue posi-
ble identificarlos. En el Cuadro 1 se muestran las caracterís-
ticas cromatográficas y espectrométricas de los compuestos 
detectados en el extracto metanólico, y en la Figura 1 se 
presentan las estructuras de los glicósidos de los flavonoi-
des identificados. Los  tiempos de retención y los valores de 
los iones moleculares de los glicósidos coincidieron con los 
existentes en la biblioteca de espectros del equipo y con los 
descritos en la literatura (Kite et al., 2007).

154

FLAVONOIDES Y ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE Calia secundiflora                                                                                                Rev. Fitotec. Mex. Vol. 34 (3), 2011

Cuadro 1.  Tiempo de retención (tR), ion molecular (M+), azúcares 
localizados en las posiciones C-3 y C-7 de las agliconas de los 
glicósidos identificados en el extracto metanólico de hojas de Calia 
secundiflora provenientes del Estado de Hidalgo, México

Núm tR(min) [M+] Aglicona† C-3‡ C-7
1 8.53 918 i Rha(1→2)[Rha-(1→6)]-Glc- Rha-
2   12.71 901 q Rha(1→2)[Rha-(1→6)]-Glc- Rha-
3   14.75 885 k Rha(1→2)[Rha-(1→6)]-Glc- Rha-
4   17.80 755 q Rha(1→2)[Rha-(1→6)]-Glc- --
5   18.26 755 q Rha(1→6)- Glc- Rha-
6   20.3 595 k Rutinósido (Rha(1→6)- Glc-) --
7   21.86 609 q Rutina --

†I = isoramnetina; K = kaenferol; Q = quercetina. Rha = Ramnosa; 
Glc = glucosa; ‡ Primer azúcar unido al O-C3 de la aglicona que 
corresponde al último de cada fila.



La presencia de di-, tri- y tetraglicósidos de estos flavono-
les no se han descrito en la C. secundiflora, especie en la que 
se ha señalado la presencia de otros flavonoides. Shirataki 
et al. (1997) describieron tres isoflavonoides aislados de la 
raíz de C. secundiflora. Por su parte, Tanaka et al. (1998) 
detectaron ocho nuevos isoflavonoides en la raíz de S. se-
cundiflora, S. arizonica y S. gypsophila. 

Glicósidos de flavonoides similares a los detectados en 
este trabajo en C. secundiflora fueron descritos reciente-
mente en otras leguminosas y han servido como marca-
dores. Kite et al. (2007, 2009) describieron la presencia de 
glicósidos de flavonoides en especies del género Styphnolo-
bium y en la especie Cladrastis kentukea. Kite et al. (2007) 
identificaron a los mismos glicósidos en la especie Styphno-
lobium japonicum,  que en el presente estudio se muestran 
en el Cuadro 1 como estructuras  3, 4, 6 y 7.

Actividad antioxidante

Se encontraron diferencias significativas (P ≤ 0.05)  en la 
concentración inhibitoria media (CI50) entre los extractos 
metanólico, butanólico y las fracciones 1 y 2 para reducir 
a 50 % el DPPH (Cuadro 2).  Los extractos butanólico y 
metanólico presentaron mayor actividad antioxidante que 
las fracciones aquí detectadas.

La cinética de reacción mostró que la cantidad de DPPH 
remanente  disminuyó por la actividad antirradical (activi-
dad antioxidante) de los extractos y de las fracciones eval-
uadas (Figura 2). Sánchez-Moreno (2002) clasificó el des-
empeño antioxidante de varias sustancias de acuerdo con 
la cinética de la reacción, como: < 5 min, rápida; entre 5 y 
30 min, intermedia; y > 30 min como lenta. Para este caso, 

los extractos metanólico y butanólico tuvieron una cinética 
más rápida que las muestras restantes, y también dieron una 
menor concentración de DPPH remanente a los 30 min, en 
congruencia con los resultados del Cuadro 2; estos dos ex-
tractos fueron los de mayor actividad antioxidante debido 
al efecto sinérgico de los glicósidos en la mezcla. 

La actividad antioxidante de los extractos metanólico y 
butanólico de C. secundiflora se debe, en parte, a la presencia 
de los siete glicósidos en quercetina, de isoramnetina y de 
kaenferol. Se ha documentado ampliamente que la presencia 
de estos metabolitos se asocia con la actividad antioxidante 
de una amplia variedad de frutos y otras especies (Chang 
et al., 2002; Harborne y Williams, 2000; Robards et al., 
1999). La actividad antioxidante de flavonoles y flavonas se 
asocia con sus características estructurales. Las estructuras 
que poseen grupos hidroxilos en las posiciones  3’ y 4’ del 
anillo B y OH en C-3 e insaturación del anillo C, permiten 
estructuras mesoméricas estables con capacidad eficiente 
de captura de radicales libres, requisito para una máxima 
capacidad antioxidante (Robards et al., 1999; Cotelle et al., 
1996; Bors et al., 1990). En este caso, la quercetina cumple 
en mayor medida con estas características estructurales, 
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Cuadro 2. Concentración inhibitoria media (CI50) de DPPH 
(2,2-difenil-1-picrilhidracilo) con los extractos y fracciones de 
Calia secundiflora.

Extracto CI50
(µg mL-1)

Extracto metanólico 109.443 ± 0.482 c
Extracto butanólico    88.543 ± 0.151 d

Fracción 1  568.630 ± 1.152 a
Fracción 2  168.903 ± 1.277 b

CI50 fue determinada como la concentración requerida de las 
muestra para inhibir en 50 % al DPPH en 30 min. Datos con la 
misma letra son estadísticamente iguales (Tukey, 0.05). Después 
de cada valor se presentan el error estándar (n = 3). 

O

OH

HO
O

7

5

4’

3

R1

OR2

R  O3

3’

Quercetina 3,3’,4’,5,7-pentahidroxiflavona R1 = OH; R2 = R3 = H

Isoramnetina 3,4’,5,7-tetrahidroxi-3’-metoxi-flavona R1 = OCH3; R2 = R3 = H

Kaenferol 3,4’,5,7-tetrahidroxiflavona R1 = R2 = R3 = H
Figura 1. Estructura de las agliconas en los glicósidos identificados en C. secundiflora. 



aunque se ha descrito que algunos de sus derivados 
glicosídicos presentan menor actividad antioxidante que la 
aglicona por la unión del azúcar al OH del C-3 (Robards 
et al., 1999). La actividad antioxidante aquí encontrada se 
explica por la estructura de los glicósidos detectados en los 
extractos y en las fracciones. 

CONCLUSIONES

En las dos Estados muestreados, Hidalgo y Querétaro, el 
contenido total de compuestos fenólicos en hojas de Calia 
secundiflora fue mayor que el de flavonoides, aunque en las 
muestras de Hidalgo tendieron a ser mayores, posiblemente 
por ser una zona perturbada. Mediante el análisis de CL-
EM se identificaron siete di-, tri- y tetra glicósidos descritos 
por primera vez en esta especie. La presencia de glicósidos 
en  los flavonoles quercetina, isoramnetina y kaenferol, ex-
plican la actividad antioxidante encontrada en los extractos 
y en las fracciones de flavonoides de hojas provenientes del 
Estado de Hidalgo. Estos resultados pueden contribuir a la 
quimiotaxonomía de C. secundiflora y al conocimiento fito-
químico de las especies mexicanas, y en la distribución de 
nuevos principios activos.  
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