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RESUMEN 

 

En este trabajo se evaluó el tamizaje fitoquímico, la actividad antioxidante, 

determinación de fenoles totales, actividad citotóxica, a partir del extracto etanólico 

total de hojas de Crinum x powellii “álbum”.  

 

Mediante extracción por método Soxhlet se obtuvo el extracto etanólico total de 

hojas de C. x powellii y posteriormente se realizó la actividad citotóxica por el 

bioensayo de Artemia salina. Se evaluó la actividad antioxidante por los métodos 

DPPH· y ABTS+·, donde se utilizaron ácido ascórbico, BHT y tocoferol como 

patrones de referencia. Se determinaron fenoles totales mediante el método de 

Folin Ciocalteau.  

 

El tamizaje fitoquímico realizado mostró la presencia de algunos alcaloides, 

saponinas, flavonoides y cumarinas volátiles. En la evaluación de actividad 

antioxidante por el método DPPH· se encontró que la fracción butanólica presentó 

una actividad antioxidante de 78,961%, indicando que es mayor tanto para el 

extracto etanólico total como para la fracción de hexano, acetato de etilo y agua. 

Este resultado muestra una relación con el contenido de fenoles totales, dado que 

la fracción butanólica fue 120,684 mg ácido gálico/g extracto seco, presentando 

una mejor actividad antioxidante, que es atribuible a la presencia de compuestos 

fenólicos. Por el contrario en el método ABTS+·, la fracción de acetato de etilo fue 

la que presentó mayor actividad antioxidante (63,454%), frente al EET y a las 

demás fracciones.  Con respecto a la actividad citotóxica del EET de hojas de C. x 

powellii presentó una CL50 de 308,800 µg/mL, indicando toxicidad moderada.  

 

Palabras clave: Actividad antioxidante, Actividad citotóxica, Crinum x powellii, 

Artemia salina. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

Actualmente, los productos naturales son de suma importancia en todo el mundo 

porque ofrecen diversas ventajas en la salud humana y animal (1), sobretodo en la 

prevención de enfermedades como el cáncer.  

 

El riesgo de padecer algún tipo de cáncer en cualquier persona antes de los 75 

años es del 18.7%. En Colombia, el cáncer de próstata, estómago, pulmón y 

colorrectal, afecta al género masculino, por el contrario el cáncer de mama, cuello 

uterino y estómago es frecuente en el género femenino (2), por lo que surgió la 

necesidad de investigar sobre compuestos de origen vegetal, debido a que ejercen 

un efecto protector en la evolución de enfermedades.  

 

Por otro lado, muchas plantas poseen marcada actividad biológica debido a la 

presencia de diversos metabolitos secundarios. Las plantas de la familia 

Amaryllidaceae son algunas de ellas, conocidas por su riqueza en compuestos 

bioactivos particularmente por la presencia de algunos alcaloides, dada su 

marcada actividad biológica: antiviral, antibacterial, insecticida, entre otras (3).  

 

En plantas del género Crinum pertenecientes a dicha familia botánica son 

abundantes los alcaloides de tipo licorina, los cuales presentan actividades 

biológicas tales como: antimálarica, anticancerígena y citotóxica (4-7).  
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2. MARCO TEÓRICO 

 

2.1 FAMILIA AMARYLLIDACEAE 

 

Las plantas de la familia Amaryllidaceae, son monocotiledóneas, bulbosas con 

flores llamativas (Figura 1). Alrededor del mundo se encuentran 1310 especies y 

90 géneros. Se distribuyen en tres zonas geográficas distintas, en el sur de 

América, el sur de África y el Mediterráneo (8, 9). 

 

Son utilizadas como plantas ornamentales y son de gran importancia en la 

industria de la floricultura y en medicina tradicional debido a su alto contenido de 

metabolitos secundarios como alcaloides a los cuales se le atribuyen diferentes 

tipos de actividad antifúngica, antiparasitaria, antiinflamatoria, entre otras (3, 10-

12) . 

 

 
                a)                          b)                               c)                              d) 

 
Figura 1. Flores de diferentes especies de la familia Amaryllidaceae: a) Crinum 

jagus, b) Phaedranassa lehmannii, c) Crinum amabile, d) Zephyrantes s.p 
 

Fuente: Fotos tomadas por Oscar Darío Bermúdez Zambrano, Depto de Biología, Unicauca, Popayán, Cauca. 

 

2.1.1 Género Crinum 

 

Existen 160 especies de Crinum, de las cuales sólo 30 de ellas han sido objeto de 

estudio, encontrándose distribuidas alrededor del mundo cerca de lagos y fuentes 

de agua en trópicos, subtrópicos y regiones templadas de Asia, Australia, África y 

América (9). 

2.1.2 Especie Crinum x powellii 
 

La especie Crinum x powellii hort. ex Baker es producto del cruce entre C. 

bulbispermum y C. moorei; proveniente de jardines botánicos en Europa, florece 

en verano con flores blancas vistosas similares a las de los lirios, están dispuestas 

en umbelas de 6 a 9 flores en la extremidad de un largo escapo macizo, las hojas 
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son planas, largas (9 a 12 dm), arrosetadas. Sus bulbos son de 0,7 dm de 

diámetro aproximádamente, provistos de cuellos cortos (13). En la Figura 2 se 

muestra la Crinum x powellii. 

 

       
  

Figura 2. Planta de Crinum x powellii en la que se aprecia la morfología de sus 

hojas y flores 
 

Fuente: Fotos tomadas por Oscar Darío Bermúdez Zambrano, Depto de Biología, Unicauca Popayán, Cauca. 

2.1.3 Taxonomía de Crinum x powellii 
 

Reino: Plantae 

División: Magnoliophyta 

Clase: Magnoliopsida 

Orden: Asparagales 

Familia: Amaryllidaceae 

Género: Crinum  

Especie: Crinum x powellii 

2.2 METABOLITOS SECUNDARIOS  
 

Son definidos como compuestos que proceden de metabolitos primarios 

(azúcares, proteínas, grasas, nucleótidos, etc), que no poseen una función 

relacionada con los procesos fisiológicos primordiales producidos por las plantas, 

microorganismos y animales.  

  

Los metabolitos secundarios ejercen funciones importantes en la supervivencia de 

los organismos, generando cierto tipo de sustancias que promuevan atracción o 

defensa hacia otras especies, además que se les atribuyen diversas actividades 

biológicas. La producción, biosíntesis o acumulación de dichas sustancias es 

regulada por factores ambientales, además de la genética y ontogénica inmersa 

en el ser viviente. La luz, la temperatura, el dióxido de carbono (CO2) y el ozono 
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(O3) y el tipo de suelo, se consideran factores que varían la concentración de los 

metabolitos secundarios (14, 15). 

 

Las plantas pueden biosintetizar un gran número de metabolitos secundarios. Los 

grupos más comunes se nombran a continuación. 

2.2.1 Alcaloides 

De acuerdo a su origen biosintético, los alcaloides se derivan de: aminoácidos 

formados a partir del ácido shikímico, terpenos como producto de ácido 

mevalónico (Figura 3), y acetogeninas originados de malonato y acetato (16). 

Estructuralmente se pueden distinguir varios tipos de alcaloides como: alifáticos, 

aromáticos y origen diverso (purinas, macrociclos, etc) (Figura 4).  

OH

OH

OH

HO

O

Ácido shikímico          

HO

O

OH

Ácido mevalónico

HO

 

Figura 3. Estructuras químicas del ácido shikímico y ácido mevalónico (17, 18)   

Recientemente, se han identificado más de 27.000 alcaloides de origen natural 

encontrados en flores, animales y microorganismos. Los extractos vegetales con 

alto contenido de alcaloides se utilizan frecuentemente por su propiedad 

analgésica, antipirética, antiasmática, anticancerígena, antiarrítmica, 

antihipertensiva y antibacteriana (19, 20). 
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Figura 4. Principales núcleos químicos de los cuales derivan los alcaloides (21) 

http://www.ugr.es/~quiored/pnatu/fig/rutashikimi.gif
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2.2.2 Flavonoides y Antocianinas  
 

Los flavonoides se originan de unidades de acetato y de un intermediario 

fenilpropanoide derivado de la vía del ácido shikímico (16, 22). Desde el punto de 

vista químico, son compuestos de bajo peso molecular en forma de glucósidos de 

azúcares como glucosa, galactosa o pentosa, comparten un esqueleto común de 

fenilbenzopirano, representados generalmente como moléculas de tipo C6-C3-C6. 

Existen diversos tipos de flavonoides, clasificados según la estructura de su 

esqueleto base: flavona, isoflavona, flavonol y flavanona (Figura 5), representados 

por un anillo aromático A, un heterociclo C y un anillo aromático B. Por otro lado, si 

en la estructura molecular se encuentra un heterociclo de 5 miembros se llama 

aurona, si el esqueleto de 15 carbonos no forma un heterociclo se denomina 

chalcona (23). 

 

O
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O

O
OH

Flavonol

O

O
R
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Flavanonanol R=OH

O

O

R

Isoflavona R=H

Isoflavonol R=OH

A C

B

 
 

O

OH

R2

OH

R1

HO

OH

R1 = H, R1 = OH, R1 = OCH3

R2 = H, R1 = OH, R1 = OCH3

Antocianina

 
Figura 5. Estructura química de algunos flavonoides (17) 

 

En otro caso, el esqueleto de una antocianina (Figura 5) tiene un sistema 

conjugado con dobles enlaces responsables de la coloración azul, rojo oscuro o 

violeta de flores, frutos y en pocas ocasiones de hojas, consideradas como 

pigmentos vegetales solubles en agua y que tienen diversas funciones como 

apartar a los herbívoros, protección de rayos UV, y atraer a los polinizadores. Los 

flavonoides se encuentran en hongos, animales y mayoritariamente en plantas, 

donde se producen en el citosol y vacuolas de células, siendo aislados de las 

semillas, hojas, tallos, raíces, flores, frutos de las plantas. En los seres humanos, 

las antocianinas evitan el crecimiento de células cancerosas o tumores, reducen la  
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presión arterial e inflamación y estrés oxidativo con lo que frenan los procesos 

neurodegenerativos de enfermedades como Parkinson y Alzheimer (24, 25).  

2.2.3 Taninos 
 

Los taninos son biosintetizados vía acetogeninas (16). Son compuestos fenólicos 

con peso molecular elevado. Se clasifican en dos clases: taninos hidrolizables y 

condensados. Los taninos hidrolizables son estructuras de D-glucosa esterificada 

con ácidos hidroxifenólicos, como ácido elágico o ácido gálico, donde se produce 

elagitaninos o galotaninos. Los taninos condensados (Figura 6) se encuentran en 

semillas y en grandes cantidades en la corteza y en la madera de algunos árboles, 

son llamados proantocianidinas, compuestos por cadenas oligoméricas y 

poliméricas de unidades de polihidroxiflavonas.  

 

En medicina, los taninos son utilizados como antidiarreicos y antiinflamatorios, e 

industrialmente los taninos condensados son utilizados para el curtido de pieles 

(26, 27).  
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Figura 6. Clasificación de los taninos  
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2.2.4 Esteroides y triterpenoides 
 

Son compuestos producidos por plantas y animales. Los terpenoides se 

biosintetizan a partir de la vía del ácido mevalónico, donde tres moléculas de 

acetil-CoA se condensan y forman dicho ácido (16). Los triterpenoides son 

compuestos orgánicos con un esqueleto carbonado de seis unidades de isopreno 

(hidrocarburo de 5 átomos de carbono alifáticos o cíclicos). Los esteroides (Figura 

7) son triterpenoides, son compuestos producidos por plantas y animales. Los 

esteroides constan de una estructura con cuatro ciclos, en los que 3 de ellos son 

de seis miembros y un ciclo es de 5 miembros. Se han realizado ensayos in vivo e 

in vitro de triterpenoides de origen natural y se ha demostrado actividad 

antiinflamatoria, antitumoral, antiinfecciosa y antimálarica (28-30). 

 

H

 
Figura 7. Esqueleto esteroídico 

2.2.5 Cumarinas 
 

Son compuestos de origen natural, se derivan biogenéticamente del ácido 

shikímico (22). En su estructura contienen un anillo bencénico ligado a una pirona 

(anillo heterocíclico de seis miembros con un átomo de oxígeno y cinco carbonos 

sp2) (Figura 8). Poseen actividad biológica diversa como: antitrombótica, 

antibacteriana, anti-mutagénica, antiinflamatoria, anticoagulante y anticancerígena. 

Algunas cumarinas son utilizadas como medicamentos anticancerígenos, otras se 

agregan a protectores solares o en cremas para absorber los rayos UV, todas 

dependerán del tipo de núcleo de cumarina (31, 32). 

 

O O

 
 

Figura 8. Estructura química de la cumarina (33) 

2.2.6 Cardenólidos  
 

Su biosíntesis se produce a partir de la vía del ácido mevalónico. Son esteroides 

cardiotónicos en los que un anillo pentagonal de lactona α-β-insaturada está ligado  

al C-17. Tienen 23 átomos de carbono en su estructura (Figura 9). 
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A concentraciones bajas se usan como medicamentos, que actúan selectivamente 

sobre el corazón incrementando la fuerza de contracción del miocardio, 

aumentando el rendimiento cardiaco y disminuyendo su frecuencia, además 

mejoran la circulación sistémica o general del cuerpo humano. También ejercen su 

función como diuréticos, aumentando la filtración glomerular. Una desventaja de 

los cardenólidos es que a concentraciones altas presentan alta toxicidad (34, 35). 

 

O
O

H

H

H

H  
 

Figura 9. Estructura química de un cardenólido (36) 

2.2.7 Saponinas 
 

Se sintetizan a partir de la vía del ácido mevalónico (16). Las saponinas son 

llamadas glucósidos, son compuestos orgánicos que tienen en su estructura una 

aglicona no azucarada con diversos sustituyentes que pueden ser metilo, hidroxilo 

o carboxilo, que a su vez se une a uno o más azúcares como glucosa, galactosa, 

ácido glucurónico, xilosa, ramnosa o metilpentosa. Se clasifican como triterpénicas 

o esteroidales (Figura 10), dependiendo de la aglicona.  

Saponina triterpenoide

R-O

O

O

Saponina esteroide

R= Carbohidratos

HO

HO

OR1

O

CH2OH
R

R = H, R = OH
R1 = H, R = glucosa-glucosa-ramnosa

 
Figura 10. Estructura química general de saponinas triterpenoides y        

esteroidales (38) 

 

Se encuentran distribuidas en plantas y en organismos marinos. Presentan 

actividad antiinflamatoria, reducen los niveles de colesterol y de glucosa en la 

sangre (37). 
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2.2.8 Antraquinonas 
 

En la biogénesis de compuestos antracénicos vía MalonilCoA, una molécula de 

AcetilCoA se condensa sucesivamente con 7 moléculas de MalonilCoA para 

producir una cadena policetídica de 16 carbonos u octacétido. Después, el 

octacétido se pliega de la manera como se presenta  en el Esquema 1, y se cicliza 

por condensaciones entre los grupos metilenos y sus vecinos carbonilos para dar 

el triciclo cetónico. Este intermedio enoliza para generar el núcleo de las antronas. 

El núcleo de las antronas puede dimerizarse enzimáticamente para producir 

diantronas, o puede oxidarse para dar antranoles y/o antraquinonas (16, 39). 

 

AcetilCoA 7 MalonilCoA
SCoA

O

O O O O

O O O

-3 H2O

SCoA

O

O

OO O

EnolizaSCoA

O

HO

OH O OH

O

O

Dimeriza

1. O

2. H

O

OOH OH

COOH

HO

OTROS COMPUESTOS ANTRACENICOS  
Esquema 1. Biogénesis de compuestos antracénicos vía MalonilCoA 

 

Las antraquinonas se clasifican en simples y complejas: las simples tienen un 

esqueleto carbonado 1,8-dihidroxiantraquinónico (Figura 11), en el que el C-3 se 

sustituye por grupos metilo, metoxilo, carboxilo e hidroxetilen, y las complejas 

tienen componentes estructurales donde hay una dimerización. 
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Se  distribuyen en la naturaleza en algunos microorganismos e insectos y en 

mayor parte en plantas. Actualmente, se obtienen fármacos naturales con efectos 

laxantes a base de plantas que contengan cierto tipo de antraquinonas, que son 

utilizados por personas quienes sufren de estreñimiento crónico. 

 

O

O

OH OH

 
Figura 11. Estructura química de la 1,8-dihidroxiantraquinona (40) 

2.3 RADICALES LIBRES Y ESPECIES REACTIVAS DE OXÍGENO 
 

El oxígeno es uno de los elementos más importantes y esenciales en organismos 

aeróbicos pero puede causar daño celular debido a reacciones de oxidación.  

 

Los radicales libres se definen como especies químicas reactivas que contienen 

un electrón desapareado en el orbital externo, lo que genera alta reactividad 

oxidante debido a su inestabilidad. Se estabilizan por medio de reacciones de 

oxidación-reducción con moléculas biológicas como: ARN, ADN, lípidos, enzimas, 

entre otros, reaccionando de manera muy rápida con el radical, por ello se 

conocen como especies reactivas. Como ejemplo de las especies reactivas se 

encuentran las ERO, ellas son representadas por ambas moléculas oxigenadas, 

radicales y no radicales (tabla 1) (41, 42). Además, se pueden encontrar especies 

reactivas de nitrógeno, hierro, cobre y azufre. 

 

Tabla 1. Especies reactivas de oxígeno. 

Radicales No radicales 

Superóxido (O2) Peróxido de hidrógeno (H2O2) 

Hidroxilo (OH∙) Singlete de oxígeno (1/2 O2) 

Peroxilo (RO2
∙) Ozono (O3) 

2.4 ESTRÉS OXIDATIVO 
 

El estrés oxidativo se define como el desequilibrio de especies reactivas de 

oxígeno/nitrógeno (ERO/ERN) y la capacidad del organismo para contrarrestar la 

acción de los sistemas de defensa antioxidante. El estrés oxidativo surge de la 

generación desmesurada de ERO y ERN o de la baja capacidad de protección 

antioxidante, caracterizada por el descenso de actividad de los sistemas 

endógenos para combatir el ataque oxidativo encaminado hacia biomoléculas 
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específicas, causando múltiples daños en el organismo como enfermedades 

neurodegenerativas (Alzheimer y Parkinson), además de patologías 

cardiovasculares y algunos tipos de cáncer, envejecimiento prematuro 

(disminución del tiempo de vida) (41, 43).  

 

2.5 ANTIOXIDANTES 

 

Los antioxidantes son sustancias generalmente orgánicas que impiden o retardan 

la autooxidación, inhibiendo su mecanismo o la reacción en cadena. Estos 

compuestos evitan la acumulación de ERO mediante el aumento de captación 

intracelular, previniendo el daño celular (41). 

 

Los antioxidantes pueden ser de origen endógeno o exógeno. 

 

 Antioxidantes endógenos 

 

Los antioxidantes se encuentran en el cuerpo humano siendo participes como 

mecanismos de defensa, algunos de ellos son enzimáticos como glutatión 

peroxidasa y glutatión reductasa, catalasa y superóxido dismutasa protegiendo a 

las células de las consecuencias tóxicas del metabolismo del oxígeno. También 

existen antioxidantes no enzimáticos muy eficientes como melatonina, coenzima Q 

10 (Ubiquinona) (Figura 12) y proteínas quelantes de metales (43, 44). 

 

O

O

O

O H

6-10

Coenzima Q10
   

HN

O

HN

O

Melatonina
 

Figura 12. Estructura química de la Coenzima Q10 y melatonina (45, 46) 

 

 Antioxidantes exógenos  

 

Los carotenoides, oligoelementos, polifenoles, vitamina C y E (Figura 13), son 

antioxidantes naturales, que contrarrestan la peroxidación lipídica eliminando los 

radicales libres derivados del oxígeno, ayudando a minimizar los efectos 

perjudiciales causados en el organismo. Se ha reportado que la vitamina C y 

vitamina E puede restaurar la salud vascular o prevenir el daño vascular y en 

estudios epidemiológicos se dice que el consumo de alimentos ricos en polifenoles 

puede llegar a disminuir los factores de riesgo de diabetes tipo 2 (47-49). 
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O O

OHHO

Vitamina C

H
HO

HO

     

O

Vitamina E  
Figura 13. Estructura química de la vitamina C y E (50, 51) 

 

Existen algunos antioxidantes sintéticos como N-acetil-cisteína y L-carnitina 

(Figura 14) los cuales son compuestos que normalizan la producción de ERO 

sustituyendo los antioxidantes endógenos en las células endoteliales y de músculo 

liso (47). 

H3C N
H

O
SH

OH

O

N-acetil-cisteína

H

   

N
O-

OH O

L-Carnitina  
Figura 14. Estructura química de la N-acetil-cisteína y L-Carnitina (52, 53)   

2.6  DETERMINACIÓN DEL CONTENIDO TOTAL DE FENOLES POR EL 
MÉTODO DE FOLIN-CIOCALTEU 
 

Este método espectrofotométrico está basado en la reacción de los fenoles con el 

reactivo de Folin-Ciocalteu en presencia de Na2CO3. El reactivo de Folin-Ciocalteu 

está compuesto por una mezcla de ácido fosfotúngstico (H3PW12O40) y ácido 

fosfomolíbdico (H3PMo12O40), los cuales reaccionan con todo tipo de fenoles, 

provocando su oxidación y la reducción de dichos ácidos en óxidos de tungsteno 

(W8O23) y molibdeno (Mo8O23) de color azul. Los compuestos de color azul poseen 

una absorción máxima a una longitud de onda de 765 nm,  la intensidad de 

absorción de luz es proporcional a la concentración de fenoles (54, 55). 

2.7  MÉTODOS DE EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE  
 

Actualmente, existen varios métodos para evaluar la actividad antioxidante en 

sistemas in vitro o in vivo. Uno de los ensayos in vitro más utilizados es la medida 

de la capacidad antioxidante total de un compuesto, mezcla, alimento, muestra 

biológica o extracto vegetal, la cual consiste en determinar la actividad del 

antioxidante frente a sustancias cromógenas de naturaleza radical.  

 

Algunos compuestos cromógenos utilizados para medir la actividad antioxidante 

de una muestra son: ABTS (ácido 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfónico), 

DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazilo), DMPD (diclorhidrato de N,N-

Dimetilpfenilendiamina) y FRAP (Poder Antioxidante de Reducción Férrica). Los  

N-acetil-cisteína L-Carnitina 



14 
 

métodos más empleados son ABTS+· y DPPH·, debido a que presentan buena 

estabilidad bajo ciertas condiciones (56). 

2.7.1 Método del DPPH· 
 

El DPPH· es conocido como un radical libre estable, que tiene deslocalización de 

un electrón desapareado sobre la molécula, lo que hace que no se formen 

dímeros, a diferencia de otros radicales libres. La deslocalización del electrón 

también intensifica el color violeta típico del radical, el cual puede absorber en 

metanol en una longitud de onda entre 515 y 517 nm.  
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Cuando el electrón desapareado del DPPH· se aparea con un electrón o llega a 

sustraer un átomo de hidrógeno del compuesto antioxidante la solución pasa a 

color amarillo claro que corresponde a la forma reducida DPPH-H. El DPPH· 

comienza como un radical libre (Esquema 2), el paso inicial de la reacción con 

Trolox permite la formación de una forma oxidada de Trolox (TrO·). El radical TrO· 

reacciona con otra molécula de DPPH· estabilizando a este radical y formándose 

un producto de oxidación Trolox. Estudios recientes han revelado que el  tiempo 

de reacción requerido para alcanzar el estado estacionario y completar la reacción 

redox es entre 15-30 min (57).  

2.7.2 Método del ABTS+• 
 

El ABTS+• tiene que ser generado tras una reacción que puede ser química 

(dióxido de manganeso, persulfato potasio, ABAP), enzimática (peroxidasa, 

mioglobulina), o también electroquímica.  
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Esquema 3. a) Formación del radical ABTS+· b) Reacción química entre Trolox y  

ABTS+· 
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El radical ABTS+· tiene la ventaja que su espectro presenta máximos de 

absorbancia a 414, 654, 754 y 815 nm en medio alcohólico. El ensayo consiste en 

la técnica de decoloración, donde el radical es generado directamente en una 

forma estable antes de la reacción con los antioxidantes.  

 

Otra explicación del método es la generación del radical catión ABTS+·, donde se 

implica la producción del cromóforo ABTS+· (verde azulado) a través de la reacción 

entre ABTS y el persulfato de potasio (K2S2O8). La adición de los antioxidantes al 

radical previamente formado lo reduce a ABTS (Esquema 3). La decoloración está 

relacionada con el porcentaje de inhibición del radical catión ABTS+·, determinado 

en función entre concentración y  tiempo. (58, 59). 
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

Los radicales libres juegan un papel importante en el desarrollo de enfermedades 

cancerígenas y tumorales, actualmente, se han reportado a nivel mundial cifras 

alarmantes de personas con cáncer, siendo causante de la muerte de miles de 

ellas. El uso de compuestos sintéticos antioxidantes que ayudan a reducir los 

efectos dañinos de los radicales libres ha sido cuestionado por sus efectos 

adversos sobre la salud, es por esto que se ha generado interés en la búsqueda 

de antioxidantes naturales. Actualmente, no se ha reportado actividad 

antioxidante, ni citotóxica en el extracto etanólico total de hojas de Crinum x 

powellii, sin embargo, la presencia de alcaloides como undulatina y licorina 

(metabolitos con actividad antineoplásica y anticancerígena), justifica el estudio 

biológico de esta planta que se propone en este trabajo de investigación. En 

Popayán, es frecuente el cultivo de esta especie. 
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4. OBJETIVOS 

 

4.1 OBJETIVO GENERAL 

 

 Evaluar la actividad antioxidante y citotóxica del extracto etanólico obtenido de 
hojas de Crinum x powellii. 
 

4.2  OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Realizar tamizaje fitoquímico del extracto etanólico total de hojas de C. x 

powellii mediante técnicas de análisis cualitativo para determinar la 

presencia de metabolitos secundarios. 

 

 Determinar los fenoles totales contenidos en el extracto etanólico total de 

hojas de C. x powellii empleando el método de Folin-Ciocalteu. 

 

 Evaluar la actividad antioxidante de la fracción acuosa, butanol, acetato de 

etilo, hexano y del extracto etanólico total de hojas de C. x powellii a través 

de los métodos colorimétricos DPPH· y ABTS+·. 

 

 Evaluar la actividad citotóxica en el extracto etanólico total de hojas de C. x 

powellii a través del bioensayo de letalidad en Artemia salina. 

 

 Determinar el contenido total de flavonoides en el extracto etanólico total de 

hojas de C.x powellii  a través del método de tricloruro de aluminio. 

 

 Evaluar la actividad de inhibición enzimática en el extracto etanólico total de 

hojas C. x powellii sobre la enzima acetilcolinesterasa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.revistasjdc.com/main/index.php/ccient/article/download/76/72
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5. MATERIALES Y METODOS 

5.1 UBICACIÓN GEOGRÁFICA 
 

El material vegetal, correspondiente a hojas de C. x powellii, proviene de la 

colección de plantas de la familia Amaryllidaceae, a cargo del Grupo de 

Investigación Química de Compuestos Bioactivos (QCB), establecida en la vereda 

la Rejoya, propiedad de la Universidad del Cauca. 

5.2 REACTIVOS 
 

Etanol al 96%, hexano, acetato de etilo, butanol, adquiridos de J.T. Baker 

(Xalostoc, México). Ácido (+)-tartárico, ácido clorhídrico (37%), ácido acético 

glacial, ácido pícrico, tricloruro de antimonio, adquiridos de Merck (Darmstadt, 

Alemania). Nitrato de bismuto III pentahidratado, persulfato de potasio, hidróxido 

de sodio, ácido cítrico, hidróxido de potasio, yoduro de potasio, ácido bórico, 

adquiridos de Carlo Erba (Val de Reuil, Francia). Ácido sulfúrico concentrado, 

cloruro férrico anhidro, sulfato ferroso heptahidratado, adquirido de Fisher 

Scientific (Nueva York, USA). Cloroformo, adquirido de Mallinckrodt (Xalostoc, 

México). Gelatina, adquirida de Difco (Le Point de Claix, Francia). Ácido 3,5-

dinitrobenzoico, adquirido de Alfa Aesar (Nueva York, USA). Acetato de plomo (II) 

fue adquirido de Laboratorios Biocroma (Cali, Colombia). Todos los reactivos de 

grado analítico: Acetato de etilo, ácido fórmico, ácido acético, ácido acético, 

metanol, ácido sulfúrico, adquiridos de Vetec. Sílicagel 60F254, adquirida de 

Merck (Darmstadt, Alemania). DPPH· (1,1-difenil-2-picril-hidrazilo), ABTS (sal 

diamónica del ácido 2,2-azino-bis (3-etilbenzo tiazolin-6-sulfónico), BHT 

(Butilhidroxitolueno), DL-α-Tocoferol, Trolox (ácido-6- hidroxi- 2, 5, 7, 8 

tetrametilcromano- 2-carboxílico), adquiridos de Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). 

Ácido ascórbico, carbonato de sodio, adquiridos de Mol Labs (Bogotá, Colombia). 

Metanol, adquirido de JT. Baker (Xalostoc, México). Cloruro de sodio, fosfato 

dihidrógeno de potasio, fosfato de sodio dibásico, cloruro de potasio, persulfato 

potásico, adquiridos de CarloErba (Val de Reuil, Francia). Folin-Ciocalteau, ácido 

gálico adquiridos por Panreac (Barcelona, España). Dimetilsulfóxido, dicromato de 

potasio, adquiridos de JT Baker (Xalostoc, México). Huevos de Artemia salina, sal 

marina sintética, adquirida de Quimpo (Popayán, Colombia). Hidróxido de sodio, 

ácido acético glacial, ácido clorhídrico, dimetilsulfóxido, fosfato de sodio 

monobásico, fosfato de sodio dibásico, bicarbonato de sodio, tartrato de sodio y 

potasio, bisulfito de sodio, adquiridos de Vetec. Acetato de Etilo (Synth, Sao Paulo, 

Brasil) acetato de etilo, cloroformo, metanol y n-hexano de las marcas 

Mallinckrodt, J.T Baker (Phillipsburg, Estados Unidos) y Carlo Erba (Arese Milano, 

Italia). Acetilcolinesterasa de Electrophorus electricus tipo VI-S, Ácido-5,5’- Ditiobis 

(2-nitrobenzoico) (DTNB) (Reactivo de Ellman), ioduro de acetiltiocolina (IATC) y la 
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eserina, adquiridos de Sigma-Aldrich (San Luis, Estados Unidos). Galantamina 

(Reminyl), adquirida de Janssen-Cilag (Zug, Suiza). Buffer Base-Tris, adquirido de 

Promega (Fitchburg, Estados Unidos). 

5.3 PROCESO DE SECADO Y EXTRACCIÓN  
 

Se utilizaron 140 g de material vegetal fresco. Se cortaron las hojas en trozos 

pequeños y secaron a 25 ºC durante un mes. Las hojas secas se colocaron en 

bolsas herméticas para evitar deterioro biológico, físico y químico. Se pesaron 30 

g de material vegetal seco y luego se sometió a extracción soxhlet durante un 

tiempo de 48 horas, usando como solvente etanol al 96 %. Luego de obtener el 

extracto etanólico, se llevó a sequedad mediante concentración a presión 

reducida. Las muestras se guardaron en refrigerador a una temperatura de 4°C. 

5.4 TAMIZAJE FITOQUÍMICO 
 

Tabla 2. Pruebas realizadas para la identificación de metabolitos secundarios 

presentes en el extracto etanólico total de hojas de Crinum x powellii. 

Metabolito 
Prueba en tubo de 

ensayo 
Descripción 

Alcaloides Dragendorff Precipitado color anaranjado-rojizo 

 
Mayer Precipitado de color blanco a crema 

 
Wagner 

 
Precipitado color marrón 

Cardiotónicos Reactivo de Baljet Coloración naranja-rojiza 
 Kedde Coloración rosa o azul-violeta 

 Raymond-Marthoud Coloración naranja-rojiza 

 
Keller-Killiani En la superficie aparece un anillo pardo y 

una capa acética azul verdosa 

Cumarinas 
Volátiles en papel 

impregnado con NaOH 
 

 
Puntos fluorescentes amarillos-verdosos 

en el papel con Luz UV (365 nm) 
 

Taninos Cloruro férrico Coloración azul o verde 
 Solución salina No hay coloración y precipitación 
 Solución gelatina Precipitado blanco 
 Solución gelatina y sal Precipitado blanco 
 

Saponinas 
 

Agua caliente 
 

Formación de espuma 
 

Triterpenos y 
esteroides 

Liebermann-Burchard Coloración verde, azul-verdosa 

 
 

Salkowski Coloración amarilla-rojiza 

Derivados 
antracenicos libres 

Reacción de Borntrager Coloración rojiza 
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Se efectuó al extracto etanólico total de hojas de C. x powellii, el tamizaje 

fitoquímico con el propósito de identificar cualitativamente metabolitos secundarios 

como: alcaloides, cardiotónicos, cumarinas volátiles, taninos, saponinas, 

triterpenos y esteroides (16, 60). En la tabla 2 se presentan las pruebas 

cualitativas realizadas al extracto etanólico total de hojas de Crinum x powellii para 

el tamizaje fitoquímico. 

 

5.5 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE  

 

5.5.1 Fraccionamiento 

 

 
Figura 15. Esquema que ilustra el procedimiento seguido para el fraccionamiento 

del extracto etanólico de hojas de C. x powellii 

Material vegetal 
seco y molido  

Extracto etanólico 
seco 

Extracto Crudo 
(EC1)  

Fracción 
hexano (Hex) 

Extracto Crudo 
(EC2) 

 

Fracción 
acetato de 

etilo (AcOEt) 

 

Extracto Crudo 
(EC3)  

Fracción 
acuosa      

(Ac) 

Fracción 
butanol 
(BuOH) 

Partición con 
butanol 

Partición con 
acetato de etilo  

Partición con 
hexano 

Redisolución en 
agua, filtración 

 

Extracción Soxhlet 
con EtOH 96%                                          

48h                                    
Filtración y 

Evaporación 

 

Secar, 
pesar 

Tomar 
alicuota 

Redisolución 
en MeOH  

Ensayos: 
DPPH·, 

ABTS+•, Folin 
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Este proceso se realizó mediante extracción liquido-liquido (ELL), utilizando 

disolventes de diferente polaridad (hexano, acetato de etilo, 1-butanol). La 

metodología se efectuó de la siguiente manera: Se adicionó 1 g de extracto 

etanólico seco en 30 mL de agua y se disolvió con ayuda de un equipo de 

ultrasonido. Este fue designado como extracto crudo (EC1). En un embudo de 

separación se depositó el EC1 y se adicionaron 10 mL de hexano, se agitó, se dejó 

reposar por 10 minutos, dónde se observó la separación de la fase orgánica y de 

la fase acuosa, se repitió dos veces el proceso mediante extracción sucesiva, 

obteniéndose la fracción hexano (Hex) y del extracto acuoso crudo (EC2). Al EC2 

se le adicionó acetato de etilo (de igual manera que el fraccionamiento con 

hexano) donde se generó, la fracción de acetato de etilo (AcOEt) proporcionada y 

el EC3. Al EC3, se le realizó el fraccionamiento con 1-butanol, donde se obtuvo, la 

fracción butanólica (BuOH) correspondiente y la fracción acuosa (Ac). Finalmente 

cada fracción obtenida (Hex, AcOEt, BuOH, Ac) se llevó a sequedad y se 

almacenó a una temperatura de 4°C. Con dichas fracciones y el EET, se 

prepararon soluciones madre de 1000 μg/mL para realizar la evaluación de 

actividad antioxidante y determinación cuantitativa de fenoles totales. 

 

En la Figura 15 se presenta el esquema que muestra el procedimiento realizado 

para el fraccionamiento del extracto etanólico de hojas de C. x powellii. 

 

5.5.2 Determinación del contenido total de fenoles  

 

La determinación se llevó a cabo mediante el ensayo de Folin-Ciocalteu (61) con 

algunas modificaciones (62). La curva de calibración se preparó a partir de 

disoluciones metanólicas del patrón ácido gálico variando la concentración en un 

rango de valores desde 15 a 75 µg/mL, y el valor de absorbancia se determinó en 

el espectrofotómetro a una λ=760 nm.   

 

Los análisis de las muestras se realizaron de la siguiente forma: se mezclaron 1 

mL de solución acuosa del reactivo de Folin-Ciocalteu (0,2 equivalentes/L) y 0,2 

mL de solución metanólica del extracto, a diferentes concentraciones (500 a 2000 

µg/mL), luego se incubaron por 5 minutos. Consecutivamente se adicionaron 0,8 

mL de solución acuosa de carbonato de sodio (7,5 g/100 mL), se agitaron y se 

incubaron en la oscuridad por una hora y se registró el valor de absorbancia a una 

λ=760 nm. El contenido de componentes fenólicos presentes se expresó como 

miligramos de ácido gálico por gramos en peso seco de la planta. 

5.5.3 Evaluación de la actividad antioxidante mediante el ensayo DPPH· 

 

Este ensayo se llevó a cabo por colorimetría (63) con ciertas modificaciones (62). 

Se disolvió 3,0 mg de DPPH• en 100 mL de metanol y a partir de esta disolución, 
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se preparó por dilución una nueva solución cuya absorbancia fue 0,800 ± 0,03 

(λ=515 nm) en un espectrofotómetro UV-Vis GENESIS 6. 

 

Este procedimiento se realizó a temperatura ambiente y en la oscuridad, la medida 

de la absorbancia se efectuó así: se mezclaron 2 mL de solución de DPPH• en una 

celda con 1 mL de disolución metanólica de la muestra, en un rango de 

concentraciones de muestra de 20 a 1000 µg/mL, y posteriormente se agitó. Cada 

15 minutos se tomaron medidas. En este ensayo se emplearon los patrones 

estándar de ácido ascórbico (ÁA), α-tocoferol (α-T) y Butilhidroxitolueno (BHT). 

 

La curva de calibración se realizó con una solución estándar de Trolox, en la que 

se utilizaron concentraciones desde 5 a 20 μg/mL. 

 

Los resultados fueron convertidos a porcentaje de actividad antioxidante (%AA) y 

expresados como capacidad antioxidante en μmol de equivalentes Trolox (ácido 6-

hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-carboxílico)/g de extracto seco (CAET). Los 

valores se expresaron como la media de tres réplicas. 

5.5.4 Determinación de la capacidad antioxidante mediante el ensayo ABTS+•   
 

Este ensayo se llevó a cabo por colorimetría (59) con ciertas modificaciones (62). 

Este procedimiento se efectuó en la oscuridad y a temperatura ambiente. El catión 

radical ABTS+• se disolvió en buffer fosfato (pH 7,4) por reacción de 50 mL de una 

disolución de ABTS en persulfato potásico (2 mM) más 200 µL de solución de 

persulfato de potasio en agua desionizada (70 mM), la mezcla se dejó en reposo 

durante 17 horas. La disolución de ABTS+• preparada se diluyó con buffer hasta 

que la medida de la absorbancia fue 0,800 ± 0,03 (λ=734 nm). La determinación 

de absorbancia en las muestras se hizo de la siguiente forma: 1900 µL de una 

solución buffer de fosfatos (PBS) (pH=7,4) del catión radical ABTS+• se mezclaron 

en una celda de plástico con 100 µL de una solución metanólica de la muestra, 

variando las concentraciones desde 20 a 1000 µg/mL de cada fracción, se 

agitaron y se colocaron a temperatura ambiente y en la oscuridad por un tiempo 

de 5 minutos y se registró el valor de la absorbancia en el espectrofotómetro a 734 

nm.  

 

La curva de calibración se realizó con una solución estándar de Trolox que fue 

construida variando concentraciones entre 10 y 100 μg/mL. 

 

Los resultados fueron convertidos a porcentaje de actividad antioxidante (%AA) y 

expresados como capacidad antioxidante en μmol de equivalentes Trolox (ácido 6-

hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-carboxílico)/g de extracto seco. Los valores se 

expresaron como la media de tres réplicas. 
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5.6  Análisis estadístico  
 
Los resultados de la actividad antioxidante fueron expresados como el promedio 

de 3 determinaciones. A los resultados obtenidos en los métodos DPPH· y ABTS+·  

se les aplicó un análisis de varianza (ANOVA), seguido de la prueba de Tukey con 

un nivel de significancia p<0,05. Además, se realizó un análisis de correlación de 

Pearson (R2) entre el TPC y la capacidad antioxidante total determinada mediante 

los métodos DPPH· y ABTS⁺˙. El análisis estadístico se desarrolló empleando el 

software SPSS 11.5. 

5.7 Determinación de la actividad citotóxica mediante el bioensayo de la 
Artemia salina 
 

Se determinó la citotoxicidad preliminar del EET de hojas de C. x powellii. 

mediante el bioensayo con camarones de mar (60). Se agregaron 50 mg de 

huevos de Artemia salina en 300 mL de solución de sal marina, preparada a partir 

de 30 g de sal marina disuelta en 1 litro de agua destilada. De esta forma se 

colocaron a eclosionar los huevos durante 48 horas en una cámara ambiental 

(Biotronette Mark III, Environmental Chamber). En tubos de ensayos se 

adicionaron 10 nauplios y se completó con 5 mL de solución salina al 3,7% y a 

cada uno se agregaron  diferentes concentraciones del extracto disuelto en 

dimetilsulfóxido (DMSO), de tal manera que al final se obtuvieron concentraciones 

de 10, 50, 100, 200 y 1000 µg/mL.  

 

Se realizaron 4 controles, 2 positivos y 2 negativos, en uno de los controles 

negativos se utilizó DMSO y en el otro los nauplios en agua de mar. Para los 

controles positivos se hizo la preparación con concentraciones de 400 y 800 ppm 

de una solución de dicromato de potasio. Se realizó el conteo de larvas muertas 

transcurridas 6 y 24 horas. 

 

Los cálculos de Concentración Letal 50 (CL50) se realizaron empleando el software 

GraphPad Prism 5.0. 

5.8 Determinación del contenido total de flavonoides a través del método de 

tricloruro de aluminio  

 

La determinación se llevó a cabo por el método del tricloruro de aluminio (64). La 

curva de calibración se preparó a partir de disoluciones metanólicas del patrón 

kaempferol variando la concentración en un rango de valores desde 0 a 0,8 µg/mL,  

y el valor de absorbancia se determinó en el espectrofotómetro a una λ=500 nm. 

Previo al ensayo se preparó una solución metanólica del extracto (100 µg/mL). El 

análisis de la muestra fue realizado de la siguiente manera: en los pozos, se 
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agregaron 115 µL de agua, 20 µL de solución metanólica del extracto y 7,5 µL de 

nitrito de sodio (5%), posteriormente se incubaron por 5 minutos. Luego se 

agregaron 30 µL de solución etanólica de tricloruro de aluminio (2,5%). Después 

se dejó reaccionar por 6 minutos. Por último, se adicionaron 50 µL de solución 

acuosa de hidróxido de sodio (1M) y 50 µL de agua destilada, se homogenizó y 5 

minutos después se midió el valor de absorbancia en el lector de microplacas, 

Thermo Scientific Multiskan GO a una λ=500 nm.  

 

Para dicho ensayo, el blanco fotométrico estaba compuesto por 272,5 μL de H2O.  

De forma análoga el blanco del extracto vegetal consistió en 20 μL del extracto 

vegetal y 252,5 μL de metanol. 

5.9  Determinación de la actividad inhibitoria sobre la enzima 

acetilcolinesterasa 

 

La determinación se llevó a cabo por colorimetría (65, 66). Previo al ensayo, se 

preparó una solución de 1000 µg/mL del extracto vegetal disuelto en solución 

buffer tris (50 mM, pH 8) y en metanol al 10 %.  

 

El análisis de la muestra fue realizado de la siguiente manera: en una microplaca 

de 96 pozos, se agregaron 25 µL extracto disuelto (15,625μg/mL, 31,25 μg/mL, 

62,5 μg/mL, 125 μg/mL, 250 μg/mL, 500 μg/mL y 1000 μg/mL), 50 µL de tampón B 

(50 mmol/L, pH 8, conteniendo 0.1 % albumina de suero bovino), 125 µL ácido 

5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB) disuelto en tampón A, 3 mmol/L (50 mmol/L 

Tris-HCl, pH 8, conteniendo 0.1 mol/L NaCl y 0.02 mol/L MgCl2. 6H2O), 25 µL de 

yoduro de acetiltiocolina (15 mmol/L), posteriormente se agitó, se determinó el 

valor de absorbancia en el lector de microplacas a una λ=405 nm. Finalmente, se 

agregaron 25 µL de solución de acetilcolinesterasa, se incubó por 15 minutos a 

30ºC, y nuevamente se registró el valor de absorbancia a una λ=405 nm. 

 

En la preparación del control negativo, a excepción de agregar extracto vegetal se 

utilizó 25 μL de buffer tris, más todos los reactivos y cantidades anteriormente 

mencionadas en este ensayo. El blanco fotométrico estaba compuesto por 250 μL 

buffer tris (50 mM, pH 8). Paralelamente, se realizó un blanco a partir del extracto 

vegetal que contenía 25 μL de extracto vegetal y 225 μL de buffer tris. 

 

La curva de respuesta para los patrones, eserina y galantamina, fue construida 

variando concentraciones entre 7,81 y 500 μg/mL. Los parámetros de regresión no 

lineal fueron trazados para cada curva y los valores de concentración inhibitoria 

media (IC50)  se determinaron utilizando el software GraphPad Prism 5.0. 
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6. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

6.1. Tamizaje fitoquímico y extracción  
 

El resultado obtenido para el rendimiento de la extracción procedente de hojas de 

C. x powellii se presentan en tabla 3.  Respecto a las fracciones evaluadas, se 

encontró que la fracción Ac presentó un mayor porcentaje de extracción, 

comparada con las fracciones BuOH, AcOEt y Hex. 

 

Tabla 3. Porcentaje de humedad y de extracción de las fracciones y  el  EET  de 

hojas de C. x powellii.                                                                                                                                

 %Humedad 

 84,138 ± 1,004 

 %Extracción 

EET 9,844 ± 0,103 

Ac 54,929 ± 1,507 

BuOH 7,758 ± 0,463 

AcOEt 3,796 ± 0,173 

Hex 2,706 ± 0,114 

 

Tabla 4. Compuestos presentes en el extracto etanólico proveniente de hojas de 

C. x powellii determinados por tamizaje fitoquímico. 

Prueba Ensayo en tubo  

Alcaloides + 

 

Cardiotónicos - 

 

Cumarinas + 

 

Taninos - 

 

Saponinas + 

 

Triterpenos y esteroides + 

 

Derivados antracénicos libres - 
Interpretación de resultados:  

(-) Metabolito ausente 

(+) Metabolito presente 
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El tamizaje fitoquímico fue realizado empleando métodos colorimétricos (tabla 2), 

mediante los que se determinó cualitativamente metabolitos secundarios 

presentes en el extracto etanólico total de hojas de C. x powellii. 

Como resultado del ensayo fitoquímico se encontró la presencia de metabolitos 

secundarios como alcaloides, los cuales comúnmente se encuentran en plantas de 

la familia Amaryllidaceae (12). Así mismo, se determinó la presencia de 

saponinas, triterpenos y cumarinas (tabla 4).  

La presencia de diferentes metabolitos secundarios en el EET indica que a dicho 

extracto, se le puede atribuir diferentes procesos biosintéticos en la célula vegetal. 

6.2. Actividad antioxidante  

 

6.2.1. Contenido de fenoles totales por el método Folin-Ciocalteu 

 

La actividad antioxidante se relaciona con el contenido de compuestos fenólicos 

en materiales vegetales, por ello se determinó el contenido de fenoles totales 

(TPC) en el EET y en las diferentes fracciones, utilizando el ensayo Folin-

Ciocalteu.  

 

El contenido de compuestos fenólicos presentes en hojas de C. x powellii se 

expresó en miligramos equivalentes de ácido gálico por gramo de extracto seco 

(mg EAG/ g ES), usando la curva de calibración del patrón de ácido gálico. En la 

Figura 16 se muestra la curva de calibración de Trolox obtenida, con un 

coeficiente de correlación de 0,9979 entre concentración de Trolox y su respectiva 

absorbancia (tabla 5). 

 

Tabla 5. Curva de calibración de ácido gálico a diferentes concentraciones, 

utilizada para la determinación de compuestos fenólicos de las fracciones y el EET 

de hojas de C. x powellii, por el método Folin-Ciocalteu. 

Concentración 
(ppm) 

A1 A2 A3 A prom. DS CV 

15 0,198 0,195 0,190 0,194 0,004 2,080 

25 0,260 0,266 0,263 0,263 0,003 1,141 

35 0,340 0,334 0,388 0,337 0,003 0,906 

45 0,415 0,416 0,412 0,414 0,002 0,502 

55 0,485 0,479 0,482 0,482 0,003 0,622 

65 0,584 0,581 0,579 0,581 0,003 0,433 

75 0,640 0,643 0,639 0,641 0,002 0,325 
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Figura 16. Curva de calibración de ácido gálico por el método Folin-Ciocalteu 
 

Considerando todas las fracciones, el TPC en orden descendente tiene el 

siguiente comportamiento: BuOH > AcOEt > EET > Ac > Hex (Figura 17).  
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Figura 17. Contenido total de fenoles determinado por el método Folin-Ciocalteu a 

una concentración de 1000 ppm para las fracciones y el EET de hojas de C. x 

powellii 

 

En la tabla 6, se puede observar que el TPC para el EET de hojas de C. x powellii  

es 51,737 ± 0,789 mg EAG/g ES. En cuanto a las fracciones, el TPC de la fracción 

de Hex (37,351 ± 1,325 mg EAG/g ES) es aproximadamente cuatro veces menor 

si se compara con el TPC de la fracción de BuOH (120,684 ± 0,949 mg EAG/g 

ES), por lo tanto, se considera que los compuestos fenólicos presentes en el EET 

de las hojas de Crinum x powellii son de origen medianamente polar.  

y=0,0076x + 0,0754 
R2=0,9979 
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Tabla 6. Contenido de fenoles totales y actividad antioxidante del EET y fracciones 

provenientes de hojas de C. x powellii, acompañados de la desviación estándar 

(±DS). 

 
Fracción 

 

Folin- Ciocalteau DPPH· ABTS
+·

 

EAG* CAET**       %AA 
 

 CAET**                     %AA 
 

EET 51,737 ± 0,789 39,771 ± 0,740 32,506 ± 0,932 317,307 ± 3,477 
 

30,694 ± 0,359 
 

Ac 41,474 ± 0,949 35,353 ± 0,336 29,910 ± 0,416 237,661 ± 4,619 20,240 ± 0,434 
 

BuOH 
 

120,684 ± 0,949 
 

82,120 ± 0,301 
 

78,961 ± 0,354 
 

553,313 ± 0,981 
 

55,061 ± 0,101 
 

AcOEt 
 

113,930 ± 2,688 
 

58,348 ± 0,200 
 

53,460 ± 0,244 
 

634,596 ± 2,604 
 

63,454 ± 0,269 
 

Hex 
 

37,351 ± 1,325 
 

49,889 ± 0,354 
 

41,063 ± 0,416 
 

112,199 ± 3,452 
 

10,570 ± 0,389 
 

ÁA 
 

NR 
 

85,769 ± 0,097 
 

85,208 ± 0,116 
 

449,152 ± 1,288 
 

47,423 ± 0,142 
 

α-T 
 

NR 
 

82,628 ± 0,314 
 

83,404 ± 0,384 
 

600,789 ± 5,816 
 

56,776 ± 0,570 
 

BHT 
 

NR 
 

52,916 ± 0,271 
 

45,830 ± 0,325 
 

710,407 ± 3,115 
 

70,122 ± 0,317 

*= mg EAG/g ES, **= μmol Trolox/g ES 

  

El TPC en el EET de hojas de C. x powellii, se comparó con el TPC en el EET de 

hojas de Phaedranassa dubia (Amaryllidaceae) (62), en el que se utilizó el mismo 

método empleado en este trabajo para la determinación del contenido fenoles 

totales, se encontró que el TPC en el EET de hojas de P. dubia (104,670 ± 0,541 

mg EAG/g ES) es aproximadamente 2 veces mayor que el TPC en el EET de 

hojas de C. x powellii (51,737 ± 0,789 mg EAG/g ES), lo que indica que el TPC en 

el EET de hojas de C. x powellii es relativamente bajo. La extracción de 

compuestos fenólicos depende del tipo de compuesto fenólico y del disolvente 

(67). 

En el estudio realizado sobre el TPC en el EET de hojas de Caliphruria 

subedentata (Amaryllidaceae) (68), se encontró que está directamente relacionado 

con los resultados obtenidos en las fracciones del EET de hojas de Crinum x 

powellii, encontrándose que las fracciones medianamente polares de BuOH y 

AcOEt, muestran comportamientos semejantes para ambas especies. 

 

6.2.2. Actividad antioxidante determinada por el método del 1,1-difenil-2-

picril-hidrazilo (DPPH∙) 

 

La capacidad atrapadora de radicales libres del EET de hojas y fracciones de C. x 

powellii fue determinada por un método colorimétrico usando como radical DPPH·. 

Los resultados obtenidos en los ensayos realizados se expresan como CAET 

(μmol Trolox/g ES) (tabla 6), utilizando una curva de calibración Trolox. En la 
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Figura 18 se muestra la curva de calibración de Trolox obtenida, con un 

coeficiente de correlación de 0,9941 entre concentración de Trolox y su respectiva 

absorbancia (tabla 7). 

 

Tabla 7. Curva de calibración Trolox a diferentes concentraciones, utilizada para la 

determinación de la actividad antioxidante de  las fracciones y el EET de hojas de 

C. x powellii por el método DPPH·. 

. 
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Figura 18. Curva de calibración Trolox para el método DPPH·               

 

Para este ensayo, los antioxidantes sintéticos ÁA y α-T presentaron mayor 

capacidad antirradicalaria (85,769 ± 0,097) y (82,628 ± 0,314) μmol Trolox/g ES, 

respectivamente, si se compara con las fracciones y el EET, esto se debe a que 

son compuestos puros con elevada actividad antioxidante. Al comparar estos 

resultados con los obtenidos en el EET y en las fracciones estudiadas, se encontró 

que la fracción butanólica presenta una actividad antioxidante cercana al patrón de 

Concentración 
(ppm) 

A1 A2 A3 A prom. DS CV 

0 0,550 0,553 0,551 0,551 0,002 0,277 

5 0,490 0,486 0,488 0,488 0,002 0,410 

8 0,400 0,405 0,402 0,402 0,003 0,626 

10 0,350 0,353 0,348 0,350 0,003 0,718 

13 0,265 0,268 0,266 0,266 0,002 0,574 

15 0,210 0,213 0,211 0,211 0,002 0,723 

20 0,028 0,028 0,027 0,028 0,001 2,087 

y = 5,4773x - 17,596 
R² = 0,9941 
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ÁA (Figura 19), lo que indica que dicha fracción contiene compuestos polares de 

origen fenólico responsables de la actividad inhibidora del radical DPPH·.  

 

En las fracciones AcOEt, Hex y Ac, la actividad antioxidante fue menor que la 

obtenida en la fracción BuOH, indicando que estas fracciones tienen un bajo 

contenido de compuestos con actividad antirradicalaria, sin embargo el valor de 

CAET de la fracción Hex es cercano al patrón BHT, esto se debe a que el radical  

DPPH· reacciona principalmente con compuestos apolares, además es más 

selectivo en la reacción con donadores de cationes hidrógeno (69). 
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Figura 19. Capacidad antioxidante de las fracciones y el EET de hojas de C. x 

powellii determinada por el método DPPH· 

 

Al comparar los resultados obtenidos de actividad antioxidante para el EET de 

hojas de C. x powellii, con el EET de hojas de P. dubia (62), se encontró que en 

las dos especies, las fracciones BuOH y AcOEt presentaron el mayor contenido de 

fenoles totales y la mayor actividad captadora de radicales, debido a que estas 

fracciones contienen metabolitos con alta actividad antioxidante. 

 
La fracción BuOH (101,65 ± 1,30 μmol Trolox/g) y la fracción Ac (83,64 ± 1,48 

μmol Trolox/g), del EET de hojas de C. subedentata (68) presentaron el mayor 

valor de CAET lo que indica que los metabolitos con mayor actividad antioxidante 

se encuentran en las fracciones mediana y altamente polares, al igual que la 

fracción butanólica (82,120 ± 0,301) en hojas de C. x powellii. 

 

La presencia de metabolitos secundarios como alcaloides, flavonoides, cumarinas, 

saponinas y terpenos influyen en la actividad antioxidante de las fracciones y del 

EET de hojas de C. x powellii (70). 
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6.2.3 Actividad antioxidante determinada por el método del 2,2-azinobis-(3-

etilbenzotiazolina) 6-sulfonato (ABTS+∙) 

 

La capacidad atrapadora de radicales libres fue determinada por el método 

colorimétrico ABTS+·, en el EET de hojas de C. x powellii  y en cada una de las 

fracciones Hex, AcOET, But y Ac, los resultados se expresaron en CAET (μmol 

Trolox /g ES) (tabla 6), utilizando una curva de calibración Trolox. En la Figura 20 

se muestra la curva de calibración de Trolox determinada, con un coeficiente de 

correlación de 0,9952 entre concentración de Trolox y su respectiva absorbancia 

(tabla 8). 

 

Tabla 8. Curva de calibración Trolox a diferentes concentraciones, utilizada para la 

determinación de la actividad antioxidante de las fracciones de hojas y el EET de 

C. x powellii por el método ABTS+·. 
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Figura 20. Curva de calibración Trolox para la determinación de la capacidad 

antioxidante por el método ABTS⁺˙ 

Concentración 
(ppm) 

A1 A2 A3 A prom. DS CV 

0 0,776 0,778 0,782 0,779 0,003 0,392 

10 0,727 0,727 0,729 0,728 0,001 0,159 

20 0,650 0,651 0,649 0,650 0,001 0,154 

40 0,560 0,562 0,559 0,560 0,002 0,273 

60 0,433 0,430 0,431 0,431 0,002 0,354 

80 0,280 0,278 0,275 0,278 0,003 0,906 

100 0,152 0,152 0,150 0,151 0,001 0,763 

y = 0,8162x - 2,0677 
R² = 0,9952 
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Realizando una comparación con los resultados obtenidos en el EET y en las 

fracciones estudiadas, se encontró que las fracciones AcOEt y BuOH, presentan 

una actividad antioxidante cercana al patrón de BHT (Figura 21), indicando que 

dichas fracciones contienen compuestos medianamente polares, los cuales son 

los responsables de la actividad inhibidora del radical ABTS+·. En las fracciones Ac 

y Hex la actividad antioxidante fue menor que la obtenida en BuOH y AcOEt, por lo 

que se deduce que estas fracciones presentan un bajo contenido de compuestos 

con actividad antirradicalaria. La fracción AcOEt presenta compuestos de mediana 

polaridad como cumarinas y fenoles, los que tienen alta actividad antioxidante. 

También el catión radical ABTS+• es afín a compuestos polares por lo que 

reacciona fundamentalmente con compuestos aromáticos hidroxilados (69).  
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Figura 21. Capacidad antioxidante de las fracciones y el EET de hojas de C. x 

powellii determinada por el método ABTS+· 

 

El patrón BHT fue el estándar que presentó mayor capacidad antirradicalaria si se 

compara con los patrones ÁA y α-T. En el método DPPH∙, el impedimento estérico 

puede determinar la reacción de ciertos antioxidantes ante este radical. Esto 

explicaría el hecho que el BHT, con un grupo hidroxilo impedido estéricamente, 

presenta una mayor capacidad antioxidante en el método ABTS⁺˙ que en el 

DPPH∙, mientras que el ácido ascórbico, que posee varios grupos hidroxilos poco 

impedidos, actúa como un antioxidante más eficiente con DPPH∙. 

 

Comparando los resultados del análisis de las fracciones estudiadas, con lo 

reportado en fracciones de hojas de P. dubia (62), se encuentra que las fracciones 

BuOH y AcOEt presentan la mejor actividad antioxidante tanto en el estudio de P. 

dubia como en el de C. x powellii, indicando que estas especies contienen 

compuestos medianamente polares y polares responsables de la buena capacidad 

captadora de radicales libres. 
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La fracción AcOEt (470,01 ± 2,38 μmol Trolox/g ES) y BuOH (213,28 ± 3,89 μmol 

Trolox/g ES) del EET de  hojas de C. subedentata (68) presentaron la mayor 

capacidad radicales libres indicando que los compuestos responsables de la 

actividad antioxidante en las hojas son de carácter medianamente polar, al igual 

que en las fracciones AcOEt (634,596 ± 2,604) y BuOH (553,313 ± 0,981) en hojas 

de C. x powellii, donde se obtuvieron los valores más altos. 

6.2.4. Correlación entre la capacidad antioxidante y el contenido de fenoles 
totales 

 

La prueba de Tukey muestra que todas las fracciones difieren significativamente, 

siendo la fracción correspondiente a BuOH y AcOEt las que tienen actividad 

antioxidante significativamente superior a las demás fracciones. 

 
Figura 22. Correlación entre el contenido de fenoles totales, obtenidos mediante el 

método Folin-Ciocalteu y la actividad antioxidante encontrada por el método 
DPPH·, de las fracciones y el extracto etanólico total de hojas de C. x powellii 

 

 
Figura 23. Correlación entre el contenido de fenoles totales, obtenidos mediante el 

método Folin-Ciocalteu y la actividad antioxidante encontrada por el método 
ABTS+·, de las fracciones y el extracto etanólico total de hojas de C. x powellii 
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La prueba de correlación de Pearson (Figura 22 y 23) muestra que existe una 

correlación positiva y altamente significativa (R2=0,7140 y R2=0,9139), entre el 

porcentaje de actividad antioxidante obtenido por los métodos DPPH· y ABTS+· y 

el contenido de fenoles totales, indicando que el 71,40 y el 91,39% de la actividad 

captadora de radicales evaluada en fracciones de hojas de C. x powellii es debida 

a la presencia de compuestos fenólicos, la mayor parte de estos compuestos 

contribuyen a la actividad antioxidante por la capacidad de donación de un 

electrón a partir de los grupos hidroxilo y de los anillos fenólicos, debido a que 

estabilizan la carga del oxígeno cuando esta se deslocaliza (71). Sin embargo las 

correlaciones no son completamente lineales porque la actividad antioxidante 

también está influenciada por otros metabolitos secundarios y no solamente por 

fenoles. 

 

6.3. Actividad citotóxica en el EET de hojas de C. x powellii determinada 

mediante bioensayo con A. salina 

 

Los estudios de evaluación citotóxica en extractos de plantas, representan 

evidencias experimentales adicionales, importantes en la búsqueda de nuevos 

compuestos con actividad antitumoral. Dichos ensayos han sido empleados de 

forma rutinaria como métodos de tamizaje de extractos naturales con 

potencialidad en la terapia contra el cáncer (72, 73).  

 

Los resultados obtenidos en este ensayo, se clasificaron según su toxicidad (tabla 

9), de acuerdo al programa Iberoamericano de Ciencia y Tecnología para el 

Desarrollo (CYTED) (74). 

 

Tabla 9. Clasificación toxicidad según CYTED. 

Nº Categoría CL50 (µg/mL) 

I Extremadamente tóxico 1-10 

II Altamente tóxico 10-100 
 

III 
 

Moderadamente tóxico 
 

100-500 
 

IV 
 

Ligeramente tóxico 
 

500-1000 
 

V 
 

Prácticamente no tóxico 
 

1000-1500 

 
VI 

 
Relativamente inocuo 

 
1500 

 

Los valores obtenidos a partir del EET de hojas de C. x powellii presentados en la  
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tabla 10, son expresados en CL50 (μg/mL), definida como la concentración letal 

media con la que un agente causa la mortalidad en el 50% de los organismos de 

una población bajo un conjunto de condiciones definidas. Se obtuvieron valores de 

CL50 de 693,933 ± 3,522 y 308,80 ± 6,062 μg/mL, para la toxicidad aguda 

(ligeramente tóxico) y crónica (moderadamente tóxico) respectivamente (tabla 9). 

La toxicidad se debe principalmente a metabolitos secundarios como alcaloides, 

triterpenos y esteroides (75, 76) todos estos encontrados en el tamizaje 

fitoquímico. 

 

Tabla 10. Actividad citotóxica del EET de hojas de C. x powellii determinada 

mediante el bioensayo con Artemia salina. 

 
 

CL50 (µg/mL) 
 

6 horas* 
(Aguda) 

24 horas* 
(Crónica) 

Hojas  693,933 ± 3,522          308,800 ± 6,062 

Dicromato de potasio      8,124 ± 0,132     8,124 ± 0,132  

*= resultados expresados CL50 ± DS 
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Figura 24. Toxicidad aguda y crónica del extracto etanólico total de hojas de C. x 

powellii, obtenida mediante el bioensayo de A. salina 

 

6.4 Contenido total de flavonoides a través del método de tricloruro de 

aluminio  

 

Se determinó el contenido totales de flavonoides (CTF) en el EET por reacción 

directa con tricloruro de aluminio (64). El contenido de flavonoides presentes en el 

EET hojas de C. x powellii se expresó en microgramos equivalentes de kaempferol 
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por miligramo de extracto (mg kaempferol/g extracto), empleando la curva de 

calibración del patrón de kaempferol (Figura 25). 

 

Figura 25. Curva de calibración del kaempferol para la determinación de CTF 

 

El CTF en el EET de hojas de C. x powellii, se comparó con el CTF en el extracto 

metanólico total de Passiflora apoda (77), en el que se utilizó el mismo método 

planteado en este trabajo para la determinación del CTF. 

 

Se encontró que el CTF en el extracto metanólico total de Passiflora apoda (0,370 

mg kaempferol/g extracto) es aproximadamente la mitad del CFT reportado para el 

EET de hojas de C. x powellii (0,772 mg kaempferol/g extracto), indicando que el 

CTF en el EET de hojas de C. x powellii es relativamente alto. 

  

Existe la posibilidad de una relación alta entre la actividad antioxidante con el TPC 

y el CTF, debido a su gran aporte como antioxidantes, sin embargo, no debe 

dejarse de lado el hecho de que la actividad antioxidante también está influenciada 

por otros metabolitos secundarios (78). 

 

6.5 Actividad de inhibición enzimática 

 

6.5.1  Actividad de inhibición sobre la acetilcolinesterasa (AChE) 

 

El EET de hojas de C. x powellii presentón inhibición baja a moderada sobre AChE 

a las concentraciones estandarizadas de 7,812-1000 μg/mL (Figura 26), los cuales 

fueron menos efectivos comparados con el patrón de galantamina (90,833%, IC50 

4,818 μg/mL) y eserina (94,891%, IC50 2,603 μg/mL)  (tabla 11). Indicando que 

y = 0,0959x + 0,0056 
R² = 0,9986 
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existe la probabilidad que los compuestos responsables de la actividad inhibidora 

como alcaloides y terpenos (79) se encuentran en baja cantidad. 

 

Tabla 11. Porcentaje de inhibición y concentración en el cual el porcentaje de 

inhibición es del 50% (CL50) del EET de hojas de C. x powellii sobre AChE. 

*= μg/mL 

 

Los extractos vegetales que presentan actividad inhibidora sobre AChE, con 

porcentaje mayor a 50% son considerados potentes inhibidores de dicha enzima, 

mientras que porcentajes de inhibición desde 15 a 50 % son catalogados con 

actividad baja a moderada. Los inhibidores de colinesterasa son los únicos 

medicamentos para el tratamiento de pacientes con enfermedad de Alzheimer leve 

a moderada, un desorden asociado con degeneración progresiva de la memoria y 

función cognitiva (80).                   

 
Figura 26. Porcentaje de inhibición enzimática del EET de hojas C. x powellii 

sobre la enzima acetilcolinesterasa asociada a la enfermedad de Alzheimer 

 

 

 

 

 

 

 

 %Inhibición IC50* 

Hojas 27,677 41,880 

Galantamina 90,833 4,818 

Eserina 94,891 2,603 
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7. CONCLUSIONES 
 

El tamizaje fitoquímico del extracto etanólico de hojas de C. x powellii permitió 

evidenciar la presencia de algunos alcaloides, saponinas, cumarinas, triterpenos y 

esteroides, a estos compuestos se les podría atribuir la actividad antioxidante del 

extracto.  

 

La alta actividad captadora de radicales encontrada en la fracción de butanol y 

acetato de etilo por el método DPPH· y ABTS+·, se relacionó con el contenido de 

fenoles lo que indica que estas fracciones constituyen una fuente promisoria de 

metabolitos secundarios, tales como flavonoides, saponinas, cumarinas, entre 

otros. 

 

El extracto etanólico total de hojas de C. x powellii presentó toxicidad moderada 

frente a Artemia salina, por lo que se puede establecer su seguridad para 

proponer su uso en un futuro como posible producto farmacológico. 

 

El extracto etanólico de hojas de C.  x powellii tiene alto contenido de flavonoides 

si se compara con el contenido total de flavonoides de la especie Passiflora 

apoda. 

 

El extracto etanólico de hojas de C. x powellii presentó inhibición enzimática baja a 

moderada sobre la enzima acetilcolinesterasa, indicando baja concentración de los 

metabolitos responsables de dicha inhibición.   
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8. RECOMENDACIONES 
 

Los radicales utilizados en los ensayos son compuestos sintéticos que no se 

encuentran presentes de modo natural en sistemas biológicos, por consiguiente la 

determinación de la actividad antioxidante in vitro se debe complementar con otros 

ensayos que se aproximen más a modelos biológicos. 

  

Realizar estudios complementarios para identificar y determinar los compuestos 

responsables de la actividad antioxidante en extractos vegetales, mediante las 

técnicas analíticas como HPLC. 

 

Efectuar la determinación de la actividad citotóxica en fracciones con el fin de 

observar la influencia sobre dicha actividad.  

 

Es importante realizar ensayos en un rango amplio de líneas celulares tumorales 

con el objetivo de establecer una relación de la actividad citotóxica mediante el 

bioensayo con Artemia salina.  

 

Evaluar la actividad antioxidante y citotóxica en diferentes órganos de la planta 

como raíces, bulbos y flores, con el fin de observar la relación de la actividad y los 

metabolitos secundarios presentes. 
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