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RESUMEN 

Garcinia madruno (Kunt) Hammel, comúnmente conocido como “Madroño”, es una especie 

endémica de centro y sur América perteneciente a la familia Clusiaceae. Dentro de los 

fitoquímicos mayoritarios de la especie se encuentran una serie de biflavonoides, los cuales 

mediante estudios previos, han mostrado un alto potencial antioxidante, y una actividad 

hipolipemiante, ateroprotectora y neuroprotectora significativa, evaluadas mediante 

estudios in vitro e in vivo. Con este estudio se pretende la generación de extractos 

estandarizados precursores de ingredientes funcionales obtenidos a partir de las partes 

aéreas de G. madruno, con alto contenido de biflavonoides, con una actividad antioxidante 

significativa y con el conocimiento de la biodisponibilidad y de los parámetros 

farmacocinéticos de sus principales constituyentes. Entre los resultados obtenidos, 

empleando un método desarrollado y validado por HPLC-DAD-MS se lograron cuantificar 4 

biflavonoides e identificar 4 más en 5 matrices diferentes de G. madruno. Conforme a las 

matrices evaluadas, las hojas se constituyen como una fuente promisoria de los 8 

biflavonoides y el epicarpio como una fuente importante de fukugisido y morelloflavona, este 

último alcanzando un contenido mayor al 10 % de biflavonoides totales cuantificados con 

respecto al material seco. La optimización del proceso de extracción, conjuntamente con la 

purificación de los extractos empleando diseños experimentales, permitió alcanzar un 

contenido de biflavonoides totales en los extractos secos correspondiente a: 47.2, 32.7, 

29.5, 23.1 y 2.5 % para el epicarpio, hojas, tallos, semillas y mesocarpio respectivamente, 

siendo fukugisido y morelloflavona los componentes mayoritarios en todos los casos. Así 

mismo, fukugisido y morelloflavona fueron los compuestos responsables de la actividad 

antioxidante a través de un mecanismo mayoritariamente SPLET. Con respecto a la 

biodisponibilidad y a los parámetros farmacocinéticos de los biflavonoides, volkensiflavona 

fue el compuesto que presento mayor área bajo la curva normalizada por la dosis. En todos 

los casos los biflavonoides vieron aumentada su biodisponibilidad cuando fueron 

administrados a través de un extracto estandarizado en comparación con la administración 

de los compuestos puros y en relación con los flavonoides estructuralmente relacionados, 

la biodisponibilidad de los biflavonoides se vio notablemente disminuida. Así, los resultados 

obtenidos proponen a G. madruno como una especie referente del género en la expresión 

de biflavonoides tipo morelloflavona. En adición los extractos de hojas y epicarpio se 

constituyen como posibles ingredientes bioactivos con hasta un 50% de biflavonoides, 

representado el punto de partida para el desarrollo de productos de valor conforme a las 

propiedades benéficas de los biflavonoides en la prevención y tratamiento de algunas 

enfermedades crónicas no transmisibles.  

Palabras claves: Garcinia madruno; Biflavonoides; Enfermedades crónicas no 

transmisibles; Ingredientes funcionales y Biodisponibilidad. 
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ABSTRACT 

Garcinia madruno (Kunt) Hammel, known as “Madroño” is an endemic plant species of 

Central and South America belongs to the Clusiaceae family. The main phytochemicals are 

the biflavonoids, compounds recognized in previously works by its high in vitro and in vivo 

radical scavenger, hypocholesterolemic, neuroprotective and atheroprotective activities. 

The aim of the current work were the development of standardized extracts precursors of 

functional ingredients obtained of aerial parts of G. madruno with high content of 

biflavonoids, high antioxidant activity and contribute to the knowledge of the bioavailability 

and pharmacokinetics of the main constituents. Among the results, using a validated HPLC-

DAD-MS method, 8 different biflavonoids were identified and 4 were quantified at five 

different matrices of G. madruno. The results indicate that the leaves are a promising source 

of the 8 biflavonoids and the epicarp is a rich source mainly of morelloflavone and fukugiside. 

Using experimental designs, the optimization of the extraction process together with the 

clean-up of the extracts allowed to obtain 47.2, 32.7, 29.5, 23.1 and 2.5 % of total 

biflavonoids in the dry extracts of epicarp, leaves, stems, seeds and mesocarp respectively. 

Morelloflavone and fukugiside were the majority compounds in all extracts obtained. In 

addition, they were also the compounds responsible for antioxidant activity mainly using a 

SPLET mechanism. Regarding to the bioavailability and pharmacokinetic of biflavonoids, 

volkensiflavone was the compound with the major value of the area under the curve 

normalized by the dose. Additionally, the bioavailability of the G. madruno biflavonoids 

increased in all cases when these were administered through a standardized extract 

compared to the administration of the pure compounds and was significantly lower in 

comparison to the flavonoids monomers. Thus, the results suggest that G. madruno could 

be a reference species of the genus Garcinia in the expression of morelloflavone type 

biflavonoids, in addition the leaves and epicarp extracts are established as potential 

bioactive ingredients with up to 50% of biflavonoids, representing of this way the starting 

point for the development of functional products in accordance with the beneficial properties 

of biflavonoids in the prevention and treatment of some chronic noncommunicable diseases. 

Key words: Garcinia madruno, Biflavonoids; Chronic noncommunicable diseases; 

Functional ingredients and Bioavailability. 
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1 INTRODUCCIÓN 

Las enfermedades no transmisibles (ENT) actualmente son la principal causa de muerte en 

el mundo. De acuerdo al último reporte de la Organización Mundial de la Salud (OMS), las 

ENT fueron las responsables del 63% de las muertes mundiales (36 millones), previéndose 

un incremento para el 2020 de un 15 % en países desarrollados y de hasta un 20% en 

países en vía de desarrollo [1,2]. Para el 2008 en Colombia, según la OMS en su reporte 

por países, el 66% de las muertes fueron causadas por alguna ENT [3]. Estas cifras superan 

a las generadas por muertes violentas (21%) y por enfermedades de tipo transmisible (13%) 

[4]. Entre las principales ENT se destacan aquellas relacionadas con desórdenes 

metabólicos (diabetes y síndrome metabólico); enfermedades cerebro cardiovasculares 

(ECV) (principalmente la ateroesclerosis y las manifestaciones clínicas derivadas de esta); 

enfermedades neurodegenerativas (END) (enfermedad de Alzheimer (EA), demencia y 

enfermedad de Parkinson (EP)); enfermedades respiratorias crónicas (ERC) (asma y 

EPOC); y otras enfermedades como el cáncer, la osteoporosis, entre otras [1,5].  

Entre las ENT, alrededor del 80 % de las muertes están atribuidas principalmente a las 

ECV, al cáncer y a las ERC [6]. Además, si bien las END no representan un tasa de 

mortalidad comparable a las anteriores enfermedades, se prevé, según cálculos de la 

asociación Alzheimer's Disease International, que en el 2030 y el 2050 podrían existir hasta 

65,7 y 115,4 millones de personas con la EA, respectivamente [7]. Es por tanto, que los 

costos de atención médica y la forma en que afectan la fuerza productiva, hacen de todas 

estas enfermedades una de las mayores amenazas del desarrollo económico y uno de los 

mayores retos para la salud pública mundial. A tal punto que en el 2005 los gastos en salud 

provenientes del tratamiento, únicamente, de las ECV y la diabetes alcanzaron los $18 

billones en China, $ 11 billones en Rusia y $ 9 billones en india [8]. En Sur América y el 

Caribe se estima que solo para el tratamiento de una ENT (diabetes), se debe disponer 

entre el 2 y 4 % del producto Interno Bruto (PIB), el cual representa entre el 8 y el 15% del 

presupuesto total para los gastos en salud [9]. Mediante un estudio macroeconómico, se 

demostró también, que el aumento en un 10% en la tasa de mortalidad de las ENT, estaría 

asociado con un disminución aproximada del 0.5 % en el crecimiento anual de la economía 

de un país [10]. 

Teniendo presente las signos y síntomas, los sistemas y/o órganos afectados y los 

tratamientos farmacológicos existentes para cada una de las ENT, era bastante lógico 

documentar y tratar cada una de estas enfermedades por separado [11]. No obstante existe 

un consenso creciente, basado en la evidencia, en donde se estipula que las ENT presentan 

algunos aspectos en común, más que simplemente la definición de sus siglas [6]. Así, las 

ENT han tomado nombres complementarios asociados principalmente a los factores de 
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riesgo comúnmente relacionados con estas enfermedades: enfermedades crónicas 

relacionas con la edad y enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo y la inflamación, 

son ejemplos de algunos de los nombres más reportados [6,12–15]. 

Desde una perspectiva social, el aumento en la expectativa de vida, el asentamiento en 

grandes urbes y la occidentalización del estilo de vida, han contribuido con la incidencia y 

prevalencia de estas enfermedades [6]. Pero sin duda alguna, son los factores de riesgo 

comportamentales las causas atribuibles más reconocidas en favorecer la aparición de las 

ENT, destacándose el consumo de tabaco, el abuso en el consumo de alcohol, la inactividad 

física y la dieta no saludable [1,16]. A tal punto que estos factores son considerados como 

los principales focos de intervención en la prevención de estas enfermedades [5,8,17], y 

están directamente relacionados con la aparición de los principales cambios 

fisiológicos/metabólicos detectados en las ENT, como son el incremento de la presión 

arterial, el sobrepeso/obesidad y las hiperglicemias e hiperlipidemias [1,16].  

Además de la relación con los factores de riesgos, se viene estableciendo también las 

posibles relaciones entre las diferentes ENT a nivel de la patogénesis y sus mecanismos 

fisiopatológicos. Frente a este aspecto, la relación de los factores comportamentales con el 

proceso de envejecimiento y la contaminación ambiental, en presencia de las 

manifestaciones fisiológica/metabólicas (hipertensión, obesidad, hiperglicemia e 

hiperlipidemia), han confluido en atribuir como posibles mecanismos patológicos comunes 

de las ENT, a la estrecha relación existente entre la disfunción mitocondrial, el desbalance 

en la homeostasis redox, el estrés oxidativo a nivel del retículo endoplasmático, los daños 

conformacionales y funcionales de las principales macromoléculas (proteínas, lípidos y 

ADN), los procesos de inflamación sistémica, la resistencia a la insulina, las modificaciones 

a nivel epigenético y finalmente los factores genéticos . En relación a esto, son diversas las 

investigaciones y revisiones publicadas en donde se reportan como posibles mecanismos 

patológicos, las alteraciones anteriormente mencionadas en EA [18–21], EP [22,23], 

angiogénesis y cáncer [18,24], ECV y ateroesclerosis [15,24,25], ERC [26,27], entre otras. 

Por otro lado, en la actualidad existen tratamientos farmacológicos aprobados para cada 

una de las ENT, que en la mayoría de los casos, promueven principalmente una mitigación 

de los signos más característicos y de las manifestaciones fisiológicas/metabólicas 

(hipertensión, obesidad, hiperglicemia e hiperlipidemia), sin poder alcanzar una reversión o 

cura de la enfermedad. Adicionalmente, el  hecho de que las ENT en su mayoría son de 

tipo crónico y están relacionadas con el proceso de envejecimiento; los tratamientos 

disponibles se caracterizan a su vez por ser prolongados (en algunos casos de por vida), 

de alto costo y de acuerdo a la OMS incapaces de contener el aumento de la morbilidad y 

mortalidad  a causa de estas enfermedades [1]. Por lo cual, las principales entidades de 

salud en el mundo, encabezadas por la ONU y la OMS, han determinado que el camino 
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más viable frente a las ENT, es destinar esfuerzos y recursos para su prevención, 

promoviendo la diminución de la incidencia de estas enfermedades y/o la mitigación de los 

eventos clínicos más significativos, evitando así, la progresión de las mismas a estados 

patológicos más relevantes que deparen mayores recursos y generen una mayor morbilidad 

y mortalidad. De hecho, se postula a la prevención como una alternativa costo-efectiva 

frente al problema de las ENT [5,8,17,28,29]. De esta forma se plantea que para alcanzar 

resultados satisfactorios en un conjunto de enfermedades multifactoriales, sería necesario 

plantear alternativas sinérgicas que conlleven a la mitigación de los múltiples factores de 

riesgo asociados con las ENT. Desde este punto de vista, se requerirían acciones conjuntas 

desde el sector político, educativo y científico que conlleven a tratamientos integrados y 

accesibles a la población en general, con intervenciones conjuntas a nivel farmacológico y 

no farmacológico.  

Como una de las alternativas, es bien conocido que los antioxidantes naturales tales como 

la vitamina E, la vitamina C y compuestos fenólicos, especialmente flavonoides, han sido 

investigados por su posible utilidad para prevenir estas enfermedades, y se ha corroborado 

que el consumo de alimentos o suplementos dietarios ricos en estos compuestos, se 

constituye como una alternativa funcional y disponible, para promover la homeostasis redox 

y en consecuencia una disminución del estrés oxidativo [30–32]. Los antioxidantes 

naturales son generalmente multifuncionales. Es así como además de estabilizar radicales 

libres, los antioxidantes inactivan metales de transición por quelación, reducen 

hidroperóxidos y especies reactivas, y modulan enzimas específicas que intervienen en la 

homeostasis redox [33]. Más importante aún, los antioxidantes y en especial los flavonoides 

pueden tener propiedades antiinflamatorias, hipolipemiantes e hipoglicemiantes. En 

consecuencia, existen evidencias contundentes que demuestran que el consumo 

prolongado de productos naturales antioxidantes, no solo proporcionan una protección 

frente a los eventos oxidativos involucrados en la patología de las ENT, también podrían 

tener implicaciones sobre el componente inmunoinflamatorio y en la mitigación de las 

manifestaciones fisiológicas/metabólicas de las ENT (obesidad, hiperglicemia, 

hiperlipidemia e hipertensión) [34–40].   

En ese sentido, la búsqueda de nuevas fuentes de productos naturales bioactivos, es una 

alternativa atractiva en países que cuentan con gran diversidad, como es el caso de 

Colombia. Es por tanto que la Universidad de Antioquia, a través del  Grupo de Investigación 

en Sustancias Bioactivas, con el apoyo del Grupo de Inmunomodulación y el Grupo de 

Neurociencias de Antioquia, han trabajado por alrededor de 10 años, en el desarrollo  de 

alternativas terapéuticas de origen natural  para la prevención y mitigación de las ENT y sus 

manifestaciones clínicas asociadas, basados en la exploración y el conocimiento de nuestra 

biodiversidad. Como resultado de las investigaciones, se ha establecido que la especie 

Garcinia madruno (Clusiaceae) es una fuente significativa de compuestos antioxidantes 
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capaces de prevenir y tratar algunas de las principales ENT mediante la regulación de la 

homeostasis redox y la modulación a nivel inmunoinflamatorio principalmente. 

En principio, derivado de una tesis doctoral, mediante un aislamiento cromatográfico de las 

hojas de G. madruno y un análisis fitoquímico por diferentes técnicas espectroscópicas, se 

encontraron cómo principales metabolitos secundarios una serie de biflavonoides, logrando 

aislar e identificar a partir de una fracción biflavonoide mayoritaria, a la  Amentoflavona 

(Am), Morelloflavona (Mo) y Volkensiflavona (Vo). Adicionalmente y en menor cantidad, 

fueron aislados e identificados los glicósidos: Fukugisido (Fu), Espicatasido (Es) y un nuevo 

acetil-glucósido denominado Madrunoudeasido (Ma) [41]. En la evaluación preliminar de la 

actividad antioxidante, la fracción biflavonoide y los compuestos Mo, Vo y Fu presentaron 

una actividad antioxidante significativa, en especial inhibiendo la peroxidación lipídica de la 

LDL humana por el método de TBARS [42]. Los resultados obtenidos presentaron mayor 

actividad en comparación con el flavonoide quercetina, compuesto de referencia 

frecuentemente reportado como molécula con alta actividad antioxidante e 

inmunomoduladora [43–45]. 

Este hallazgo motivó a realizar una nueva investigación frente al potencial antiaterogénico 

y su posible efecto ateroprotector de los biflavonoides de G. madruno, basado 

principalmente, en la relación existente entre la peroxidación lipídica, la ateroesclerosis y 

las ECV. Para lo cual se plantearon dos nuevas tesis de maestría. Como resultado de estos 

trabajos se encontró que los biflavonoides de G. madruno, in vitro, tienen la capacidad de 

modular eventos claves del proceso aterogénico, logrando actuar a nivel oxidativo, 

inflamatorio y celular. A nivel oxidativo los biflavonoides logran estabilizar  radicales libres, 

inhiben la oxidación de la lipoproteína de baja densidad (LDL) y en macrófagos modulan  la 

formación de especies reactivas del oxígeno (EROs); a nivel inflamatorio, los biflavonoides 

tratados con LDL oxidada (oxLDL) regulan la formación de citoquinas inflamatorias y 

proateroscleróticas en macrófago; y a nivel celular inhiben la expresión de receptores CD36 

en macrófagos, así como la captación de oxLDL y la reducción de la carga de colesterol 

[46]. Por otro lado, in vivo en un modelo animal transgénico (apoE-/- ) generador de 

ateromas, estos compuestos demostraron tener un efecto ateroprotector e hipolipemiante, 

correlacionándose con  los resultados obtenidos en los estudios in vitro [47]. Continuando 

con las investigaciones, la similitud en los factores de riesgo y los mecanismos patológicos 

de las ENT, motivaron la realización de una nueva tesis de maestría, en donde, mediante 

la utilización de un modelo animal triple transgénicos para la EA, generador de los 

principales marcadores histopatológicos (placas β-amiloides y ovillos neurofibrilares), se 

demostró que los biflavonoides poseen un efecto neuroprotector, evitando la muerte 

neuronal, disminuyendo los principales marcadores histopatológicos, así como la disfunción 

cognitiva y promoviendo cambios en la conducta emocional de los ratones viejos 

transgénicos [48]. 
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Todos estos resultados han impulsado la idea de obtener finalmente un producto funcional 

comercial obtenido a partir de G. madruno, que sea de fácil distribución, accesible a la 

población y que contribuya con la problemática de las ENT. En consecuencia, se planteó la 

realización de una nueva investigación, que condujera al desarrollo del primer precursor de 

un ingrediente funcional de G. madruno, caracterizado por poseer un alto contenido de 

biflavonoides, una alta actividad antioxidante y un conocimiento detallado de la 

biodisponibilidad y los parámetros farmacocinéticos de sus principales constituyentes. Con 

el objetivo, a corto plazo, de brindar la información necesaria para abordar estudios de 

eficacia in vivo por una vía de administración oral, permitiendo una aproximación posológica 

adecuada, y a mediano plazo, promover estrategias para el escalado en su producción y 

desarrollar todas las actividades adicionales pertinentes, en pro de obtener un extracto rico 

en biflavonoides de G. madruno reconocido como FD&C (food, drug and cosmetic) de 

acuerdo a los lineamientos de la FDA (Food and Drug Administration). Este extracto podría 

finalmente ser introducido como ingrediente o principio activo funcional en formulaciones 

de la industria alimentaria y/o fitofarmacéutica, constituyéndose  como una terapia 

complementaria en la prevención, protección y/o tratamiento de algunas ENT. 
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2 MARCO TEÓRICO 

2.1 RADICALES LIBRES Y ESPECIES REACTIVAS: IMPORTANCIA A NIVEL 

PATOLÓGICO Y FISIOLÓGICO 

En el campo de la química, los radicales libres (RLs) fueron descritos ya hace más de un 

siglo [49]. Para ese tiempo era improbable pensar que estos podrían hacer parte de 

sistemas biológicos dada su reactividad y corto tiempo de vida. Sin embargo, fue alrededor 

de 1950 cuando se logró encontrar RLs en sistemas biológicos [50]. Desde ese momento 

hasta la actualidad, se han desarrollado diversas investigaciones relacionando sus 

propiedades fisicoquímicas con la función de los RLs en sistemas fisiológicos [51]. En 

principio, a los RLs se les determinó únicamente un rol patológico asociados a procesos 

deletéreos causados por su reactividad y capacidad oxidativa. Al transcurrir el tiempo, se 

encontró también un papel funcional, principalmente en la modulación de procesos de 

señalización celular y como mecanismos de protección sobre agentes infecciosos [52,53]. 

Actualmente la dualidad patogénica y funcional de los RLs se mantiene vigente, razón por 

la cual, el conocimiento sobre su rol específico, se constituye como uno de los campos más 

dinámicos y en creciente aumento en la investigación mundial en temas relacionados con 

la salud humana y específicamente en lo que respecta a las ENT. 

2.1.1 Características de los radicales libres y especies reactivas  

Las especies reactivas (ERs) comprenden los principales RLs y especies oxidativas no 

radicalarias de mayor relevancia a nivel fisiológico. Un RL es una molécula o fragmento de 

molécula que contiene uno o más electrones desapareados en el orbital externo de uno de 

sus átomos y que se caracteriza por ser menos estable y más reactivo que las ERs no 

radicalarias [31]. Las ERs se producen principalmente a partir de formas reducidas del 

oxígeno y el nitrógeno. Cualquier RL o ER no radicalaria que involucre oxígeno o nitrógeno 

puede ser referida como: Especies Reactivas del Oxigeno (EROs) y especies reactivas del 

nitrógeno (ERNs), respectivamente [54]. En la Figura 1 se presentan las principales ERs de 

interés biológico.  
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Figura 1. Principales especies reactivas radicalarias y no radicalarias de interés fisiológico. 

El anión superóxido (O2
•-) es la EROs más abundante, su concentración fisiológica es de 

alrededor de 10 µM y en comparación con otras EROs, el O2
•- presenta un tiempo de vida 

relativamente alto. Su denominación como “súper-óxido” no está relacionada por su alta 

capacidad oxidativa en sí, sino por su alta producción y capacidad de formar nuevas EROs. 

De hecho, el O2
•- es denominado como el RL primario, del cual se obtienen la mayoría de 

EROs, mediante la interacción del O2
•- con otras moléculas, ya sea de forma directa o 

mediada por procesos enzimáticos. El peróxido de hidrogeno (H2O2), el radical hidroxilo 

(•OH) y los radicales peroxilo (ROO•), alcoxilo (RO•) y lipo-peroxilo (LOO•), se constituyen 

como los principales EROs derivados del O2
•- [55]. 

El H2O2 es normalmente tóxico a nivel celular en concentraciones entre 10 y 100 µM. A nivel 

fisiológico, el H2O2 es producido principalmente por la dismutación enzimática o espontanea 

del O2
•- [56]. A pesar de que el H2O2 es un débil agente oxidante y reductor y que su 

reactividad a nivel fisiológico es relativamente baja, la interacción del H2O2 con metales 

como el hierro y el cobre promueve la formación del radical hidroxilo, una especia mucho 

más reactiva y potencialmente dañina. El •OH a pesar de presentar una corta vida (alrededor 

de 10-3 µs), es capaz de reaccionar rápidamente con casi cualquier tipo de molécula 

presente en las células: azucares, proteínas, lípidos, ADN, ácidos orgánicos, entre otros. 

De hecho el •OH es actualmente la EROs más reactiva conocida [55]. 

Los radicales peroxilo (ROO•) y alcoxilo (RO•), son agentes oxidantes significativos. Se 

caracterizan por ser el producto radicalario obtenido de una reacción previa entre un RL y 

una molécula orgánica, por ello pueden ser de tipo alifático, aromático o provenir de grupos 
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específicos, como los lípidos dando lugar a los radicales denominados como lipo-peroxilos 

(LOO•). 

El oxígeno singlete y el ozono, son otras EROs de alta relevancia a nivel biológico. Se 

caracterizan por ser formas del oxígeno molecular altamente oxidantes. El 1O2 tiene un 

tiempo de vida en agua del alrededor de 3.8 µs y se ha demostrado su reactividad y 

potencial daño frente a las principales macromoléculas fisiológicas. En sistemas biológicos 

es producido a partir de dos rutas principales: reacciones de foto-excitación (dependientes 

de luz) y reacciones de quimio-excitación (no dependientes de luz). Por foto-excitación el 
1O2 puede ser formado a partir de innumerables constituyentes celulares, fármacos y 

material particulado proveniente de ambientes contaminados. Por quimio-excitación el 1O2 

es generado a partir de reacciones enzimáticas y como productos o subproducto derivado 

de las principales reacciones en donde se involucran las EROs y ERNs [57–59] (Figura 2 - 

reacción 13). Por otro lado el O3, es un gas bastante reactivo, que se considera como EROs 

de origen externo, ya que su implicación patológica se relaciona principalmente con los 

niveles de O3 inhalados [60]. 

Otras especies reactivas de importancia fisiológica son las ERNs, entre estas, el óxido 

nítrico (•NO) es la ERNs más importante. El •NO es una molécula paramagnética y a su vez 

un radical libre [55]. A nivel fisiológico es uno de los RL al que se le atribuye un efecto dual 

a nivel benéfico y patológico [61,62]. El •NO se caracteriza por interactuar con una gran 

cantidad de sistemas biológicos, constituyentes celulares y otras ERs, esto se debe 

principalmente a sus características lipofílicas, las cuales le confiere la capacidad de 

atravesar una serie de membranas celulares, siendo biodisponible a nivel extracelular, 

intracelular e inclusive en organelas específicas. Por lo tanto, al igual que el O2
•-, el NO• 

puede ser considerado como la ERNs primaria, precursora de las otras ERNs de interés 

fisiológico. Entre las principales ERNs secundarias se destacan: el peroxinitrito (ONOO-), el 

dióxido de nitrógeno (•NO2) y el trióxido de nitrógeno (N2O3). 

2.1.2 Generación, conversión y eliminación de ERs en sistemas fisiológicos.  

A nivel mitocondrial, los organismos que viven bajo condiciones aerobias, reducen más del 

90% del oxígeno consumido directamente a agua por la acción de la citocromo oxidasa 

mitocondrial, último eslabón (complejo IV) en la cadena transportadora de electrones (CTE), 

mediante el mecanismo que involucra el paso de 4 electrones por la liberación de 4 

hidrógenos [54]. Este proceso se realiza sin la formación de ninguna EROs (Figura 2-

reacción 1). Por otra parte, menos del 10% del oxígeno consumido es reducido mediante la 

reacción con un único electrón proveniente principalmente de una fuga en la CTE en alguna 

de las moléculas transportadoras (coenzima Q, citocromos, flavoproteínas, entre otras.). 

Como resultado el oxígeno molecular circundante es transformado en O2
•- por la interacción 
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con el electrón fugado (Figura 2-reacción 2) [63–65]. Se estima que la producción 

mitocondrial del O2
•- a través del mecanismo del electrón fugado, representa hasta un 90 % 

de la producción total de EROs en condiciones normales en una célula eucariota [54]. 

Adicionalmente, menores cantidades de O2
•- son producidas en otras organelas y mediante 

otros mecanismos. Entre los más significativos se destacan: las fugas de electrones en la 

CTE localizadas en las membranas nucleares, plasmáticas y en el retículo endoplasmático 

(RE), así como una variedad importante de oxidasas, entre estas son importantes: la familia 

de enzimas del Citocromo P450, la xantina oxidasa (XO) y la NADPH oxidasa (NOX). Las 

reacciones oxidativas mediadas por el citocromo P450 se constituyen como la principal 

fuente en la producción de O2
•- a nivel de RE; el rol fisiológico de la XO en la homeostasis 

redox es bastante significativo convirtiéndose en la principal fuente de EROs bajo 

condiciones de hipoxia [66,67]. Sin embargo es la NOX la enzima más representativa, por 

ser la principal fuente de producción de O2
•- y EROs bajo un mecanismo controlado a nivel 

bioquímico y espacio-temporal. La NOX a nivel fisiológico participa en procesos de: 

diferenciación, crecimiento, proliferación, apoptosis, regulación, migración y contracción 

celular, entre otros. [68] (Figura 3). 

Una vez formado el O2
•- por cualquiera de los mecanismos y en los lugares expuestos, 

espontánea o enzimáticamente, este es transformado a H2O2, mediante un mecanismo 

denominado como dismutación (Figura 2-reacción 3). La enzima encargada de realizar este 

proceso es la superóxido dismutasa (SOD), la cual es considerada como el primer 

mecanismo de regulación de ERs a nivel celular, que se caracteriza por presentar diferentes 

isoformas distribuidas específicamente a nivel mitocondrial, citosólico y extracelular [56,69]. 

Mediante el mecanismo de reacción de Fenton, el H2O2 interacciona con un electrón 

proveniente principalmente de metales de transición en su forma reducida (Fe2+ y Cu+) 

formando el radical •OH (Figura 2-reacción 4). 

El radical •OH, a su vez puede interactuar con un electrón más en conjunto con un protón, 

obteniendo como resultado una molécula de agua (Figura 2-reacción 5). Este proceso a 

nivel biológico implica normalmente la sustracción de un átomo de hidrogeno de diferentes 

moléculas tales como: lípidos, proteínas, ácidos nucleicos, carbohidratos y ácidos 

orgánicos, obteniendo RLs altamente reactivos que en presencia de oxígeno molecular dan 

lugar a radicales de tipo peroxilo (ROO•) y posteriormente a hidroperóxidos orgánicos 

(ROOH) capaces de generar una reacción en cadena, que termina por producir el daño 

oxidativo por la pérdida de la funcionalidad de las moléculas oxidadas. Como ejemplo, en 

la Figura 2-reacción 5, se muestra el proceso de peroxidación lipídica aplicable para ácidos 

grasos insaturados como fuente oxidable susceptible al ataque radicalario del •OH. 
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Figura 2. Formación y conversión de EROs y ERNs a partir de los radicales libres primarios: 
O2•- y •NO. 

En cuanto a las ERNs, una vez formado el radical óxido nítrico (•NO) por el conjunto de 

enzimas óxido nítrico-sintetasa (NOS) a partir de la arginina (Figura 2-reacción 6), este 

reacciona rápidamente con el O2
•- presente, dando lugar al peroxinitrito, una ERN no 

radicalaria de gran injerencia en los procesos biológicos (Figura 2-reacción 7). Esta 

reacción se ve favorecida incluso en presencia de la enzima SOD, debido a que la formación 

de ONOO- presenta una cinética de reacción mucho mayor que la de la dismutación del O2
•-

. A nivel fisiológico, el peroxinitrito puede presentarse bajo su forma aniónica (ONOO-) o 

protonada (ONOOH) de acuerdo al pH fisiológico en el que se encuentre. A un pH de 7.4 

alrededor del 80% el peroxinitrito se encontrará bajo su forma aniónica y a un pH de 6.2 (Ej. 

dentro de un fagosoma en un macrófago), más del 80 % estará en su forma protonada. De 

esta forma, la estabilidad, reactividad, capacidad para permear membranas, influencia 

fisiológica y reacciones que dan lugar a otras ERNs son diferentes para cada una de las 

formas del peroxinitrito. Por ejemplo: el ONOOH actúa principalmente como agente 

oxidante, promoviendo la oxidación de grupos tioles a sus respectivos derivados de ácidos 

sulfénicos, y como resultado se obtiene el anión nitrito (NO2
-) (Figura 2-reacción 8). Entre 

los principales compuestos oxidables por este mecanismo se destacan el glutatión y la 

cisteína en su forma libre o como residuo en péptidos y proteínas. En menor medida que la 

oxidación de tioles, el ONOOH como cualquier otro peróxido, también puede sufrir un 

proceso de homólisis dando como resultado los RL: OH• y •NO2 (Figura 2-reacción 9). Por 
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otro lado, el peroxinitrito en su forma aniónica puede actuar como nucleófilo reaccionando 

directamente con el CO2, obteniendo un aducto (ONOOCO2
-), el cual se caracteriza por ser 

un peróxido que rápidamente es homolizado formando los RL: •NO2 y CO3
•-, este último una 

ER del carbono (Figura 2-reacción 10). Adicionalmente el ONOO- también puede actuar 

como oxidante secundario, interactuando con metales de transición presentes en 

metaloproteínas (Mn-SOD y hemoproteínas), obteniendo el RL •NO2 y un complejo OXO-

Metal altamente oxidante (Figura 2-reacción 11). Finalmente a nivel de la producción de 

ERNs, el RL •NO2 obtenido en las reacciones 9, 10 y 11 en presencia del RL •NO da lugar 

al N2O3, una ER no radicalaria y altamente relacionada en procesos de nitración del ADN 

[70]. 

La regulación homeostática de las ERs, es un proceso dinámico y coordinado a nivel celular 

que normalmente involucra los procesos de producción y eliminación simultanea de ERs. 

Por tanto la conversión de una especie, normalmente estará asociada a la eliminación de 

la misma y a la formación de una nueva. Entre los mecanismos regulatorios se destacan 

los endógenos y los exógenos. A nivel endógeno existen dos mecanismos principales: las 

reacciones de conversión/eliminación producidas espontáneamente de acuerdo a la 

cinética de reacción y la disponibilidad de los reactantes (Figura 2) y aquellas mediadas por 

un conjunto de enzimas dispuestas a nivel extracelular, citosólico y en algunas organelas 

específicas, las cuales convierten de forma secuencial el O2
•- producido, en agua molecular 

(Figura 3). 

El O2
•- producido por la CTE a nivel mitocondrial; el producido por el RE, la XO y la NOX a 

nivel citosólico; y el O2
•- producido por la NOX a nivel extracelular, es dismutado 

rápidamente a H2O2 por acción de la SOD1, SOD2 y SOD3, respectivamente [69]. Para 

evitar las diferentes reacciones que dan entre el H2O2, los metales de transición y el •NO en 

la formación de nuevas ERs, el H2O2 es transformado a agua por acción de la catalasa 

(CAT) y peroxidasas, especialmente aquellas dependientes de glutatión (GPX). La CAT, es 

una enzima característica de los mamíferos que se encuentra principalmente a nivel 

intracelular en los eritrocitos y en los peroxisomas de células del hígado y en menor medida 

del riñón [71]. Como mecanismo catalítico, la CAT transforma dos moléculas de H2O2 

produciendo dos moléculas de agua y una de oxigeno molecular [72]. Otra vía existente 

para la reducción del H2O2 es mediante el conjunto de enzimas GPXs. Estas enzimas se 

localizan principalmente en el citosol y mediante la utilización del glutatión reducido (GSH) 

como cofactor, reducen el peróxido de hidrogeno y los peróxidos orgánicos a agua o 

alcoholes, a consta de la oxidación del GSH en glutatión oxidado (GSSG). Como 

mecanismo regulatorio, el GSSG formado es regenerado a GSH mediante la acción de la 

glutatión reductasa (GR). El GSH además de poseer un rol como cofactor, puede reaccionar 

directamente con ERs, como el: ONOO- y el •OH, y con productos radicalarios tóxicos 

generados a partir del metabolismo de xenobioticos. Razón por lo cual el GSH es 
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reconocido como el principal agente antioxidante de bajo peso molecular y de origen 

endógeno [73]. 

 

Figura 3. Regulación homeostática en la producción, conversión y eliminación de ERs. 
Modificado de [69] 

Como alternativa de los mecanismos regulatorios endógenos, la eliminación y conversión 

de ERs, puede estar mediada por moléculas exógenas de bajo peso molecular, 

provenientes principalmente de la dieta. Dada sus características estructurales, estas 

moléculas tienen la posibilidad de actuar como agentes antioxidantes estabilizando las 

principales ERs formadas. Entre los compuestos más representativos se encuentran las 

vitaminas C (ácido ascórbico) y E (tocoferol), carotenoides, flavonoides, antocianinas y 

ácidos clorogénicos, ya sea en su forma libre o como productos metabólicos de reacciones 

de fase I o II. 

2.1.3 Estrés oxidativo: clasificación e implicación de las ERs en procesos 

fisiológicos y patológicos 

Teniendo presenta la estrecha relación existente entre los procesos concomitantes de 

generación, conversión y eliminación de las ERs, en conjunto con los mecanismos 

articulados para su regulación, es de esperarse que los organismos vivos en un estado 

basal presenten y mantengan niveles bajos de ERs. Sin embargo, bajo ciertas 

circunstancias este balance puede verse afectado posibilitando el aumento de la 
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concentración de ERs y la subsecuente aparición del “estrés oxidativo”. Entre los factores 

más preponderantes se destacan: i) el aumento de sustancias endógenas y/o exógenas 

prooxidantes-autooxidantes que promuevan las generación de ERs; ii) la reducción de las 

reservas de antioxidantes de bajo peso molecular; iii) la inactivación de las enzimas 

antioxidantes; iv) la diminución en la producción de enzimas antioxidantes y antioxidantes 

de bajo peso molecular; y finalmente v) la combinación de dos o más de estos factores 

mencionados [54]. 

El término estrés oxidativo, asociado con el proceso “redox” a nivel biológico, fue introducido 

hace 30 años y desde ese momento hasta la actualidad ha tenido variaciones en su 

definición [74]. En principio, fue definido como “Una alteración en el equilibrio prooxidante - 

antioxidante en favor de los primeros" [75]. Con el tiempo, el concepto fue transformándose, 

contemplando las implicaciones fisiológicas y patológicas atribuidas a las Ers, y se planteó 

la siguiente definición: “Un desequilibrio entre prooxidantes y antioxidantes en favor de los 

prooxidantes dando lugar a una interrupción en el proceso de señalización redox y/o 

promoviendo un daño molecular” [76]. En la actualidad este concepto se ha fragmentado 

cada vez más, tipificando al estrés oxidativo conforme a la concentración de ERs y el 

impacto a nivel biológico que esto implica. En la Figura 4 se esquematiza las diferentes 

fases del estrés oxidativo conforme al contenido de ERs en el tiempo y su respectiva 

relevancia fisiológica. 

En un estado estacionario (Figura 4-A), la producción y eliminación de ERs estaría bajo 

control mediante los mecanismos regulatorios existentes, alcanzando concentraciones 

basales constantes. De acuerdo a lo reportado, en este periodo el rol fisiológico de las ERs 

está relacionado principalmente con la modulación de los procesos de señalización 

intracelular y la regulación de numerosas respuestas biológicas y fisiológicas. Entre las más 

importantes se encuentran: señalización de los factores de crecimiento, transducción de la 

señal hipóxica, autofagia, respuestas inmunes, y proliferación y diferenciación celular. Los 

peróxidos y en especial el H2O2 en concentraciones  nano molares, son las ERs más 

relacionadas con los procesos de señalización celular, esto es debido principalmente a la 

capacidad que tienen estas ERs de oxidar los grupos tioles de los residuos de cisteína de 

proteínas y de enzimas como fosfatasas, desencadenando los diferentes procesos 

asociados. No obstante, no se ha establecido con certeza los mecanismos de señalización 

en donde intervienen algunas ERs, y más aún, el mecanismo que confiere una especificidad 

al proceso, evitando al mismo tiempo la oxidación de otras macromoléculas adyacentes o 

la formación de ERs más reactivas y toxicas como el •OH, que por consiguiente den lugar 

a procesos oxidativos de tipo patológico [61,68,77]. Adicionalmente, el rol fisiológico de las 

ERs tales como O2
•- y el H2O2 se ve reflejado también en patologías asociadas con alguna 

alteración en la expresión y funcionalidad de alguna isoenzima del complejo NOX 

principalmente. Como consecuencia, existen patologías asociadas a inmunodeficiencias y 
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disfunción tiroidea (hipotiroidismo), atribuibles a una reducción en la producción de ERs 

[78,79]. 

 

Figura 4. Contenido dinámico de ERs en el tiempo, clasificación del estrés oxidativo (A) e  
implicaciones en procesos fisiológicos y patológicos (B). Modificado de [54,73] 

Por otro lado y debido a muchos factores, la concentración de ERs puede verse 

incrementada de forma significativa, alcanzando rápidamente valores superiores al estado 

estacionario (Figura 4-A). Si los mecanismos regulatorios se encuentran disponibles y en 

cantidades suficientes, dichos niveles de ERs pueden disminuirse a estados basales en un 

corto tiempo. Esta fase se conoce como “estrés oxidativo agudo” y normalmente no está 

asociado a procesos deletéreos. Como ejemplo se encuentra el estrés oxidativo asociado 

con el ejercicio aeróbico agudo, en el cual se ha encontrado un aumento considerable en 

la producción de •NO y en menor medida O2
•- y H2O2. El aumento de estas ERs, en estos 

casos, está relacionado con procesos de vasodilatación y mejoramiento de la función 

endotelial [80,81]. 

En algunos casos, no obstante, la maquinaria antioxidante celular disponible no tiene la 

capacidad de neutralizar el aumento en la cantidad producida de ERs a niveles 

estacionarios (estrés oxidativo crónico y estrés oxidativo cuasi-estacionario Figura 4-A). El 

aumento en los niveles de ERs y principalmente el mantenimiento de estos en el tiempo 

promueven así una cascada oxidativa, en donde se ve aumentada la producción, 

principalmente de las ERs más toxicas como el •OH y el ONOO-. Como resultado, la 

carencia de enzimas antioxidantes y antioxidantes de bajo peso molecular capaces de 

neutralizar dichas especies, conlleva a la oxidación de componentes celulares adyacentes, 

a la disfunción de organelas vitales como la mitocondria y retículo endoplasmático, y a la 

modulación de procesos inflamatorios, que en conjunto con otros factores, han sido 
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ampliamente relacionados con la aparición y/o exacerbación de ENT como el: cáncer, ECV, 

ERC, END, osteoporosis, entre otras [12–15,18–27,64]. 

2.2 COMPUESTOS FENÓLICOS  Y SU ROL EN LA SALUD HUMANA   

Los compuestos fenólicos son un grupo de metabolitos secundarios heterogéneo 

comprendido por cientos de diferentes compuestos. El término “compuesto fenólico” que 

actualmente se utiliza de forma indistinta con el término “polifenol”, se refiere a una amplia 

categoría de metabolitos de origen natural que contienen uno o más hidroxilos de tipo 

fenólico en su estructura. Entre la variedad existente, se destacan desde estructuras 

simples como el ácido salicílico, hasta compuestos poliméricos complejos como la suberina 

o lignina [12]. De hecho, existen al menos 15 grupos de polifenoles diferentes, clasificados 

principalmente de acuerdo al número de anillos fenólicos que contengan y a los elementos 

estructurales que se unen a estos anillos [82]. Entre los principales grupos se destacan: 

ácidos hidroxicinámicos, estilbenos, flavonoides, taninos, lignanos entre otros. En la 

actualidad los compuestos fenólicos son ampliamente reconocidos como la principal fuente 

de compuestos antioxidantes de la dieta [83]. Se encuentran ampliamente distribuidos en 

una gran variedad de alimentos y especies vegetales, estando además de una forma 

diferencial en las diferentes partes de la planta [84]. La actividad antioxidante en conjunto 

con otros efectos biológicos atribuidos a estos compuestos, han posicionado a los 

polifenoles como uno de los grupos de metabolitos secundarios más prominentes y de 

mayor importancia en la salud pública mundial [85]. 

Teniendo presente el  concepto de salud pública [85] y promoción de la salud [86], en lo 

que concierne a los polifenoles, existen evidencias que soportan sus potenciales beneficios 

en la salud, especialmente previniendo enfermedades de alto impacto a nivel de la salud 

pública como es caso de las ENT [85]. De hecho, la eficiencia de algunos polifenoles ha 

sido demostrada a nivel de prevención primaria y secundaria principalmente. De forma 

general: la prevención primaria busca prevenir una enfermedad o una condición de salud 

no deseada antes que ella ocurra, por su parte la prevención secundaria tiene como objetivo 

evitar el progreso de una enfermedad ya establecida, y por último la prevención terciaria 

busca reducir las limitaciones y discapacidades generadas a causa de la enfermedad 

[87,88]. 

Es así como múltiples estudios epidemiológicos se han llevado acabo con el objetivo de 

identificar los beneficios en salud del consumo de polifenoles, ya sea mediante la ingesta 

de alimentos o suplementos dietarios. Con relación a las ECV, estudios de cohorte 

determinaron en una población de 1507 personas, que un consumo entre 120-599 ml de té 

verde por día disminuía en un 46% el riesgo de desarrollar hipertensión [89]. A su vez siete 
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estudios de cohorte prospectivos revelaron efectos protectores y preventivos de flavonoides 

con respecto a la mortalidad asociada con las enfermedades coronarias, reduciendo hasta 

en un 65% el riesgo de mortalidad [90]. Entre estos se destacan: la disminución de la 

mortalidad asociada con la adherencia a dietas saludables como la dieta mediterránea (rica 

en compuestos fenólicos) [91,92], y el consumo regular de flavonoides del cacao, 

principalmente. Este último ha sido comprobado tanto por estudios epidemiológicos como 

ensayos clínicos, lográndose demostrar una reducción en la incidencia de ECV y una 

disminución en la muerte asociado con eventos agudos como infarto del miocardio y 

accidentes cerebrocardiovasculares [93]. Adicionalmente los ensayos clínicos han 

demostrado una diminución de los factores de riesgo, mitigando procesos como la 

hipertensión [94,95], la disfunción endotelial [96,97], las dislipidemias [98,99] y la resistencia 

a la insulina [100,101]. 

En lo concerniente a las enfermedades neurodegenerativas y específicamente con respecto 

al deterioro cognitivo, un estudio prospectivo denominado PAQIUD realizado en una 

ventana de tiempo de 10 años sugiere: i) que la ingesta constante de flavonoides en la dieta 

estaría asociada con un menor deterioro cognitivo en sujetos de 65 años o más; y ii) que el 

consumo regular de vino, alrededor de tres copas diarias, estaría asociado con una 

disminución de alrededor del 80% en la incidencia de demencia y EA comparado con las 

personas que consumen menos o no lo consumen [102]. Resultados similares fueron 

encontrados para flavonoides relacionados con el consumo regular de bayas [103]. Por lo 

tanto, los resultados epidemiológicos presentan las evidencias entre el consumo regular de 

polifenoles y la prevención primaria de las END. Con respecto a la prevención secundaria, 

los resultados obtenidos en los ensayos clínicos realizados, una vez establecida la 

enfermedad, no son del todo concluyentes [104,105], por lo cual se establece que el 

consumo de polifenoles en estados patológicos, si bien no asegura una mejora o reversión 

de la EA, reflejado en una mejora cognitiva, tampoco se refuta este hecho por completo. 

Una posible explicación entre los resultados obtenidos a nivel epidemiológico y a nivel 

clínico podría estar en que el estrés oxidativo inicia en estados tempranos de la enfermedad 

y sus consecuencias a nivel del ADN, lípidos, proteínas, mitocondria, retículo 

endoplasmático y en general a nivel celular, establecen un punto de no retorno [105]. A 

manera de resumen, la Figura 5 esquematiza el rol de los polifenoles en la promoción de la 

salud humana, tomando como base la actividad antioxidante y antinflamatoria, y como 

desde estas, en conjunto con otros eventos claves de los procesos fisiopatológicos en 

donde igualmente intervienen los compuestos fenólicos, se impacta en la prevención 

primaria y secundaria de las ENT. 
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Figura 5. Rol fisiológico de los polifenoles en la prevención primaria y secundaria de las ENT. 
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2.3 GARCINIA MADRUNO Y SUS BIFLAVONOIDES 

2.3.1 Distribución y aspectos botánicos de Garcinia madruno 

Garcinia madruno (Kunth) Hammel, es una especie perteneciente a la familia Clusiaceae, 

también conocida como Guttiferae. Esta es una familia constituida por unos 50 géneros y 

alrededor de 1200 especies distribuidas mayoritariamente en zonas tropicales. El género 

Garcinia engloba numerosas especies (250 aproximadamente) distribuidas en Asia, África, 

Centro y Sudamérica, de las cuales 8 se encuentran en Colombia, siendo siete nativas y 

una introducida (G. mangostana) [106]. 

Según el Sistema de Información sobre Biodiversidad de Colombia -SIB, la especie G. 

madruno, conocida tradicionalmente con el nombre de "Madroño, Camururo, Ocoró o 

Charichuelo", posee una distribución altitudinal entre los 100 m a 1.500 m, con una 

distribución geográfica en el mundo que abarca desde Costa Rica hasta Bolivia y Brasil. En 

Colombia se ha adaptado a una multiplicidad de climas predominando en los templados, 

distribuyéndose por toda la costa pacífica hasta la cuenca amazónica. Su óptimo desarrollo 

lo alcanza con precipitaciones entre 1.200 y 1.500 mm anuales y temperatura media anual 

de 22 a 28ºC. Adicionalmente se adapta bien a diferentes suelos y condiciones ambientales 

[107]. Su hábitat se encuentra en bosques primarios, planicies inundables o várzeas y sobre 

suelos arenosos. También se puede encontrar en relictos de bosque, rastrojos bajos y 

bordes de camino [108]. La producción de esta especie en Colombia se da bajo niveles de 

sub-registro por parte de los entes estatales que rigen la producción agrícola. Sin embargo, 

según el Instituto Colombiano Agropecuario (ICA), el establecimiento de los cultivos se está 

desarrollando alrededor de viveros que distribuyen materiales de siembra sobre los 

territorios que se extienden a lo largo del eje cafetero: en cercanías a Pereira entre las 

localidades de Cerritos y Morelia y en el municipio de Quimbaya; en el Departamento del 

Valle del Cauca, municipio de Tuluá; en el departamento del Meta, municipio de San Martin. 

Además, en el departamento del Tolima, municipio de Melgar. En la Figura 6 se muestra la 

distribución de esta especie en Colombia y el trópico americano. 

http://es.wikipedia.org/wiki/Regi%C3%B3n_Pac%C3%ADfica_%28Colombia%29
http://es.wikipedia.org/wiki/Cuenca_del_Amazonas
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Figura 6. Distribución de G. madruno en América. Imagen tomada de 
http://www.discoverlife.org/mp/20m?r=0.2&la=-15&lo=-54&kind=Garcinia+madruno&flags=glean: 

Botánicamente, G. madruno se caracteriza por ser un árbol dioico de tamaño medio que 

alcanza hasta 15 m de altura. Sus hojas son compuestas de color verde oscuro, con forma 

elíptica a oblongada que producen un látex de color amarillo; en periodos de floración 

contienen de 1 a 15 flores amarillas en los nódulos de las ramas. Adicionalmente, posee 

una fruta exótica, esférica, ovoide o elipsoide con cascara gruesa, amarilla y recubierta por 

protuberancias, su pulpa es blanca, aromática, jugosa, de sabor agridulce, comestible, con 

un sabor muy parecido al mangostino, por lo que es bastante apreciado por humanos y 

primates, y por lo cual se elaboran jaleas y jugos con la pulpa [107,109,110] (Figura 7). 

2.3.2 Aspectos fitoquímicos y terapéuticos del género Garcinia y de la especia 

Garcinia madruno. 

El género Garcinia es considerado como el más grande y abundante de la familia 

Clusiaceae. Es nativo de las regiones de Asía, noreste de Australia, sur de África y el 

neotrópico Americano [111]. En vista a las interesantes propiedades biomédicas de muchas 

de estas especies, varias especies del género han sido el foco de atención en estudios 

químicos y biológicos [112,113]. Es así como estudios fitoquímicos han logrado aislar e 

identificar a partir de diferentes partes de especies de Garcinia provenientes principalmente 

del sudeste asiático y de África, metabolitos secundarios de gran relevancia como 

biflavonoides, flavonoides, benzofenonas, xantonas y ácidos orgánicos (Figura 8). 
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Figura 7. Descripción gráfica de la especie Garcinia madruno (Kunth) Hammel. Árbol (A), hojas 
y flores (B); representación botánica (C) y fruto (D).  

Normalmente el contenido y la cantidad de compuestos presentes en las diferentes 

especies del género, se caracteriza por la sobreexpresión de algunos metabolitos 

específicos pertenecientes a uno de los grupos mencionados. Por ejemplo, las 

benzofenonas (Figura 8-C) son los metabolitos secundarios más abundantes en las 

especies: G. xanthochymus, G. mannii, G. staudtii, y G. subelliptica, donde el garcinol (5), 

el xantocimol (6) y las gutiferonas (se muestra gutiferona A (7)), son las moléculas más 

representativas de este grupo de compuestos dado su contenido y bioactividad [114,115]. 

En cuanto a las xantonas (Figura 8-B), la α, β y γ- mangostin (3, 4 y 5) son los compuestos 

mayoritarios en G. mangostana y a los cuales se les ha atribuido los efectos biológicos 

principalmente [116]. Por su parte, los ácidos orgánicos (Figura 8-A) y en especial el ácido 

hidroxicítrico, en su forma ácida (1) y como lactona (2), son constituyentes significativos y 

con alto valor agregado en los frutos de G. cambogia [117–119]. Finalmente los 

biflavonoides son los compuestos más representativos de especies como G. kola [120], G. 

brasiliensis [121,122] y G. hombroniana [111]. 
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C 
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Figura 8. Principales metabolitos secundarios aislados de especies del genero Garcinia.  
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Una recopilación de datos científicos muestra que muchas de estas especies son 

aprovechadas en ámbitos farmacéuticos y alimentarios. De esta forma, en Asia: G. 

mangostana (conocida por su fruto el mangostino y los productos nutracéuticos derivados 

de este); en África: G. kola (reconocida por el ingrediente kolaviron extraído de sus 

semillas); y en América: G. macrophylla y G. brasiliensis, son especies alimentarias 

reconocidas por ser utilizadas de forma tradicional y a nivel comercial en la prevención o 

tratamiento de enfermedades como úlcera, diarrea, fiebre, hipertensión, obesidad, 

desordenes inflamatorios, daño hepático, entre otras enfermedades [112,115,122–131]. Sin 

embargo, G. cambogia, una planta del suroeste de Asia, es la especie referente del género, 

dada su importancia económica como suplemento dietario utilizado en el tratamiento de la 

obesidad [132–134]. Interesantemente, un número de estudios clínicos han demostrado la 

eficacia del ácido hidroxicítrico en el control de peso en pacientes con obesidad [133,135], 

postulando a esta molécula como el principio activo responsable de la bioactividad de esta 

última especie vegetal. 

En cuanto a G. madruno, estudios previos desarrollados por nuestro grupo, mediante un 

aislamiento cromatográfico de sus hojas y un análisis fitoquímico por diferentes técnicas 

espectroscópicas, lograron establecer como principales metabolitos secundarios a un grupo 

de biflavonoides. Este estudio fitoquímico permitió la identificación de 5 biflavonoides 

conocidos: Amentoflavona (Am), Morelloflavona (Mo), Volkensiflavona (Vo) y los glicósidos 

Fukugisido (Fu) y Espicatasido (Es), y un nuevo biflavonoide acetil-glicósido denominado 

Madrunoudeasido (Ma) [42,110]. 

Químicamente, los biflavonoides se caracterizan por la unión covalente de dos unidades 

monoméricas de flavonoides. Estas unidades pueden ser del mismo o diferente tipo 

estructural, por ejemplo, mediante enlaces C-C o C-O-C pueden existir dímeros 

compuestos por flavanona-flavona, flavona-flavona o flavona-flavonol [136,137]. 

Adicionalmente estos pueden presentar diversas sustituciones, dando lugar a biflavonoides 

glicósidados, metilados, sulfatados, isoprenilados, entre otros [138–140]. Por lo tanto, 

teóricamente numerosos biflavonoides podrían existir, sin embargo, estos se encuentran 

distribuidos a nivel mundial, de forma restringida, solo en algunas especies vegetales. 

Principalmente, en especies de la familia Clusiaceae especialmente aquellas del género 

Garcinia, en las especies del genero Selaginella y otras como el Ginkgo biloba [136,137]. 

Actualmente los biflavonoides son clasificados de acuerdo al tipo de flavonoides que lo 

conforman y al tipo de unión entre estos, existiendo cinco grupos generales (Figura 8-D): i) 

tipo GB-1 (flavanona-(3→8´´)-flavanonol), a este grupo pertenecen principalmente los 

biflavonoides provenientes de G. Kola: GB-1, GB-2, y kolaflavanona (moléculas 9,10 y 11); 

ii) tipo GB-1a (flavanona-(3→8´´)-flavanona), en este grupo se destacan los biflavonoides 

GB-1a (3-8´´-binaringenina) y GB-2-a (3-8´´-naringenileriodictiol) (17 y 18 respectivamente); 

iii) tipo morelloflavona (flavanona-(3→8´´)-flavona), este grupo se constituye como uno de 
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los más distribuidos en el género Garcinia, de hecho los biflavonoides de G. madruno: Mo 

(12), Vo (15), y sus derivados glicosidados Fu (13), Es (15) y Ma (14) pertenecen a este 

grupo; iv) tipo amentoflavona (flavona-(3’→8”)-flavona) estos biflavonoides se 

caracterizan por presentar una unión inter-flavonoide diferente (3’→8”), en comparación con 

los tres grupos anteriores (3→8´´), no obstante son bastante distribuidos y estudiados, 

siendo Am (19) su principal referente; finalmente v) otros biflavonoides, si bien pueden no 

ser un grupo como tal, en este se clasificarían todo los biflavonoides que no encajen en los 

grupos anteriores, ya sea por estar conformados por diferentes combinaciones de 

flavonoides o principalmente por presentar uniones inter-flavonoide diferentes a (3→8´´) y 

(3’→8”). 

En general, a los biflavonoides se les han atribuido actividades farmacológicas diversas 

como agentes antimicrobianos, antialérgicos, antiinflamatorios, hepatoprotectores, 

antivirales y antioxidantes principalmente [116,118–128]. Respecto a la funcionalidad 

reportada para los biflavonoides de G. madruno, con excepción de Am y en menor medida 

Mo, los estudios en general son incipientes. Mediante dos trabajos reportados con 

anterioridad, los compuestos Mo, Vo y Fu presentaron una actividad antioxidante 

significativa, en especial inhibiendo la peroxidación lipídica de la LDL humana por el método 

de TBARS y estabilizando el radical DPPH• [42,110]. Los resultados obtenidos presentaron 

mayor actividad en comparación con el flavonoide quercetina, compuesto de referencia 

frecuentemente reportado como molécula con alta actividad antioxidante e 

inmunomoduladora [43–45]. En adición y específicamente frente a la bioactividad y 

probable funcionalidad de Mo, se ha reportado el efecto antioxidante, antinflamatorio e 

hipolipemiante [141,142], modulando de esta forma, tres procesos fundamentales en el 

desarrollo patogénico de las principales ENT: el estrés oxidativo, los procesos inflamatorios 

y las dislipidemias [3,6,15,24,63,64]. De hecho, frente a una de las principales ENT como 

los son las enfermedades cardiovasculares derivadas principalmente del proceso 

aterogénico. De acuerdo a los reportado por [143], la administración de Mo por vía oral 

usando como vehículo el alimento en un modelo animal transgénico proaterogénico, 

demostró que tras un tratamiento prolongado, Mo provee un efecto ateroprotector 

significativo, postulando así, a Mo y a sus derivados como posibles agentes orales 

funcionales, especialmente como terapia complementaria en la prevención primaria y 

secundaria de enfermedades cardiovasculares derivadas del proceso aterogénico. Estos 

reportes en conjunto con los resultados obtenidos con antelación en el grupo mediante el 

desarrollo de diferentes tesis de maestría y doctorado (ver Introducción) se convierten en 

el soporte científico para la promoción del desarrollo de productos de valor a partir de G. 

madruno. 
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2.4 INGREDIENTES DE VALOR DERIVADOS DE PRODUCTOS NATURALES DE 

ORIGEN VEGETAL  

En la actualidad diversos productos naturales de origen vegetal son ingredientes 

constitutivos de formulaciones de productos alimentarios, suplementos dietarios, 

medicamentos, cosméticos, fitoterapéuticos, entre otros [144]. Su inclusión puede 

realizarse ya sea como materia prima cruda resultante del proceso de secado y molienda o 

como sub productos obtenidos tras la ejecución de procesos de extracción, fraccionamiento 

y/o purificación del material vegetal, dando lugar a la obtención y posterior utilización, ya 

sea de compuestos aislados, fracciones o extractos estandarizados. El rol que ejerce la 

inclusión de ingredientes obtenidos a partir de productos naturales en los productos 

expuestos, es ampliamente diverso, abarcando: i) funciones constitutivas de la formulación, 

como agentes emulsificantes, dispersantes, viscosantes, diluyentes, colorantes, 

conservantes, antioxidantes entre otros; y ii) funciones como bioactivo, responsable 

principalmente por el efecto funcional de los productos desarrollados.  

En cuanto a la disponibilidad del recurso, las fuentes actuales y potenciales de origen 

vegetal precursoras de ingredientes naturales son ampliamente diversas. En forma 

resumida estas fuentes podrían categorizarse en tres grupos principales: i) los productos 

alimentarios cultivados tales como frutas, hortalizas, semillas, granos, cereales, etc.; ii) los 

productos de desecho a nivel agroindustrial obtenidos como resultados de procesos de 

cosecha, post cosecha y transformación industrial; y iii) el aprovechamiento de la 

biodiversidad de especies menos difundidas o desconocidas en torno a su química y 

aplicabilidad, y por ende, carentes de desarrollo agroindustrial. De igual forma, si la 

disponibilidad y diversidad del recurso de partida se encuentra asegurada, la diversidad en 

las moléculas, fracciones y extractos precursores de ingredientes aplicables a la industria, 

son igualmente innumerables. Siendo objeto de estudio y aprovechamiento los metabolitos 

primarios en sus formas moméricas, oligoméricas y poliméricas, los nutrientes y vitaminas, 

así como los diferentes grupos de metabolitos secundarios. 

A nivel de los metabolitos primarios, los carbohidratos son ampliamente utilizados. Por 

ejemplo, en la industria alimentaria, las fibras solubles en agua, los polisacáridos y 

oligosacáridos no digeribles como la inulina, y los fructooligosacaridos y 

galactooligosacaridos son ampliamente valorizados como constituyentes de alimentos 

funcionales por sus efectos prebióticos y en la regulación de procesos hiperglicémicos 

[145–147]. Adicionalmente su inclusión en alimentos está relacionada también con el 

mejoramiento de ciertas características, como la hidratación, viscosidad, textura, 

propiedades sensoriales y tiempo de vida. Algunas de estas propiedades han promovido el 

uso de estos compuestos como una alternativa viable, funcional y valorizada para el 
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remplazo de grasas de origen animal en ciertas formulaciones alimentarias [145,146]. Otra 

alternativa ampliamente utilizada para el reemplazo de grasas de origen animal es la 

utilización de aceites vegetales con propiedades fisicoquímicas similares pero con una 

composición química diferente. De esta forma se logra mejorar el perfil lipídico del alimento 

disminuyendo los ácidos grasos saturados y el colesterol, y aumentando los ácidos grasos 

poliinsaturados [148]. Por otro lado los polisacáridos y proteínas representan una alternativa 

viable para el remplazo de surfactantes sintéticos en formas farmacéuticas y cosméticas 

líquidas y semisólidas [149]. 

Frente a los metabolitos secundarios y las vitaminas el panorama es igualmente diverso y 

atractivo. Los compuestos  más empleados como ingredientes en la industria farmacéutica, 

fitofarmacéutica, cosmética y alimentaria son la vitamina C, los ácidos orgánicos, los 

tocoferoles, los carotenoides y los compuestos fenólicos [150]. A nivel económico, el 

consumo global de vitamina C en 2007, por ejemplo, alcanzó las 154 mil toneladas, 

destinándose aproximadamente un 50 % como aditivo alimentario, el cual normalmente es 

adicionado durante los procesos productivos con el fin de evitar y prevenir la 

despigmentación, el pardeamiento enzimático, la perdida de sabor y aroma; proteger o 

aumentar el contenido de nutrientes; y aumentar el tiempo de vida del producto. Un 30 % 

restante es utilizado en la industria farmacéutica tanto en aplicaciones farmacéuticas como 

en el desarrollo de suplementos vitamínicos. El porcentaje restante es utilizado en el 

desarrollo de productos para la alimentación animal (13%) y en la industria cosmética (5%) 

[151]. En cuanto a la vitamina E el consumo para el de 2012 fue de 10.3 mil toneladas, 

estimándose un crecimiento del 7.3 % para 2020 con un total de 18.1 mil toneladas [152]. 

Finalmente el mercado mundial de los polifenoles no dista de la significancia y relevancia 

con respecto al de las vitaminas. De hecho en 2013, la demanda total fue de alrededor de 

14.1 mil toneladas y se espera que para 2020 alcancen las 25 mil, lo que representaría un 

crecimiento cercano al 8.7% [153]. La importancia actual y el crecimiento futuro del mercado 

de los polifenoles esta principalmente relacionado con las propiedades benéficas para la 

salud asociadas con el consumo prolongado de estos compuestos (ver numeral: 2.2). 

Sin importar el papel que los ingredientes de origen natural desempeñen, normalmente el 

uso de productos asociados con ingredientes naturales está relacionado con los conceptos 

de “inocuidad”, “funcionalidad” y “química verde”. Conceptos altamente valorizados en la 

economía mundial actual. Se estima que solo en Norteamérica, el mercado de productos 

derivados de ingredientes de origen vegetal incluidos como suplementos dietarios, 

alimentos funcionales o productos cosméticos alcanza los 9.0, 8.6 y 5.0 billones de dólares 

por año, respectivamente [154]. Por lo tanto, la creciente demanda de ingredientes 

naturales, en conjunto con la polivalencia de estos en las diferentes industrias, han llevado 

al fortalecimiento de la normatividad vigente en procura de la verificación de la seguridad y 

eficacia de los ingredientes de origen natural. Hoy por hoy, denominaciones como: 
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ingrediente GRAS de sus siglas en inglés (generally recognized as safe); ingredientes 

FD&C de sus siglas en inglés (food, drugs and cosmetics), el concepto de alimentos 

funcionales y de cosmecéuticos, están soportados mediante evidencia científica de alta 

calidad y avalados por los principales entes reguladores de Europa y Norte América (FDA, 

EMA, EFSA, entre otros). De hecho se estipula que el crecimiento en la última década en 

el mercado de ingredientes a partir de productos naturales se debe básicamente al aumento 

de la demanda y a los cambios regulatorios que permiten su comercialización y avalan de 

cierta su forma su aplicabilidad [154]. Por lo tanto, estamos frente a un mercado diverso, 

versátil, con una alta demanda, regulado, en crecimiento y con grandes oportunidades para 

la investigación, innovación y desarrollo de ingredientes y productos de valor derivados de 

productos naturales de origen vegetal. 

2.4.1 Tecnologías de extracción limpia para la obtención de ingredientes de valor  

El gran reto a nivel de la explotación de las fuentes naturales es aumentar en términos 

sociales y económicos el nivel de vida de la población sin un incremento en la explotación 

del recurso por encima de los niveles sostenibles. Por lo tanto, el concepto de sostenibilidad 

o desarrollo sostenible de un proceso se consolida en la integración de tres pilares 

principales: el beneficio económico, social y ambiental [155]. Desde un punto de vista de la 

sostenibilidad, los métodos tradicionales de extracción se caracterizan por ser tiempo 

dependientes, poco eficientes, inespecíficos y demandantes de un alto consumo de 

solventes orgánicos. Por ello la utilización de tecnologías de extracción limpia buscan 

fomentar el uso de tecnologías emergentes y el uso de técnicas de separación de alta 

eficiencia [144]. La implementación de estas tecnologías confiere un desarrollo a nivel 

sostenible [155], ya que: 1) aporta de manera positiva al ciclo de vida a nivel ambiental, 

disminuyendo principalmente la generación de residuos de solventes orgánicos; 2) a nivel 

económico, estas tecnologías se caracterizan por ser costo - efectivas, debido a una 

disminución en el costo de adquisición y disposición de solventes orgánicos y un aumento 

de la eficiencia del proceso, por consiguiente de la productividad; 3) aporta a la integración 

Eco-Económica mejorando la calidad de producto y el rendimiento de proceso utilizando de 

manera eficiente los recursos ambientales y la energía, y 4) aporta a la integración socio-

ambiental al cumplir con regulaciones de seguridad de productos alimentarios, 

fitoterapéuticos, nutracéuticos y cosméticos. Entre las múltiples tecnologías emergentes 

que presentan potenciales ventajas, se destacan la extracción asistida por ultrasonido, la 

extracción por fluidos supercríticos, la extracción asistida por microondas y la extracción 

con líquidos presurizados [144]. 
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2.5 ESTUDIOS FARMACOCINÉTICOS Y DE BIODISPONIBILIDAD: IMPORTANCIA 

EN EL ESTUDIO DE EFICACIA DE PRODUCTOS NATURALES. 

Anteriormente la biodisponibilidad y los aspectos farmacocinéticos relacionados con la 

administración de xenobioticos estaban asociados exclusivamente al estudio y desarrollo 

de medicamentos. Hoy en día, estos conceptos han transcendido totalmente y su 

importancia impacta en áreas de la salud humana, como lo son la alimentación y la nutrición, 

a través del conocimiento principalmente de la biodisponibilidad de nutrientes y compuestos 

bioactivos presentes en alimentos y productos vegetales [156]. A nivel farmacológico y de 

acuerdo a lo estipulado por la FDA, la biodisponibilidad está definida como: “la velocidad y 

cantidad, en la cual un principio activo es absorbido, siendo disponible en el sitio en donde 

ejercerá su respectiva acción farmacológica”[157]. Este concepto ha evolucionado con el 

tiempo en diferentes ocasiones, en procura de ser más incluyente. Entre las definiciones 

propuestas, una de las más aceptadas define a la biodisponibilidad como “la fracción de un 

nutriente, compuesto bioactivo o principio activo ingerido que alcanza la circulación 

sistémica y los sitios específicos en donde ejercerá su función o efecto biológico” [156]. No 

obstante, independiente del concepto de biodisponibilidad empleado, este abarca dos 

aspectos fundamentales: i) un conocimiento farmacocinético de los compuestos evaluados 

conforme a los procesos LADME (liberación, absorción, distribución, metabolismo y 

excreción); y ii) una relación inherente entre la bioeficacia de una sustancia y la 

biodisponibilidad de esta, siendo esta última uno de los parámetros más relevantes a la 

hora de evaluar y atribuir efectos biológicos a nivel in vivo empleando rutas de 

administración extravasculares [158]. 

La importancia del conocimiento de la biodisponibilidad de compuestos bioactivos 

procedentes de alimentos y matrices vegetales, tiene sus inicios a mediados de los años 

90 debido a la relación atribuida entre el consumo regular de ciertos alimentos y la 

disminución en la incidencia de algunas enfermedades de tipo crónico no transmisible. 

Entre los grupos fitoquímicos que empezaron a cobrar un mayor interés figuraban  los 

compuestos fenólicos, a los que se les consideró como uno de los grupos responsables de 

estos efectos [159–161]. Con el paso de los años, las actividades atribuidas a los 

compuestos fenólicos son innumerables, las cuales han sido determinadas a través de una 

batería de ensayos in vitro y empleando modelos animales específicos. Como resultado, 

adicional al efecto antioxidante, con este grupo de compuestos se han descrito efectos 

sobre la proliferación celular, la captación y regulación del colesterol, la modulación de 

diferentes enzimas incluyendo: telomerasas, ciclooxigenasas, lipoxigenasas, entre otras. 

Adicionalmente estos compuestos se han relacionado con modular e interactuar con 

diferentes rutas de señalización, intervenir en la regulación celular y en el funcionamiento 

plaquetario y hasta se ha demostrado su capacidad de prevenir la disfunción endotelial 
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[156]. Sin embargo, independiente del efecto biológico que presenten a nivel in vivo tras 

una ingesta por vía oral, desde una estabilización de un radical libre hasta la modulación 

de rutas de señalización, el efecto siempre dependerá de la presencia de las moléculas 

activas circundante en el blanco farmacológico a una concentración indicada, en el tiempo 

indicado y en el lugar indicado; es decir, de la biodisponibilidad de los compuestos.  

Frente a este aspecto, los compuestos fenólicos han estado inmiscuidos en medio de una 

gran paradoja. Por un lado, estudios epidemiológicos atribuyen efectos benéficos con el 

consumo regular de estos compuestos [90]. Por otro lado, los estudios clínicos son variables 

en algunos casos mostrando resultados efectivos en otros no tanto y a su vez a gran parte 

de los compuestos fenólicos se les ha encontrado baja biodisponibilidad, alcanzando 

concentraciones subterapéuticas a nivel sistémico con respecto a los compuestos de origen 

administrados [156]. Por tal motivo, en la evaluación y validación de la eficacia de este tipo 

de compuestos, la evaluación conjunta de la biodisponibilidad y el conocimiento 

farmacocinético es requerido en procura de determinar las concentraciones alcanzadas a 

nivel sistémico, los metabolitos formados y así poder establecer conclusiones pertinentes 

conforme a los mecanismos de acción y al o las moléculas involucradas en la bioactividad 

[156,158,162].  

Para contextualizar los procesos que influyen en la biodisponibilidad, de forma general, un 

fármaco, compuesto fenólico y en general cualquier xenobiotico ingerido o administrado por 

vía oral alcanza su lugar de acción a nivel sistémico y es biodisponible, cuando haya 

superado ciertas barreras biológicas y fisicoquímicas (Figura 9). En principio debe haberse 

disuelto en los fluidos del lumen intestinal, seguido de un proceso de absorción en el tracto 

gastro intestinal (TGI), una disminución de la concentración a causa del metabolismo 

presistémico y sistémico, un proceso de distribución en proteínas y tejidos periféricos y 

finalmente sufrir una eliminación del compuesto y sus metabolitos por vía renal o fecal, 

principalmente. Así el primer proceso influyente en la biodisponibilidad de un compuesto 

será la disolución de este en los fluidos del TGI. En los fármacos este proceso se denomina 

liberación (L) y hace parte del proceso LADME. Por su parte, para los compuestos fenólicos, 

nutrientes y compuestos bioactivos en general derivados de alimentos y productos 

vegetales, este proceso se denomina como bioaccesibilidad [163], Así la bioaccesibilidad 

se constituye como uno de los factores predominantes en la biodisponibilidad, dada la 

dificultad existente en la liberación y subsecuente solubilización de los compuestos 

bioactivos tras la ingesta de matrices mucho más complejas que las empleadas en los 

medicamentos. Como ejemplo, se estima que del consumo total de polifenoles de la dieta, 

cerca del 48 % de estos son bioaccesibles a nivel del intestino delgado y 42 % en el intestino 

grueso, existiendo una variabilidad significativa en los resultados encontrados conforme al 

tipo de compuesto y a la matriz alimentaria de partida [163]. 
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A nivel de los procesos de absorción, metabolismo, distribución y eliminación de 

compuestos fenólicos y en especial de flavonoides y ácidos clorogénicos, son diversos los 

estudios que se han realizado contribuyendo cada vez más con el conocimiento de estos 

parámetros en procura de establecer relaciones más coherentes en términos de la 

biodisponibilidad y la bioeficacia. Anteriormente, los efectos en la salud y las propiedades 

benéficas atribuidas a estos compuestos estaban directamente relacionadas con el 

consumo de los respectivos glicósidos y agliconas provenientes de la fuente natural [158]. 

Hoy en día los resultados de estudios de biodisponibilidad, en conjunto con el 

establecimiento de modelos in vitro e in vivo, promueven a los metabolitos de los 

compuestos fenólicos como las entidades biodisponibles que alcanzan las mayores 

concentraciones plasmáticas, la difusión en tejidos y células, presentando en muchos de 

los casos, perfiles de actividad diferentes a los compuestos de partida estableciéndose de 

esta forma como las posibles moléculas responsables de la actividad in vivo [158,162,164–

166].  

 

Figura 9. Esquema general de absorción, metabolismo y excreción de xenobioticos, fármacos 
y compuestos fenólicos. Modificado de [158] 

La cantidad y el tipo de derivados fenólicos encontrados en plasma tras la ingesta de una 

fuente representativa de compuestos fenólicos, dependen principalmente de las 

modificaciones y reacciones que den lugar durante los procesos de absorción y 

metabolismo presistémico que se presenten durante el tránsito de los compuestos de 

partida por las diferentes partes del TGI. De forma general, la absorción y metabolismo de 

compuestos fenólicos a través del TGI se caracteriza por: i) reacciones de hidrolisis durante 
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todo el trayecto, ii) absorción de agliconas en el estómago e intestino delgado a través de 

difusión pasiva y por medio de transportadores específicos, iii) reacciones metabólicas 

presistémicas predominantes de fase II en enterocitos y iv) catabolismo regulado por la 

microbiota intestinal con la posterior absorción de los metabolitos formados en el intestino 

grueso (Figura 9).  

De forma secuencial, en la cavidad bucal los glicósidos de los compuestos fenólicos pueden 

ser modificados debido a la actividad hidrolizante de la saliva, y las agliconas pueden 

reaccionar con proteínas ricas en prolina promoviendo la agregación y la subsecuente 

precipitación de estos complejos [162,167]. En el estómago, diversos polifenoles (Ej. 

resveratrol, quercetina y catequina [168,169]) pueden ser estables bajo las condiciones 

acidas presentadas, sin embargo, para el caso de las procianidinas, estudios in vitro 

sugieren una ruptura de los enlaces interflavonoides bajo condiciones simuladas similares 

a las del estómago humano [170]. Mientras tanto estudios in vivo demuestran lo contrario, 

afirmando que las procianidinas con hasta un grado de polimerización de 5, alcanzan el 

intestino delgado de forma inalterada [171]. A nivel de la absorción, son diversos los 

reportes que confirman que compuestos como: ácidos fenólicos, agliconas de flavonoides 

y principalmente antocianinas son absorbidos a nivel estomacal [172–174]. De estas últimas 

existen reportes, encontrando niveles significativos de malvidin-3-glucosido en plasma de 

ratas 6 minutos después de la administración [174]. La gran velocidad de absorción 

encontrada en estos compuestos estaría relacionada con la utilización de la bilitranslocasa, 

un transportador de membrana presentes en el epitelio gástrico destinado para el transporte 

de aniones orgánicos como la bilirrubina y biliverdina [172]. 

Por otra parte en la naturaleza la mayor parte de los flavonoides se encuentran en formas 

glicosidadas, por tanto la administración o ingesta de estas formas deparan mecanismo 

especiales para su absorción ya que el tamaño y polaridad de estos glicósidos imposibilita 

su difusión a través de la membrana epitelial. A nivel del intestino delgado existen dos 

mecanismos enzimáticos principales, la lactasa (LPH, de sus siglas en inglés lactase-

phlorizin hydrolase) y la β-glucosidasa citosólica (CBG) [162,164,175]. La primera se 

encuentra en el lado luminal del borde en cepillo del intestino delgado y es la enzima 

responsable de la hidrolisis de lactosa en glucosa y galactosa. Bajo este mecanismo se ha 

reportado la hidrolisis de flavonoides-O-β-D-glucósidos, liberando de esta forma, sus 

respectivas agliconas, capaces de difundir por la membrana epitelial. Como mecanismo 

hidrolítico alternativo se encuentra el mediado por la GBC. Para este caso se propone que 

el transportador de glucosa sodio dependiente (SGLT-1) está involucrado en el transporte 

de los glicósidos de flavonoides desde el lumen intestinal hasta el interior de las células 

epiteliales, una vez al interior de la célula por acción de la GBC el glicósido de flavonoide 

es rápidamente transformado en su respectiva aglicona y está en conjunto con las demás 
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agliconas absorbidas comienzan el proceso de biotransformación presistémica a nivel de 

los enterocitos (Figura 10).  

 

Figura 10. Mecanismo de absorción y metabolismo presistémico de flavonoides y 
compuestos fenólicos. PP: polifenol, PP-Gly: glicósido; PP-met: metabolito del compuesto fenólico. 
Modificado de [176] 

A diferencia de la mayor parte de los fármacos, los compuestos fenólicos se caracterizan 

por presentar un alto metabolismo presistémico con prevalencia por las reacciones de fase 

II. Las principales reacciones metabólicas que se dan lugar al interior de los enterocitos 

están catalizadas por las UDP-glucuronosiltransferasas (UGT), sulfotransferasas (SULT) y 

catecol-O-metiltransferasas (COMT), dando lugar a derivados glucorunidados, sulfatados y 

metilados, respectivamente, así como posibles combinaciones de estos (Figura 10) [176]. 

Adicionalmente en la membrana apical de los enterocitos pueden existir procesos de eflujo, 

promoviendo así el paso de los metabolitos y las agliconas absorbidas desde el interior del 

enterocito al lumen intestinal. Este proceso es mediado por transportadores de la familia 

ABC (ATP-Binding-Cassette), siendo los más representativos los transportadores MRPs 

(Multidrug Resistance Proteins), los BCRP (breast cancer resistance protein) y la 

glicoproteína-P [177]. Continuando con el proceso metabólico de los compuestos fenólicos, 

las agliconas absorbidas y los metabolitos formados son transportados desde el interior de 

los enterocitos al hígado a través de la vena porta. Allí al igual que la mayor parte de 
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xenobioticos y fármacos, los compuestos fenólicos son biotransformados nuevamente 

mediante reacciones de fase I y II. A nivel de los procesos de conjugación (reacciones de 

fase II), en el hígado predominan la metilación y sulfatación por encima de la 

glucuronidación. Si bien existen reportes de metabolitos de flavonoides obtenidos por 

reacciones de fase I mediadas por alguna isoenzima del complejo CYP 450 [178], la 

relevancia de los productos obtenidos por este mecanismo no se compara con el contenido 

de metabolitos formados por conjugación [179].  

Una vez transcurrido el paso por el intestino delgado, las agliconas, glicósidos y metabolitos 

no absorbidos se ponen en contacto con la microflora presente en el intestino grueso. Las 

bacterias intestinales tienen la capacidad de hidrolizar glicósidos, glucurónidos, sulfatos, 

amidas, esteres y lactonas; inclusive tienen la habilidad de producir rupturas a nivel de fisión 

de anillos de flavonoides y procianidinas y mediar procesos de reducción, descarboxilación, 

desmetilación y dehidroxilación [162]. Bajo este complejo panorama metabólico, los 

productos catabólicos obtenidos por las reacciones mediadas por la microflora son diversos 

y se caracterizan por ser productos de bajo peso molecular. Adicionalmente existen 

evidencias suficientes que demuestran que estos catabolitos son absorbidos en el intestino 

grueso, posteriormente metabolizados por reacciones de conjugación en el intestino e 

hígado y eliminados por vía renal finalmente [156,158,162,164,176,180,181]. A nivel 

comparativo, en la orina, en proporción son más los metabolitos colónicos encontrados que 

las propias agliconas y metabolitos conjugados de estas. De hecho en estudios recientes 

en humanos, se encontraron más de 138 metabolitos diferentes en orina derivados del 

consumo de flavanoles del té. De los cuales la mayor parte correspondía a metabolitos 

colónicos producto de la fisión del anillo de estos flavonoides y en donde la biodisponibilidad 

encontrada producto del monitoreo de estos metabolitos alcanzó valores promedio de hasta 

un 63%, siendo los metabolitos colónicos las especies más abundantes [180,181].  

Bajo este panorama el monitoreo y la evaluación de la biodisponibilidad de compuestos 

fenólicos es una actividad compleja, que hoy por hoy requiere un conocimiento metabólico 

significativo y que debe estar respaldada por procesos analíticos sensibles, selectivos y que 

brinden información estructural significativa. 

  



 

 

44 

 

3 OBJETIVOS 

3.1 OBJETIVO GENERAL 

Determinar los principales parámetros farmacocinéticos de los biflavonoides presentes en 

un extracto estandarizado de G. madruno obtenido en términos del contenido de 

biflavonoides y su  actividad antioxidante. 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

Desarrollar métodos analíticos mediante HPLC/DAD/MS para la identificación y 

cuantificación de biflavonoides en extractos obtenidos a partir de G. madruno y en matrices 

biológicas  

Estandarizar químicamente un extracto de biflavonoides, obtenido mediante extracción 

líquida a partir de G. madruno en términos de su rendimiento, compuestos bioactivos y 

capacidad antioxidante, que sirva como precursor de un ingrediente funcional. 

Evaluar la actividad antioxidante y el mecanismo predominante  de los principales 

biflavonoides de G. madruno mediante un estudio de relación estructura-actividad 

antioxidante en relación  con los  flavonoides estructuralmente relacionados. 

Determinar los principales parámetros farmacocinéticos de los biflavonoides de G. 

madruno, mediante el seguimiento de la concentración plasmática en el tiempo.  
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4 EVALUACIÓN CUALITATIVA Y CUANTITATIVA DE 

BIFLAVONOIDES DE GARCINIA MADRUNO 

4.1 MATERIALES Y MÉTODOS 

4.1.1 Material vegetal 

Para este estudio fueron utilizadas las partes áreas de la especie Garcinia madruno (Kunth) 

Hammel. La recolección de las muestras se ejecutó a final del mes de enero del año 2014 

a partir de dos árboles hembra localizados dentro del campus principal de la Universidad 

de Antioquia. Este proceso conto con la asesoría del botánico Fernando Alzate y se basó 

en los muestreos previos ejecutados en los trabajos anteriores. El muestreo se realizó en 6 

partes diferentes de cada árbol con el objetivo de cubrir la mayor área superficial posible. 

Como producto del muestreo se obtuvieron hojas, tallos, y frutos de G. madruno (Figura 7). 

La muestra total se seleccionó conforme a su aspecto, y aquel material en buen estado se 

agrupó en tres grupos diferentes: hojas, tallos (se utilizaron tallos con diámetros menor a 2 

cm) y frutos. A su vez los frutos fueron disgregados obteniéndose tres matrices 

independientes: epicarpio, mesocarpio y semillas. De esta forma, se obtuvieron 5 matrices 

diferentes de G. madruno: 1) Hojas; 2) Tallos, 3) Epicarpio, 4) Mesocarpio y 5) Semillas. 

Adicionalmente, cada matriz obtenida se lavó con abundante agua y jabón. Las matrices 1 

y 2 fueron picadas de forma manual y secadas a 40°C por 5 días en un horno de secado 

de aire circulante. Las matrices 3 y 5 fueron congeladas en nitrógeno líquido y secadas por 

liofilización. La matriz 4 fue licuada en agua destilada y el jugo procedente fue secado por 

liofilización. Una vez todas las matrices estuvieron secas fueron molidas y el producto 

resultante fue almacenado a 4° C protegido de la luz y la humedad, hasta ser utilizados en 

los posteriores análisis. 

4.1.2 Material de referencia empleado 

La Am fue adquirida como estándar primario de la marca TCI chemical con una pureza 

cromatográfica mayor al 98%. Debido a que no fue posible conseguir estándares 

comerciales de los biflavonoides restantes, los compuestos Mo, Vo y Fu fueron aislados y 

purificados a partir de una fracción biflavonoide proporcionada por el Grupo de Investigación 

en Sustancias Bioactivas [42]. Para esto se emplearon métodos cromatográficos basados 

en cromatografía planar (TLC) y cromatografía planar de alta eficiencia (HPTLC). Como 

metodología general: 10 mg de fracción fueron pesados y diluidos en 200 µL de metanol. 

La solución obtenida fue sembrada en una placa de sílice con soporte de vidrio (20x20 cm, 

0.25 mm de grosor) utilizando el módulo de siembra del HPTLC (CAMAG - LINOMAT 5). 
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Una vez sembrada la placa, esta se eluyó en una cámara de elución, empleando un sistema 

previamente optimizado compuesto por cloroformo/acetona/ácido fórmico en una 

proporción 80:13:7. Terminada la elución de la placa, los compuestos de interés fueron 

raspados en los RF respectivos y la silica resultante se sumergida en una mezcla de 

metanol/acetona, sonicada y posteriormente filtrada a través de filtros de membrana de 0.45 

micras. El filtrado obtenido fue concentrado a sequedad a presión reducida a una 

temperatura de 38°C usando un Centrivap (Labconco). Finalmente las moléculas obtenidas 

fueron analizadas por HPLC-DAD para determinar su pureza y por HPLC-MS cuadrupolo 

simple para confirmar su identidad, obteniendo en todos los casos purezas mayores al 97% 

de cada uno de los biflavonoides.  

4.1.3 Preparación de muestras 

4.1.3.1 Extractos no hidrolizados 

El procedimiento general empleado para el tratamiento de las muestras de las diferentes 

matrices de G. madruno, con fines cualitativos y cuantitativos, se realizó conforme a la 

metodología optimizada desarrollada en este trabajo. Brevemente, cada muestra se pesó 

(100 mg) y se extrajo con 1.3 mL de solución de extracción (etanol / agua 74:26) durante 

58 minutos en un baño ultrasónico a 30°C con una frecuencia de 37 KHz. Una vez terminado 

el proceso de extracción, el extracto se centrifugo a 13.000 RPM por 10 minutos a 4°C. El 

sobrenadante resultante se transfirió a un balón volumétrico de 2.0 mL. El precipitado se 

lavó con 500 µL de solución de extracción y nuevamente se centrifugó  bajo las condiciones 

ya descritas. El sobrenadante obtenido del lavado se transfirió al mismo balón volumétrico 

y se aforo con solución extractora. El extracto final resultante fue  rotulado y almacenado a 

-20°C hasta su posterior análisis. Previamente al análisis cuantitativo o cualitativo por HPLC 

DAD-MS, cada muestra se diluyo en fase móvil en una proporción adecuada de acuerdo al 

tipo de análisis requerido y fue filtrada a través de una membrana de nylon de 0.45 µm. 

4.1.3.2 Extractos hidrolizados 

Para el análisis cualitativo y cuantitativo de las agliconas y glicósidos de biflavonoides 

presentes en las diferentes matrices de G. madruno, 100 µL de cada extracto obtenido 

mediante la metodología descrita en el numeral anterior, fueron hidrolizados agregando 100 

µL de ácido sulfúrico al 97 % y 300 µL de solución extractora. La mezcla de reacción se 

sonicó por 60 minutos a una temperatura de 60°C. El producto resultante fue centrifugado 

y el sobrenadante obtenido fue filtrado y almacenado hasta los posteriores análisis por 

HPLC-DAD-MS. 
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4.1.4 Análisis de biflavonoides de G. madruno por HPLC-DAD-MS 

El análisis cromatográfico por HPLC se llevó a cabo en un equipo Agilent series 1200 

(Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EE.UU.), equipado con un desgasificador de vacío, 

un automuestreador automático, una bomba cuaternaria y un detector de arreglo de diodos 

(DAD). La separación de los compuestos se realizó usando una columna Zorbax SB RRTH 

(de rápida resolución y alto rendimiento) ® C18 (50mm x 4.6mm con 1.8µm de tamaño de 

partícula), con un flujo de 1.0 mL/min y a una temperatura del horno de la columna de 35°C. 

Una vez optimizada la metodología de separación, la fase móvil consistió en agua al 0.1% 

de ácido acético (A) y acetonitrilo (B), y el gradiente linear utilizado fue el siguiente: 0 min, 

22.5% B; 3.5 min, 22.5% B; 12 min, 50% B; 14 min, 90% B; 18 min, 90% B; 20 min, 22.5% 

B; 21 min 22.5% B. El volumen de inyección fue de 3 µL. Los compuestos analizados fueron 

monitoreados en el DAD a 290 y 335 nm y los espectros se registraron entre 200 y 400 nm. 

Con el objetivo de identificar, evaluar la pureza y confirmar la presencia de los biflavonoides 

obtenidos en extractos hidrolizados, no hidrolizados y en los productos de purificación, se 

desarrolló un método por LC-MS empleando un cromatografo Agilent 1200 LC-DAD-MSD-

Q (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA) equipado con una fuente de ionización por 

electrospray (ESI) y una detección simultanea por DAD. La ionización de los diferentes 

biflavonoides se optimizó mediante un análisis por inyección de flujo (de sus siglas en inglés 

FIA (Flow Injection Analysis). De forma general, la ionización se llevó acabo empleando la 

fuente ESI en modo negativo en conjunto con los siguientes parámetros: gas de sacado 

(N2): 5 L/min; presión del nebulizados: 60 psig; temperatura del gas de secado: 350°C; 

temperatura del vaporizador: 400°C; voltaje del capilar: 2.7 kV; voltaje del fragmentor en 

modo SCAN: 150 V; y voltaje del fragmentor modo SIM: variable, correspondiente a: 130, 

130, 170 y 200 V para Mo, Vo, Fu, y Am, respectivamente. La detección e identificación de 

los biflavonoides se realizó empleando el modo SCAN en rango de adquisición de 500 a 

800 m/z, y de forma selectiva mediante el monitoreo de los respectivos iones moleculares 

[M-H]- (modo SIM) de los compuestos: Mo (m/z 555), Vo (m/z 539), Am (m/z 537), Fu (m/z 

717) y Es (m/z 701). 

4.1.4.1 Cuantificación de biflavonoides de G. madruno 

Para la cuantificación de los biflavonoides (Mo, Vo, Am y Fu) en las muestras de análisis 

(extractos hidrolizados, no hidrolizados, y extractos optimizados), se empleó el método de 

calibración del estándar externo. A partir de tres soluciones de trabajo de un mix de 500 

µg/mL de cada uno de los biflavonoides preparados en metanol, se prepararon tres curvas 

de calibración en distintos días, cada una con un mínimo de 6 niveles de calibración y 3 

réplicas por cada nivel. La curva definitiva se construyó con K ≥ 6 y n= 3, en donde el valor 

de una de las réplicas en un nivel determinado, corresponde al valor resultante del promedio 
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de las tres réplicas de dicho nivel de una de las tres curvas realizadas. La cuantificación de 

cada biflavonoides se realizó por interpolación de la respuesta (área) en la ecuación de la 

recta construida mediante el modelo de regresión lineal tomando como respuesta (y) el área 

de cada pico y (x) la concentración nominal en cada nivel evaluado. Finalmente, el 

contenido de Mo, Fu, Vo y Am se expresó como miligramo de compuesto por gramo de 

muestra o extracto seco (mg BF/g de muestra/extracto) acorde al siguiente modelo de 

cálculo. 

mg BF

 𝑔 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎
=  

𝑚𝑔
𝐿

 (𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑐𝑢𝑟𝑣𝑎) ×  𝐹𝐷 × 𝑉 (𝐿)

𝑚𝑎𝑠𝑎 𝑑𝑒 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 (𝑔)
 𝑥

1 𝑔

1000 𝑚𝑔
                        (𝐸𝑐𝑢𝑎𝑐𝑖ó𝑛 1) 

4.1.4.2 Validación del método analítico 

La validación de la metodología se realizó conforme a lo estipulado en las guías 

internacionales [182], los libros de validación de entidades farmacéuticas y afines [183–

185], y acorde al procedimiento interno de validación del GISB (P-GISB-A002, versión 01: 

Validación de métodos analíticos). Este último es un compendio de las guías y libros 

referenciados, ajustado a las necesidades específicas del laboratorio y soportado por el 

sistema de gestión de la calidad del grupo conforme a los requerimientos de la norma NTC 

ISO/IEC 17025:2005. Los parámetros incluidos en la validación fueron los siguientes: 

selectividad, linealidad y rango, límite de cuantificación (LOQ) y límite de cuantificación 

práctico (LLOQ), variabilidad intra-día (repetibilidad), variabilidad inter-día (precisión 

intermedia), y exactitud evaluada a través de la veracidad y el sesgo del método. 

La selectividad se determinó en cada uno de los picos de interés mediante la evaluación 

de: i) la forma y pureza cromatográfica de los picos contrastados entre los estándares de 

referencia y las muestras de análisis; ii) los principales parámetros cromatográficos que 

aseguran una separación adecuada con fines cuantitativos (resolución (Rc), selectividad 

(αc), y factor de retención (k)); y iii) mediante la evaluación del espectro de masas obtenido 

por LC-MS, de los estándares y muestras de análisis.  

La linealidad se evaluó sobre la curva de calibración obtenida a partir de las tres curvas 

independientes. Como parámetros de linealidad se evaluaron el coeficiente de correlación 

(r), el coeficiente de determinación (r2) y la homogeneidad de varianza (homocedasticidad) 

determinada mediante un test de Cochran (Ecuación 2). Por su parte, el rango dinámico 

se determinó como el intervalo de concentraciones en el cual se garantiza una 

cuantificación adecuada cumpliendo con los parámetros de precisión y exactitud en cada 

nivel, pero ajustado a las necesidades de cada análito conforme al contenido presente en 

cada matriz. 
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𝐺𝐸𝑥𝑝 =
𝑆𝑚á𝑥𝑖𝑚𝑎

2

∑ 𝑆𝑖
2                                                                                                                    (𝐸𝑐𝑢𝑎𝑐𝑖ó𝑛 2) 

Donde: 

𝑆𝑖
2: Varianza dé cada nivel K de las respuestas normalizadas 

𝑆𝑚á𝑥𝑖𝑚𝑎
2 = varianza máxima de las K niveles 

Gtablas= (α=0.05; con K=número de niveles y n= número de réplicas por nivel) 
Existe homogeneidad de varianza cuando 𝐺𝐸𝑥𝑝 <  𝐺𝑇𝑎𝑏𝑙𝑎𝑠  

El LOQ y LLOQ se calcularon experimentalmente realizando diferentes niveles de 

concentración por debajo del punto más bajo estipulado en el rango dinámico. El LOQ se 

definió como la concentración mínima alcanzable para cuantificar con una precisión y 

veracidad adecuada, reflejada en coeficiente de variación (CV) < 10 % y un error relativo 

(%ER) de las respuestas autointerpoladas entre ± un 10%, respectivamente. Por su parte 

el LLOQ se definido como el valor mínimo de concentración de la curva de calibración del 

rango dinámico seleccionado que cumpla con los criterios de precisión y exactitud. 

La precisión se evaluó bajo dos parámetros: la precisión intra-día (repetibilidad del método) 

y la precisión inter-día (precisión intermedia). La precisión intra-día se evaluó mediante el 

análisis completo de 6 muestras independientes de cada matriz de G. madruno (hojas, 

tallos, epicarpio, mesocarpio y semillas) analizadas en el mismo día, por el mismo analista, 

aplicando el procedimiento descrito de preparación de muestras (numeral 4.1.3.1). Por 

último, la precisión inter-día se determinó de igual forma que la intra-día, con la diferencia 

de evaluar dos lotes de muestras de n=6 en dos días distintos y por dos analistas diferentes, 

para un total de n=12. Para todos los tipos de precisión se calculó su respectivo CV. Como 

criterio de aceptación se estableció un CV inferior al 5, 10 y 15 % para la repetibilidad 

instrumental, repetibilidad del método y precisión intermedia, respectivamente. 

La exactitud del método se evaluó frente a los parámetros de veracidad y sesgo. A partir 

de 9 réplicas de estándares a 3 niveles de concentración diferentes (nivel bajo, medio y 

alto). La veracidad fue determinada mediante el %ER promedio obtenido en cada nivel, y 

el sesgo del método se determinó aplicando la prueba de t-student para la evaluación de la 

significancia estadística entre el valor de referencia de los niveles evaluados y los valores 

experimentales promedio obtenidos (Ecuación 3). Como criterio de aceptación para cada 

nivel, se adoptó un %ER< 10 % y un valor tcalculado < al valor de tcrítico para la veracidad y el 

sesgo, respectivamente. 

𝑡𝑐𝑎𝑙 =
[𝑋𝑎 − 𝑋]

𝑆𝑋√𝑛
                                                                                                           (𝐸𝑐𝑢𝑎𝑐𝑖ó𝑛 3) 
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Donde: 

tcal = t observado o t calculado 
Xa = Valor teórico (concentración) 
X= Promedio de valores obtenidos (concentración)  
S= Desviación estándar  
n= número de lectura o replicas 
tcrítico : valor de la tabla correspondiente (t-student) con grados de libertad n-1 y un error α 
de 0,05. 

4.2 RESULTADOS Y DISCUSIÓN. 

El desarrollo de métodos analíticos cromatográficos para el análisis de metabolitos 

secundarios de productos naturales es uno de los pasos más representativos en el estudio 

de especies de origen vegetal, debido principalmente, a que su empleo puede proveer 

información tanto de tipo cualitativa como cuantitativa. Conforme a lo reportado para los 

biflavonoides de la especie G. madruno y del género en general, la gran mayoría de los 

estudios, si bien han brindado una información fitoquímica significativa, aislando y 

elucidando en cantidades considerables una serie de biflavonoides a los cuales se les han 

atribuido propiedades biológicas, los abordajes metodológicos empleados se han basado 

en aislamientos cromatográficos convencionales, caracterizados por ser tiempo 

demandantes, poco reproducibles y por no brindar un conocimiento general acerca del perfil 

metabólico cualitativo y cuantitativo de una especie como tal. Por lo tanto, basado en el 

conocimiento adquirido de los biflavonoides de G. madruno y sus efectos potenciales sobre 

el cuidado de la salud, es imperativo profundizar en la evaluación analítica de estos 

compuestos. Esto, con el fin de proporcionar la información pertinente en pro de postular a 

G. madruno como una especie promisoria para la explotación industrial, dado su alto 

contenido de biflavonoides, en la búsqueda de ingredientes de valor. De esta forma, en esta 

etapa se plantea desarrollar el primer método cromatográfico, para la identificación y 

cuantificación de biflavonoides en las diferentes matrices de G. madruno. 

4.2.1 Desarrollo y optimización de la metodología cromatográfica 

A nivel cromatográfico existen múltiples metodologías analíticas empleadas para la 

determinación cuantitativa de metabolitos secundarios en plantas y alimentos. Diversos 

tipos de cromatografía (GC, HPLC y HPTLC), modos de separación y detectores han sido 

empleados. Sin embargo en el análisis de polifenoles, la cromatografía líquida en fase 

reversa (RPLC) con columnas C8 o C18 acoplada a detectores UV y/o masas, es sin duda 

alguna el método más empleado a nivel mundial [186–188]. De esta forma para dar 

cumplimiento a este trabajo, se desarrolló un método por RPLC para la cuantificación de 

los biflavonoides en las diferentes matrices de G. madruno.  
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Las condiciones cromatográficas fueron optimizadas mediante un procedimiento 

sistemático utilizando los estándares de referencia disponibles (Mo, Fu, Am, y Vo) y las 

muestras objeto de análisis. En principio, con la mezcla de estándares, los eluentes de la 

fase móvil y la columna descrita en la metodología, se desarrolló un método isocrático que 

permitiera la separación de los 4 analitos de interés. Como resultado a un 40% de B se 

lograba una separación adecuada de todos los biflavonoides, cumpliendo con los 

parámetros cromatográficos: resolución (Rc)>2, selectividad (αc)>1 y un factor de retención 

(k) entre 3 y 10 para cada uno de los picos. Sin embargo cuando el método isocrático fue 

probado con una muestra problema procedente de las hojas del madroño, claramente se 

observaron procesos de coelución y deformación de picos que hacían imposible un 

abordaje cuantitativo con esta metodología. Por lo tanto se decidió emplear un método por 

gradiente, conservando los dos eluentes de la fase móvil y la columna empleada. Como 

resultado del proceso de optimización, se muestran en la Figura 11 los cromatogramas 

representativos de la mezcla de los 4 biflavonoides, una muestra de hojas de G. madruno 

y el perfil cromatográfico de las 5 matrices objeto de análisis. Bajo estas condiciones, se 

obtuvo la separación de Fu (1), Mo (2), Vo (3) y Am (4) en un tiempo de alrededor de 10 

min (Figura 11-A). Si bien, se observan picos no identificados entre los compuestos 1 y 2 

(Figura 11-B y C), la metodología propuesta presenta un poder de resolución significativo 

para la separación de los 4 biflavonoides, proporcionando así, las condiciones adecuadas 

para su cuantificación, independientemente de la matriz de G. madruno utilizada (Figura 

11-C).  

De acuerdo a la literatura encontrada, no existen reportes en donde se presente la 

cuantificación de biflavonoides en G. madruno. Respecto a otras especies del género 

Garcinia, hasta el momento existe un reporte sobre la cuantificación simultanea de Fu, Mo, 

Vo y Am en un tiempo de 35 minutos por corrido empleando un HPLC-DAD [114]. En otros 

estudios donde se cuantifica Am en conjunto con otros biflavonoides, se alcanzan tiempos 

de hasta 50 minutos por corrido [189,190] en equipos similares. Si bien, la información 

existente no es abundante, el desarrollo de este método claramente representa una mejora 

en la separación y en la disminución del tiempo por corrido en el análisis de biflavonoides 

empleando equipos de cromatografía convencional. Esto se debió principalmente, al haber 

empleado columnas sub 2 micras de alto rendimiento y eficiencia, que a costa de una 

disminución del tamaño de partícula, mejoran la separación y promueven una disminución 

en los tiempos de análisis. El uso de columnas de sub 2 micras normalmente está asociado 

con el empleo de equipos de cromatografía líquida de alta presión (UHPLC). Esto se debe 

principalmente al aumento subsecuente de la presión, derivado de la relación inversa, entre 

el tamaño de partícula y la presión del sistema. De hecho, se estima que una disminución 

de la mitad en el tamaño de partícula, puede aumentar el doble de la eficiencia en la 

separación y cuadruplicar al mismo tiempo la presión [191]. En nuestro caso, a un flujo de 
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1 ml/min, fue suficiente aumentar la temperatura de la columna a 35°C para alcanzar valores 

admisibles en la presión en un HPLC convencional (menores a 300 bares). 

 

Figura 11. Separación cromatográfica de los biflavonoides de G. madruno. (A) mix de 
estándares a 25 µg/mL. (B) perfil cromatográfico de una muestra de hojas de G. madruno. (C) Perfil 
cromatográfico (UV 290nm) de las 5 matrices de G. madruno. Los picos 1, 2, 3 y 4 corresponden en 
su orden a los compuestos: Fukugisido (Fu), Morelloflavona (Mo), Volkensiflavona (Vo) y 
Amentoflavona (Am); los picos 5, 6, 7 y 8 son desconocidos. La cromatogramas mostrados en la  
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figura C no se encuentran en la misma escala y cada uno de ellos fue inyectado a diferentes 
diluciones 

4.2.2 Identificación de biflavonoides de G. madruno  

Al evaluar el desempeño del método cromatográfico en las diferentes matrices de G. 

madruno (Figura 11-C), fue evidente observar la existencia de una serie de picos, con 

respuestas significativas (área), adicionales a las determinadas para los 4 biflavonoides 

utilizados como estándar. Especialmente en aquellas matrices derivadas del fruto 

(epicarpio, mesocarpio y semillas). Los principales picos desconocidos observados en casi 

todas las matrices (picos 5, 6, 7 y 8), como se muestra en la Figura 11-B, aparecen en un 

rango de tiempo comprendido entre el tiempo de retención del Fu y la Mo. Teniendo 

presente reportes fitoquímicos previos [42,110]. Dos biflavonoides glicosidados derivados 

de Mo y Vo, Ma (compuesto 14-Figura 8) y Es (compuesto 16- Figura 8), respectivamente, 

ya habían sido aislados y caracterizados. Por tanto, es bastante probable que alguno de los 

picos desconocidos correspondiera a estos compuestos o a otros biflavonoides menos 

polares que la Mo. 

De esta forma se planteó como una estrategia viable y sencilla, determinar si alguno de los 

compuestos desconocidos correspondía a un glicósido hidrolizable de alguna de las 

agliconas conocidas (Mo, Vo o Am). Para esto se corrieron muestras paralelas hidrolizadas 

y no hidrolizadas de acuerdo a la metodología planteada. La Figura 12 y Figura 13 muestran 

a nivel cromatográfico y cuantitativo, respectivamente, la existencia de compuestos 

hidrolizables derivados principalmente de Mo y Vo.  

A nivel cromatográfico (Figura 12), los cromatogramas en rojo corresponden a las muestras 

no hidrolizadas y en azul a las hidrolizadas. En general en todas las matrices evaluadas, 

los compuestos Mo (2) y Vo (3) aumentaron su respuesta en las muestras hidrolizadas. En 

contra parte, Fu (1), y los compuestos desconocidos 5 y 7 en tallos (Figura 12-A), y 5, 6 y 

7 en hojas y semillas (Figura 12-B y C) disminuyeron su área. Si bien, la respuesta 

cromatográfica (área) no representa una medida comparativa equiparable entre los 

diferentes compuestos, es evidente para el caso de Mo y Fu, dos compuestos molarmente 

equiparables, que la perdida de la respuesta del Fu en las muestras hidrolizadas, no explica 

totalmente el aumento de la respuesta de Mo, especialmente en matrices como tallos y 

semillas. Lo anterior sugiere la existencia de compuestos hidrolizables derivados de Mo, 

diferentes al Fu. De igual forma, la disminución en la respuesta de los compuesto 

desconocidos 5, 6 y 7, y el hecho de no encontrar picos nuevos en las muestras 

hidrolizadas, plantea la posibilidad de que estos compuestos sean derivados de las 

agliconas Mo y Vo, principalmente. 
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Figura 12. Perfil cromatográfico de muestras hidrolizadas y no hidrolizadas. A) Tallos, B) Hojas 
y C) Semillas de G. madruno. El número de los picos corresponde a los compuestos expuestos en 
la Figura 11. 

En procura de obtener un resultado más representativo, las muestras hidrolizadas y no 

hidrolizadas fueron cuantificadas en términos de µmoles de biflavonoide por gramo de 

muestra. Con ello poder hacer comparaciones cuantitativas entre las moles formadas y 

perdidas entre cada uno de los compuestos hidrolizables y su respectiva aglicona (Figura 

13). Como se observa para el caso de Mo y Fu, únicamente en la matriz epicarpio, la 

formación de Mo es explicada a causa de la hidrolisis del Fu; 43.5 µmol/g formadas de Mo 

a razón de 43.1 µmol/g hidrolizadas del Fu (Figura 13-C). En matrices como semillas y 

tallos, sin embargo, queda en evidencia que mediante la hidrolisis planteada, el principal 

compuesto hidrolizable formador de Mo no es Fu. De hecho, de las 32.1 y 15.4 µmol/g 

formadas de Mo en las muestras hidrolizadas de tallos y semilla respectivamente, solo 



 

 

55 

 

corresponden a la hidrolisis del Fu 1.4 y 3.0 µmol/g en cada una de estas matrices (Figura 

13-B y D). Por tanto, este resultado no solo evidencia que existen biflavonoides hidrolizables 

derivados de Mo diferentes al Fu, sino que estos se encontrarían en concentraciones 

significativas, comparables o en muchos casos superiores a Vo y Am. 

Con respecto a Vo, en todas las matrices se evidenció un aumento de la concentración en 

las muestras hidrolizadas (Figura 13-E). Por lo tanto, algún o algunos de los compuestos 

desconocidos de tipo hidrolizable (compuestos 5, 6 y 7) corresponde a un derivado de este 

compuesto, que muy probablemente sea el Es (compuesto 16- Figura 8). A diferencia de 

las demás agliconas, Am tanto a nivel cromatográfico como en la evaluación cuantitativa, 

no presentó diferencias que sugirieran la presencia de algún derivado hidrolizable (Figura 

12 y Figura 13). Por lo tanto, y de acuerdo a los resultados obtenidos, de los 4 compuestos 

desconocidos con mayores respuestas, observados en el perfil cromatográfico por HPLC-

DAD (compuestos 5, 6, 7 y 8), tres corresponden a biflavonoides hidrolizables derivados de 

Mo o Vo.  

En procura de un obtener un resultado más contundente se decidió realizar una 

identificación tentativa mediante un análisis por LC-MS de los extractos hidrolizados y no 

hidrolizados. Para esto, una vez optimizadas las condiciones de ionización de los 

compuestos Fu, Mo, Vo y Am con respecto al voltaje del capilar y el fragmentor, se procedió 

a realizar un análisis en modo “scan” de una muestra no hidrolizada de hojas de G. 

madruno. Con el fin de obtener una mayor especificidad hacia los biflavonoides y un menor 

ruido en la línea base, el monitoreo de los iones se realizó en una ventana entre 500 y 800 

unidades de m/z. La Figura 14 presenta los principales resultados encontrados. En primera 

instancia, mediante la reducción del rango de masas, fue posible obtener cromatogramas 

similares entre las respuestas obtenidas por el DAD a 290 nm y el cuadrupolo simple (Figura 

14-A). Observando en ambos casos los 8 picos de interés.  
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Figura 13. Evaluación cuantitativa de las muestras hidrolizadas y no hidrolizadas de las 
diferentes matrices de G. madruno. Las figuras A), B), C) y D) corresponden a la cuantificación de 
Mo y Fu en hojas, tallos, epicarpio y semillas, respectivamente. Las figuras E) y F) corresponden a 
la cuantificación de Vo y Am, respectivamente.   

De acuerdo a los espectros de masas obtenidos, los compuestos 1, 2, 3 y 4 corresponden 

a los iones moleculares con la pérdida de un protón [M-H]- de los compuestos Fu (717 m/z), 

Mo (555 m/z), Vo (539 m/z) y Am (537 m/z), respectivamente (Figura 14-B, C, D y E), 

confirmándose la identificación previa realizada a los 4 biflavonoides de partida. Ahora, 

frente al análisis de los desconocidos, el espectro de masas del compuesto hidrolizable 6 

(Figura 12), corresponde al [M-H]- del Es (701 m/z) (Figura 14-G), un biflavonoide 

glucosidado derivado de Vo previamente aislado e identificado [42,110]. Por su parte, el 
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pico 8, compuesto de características no hidrolizables (Figura 12), presenta un [M-H]- de 557 

m/z (Figura 14-I), dos unidades mayor al [M-H]- de Mo. Por lo tanto, y teniendo presente la 

química del género, la polaridad de acuerdo a la ubicación en el cromatograma y la 

abundancia de biflavonoides encontrados en G. madruno, es probable que este pico 

corresponda a un biflavonoide no reportado en los estudios previos. Estructuralmente la 

ganancia de dos unidades de m/z con respecto a Mo, sugiere la pérdida del doble enlace 

entre los carbonos 2´´- 3´´ del flavonoide correspondiente a luteolina. Bajo esta condición, 

el biflavonoide resultante podría ser una biflavanona del grupo GB-1a, específicamente el 

biflavonoide GB-2a (compuesto 18-Figura 8), correspondiente al 3-8”-naringenileriodictiol. 

No obstante, y de acuerdo a la revisión realizada para los biflavonoides del género Garcinia, 

el biflavonoide GB-1 una flavanona-flavanonol (compuesto 9-Figura 8) podría ser también 

el compuesto atribuible al pico 8 por presentar un [M-H]- de 557 m/z. Sin embargo, se 

encontró un reporte preliminar, en donde se indica el aislamiento e identificación del 

biflavonoide GB-2a, tanto en la raíz como en el frutos de la especie G. madruno [192]. Por 

lo tanto, lo más probable es que el compuesto 8 corresponda al biflavonoide 3-8”-

naringenileriodictiol.  

Con respecto a los picos 5 y 7, los espectros encontrados no son concluyentes en relación 

a la determinación de un ion molecular que permita establecer una posible identificación 

conforme a los reportes de biflavonoide del género Garcinia. Es posible, por tanto, que los 

iones existentes sean productos de fragmentación derivados de una disociación inducida 

por colisión bajo las condiciones establecidas en la fuente de ionización y/o al producto de 

la coelución de compuestos en un mismo pico, generando de esta forma una diversidad en 

los iones encontrados. Sin embargo la presencia de los iones característicos [M-H]- de Mo 

y Vo en los espectros de masas de los compuestos 5 y 7, respectivamente, sugiere la 

presencia de derivados de estos dos biflavonoides. En adicción, los estudios de hidrolisis 

confirman que estos dos picos sufren una hidrolisis total (Figura 12), reafirmando de esta 

manera la posibilidad de que sean glicósidos hidrolizables de alguno de estos dos 

biflavonoides, con sustituciones adicionales, que bajo el proceso de ionización en la ESI 

sufren una fragmentación completa imposibilitando la detección de sus respectivos iones 

moleculares.  
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Figura 14. Análisis por LC-MS de los biflavonoides presentes en un extracto de hojas de G. 
madruno. A) cromatogramas simultáneos obtenidos  a 290 nm (DAD-Azul) y en modo scan (TIC-
rojo) en un HPLC-DAD-MS. Las figuras de la B) a la I) corresponden a los espectros de masas 
obtenidos de los picos 1 al 8 del cromatograma de iones totales (TIC-rojo). 
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Figura 15. Esquema de fragmentación propuesto para las picos 5 y 7. 

Como punto de partida para su respectiva identificación, se tomó al Ma (compuesto 14-

Figura 8), una molécula aislada y caracterizada con anterioridad en hojas de G. madruno 

[42,110] y no identificada hasta el momento en el perfil cromatográfico. El cromatograma 

del ion extraído (EIC) correspondiente al [M-H]- del Ma, no arrojó ningún resultado que 

sugiriera su presencia, pero de acuerdo a los discutido, podría ser muy probable que este 

compuesto estuviera fraccionándose por completo en la ESI. Por lo tanto, la identificación 

se concentró principalmente en los iones mayoritarios de cada uno de los espectros de 

masas: 635 y 619 m/z para los picos 5 y 7, respectivamente. Partiendo de la estructura del 

Ma, un análisis de fragmentación demuestra que el ion 635 m/z del espectro de masas del 

pico 5 corresponde a un fragmento de este compuesto. El punto de ruptura se muestra en 

la Figura 15-A. Teniendo presente que entre el ion mayoritario (619 m/z) del espectro de 

masas del pico 7 y el [M-H]- de Vo, existe la misma diferencia de masa en relación al ion 

mayoritario (635 m/z) del espectro de masas del pico 5 y el [M-H]- de Mo, se plantea la 

posibilidad de que el pico 7 consista en un derivado similar al Ma pero con el núcleo Vo. 

Como resultado del proceso de fragmentación aplicado a un supuesto compuesto 

“volkenisflavona-O-acetilglucosido” en el mismo punto del Ma, se obtuvo un fragmento que 

correspondía al ion 619 m/z (Figura 15-B), sugiriendo así que el pico 7 podría ser un 

biflavonoide acetilglucósido derivado de Vo no reportado hasta el momento.  

Los resultados obtenidos fueron evaluados por diferentes metodologías, soportando y 

aportando a la identificación planteada en este trabajo. No obstante, para establecer una 

identificación definitiva de los compuestos desconocidos, sería necesario realizar pruebas 

adicionales empleando metodologías espectroscópicas de mayor resolución que brinden 

información a nivel estructural. Entre las posibilidades se contempla el fraccionamiento 
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mediante HPLC semipreparativo/analítico y la posterior determinación estructural por RMN 

de los compuestos obtenidos, o la evaluación directa de los extractos mediante LC-Masas 

tándem preferiblemente con equipos de alta resolución, que permitan brindar una 

información más detallada de los aspectos estructurales mediante el análisis MS/MS o MSn.  

4.2.3 Evaluación cuantitativa de biflavonoides de G. madruno 

4.2.3.1 Validación del método  

La validación de este método fue realizada de acuerdo a lo estipulado en el numeral 4.1.4.2. 

Los parámetros evaluados fueron los siguientes: selectividad, linealidad y rango, límite de 

cuantificación (LOQ) y límite de cuantificación más bajo (LLOQ), variabilidad intra-día 

(repetibilidad), variabilidad inter-día (precisión intermedia), y exactitud evaluada a través de 

la veracidad y el sesgo del método. 

En principio, la selectividad del método fue determinada con los estudios previos 

realizados hasta el momento. En la Figura 11-C se muestra el perfil cromatográfico obtenido 

en las 5 matrices de interés, evidenciándose una separación cromatográfica adecuada y la 

ausencia de picos adyacentes que dificulten el abordaje cuantitativo. Por otra parte la 

identificación y ausencia de coeluciones se determinó por LC-MS (Figura 14), en donde en 

las muestras ejecutadas los espectros de masa obtenidos no muestran iones que sugieran 

la presencia de otros compuestos en los picos de interés.  

Por otra parte, el rango seleccionado para cada analito fue fijado de acuerdo a la respuesta 

cromatográfica y al contenido relativo de los biflavonoides. Esto con el fin de poder 

cuantificar de forma simultánea: Fu, Mo, Vo y Am, en una matriz, aplicando únicamente una 

dilución. En los rangos seleccionados (Tabla 1), se obtuvo una linealidad adecuada para 

cada compuesto, obteniendo como mínimo un r2 = 0.992. Adicionalmente, en procura de 

determinar si existía homogeneidad de varianza entre los diferentes niveles seleccionados, 

cada curva se sometió a un test de Cochran. Partiendo de las respuestas normalizadas 

(yi/xi), en todos los casos el Gexperimental obtenido (ecuación 2) fue menor al Gtablas (Tabla 1). 

Este resultado indica que los niveles de concentración seleccionados no influyen en la 

varianza de las respuestas, cumpliendo de esta forma con uno de los supuestos del análisis 

de varianza (ANOVA) y de la estadística paramétrica.  

Frente al límite de cuantificación (Tabla 1), el LLOQ se fijó como el nivel inferior del rango 

dinámico seleccionado, correspondiente al nivel más bajo alcanzado al cual es posible 

cuantificar (numeral 4.1.4.2), empleando el límite de cuantificación superior establecido en 

el rango. Para el caso de Mo y Fu, los dos biflavonoides que presentaron la mayor respuesta 

en las diferentes matrices, era necesario emplear un límite superior considerablemente alto, 
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para así poder garantizar que la mayor cantidad de las muestras pudieran ser interpoladas. 

De esta forma se escogió 200 µg/mL como límite superior. Bajo estas condiciones, la 

concentración más baja alcanzada que cumpliera con los criterios precisión y exactitud fue 

5 µg/mL para ambos compuestos (LLOQ). Sim embargo, esto no indica que las condiciones 

de sensibilidad del equipo no permitan la cuantificación por debajo de este nivel de 

concentración. Por lo tanto, el LOQ se determinó como la concentración más baja 

alcanzada que cumpliera con los criterios establecidos empleando un rango de al menos 5 

niveles de concentración con un límite superior de 5 µg/mL (Tabla 1). Con respecto a Vo y 

Am, el hecho de ser los compuestos con menor respuesta, los rangos se plantearon en 

procura de obtener el menor LLOQ posible, por tal razón no existen diferencias 

considerables entre los dos valores obtenidos, como si se observa con Mo y Fu (Tabla 1). 

De forma general el LLOQ estaría determinado por el método analítico planteado y el LOQ 

por la sensibilidad del equipo. Cabe resaltar que a nivel práctico y conforme a lo 

desarrollado en esta validación, serán muestras aptas para su cuantificación aquellas que 

se encuentren entre el LLOQ y el límite superior del rango establecido. 

Tabla 1. Linealidad, rango dinámico y límites de cuantificación obtenidos. 

Pico Nombre 
λ (nm) Curva de 

calibración 
r2 G exp 

RD 
(µg/mL) 

LLOQ 
(µg/mL) 

LOQ 
(µg/mL) 

1 Fu 290 Y= 9.691x – 8.254 0.9992 0.337a 
5-200 5 0.625 

2 Mo 290 Y= 6.635x – 7.987 0.9984 0.444a 
5-200 5 0.625 

3 Vo 290 Y= 3.671x -0.479 0.9927 0.349b 
0.625-35 0.625 0.625 

4 Am 335 Y= 19.90x – 9.850 0.9961 0.441c 
1.25-35 1.25 0.625 

Gtablas
 = 0.561a; 0.616b; 0.683c. 

En la Tabla 2, se muestra un resumen de la precisión intra-e-inter- día. Los resultados 

obtenidos fueron satisfactorios para todo los analitos en todas las matrices evaluadas, 

alcanzando valores inferiores al 10 % y al 15% (CV), respectivamente, cumpliendo de esta 

forma los criterios de aceptación establecidos. Por otro lado, no se observa un efecto 

significativo de alguna matriz en la precisión general del método. En cuanto a la exactitud, 

se evaluó la veracidad y el sesgo de cada uno de los analitos a tres concentraciones 

diferentes (n=9) (Tabla 2). En todos los casos el %ER fue menor al 10 % y los valores 

obtenidos del tcalculado fueron menores al tcritico. De esta forma en general el método 

desarrollado es veraz, presenta poca dispersión en los resultados obtenidos en diferentes 

días y analistas empleados, y por último que no existe un sesgo representativo atribuible a 

los errores sistemáticos del método. 
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Tabla 2. Precisión y exactitud del método 

Analitos Morelloflavona Fukugisido Volkensiflavona Amentoflavona 

PRECISIÓN  (%CV), n=6 

Semillas     

P. intra-día) 0.76 3.38 1.28 - 

P. inter-día  1.38 3.95 1.57 - 

Tallos     

P. intra-día) 3.17 4.31 4.73 4.18 

P. inter-día) 2.65 5.56 3.37 12.4 

Hojas     

P. intra-día  3.73 1.37 3.77 6.34 

P. inter-día  7.12 6.20 6.69 11.8 

Epicarpio     

P. intra-día  5.32 5.05 5.31 - 

P. inter-día) 4.94 5.19 4.64 - 

Mesocarpio     

P. intra-día  8.76 4.95 5.69 -  

P. inter-día  11.31 7.38 6.13 - 

EXACTITUD, n=9 

 Veracidad 
|%ER| 

Sesgod 

(Tcalculado) 
Veracidad 

|%ER| 
Sesgod 

(Tcalculado) 
Veracidad 

|%ER| 
Sesgod 

(Tcalculado) 
Veracidad 

|%ER| 
Sesgod 

(Tcalculado)  

N. bajoa 4.77 0.155 5.84 0.136 6.72 0.096 6.74 0.476 

N. mediob 5.81 0.312 4.28 0.311 8.92 0.174 7.02 0.705 

N. altoc 2.19 0.013 1.75 0.053 5.47 0.242 1.74 0.123 
a 10 µg/mL para Fu y Mo, y 1.25 µg/mL  para Vo y Am 
b 50 µg/mL para Fu y Mo, 5 para µg/mL  para Vo y Am 
c 200 µg/mL para Fu y Mo,35  µg/mL  para Vo y Am 
d tcrítico = 2.306 a un α=0.05 a dos colas, con 8 grados de libertad. 

 

4.2.3.2 Biflavonoides de G. madruno  

Empleando el método desarrollado por LC-DAD/MS, las matrices de las partes aéreas de 

G. madruno (Hojas, Tallos, Epicarpio, Mesocarpio y Semillas) fueron analizadas con 

respecto al contenido y expresión de biflavonoides. Los resultados generales muestran 

grandes diferencias entre las matrices tanto a nivel cuantitativo como cualitativo. En cuanto 

a los perfiles cromatográficos obtenidos por HPLC-DAD (290 nm) (Figura 11-C), las 

principales diferencias cualitativas encontradas recaen sobre la expresión de los 

compuestos 4 (Am) 7 (derivado de Vo), principalmente. De manera muy particular, en 

ninguna de las matrices del fruto se aprecia el pico representativo de Am y específicamente 

en el epicarpio y en el mesocarpio el compuesto 7 prácticamente no es detectable. En 

general el mesocarpio es la matriz con menos picos observados y a pesar de contar con un 

alto contenido de agua, no se observan los principales glicósidos de los biflavonoides. Los 

cromatogramas obtenidos para tallos, hojas y semillas, por su parte, muestran un 

comportamiento similar expresando los 8 compuestos de interés. Las principales 

diferencias radican, en que en los tallos, la respuesta del compuesto 6 (Es) se encuentra 
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prácticamente absorbida por la del compuesto 5 (Ma) y en las semillas se presentan una 

serie de picos desconocidos entre un tiempo de retención de 15 y 20 minutos. De acuerdo 

a los reportes del género y a los tiempos de retención presentados, estos picos 

probablemente correspondan a compuesto más apolares que los biflavonoides como las 

benzofenonas y/o las xantonas. En los estudios previos realizados por el grupo no se 

aislaron compuestos pertenecientes a estos grupos de metabolitos, sin embargo existe un 

reporte preliminar que menciona la presencia de xantocimol (compuesto 7-Figura 8), una 

benzofenona preninalada en los frutos de G. madruno [192]. De igual forma, analizando las 

respuestas de cada pico, únicamente estos compuestos son equiparables con la de los 

biflavonoides en las semillas, en las demás matrices prácticamente no son detectables.  

 

Figura 16. Contenido de biflavonoides en las diferentes matrices de G. madruno. (A) 
Cuantificación de Mo, Vo, Am y Fu en las 5 matrices de G. madruno (mg/g muestra). B) Porcentaje 
de biflavonoides totales en las muestras de análisis. De acuerdo a un análisis de varianza (ANOVA) 
existe una diferencia altamente significativa (p<0.001) entre el contenido de cada biflavonoide en las 
diferentes matrices, así como en el porcentaje total de biflavonoides. 

A nivel cuantitativo (Figura 16), los compuestos mayoritarios encontrados fueron Mo y Fu, 

existiendo diferencias apreciables con respecto al contenido de Vo y Am. En epicarpio, 

mesocarpio y tallos, Mo fue el compuesto con mayor contenido, a diferencia de las semillas 

y hojas en donde Fu fue el compuesto mayoritario. Con respecto a Mo, el contenido vario 

entre 94.02 y 1.67 mg/g de muestra en base seca, decreciendo en el siguiente orden: 
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Epicarpio>Tallos>Hojas>Semillas>Mesocarpio. En comparación con Mo, el contenido de 

Fu fue menor variando en un rango de 35.05 a 6.72 mg/g de muestra en base seca, en el 

siguiente orden decreciente: Hojas>Epicarpio>Semillas>Tallos. En el mesocarpio a pesar 

de haber sido detectado, la respuesta obtenida fue inferior al LLOQ (Tabla 1), por lo cual 

no fue posible realizar su cuantificación. En cuanto a Vo, el tercer biflavonoide en contenido, 

el rango de variabilidad comprendió entre 5.83 mg y 0.12 mg/g de muestra en base seca, 

siendo el epicarpio la matriz que presento el mayor contenido, seguido de las hojas, tallos, 

semillas y finalmente el mesocarpio. Finalmente la Am, el biflavonoide en menor cantidad 

encontrado en G. madruno, únicamente fue cuantificado en hojas y tallos presentando un 

contenido de 2.25 y 0.88 mg/g de muestra en base seca, respectivamente. Tal como se 

había comentado con anterioridad, en las matrices provenientes del fruto no fue posible 

detectar el pico correspondiente de Am. Adicionalmente en procura de dimensionar el 

contenido de biflavonoides totales en G. madruno, se determinó el porcentaje (P/P) 

resultante de la suma de cada biflavonoide (Figura 16-B). Entre las matrices evaluadas, el 

porcentaje de biflavonoides totales vario en un rango entre 11.4 y 0.18 %, siendo el 

epicarpio la matriz que presento el mayor contenido, seguido de las hojas, tallos, semillas 

y mesocarpio. La relevancia a nivel cuantitativo de Mo y Fu, es tal, que en todas las 

matrices, la suma del contenido de estos dos compuestos representa más del 90 % del 

contenido total de biflavonoides. De hecho, del 11.4 % de biflavonoides en el epicarpio, 9.4 

% corresponden solo a Mo.  

Los resultados obtenidos a nivel cuantitativo de los biflavonoides de G. madruno son 

altamente relevantes. Si bien no existen muchas aproximaciones metodológicas de tipo 

cuantitativo  que determinen el contenido de este grupo de compuestos en especies de 

Garcinia y en otros géneros, hasta el momento, en lo que concierne a esta revisión, no se 

encontró ninguna especie reportada con un contenido equiparable de biflavonoides, como 

el encontrado en este trabajo. En cuanto al género Garcinia, un trabajo previo realizado  

determinó el contenido de Mo, Vo, Am y Fu en frutas de G. spicata, G. xanthochymus, G. 

intermedia, G. livingstonei, G. aristata, G. hombriana, G. kola y G. mangostana [114]. Como 

resultado, el mayor % de biflavonoides encontrado fue únicamente de 2.4 % para la especie 

G. xanthochymus. Para las demás especies, en muchos de los casos no alcanzaron ni el 1 

%. Por otro lado, en especies diferentes al género Garcinia el panorama es similar. Por 

ejemplo, en Ginkgo Biloba, el contenido de biflavonoides totales alcanza únicamente el 

1.68% en extractos optimizados [193]. En especies del género Selaginella, los biflavonoides 

amentoflavona y robustaflavona son los compuestos mayoritarios, sin embargo su 

contenido no alcanza ni al 1% [194]. Comportamiento similar al encontrado en la especie 

Hypericum perforatum, en donde el biflavonoide mayoritario (I3, II8-biapigenin) se ha 

encontrado en rangos inferiores a este porcentaje [195]. Adicionalmente, teniendo presente 

que el porcentaje de biflavonoides reportado en las diferentes matrices de G. madruno, esta 
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subestimado por los compuestos no cuantificados e identificados como biflavonoides 

(compuestos 5, 6, 7, y 8). El contenido total de biflavonoides, especialmente en hojas y 

epicarpio, podría equipararse con lo reportado en especies reconocidas por su alta 

expresión y contenido de flavonoides, como es el caso del cacao y el té, en donde se 

reportan contenidos cercanos al 20 % de catequinas en granos y hojas respectivamente 

[186,196–198]. 

De esta forma, los resultados obtenidos postulan a G. madruno como una de las especie 

referentes del género Garcinia en la expresión de biflavonoides, especialmente aquellos de 

tipo morelloflavona. Así, se destacan las hojas como la fuente principal en diversidad de 

biflavonoides y el epicarpio como la matriz con mayor contenido de biflavonoides totales, 

esta última siendo principalmente una fuente relevante de Mo y Fu. Por lo tanto, de forma 

general, los resultados cuali-cuantitativos de biflavonoides de G. madruno se constituyen 

como el punto de partida para promover el desarrollo de ingredientes funcionales 

empleando G. madruno como materia prima. 
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5 DESARROLLO DE EXTRACTOS OPTIMIZADOS CON ALTOS 

CONTENIDOS DE BIFLAVONOIDES A PARTIR DE GARCINIA 

MADRUNO  

5.1 MATERIALES Y MÉTODOS 

5.1.1 Optimización de la extracción 

5.1.1.1 Determinación de los factores más influyentes en la extracción de biflavonoides. 

Mediante diseños experimentales de uno y dos factores se evaluó la pertinencia de los 

principales factores involucrados en la extracción asistida por ultrasonido (UAE) de los 

biflavonoides Mo, Vo, Fu y Am. En la Tabla 3 se resume las condiciones aplicadas para 

cada corrido experimental. En total se realizaron 30 corridos cada uno de ellos evaluado 

por triplicado para un total de 90 determinaciones. Entre los corridos del 1 al 19, se evaluó 

conjuntamente el efecto del tipo de solvente orgánico utilizado (etanol, isopropanol y 

acetona) con la proporción de agua (%) incluida en este. Para estos corridos las condiciones 

de los demás factores (tiempo de extracción y pH) se fijaron en un valor constante. En los 

corridos del 20 al 27 se evaluó el efecto del tiempo de extracción en un rango de 0 a 60 

minutos, utilizando el solvente y la proporción de agua más adecuados, con base a los 

resultados obtenidos en los experimentos anteriores. Finalmente del corrido 28 al 30 se 

evaluó el efecto del pH del agua adicionada en un rango entre 3 y 9, fijando las demás 

variables acorde a los resultados obtenidos en los ensayos anteriores.  

Como muestra de análisis se utilizaron las hojas de G. madruno. Para todos los corridos y 

replicas se empleó el procedimiento general descrito en el numeral 4.1.3.1, con la salvedad 

de la utilización de los valores de las variables descritas en la Tabla 3. Adicionalmente cada 

corrido experimental se cuantificó en términos del contenido de biflavonoides individuales y 

totales conforme al numeral 4.1.4. Los resultados finalmente se analizaron mediante 

estadística paramétrica, empleando análisis univariados y análisis de varianza (ANOVA) en 

pro de determinar los factores más influyentes y los posibles rangos de variabilidad 

adecuados para ser utilizados en un diseño experimental multifactorial. Para esto se empleó 

una plataforma de software estadísticos compuesta por Statgraphics Centurion XVI 

(Statgraphics Centurion XVI Software Versión 16.0.07 para Windows, Statpoint 

Technologies, Inc) y GraphPad Prism software (GraphPad Soft- ware, Inc., San Diego, CA). 
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Tabla 3. Diseño experimental para la evaluación de los factores más influyentes en la 
extracción 

Corrido 

experimental  
Factor evaluado  

Condiciones empleadas  

Solvente % agua 

Tiempo 

(min) pH 

1 

Evaluación del 

solvente y la 

proporción de agua 

empleada 

Etanol  

0 

60 
No 

controlado  

2 15 

3 30 

4 45 

5 60 

6 85 

7 

Isopropanol  

0 

8 15 

9 30 

10 45 

11 60 

12 85 

13 

Acetona  

0 

14 15 

15 30 

16 45 

17 60 

18 85 

19 Agua 100 

      

20 

Tiempo de Extracción Etanol  30 

0 

No 

controlado  

21 10 

22 20 

23 30 

24 45 

25 60 

26 90 

27 120 

      

28 

pH del agua Etanol  30 60 

3 

29 7 

30 9 

 

5.1.1.2 Optimización de la extracción mediante la metodología de superficie de respuesta. 

Una vez determinadas las variables independientes (x) y sus respectivos rangos de 

variabilidad acorde a los resultados obtenidos en el numeral anterior, la optimización de la 

extracción de los biflavonoides (Mo, Vo, Am, y Fu) se realizó por medio de un diseño 

experimental fraccionado Box-Behnken (BBD), 33 (3 variables independientes con 3 niveles 

cada una -Tabla 4), aleatorizado y en dos bloques. Como resultado un total de 30 corridos 

fueron necesarios, discriminados en 15 corridos por bloque, con 3 puntos centrales cada 
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uno. Como respuestas de cada corrido (y) se utilizó el contenido en mg de Mo, Vo, Am, y 

Fu por gramo de muestra seca de hojas de G. madruno. 

La siguiente ecuación muestra el modelo de regresión polinomial de segundo orden 

propuesto para el análisis de las diferentes superficies de respuesta obtenidas, en relación 

al comportamiento de las respuestas conforme a la variación de los factores. 

𝑌 =  𝛽0 + ∑ 𝛽𝑖𝑋𝑖 + ∑ 𝛽𝑖𝑖𝑋𝑖
2 +  ∑ ∑ 𝛽𝑖𝑗𝑋𝑖𝑋𝑗

𝑘

𝑗

𝑘−1

𝑖

                                              (𝐸𝑐𝑢𝑎𝑐𝑖ó𝑛 4)

𝑘

𝑖

𝑘

𝑖=1

 

En donde β representa cada uno de los coeficientes de regresión para cada término de la 

ecuación, siendo  𝛽0, 𝛽𝑖, 𝛽𝑖𝑖 y 𝛽𝑖𝑗 los coeficientes respectivos de los términos del intercepto, 

los lineales, cuadráticos y del producto de las interacciones entre factores. Mientras tanto 

𝑋𝑖  y 𝑋𝑗 representan los valores de cada una de las variables independientes y k el número 

de factores evaluados (k=3). Finalmente todos los experimentos se realizaron por triplicado 

y el análisis estadístico respectivo y la optimización del modelo se realizó utilizando el 

software Statgraphics Centurion XVI (Statgraphics Centurion XVI Software Versión 16.0.07 

para Windows, Statpoint Technologies, Inc). Adicionalmente para la confirmación 

experimental del modelo, se evaluaron tres muestras independientes de hojas aplicando 

los valores optimizados de cada variable independiente.  

Tabla 4. Variables y niveles utilizados en el BBD 

Variables 
Nivel 

Bajo (-1) Medio (0) Alto (1) 

Tiempo de extracción (X1- minutos) 5 40 75 

Contenido de agua (X2-%) 5 25 45 

Relación líquido/sólido (X3-mL/g) 5 10 15 

 

5.1.2 Eliminación de interferencias 

5.1.2.1 Compuestos apolares y clorofilas 

Para la eliminación de interferencias de tipo apolar, se diseñó un experimento de un solo 

factor en procura de promover la precipitación de este tipo de compuestos. La metodología 

empleada se basó en la obtención de extractos bajo el procedimiento optimizado con ciertas 

diferencias (numeral 4.1.3.1). Del sobrenadante obtenido justo después de la primera 

centrifugación, se tomaron 500 µL del extracto, a los cuales se les agregó el 0, 20, 40, 50, 

60, 70, 85, 100, 150, y 200 % de agua con respecto al volumen inicial tomado. La mezcla 

obtenida se agitó en vortex por 1 minuto y se centrifugó bajo las condiciones ya 
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establecidas. El sobrenadante fue retirado, transvasado a un nuevo vial y concentrado a 

sequedad en un centrivap a 45°C por 60 minutos. El residuo sólido obtenido fue pesado, 

reconstituido en 2.0 mL de solución extractora y se cuantificó conforme a lo expuesto con 

antelación. El análisis de cada nivel de agua agregada fue realizado por triplicado y como 

respuesta se tomó la masa del extracto obtenido y el contenido de biflavonoides (mg) por 

gramo de extracto optimizado. 

5.1.2.2 Compuestos polares 

La posible presencia de mono, oligo y/o polisacáridos, así como de ácidos orgánicos en 

grandes cantidades, especialmente en matrices como el epicarpio y el mesocarpio, motivo 

el desarrollo de un nuevo proceso de “Clean Up” en busca de la eliminación de estos 

compuestos de características más polares que los biflavonoides. Para esto, un nuevo BBD 

fue planteado, con el fin de evaluar el efecto del tiempo de extracción (X1), el pH del agua 

acidulada con ácido cítrico (X2) y la temperatura de extracción empleada (X3) en la eficiencia 

de la extracción de compuestos polares y así, la consecuente concentración de los 

extractos en términos del contenido de biflavonoides. En la Tabla 5 se muestran los factores 

y niveles empleados en el BBD. Como respuestas se tomaron el contenido en mg de 

biflavonoides totales (sumatoria del contenido de Mo, Vo, Am y Fu) por gramos de extracto 

optimizado seco (y1), la masa de extracto obtenido (y2), y los mg de biflavonoides totales 

perdidos por g muestra empleado en el proceso de extracción adicional (y3). A nivel 

metodológico los corridos experimentales se realizaron de la siguiente forma: 100 mg de 

muestra de epicarpio fueron extraídos con 1.5 mL de una solución acidulada con ácido 

cítrico, el pH, el tiempo de extracción y la temperatura de extracción empleada en la UAE, 

se realizó conforme a lo estipulado en los diferentes corridos del BBD (Tabla 8). Una vez 

culminada la extracción, los extractos se centrifugaron, el sobrenadante obtenido se retiró 

y cuantificó en términos de biflavonoides totales obteniendo de esta forma la respuesta y3. 

El residuo sólido obtenido fue sometido al proceso de extracción de biflavonoides tal como 

se expresa en el numeral 4.1.3.1. Una vez finalizada la primera centrifugación de este 

proceso, el sobrenadante obtenido se retiró y concentró a sequedad en un centrivap a 45°C 

por 60 minutos. El residuo sólido producto de este proceso se pesó (respuesta y2), 

reconstituyó en 2.0 mL de solución extractora y cuantificó conforme a lo expuesto con 

antelación (respuesta y1). Cada corrido experimental se realizó por triplicado, y el análisis 

estadístico respectivo y la optimización del modelo se realizó utilizando el software 

Statgraphics Centurion XVI (Statgraphics Centurion XVI Software Versión 16.0.07 para 

Windows, Statpoint Technologies, Inc). 
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Tabla 5. Variables y niveles utilizados en el BBD del “clean up” de compuestos polares 

Variables 
Nivel 

Bajo (-1) Medio (0) Alto (1) 

Tiempo de extracción (X1- minutos) 0 5 10 

pH del agua (X2) 2 3.5 5 

Temperatura de extracción (X3-°C) 25 40 55 

5.2 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

5.2.1 Determinación de los factores más influyentes en la extracción de 

biflavonoides. 

En la actualidad, la Extracción Asistida por Ultrasonido (EAU) es una de las técnicas más 

empleadas para la extracción de flavonoides a partir de alimentos y productos naturales. 

Entre múltiples ventajas, la EAU es una técnica reconocida por ser efectiva, amigable con 

el medio ambiente, segura, económica, y capaz de obtener mayores rendimientos a consta 

de una disminución del tiempo de extracción [199–201]. Su eficacia radica en su mecanismo 

intrínseco, específicamente en la cavitación ultrasónica generada y los cambios 

consecuentes a nivel físico y químico que favorecen el proceso de difusión sólido-líquido. 

Las ondas ultrasónicas generadas en este proceso, promueven la producción de burbujas 

de cavitación. El colapso de estas burbujas, produce un gran aumento en la presión y la 

temperatura a nivel local, lo que facilita la destrucción de la superficie del material, 

permitiendo el contacto con el solvente de extracción, y así el subsecuente proceso de 

difusión y solubilidad [202,203]. Adicionalmente para alcanzar la mayor eficiencia en un 

proceso de EAU, está ampliamente documentado la importancia en determinar, fijar y 

optimizar, previamente los factores más influyentes involucrados en este proceso. La 

frecuencia, la temperatura, el tiempo de extracción, el solvente orgánico, el contenido de 

agua, el pH y la relación masa-volumen, son algunos de los factores ampliamente 

optimizados en los procesos de extracción de flavonoides y compuestos fenólicos por EAU 

[199,201,204–209]. 

En nuestro caso, partiendo de experimentos de uno y dos factores, sobre la matriz hojas, 

se determinó la influencia y los rangos de variabilidad de los principales factores 

modificables involucrados en el proceso de EAU (Tabla 3 y Figura 17). En las Figura 17-A-

1, 2, 3 y 4 se muestra el efecto del tipo de solvente orgánico y el % de agua utilizado en la 

extracción de Fu, Mo, Vo y Am, respectivamente. En general, se observa un aumento en la 

extracción de los biflavonoides con los tres solventes utilizados a medida que se incrementa 

el % de agua en el solvente, hasta un punto, en donde decae drásticamente, alcanzando 

los valores más bajos a un 100% de agua. En cuanto a los solventes utilizados, en todos 
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los analitos, el etanol mostro el mejor perfil de extracción obteniendo los valores máximos 

a un rango de % de agua entre el 15 y el 30%. Con respecto al isopropanol y la acetona, el 

comportamiento de ambos fue similar, alcanzado sus máximos de extracción en un rango 

amplio alrededor de 45 ± 20% de agua. En general no existen diferencias estadísticamente 

significativas (ANOVA-Valor p>0.05) en los puntos máximos de cada uno de los solventes 

utilizados. Sin embargo, en lo que respecta al trabajo restante, se seleccionó al etanol en 

una proporción de agua a determinar en un rango entre 5-45%, como solvente de partida. 

Esto debido principalmente a tres razones: i) el etanol presenta una mayor eficiencia en la 

extracción, ii) contiene un menor rango de máxima respuesta, lo cual asegura una mayor 

variabilidad al momento de realizar el DDE, y iii) es un solvente considerado como seguro 

y usado comúnmente en la industria alimentaria, cosmética y fitofarmacéutica sin 

restricciones significativas [200,210].  

En cuanto a la evaluación de la influencia del tiempo en la extracción de los biflavonoides 

(Figura 17-B), los compuestos Fu, Mo y Vo muestran un aumento significativo respecto a la 

cantidad extraída de biflavonoides durante aproximadamente los primeros 15 minutos de 

extracción, después de este tiempo se aprecia un incremento ligero, que de acuerdo a un 

análisis ANOVA, no es significativo (valor p >0.05). En el caso de la extracción de Am, el 

aumento del tiempo si juega un rol significativo (valor p >0.05) en todo el rango evaluado (0 

a 120 minutos). De esta forma, en pro de satisfacer las necesidades de todos los 

biflavonoides, se seleccionó un rango de variabilidad entre 5 y 75 minutos, asegurando de 

esta forma encontrar el tiempo óptimo requerido para Am, sin poner en riesgo la estabilidad 

de los demás compuestos. 

Los biflavonoides evaluados se caracterizan por ser ácidos débiles con pKa entre 6 y 7 

(www.chemicalize.org). Teniendo presente el aumento de la solubilidad de los flavonoides 

conforme aumenta el pH a causa del proceso de ionización, en este trabajo se decidió 

evaluar el posible efecto que podría tener el pH en la extracción de estos compuestos 

(Figura 17-C). Como se aprecia, los compuestos Fu, Vo y Am no muestran ningún cambio 

aparente en el rango de pH evaluado (3 a 9). En el caso de Mo, si se observa un aumento 

ligero en la extracción de este compuesto conforme aumenta el pH, sin embargo el valor p 

obtenido de un análisis de varianza ANOVA entre cada uno los grupos evaluado fue mayor 

a 0.05, indicando que no existen diferencias estadísticamente significativas entre ellos. Por 

lo cual, el pH no fue tenido en cuenta como variable a optimizar, optando por utilizar en los 

ensayos posteriores, el agua sin modificación alguna en su valor nominal de pH. 

http://www.chemicalize.org/


 

 

72 

 

 

Figura 17. Efecto del tiempo, solvente orgánico proporción de agua y pH en la extracción de 
los biflavonoides. A) Efecto del solvente sobre la extracción de Mo (A-1), Fu (A-2), Vo (A-3) y Am 
(A-3). B) Efecto del tiempo de extracción y C) efecto del pH. Las condiciones empleadas en cada 
experimento se detallan en la Tabla 3.  
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5.2.2 Optimización de la extracción mediante la metodología de superficie de 

respuesta (RSM) 

Con el objetivo de obtener el modelo más representativo y realístico del comportamiento de 

las diferentes variables frente a las respuestas seleccionadas (contenido de Fu, Mo, Vo y 

Am), fue pertinente realizar los ensayos preliminares del comportamiento de las diferentes 

variables en procura de determinar los factores más influyentes en el proceso y los rangos 

respectivos de estos. Estos últimos preferiblemente deben garantizar la inclusión de los 

puntos de máximo rendimiento y conferir a su vez una variabilidad significativa en el rango 

empleado. Como resultado del numeral anterior, se seleccionaron las siguientes variables 

con sus respectivos rangos: (X1) tiempo de extracción (5-75 minutos) y (X2) porcentaje de 

agua empleando etanol como solvente orgánico (5-45 %). La tercera variable (X3) relación 

volumen de solvente por masa de muestra utilizada (5-15 ml solvente/g muestra) se 

seleccionó por la importancia reportada en trabajos con moléculas similares [211]. Por su 

parte los rangos establecidos se determinaron como el máximo y mínimo valor realizable 

conforme a la capacidad operativa del método planteado.  

Tradicionalmente la optimización de las variables influyentes en los procesos de extracción 

de metabolitos a partir de matrices vegetales, se realizaba mediante la evaluación de un 

solo factor a la vez. Esta metodología se caracteriza principalmente por ser tiempo 

dependiente y poco costo-efectiva. Adicionalmente, posibles interacciones entre las 

variables no podían evaluarse, por lo cual los resultados obtenidos podían ser poco 

concluyentes. Actualmente la metodología de superficie de respuesta (RSM) tiene la 

capacidad de mitigar estas dificultades, convirtiéndose es una estrategia viable, costo-

efectiva y precisa para la evaluación de múltiples variables en la optimización de este tipo 

de procesos [204]. Bajo este panorama y en lo que confiere al trabajo realizado, la RSM 

representaba el método más idóneo para optimizar de forma conjunta las tres variables 

independientes seleccionadas. Sin embargo, diferentes diseños experimentales han sido 

empleados a la hora de realizar un RSM. Entre estos se destacan los diseños 

experimentales factoriales completas (DFC) y los diseñados fraccionados, especialmente 

el diseño Box–Behnken (BBD) y el diseño de componentes centrales (CCD). 

Para optimizar la cantidad extraída de los 4 biflavonoides de interés con las variables y 

rangos establecidos (Tabla 4), se seleccionó el BBD por encima del CCD y el DFC, debido 

principalmente a ser este un diseño ampliamente empleado en procesos de extracción de 

flavonoides, presentar el menor número de corridos experimentales por bloque (BBD=15 

con 2 puntos centrales, CCD=15 con un solo punto central y DFC= 30 corridos), y ser el 

más aplicable conforme a los rangos experimentales estipulados para cada variable. En la 
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Tabla 6 se muestran los 30 corridos realizados, especificando en cada uno el valor de cada 

variable y las respuestas obtenidas. 

Tabla 6. Variables involucradas en el BBD con sus respectivas respuestas obtenidas para 
cada biflavonoide 

Bloque Corrido 
T. extracción 

(min) 
Contenido 

de agua (%) 
Relación 

v/m (mL/g) 

Respuestas (mg/g muestra seca) 

Fu Mo Vo Am 

1 1pc 40 25 10 43,7 16,7 4,3 1,9 
1 2 5 25 15 37,8 13,8 3,5 0,7 
1 3 40 45 15 43,1 15,4 4,0 1,6 
1 4 75 25 15 45,4 17,1 4,4 2,5 
1 5 5 25 5 34,3 13,8 3,6 0,9 
1 6 75 5 10 30,1 14,6 3,9 2,2 
1 7 40 45 5 39,8 15,6 4,1 1,6 
1 8 pc 40 25 10 47,1 18,6 4,7 2,6 
1 9 pc 40 25 10 44,4 17,7 4,5 2,0 
1 10 40 5 5 25,7 11,8 3,3 1,6 
1 11 75 25 5 38,6 14,9 4,0 2,3 
1 12 5 45 10 40,1 15,4 3,9 0,8 
1 13 40 5 15 36,0 15,8 4,2 2,3 
1 14 5 5 10 21,5 8,9 2,7 0,8 
1 15 75 45 10 41,6 16,2 4,3 2,3 
2 16 pc 40 25 10 48,5 19,3 4,8 2,7 
2 17 5 25 15 44,7 16,7 4,1 0,9 
2 18 40 45 15 44,4 15,6 4,0 1,7 
2 19 75 25 15 46,4 18,4 4,6 2,8 
2 20 5 25 5 34,7 13,6 3,6 0,9 
2 21 75 5 10 32,0 14,7 4,0 2,2 
2 22 40 45 5 38,5 15,0 3,9 1,5 
2 23 pc 40 25 10 49,9 19,4 4,9 2,7 
2 24 pc 40 25 10 46,2 18,7 4,7 2,3 
2 25 40 5 5 26,0 11,7 3,3 1,7 
2 26 75 25 5 43,7 17,1 4,4 2,6 
2 27 5 45 10 39,9 14,7 3,7 0,8 
2 28 40 5 15 37,3 15,8 4,2 2,3 
2 29 5 5 10 22,0 9,0 2,7 0,9 
2 30 75 45 10 43,6 17,0 4,4 2,4 

pc Puntos centrales 

Por otra parte, los valores predichos de cada una de las respuestas fueron obtenidos a 

partir de un modelo polinomial de segundo orden (Ecuación 4), ajustando los datos 

experimentales con las siguientes ecuaciones de regresión: 

𝑭𝒖 (
𝑚𝑔

𝑔
) =  −3.3597 + 0.4787𝑋1 + 1.6362𝑋2 + 2.4459𝑋3 − 0.0034𝑋1

2 − 0.0237𝑋1𝑋2 −

0.0214𝑋2
2 − 0.0157𝑋2𝑋3 − 0.0689𝑋3

2                                                                       (𝐸𝑐𝑢𝑎𝑐𝑖ó𝑛 5)     

     

𝑴𝒐 (
𝑚𝑔

𝑔
) =  −1.5468 + 0.1941𝑋1 + 0.5839𝑋2 + 1.2167𝑋3 − 0.00144𝑋1

2 − 0.0015𝑋1𝑋2 −

0.0071𝑋2
2 − 0.0098𝑋2𝑋3 − 0.0392𝑋3

2                                                                         (𝐸𝑐𝑢𝑎𝑐𝑖ó𝑛 6)     
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𝑽𝒐 (
𝑚𝑔

𝑔
) =  0.4158 + 0.0444𝑋1 + 0.1157𝑋2 + 0.2718𝑋3 − 0.0003𝑋1

2 − 0.0002𝑋1𝑋2 −

0.0014𝑋2
2 − 0.0024𝑋2𝑋3 − 0.0089𝑋3

2                                                                         (𝐸𝑐𝑢𝑎𝑐𝑖ó𝑛 7)     

       

𝑨𝒎 (
𝑚𝑔

𝑔
) =  −1.0623 + 0.0519𝑋1 + 0.0588𝑋2 + 0.2305𝑋3 − 0.0004𝑋1

2 − 0.0009𝑋2
2 −

0.0017𝑋2𝑋3 − 0.0083𝑋3
2                                                                                                (𝐸𝑐𝑢𝑎𝑐𝑖ó𝑛 8)      

Tabla 7. Análisis de varianza de los resultados experimentales obtenidos con el BBD para 
cada uno de los biflavonoides 

Variable 
Mo Fu Vo Am 

S,C GI Valor-P S,C GI Valor-P S,C GI 
Valor

-P 
S,C GI 

Valor
-P 

X1 36,4 1,0 0,000 134,6 1,0 0,000 2,5 1,0 0,000 9,9 1,0 0,000 

X2 32,1 1,0 0,000 629,3 1,0 0,000 1,0 1,0 0,000 0,1 1,0 0,185 

X3 14,3 1,0 0,001 182,2 1,0 0,000 0,5 1,0 0,005 0,2 1,0 0,058 

X1
2 22,6 1,0 0,000 131,6 1,0 0,000 1,2 1,0 0,000 1,5 1,0 0,000 

X1X2 8,5 1,0 0,006 22,1 1,0 0,025 0,3 1,0 0,027 0,0 1,0 0,518 

X1X3 0,0 1,0 0,898 1,9 1,0 0,479 0,0 1,0 0,801 0,1 1,0 0,326 

X2
2 60,1 1,0 0,000 542,0 1,0 0,000 2,3 1,0 0,000 1,0 1,0 0,000 

X2X3 7,6 1,0 0,008 19,7 1,0 0,033 0,5 1,0 0,005 0,2 1,0 0,044 

X3
2 7,1 1,0 0,010 21,9 1,0 0,026 0,4 1,0 0,010 0,3 1,0 0,018 

Bloques 3,7 1,0 0,055 27,6 1,0 0,014 0,2 1,0 0,073 0,2 1,0 0,065 

Error total 17,6 20,0  71,0 19,0  0,9 19,0  0,9 19,0  

Total 200,8 29,0  
1729,

6 
29,0  9,1 29,0  14,0 29,0  

R2 (%) 91,3 95,8 90,5 93,0 

La significancia de cada coeficiente (β) asociado a las variables lineales, cuadráticas o 

producto de la interacción de dos variables (Ecuación 5, 6, 7 y 8) fueron evaluadas de 

acuerdo a un análisis de varianza (ANOVA). El valor-p se tomó como indicativo de la 

significancia de cada coeficiente y su resultado refleja la fuerza de interacción que ejerce 

cada variable independiente sobre el valor de las respuestas obtenidas. De acuerdo a los 

resultados del ANOVA (Tabla 7), para las respuestas Fu, Mo, y Vo únicamente la variable 

correspondiente a la interacción entre X1X3, no fue significativa presentando un valor-p > 

0.05. Razón por la cual fue sustraída de la ecuación de regresión de cada uno de los 

compuestos (Ecuación 5, 6 y 7), en procura de mejorar el ajuste de los datos y por tanto el 

poder predictivo del modelo. Con respecto a Am, el número de variables no significativas 

aumentó considerablemente (X2, X3, X1X2 y X1X3). Por lo tanto, esto sugiere que los rangos 

establecidos para cada variable independiente del BBD, en el caso de Am no confirieron la 

variabilidad necesaria en la respuesta obtenida de cada corrido ejecutado, como sí ocurrió 

con Fu, Mo y Vo (Tabla 6). Por lo tanto, en orden de obtener un modelo de regresión más 

robusto para Am, sin sacrificar las variables lineales, se optó por suprimir las variables X1X2 

y X1X3 del modelo general (Ecuación 8)  
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Como producto de la representación gráfica de las respectivas ecuaciones de regresión 

(Ecuación 5, 6, 7 y 8), se obtuvieron los gráficos combinados de superficie de respuesta 

con contornos para cada biflavonoide (Figura 18).  

De forma general, los compuestos Mo y Vo presentaron un comportamiento similar en los 

tres factores evaluados. Las variables X1 y X2 presentaron un efecto cuadrático 

predominante, reflejado en un aumento, posterior estabilización y finalmente una 

disminución de la respuesta a través del rango evaluado. En términos del tiempo, la 

extracción de Mo y Vo se incrementó de forma significativa durante los primero 30 minutos, 

periodo en donde se produce la mayor difusión sólido-líquido de los biflavonoides más 

asequibles. Hasta los 60 minutos aproximadamente, se produce un aumento menos 

pronunciado en la extracción de estos compuestos relacionado posiblemente con la 

disminución de la concentración de los biflavonoides en la matriz sólida y la saturación del 

solvente de extracción. Seguido de los 60 minutos, los cambios encontrados son 

prácticamente insignificantes, entrando en un estado de estabilización y posterior 

decaimiento de la respuesta a causa de una leve degradación de los analitos. Frente al % 

de agua, en el rango evaluado, si se presentaron variaciones más relevantes en 

comparación con el tiempo de extracción. En términos de la constante dieléctrica del 

solvente empleado, el aumento de dicha constante a causa de la adición de agua hasta un 

20 % favorece de forma significativa la cantidad extraída de Mo y Vo. En el rango entre 20 

y 30 % de agua se alcanzan las mayores respuestas y una vez se aumenta el contenido de 

agua por encima del 30%, la eficiencia disminuye significativamente a causa de un aumento 

excesivo de la polaridad del solvente desfavoreciendo la difusión y la solubilidad de los 

biflavonoides. De forma conjunta las zonas de máxima respuesta se alcanzaron para ambos 

compuestos en un rango entre el 20 y el 30% de agua en el solvente y a un tiempo de 

extracción entre 50 y 70 minutos (Figura 18- A1, C1). En lo concerniente al Fu (Figura 18- 

B1-3), el tiempo de extracción no fue tan relevante, presentando un rango más amplio (30 

a 75 minutos). Frente al % de agua, la zona de máxima respuesta se vio ligeramente 

aumentada (25 a 35% agua), debido principalmente a que el Fu es el glicósido de la Mo, lo 

que repercute en una mayor polaridad y afinidad por el agua. Caso contrario ocurrió con 

Am, la cual al ser el compuesto más apolar, de acuerdo a los gráficos de superficie de 

respuesta (Figura 18- D1-3), fue el compuesto que requirió un mayor tiempo de extracción 

(65-75 minutos) y un menor % de agua (15-25%). En cuanto a la relación volumen/masa 

(X3), en los cuatro compuestos se alcanzaron los máximos de respuesta después de 10 

mL/g. Un valor inferior sugiere que la capacidad de difusión de la muestra del solvente no 

es la adecuada en conjunto con una saturación temprana impidiendo de esta forma la 

solubilidad de los biflavonoides. 
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Figura 18. Gráficos de superficie de respuesta y contornos. Efecto del tiempo de extracción (X1), 
% de agua (X2) y relación líquido/sólido (X3) en la extracción de Mo (A1-A3), Fu (B1-B3), Vo (C1-C3) 
y Am (D1-D3). 

Las condiciones óptimas de extracción para cada compuesto, fueron obtenidas resolviendo 

cada una de las ecuaciones de regresión, siendo X1=50.24; X2= 30.17 y X3= 14.30 para Fu; 

X1=54.05; X2= 27.02 y X3= 12.10 para Mo; X1=56.13; X2=26.38 y X3= 11.74 para Vo; y 

X1=70.41; X2= 21.43 y X3= 11.68 para Am. bajo estas condiciones, se obtuvieron las 

siguientes respuestas predichas por el modelo: 49.32, 18.99, 4.79 y 2.74 mg/g de Fu, Mo, 

Vo y Am, respectivamente. Con el fin de obtener una única metodología aplicable para los 

cuatro analitos, fue necesario seleccionar unas condiciones generales de extracción que no 
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comprometieran significativamente la cantidad extraída de cada uno de ellos. Las 

condiciones finales establecidas teniendo en cuenta la importancia biológica y el contenido 

de cada biflavonoide, fueron: X1= 58 minutos de extracción por sonicación; X2= Solvente de 

extracción etanol/ agua en una proporción 74:26; y X3= una relación volumen/masa de 13 

ml de solvente por gramo de muestra. Bajo estas condiciones, los valores de respuesta 

predichos por el modelo de regresión fueron: 48.62, 18.95, 4.77 y 2.64 mg/g para Fu, Mo, 

Vo y Am, respectivamente. Las condiciones finales fueron evaluadas experimentalmente 

por triplicado obteniendo como respuesta promedio: 48.53, 19.18, 4.86 y 2.91 mg/g de Fu, 

Mo, Vo y Am, respectivamente. De esta forma comparando los valores predichos con los 

experimentales, únicamente existe un error relativo de 0.68 % en el contenido total de 

biflavonoides obtenido, confirmando así, que el modelo de regresión planteado es 

adecuado para la optimización de la extracción de biflavonoides de G. madruno.  

5.2.3 Purificación de los extractos  

Teniendo establecidas las condiciones que favorecen e incrementan la extracción de los 

biflavonoides desde su matriz sólida al solvente de extracción utilizado, como paso 

siguiente en la obtención de extractos enriquecidos con estos compuestos, se plantearon 

dos nuevos abordajes metodológicos. Si bien, está comprobado que la EAU es una técnica 

eficiente para la extracción de compuestos fenólicos, una particularidad es que esta no se 

caracteriza por ser totalmente selectiva. La selectividad del proceso se atribuye 

principalmente a las características del solvente de extracción utilizado. De esta forma, con 

el solvente Etanol/agua en una proporción 74:26, además de los biflavonoides, 

seguramente otros constituyentes son igualmente extraídos, aportando masa y diluyendo 

el extracto final obtenido. Frente a G. madruno no existe mucha información que revele el 

contenido de carbohidratos, proteínas, lípidos, clorofilas y otros fitoquímicos en las 

diferentes partes de la planta, por lo tanto, teniendo presente que los biflavonoides tienen 

una polaridad intermedia, se plantearon dos abordajes metodológicos independientes para 

la eliminación de compuestos polares y apolares que abarcará la eliminación de la mayor 

cantidad de compuestos diferentes a los biflavonoides. 

Para la eliminación de los compuestos apolares se seleccionó como punto de partida la 

matriz hojas, tomando a las clorofilas como compuestos referentes a eliminar. La Figura 19 

muestra el efecto que tiene la adición de agua sobre los extractos líquidos en la precipitación 

de compuestos apolares y la subsecuente concentración de los biflavonoides en estos. 

Como variable independiente se empleó diferentes porcentajes de agua y como respuestas 

el contenido de los biflavonoides (Mo, Vo, Fu y Am) por gramos de extracto y la masa del 

extracto seco obtenido. Como se observa en la Figura 19-A, B y C, el contenido de Mo, Fu 

y Vo aumentó conforme se incrementó el % de agua agregado, alcanzando un máximo 

valor a un 150%. Posterior a este valor se aprecia una caída abrupta en la concentración 
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de estos compuestos. De esta forma se da por entendido que hasta un 150 % de agua 

agregada la relación de compuestos apolares versus biflavonoides precipitados favorece la 

concentración de los biflavonoides en los extractos secos, a razón de una mayor 

precipitación de los compuestos más apolares como clorofilas, lípidos, entre otros. Este 

resultado se correlacionó con el comportamiento encontrado en la Figura 19-E, obteniendo 

así, la menor masa de extracto a un 150 % de agua agregada. 

Con respecto a Am (Figura 19-D), la máxima concentración se alcanzó con 100 % de agua. 

En relación con los otros biflavonoides, era de esperarse este resultado, ya que Am es el 

biflavonoide más apolar, siendo así el más propenso a precipitarse conforme se aumentaba 

la polaridad del solvente. En orden de escoger unas condiciones generales para el “clean 

up” de compuestos apolares en las diferentes matrices del madroño, se escogió 100% de 

agua como la condición más apropiada basado en tres aspectos principales: i) favorecer la 

solubilidad de la Am; ii) otorgar un rango de variabilidad más amplio evitando la posible 

precipitación de biflavonoides en matrices con mayor contenido de estos compuestos, tal 

es el caso del epicarpio; y iii) la falta de diferencias significativas (p>0.05) en el contenido 

de biflavonoides (Mo y Vo) obtenidos entre 100 y 150% de agua agregada. De esta forma 

empleando una metodología simple, económica, carente de solventes orgánicos y sin la 

necesidad de emplear separaciones cromatográficas, se logró eliminar una serie de 

compuestos apolares, incrementando en alrededor de un 25%el contenido de biflavonoides 

totales en los extractos de hojas obtenidos.  

Mediante la realización de ensayos preliminares con las 5 matrices de análisis, los extractos 

secos obtenidos a partir del epicarpio y mesocarpio empleando la metodología de 

extracción optimizada en conjunto con el proceso de clean up de compuestos apolares, no 

presentaron un aumento considerable en el contenido de biflavonoides (datos nos 

mostrados). Si bien, solo existe un reporte del contenido de metabolitos primarios en el fruto 

del madroño, en donde se estima que alrededor de un 94% del peso seco del mesocarpio 

corresponde a carbohidratos [109], es ampliamente conocido, que los frutos carnosos, tanto 

a nivel del mesocarpio como el epicarpio están relacionados con altos contenidos de 

monosacáridos, polisacáridos, pectinas, fibras, entre otros compuestos de características 

polares. Por lo tanto, en estas matrices, un clean up dirigido a compuestos apolares, no 

representaría la estrategia más efectiva para aumentar el contenido de biflavonoides.  
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Figura 19. Efecto del Clean up de compuestos apolares sobre la concentración de 
biflavonoides en los extractos. Contenido de Mo (A), Fu (B), Vo (C) y Am (D) en extractos de hojas 
de G. madruno (mg/g extracto) a diferentes proporciones de agua adicionada. D) masa  de extracto 
obtenida a las respectivas proporciones de agua adicionada. Para mayor comprensión de la 
metodología empleada ver el numeral 5.1.2.1. 

De esta forma se planteó realizar un nuevo proceso de clean up, empleando un nuevo BBD 

con el epicarpio como matriz de referencia (numeral 5.1.2.2). Esto con el objetivo de obtener 

extractos más concentrados en términos del contenido de biflavonoides, a consta de la 

eliminación directa de compuestos polares abundantes en estas matrices. En la actualidad 

son diversos los método empleados para la extracción de carbohidratos y otros compuestos 

polares comúnmente presentes en frutos [212,213]. En particular, estos métodos se 

caracterizan por emplear como solvente agua acidulada, empleando metodologías de 

extracción ya sea convencionales, mediadas por altas temperaturas o EAU. Entre los 
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acidulantes más empleados y más efectivos se encuentran los ácidos inorgánicos como el 

ácido nítrico, clorhídrico o sulfúrico [214]. Sin embargo, en lo concerniente a este trabajo, 

se decidió emplear un ácido orgánico como lo es el ácido cítrico, dado que este es un 

compuesto natural, considerado como un ingrediente seguro en la industria alimentaria y 

ampliamente utilizado en la extracción de pectinas grado alimentario y farmacéutico [215–

217].  

Tabla 8. Variables involucradas en el BBD del clean up de compuestos polares con sus 
respectivas respuestas obtenidas  

Corrido 
Tiempo 

(min) 
pH 

Temperatura 
(°C) 

BF totales 
(mg/g extracto) 

peso extracto 
(mg) 

BF perdidos 
(mg/g) 

1 10 3,5 25 523,1 8,6 2,4 

2 5 2 25 375,8 12,9 4,2 

3 0 5 40 504,7 8,5 1,8 

4 5 3,5 40 512,7 8,4 1,8 

5 5 5 25 532,3 8,1 1,6 

6 10 3,5 55 493,0 8,8 2,6 

7 0 3,5 55 508,3 8,6 1,6 

8 0 3,5 25 522,3 7,1 3,3 

9 10 2 40 350,0 13,7 3,3 

10 0 2 40 341,8 13,3 3,9 

11 5 3,5 40 492,6 8,6 1,6 

12 5 3,5 40 439,3 10,5 1,4 

13 10 5 40 541,7 8,4 1,3 

14 5 2 55 347,4 13,0 4,8 

15 5 5 55 526,3 8,5 2,5 

Como resultado del diseño empleado, en la Tabla 8 se muestran las respuestas obtenidas 

en cada uno de los corridos ejecutados y en la Figura 20, de forma gráfica, se resumen las 

principales superficies de respuesta en conjunto con los diagramas de Pareto. Como se 

evidencia para todas las respuestas, de acuerdo a un ANOVA (datos no mostrados) y a los 

diagramas de Pareto (Figura 20 A, C y E), las variables independientes tiempo de extracción 

(X1), temperatura de extracción (X2) y sus respectivas variables cuadráticas y productos 

entre las variables no fueron significativas (p>0.05). Únicamente el factor pH (X2) con su 

respectivo comportamiento cuadrático (X2
2) fueron las variables influyentes en las tres 

respuestas evaluadas. Con respecto a los gráficos de superficies de respuesta en un rango 

de pH entre 4 y 5 se observan las mejores respuestas alcanzando: i) el mayor contenido de 

biflavonoides totales por gramo de extracto obtenido (Figura 20-B); ii) la menor perdida de 

biflavonoides por gramos de muestra presentada en el proceso de extracción con el ácido 

cítrico (Figura 20-D) y iii) el menor rendimiento de extracto, el cual se relaciona con una 

mayor pérdida de compuestos diferentes a los biflavonoide (Figura 20-F). Resolviendo cada 

una de las ecuaciones de regresión (ecuaciones no mostradas), los valores óptimos de pH 
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obtenidos fueron 4.7, 4.4 y 4.4 para las respuestas y1, y2 y y3 respectivamente. De forma 

práctica se optó por utilizar un valor promedio (4.5) representativo para las tres respuestas, 

toda vez que las variables X1 y X2 no fueron significativas. Como valores óptimos se 

seleccionaron aquellos que implicarán la menor intervención posible, promoviendo de esta 

forma: una mayor simplicidad del método, la disminución del tiempo del proceso y la 

disminución del gasto energético. Por tanto como metodología general para el clean up de 

compuestos polares se empleó los siguientes valores para cada factor: tiempo de 

extracción- X1 (0 minutos), pH regulado con ácido cítrico-X2 (4.5) y temperatura de 

extracción X3 (ambiente).  

 

Figura 20. Gráficos de superficies de respuesta y de Pareto para cada una de las respuestas 
evaluadas en el BBD del clean up de compuestos polares. Para mayor comprensión de la 
metodología empleada ver el numeral 5.1.2.2 
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5.2.4 Extractos obtenidos 

Finalmente empleando la metodología completa de extracción (Figura 21), se obtuvieron 

los extractos ricos en biflavonoides para cada una de las matrices del madroño.  

 

Figura 21. Esquema del procesos empleado en la obtención de extractos con alto contenido 
de biflavonoides a partir de G. madruno. 

En la Tabla 9 se compara el contenido de biflavonoides presente entre cada matriz de 

análisis “materia prima” y sus respectivos extractos optimizados. En comparación con los 

resultados obtenidos en las matrices (Tabla 9 y Figura 16), los extractos optimizados se 

caracterizaron por presentar cantidades superiores de Mo respecto a Fu. Únicamente en 

las hojas, la relación de estos compuestos se mantuvo constante. Esto podría estar 

relacionado con un proceso de interconversión de Fu a Mo principalmente durante la 

primera extracción correspondiente al proceso de clean up de compuestos polares. El 

proceso podría estar mediado por la activación enzimática de glucosidasas endógenas 

presentes en las respectivas matrices al interactuar con el agua adicionada. Si bien no se 

conocen reportes sobre la presencia de β-glucosidasas en G. madruno, existen diversos 

reportes en donde estas enzimas tienen la capacidad de alterar el perfil de compuestos 

fenólicos hidrolizando principalmente los glicósidos en sus respectivas agliconas en 

procesos de secado y extracción principalmente [218–220]. Adicionalmente, no es probable 

atribuir este cambio en la concentración de Fu a una pérdida considerable de este 

compuesto en el respectivo clean up, ya que tal como se muestra en Figura 20-D, la pérdida 

de biflavonoides en la extracción con ácido cítrico no es significativa. Además con respecto 
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a Vo y en especial en las semillas se observa un aumento de 23 veces en el contenido de 

este compuesto entre la matriz y su respectivo extracto, lo cual podría estar muy relacionado 

con la hidrolisis del Es (glicósido de Vo).  

Tabla 9. Contenido de biflavonoides en matrices y extractos de G. madruno 

Matriz 
Contenido de biflavonoides (mg/g)* Rendimiento 

(%) Mo Fu Vo Am Total BF (%) 

Hojas 26,02 ± 1,05 35,05 ± 0,81 3,63 ± 0,17  2,26 ± 0,10 66,96 (6,70) -- 

Tallos  33,49 ± 1,06 6,73 ± 0,29 2,83 ± 0,13 0,88 ± 0,04 43,93 (4,39 -- 

Epicarpio 94,02 ± 4,99 13,90 ± 0,69 5,83 ± 0,31 ND 113,75 (11,37) -- 

Mesocarpio 1,67 ± 0,14 < LLOQ 0,12 ± 0,01 ND 1,79 (0,18) -- 

Semillas 6,64 ± 0,05 8,40 ± 0,40 1,26 ± 0,01 ND 16,29 (1,63) -- 

Extractos optimizados  

Hojas 128,47 ± 4,43 170,79 ± 3,85 16,66 ± 0,70 11,13 ± 0,87 327,05 (32,71) 13,22 ± 0,80 

Tallos  250,54 ± 3,79 19,16 ± 0,44 20,10 ± 0,37 5,12 ± 0,26 294,92 (29,49) 10,17 ± 0,32 

Epicarpio 404,95 ± 23,72 39,84 ± 2,44 26,97 ± 2,79 ND 471,76 (47,18) 18,02 ± 0,12 

Mesocarpio 22,884 ± 0,90 0,758 ± 0,01 1,805 ± 0,09 ND 25,45 (2,54) 10,10 ± 0,54 

Semillas 165,40 ± 4,57 35,41 ± 3,62 29,99 ± 0,92  ND 230,80(23,08) 6,13 ± 0,17 

* De acuerdo a un análisis de varianza (ANOVA) existe una diferencia significativa (p<0.05) entre el contenido 

de cada biflavonoide en las diferentes matrices y extractos, así como en el porcentaje total de biflavonoides. 

De forma general se establece que el proceso de extracción empleado (Figura 21) fue 

bastante eficiente. En orden descendente las matrices más favorecidas fueron Semillas> 

Mesocarpio> Tallos> Hojas> Epicarpio, aumentando el contenido de biflavonoides totales 

en 15.6, 14.1, 6.7, 4.9 y 4.1 veces, respectivamente. Sin embargo, sin duda alguna las hojas 

y el epicarpio continúan siendo las matrices más relevantes alcanzando un porcentaje total 

de biflavonoides del 47.18 y 32.71% respectivamente, siendo la Mo el compuesto más 

representativo, con cerca de 40% del contenido en el extracto optimizado de epicarpio. De 

esta forma se plantean como las matrices más susceptibles para su escalado y como 

fuentes representativas para la producción de ingredientes a base de biflavonoides del 

madroño. 

Por otra parte, la eficiencia de la extracción estuvo correlacionada de forma inversa con el 

rendimiento de la extracción, indicando que a menor rendimiento mayor la eficiencia en los 

respetivos procesos de clean up y por consiguiente una mayor eliminación de compuestos 

diferentes a los biflavonoides. En adición, los resultados encontrados se relacionan con la 

probable composición de las diferentes matrices. En el caso de las semillas, éstas están 

relacionadas con altos contenidos de lípidos, por tanto el clean up para compuestos 

apolares permitió la eliminación de forma significativa de estos compuestos alcanzando así 

la mayor eficiencia en la extracción. Por su parte, tal como se había mencionado 
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anteriormente, el mesocarpio del madroño contiene cerca de un 94 % de azúcar, razón por 

la cual, el empleo del clean up para compuestos polares principalmente, permitió el 

aumento considerable en el contenido de biflavonoides en el extracto obtenido.  

Finalmente, el método de extracción planteado consiste en una aproximación sencilla, 

eficiente, amigable con el medio ambiente, factible al escaldo y confiable para la obtención 

de extractos de alta calidad obtenidos a partir de G. madruno. Por lo cual, se establece de 

esta forma como el punto de partida para el desarrollo de productos de valor, en vista de 

las potencialidades encontradas hasta el momento de los biflavonoides en la prevención y 

tratamiento de algunas de las ENT. 
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6 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE BIFLAVONOIDES DE GARCINIA 

MADRUNO 

6.1 MATERIALES Y MÉTODOS 

La actividad antioxidante de las matrices y extractos optimizados de G. madruno, 

estándares de biflavonoides y flavonoides estructuralmente relacionados, se evaluó por las 

metodologías de ORAC, FRAP y TPC, está última como una medida cuantitativa indirecta 

del contenido total de compuestos de tipo fenólico. A nivel metodológico, estas pruebas se 

realizaron conforme a los métodos publicados previamente por el GISB [221] y frente a los 

procedimientos operativos estándar del mismo laboratorio. Estas metodologías se 

encuentran totalmente validadas y hacen parte de los servicios de extensión del Grupo de 

Investigación. Todas las muestras ejecutadas en este trabajo, por cualquiera de esas 

metodologías, se realizaron con el mismo rigor aplicado a una muestra de análisis externo. 

6.1.1 Método ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) 

De forma general, las muestras de análisis se diluyeron en buffer fosfato (pH: 7.4). Como 

estándar se utilizó Trolox (12.5-200 μM). En un microplato negro de 96 pozos se agregaron 

en el siguiente orden: la muestra o estándar y la fluoresceína (1.6 µM) en una proporción 

de 1:3, respectivamente. La solución generada se incubo durante 30 min a 37°C 

directamente en el equipo. Transcurrido este tiempo se adicionó una solución de AAPH 125 

mM en PBS a la solución incubada, en una relación 1:4. La intensidad de la fluoresceína se 

midió cada minuto durante 120 minutos a longitudes de onda de excitación y emisión de 

485 y 520 nm respectivamente, en un lector de platos multimodal (BIOTEK HT SINERGY). 

La curva de calibración se construyó con el área bajo la curva neta (ABC neto) de cada una 

de las concentraciones de trolox empleadas en los diferentes niveles de calibración. Las 

muestras fueron evaluadas por cuadruplicado y los resultados fueron expresados como 

µmol equivalentes de Trolox por cada 100 g de muestra acorde al factor de cálculo 

empleado en la ecuación 9. 

µMol Trolox eq

 100𝑔 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎
=  

µMol
𝐿  (𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑐𝑢𝑟𝑣𝑎) ×  𝐹𝐷 × 𝑉 (𝐿)

𝑚𝑎𝑠𝑎 𝑑𝑒 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 (𝑔)
∗ 100                             (𝐸𝑐𝑢𝑎𝑐𝑖ó𝑛 9) 

6.1.2 Método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) 

Como estándar de referencia se utilizó Trolox en un rango dinámico de 31.25 a 500 µM. La 

solución de trabajo FRAP se preparó adicionando en el siguiente orden: buffer acetato 300 
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mM (pH: 3.6), TPTZ 40 mM en HCl y FeCl3.6H2O 20 mM en agua, en proporciones 10:1:1, 

respectivamente. Las muestras y las soluciones estándar se evaluaron simultáneamente 

en un plato de 96 pozos. Se adiciono en cada pozo la muestra o estándar correspondiente 

en conjunto con la solución de trabajo FRAP en una proporción 1:25, respectivamente. 

Finalmente el plato se incubo a 37°C durante 10 minutos en la oscuridad y a cada pozo se 

le registró la absorbancia a 593 nm cada 5 minutos por 30 minutos, en un lector de platos 

multimodal (BIOTEK HT SINERGY). La curva de calibración se construyó con la 

absorbancia obtenida a un tiempo de 30 minutos de cada una de las concentraciones de 

Trolox empleadas en los diferentes niveles de calibración. Las muestras se evaluarán por 

triplicado y los resultados se expresaron en equivalentes de Trolox por cada 100 g de 

muestra acorde al factor de cálculo empleado en la ecuación 9. 

6.1.3 Evaluación del contenido de polifenoles totales (TPC) mediante el método de 

Folin-Ciocalteu. 

Como estándar de referencia se utilizó el ácido gálico en un rango dinámico de 10 a 100 

µg/mL. En platos de 96 pozos se agregó en el siguiente orden: la muestra o estándar, el 

reactivo de Folin-Ciocalteau al 10 % y la solución de carbonato de sodio al 7.5%, en 

proporciones de 1:5:4 respectivamente. Entre la adición del reactivo de Folin y el carbonato 

de sodio se dejó un tiempo de 5 minutos. La mezcla final, se agitó en un vortex por 30 

segundos y se protegió de la luz, dejando reaccionar por 60 minutos. Una vez transcurrido 

el tiempo, a cada pozo se le registró la absorbancia a 760 nm en un lector de platos 

multimodal (BIOTEK HT SINERGY). Las muestras se evaluaron por triplicado y los 

resultados fueron expresados como equivalentes de ácido gálico por gramo de muestra 

(GAE/g) acorde al factor de cálculo empleado en la ecuación 1. 

6.1.4 Estudio Relación Estructura Actividad-Antioxidante (REA) 

Para el estudio de Relación Estructura Actividad Antioxidante (REA-Antioxidante) se 

emplearon los siguientes compuestos: i) biflavonoides de G. madruno: Mo, Vo, Am y Fu; ii) 

biflavonoides estructuralmente relacionados: biapigenina (BIA) (3→8´´ biapigenina); iii) 

monómeros constitutivos de los biflavonoides: apigenina (Ap), luteolina (Lu), naringenina 

(Na) y Luteolina-7-O-g (LuG), y iv) otros flavonoides representativos: quercetina (Q) y (+)-

catequina (Ca). 

La capacidad antioxidante fue medida por las metodologías ORAC y FRAP. Todas las 

pruebas se realizarán con los 11 compuestos descritos, evaluándose cada uno de estos a 

la misma concentración molar, 10 µM y 100 µM, para ORAC y FRAP respectivamente.  
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6.1.5 Análisis estadísticos 

Todos los resultados fueron expresados como el promedio de las mediciones ± la 

desviación estándar. El coeficiente de correlación de Pearson y los análisis de varianza 

fueron llevado a cabo por el programa estadístico GraphPadPrism® Versión 5.00 para 

Windows, (GraphPad software, Inc, San Diego CA 2007). 

6.2 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

6.2.1 Actividad antioxidante de muestras y extractos  

En la Figura 22 se resumen los resultados obtenidos de la actividad antioxidante del material 

seco (materia prima) de las diferentes partes de G. madruno así como la de sus respectivos 

extractos obtenidos conforme al proceso desarrollado (Figura 21). Es importante mencionar 

que si bien la determinación del contenido de compuestos fenólicos totales por el método 

de Folin-Ciocalteu no es una medida directa de la actividad antioxidante, si basa su 

mecanismo de medición en procesos reductores. Por tanto, fue incluido en esta sesión 

como medida complementaria de los resultados cuantitativos obtenidos por HPLC-DAD en 

cada una de las matrices de análisis.  

En relación a la evaluación de las matrices en base seca, el contenido de polifenoles totales 

(Figura 22-A), y la actividad antioxidante evaluada por el método de FRAP (Figura 22-B) y 

ORAC (Figura 22-C) muestran un resultado semejante, obteniendo el siguiente orden 

creciente: Mesocarpio (M) < Semillas (S) < Tallos (T) < Hojas (H) y epicarpio (E). Estos 

resultados se correlacionan con el contenido de biflavonoides obtenido a nivel 

cromatográfico (Tabla 9). Por otra parte en los extractos optimizados, se evidenció un 

aumento considerable tanto en el contenido de polifenoles totales como en las pruebas de 

actividad antioxidante en comparación con las muestras en base seca. Sin embargo la 

correlación de estos resultados con el contenido de biflavonoides no fue tan significativa, 

evidenciándose en el comportamiento de los gráficos de correlación respectivos (Figura 22-

D, E y F). En todos los casos se observa que a medida que aumenta el contenido de 

biflavonoides en las diferentes matrices, los valores de actividad antioxidante no 

incrementan bajo la misma relación observada en las matrices secas. De hecho, respecto 

al valor ORAC, el extracto de epicarpio (EE) el cual presenta un contenido cercano al 50% 

de biflavonoides (Tabla 9) fue superado por los valores obtenidos de los extractos de hojas 

(EH), tallos (ET) y semillas (ES). Este último resultado podría explicarse desde diversos 

puntos de vista: inicialmente se debe tener presente que el contenido de biflavonoides 

totales se determina únicamente por los cuatro biflavonoides cuantificados sin tener en 

cuenta los demás picos identificados como biflavonoides (Figura 14), los cuales de acuerdo 
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a las respuestas cromatográficas obtenidas, varían considerablemente en todos los 

extractos optimizados obtenidos. Adicionalmente, otra condición aplicable al EE tiene que 

ver con las diluciones requeridas. En este caso, éstas fueron superiores a 1/2000, por tanto 

a nivel analítico es esperable un aumento en la variabilidad y magnificación de los errores 

sistemáticos del método. Por otro lado, la correlación entre valor ORAC y el contenido de 

biflavonoides totales supone que todos los biflavonoides de forma individual confieren la 

misma actividad y tal como se evidencia en la Figura 22-F, los coeficientes de correlación 

obtenidos para cada biflavonoide difieren de forma considerable, por tanto en conjunto con 

los resultados expresados en la Figura 25-A, es evidente que la actividad antioxidante 

evaluada por la metodología ORAC varia de forma considerable entre los diferentes 

biflavonoides.  

 

Figura 22. Actividad antioxidante de G. madruno y estudios de correlación frente al contenido 
de biflavonoides. Contenido de polifenoles totales (A), valor FRAP (B) y Valor ORAC (C) de cada 
una de  las matrices de G. madruno con sus respectivos extractos optimizados. Las figuras D, E y F 
corresponde a los gráficos de correlación de Pearson entre el contenido de biflavonoides totales 
(µmol/g) y el contenido de polifenoles totales, la actividad antioxidante evaluada por FRAP y ORAC 
respectivamente. (F) tabla de coeficientes de correlación de Pearson entre el contenido de 
biflavonoides y la actividad antioxidante. De acuerdo a un ANOVA columnas con diferentes letras 
presentan diferencias significativas (valor p<0.05), NS = no significativo; * significativo (valor p<0.05); 
** fuertemente significativa (valor p<0.01) y *** altamente significativa (valor p<0.001).  
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Con el objetivo de contextualizar la magnitud de la actividad antioxidante encontrada en la 

materia prima y extractos de G. Madruno, los valores ORAC obtenidos de las dos matrices 

más significativas, hojas y epicarpio, fueron contrastados con los datos suministrados en la 

base de datos del Instituto de Nutrición y Tecnología de Alimentos (INTA) de la Universidad 

de Chile (www.portalantioxidantes.com) [222]. Para las hojas y el epicarpio los valores 

ORAC obtenidos en este trabajo fueron de 175.834 y 109.506 µmol Trolox/100 g de muestra 

seca, respectivamente. En comparación con la base de datos mencionada, el calafate, una 

baya que se distribuye en el sur de Chile y Argentina, corresponde a la fruta con un mayor 

valor ORAC entre 150 frutas analizadas, con un valor de 72.425 µmol Trolox/100 g de 

muestra seca [222]. A su vez, si se comparan los valores obtenidos para el madroño con 

frutas ampliamente distribuidas y conocidas, la diferencia encontrada es más significativa, 

por ejemplo para el mango, manzana, arándanos y ciruelas, los valores ORAC 

corresponden a 1.822, 18.982, 34.329 y 52.417 µmol Trolox/100 g de muestra seca, 

respectivamente.  

Se debe tener en cuenta, sin embargo, que la comparación de estos valores presenta 

limitaciones y las conjeturas y conclusiones deben hacerse con precaución. De hecho en el 

2010 la USDA (United States Department of Agriculture) publicó una base de datos de la 

actividad antioxidante (valor ORAC) y el contenido de polifenoles totales de más de 350 

especies alimentarias [223]. No obstante, en el 2012 fue retirada por la misma entidad, 

argumentando un mal uso, principalmente por las empresas de alimentos y suplementos 

dietarios, al fomentar comparaciones entre resultados obtenidos externamente con aquellos 

consignados en la base datos, promocionando productos y proclamas basados únicamente 

en estos resultados [224]. Esto sumado a la ausencia de un método normalizado en 

conjunto con la poca robustez y alta variabilidad atribuida, hacen de ORAC un método poco 

extrapolable en estudios colaborativos entre laboratorios [225]. Por lo tanto, las 

comparaciones que den lugar entre diferentes muestras, de preferencia deberían realizarse 

bajo la misma metodología y en el mismo laboratorio. En este sentido, cabe mencionar que 

los valores encontrados en G. madruno superan los obtenidos para otras matrices 

evaluadas en el laboratorio. En el caso de Theobroma cacao por ejemplo, un estudio 

comparativo del contenido de flavanoles y de la actividad antioxidante de granos de cacao 

provenientes de 18 fincas productoras y distribuidas alrededor del país, muestra que los 

valores ORAC obtenidos varían en un rango entre 40.390 y 63.951 µmol Trolox/100 g de 

muestra seca [226]. Otro ejemplo los constituyen los extractos obtenidos de 11 especies 

utilizadas en la medicina tradicional en el Oriente Antioqueño como plantas anti-

inflamatorias, de las cuales los valores ORAC obtenidos variaron en un rango entre los 

68.000 y 367.000 µmol Trolox/100 g de extracto, en comparación con los 640.000 µmol 

Trolox/100 g del extracto obtenido a partir de la matriz de hojas [221]. 

http://www.portalantioxidantes.com/
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6.2.2 Mecanismo antioxidante y relación estructura actividad 

Los compuestos antioxidantes pueden estabilizar RLs bajo los siguientes mecanismos: i) 

transferencia de un átomo de hidrogeno (HAT) en donde el compuesto dona un átomo de 

hidrogeno directamente a un radical; ii) perdida secuencial de un protón por la transferencia 

de un electrón (SPLET) en la cual la desprotonación del compuesto en el solvente de 

reacción es seguida por la transferencia de un electrón desde el anión formado al RL; y iii) 

transferencia de un electrón acompañada de un protón (SET-PT) en donde el compuesto 

transfiere un electrón para desactivar el RL seguido de la abstracción del protón en 

presencia de agua. Adicionalmente como variante del tercer mecanismo se encuentra el 

mecanismo SET (transferencia de un solo electrón) el cual está aplicado a procesos de 

reducción especialmente de metales de transición [227–229] (Figura 23). A pesar de que 

independientemente del mecanismo empleado el producto final obtenido siempre será el 

mismo, las rutas y cinéticas empleadas difieren entre cada uno de estos. Así mismo los 

compuestos antioxidantes actuarán bajo la preferencia de un mecanismo o la combinación 

de algunos de estos. Comúnmente se han relacionado la entalpia de disociación del enlace 

O-H (BDE) y el potencial de ionización (IP) como los principales factores que delimitan el 

mecanismo y la eficacia de un antioxidante [230,231]. Con respecto a los compuestos 

fenólicos y en especial a los flavonoides, los mecanismos atribuidos son variables y en 

muchos casos dependientes de factores externos como el solvente y el pH del medio de 

reacción [229,232]. Por lo tanto, en pro de determinar el mecanismo antioxidante 

predominante de los diferentes biflavonoides y a su vez lograr contextualizar la actividad de 

las moléculas, con los flavonoides estructuralmente relacionados y con otros flavonoides 

considerados como referentes, se planteó un estudio de relación estructura actividad (REA) 

con 11 flavonoides diferentes empleando las metodologías de análisis ORAC y FRAP como 

métodos de referencia. 
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Figura 23. Mecanismos antioxidantes de compuestos fenólicos. Las rutas (1), (2) y (3) 
constituyen  la actividad captadora de RLs por los mecanismos HAT, SPLET y SET-PT, 
respectivamente. El mecanismo SET (3.a) está asociado al potencial reductor de los compuestos 
fenólicos evaluado sobre metales de transición. Figura  adaptada de [227] 

En la Figura 24 se presentan los resultados consolidados del estudio REA de flavonoides 

por el mecanismo SET empleando la metodología de FRAP. Los métodos antioxidantes 

basados en SET evalúan el potencial antioxidante de un compuesto al transferir un electrón 

y producir la reducción de un sustrato. Entre los sustratos posibles están: los metales, 

carbonilos y RLs [233]. La actividad en los métodos SET está asociada principalmente a la 

capacidad de desprotonación y al IP de los grupos funcionales involucrados en la actividad, 

por tanto las reacciones mediadas por SET son pH dependientes. De forma general, el IP 

disminuye conforme aumenta el pH y como resultado se aumenta la capacidad 

electrodonadora y por consiguiente la desprotonación [234]. Específicamente en FRAP 

(Figura 24-B), el mecanismo del método, tal como su nombre lo indica (Ferric Reducing 

Antioxidant Power), se basa en el poder reductor ejercido sobre un complejo del hierro [Fe-

(TPTZ)2)]3+ mediante la transferencia de un electrón, obteniendo como resultado el complejo 

[Fe(II)-(TPTZ)2)]2+ detectable a una longitud de onda de 593 nm [235]. A diferencia de la 

mayor parte de pruebas antioxidantes disponibles, FRAP se caracteriza por: i) determinar 

la capacidad reductora de una sustancia o mezcla de sustancias y no la actividad captadora 

frente a un RL, y ii) por presentar un mecanismo completamente SET. Estas cualidades 

hacen de FRAP una metodología adecuada para la determinación de los mecanismos 

involucrados en la actividad antioxidante, especialmente aplicable a estudios de REA. Los 

resultados obtenidos en FRAP se asocian con el poder reductor de una sustancia, que a 

nivel fisiológico podría estar correlacionado con el mantenimiento redox del plasma y 



 

 

93 

 

tejidos. Sin embargo, el tiempo de latencia, el pH ácido empleado y la obtención de metales 

de transición reducidos de características pro-oxidantes como producto de reacción (Figura 

2), hacen de FRAP un método valioso en cuanto a la información química suministrada pero 

poco significante conforme a la extrapolación fisiológica de sus resultados [230,231,235].  

La Figura 24-A muestra los resultados obtenidos para cada uno de los once flavonoides 

evaluados a 100 µM. Los resultados fueron expresados en términos de µM de Trolox/µM 

de compuesto, normalizando de esta forma los resultados en comparación con la actividad 

del Trolox. En orden ascendente los resultados obtenidos para el valor FRAP fueron: 

naringenina (Na) < apigenina (Ap) < amentoflavona (Am) < biapigenina (BIA) < 

volkenisflavona (Vo) < catequina (Ca) < morelloflavona (Mo) < luteolina-7-O-glucosido 

(Lu7G) < fukugisido (Fu) < luteolina (Lu) y quercetina (Q). Los compuestos Na, Ap, Am, BIA 

y Vo presentaron una actividad comparable con la del Trolox. Por su parte los compuestos 

Ca, Mo, Lu7G, Fu, Lu y Q presentaron como mínimo una actividad dos veces mayor en 

comparación con la del Trolox. 

En cuanto a los flavonoides, los resultados obtenidos concuerdan con datos reportados 

siendo la Q el compuesto con mayor actividad [235]. De esta forma el doble enlace entre el 

C2 y el C3, el OH en R2, y los hidroxilos del grupo catecol (3′,4′-ortodihidroxi) en el anillo B 

(OH= R6 y R7) (Figura 24-C) se constituyen como los grupos funcionales que promueven 

en mayor medida la actividad antioxidante por este mecanismo. En contra posición la 

ausencia de estos tres grupos funcionales como en el caso de Na, significo la menor 

actividad encontrada. Tomando como base la estructura de la Na, la inclusión del doble 

enlace entre C2 y C3, no representó un cambio significativo en la actividad (Ap, Am, BIA y 

Vo). Por otro lado en la Ca la presencia de los hidroxilos en R2, R6 y R7 aumentó la actividad 

en un 100% con respecto a Na, pero en comparación con Q, el otro flavonoide evaluado 

con un grupo catecol y un hidroxilo en C3, la actividad de la Ca fue aproximadamente un 

50% la de la Q. Por lo tanto, el doble enlace entre C2 y C3 y el carbonilo en R3, grupos 

funcionales ausentes en la Ca, se constituyen como grupos sinérgicos a los hidroxilos en 

R2, R6 y R7, permitiendo la deslocalización de lo hidroxilos del anillo B y el aumento de la 

actividad reductora de estos flavonoides [187]. Por su parte las flavonas Lu y Lu7G 

presentaron gran actividad confirmando que la combinación del grupo catecol y el doble 

enlace representan requerimientos químicos de actividad. En cuanto al efecto de los 

glicósidos, los resultados obtenidos fueron contrarios, para Lu, la inclusión de un O-Glu en 

R5 disminuyó la actividad, a diferencia de Mo en donde su glucósido, el Fu, presento una 

mayor actividad. De forma general, si bien se han establecidos relaciones entre el número 

de hidroxilo y la actividad por esta metodología [235], en la evaluación conjunta de 

monómeros y dímeros de flavonoides no existe correlación alguna, ya que todos los 

biflavonoides evaluados contienen más grupos hidroxilos que la propia Q.  
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Figura 24. Relación estructura actividad de biflavonoides y flavonoides estructuralmente 
relacionados evaluados mediante el mecanismo SET. A) Resultados obtenidos para cada 
flavonoide, B) mecanismo de reacción del método FRAP y C)  estructuras involucradas en el estudio 
REA. De acuerdo a un ANOVA columnas con diferentes letras presentan diferencias significativas 
(valor p<0.05), NS = no significativo; * significativo (valor p<0.05); ** fuertemente significativa (valor 
p<0.01) y *** altamente significativa (valor p<0.001). 

Con respecto a los biflavonoides, se demuestra que la actividad de estos depende 

exclusivamente de los flavonoides de los cuales este compuesto. De esta forma, los 

biflavonoides más activos fueron Mo y Fu, los cuales están constituidos por Lu y Lu7G, 

respectivamente. Adicionalmente el acople flavonoide-flavonoide no proporciona un efecto 

sinérgico en Mo. De hecho se observa un efecto antagónico presentándose una 

disminución de la actividad de Lu con respecto a Mo. En el caso del Fu se observa un 

aumento de la actividad de este compuesto en relación a Lu7G, sin embargo es inferior a 

la suma de los dos flavonoides individuales. Así mismo, el acoplamiento entre dos 

flavonoides que no contenían el grupo catecol (Am, BIA y Vo), no generó diferencia alguna 

con respecto a la actividad de sus respectivos monómeros (Ap y Na). De igual forma, el 
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lugar de enlace interflavonoide tampoco jugó ningún rol en especial en los resultados 

encontrados entre Am y BIA. 

A nivel de los productos de reacción generados por este método, se han reportado 

derivados quinónicos en el anillo B como producto de oxidación de flavonoles y flavonas 

que contengan principalmente el grupo catecol en el anillo C (Ej. quercetina, y luteolina) 

[235]. En cuanto a los biflavonoides, un estudio sugiere la formación de estos derivados 

quinónicos en los flavonoides Lu y Lu7G correspondientes a Mo y Fu respectivamente [110]. 

Por consiguiente, teniendo presente que tanto flavonoides como biflavonoides generan los 

respectivos productos de oxidación, la disminución de la actividad encontrada en algunos 

biflavonoides con respecto a su flavonoide más activo estaría asociada probablemente con 

un impedimento estérico, impidiendo así la reducción eficiente del complejo [Fe-(TPTZ)2)]3+. 

Finalmente, si bien no se evidenció en ninguno de los casos un efecto sinérgico completo 

en lo biflavonoides evaluados, no es posible descartar del todo este efecto. En futuros 

trabajos la evaluación de la actividad de biflavonoides, preferiblemente aquellos que 

cuenten con dos flavonoides que contengan el grupo catecol en el anillo B proveería la 

información necesaria en procura de determinar si estos pueden actuar de forma conjunta 

o si únicamente un flavonoide tiene la capacidad de reducir el complejo del hierro.  

En la Figura 25 se presentan los resultados consolidados del estudio REA de flavonoides 

empleando la metodología de ORAC. De forma mecanística (Figura 25-B), el método se 

basa en la habilidad de las sustancias de prueba en estabilizar los radicales peroxilos 

(ROO•) formados por la descomposición térmica del AAPH. La base del ensayo consiste 

en la oxidación de una sonda fluorescente (en este caso fluoresceína) por parte de los 

radicales ROO•, a un producto oxidado no fluorescente. La cuantificación de la actividad 

antioxidante se realiza conforme a la disminución de la tasa de decaimiento de la 

fluorescencia en el tiempo en presencia de los compuestos antioxidantes. [230,236]. 

Tradicionalmente, ORAC había sido relacionado como un ensayo basado en el mecanismo 

HAT [230,236], sin embargo algunos reportes  indican que la estabilización de radicales 

deficientes de electrones (Ej. ROO• ) por parte de compuestos de tipo fenólico se ve 

favorecida por el mecanismo SPLET (Figura 23), en aquellas metodologías en donde se 

empleen solventes que favorezcan la ionización de estos compuestos [228,229,232]. Por 

tal motivo, en la actualidad no existe un mecanismo definitivo. Si bien, el medio empleado 

en ORAC favorece en gran medida la ionización de los compuestos fenólicos y por ende el 

mecanismo SPLET, no es totalmente descartable que se presente conjuntamente el 

mecanismo HAT. En los métodos basados en este último mecanismo, la actividad de las 

sustancias se ha correlacionado directamente con el BDE de estas. Sin embargo, los 

resultados obtenidos por [228] en una estudio de REA de flavonoides con respecto a la 

captación de radicales peroxilo por el método de ORAC, indican que el BDE no se 

correlaciona con los resultados obtenidos, siendo la afinidad de protón y la entalpia de 
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transferencia de electrón los parámetros más correlacionados para esta prueba. De esta 

forma se reafirma SPLET como el mecanismo antioxidante predominante para compuestos 

tipo flavonoides bajo la metodología ORAC. 

 

Figura 25. Relación estructura actividad de biflavonoides y flavonoides estructuralmente 
relacionados evaluados mediante el mecanismo SPLET/HAT. A) Resultados obtenidos para 
cada flavonoide, B) mecanismo de reacción del método ORAC y C)  estructuras involucradas en el 
estudio REA. De acuerdo a un ANOVA columnas con diferentes letras presentan diferencias 
significativas (valor p<0.05), NS = no significativo; * significativo (valor p<0.05); ** fuertemente 
significativa (valor p<0.01) y *** altamente significativa (valor p<0.001). 

A nivel fisiológico los resultados de ORAC tienen más relevancia que los presentados en 

FRAP. Como se trató anteriormente el radical peroxilo se encuentra entre las ERs de mayor 

importancia a nivel fisiológico, estando muy relacionado en la peroxidación lipídica y en los 

procesos propagación a nivel oxidativo. En adición, las condiciones de temperatura y pH 

del método emulan de cierta forma las condiciones reales. Sin embargo, estudios de REA 

de flavonoides entre una metodología ORAC y un modelo celular, el cual es de mayor 

relevancia a nivel fisiológico, muestra poca correlación entre ellos [237]. Por lo tanto, en lo 

que concierne a ORAC y en general a todos los métodos químicos empleados para la 
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evaluación de la actividad antioxidante, la relevancia fisiológica de estos aún se mantiene 

en discusión. A pesar de esto, los métodos químicos para la evaluación de la actividad 

antioxidante y en especial ORAC, son ampliamente difundidos y utilizados como medida de 

tamizaje en el desarrollo de alimentos funcionales, “cosmecéuticos”, fitoterapéuticos, 

suplementos dietarios, entre otros. De ahí la importancia de su evaluación. 

La Figura 25-A muestra los resultados obtenidos para los once flavonoides evaluados a 10 

µM cada uno. Los resultados fueron expresados como µM de Trolox/µM de compuesto, 

favoreciendo de esta forma la normalización de los resultados conforme a la actividad del 

Trolox. En orden ascendente los resultados obtenidos para el valor ORAC fueron: Lu7G< 

Vo< Am< Ap< Q< Lu< Na< Mo< Ca< Fu y BIA. Todos los flavonoides evaluados presentaron 

un actividad superior a la del Trolox en un rango de variabilidad entre 2.9 y 11.1 veces. En 

este caso, Lu7G fue el flavonoide que presentó menor actividad, y los compuestos Vo, Am, 

Ap y Q presentaron una actividad similar (valor-p>0.05) cercana a 5 veces la actividad 

obtenida por el Trolox. A partir de Lu hasta BIA se presentaron incrementos progresivos, 

exceptuando Mo y Ca, los cuales fueron estadísticamente significativos entre cada uno de 

ellos (valor-p<0.05). Por su parte los resultados del valor ORAC de los flavonoides 

evaluados son semejantes a los previamente reportados, siendo Ca y Na los flavonoides 

con mayor actividad [228,237].  

En cuanto a los biflavonoides, cabe resaltar que 3 de los 4 compuestos con mayor actividad 

correspondieron a biflavonoides. De igual forma que en FRAP, Mo y Fu fueron los 

biflavonoides de G. madruno con mayor actividad antioxidante. De esta forma, a diferencia 

de los resultados obtenidos en el mecanismo anterior, el acople flavonoide-flavonoide en 

este caso, sí produjo un sinergismo, potencializando la actividad de Mo y Fu con respecto 

a su monómero más activo (Na). De hecho en el caso del Fu, el valor ORAC obtenido (9.51 

µM de Trolox/µM de compuesto) es superior a la sumatoria de sus flavonoides 

constitucionales evaluados individualmente: Lu7G (2.87 µM de Trolox/µM de compuesto) + 

Na (6.40 µM de Trolox/µM de compuesto) para un total de 9.27 µM de Trolox/µM de 

compuesto. En el caso de Mo si bien su valor ORAC no es equiparable a la sumatoria de 

sus monómeros (Na+ Ap), el valor obtenido es superior con una diferencia estadísticamente 

significativa (p<0.01) con respecto a Na. En cuanto a los demás biflavonoides, es probable 

que la Ap ejerza un efecto antagónico en la actividad, sin embargo el compuesto con mayor 

actividad corresponde a la BIA, por tanto las conjeturas a nivel estructural que se puedan 

realizar son limitadas. 

Finalmente, se resalta que los grupos funcionales ampliamente relacionados por aumentar 

o ser responsables de la actividad captadora de radicales libres (grupo catecol en el anillo 

B, el doble enlace entre C2 y C3 y el hidroxilo en R2), bajo esta metodología y basados en 

los resultados obtenidos y reportados [228,237] no juegan un rol significativo. De esta 
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forma, la comprensión del modo de acción y la subsecuente actividad de los flavonoides y 

biflavonoides evaluados, deberá encaminarse desde otro punto de vista, dejando a un lado 

los grupos funcionales presentes y abordando de forma exhaustiva los parámetros 

energéticos relacionados con los posibles mecanismos de reacción aplicando medidas 

basadas en la química cuántica, principalmente.  
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7 ESTUDIO FARMACOCINÉTICO DE BIFLAVONOIDES DE GARCINIA 

MADRUNO 

7.1 MATERIALES Y MÉTODOS.  

7.1.1 Estudio farmacocinético 

Para el estudio farmacocinético fueron utilizadas 18 Ratas Wistar (grado SPF), machos, de 

20 semanas de edad y 358 ± 29 g de peso. 12 horas antes del inicio del estudio 

farmacocinético, a los animales se les suspendió el alimento y 4 horas después de la 

administración de los biflavonoides se les volvió a suministrar. En todo momento los 

animales tuvieron a disposición agua ad libtum. El total de animales fue dividido en tres 

grupos experimentales para un n=6 en cada uno de ellos. El primer grupo recibió un mix de 

flavonoides: Na, Ap y Lu a una concentración de 20.0 mg/kg de peso de cada uno de los 

flavonoides. El segundo grupo se le administró un mix de biflavonoides a una concentración 

de 2.41, 30.10, 13.10 y 13.51 mg/kg de peso de Fu, Mo, Vo y Am respectivamente. Por su 

parte el tercer grupo recibió el extracto estandarizado de hojas de G. madruno (capítulo 5) 

a una dosis de 400 mg/kg de peso, correspondiente a 81.12, 31.84, 4.28 y 8.12 mg/kg de 

peso de Fu, Mo, Vo y Am respectivamente. Para todos los grupos experimentales, los 

compuestos fueron disueltos en un sistema de Agua/propilenglicol/DMSO a una proporción 

40:40:20 y administrados vía oral por sonda orogástrica (8 mL/kg de peso). Una vez 

administradas las soluciones correspondientes en cada grupo experimental, se colectaron 

muestras de sangre de la vena de la cola (≈350 µL) en tubos con K2EDTA a los siguientes 

tiempos: 0.17, 0.68, 1.34, 2.0, 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 8.0, 12.0 y 24.0 horas. Inmediatamente 

después de ser recolectadas las muestras, estas fueron centrifugadas a 3700 rpm por 8 

minutos a 4°C y el plasma resultante fue almacenado a -80°C hasta su posterior análisis 

por UHPLC-MS/MS. Todos los procedimientos que involucraron el uso de animales fueron 

abalados por el comité de ética para la experimentación con animales de la Sede de 

Investigación Universitaria (SIU) de la Universidad de Antioquia.  

Los parámetros farmacocinéticos de los flavonoides y biflavonoides fueron determinados 

empleando un modelo no compartimental (mNC) tomando como base lo reportado por 

[238]. El área bajo la curva (ABC) (de cero a tfinal) fue calculado mediante la regla del trapecio 

lineal. El tiempo de vida media (t1/2) fue calculado empleando la ecuación t1/2= 0.693/ʎz, 

donde ʎz corresponde a la pendiente de la recta del ln de la concentración de los datos 

terminales vs el tiempo. El ABC (de cero a infinito) fue calculado como la suma del ABC-

tfinal + Cfinal/ʎz. El área bajo la curva del primer momento ABCP se calculó empleando la regla 

del trapecio lineal entre la concentración plasmática*tiempo Vs el tiempo. El ABCP-∞ 
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correspondió a la suma entre ABCP y Cfinal/ʎz
2. El tiempo medio de residencia (TMR) se 

determinó como ABCP/ABC. La concentración máxima (Cmax) y el tiempo máximo (Tmax) 

se hallaron de forma experimental. Finalmente el análisis estadístico, la determinación del 

área bajo la curva, la obtención de modelos de regresión lineal y las pendientes 

correspondiente se realizaron empleando el programa estadístico GraphPadPrism® 

Versión 5.00 para Windows, (GraphPad software, Inc, San Diego CA 2007). 

7.1.2 Instrumentación y condiciones analíticas  

El análisis fue realizado en un UHPLC Dionex Ultimate 3000 (Thermo Scientific, USA) 

acoplado a un triple cuadrupolo TSQ Vantage con fuente de ionización electro espray (H-

ESI-II probe) (Thermo Scientific, USA). La separación de flavonoides y biflavonoides se 

realizó usando una columna de rápida resolución y alto rendimiento Zorbax SB-C18® 

(50mm x 4.6mm con 1.8µm de tamaño de partícula), con un flujo de 0.5 mL/min y una 

temperatura de 35°C. La fase móvil consistió en agua con 0.05% de ácido acético (A) y 

acetonitrilo con 0.05% de ácido acético (B). El gradiente linear utilizado fue el siguiente: 0 

min, 40.0% B; 1.2min, 40.0% B; 3.4min, 66.9% B; 3.8min 95.0% B; 6.3min 95% B, 6.35min 

40.0% B; 7.5min 40.0% B. El volumen de inyección fue de 10µL y el tiempo total del corrido 

fue de 7.5 min. El espectrómetro de masas fue operado en modo negativo y la cuantificación 

de los analitos fue realizada empleando el modo SRM (en inglés selected reaction 

monitoring). Las condiciones óptimas de la fuente de ionización fueron las siguientes: 

temperatura de la fuente ESI, 405 °C; voltaje del spray, 2000 V; presión del gas de arrastre, 

30 psi; y presión del gas auxiliar, 5 psi. Las transiciones de masas seleccionadas y las 

condiciones específicas de análisis en modo SRM para cada analito se detallan en la Tabla 

10.  

7.1.3 Soluciones estándares, curva de calibración y muestras de control de calidad 

(QC) 

Partiendo de los estándares de referencia de Mo, Vo, Am, Na, Ap, Lu y el estándar interno 

warfarina (IS) se prepararon soluciones madre independientes de 1 mg/mL empleando 

metanol como solvente. Como punto de partida para la elaboración de las curvas de 

calibración, tres soluciones stock de un mix de flavonoides y biflavonoides a 2000 ng/mL, y 

una del IS a 5000 ng/mL fueron preparadas a partir de las soluciones madres usando fase 

móvil como diluyente. A partir de cada solución stock de los analitos de interés y del IS se 

prepararon 7 soluciones de trabajo a las siguientes concentraciones: 10, 20, 50, 100, 250, 

500, 800 y 1000 ng/mL de Mo, Vo, Am, Na, Ap y Lu, manteniendo una concentración 

constante de 1000 ng/mL del IS en cada una de estas soluciones. Los niveles de calibración 

finalmente se obtuvieron mediante una dilución 1 en 10 de las respectivas soluciones de 

trabajo, utilizando una matriz de plasma blanco como diluyente. Cada nivel se evaluó por 
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triplicado y cada replica provino de una solución stock independiente. Finalmente los niveles 

de calibración evaluados correspondieron a: 1, 2, 5, 10, 25, 50, 80 y 100 ng/mL para Mo, 

Fu, Vo, Am, Na, Ap y Lu con una concentración final de 100 ng/mL de IS. Como muestras 

control (QC) para la ejecución de la validación y el análisis rutinario de las muestras se 

utilizaron los niveles de concentración de 10, 25 y 80 ng/mL correspondientes a los 

controles bajo, medio y alto, los cuales fueron preparados de la misma forma que los niveles 

de concentración de la curva de calibración. De forma general las soluciones stock se 

prepararon semanalmente almacenándose a -20°C, y las soluciones de trabajo y niveles de 

calibración al momento de requerirse.  

7.1.4 Preparación de las muestras  

170 µL de plasma fueron hidrolizados por 4 horas a una temperatura de 37 °C con 74 µL 

de un coctel enzimático compuesto por β-glucuronidasa y sulfatasa en un medio compuesto 

por vitamina C y buffer acetato (0.25 mM). La solución resultante contenía 900 UI/mL, 50 

UI/mL y 0.6 mg/mL de β-glucuronidasa, sulfatasa y vitamina C respectivamente. La 

precipitación de proteínas y la eliminación de fosfolípidos se realizó de forma conjunta 

empleando cartuchos comerciales (Captiva-non lipids, Agilent®). Para esto, 935 µL de 

acetonitrilo al 0.05% de ácido acético fueron agregado en frio al cartucho, seguido de 30 µL 

de estándar interno (en acetonitrilo) y 235 µL de muestra del plasma hidrolizado. La mezcla 

formada fue agitada con micropipeta 5 veces, los cartuchos fueron eluidos empleando vacío 

en un manifold SPE VisiprepTM-24 (Supelco, USA) y el producto fue recolectado en viales 

de cromatografía. Para el caso de muestras de plasma blanco, el producto obtenido fue 

recolectado y empleado como matriz diluyente en la preparación de los niveles de 

calibración, muestras QC y en los proceso de la validación que lo requirieron. Por su parte 

en las muestras de análisis de los grupos 2 y 3, la matriz obtenida fue secada al vació a 

una temperatura de 35°C por 30 minutos (Centrivap, Labconco) y el sólido obtenido fue 

resuspendido en 300 µL de fase móvil. Para el caso del grupo 1 una alícuota de la matriz 

eluida fue disuelta 1 en 2 en matriz de plasma blanco. Las soluciones finales obtenidas para 

cada grupo fueron filtradas por 0.22 micras y 10 µL del filtrado fueron inyectados al UHPLC 

para el respectivo análisis. En todos los casos la concentración del IS en la solución final 

fue de 100 ng/mL. 

7.1.5 Validación del método 

El método para la cuantificación de biflavonoides de G. madruno y flavonoides 

estructuralmente relacionados en plasma de rata fue completamente validado conforme a 

lo estipulado por las principales guías de validación de métodos bioanalíticos [239–241], 

con respecto a los parámetros: selectividad, linealidad , LLOQ, precisión y exactitud, % 

recuperación, efecto matriz, estabilidad y carry-over. 
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La selectividad fue evaluada por comparación de los cromatogramas obtenidos de 6 

muestras blanco de plasma con grado de hemolisis diferente con respecto al blanco de 

plasma dopados con los analitos y el IS y muestras de plasma obtenidas en un tiempo de 

2 horas. La curva de calibración fue realizada partiendo de tres soluciones stocks diferentes. 

Para todos los analitos se corrieron 7 niveles de calibración (1-100 ng/mL) en matriz. La 

linealidad de cada curva fue determinada graficando la concentración nominal de cada nivel 

(eje X) vs la relación de la respuesta del área del analito frente al IS (área analito/área IS) 

(eje Y) y el ajuste matemático se realizó mediante el modelo de regresión lineal. Con el 

rango evaluado se determinó el LLOQ como la concentración más baja a la cual se 

alcanzaba cuantificar con valores aceptables de precisión y exactitud, 20 %CV y 20 ER % 

respectivamente.  

La evaluación de la precisión y exactitud del método se realizó evaluando 4 réplicas 

diferentes de cada uno de los niveles de las muestras QC en tres días diferentes. La 

precisión fue definida como el CV intra día e inter día, mientras que la exactitud como él 

%ER de las 12 determinaciones de cada uno de los niveles evaluados. Como criterio de 

aceptación se escogió un máximo de un 15 % para cada uno de los parámetros.  

El efecto matriz fue determinado mediante la comparación de las respuestas obtenidas 

entre cada uno de los niveles de las muestras QC preparadas con matriz blanco con 

respecto a las preparadas con fase móvil. Por su parte, la recuperación del método fue 

evaluada comparando las respuestas obtenidas de una muestra blanco pre-enriquecida y 

sometida al proceso de extracción frente a los resultados obtenidos de las muestras post-

enriquecidas (muestras de efecto matriz). Los resultados en ambos casos fueron 

expresados en porcentaje y como parámetro de aceptación en todos los casos, el CV de 

los resultados obtenidos no podía ser superior al 15% con un n=5 en cada uno de los niveles 

evaluados. En el caso del IS se determinó la recuperación y el efecto matriz a la 

concentración nominal de 100 ng/mL (n=5).  

La estabilidad de los respectivos analitos fue evaluada con muestras por triplicado de 

blanco de plasma de rata dopadas con las muestras QC a los tres niveles de concentración 

en las siguientes condiciones: i) 4 horas a temperatura ambiente, ii) 8 horas a 15° C y iii) 45 

días a -20 °C. El carry-over fue medido inyectando una muestra de plasma blanco justo 

después de una del máximo nivel de calibración (100 ng/mL). Este procedimiento se realizó 

por triplicado. El efecto carry-over se considera despreciable cuando la respuesta de cada 

analito en la muestra blanco es inferior al 20% de la respuesta del LLOQ.  

El carry-over fue medido inyectando una muestra de plasma blanco justo después de una 

del máximo nivel de calibración (100 ng/mL). Este procedimiento se realizó por triplicado. 
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El efecto carry-over  se considera despreciable cuando la respuesta de cada analito en la 

muestra blanco es inferior al 20% de la respuesta del LLOQ.  

7.2 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

7.2.1 Desarrollo y optimización de la metodología analítica 

La optimización de las condiciones del espectrómetro de masas se realizó frente a diversos 

aspectos. En principio, los 6 compuestos evaluados en conjunto con el IS tuvieron una mejor 

respuesta en modo negativo que en modo positivo. A nivel de la fuente de ionización 

utilizada (ESI), se optimizaron los principales parámetros de forma simultánea para todos 

los analitos, obteniendo los siguientes valores: temperatura de la fuente ESI, 405 °C; voltaje 

del spray, 2000 V; presión del gas de arrastre, 30 psi; y presión del gas auxiliar, 5 psi. Las 

condiciones de la celda de colisión y el Q3 para el modo SRM se optimizaron de manera 

individual para cada analito mediante infusión directa. En la Tabla 10 se muestra la energía 

de colisión (EC) obtenida para cada uno de las transiciones encontradas de cada uno de 

los analitos. De los dos iones producto obtenidos, las transiciones de masas seleccionadas 

conforme a su intensidad fueron: 285.0→132.7 m/z para Lu; 555.0→402.8 m/z para Mo; 

269.0→116.8 m/z para Ap; 271.0→119.0 m/z para Na; 539.0→413.2 m/z para Vo; 

537.1→375.0 m/z para Am; y 307.4.1→160.9 m/z para el IS (warfarina). Las transiciones 

obtenidas de los analitos: Na, Lu, Ap, Am y el IS coinciden con lo reportado [242–246]. Sin 

embargo, para los biflavonoides Mo y Vo no se encontraron reportes que elucidaran sus 

principales productos de fragmentación. Por tanto en procura de elucidar los puntos de 

ruptura y las estructuras correspondientes a los principales fragmentos formados en la celda 

de colisión, la Figura 26 muestra el espectro de masas obtenido en modo full-scan de 

productos para estos biflavonoides así como el esquema de fragmentación propuesto.  

Por otra parte la composición de la fase móvil en el análisis de flavonoides por LC-MS/MS, 

es sin lugar a dudar uno de los factores más influyentes en el desarrollo de métodos 

robustos y confiables [246]. La capacidad de influir en la ionización y los cambios en la 

respuesta, retención y forma de los picos es la causa primaria de su importancia. En pro de 

fijar las condiciones más favorables en el desarrollo y optimización de este método y en 

procura de obtener la mayor respuesta sin sacrificar la precisión del método, se evaluaron 

como modificadores del pH: dos ácidos orgánicos (ácido acético y ácido fórmico), y una sal 

de amonio (acetato de amonio). En todos los casos se empleó acetonitrilo como modificador 

orgánico. Al emplear una concentración de 2, 5 y 10 mM de acetato de amonio en la fase 

móvil acuosa se logró aumentar la ionización de todos los compuestos mejorando la 

sensibilidad del método. Esto se debió a un aumento de la ionización de los analitos en 

solución a causa del aumento del pH de la fase móvil cercano al pKa de los flavonoides y 
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biflavonoides evaluados. A nivel cromatográfico, de forma positiva, se vio reflejado una 

disminución en los tiempos de retención y un aumento de la respuesta, sin embargo la 

coexistencia de especies ionizadas/no ionizadas contribuyeron a una mayor dispersión en 

la columna promoviendo un aumento en el ancho del pico y una disminución en la 

repetibilidad en los tiempos de retención y en las respuestas obtenidas. Los compuestos 

más afectados con el uso del acetato de amonio en términos de repetibilidad fueron: Mo, 

Lu y el IS. Por lo tanto, las variaciones en la repetibilidad y la forma del pico de estos 

compuestos cuando era utilizado el acetato de amonio como modificador del pH hacían de 

este método, un método poco robusto que no garantizaba la precisión en el tiempo. Por lo 

cual fue necesario modificar la metodología. La inclusión de un modificador de la acides 

(ácido acético –ácido fórmico), tanto al componente orgánico como al acuoso, teóricamente 

está relacionado con una mejor forma del pico, una mayor robustez del método y una mejor 

precisión en el tiempo, a costa de una disminución comparativa de la sensibilidad alcanzada 

con el acetato de amonio [246]. Entre las combinaciones analizadas, finalmente a una 

concentración de 0.05% de ácido acético en el solvente A y B, representó la condición más 

apropiada que favorecía la precisión del método y sacrificaba en menor medida la respuesta 

de los analitos. 

Tabla 10. Transiciones de m/z obtenidas para cada analito e IS en el modo SRM con su 
respectiva energía de colisión (EC). 

Analitos Q1 Masa (Da) Q3 Masa (Da) EC (V) 

Luteolina (Lu) 285.0 
132.7 35 

174.9 26 

Morelloflavona (Mo) 555.0 
402.8 28 

429.1 22 

Apigenina (Ap) 269.0 
116.8 45 

149.0 28 

Naringenina (Na) 271.0 
119.0 46 

150.7 21 

Volkensiflavona (Vo) 539.0 
387.4 28 

413.2 25 

Amentoflavona (Am) 537.1 
330.8 46 

375.0 30 

Warfarina (IS) 307.4 
160.9 22 

250.0 26 
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Figura 26. Espectro de masas correspondiente al escaneo completo de productos de los iones 
precursores [M-H] de los biflavonoides. (Morelloflavona (A) y Volkensiflavona (B))  

Adicionalmente el proceso de preparación de muestras fue también optimizado en procura 

de asegurar la precisión del método, disminuir el efecto matriz, conservar la integridad de 

columnas y equipos, garantizar una buena recuperación y disminuir los tiempos de análisis. 

En principio, se empleó a la warfarina como IS debido a que este es un compuesto con 

características fisicoquímicas similares tanto para flavonoides como biflavonoides, ha sido 

reportado como IS en ensayos farmacocinéticos de biflavonoides [247,248] y a diferencia 

de cualquier flavonoide natural, con el uso de la warfarina se aseguraba que el IS no 

estuviera presente en alguna de las sustancias administradas, principalmente teniendo en 

cuenta el desconocimiento químico del extracto de G. madruno en términos de compuestos 

diferentes a los biflavonoides. Seguido a esto, se optó por emplear un método novedoso y 

actual para la eliminación simultánea de proteínas y fosfolípidos en la preparación de 
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muestras a partir de matrices biológicas empleando los cartuchos de SPE Captiva-non lipids 

(Agilent®). El principio de este método consiste en la precipitación in situ (dentro del 

cartucho) de las proteínas presentes en una muestra biológica por adicción de un solvente 

orgánico como acetonitrilo/metanol. La eliminación conjunta de proteínas y fosfolípidos 

ocurre durante el proceso de elución. Las proteínas son retenidas de forma física por la 

doble capa del filtro una vez hayan sido precipitadas y los fosfolípidos por interacciones 

moleculares entre el grupo fosfato de estos compuestos y un aceptor de electrones 

dispuesto en el relleno del cartucho. De esta forma se eliminan las dos principales 

interferencias relacionadas con el análisis de muestras biológicas por LC tándem masas, 

relacionadas con inferir en la selectividad del método, generar un efecto matriz influyendo 

en la ionización de los analitos y promover aumentos en la presión del sistema, daños en 

columnas y en el sistema en general [249,250]. Entre las principales ventajas de este tipo 

de metodologías se encuentra la practicidad en su uso y el escaso desarrollo y optimización 

del método requerido. En este caso empleando acetonitrilo como agente precipitante con 

la misma concentración de ácido acético empleada en la fase móvil y en una proporción 1 

parte de muestra por 4 de solvente, se logró obtener resultados reproducibles en cuanto al 

volumen recolectado y el tiempo de elución, manteniendo en todo momento los mismos 

solventes empleados en la fase móvil en procura de garantizar la menor variabilidad en los 

procesos de ionización.  

Por su parte, las condiciones de hidrolisis enzimática de los plasmas obtenidos se 

estipularon conforme a los reportes de biflavonoides y flavonoides encontrados 

[242,246,251]. Frente a la concentración enzimática es bien conocido que esta dependerá 

del contenido de sustrato disponible estando correlacionada directamente con la eficiencia 

de la conversión y el tiempo requerido para esta. Teniendo presente la posibilidad de 

encontrar resultados distantes entre los tres grupos experimentales se optó por emplear 

una concentración enzimática media de acuerdo a los reportes encontrados, fijando el 

contenido de β-glucuronidasa y sulfatasa en 900 UI/mL y 50 UI/mL respectivamente. Para 

el tiempo de incubación se realizaron pruebas a 1 y 4 horas en plasma de 24 horas de los 

tres grupos de prueba bajo las condiciones preestablecidas. Como resultado a las 4 horas 

de hidrolisis se evidenció un leve aumento en la concentración de los analitos. Lo cual es 

consecuente con lo reportado para Am en donde no se evidencian cambios significativos 

después de 4 horas de hidrolisis [242], por tanto se seleccionó 4 horas como tiempo de 

hidrolisis. 

 

 



 

 

107 

 

 

Figura 27. Cromatogramas representativos en modo SRM de los respectivos analitos y el IS 
obtenidos en plasma blanco hidrolizado (primera columna), en plasma blanco dopado al nivel 
del LLOQ (segunda columna) y muestras representativas del estudio farmacocinético (tercera 
columna). El IS fue evaluado a un valor de concentración de 100 ng/mL. Los cromatogramas del 
estudio farmacocinético corresponden a muestras de plasma a un t= 2 horas de los grupos 3 y 1 
para biflavonoides y flavonoides respectivamente. 
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7.2.2 Validación del método 

Selectividad: A los tiempos de retención de cada uno de los analitos evaluados (Tabla 11), 

no se observaron interferencias de tipo endógeno significativas procedentes de las 

diferentes muestras de plasma blanco evaluados, por tanto se demuestra que el grado de 

hemolisis no influye en la selectividad del método. La Figura 27 muestra de forma 

comparativa los cromatogramas LC-MS/MS obtenidos de blancos de plasma hidrolizado, 

frente a plasma blanco dopado a niveles del LLOQ y una muestra representativa del estudio 

farmacocinético de cada uno de los analitos en conjunto con el IS.  

Linealidad y LLOQ: En la Tabla 11 se muestran las ecuaciones correspondientes a cada 

una de las curvas de calibración obtenidas para cada compuesto en conjunto con el rango, 

el LLOQ y el coeficiente de determinación (r2). Entre los valores obtenidos: el r2 en todos 

los casos fue mayor 0.9950. Con respecto al LLOQ, los compuestos Ap, Na, Vo presentaron 

el mayor LLOQ obtenido (5 ng/mL). Para el caso específico de Ap y Na en el rango total 

evaluado (1-100 ng/mL) en los niveles inferiores al LLOQ (1 y 2 ng/mL) se presentó 

detección, sin embargo los resultados interpolados de estos dos niveles no cumplieron con 

los criterios de precisión y exactitud establecidos (menor al 20 % de CV y %ER). A 

diferencia, el LLOQ obtenido para Vo correspondió a la concentración más baja detectada. 

Por su parte, para Lu y Am se obtuvo un LLOQ de 2 ng/mL con detección a 1 ng/mL y con 

Mo se alcanzó el LLOQ más bajo entre los compuestos evaluados (1 ng/mL). Como rango 

dinámico para la cuantificación en todos los casos se seleccionó 100 ng/mL como límite 

superior y el LLOQ respectivo como límite inferior. En la Figura 27 se observa un 

cromatograma representativo para cada analito a la concentración del LLOQ. 

Tabla 11. Ecuaciones de regresión, tiempo de retención, rangos y LLOQ para los biflavonoides 
y flavonoides evaluados. 

Compuesto  

Tiempo de 

retención 

(min) 

Curva de calibración  r2 

rango 

dinámico 

(ng/mL) 

LLOQ 

(ng/mL) 

Luteolina 2.01 Y= 0.003078x + 0.00003980 0.9970 2-100 2 

Morelloflavona 2.24 Y= 0.001651x + 0.002512 0.9950 1-100 1 

Apigenina  2.87 Y= 0.002607x - 0.001276 0.9981 5-100 5 

Naringenina  2.98 Y= 0.0005607x + 0.0003498 0.9959 5-100 5 

Volkensiflavona  3.15 Y= 0.0001210x + 0.00006606 0.9961 5-100 5 

Amentoflavona  3.55 Y= 0.004168x - 0.001795 0.9956 2-100 2 

Warfarina (IS) 6.02 -- -- -- -- 

Los resultados obtenidos para la precisión intra-día (repetibilidad), inter-Día (precisión 

intermedia) y exactitud para cada uno de los analitos en los tres niveles de calibración 

evaluados se muestran en la Tabla 12. Para todos los casos, los valores obtenidos 

estuvieron entre los límites de aceptabilidad (<15% CV y ± 15% ER). Con respecto a la 
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precisión intra-día e inter-día, los valores del CV obtenidos para todos los analitos fueron 

inferiores a 9.3 y 14.4 %, respectivamente. En el caso de la exactitud, la cual fue medida 

con las réplicas de la precisión intermedia, todos los valores obtenidos fueron inferiores al 

|13.5|% de ER. De esta forma se establece que la metodología planteada confiere buena 

precisión y exactitud en el tiempo, otorgando resultados por debajo de los valores límites 

permitidos. 

Tabla 12. Precisión, exactitud, porcentaje de recuperación y efecto matriz de cada uno de los 
analitos evaluados 

Compuestos 
Nivel 

(ng/mL) 

Intra-Día 

(CV%, n= 4) 

Inter-Día 

(CV%, n=12) 

Exactitud 

(ER%, n=12) 

% EM     

(CV%, n=5) 

% R     

(CV%, n=5) 

Biflavonoides              

Morelloflavona  
10 5.0 10.1 0.5 93.9 (8.4) 91.9 (1.3) 
50 1.5 4.0 -1.5 101.8 (3.6) 84.5 (2.7) 
80 4.8 4.6 3.0 97.5 (5.3) 97.1 (2.6) 

Volkensiflavona  
10 3.3 8.2 2.0 91.7 (7.8) 88.6 (5.5) 
50 9.3 10.2 -3.8 97.8 (4.9) 85.2 (6.5) 
80 6.3 7.7 -0.1 80.2 (5.0) 97.1 (4.0) 

Amentoflavona  
10 3.7 11.1 10.5 82.3 (8.3) 93.7 (6.7) 
50 6.9 6.8 3.1 80.3 (1.5) 87.9 (9.3) 
80 8.0 5.3 5.9 79.5 (10.0) 101.5 (3.4)  

Flavonoides        

Luteolina  
10 2.1 14.4 7.1 100.4 (8.8) 103,7 (2.6) 
50 0.9 11.6 9.3 108.9 (3.0) 110,8 (3.2) 
80 5.7 13.0 13.5 110.0 (2.2) 120,3 (3.5) 

Apigenina  
10 3.0 12.0 6.4 81.1 (6.7) 96.1 (1.1) 
50 2.0 7.1 -3.5 90.7 (1.8) 89.4 (3.4) 
80 5.6 6.7 6.6 87.4 (4.0) 96.9 (3.6) 

Naringenina  
10 8.6 9.9 -0.8 92.7 (7.0) 94.8 (1.3) 
50 3.1 5.0 -0.01 96.5 (5.2) 93.5 (5.8) 
80 3.4 3.6 5.8 83.2 (4.4) 95.5 (4.0) 

Estándar interno (IS)      
Warfarina 100 -- --  --  114.1 (5.4)  88.1 (2.0) 

Frente al porcentaje de recuperación (%R), para todos los analitos y en todos los niveles 

evaluados se obtuvieron valores por encima del 84.5 % con CV inferiores al 10 %. Vo fue 

el analito con menor %R y Lu fue el único que alcanzó valores superiores al 100 %. En 

cuanto a los niveles de concentración no se evidenció ninguna relación existente con él %R. 

Con respecto al efecto matriz (EM) no existe una supresión o aumento significativo de la 

ionización a causa de interferencias posibles en la matriz que impida un proceso de 

cuantificación adecuado, y al igual que él %R la variación encontrada (CV) fue menor con 

respecto al valor límite estipulado (15%). Sin embargo, se destaca que en Am se observa 

un leve efecto de supresión de la ionización y en Lu un aumento de esta, los cuales podrían 

estar atribuidos a trazas de interferentes coeluyendo con estos compuestos que 

directamente en la ESI o en la celda de colisión generan la respectiva supresión o aumento 

de la ionización. De esta forma los resultados obtenidos confirman que la metodología 

analítica planteada para la preparación de muestras, usando los cartuchos para la 
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precipitación de proteínas y eliminación conjunta de fosfolípidos, representa una técnica 

sencilla, reproducible, robusta para la preparación de muestras a partir de plasma en el 

análisis de flavonoides y biflavonoides, permitiendo la realización de ensayos: con alto %R, 

mitigando el EM a causa de una eliminación efectiva de los fosfolípidos, protegiendo la 

columna y el sistema cromatográfico en el tiempo por la eliminación efectiva de proteínas y 

la filtración en línea, y por último confiriendo una repetibilidad apreciable en el análisis 

rutinario de muestras. 

Tabla 13. Estabilidad de los flavonoides y biflavonoides en plasma de rata bajo diferentes 
condiciones 

Compuestos 
Nivel 

(ng/mL) 

4 horas, temperatura 
ambiente  

8 horas, 15°C 45 días, -20°C 

%ER %CV %ER %CV %ER %CV 

Biflavonoides              

Morelloflavona  
10 -10,6 5 3,3 7,9 8,8 4,4 
50 -4 1,5 3 3,1 -3,3 2,6 
80 2,7 4,8 5,1 5,9 1,2 3,9 

Volkensiflavona  
10 -8,7 3,3 7,3 1,8 7,4 2,9 
50 -3,9 9,3 5,5 6,4 -13 2,8 
80 4,6 6,3 4,1 3,3 -9 2 

Amentoflavona  
10 -8,7 3,3 7,3 1,8 7,4 2,9 
50 -3,9 9,3 5,5 6,4 -13 2,8 
80 4,6 6,3 4,1 3,3 -9 2 

Flavonoides         

Luteolina  
10 -9,7 2,1 3,7 3,6 12,5 4 
50 -3,7 0,9 7,3 2,9 8,1 5,3 
80 -0,3 5,7 9,9 2,8 13,5 5,1 

Apigenina  
10 -9,7 2,1 3,7 3,6 12,5 4 
50 -3,7 0,9 7,3 2,9 8,1 5,3 
80 -0,3 5,7 9,9 2,8 14,5 5,6 

Naringenina  
10 -4,1 8,6 -4,3 10,7 6,2 9,5 
50 1,1 3,1 -2,6 4,5 1,5 7,4 
80 5,3 3,4 6,1 5,3 6 3,6 

En la Tabla 13 se resumen los resultados obtenidos en la evaluación de la estabilidad de 

los compuestos. De forma general todos los analitos son estables bajo las siguientes 

condiciones: 4 horas a temperatura ambiente simulando el tiempo de preparación de las 

muestras, 8 horas a 15°C simulando las condiciones y el tiempo de residencia en el 

automuestreador y por 45 días a -20°C emulando las condiciones de almacenamiento a 

mediano plazo. Conforme a los resultados obtenidos, se podría plantear que la temperatura 

ambiente es la condición que más afecta la estabilidad y que por su parte, en los otros dos 

grupos, los resultados del %ER obtenidos no responden a algún comportamiento 

sistemático derivado de la condición evaluada, sino más bien que estarían atribuidos a la 

propia exactitud del método. En cuanto al carry-over un efecto memoria atribuible a señales 

residuales de los analitos tras inyecciones sucesivas. Los resultados obtenidos indican que 

en ninguno de los analitos existe un efecto considerable. De hecho, a excepción de Mo, no 

se detectó ningún análito en los blancos de plasma inyectados tras la inyección previa de 
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un mix de analitos a 100 ng/mL. Para el caso específico de Mo, el efecto residual encontrado 

correspondiente a la respuesta promedio obtenida en los tres blancos fue inferior al 11.1 % 

de la respuesta alcanzada a nivel del el LLOQ de este compuesto, por tanto 

independientemente de su detección, Mo también cumple con el criterio establecido (< 

20%).  

7.2.3 Estudio farmacocinético de biflavonoides de G. madruno y sus flavonoides 

estructuralmente relacionados 

En el análisis de los parámetros farmacocinéticos y la biodisponibilidad de flavonoides 

administrados por vía oral existen diversas aproximaciones metodológicas. Anteriormente 

dada la limitación en la sensibilidad de los detectores empleados (UV, fluorescencia y 

electroquímicos) los estudios debían realizarse principalmente en animales de tamaño 

medio como: conejos, perros y monos en procura de obtener volúmenes de plasma 

significativos [158]. Adicionalmente, como es bien conocido en los flavonoides las  especies 

biodisponibles que alcanzan las mayores concentraciones plasmáticas son principalmente 

los derivados metabólicos producto de reacciones de fase II en enterocitos e hígado, por lo 

cual el monitoreo a nivel analítico  de los compuestos de partida presentes en una fuente 

natural, representaba un reto analítico significativo, que en muchos casos estas técnicas de 

detección no tenían la capacidad para abordarlo [162]. De esta forma, la evaluación 

farmacocinética se realizaba principalmente sobre el monitoreo de los flavonoides totales 

empleando procesos de hidrolisis enzimáticas o ácidas en el tratamiento de las muestras. 

Entre los procedimientos más empleados, anteriormente y en la actualidad,  se encuentra 

el uso de enzimas hidrolíticas (glucuronidasa  y sulfatasa) de derivados glucorunidados, 

sulfatados y glucusulfatados. Como principales inconvenientes con esta metodología se 

encuentran: la falta de reproducibilidad entre estudios por la variabilidad presentada lote a 

lote en la especificidad y actividad de estas enzimas, y el desconocimiento a nivel cualitativo 

y cuantitativo de las principales metabolitos conjugados que en términos de concentración 

alcanzadas podrían ser considerados como las especies bioactivas [252,253].  

Hoy por hoy, las ventajas analíticas existentes asociadas con el uso de técnicas sensibles 

y selectivas como lo es el acople LC-masas tándem, ha promovido la evaluación 

farmacocinética de flavonoides en una menor escala, permitiendo el uso de especies como 

ratas y ratones. A su vez, el aumento en la sensibilidad de los métodos y el uso de 

detectores de masas de alta resolución, ha permitido el análisis de estos compuestos en su 

forma libre, en conjunto con la determinación exhaustiva de los derivados metabólicos 

producto de la ingesta de flavonoides en matrices biológicas diversas como plasma, orina, 

heces, bilis, y distintos tejidos y órganos [162,254]. Sin embargo los resultados encontrados 

hasta el momento en la evaluación farmacocinética de las formas libres de flavonoides 
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como luteolina, naringenina, apigenina, quercetina, isoharmentina, entre otros, y 

biflavonoides como amentoflavona, sugieren que estas formas no son las responsables de 

la bioactividad. Además de encontrarse en una concentración de hasta 1 a 10 con respecto 

a los compuestos totales producto de la hidrolisis, la información de los perfiles cinéticos de 

las agliconas libres no provee información acerca de los diferentes lugares de absorción, 

posible metabolismo enterohepático, entre otros aspectos de importancia [242,251]. Por 

tanto, a nivel cuantitativo, el estudio farmacocinético exclusivo de las formas libres podría 

representar una subestimación de la biodisponibilidad alcanzada, y a nivel cualitativo, los 

perfiles cinéticos obtenidos podrían carecer de información relevante debido a la rápida 

transformación metabólica en enterocitos e hígado, impidiendo establecer así, 

correlaciones significativas entre la bioactividad y la biodisponibilidad. De esta forma, lo 

ideal sería una evaluación completa en donde se determinen conjuntamente los 

compuestos libres, las compuestos totales y los principales metabolitos. Sin embargo, la 

dificultad de encontrar estándares para la evaluación cinética de los metabolitos dificulta su 

inclusión. En referencia a este trabajo por ejemplo, de los biflavonoides evaluados no se 

encontraron reportes in vitro o in vivo que determinen la biodisponibilidad o algún dato 

cinético de Mo y Vo. Tomando como referencia Am, un estudio reciente indica que a una 

dosis alta de 300 mg/kg por vía oral, cerca del 93 % de la Am biodisponible proviene de 

derivados hidrolizados. De hecho los niveles alcanzados de Am libre fueron prácticamente 

indetectables [242]. Por tal motivo, con el fin de evaluar los parámetros farmacocinéticos de 

los principales biflavonoides de G. madruno y comparar los resultados con los flavonoides 

estructuralmente relacionados (Na, Lu y Ap), se decidió emplear un procedimiento de 

hidrolisis enzimático cuantificando en términos de flavonoides totales, que: i) asegurará una 

concentración significativa de estos compuestos, ii) evitará el uso de dosis elevadas no 

escalables en ensayos de bioactividad y iii) brindará la mayor información posible conforme 

a los diferentes procesos farmacocinéticos. 

Empleando el método validado por UHPLC MS/MS se realizó el estudio farmacocinético de 

biflavonoides y flavonoides estructuralmente relacionados de G. madruno. La Figura 28 

muestra los perfiles obtenidos de concentración plasmática versus tiempo (CP Vs T) de los 

flavonoides totales Lu (A), Ap (B) y Na (C) y los biflavonoides totales Mo (D y G), Vo (E y 

H) y Am (F e I) tras la administración vía oral de un mix de flavonoides (columna 1), un mix 

de biflavonoides (columna 2) y un extracto estandarizado de hojas de G. madruno (columna 

3) correspondientes a los grupos experimentales 1, 2 y 3 (G1, G2 y G3), respectivamente. 

Por su parte, para todos analitos los parámetros farmacocinéticos obtenidos bajo un modelo 

no compartimental (mNC) se resumen en la Tabla 14. A nivel de los biflavonoides, en G2 y 

G3 Mo alcanzó los mayores valores conforme al ABC-t24 y el ABC-∞, seguido de Vo y Am. 

Estos resultados se correlacionan directamente con la dosis administrada en los diferentes 

grupos experimentales. Sin embargo, con respecto al ABC normalizado frente a la dosis 
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administrada (ABC-∞/dosis), el orden encontrado varío en ambos grupos, siendo 

Vo>Mo>AM. A nivel cinético y en lo que concierne al T1/2 y al TMR, Vo fue el biflavonoide 

que más rápido fue eliminado y Mo el que permaneció por mayor tiempo en el organismo.  

 

Figura 28. Perfiles de concentración plasmática versus tiempo de biflavonoides y flavonoides 
totales obtenidos en plasma de rata tras la administración única por vía oral de un mix de 
flavonoides, biflavonoides y un extracto estandarizado de hojas de G. madruno. La primera 
columna corresponde a los resultados obtenidos para el grupo 1 tras la administración de un mix de 
luteolina (A), Apigenina (B) y Naringenina (C); la segunda columna corresponde a los resultados 
obtenidos para el grupo 2 tras la administración de un mix de morelloflavona (D), volkensiflavona (E) 
y amentoflavona (F); y la tercera columna corresponde a los resultados obtenidos para el grupo 3 
tras la administración del extracto estandarizado de hojas de G. madruno para los biflavonoides 
morelloflavona (G), volkensiflavona (H) y amentoflavona (I). 

Adicionalmente, los biflavonoides presentan perfiles similares intra-grupos y difieren 

significativamente entre-grupos (Figura 28). Tras una administración de los compuestos 

puros (Figura 28 D, E y F, G2), los biflavonoides presentaron una absorción rápida con un 

Tmax en un rango entre 0.42 y 1.06 horas, siendo Am el compuesto que más rápido fue 

absorbido, seguido de Vo y Mo. De manera evidente Am y en menor medida Vo y Mo, a un 

tiempo de 3 horas presentaron un segundo máximo de absorción que de acuerdo a lo 

reportado para Am en estudios en ratas y en humanos, podría deberse a un ciclo 
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enterohepático a causa del retorno de metabolitos conjugados por vía biliar, desde el hígado 

hacia el intestino, generando un segundo Cmax tras su respectiva reabsorción [251,255]. 

Sin embargo estudios recientes no muestran este comportamiento [242] y conforme al 

conocimiento de los flavonoides, no se ha podido refutar este evento pero de existir 

constituye un proceso minoritario [254,256]. Siendo así, la aparición de segundos máximos 

de absorción podría atribuirse a diferentes eventos como circulación enterohepática, 

transformación de compuestos en el TGI y/o dobles sitios de absorción.  

Tabla 14. Parámetros farmacocinéticos de biflavonoides y flavonoides totales tras la 
administración oral de un mix de flavonoides, biflavonoides y un extracto estandarizado de 
hojas de G. madruno 

Analito  Grupo 
Dosis  

(mg/kg) 
ABC-t24  

(ng/h mL) 
ABC-∞ 

(ng/h mL) 
ABC-

∞/dosis 
T1/2  
(h) 

TMR-t24 
(h) 

Tmax  
(h) 

Cmax  

(ng/mL) 

          

Na G1 20 63774±7661 64714±7768 8404±1009 4,05±0,09 7,23±0,36 0,35±0,02 8759,9±279,0 

Lu G1 20 38037±3063 39628±4031 5147±524 2,09±0,37 10,02±0,73 0,39±0,02 3600,1±868,9 

Ap G1 20 108226±15144 122615±13273 15924±1724 3,55±0,54 11,58±0,61 0,42±0,03 4640,2±778,4 

          

Mo G2 30,1 615±86 726±90 58±7 5,58±0,49 8,49±0,31 1,06±0,21 77,0±16,0 

Vo G2 13,1 434±113 462±117 109±28 2,39±0,54 4,50±0,58 0,63±0,07 96,7±38,5 

Am G2 13,5 147±45 182±55 37±11 4,38±1,25 6,32±0,86 0,42±0,05 19,1±4,8 

          

Mo G3 31,8 1361±45 1510±112 120±9 3,37±0,55 9,49±0,25 1,67±0,14 121,8±17,4 

Vo G3 8,1 498±40 540±51 168±16 2,82±0,15 8,82±0,49 1,38±0,14 61,9±5,6 

Am G3 4,3 168±27 187±29 110±17 3,39±0,19 9,54±0,16 1,27±0,10 19,9±3,2 

Los resultados obtenidos de los biflavonoides en G3 también presentaron dos máximos de 

absorción, pero a diferencia de G2, el segundo máximo no es tan pronunciado y se produce 

a un tiempo cercano a 12 horas, 9 horas después del presentado tras la administración de 

los biflavonoides puros (G2). En este caso, un posible ciclo enterohepático es prácticamente 

improbable. Por tanto, la absorción en distintas partes del TGI y la transformación de 

compuestos se constituyen como los principales mecanismos que explican este 

comportamiento al administrar los biflavonoides contenidos en un extracto estandarizado. 

En el caso de Mo y Vo (Figura 28 G y H), la presencia en el extracto de cantidades 

significativas de derivados glicosidados de estos compuestos (Fu, Es y Ma, por ejemplo), 

conlleva a postular a la hidrolisis de estos glicósidos por enzimas intestinales y por la 

microbiota como el mecanismo probable que explique el segundo proceso de absorción de 

Mo y Vo tras la liberación de las respectivas agliconas y su respectiva absorción. 

Adicionalmente el ABC-∞/dosis obtenido para Mo y Vo fue superior tras la administración 

del extracto en comparación con la administración de los compuestos puros, reafirmando 

así la importancia de estos glicósidos. De hecho, específicamente Vo en el G2 obtuvo una 

Cmax 1.6 veces mayor a la obtenida en G3, pero el ABC-∞/dosis fue 1.5 veces menor 
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respecto a G3. A nivel gráfico esto se evidencia en el ancho del primer máximo de absorción 

y en la presencia del segundo (Figura 28E y H) y a nivel cinético, en el aumento del TMR 

de los biflavonoides administrados en el extracto estandarizado.  

En el caso de Am, en ambos grupos experimentales se evidenció un proceso de absorción 

a un t=12 h (Figura 28 F e I). Teniendo presente que en el análisis cromatográfico del 

extracto no se encontraron derivados glicosidados de Am, este aumento en la 

concentración plasmática estaría atribuido a la absorción de Am libre y/o conjugados en 

partes terminales del intestino delgado y en el colon. Este proceso ya ha sido descrito en 

ratas, en otros estudios farmacocinéticos de flavonoides como kaempferol, quercetina, 

luteolina, apigenina y en la misma amentoflavona [244,245,251]. Adicionalmente, cabe 

resaltar que la administración de Am a través del extracto mejoró en alrededor de tres veces 

el ABC-∞/dosis con respecto a los resultados obtenidos en G2, por lo tanto al descartar 

otras fuentes de Am en el extracto, el aumento del ABC-∞/dosis estaría determinado 

posiblemente por interacciones de algunos de los componentes del extracto, inhibiendo o 

saturando transportadores de eflujo, rutas metabólicas, entre otros proceso involucrados en 

disminuir la biodisponibilidad de este tipo de moléculas.  

En cuanto a los resultados obtenidos de los flavonoides (Lu, Ap y Na) monómeros 

constitucionales de los biflavonoides Mo, Vo y Am, es evidente un aumento de la 

biodisponibilidad de los flavonoides con respecto a los biflavonoides en algunos casos 

alcanzado ABC-∞/dosis 100 veces mayores (Tabla 14). El comportamiento general de los 

flavonoides encontrado se asemeja a lo reportado previamente [244,245,251,257], siendo 

Ap el flavonoide con mayor ABC, seguido de Na y Lu. Sin embargo, la disminución de la 

biodisponibilidad de Lu con respecto a Ap y Na podría ser relativa, ya que el grupo catecol 

en el anillo C de este compuesto, recientemente ha sido reconocido como un sustrato de la 

enzima COMT (catecol-O-metilltransferasa), que como producto metabólico produce dos 

flavonoides metilados naturales no hidrolizables bajo las condiciones establecidas en la 

preparación de muestras (diosmetina y crisoeriol) [257,258]. Esta condición podría 

extrapolarse a los biflavonoides, explicando así, las diferencias encontradas entre Vo y Mo, 

abriendo la posibilidad de encontrarse in vivo biflavonoides tipo 3-8”-naringenil-diosmetina 

y 3-8”-naringenil-crisoeriol derivados de la administración de Mo. Si bien Ap fue el 

flavonoide que mayor ABC-∞/dosis presentó, en el caso de los biflavonoides este resultado 

no se extrapolo a la Am (3’-8’’-biapigenina), a diferencia Vo (3-8”-naringenilapigenina) fue 

el biflavonoide con mayor biodisponibilidad. Por tanto sería importante evaluar el rol que 

ejerce el tipo de enlace interflavonoide en los procesos asociados con la biodisponibilidad 

de estos compuestos. 

Cabe resaltar que esta es la primera aproximación al conocimiento de la biodisponibilidad 

y los procesos farmacocinéticos de los principales biflavonoides de G. madruno, 
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constituyéndose el primer reporte para Mo y Vo. Así mismo la comparación entre 

flavonoides y biflavonoides relacionados permitió establecer que existen diferencias muy 

significativas en la biodisponibilidad de estos compuestos. De esta forma, el aumento del 

peso molecular y el número de hidroxilos entre flavonoides y biflavonoides estaría atribuido 

a una disminución en la permeabilidad de estos últimos. Por lo tanto, en procura de 

mantener la bioactividad encontrada hasta el momento, será necesario implementar 

estrategias desde la tecnología farmacéutica que mejoren los procesos de permeabilidad y 

así contribuyan a un aumento de la biodisponibilidad de los biflavonoides. Como punto de 

partida, es destacable que la biodisponibilidad de los biflavonoides se ve mejorada cuando 

estos son administrados a través del extracto, por lo cual el extracto de hojas de G. madruno 

desarrollado, se constituye como el precursor ideal para dicha optimización continuando en 

la línea del desarrollo de ingredientes bioactivos accesibles basados en biflavonoides de G. 

madruno. Otro camino importante que queda por aclarar es determinar las principales 

especies metabólicas biodisponibles producto de la administración de biflavonoides de G. 

madruno, ya que si bien los resultados encontrados en este trabajo indican que los 

biflavonoides libres, glucorunidados y sulfatados se encuentran en concentraciones que 

podrían considerarse como subterapéuticas, un estudio demostró que la administración de 

Mo por 6 meses, vía oral a una dosis de 4 mg/kg lograba tener un efecto ateroprotector en 

un modelo transgénico en ratones [143], tomando fuerza la posibilidad que las especies 

activas procedan de metabolitos no contemplados en este trabajo que alcancen 

concentraciones significativas.  
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8 CONCLUSIONES 

Bajo el abordaje metodológico empleado, se desarrolló y validó el primer método 

cromatográfico por HPLC-DAD-MS para la cuantificación e identificación de biflavonoides 

en hojas, tallos, epicarpio, mesocarpio y semillas de G. madruno. De forma general se logró 

cuantificar 4 biflavonoides (fukugisido, morelloflavona, volkensiflavona y amentoflavona), e 

identificar mediante HPLC-MS y estudios de hidrolisis tres compuestos hidrolizables 

derivados de morelloflavona y volkensiflavona y una biflavanona. La identificación tentativa 

de estos biflavonoides correspondió a: i) espicatasido (volkensiflavona-7-O-glucósido), ii) 

madrunoudeasido (Morelloflavona-7-O-acetilglucosido, iii) volkensiflavona-O-

acetilglucosido; y IV) al biflavonoide GB-2a (3-8”-naringenileriodictiol).  

Con respecto  al contenido de biflavonoides en G. madruno, las hojas del madroño 

representan una fuente abundante y diversa de biflavonoides, pero es el epicarpio el que 

se constituye como la fuente más representativa de morelloflavona y fukugisido alcanzando 

valores superiores al 10 % de contenido de biflavonoides totales en el material seco. Por 

otro lado, el contenido de biflavonoides totales es sub-estimado en todas las matrices ya 

que existen principalmente glicósidos de morelloflavona y volkensiflavona identificados y no 

cuantificados presentes en cada una de ellas. De esta forma, los resultados a nivel 

cuantitativo proponen a G. madruno como una especie referente del género Garcinia en la 

expresión de biflavonoides tipo morelloflavona, convirtiéndola de esta forma en una materia 

prima óptima para el desarrollo de productos basados en estos compuestos.  

Mediante un abordaje sistemático basado en diseños de experimentos en procura de 

maximizar la extracción de biflavonoides de las respectivas matrices y minimizar la 

extracción conjunta de compuestos diluyentes e interferentes, se logró desarrollar un 

proceso de extracción, sencillo, eficiente y amigable con el medio ambiente, que permitió 

aumentar en 15.6, 14.1, 6.7, 4.9 y 4.1 veces el contenido de biflavonoides totales en las 

matrices semillas, mesocarpio, tallos, hojas y epicarpio, respectivamente. Se postula en 

especial a los extractos de hojas y epicarpio como posibles ingredientes bioactivos con 

hasta un 50% de biflavonoides. Se establece de esta forma el punto de partida para el 

desarrollo de productos de valor, en vista de las potencialidades encontradas hasta el 

momento de los biflavonoides en la prevención y tratamiento de algunas ENT. 

Los extractos optimizado obtenidos a partir G. madruno presentan una actividad 

antioxidante significativa, la cual está explicada en su mayoría por el contenido de 

biflavonoides, especialmente morelloflavona y fukugisido, los cuales además de ser los 

biflavonoides mayoritarios, son los que mayor actividad presentan en los mecanismos 

evaluados, siendo SPLET el mecanismo antioxidante predominante de los biflavonoides.  
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El resultado del estudio REA-antioxidante mediante el mecanismo SET (FRAP), confirma 

como aspectos estructurales relevantes al grupo catecol, seguido del doble enlace entre el 

carbono 2 y 3 y finalmente al hidroxilo en posición 3. En relación al acople flavonoide-

flavonoide, se observa un antagonismo derivado probablemente de un impedimento 

estérico que impide la reducción efectiva del complejo [Fe-(TPTZ)2)]3+. Frente a los 

resultados del mecanismo SPLET (ORAC), no fue posible establecer una relación 

estructural consistente a nivel de los grupos funcionales, sin embargo quedo demostrado 

que los flavonoides en general alcanzan una actividad antioxidante entre 3 a 11 veces 

superior a la presentada por el Trolox y que en el caso específico de morelloflavona y 

fukugisido, sí existe un efecto sinérgico producto del enlace interflavonoide. 

Finalmente a nivel da la biodisponibilidad y el conocimiento farmacocinético de los 

biflavonoides de G. madruno, la metodología analítica desarrollada se constituye como un 

método aplicable para el desarrollo de un estudio farmacocinético mediante la cuantificación 

de biflavonoides y flavonoides totales en plasma. Así mismo, los resultados obtenidos 

representan los primeros reportes para los compuestos Mo y Vo y el primer estudio en 

donde se comparan biflavonoides frente a los flavonoides constitucionales. Producto de 

esta comparación, se evidenció que el enlace interflavonoide disminuye drásticamente la 

biodisponibilidad, por lo cual se hace necesario proponer metodologías en procura de 

mejorar esta condición. Así mismo se requiere establecer un conocimiento más profundo 

de las especies biodisponibles producto de la ingesta de estos compuestos, en procura de 

establecer correlaciones significativas entre la biodisponibilidad y la bioactividad de los 

biflavonoides.  
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9 PERSPECTIVAS 

Las actividades derivadas producto de este trabajo son diversas. Actualmente se encuentra 

en ejecución la evaluación de los principales metabolitos biodisponibles de los biflavonoides 

evaluados en los dos máximos de absorción, así como un estudio de efectividad vía oral 

del extracto de hojas desarrollado en el modelo triple transgénico de la enfermedad de 

Alzheimer. 

A corto plazo, se plantea evaluar el efecto ateroprotector del extracto administrado vía oral 

en el modelo animal apoE-/-. Así mismo, se están escribiendo propuestas en procura de 

conseguir recursos para la adquisición de una planta piloto basada en procesos de 

extracción limpios aplicable a la generación de ingredientes de G. madruno de calidad 

alimentaria y farmacéutica. También se plantea la ejecución de una expedición “G. 

madruno” que permita determinar los principales nichos productivos en nuestro territorio y 

en conjunto contribuya a determinar la variabilidad química conforme a la expresión de 

biflavonoides en diferentes especímenes y regiones del país 

A mediano plazo se plantea el escalado del proceso de extracción acompañado de la 

ejecución de estrategias desde la tecnología farmacéutica en procura de mejorar la 

biodisponibilidad de los biflavonoides. Finalmente basados en estudios de factibilidad y 

vigilancia tecnológica se pondría a disposición la implementación de estrategias para la 

protección intelectual y el registro de marca de los ingredientes derivados de G. madruno 

más promisorios en busca de una futura comercialización e inclusión en formulaciones 

farmacéuticas y/o alimentarias. 
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