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RESUMEN

Objetivo: Identificar los fitoconstituyentes y caracterizar los flavonoides presentes en la
inflorescencia de Brassica oleracea L. var. Botrytis “coliflor” por cromatografia liquida de
alta resolucion/Espectrometria de masas. Material bioldgico: Coliflor recolectada en Simbal-
Trujillo Método: Identificacion cualitativa de los fitoconstituyentes por separacion con
solventes de polaridad creciente (éter, etanol y agua) mediante Cromatografia liquida de Alta
Resolucion (HPLC) y por el espectro de masas (MS/MS). Se caracterizaron los productos de
los flavonoides obtenidos después de hidrolisis &cida y alcalina. Resultados: Las
inflorescencias de la coliflor presentaron metabolitos secundarios como: glucosinolatos,
esteroides, saponinas, taninos y flavonoides. En el andlisis de HPLC-MS/MS, se obtuvo el
tiempo de retencion (Rt) de los flavonoides glicosilados, identificados como derivados
acilados (R-CO-): quercitin-3-diglucosido-7-diglucésido (Rt= 12.3) y quercitina-7-glucésido
(Rt=18.0). En hidrdlisis acida, el kaempferol-3-diglucésido-7-glucésido (Rt=15.5), produjo
kaempferol, aglicona y componentes de hidrolisis parcial: kaempferol-7-glucésido (Rt=38.1),
kampferol-3-diglucésido (Rt=34.9) y otros diglucosidos de kampferol. Con la hidrolisis
alcalina se obtuvieron flavonoides glicosilados que coinciden con kaempferol-3-diglucésido
(Rt=34.9). Conclusion: Las inflorescencias de Brassica oleracea L. var. Botrytis “coliflor”
contienen fitoconstiuyentes como: glucosinolatos, esteroides, saponinas, taninos Yy
flavonoides, caracterizados como kaempherol y quercitina glucosilados, siendo la quercitina
el flavonoide que se presenta en altas cantidades.

Palabras Clave: Brassica oleracea L. var. Botrytis; fitoconstituyentes; HPLC; flavonoides
glicosilados; quercitina.

ABSTRACT

Objective: To identify and characterize phytoconstituents flavonoids in the inflorescence of
Brassica oleracea L. var. Botrytis "Cauliflower"” by High performance liquid chromatography
and Mass spectrometry. Biological material: Cauliflower collected in Simbal-Trujillo.
Method: Qualitative identification of phytoconstituents present in the inflorescence by
separation with increasing polarity solvents (ether, ethanol and water) by high performance
liquid chromatography (HPLC) and mass spectra (MS / MS), characterization was performed
on the products of flavonoids obtained after acid and alkaline hydrolysis. Results: The
cauliflower inflorescences presented secondary metabolites as glucosinolates, steroids,
saponins, tannins and flavonoids. In the analysis of HPLC-MS / MS was obtained retention
time (Rt) of glycosylated flavonoids, identified as acylated derivatives ( R- CO-): Quercetin -
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3 - diglucoside -7 - diglucoside ( Rt = 12.3 ) and quercetin -7 - glucoside ( Rt = 18.0) . In acid
hydrolysis, kaempferol -3 - diglucoside -7 - glucoside ( Rt = 15.5) , produced kaempferol ,
aglycone and partial hydrolysis components as kaempferol -7 - glucoside ( Rt = 38.1 ) ,
kaempferol -3 - diglucoside (Rt = 34.9 ) and other di- kaempferol . With alkaline hydrolysis
was obtained glycosylated flavonoids kaempferol -3 - diglucoside ( Rt = 34.9 ). Conclusion:
The inflorescence of Brassica oleracea L. var. Botrytis "cauliflower" contains secondary
metabolites as glucosinolates, steroids, saponins, tannins and flavonoids that were
characterized as kaempherol and glucosyl quercetin being quercetin flavonoid presented in

high amounts.

Key words: Brassica oleracea L.var. Botrytis, phytoconstituents, flavonoids glycosylated,

quercitin, HPLC-MS/MS.

INTRODUCCION

Las plantas desde la antigiiedad han
sido un recurso al alcance del ser humano
para su alimentacion y curaciones de sus
enfermedades, estas ultimas denominadas
plantas medicinales. Es frecuente, utilizar la
tradicion y el conocimiento acumulado
durante generaciones, de algunas plantas
para justificar la inocuidad y su efecto en el
organismo’.

Las plantas producen diversos tipos de
compuestos que se han clasificado en dos
grandes grupos: metabolitos primarios,
encargados de los procesos de fotosintesis,
respiracion,  transporte  de  solutos,
translocacion, asimilacion de nutrientes y
diferenciacion. A este grupo pertenecen la
clorofila, los aminodcidos, nucleotidos,
carbohidratos simples 'y lipidos de
membrana; y los metabolitos secundarios,
los cuales no parecen tener una funcién
directa en el crecimiento y desarrollo de la
planta 'y presentan una distribucion
restringida en el reino vegetal, terpenos,
compuestos  fendlicos 'y  compuestos
nitrogenados pertenecen a este grupo

En la actualidad, a varios productos
naturales, se les atribuye propiedades
medicinales; por ejemplo, algunas
investigaciones manifiestan que se previene
el cancer con la mayor ingesta de verduras
cruciferas, como coliflor, repollo y brocoli,
que son ricas en nutrientes como:
carotenoides, vitaminas C, E, K, Bg, Bg
minerales y flavonoides®®.  Estudios
realizados en ratas inducidas como 1,2-
dimethylhydrazine, demostraron que el
extracto de ‘“brocdli”, contrarresta el
crecimiento y la proliferacion celular, y
previene la pérdida de peso corporal °.

Estudios recientes han demostrado las
actividades  bioldgicas relevantes de
compuestos  fendlicos con actividad
antioxidante 'y lo relacionan con su
estructura quimica que les confiere
propiedades redox®. Ellos pueden intervenir
en la adsorcion y neutralizacidn de especies
reactivas de oxigeno (ROS), como
mecanismos de defensa contra infeccion y
el dafio oxidativo, sin embargo la
generacion excesiva de ROS pueden dafiar
el tejido o moléculas intracelulares, que
conducen a la acumulacion de peréxidos de
lipidos. Este estrés oxidativo se ha
relacionado al cancer, el envejecimiento, la
aterosclerosis, la inflamacion y las
enfermedades neurodegenerativas’.

Por su accion protectora y la
incapacidad del organismo humano de
producir los flavonoides, estos merecerian
ser incorporados al grupo de nutrientes
esenciales. Se ha manifestado que Ila
coliflor, una variedad de la especie Brassica
oleracea L. en el grupo Botrytis, contiene
flavonoides con propiedades antioxidantes®,
anti-inflamatorias® y anti-cancerigenas®,
importantes en la prevencion de muchas
enfermedades ya sea cardiovasculares,
oncoldgicas etc °.

Sin  embargo, los  metabolitos
secundarios, entre ellos, los flavonoides, no
estin aun  bien  caracterizados, Yy
comprendidos por los investigadores.

Por lo cual, se hace necesario, la
identificacion de los fitoconstituyentes y los
componentes flavonoides presentes en la
inflorescencia de la coliflor, como una
forma de proponer subproductos que con
sustento cientifico se le atribuya propiedades
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medicinales en beneficio de las personas.
Por lo expuesto, se planted, lo siguiente:

¢Cuales son los
flavonoides

fitoconstituyentes y

caracterizados por HPLC-

MS/MS que contiene la inflorescencia de
Brassica oleracea L. var. Botrytis “coliflor”?

OBJETIVOS

1.

Identificar los fitoconstituyentes
presentes en la inflorescencia de Brassica
oleracea L. var Botrytis “coliflor” por
separacion con solventes de polaridad
creciente.

Caracterizar los flavonoides en la
inflorescencia de Brassica oleracea L.
var Botrytis “coliflor”  por HPLC-
MS/MS.

MATERIAL Y METODO
Objeto de estudio:
e M. Vegetal: Brassica oleracea L. var.

Botrytis “coliflor” procedentes del C.P.
Pedregal-Simbal, e identificadas segun la
taxonomia reportado por Mostacero-Leon
etal. ™.

Medios:
e De Vidrio: Uso comUn Laboratorio de

Farmacognosia y Quimica.

e Aparataje: Uso comun Laboratorio de

e Reactivos:

Farmacognosia y Quimica Orgéanica.

Para el HPLC, se us6 la columna Athena
C18 250X 4.6, a temperatura de 35°C,
cuya relacién en la fase movil fue 55: 45
% vl/v. Series 200 UV/Vis PDA.
fueron usados de grado

analitico.

Meétodos y técnicas: Tratamiento del vegetal
Brassica oleracea L. var. Botrytis
e ldentificacion de metabolitos: Se pesaron

1000 g de inflorescencia cruda de
coliflor, con caracteristicas organolépticas
Optimas, se lavaron y secaron a
temperatura ambiente por 24 horas; luego
fueron desecas a 40°C en la estufa. La
identificacion de los metabolitos fue
basada en la separacion con solventes de
polaridad creciente (éter, etanol y agua) y
la identificacion cualitativa con reactivos
de coloracion y precipitacion®2.

Obtencion _de flavonoides en las
inflorescencias de Brassica oleracea L.

var. _Botrytis “coliflor”: Protocolo
reportado por Ruiz-Reyes™.
Fueron pulverizadas 100 g de

inflorescencias y colocadas en un cartucho
de un equipo Soxhlet que contienen la
mezcla Etanol/acido sulfarico 10% v/v en
la proporcion 1:1 durante 52 horas, y la
mezcla obtenida fue colocada en Bafo
Maria para volatizar el etanol,
obteniéndose un extracto acuoso-acido
que fue refrigerado a 10°C por 24 horas.
Luego, el extracto fue filtrado al vacio y
lavado con agua helada, midiendo el pH
hasta casi neutro; obteniéndose un
precipitado, libre de azucares.

El  precipitado  obtenido  fue
purificado, colocandolo en un papel de
filtro, desecado en la estufa a 37 °C por 24
horas y solubilizado en etanol caliente de
96° Gay Lussac a 50°C con 100 ml de
agua  destilada;  obteniéndose  los
flavonoides, proceso que se repite por tres
veces. Los flavonoides recristalizados y
purificados se almacenaron en un frasco
de color ambar para su proteccion de la
luz solar.

Caracterizacion _de los flavonoides:
Fundamento:  Fue realizado  por
cromatografia liquida de alta resolucién
en fase reversa a temperatura ambiente y
con una gradiente de solventes acoplada a
espectrometria de masas en linea con
fuente de ionizacion (HPLC-MS/MS), en
los productos obtenidos después de una
hidrélisis alcalina o &cida, midiendo el
tiempo de retencion 'y segun las
transiciones de los pesos moleculares sin

fragmentar y fragmentados de cada
compuesto, utilizando el  método
reportado por Vallejo et al.'* y Gratacés-

Cubarsietal »°.

Procedimiento: Se pesaron 100 g de las
inflorescencias de Brassica oleracea L.
var. Botrytis “coliflor”, se congelaron a -
70 C, se liofilizaron y molieron hasta
polvo fino, almacenandose a -20 °C para
su posterior analisis.

Se pesaron 70 g de muestra, y se
extrajeron los subproductos por ebullicion
con 3 L de agua destilada durante 60 min.
A continuacion, este extracto acuoso se
mezcla con particulas Amberlite XAD-2,
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en cantidad suficiente para llenar una
columna de 55 cm x 4 cm, agitandose
durante 4 h a temperatura ambiente para
retener los compuestos fendlicos en la
superficie de las particulas Amberlite no
ionicas. Las particulas Amberlite fueron
empaquetados en una columna de
cromatografia, se lavo con agua destilada
(5 L), y los compuestos fendlicos
absorbidos fueron eluidos con metanol (1
L). El extracto de metanol se llevo a
sequedad y se volvid a disolver en
metanol/agua (1:1viv) para la
cromatografia en una columna Sephadex
LH- 20 (40 cmx3 cm), a una temperatura
de 35°C. La elucion de las diferentes
fracciones fenolicas fue seguido bajo luz
UV (254 y 360 nm). Las primeras
fracciones de elucion contenian las
moléculas més grandes de flavonoides,
seguidos por los de compuesto intermedio
tamario, y terminando con los compuestos
naturales mas pequefios. Las fracciones
eluidas fueron cromatografiadas por
HPLC semipreparativa para aislar los
diferentes constituyentes. Esto se realizd
en una columna 25 x 1cm Lx i.d, de 5
micras Spherisorb ODS-2,
isocraticamente, con diferentes mezclas de
metanol/agua. La pureza de los
compuestos aislados fue seguido por
HPLC analitica, usando una columna C18
de 25x0.4 cm i.d., 5 micras LiChroCART
(Merck, Darmstadt, Germany) y agua
como fases moéviles + 5 % HCOOH (A) y
metanol (B ) con un flujo del caudal del
mL/min , comenzando con 10 % de B
hasta alcanzar el 20% B después de 25
min, 50 % B en las 40 min, 50 % B en 45
min, 90 % B en 46 min y 90 % B en 50
min.

Los Cromatogramas UV se registraron a
330 nm. Los compuestos aislados se
secaron por congelacion para su
almacenamiento.

Hidrdlisis Alcalina: La hidrdlisis alcalina,
se realizd mediante la adicion de 1 ml de
NaOH 4N al extracto fendlico purificado
(12 ml) y se mantuvo la mezcla durante 16
h a temperatura ambiente, en un tubo de
ensayo con tapon en atmodsfera de No.
Después de este paso, los productos de
hidrolisis alcalinas se acidificaron con

HCI concentrado (cambio de color
concentrada hasta pH 1-2) y directamente
analizado por HPLC -DAD -MS / MS.

Hidrolisis Acida: La solucion
anteriormente obtenido por hidrolisis
acida parcial se mantuvo en un tubo de
ensayo tapado a 75°C por 30 minutos, y
analizada por HPLC -DAD -MS / MS. La
hidrdlisis acida total se llevd a cabo
mediante la adicion de 1 ml de HCL 4N a
1 ml de la solucion de metanol de los
diferentes productos aislados (v/v), en un
tubo de ensayo con tapén a 90°C durante
45 minutos Los productos de la hidrolisis
fueron analizados por directamente
analizados por HPLC -DAD -MS / MS.

Estudio de la hidrolisis de los productos:
Los diferentes &cidos organicos liberados
después de la hidrolisis se identificaron
por HPLC - DAD- MS comparandolos
con  patrones. Los  azucares  se
identificaron mediante TLC utilizando
diferentes azucares como normas. Las
agliconas de  flavonoides  fueron
identificados por medios espectroscdpicos
Anélisis UV, utilizando alcalinos y
metales reactivos y HPLC -DAD -MS.

HPLC-DAD-MS / MS ESI: EIl sistema
utilizado para los analisis cualitativos fue
HPLC Agilent equipado con un detector
de arreglo de diodos y detector de masas
en  serie  (Agilent  Technologies,
Waldbronn, Alemania). La HPLC
consistio en una bomba binaria (G1312A),
un muestreador automatico (G1313A), un
desgasificador (G1322A), y un detector de
matriz de fotodiodos (G1315B). El
sistema de HPLC fue controlado por un
software ChemStation (Agilent, v. 08,03).
La masa detector fue un espectrémetro de
trampa de iones (G2445A) con sistema de
ionizacion por electro spray y fue
controlado con el software LCMSD
(Agilent, v. 4.1). Las condiciones de
ionizacion se ajustaron a 350 °C y 4 kV
para la temperatura y el voltaje capilar,
respectivamente. La presion nebulizadora
y el nivel de flujo de nitrégeno fueron
65,0 psi y 11 L/ min respectivamente. El
analisis de masa completa varié de 200-
2000 m/z. Se utilizé helio como gas de
colision para los experimentos de
fragmentacion y la energia de colision se
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ajusté al 100 %. Todos los datos de
espectrometria  de masas  fueron
registraron en el modo negativo.

Total de cromatogramas de iones eran
registran como eventos de analisis
automatico de dos alternantes: masa
analisis completo espectros (MS) y MS /
MS para la fragmentacion de los mas
abundantes iones pseudomoleculares.

e Andélisis cualitativos por espectroscopia
de masas de los compuestos aislados:
Como detector de masa se utilizo un
espectrometro Agilent con trampa de
iones (Agilent Technologies, Waldbronn,
Alemania). El andlisis de Espectroscopia
de Masas en los compuestos aislados fue
realizado por infusion constante de un
sistema de ionizacién por electrospray.
Los compuestos aislados se disolvieron en
agua/metanol (50:50, v/v). La velocidad
de flujo de la infusion constante era 10
L/min. La tension capilar y la temperatura
fueron 4 kV y 300 °C, respectivamente.
La presion del nebulizador fue 15 psi, y el
flujo de nitrégeno fue de 5 L/min. Los
compuestos aislados se sometieron a hasta
cinco eventos de manera secuencial,
dependiendo del peso molecular de los
compuestos (MS) para encontrar iones
pseudomolecular, (MS/MS) y para la
fragmentacion del i6n pseudomolecular
(MSn, n) hasta 5, en orden a los
principales iones fragmentados obtenidos
en cada paso.

RESULTADOS

Tabla 1. Identificacion de los fitoconstituyentes
presentes en la inflorescencia de Brassica
oleracea L. var. Botrytis “coliflor”

Tabla 2. Caracterizacion e Identificacion de los
flavonoides obtenidos de la inflorescencia de
Brassica oleracea L.var. Botrytis “coliflor”

Estructuradel Rt UV (nm) [M-H]  M$2M MmsEM-
Flavonoide (min) (miz)  H-mE o H-)
Quercitina-3-

diglucosido-7-  12.3 255, 266Sh, 354 787 625 462
diglucésido ?

Kaempferol-3-

diglucosido-7-  15.5 267,293sh,348 771 610 429
diglucosido®

Quercitina-7- 10 252 269sh,301sh 993 831 625
glucésido

Kaemplerol 3 349 268, 208sh 600 420 284
iglucdsido

Kaempferol -7-

glucésido 38.1 265, 255sh 447 285

Metabolitos ENSAYO RESULTADO
secundarios
Mayer Negativo
Alcaloides Dragendorff Negativo
Wagner Negativo
Antraquinonas Bortranger Negativo
Esteroides Lieberman- Positivo
Bouchardat
Flavonoides Shinoda Positivo
Glucosidos Fehling Positivo
(compuestos
reductores)
Saponinas Espuma Positivo
Taninos FeCl; Positivo
Gelatina Positivo

Fuente: Datos obtenido por el autor

Fuente: Datos obtenido por el autor

Rt: Tiempo de Retencién

a Flavonoides glicosilados identificados por
HPLC-MS/MS

b Productos obtenidos después de una hidrdlisis
acida o alcalina por HPLC.

Koempferol-3-diglucdsido-7-glucbsida
Ree15.5

330 nm

Kaempferol.7-plucdsido
r=38

Koempferol.3-diglucssido
Quercitin-3.diglucosido R=34.
-7-glucdsido

Re=12.3

Tiempo (min)

Figura 1: Cromatograma HPLC de los flavonoides
obtenidos de Brassica oleracea L.var. Botrytis, se
muestra la presencia de Quercitina y Kaempferol,
siendo la quercitina el flavonoide que se encuentra en
mayor cantidad.

DISCUSION

En la tabla 1, se muestra que las
inflorescencias de Brassica oleracea L. var.
Botrytis contienen fitoconstituyentes
secundarios como glucosinolatos, esteroides,
saponinas, taninos y flavonoides. Los
glucosinolatos (también Ilamados
tioglicosidos) son S-glicosidos en los que la
glicona es b-D-tioglucosa y la aglicona es
una oxima sulfatada, son especialmente
abundantes en la familia de las cruciferas'®.
Los glucosinolatos que cumplen la funcion
de defensa de las plantas son los tioglicésidos
que son derivados del acido amino’, por
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hidrolisis se obtienen compuestos
biol6gicamente activos como isotiocianatos
sulfuranos y tiocianatos™. Una gran variedad
de esteroides, son sintetizados por las
cruciferas, algunos de ellos poseen funcién
hormonal y otros participan en los
mecanismos de defensa frente a la infeccion
con microorganismos patdgenos que
infectan al hombre o a los animales®™. A las
saponinas se le atribuye propiedades
detergentes ’ y los taninos son compuestos
fendlicos de sabor aspero y amargo, con
propiedades astringentes®.

Los flavonoides representan la mayor
clase de polifenoles y se sintetizan por la ruta
del 4cido shikimico ', los cuales se le
atribuye propiedades antioxidantes,
antiinflamatorias, antitrombdticas,
antimicrobianas, antialérgicas y
antitumorales™®.

En la tabla 2, se muestra el andlisis de
los compuestos fendlicos obtenidos de la
inflorescencia de coliflor por HPLC/UV-
DAD, observando su espectro UV, sugiere
que son polifenoles glicosilados como
quercitin-3-diglucosido-7-diglucésido
(Rt=12.3) y kaempferol-3-diglucosido-7-
glucésido (Rt=15.5), al ser analizados
producen  glucosidos,  kaempferol vy
quercitina; siendo la quercitina el flavonoide
que se presenta en altas cantidades.

La Quercitina-3-diglucosido-7-

diglucosido y quercitina-7-glucosido
(Rt=18.0)  fueron identificados como
derivados acilados obteniendo residuos

acilados de quercitina y glucésidos. El
kaempferol-3-diglucosido-7-glucésido  fue
analizado por hidrolisis &cida produciendo
kaempferol, aglicona y componentes de
hidrolisis parcial, kaempferol-7-glucésido
(Rt=38.1), kampferol-3-diglucésido
(Rt=34.9) y otros diglucosidos de kampferol.
En la hidrélisis alcalina se produce
flavonoides glicosilados que coinciden con el
kaempferol-3-diglucosido (Rt=34.9).

En las especies Brassica, los principales
flavonoides encontrados son quercetina y
kaempferol como O- glucésidos conjugados
principalmente a la glucosa, y acilados con
4cido hidroxicinamico®***,

En la figura 1, se observa que el
cromatograma HPLC de los flavonoides
obtenidos en las inflorescencia de la coliflor,

demostrando la presencia de quercitina y

kaempferol, siendo la quercitina el
flavonoide que se encuentra en mayor
cantidad

Gratacos-Cubarsi et al, han demostrado
mediante la evaluacion simultanea de los
glucosinolatos  intactos 'y  compuestos
fendlicos por UPLC-DAD-MS/MS que la

coliflor ~ contiene  flavonoides  como:
quercetina-3-diglucdsido-7-glucdsido,
kaempferol-3-diglucosido-7-glucosido y

kaempferol-3-diglucésido-7-diglucésido™.
Conclusion: El extracto obtenido de la
inflorescencias de Brassica oleracea L. var.
Botrytis contiene fitoconstituyentes
secundarios como glucosinolatos, esteroides,
saponinas, taninos y flavonoides que al
caracterizarlos por HPLC-MS/MS  se
encontré la presencia de kaempherol y
quercitina glucosilados; a los cuales se les
podria atribuir las propiedades antioxidante y
antitumoral.
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