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RESUMEN 

Introducción: La especie Tristerix chodatianus (Pastochovsky) “pupa” posee 

actividad antioxidante y antimicrobiana y su extracto en acetato de etilo es el más 

activo, al contener compuestos fenólicos como flavonoides y taninos. 

Objetivo: Determinar la estructura y actividad antioxidante de los metabolitos 

secundarios obtenidos a partir del extracto en acetato de etilo de las hojas de 

Tristerix chodatianus (Pastochovsky) “pupa”. 

Métodos: La obtención del extracto se realizó por el método de reflujo, uso de 

solventes de polaridad creciente y aislamiento de metabolitos secundarios por 

fraccionamiento rápido al vacío y sucesivas columnas cromatográficas, para lo 
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que se utilizó Sephadex LH-20 y gel de sílice G-60. Las fracciones obtenidas se 

agruparon mediante cromatografía en capa delgada y los productos finales 

purificados por cromatografía de capa fina preparativa. La elucidación estructural 

de los metabolitos secundarios se basó en los datos obtenidos mediante técnicas 

espectroscópicas ultravioletas de resonancia magnética nuclear de protón (RMN 
1H) y resonancia magnética nuclear de carbono 13 (RMN 13 C) 

Resultados: Se obtuvieron como productos mayoritarios los flavonoides, rutina, 

quercetina y quercitrina. La actividad antioxidante por el método del radical 2,2-

difenil-1-picrilhidracilo indicó que el flavonoide quercetina resultó ser el más 

activo de los metabolitos presentes. 

Conclusión: Los compuestos en mayoría responsable de la actividad antioxidante 

del extracto de hojas de Tristerix chodatianus son de naturaleza flavonoide. 

Palabras clave: Tristerix chodatianus; elucidación estructural flavonoides; método 

del radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo. 

 

ABSTRACT 

Introduction: The species Tristerix chodatianus (Pastochovsky) “pupa” possesses 

antioxidant and antimicrobial activity and its ethyl acetate extract is the most 

active, containing phenolic compounds such as flavonoids and tannins. 

Objective: To determine the structure and antioxidant activity of secondary 

metabolites obtained from the ethyl acetate extract of Tristerix chodatianus 

(Pastochovsky) “pupa” leaves. 

Methods: The extract was obtained by the reflux method, using solvents of 

increasing polarity and isolation of secondary metabolites by rapid fractionation 

under vacuum and successive chromatographic columns, using Sephadex LH-20 

and silica gel G-60. The fractions obtained were pooled by thin layer 

chromatography and the final products purified by preparative thin layer 

chromatography. Structural elucidation of the secondary metabolites was based 

on data obtained by ultraviolet proton nuclear magnetic resonance (1H NMR) and 

carbon 13 nuclear magnetic resonance (13 C NMR) spectroscopic techniques. 
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Results: Flavonoids, rutin, quercetin and quercitrin were obtained as major 

products. Antioxidant activity by the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radical method 

indicated that the flavonoid quercetin was the most active of the metabolites 

present. 

Conclusion: The compounds mostly responsible for the antioxidant activity of 

Tristerix chodatianus leaf extract are flavonoid in nature. 

Keywords: Tristerix chodatianus; structural elucidation; flavonoids; 2,2-diphenyl-

1-picrylhydrazyl radical method. 
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Introducción 
La medicina tradicional gana cada vez más la atención de los sistemas de salud y 

en el Perú es una ciencia empírica que se remota a sus ancestros los incas, quienes 

dejaron como legado su conocimiento. Se debe continuar investigando dada la 

mega diversidad de especies presentes en el país.(1) 

El género Tristerix está compuesto por once especies distribuidas en la cordillera 

de los Andes de Colombia a Chile y presenta su mayor diversidad en el Perú, donde 

se encuentran siete de sus 11 especies, cuatro de ellas endémicas.(2) Son plantas 

parasitarias porque dependen de un huésped para obtener los nutrientes que 

necesitan. 

En la medicina popular peruana se utiliza por sus diversas propiedades 

medicinales, como hipotensor, Tristerix verticillatus,(2) astringente, Tristerix 

corymbosus,(3) antiinflamatorio y antimicrobiano, Tristerix longebracteatus (Desr.) 

Barlow & Wien.(4)  

En el año 2009 se inició el estudio de la especie vegetal Tristerix chodatianus 

(Pastochovsky) comúnmente llamada pupa,(5 ) especie de los bosques alto andinos 
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que habita desde Colombia hasta Chile, lugares donde es hemiparasitaria e induce 

daño solo al género Polylepis (Rosaceae) y que en el Perú(6,7) se usa en la medicina 

tradicional en forma de infusión para aliviar enfermedades del sistema 

genitourinario entre la población de la región de Ayacucho-Perú. 

Esta planta ha sido objeto de investigaciones(5) previas cuyos resultados han 

proporcionado información acerca de sus grupos de metabolitos secundarios, 

determinación de la actividad antioxidante y antimicrobiana de su extracto total. 

Entre sus resultados dieron a conocer que, entre sus extractos, el que posee mayor 

actividad es el extracto de acetato de etilo. De este extracto se conoce que muchos 

de los compuestos de tipo fenólico y en especial de flavonoides son un grupo de 

fitoquímicos que se encuentran entre los antioxidantes más potentes y 

abundantes en la dieta asociados a esta propiedad,(8,9) a pesar de que su 

identificación sea un trabajo complejo debido a sus variaciones estructurales y 

posicionamiento en los grupos funcionales.(10) 

Por lo que el presente estudio tuvo como objetivo determinar la estructura y 

actividad antioxidante de los metabolitos secundarios obtenidos a partir del 

extracto en acetato de etilo de las hojas de Tristerix chodatianus (Pastochovsky) 

“pupa”. 

 

 

Métodos 
Todos los reactivos y solventes usados resultaron de grado analíticos (Merck. 

Alemania) y los patrones de quercetina, quercitrina y rutina de Sigma Aldrich (USA). 

 

Recolección y secado de la planta: 

La recolección del material vegetal que crece en las cuestas rocosas de los Andes 

peruanos se realizó en el mes de febrero del año 2018 en el pueblo de Tambo 

Quemado, distrito de Leoncio Prado, provincia de Lucanas, departamento de 

Ayacucho, latitud 14° 43' 42.8" S; longitud 74° 40' 12.8" W, altitud 2700 ms.n.m. 
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Las hojas de Tristerix chodatianus se secaron a temperatura ambiente en ausencia 

directa de rayos solares por un período de 21 días, momento en que se 

seleccionaron sus hojas en buen estado, las que se molieron en un molino de 

analítico (Ika, USA), para luego ser guardadas en botellas de vidrio ámbar de boca 

ancha hasta el momento del análisis. 

Clasificación taxonómica, la especie se clasificó en el museo de Historia Natural 

de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos; según el sistema de clasificación 

de Cronquist(11) (1981) como Tristerix chodatianus (Pastochovsky), nombre vulgar 

determinar la estructura y actividad antioxidante de los metabolitos secundarios 

obtenidos a partir del extracto en acetato de etilo de las hojas de Tristerix 

chodatianus (Pastochovsky) “pupa,” constancia N° 127-USM-2018. 

 

Obtención del extracto en acetato de etilo 
Las hojas secas (500 g) y molidas de Tristerix chodatianus se sometieron a 

extracciones sucesivas por reflujo durante 4 h con el uso de solventes de 

diferentes polaridades (éter de petróleo, diclorometano y acetato de etilo) y se 

concentraron en un evaporador rotatorio (Buchi R-210, Suiza). Se obtuvieron 60 g 

del extracto seco en acetato de etilo de color verdoso con un rendimiento de 12 %, 

el cual dio positivo a la reacción de Shinoda.(12) 

 

Fraccionamiento del extracto acetato de etilo por columna al vacío 

El extracto en acetato de etilo se adsorbió en gel de sílice gruesa de 0,2-0,5 nm de 

diámetro (Merck, Alemania), se colocó en un embudo Buchner y se fraccionó 

usando vacío adicionándole sucesivamente éter de petróleo, diclorometano y 

acetato de etilo hasta la ausencia visual del color en los extractos. El extracto en 

acetato de etilo se concentró en un evaporador rotatorio (Buchi R-210, Suiza) y se 

obtuvo 48 g de un extracto de color rojizo, que dio positivo a la reacción de 

Shinoda.(12) 
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Aislamiento de metabolitos secundarios del extracto de acetato de etilo 

El extracto en acetato de etilo (10 g) inicialmente fraccionado por cromatografía 

de columna usando como soporte Sephadex LH-20, el cual fue suministrado por 

la empresa Pharmacia Fine Chemicals y la columna se estabilizó con el eluyente 

éter de petróleo, diclorometano, metanol en proporción 1:2:2.(13) El extracto en 

acetato de etilo se colocó como la cabeza de la columna disuelta en el eluyente 

que se usó durante todo el proceso de fraccionamiento. 

Se obtuvieron 48 fracciones por cromatografía en capa fina comparativa 

(cromatofolios de gel de sílice tipo G de 0,25 mm de espesor, con indicador de 

fluorescencia a 254 nm, Merck, Alemania),(8) los que se reunieron en 8 grupos 

según resultados de la cromatografía en capa fina (CCD) a los que se llamó S1, S2, 

S3, S4, S5, S6, S7 y S8. 

La detección de los productos sobre las placas se realizó por fluorescencia con 

una cámara de luz ultravioleta (Camag) a 254 y/o 360 nm. 

El grupo S4 (fracción 36-42) se fraccionó en una columna cromatográfica, usando 

gel de sílice fina de 0,063 – 0,200 nm de diámetro Merck. 

El grupo S4 (5 g) se colocó como cabeza de columna adsorbida en gel de sílice 

gruesa, y la elusión se inició con mezclas de éter de petróleo y acetato de etilo a la 

proporción 9:1 y 1:9, mientras que de las mezclas de acetato de etilo metanol de 

polaridad creciente se obtuvieron 45 fracciones que por cromatografía en capa fina 

comparativa se reunieron en 6 grupos A, B, C, D, E y F; observándose manchas 

pronunciadas en los grupos B y E.(14) 

 

Tratamiento del grupo B 

En este grupo para aislar los metabolitos secundarios presentes se empleó 

cromatografía preparativa en capa fina (CCFP) y placas (20 x 20 cm) de 1 mm de 

espesor de gel de sílice tipo G, con indicador de fluorescencia a 254 nm Merck; 120 

mg resultaron sembrados en tres placas, 40 mg de muestra en cada una de ellas y 

se empleó como eluyente una mezcla de éter de petróleo acetato de etilo (2:8).  
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Una vez eluidas y secas las placas se observaron a la luz ultravioleta y se 

observaron dos bandas mayoritarias a las que se denominó B1, B2 y una casi 

imperceptible B3; bandas que fueron redisueltas con metanol y en los compuestos 

B1 y B2 se aislaron como sólidos de color amarillo y dieron positivo a la reacción 

de Shinoda. 

 

Tratamiento del grupo E 

Por CCFP se aisló como producto mayoritario un sólido de color amarillo verdoso 

que dio positivo a la reacción de Shinoda, al que se denominó E1. 

 

Espectroscopia de resonancia magnética nuclear 

El espectro de resonancia magnética nuclear de protón (RMN 1H) del compuesto 

E1 se realizó en un espectrómetro Bruker Avance III 300 (300.13 MHz).(14,15) 

 

Espectroscopia ultravioleta 

Los espectros ultravioletas de los compuestos B1, B2 y E1 se efectuaron con el 

producto disuelto en metanol en un espectrofotómetro UV/VIS CARY 50 BIO, en el 

intervalo de 200 a 800 nm.(14,16) El uso de reactivos de desplazamiento permitió 

identificar la presencia de sustituyentes en la estructura de un flavonoide.(12,14,16) 

 

Determinación de la actividad antioxidante por el  

método del radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo 

Se determinó la actividad antioxidante de los productos obtenidos: B1, B2, B3 y E1 

por el método del radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH). Una porción de los 

cromatofolios de aproximadamente 20 mg con cada uno de los eluyentes se 

disolvió en 2 mL de metanol y luego se centrifugó a 3000 rpm por cinco min. Se 

tomaron 100 μL del sobrenadante el que se adicionó a 2,9 mL de radical DPPH 

0,1M en metanol, se agitó y dejó reposar en oscuridad por 30 min, para luego leer 

la absorbancia de las muestras y blanco correspondiente a 517 nm.(17,18) 
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Resultados 
En la figura 1, se puede apreciar el espectro ultravioleta (UV) del compuesto B1 en 

metanol (MeOH) y MeOH + metóxido de sodio (NaOMe). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1 - Espectro ultravioleta (UV) del compuesto B1 en metanol (MeOH)  

y MeOH + metóxido de sodio (NaOMe). 

 

Los valores obtenidos del espectro en MeOH 370 nm estuvieron asociados a la 

banda I, indicativo de un OH libre en C-3 y 255 nm asociado a la banda II. El 

desplazamiento batocrómico de la banda I con NaOMe y su posterior 

descomposición resultó indicativo de la presencia de un hidroxilo libre en C-3 y en 

C-4 (fig.2). 
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Fig. 2 - Espectro ultravioleta (UV) del compuesto B2 en MeOH y  

su desplazamiento en NaOMe. 

 

El espectro ultravioleta (UV) mostró las siguientes bandas, 201,9; 207,0; 257 y 

359,0 características para un flavonol 3-OH sustituido (fig.3). 

 

 
Fig. 3 - Espectro ultravioleta visible (UV-vs) del compuesto E1, en MeOH. 

 

En lo concerniente a la capacidad antioxidante por el método del radical DPPH se 

obtuvo un porcentaje de inhibición del 62,2 % para el compuesto B1; 84 del 7 % para 
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el compuesto B2 y el 46,8 % para el compuesto E1, los cuales se identificaron como 

quercitrina, quercetina y rutina, respectivamente (fig. 3 y 4). 

 

 
Fig. 4 - Espectro de RMN 1H (MeOD) del compuesto E1. 

 

 
Fig. 5 - Espectro de RMN 13C (DMSO-d6) del compuesto E1. 
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Discusión 

Elucidación estructural de los metabolitos secundarios aislados 

La revisión bibliográfica sobre esta especie indicó que la parte más activa de la 

planta son las hojas y que su extracto de acetato de etilo obtenido por reflujo posee 

actividad antioxidante y antimicrobiana que se atribuye a la presencia de 

compuestos fenólicos como flavonoides y taninos.(5) 

Los flavonoides han despertado mucho el interés de los investigadores al 

presentar una gran diversidad de actividades biológicas observadas in vitro(19) y 

ser compuestos polifenólicos con un esqueleto de 15 átomos de carbono con un 

anillo bencénico fusionado a un anillo cromano (C), el cual está unido a su vez a 

un segundo anillo aromático (B) que puede estar en la posición dos, tres o cuatro, 

y diferencias en su estructura química que le confieren características 

particulares.(9,20) 

La presencia de grupos o-dihidroxi en el anillo B y de un doble enlace entre los 

carbonos dos y tres, junto con un 4-oxo en el anillo C y de grupos hidroxilo en los 

carbonos tres y cinco junto con el 4-oxo en los anillos A y C se han asociado a su 

actividad antioxidante;(9) al no existir un método de extracción universal que 

permita la extracción y el aislamiento de los compuestos, objetivos que están 

influenciados por varios factores como el material vegetal, la preparación de la 

muestra, el tipo de solvente, la técnica de extracción y las condiciones 

fisicoquímicas, entre otros.(10, 21) 

 

Compuesto B1 
El compuesto se presenta como un sólido amarillo, soluble en MeOH y en solución 

acuosa alcalina (color amarillo). Presenta coloración púrpura en la cromatografía 

en capa fina (CCD) a la luz ultravioleta (Uv/ 366), da positivo (rojo) a la prueba de 

Shinoda y su espectro Uv en MeOH presenta dos λmax a 255,5 nm y 350 nm 

característicos de un compuesto flavonoide de tipo flavonol 3-OH sustituido  
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(fig.1), además de que dio positivo a la reacción de Molish(22) tras ser sometido a 

hidrolisis y su coincidencia con el patrón quercitrina permite indicar que se 

corresponde a esta estructura.(12,16,23) 

Una cromatografía comparativa con muestras de patrón de rutina y quercitrina 

indicó que el compuesto B1 presenta el mismo factor de retardo (Rf) que el 

compuesto quercitrina con valores de Rf: 0,61para alcohol terbutilico (TBA), 0,58 

para el ácido acético glacial (HOAc),(13,14) por lo que se propone que la estructura 

del compuesto B1 corresponde al flavonoide quercitrina. 

 

Compuesto B2 
El compuesto B2 se presenta como un sólido amarillo, soluble en MeOH, y las 

soluciones acuosas alcalinas y ácidas de este compuesto son de color amarillo 

intenso, indicativo de un compuesto flavonoide de tipo flavonol, que se confirmó 

por la intensificación del color amarillo por exposición del cromatograma a 

vapores de amoniaco, que dio positiva la prueba de Shinoda (color rojo).  

Asimismo, los valores de los espectros UV en MeOH para el compuesto (fig. 2) 

presentó dos picos máximos de absorción a 255 nm y 370 nm siendo el máximo 

370 nm. 

Los espectros típicos de los flavonoles presentan dos bandas, la banda A entre 

350 y 385 nm y la banda B entre 250 y 290 nm(16,19,23) y su coincidencia con el 

patrón de quercetina permitió suponer que se corresponde a esta estructura. 

Adicionalmente el compuesto B2 se sometió a CCD (cromatofolio de silicagel 60 

F254) con una muestra patrón del flavonoide quercetina en cloroformo (CHCl3): 

metanol (MeOH) en proporción 9:1 presenta un Rf: 0,4; y en la mezcla alcohol 

terbutilico: ácido acético: agua en la proporción 30:10:3 presento un Rf: 0,57 y 

proporcionó los mismos resultados,(14,24,25) datos que permiten afirmar que la 

estructura del compuesto B2 corresponde al flavonoide quercetina. 
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Compuesto E1 
El compuesto se aisló como un sólido de color amarillo verdoso en una cantidad 

aproximada de 32 mg, soluble en metanol y en soluciones acuosas alcalinas, dio 

positivo a la reacción de Shinoda (rojo) y su espectro UV (fig. 3) mostró las 

siguientes bandas, 201,9; 207,0; 257 y 359,0 características de un flavonol 3-OH 

sustituido.(16,19,23) Además presentó ligera diferencia con el espectro del patrón de 

rutina. 

En CCD no se pudo obtener coincidencia de Rf con los patrones usados, por lo que 

se requirió de los servicios de resonancia magnética nuclear (RMN).  

El espectro de RMN 1H(15) (fig. 4) se tomó disolviendo la muestra en metanol 

deuteorado (MeOD) y se pudo apreciar 

 

− señal doblete δ 1,2 ppm atribuida al grupo metilo del ramnosil, 

− entre δ 3 a 4 ppm señales de los diez protones del glicósido ramnoglucosil, 

− a δ 4,5 ppm para el H-1 del grupo ramnosil, 

− a δ 5,11 ppm señal doblete para un H-1 (protón del glucosil), 

− a δ 6,88 ppm y δ 7,64 ppm dos protones dobletes con constante de 

acoplamiento de 8 (J= 8 Hz) que indica que estos protones están en posición 

orto entre sí, y se signaron a los hidrógenos H- 6´ y H- 5,  

− señal δ 7,66 ppm singulete asignado al H-2´, entre a δ 6,39 ppm y δ 6,20 ppm 

dos protones como singuletes anchos con constante de acoplamiento: (J = 

1,7 HZ) indicativo de protones en posición meta entre sí, que corresponden al 

hidrógeno ocho y seis respectivamente.(26,27) 

 

El espectro de RMN 13C (fig. 5), se realizó disolviendo la muestra en metanol 

deuterado (MeOD), y en un análisis grosero se pudo apreciar una señal δ entre 67-

76 ppm atribuida a los carbonos –CH3 (primario), carbonos –CH2 secundarios 

cíclicos de los azúcares unidos al esqueleto flavonoide.  
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Asimismo,  

 

− señales de δ entre 94-104 ppm se corresponden a los distintos carbonos CH 

aromáticos que constituyen el anillo A de la estructura base del flavonoide,  

− señales de δ entre 94-104 ppm se corresponde a carbonos (C-C) del anillo 

heterocíclico,  

− señales de δ entre 115-122 ppm se corresponden a carbono (C=C) 

aromáticos del anillo B, 145 y 148 ppm,  

− señales de δ 177,8 se corresponden al carbono cuatro, los que se 

corresponde con los carbonos (C-OH) aromáticos del anillo en posiciones 

orto, 

− señales de δ entre 156, 157, 161 y 164 ppm se corresponden a los carbonos 

dos, nueve, cinco y siete, respectivamente y por heterociclo (C=O).(15,26,27) 

 

La no coincidencia del espectro ultravioleta compuesto y del patrón de rutina 

puede atribuirse a la presencia de alguna impureza en el compuesto aislado. Sin 

embargo, los resultados de RNM permite proponer que la estructura del 

compuesto E1 corresponde al flavonoide rutina. 

Los resultados mostrados en la tabla 1 sobre la actividad antioxidante son 

coincidentes con lo reportado en el año 2003 por Pérez,(28) quien al efectuar una 

revisión en las determinaciones de la actividad antioxidante de los flavonoides 

encontró que en la mayoría de los métodos usados la quercetina resultó más 

activa, seguida de la quercitrina y por último la rutina y confirmó que la 

glicosidación del grupo OH en carbono tres disminuye la actividad antioxidante.(29) 

En la presente investigación acerca de las hojas de la especie Tristerix chodatianus 

se pudieron aislar los flavonoides, quercitrina, quercetina, rutina cuya actividad 

antioxidante está atribuida al extracto de acetato de etilo relacionada con estos 

compuestos,(30) y al confirmar por técnicas cromatográficas se aislaron tres 

productos mayoritarios B1, B2 y E1 que se corresponden con la estructura química 

de los flavonoides, quercitrina (B1), quercetina (B2) y rutina (E1). 
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La quercetina (B2) mostró mayor actividad antioxidante que la quercitrina (B1) y la 

rutina (E1), considerados como los principales metabolitos secundarios presentes 

en la especie investigada relacionados con su demostrada actividad antioxidante, 

lo que permite concluir que los compuestos en mayoría responsable de la actividad 

antioxidante del extracto de hojas de Tristerix chodatianus son de naturaleza 

flavonoide. 
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