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C-glucosilflavonas de tres especies del género
Passiflora. Actividad antibacteriana,

antioxidante y cuantificación
C-Glucosylflavone of three species of the genus Passiflora.

Antibacterial, antioxidant activity and quantification

NERY M PÉREZ IBÁÑEZ1*, STEPHEN TILLETT2, ANTONIETA TADDEI3

RESUMEN

Las C-glucosilflavonas isovitexina, vitexina, saponarina, swertisina e isoswertisina fueron aisladas de los extractos eta-
nólicos obtenidos de las hojas de P. gracilis, P. multiformis y P. punctata, empleando métodos convencionales de
ex tracción, separación y purificación, e identificadas mediante técnicas espectroscópicas, espectrometría de masas
y datos de la literatura. Estos compuestos no habían sido previamente reportados en las especies. Se evaluó la activi -
dad antibacteriana contra B. cereus, S. aureus, E. coli, P. aeruginosa y la levadura C. tropicalis usando el método de
difusión sobre placas de agar, así como la actividad antioxidante por bioautografía en cromatografía de capa fina
(CCF) utilizando DPPH• . La mayoría de los flavonoides fueron activos contra las bacterias gram+ y gram–, e incluso la
le vadura. También mostraron valores de límite de detección diferentes, comparados con el antioxidante de referencia
de rutina. Por otra parte, se determinó espectrofotométricamente el contenido de flavonoides totales en estas espe-
cies. Las hojas de P. gracilis mostraron el mayor porcentaje de estas sustancias, el cual es bastante significativo cuan-
do se compara con el de P. incarnata, especie reconocida internacionalmente por su contenido de flavonoides.

Palabras clave: Passiflora gracilis, Passiflora multiformis, Passiflora punctata, C-glucosilflavonas, actividad anti-
bacteriana, actividad antioxidante.

ABSTRACT

The C-glucosylflavone isovitexin, vitexin, saponarin, swertisin and isoswertisin were isolated from ethanolic extracts
obtained from leaves of P. gracilis, P. multiformis and P. punctata, using conventional methods of extraction, sepa-
ration and purification, and identified by spectroscopic techniques, mass spectrometry and literature data. These
compounds have not previously been reported in these species. They were evaluated for antibacterial activity against
B. cereus, S. aureus, E. coli, P. aeruginosa and the yeast C. tropicalis, using the diffusion method on agar plates.
Most of these compounds were active against bacteria and yeast. The antioxidant activity of C-glucosylflavone by
bioautography on thin layer chromatography (TLC) using DPPH• was also evaluated. These compounds showed values
of different detection limits compared with the rutin reference antioxidant. Furthermore, the content of total flavo-
noids in these species was determined spectrophotometrically. The leaves of P. gracilis showed the highest content,
which is quite significant when compared with that of P. incarnata, the species recognized internationally for its flavo-
noids content. 

Key words: Passiflora gracilis, Passiflora multiformis, Passiflora punctata, C-glucosylflavone, antibacterial acti-
vity, antioxidant activity.
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Introducción

El género Passiflora (Passifloraceae) está consti-
tuido por 565 especies aproximadamente. Son nati-
vas de los Neo trópicos, pero cerca de 25 especies
provienen de los Pa leotrópicos (Stevens, 2001). En
Venezuela existen 87  especies, 4 de las cuales son
endémicas (Hokche y col., 2008). Muchas se cultivan
como plantas ornamentales por sus llamativas flores,
pero varias son importantes económicamente en los
trópicos por sus frutos comestibles como la parcha y
parchita (Bailey y Bailey, 1976). Desde el punto de
vista medicinal, las hojas de la especie P. incarnata
es la más utilizada como sedante y antiespasmódica
(Miroddi, 2013). Flavonoides, glicósidos cianogénicos
y alcaloides son los compuestos químicos que carac-
terizan al género Passiflora. Entre los flavonoides
predominan los del tipo C-glucosilflavonas como vite-
xina, isovitexina, orientina, isoorientina y sus deri -
vados glicosilados (Dhawan y col., 2004). Estudios
sobre la actividad biológica del género Passiflora han
sido reportados, destacándose los de actividad anti-
bacteriana y antioxidante. Estos efectos están relacio-
nados con el contenido de flavonoides en estas plan-
tas, los cuales son bien conocidos por sus propieda-
des antibacterianas y antioxidantes (Ingale y Hivrale,
2010; Ramaiya y col., 2014). Las especies P. gracilis,
P. multiformis y P. punctata, nativas de varios países
latinoamericanos como Vene zuela (Kingma y Moer -
man, 2001; Steyermark y col., 2003), han sido muy
poco investigadas. Romero y col. (2013) demostraron
que los extractos etanólicos de estas tres especies de
Passiflora poseen propiedades antimicrobianas, alta
capacidad absorbente de las radiaciones solares y
una relevante actividad antirradical, las cuales se atri-
buyen a los flavonoides detectados en los extractos.
Por lo anterior, se planteó para este trabajo aislar e
identificar estos metabolitos en P. gracilis, P. multi-
formis y P. punctata, así co mo evaluar su posible ac -
tividad antibacteriana, antioxidante y cuantificación.

Materiales y métodos

El material vegetal fue recolectado (P gracilis:  ju -
lio 2010, P. punctata: junio 2012, P. multiformis:
ju lio 2011) en la Qta. Niorbo, San Diego de los Altos,
Edo. Miranda e identificadas por el Dr. Stephen Tillett.
Se registró en el Her ba rio Víctor Manuel Ovalles (MYF)
de la Facultad de Far ma cia, UCV, Caracas, con los nú -
meros MYF 16260 (P. gracilis), 28375 (P. multiformis)
y 19989 (P. punctata). Cro mato grafía de capa fina
(CCF): cromatofolio de sílicagel 60 F254 (20 x 20 cm,
0.25 mm, Merck), fase móvil: acetato de eti lo (Merck) /
etilmetilcetona (Merck) /ácido fórmico (Merck)/ H20
destilada (50:30:10:10). Lámpara UV (Entela). Reac ti -

vo Naturstoff (Sigma) al 1% en MeOH (Merck). Cro -
ma to grafía de columna (CC): sílicagel 60 F254 (0,2-
0,5 mm; 35-70 mesh ASTM, Merck), Sepha dex LH-
20 (Phar macia), fase móvil: CHCl3 (Riedel de Haën),
CH2Cl2 (Merck), MeOH y H2O dest. Espec tro fotómetro
UV Beckman Du-6, espectrofotómetro IR 470 Shi mad -
zu, espectrómetro de RMN Eclip se-JOEL, 270 MHz,
espectrómetro de IES Perkin-Elmer API 100. Solventes
deuterados: DMSO-d6 (Aldrich).

AISLAMIENTO DE LOS COMPUESTOS PG-1, PG-2, 
PM-1, PP-1 Y PP-2.

Las hojas fueron secadas (± 50 ºC x 3 días), moli-
das, pesadas (40 g P. gracilis, 40 g P. multiformis y
50 g P. punctata) y extraídas con EtOH (600 ml) por
Soxhlet (24 h). El solvente se evaporó hasta seque-
dad (rotaevaporador, Cole Palmer) obteniéndose los
extractos crudos respectivos (4,43 g P. gracilis, 7,57g
P. multiformis y 11,93 g P. punctata). El extracto cru -
do de P. gracilis fue fraccionado con los siguientes
solventes: Hexano (Burdick & Jacson), CHCl3, CH2Cl2
y butanol (Merck). La fracción butanólica se evaporó
a sequedad, obteniéndose un residuo de consisten-
cia viscosa (650 mg), que con MeOH se obtuvo un só -
lido amorfo. Éste fue decantado, lavado con peque-
ñas porciones de MeOH, secado, pesado y denomi -
nado PG-2 (34,1 mg). La solución metanólica madre
se evaporó a sequedad, el residuo obtenido (580 mg)
fue fraccionado por CC utilizando sílicagel (15 g) y
una mezcla de solventes CH2Cl2/ MeOH en gradiente
(80:20, 60:40 y 40:20) como fase móvil. Se recolec-
tó 60 fracciones de ± 3 ml c/u, que luego de ser eva-
luadas por CCF fueron unidas las similares, resultando
3 fracciones. La fracción 1 se evaporó a sequedad,
pesó y denominó PG-1 (200,9 mg). Por otra parte,
durante el proceso de evaporación de los extractos
etanólicos de P. multiformis y P. punctata se forma-
ron sólidos amorfos, los cuales fueron decantados,
lavados con MeOH, secados, pesados y denominados
PM-1 (412 mg) y PP-1 (49 mg), respectivamente. El
extracto crudo (2 g) de P. punctata se fraccionó en
columna (100 g de sílicagel) utilizando mezcla de sol-
ventes CH2Cl2/MeOH en gradiente (80:20, 60:40,
40:20, 20:80 y 100). Se recolectó 60 fracciones de
± 20 ml, que fueron evaluadas por CCF y unidas las
que resultaron si milares, quedando 9 fracciones. De
la fracción 1 se aisló el com puesto PP-2 (27 mg), reali-
zando repetidas CC con Sepha dex y MeOH.

Compuesto PG-1. Isovitexina (5,7,4 -trihidroxifla-
vona-6-C-β-D-glucopiranosa). UV λ max nm: (MeOH)
271, 333; (NaOMe) 279, 329, 397; (NaOAc) 278,
386; (NaOAc/H3BO3) 273, 339; (AlCl3) 279, 303,
345, 380; (AlCl3/HCl) 279, 301, 343, 380. RMN 1H δ
ppm (270 MHz, DMSO-d6): Tabla II. RMN 13C δ ppm
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(67,9 MHz, DMSO-d6): Tabla III. HETCOR (correla ciones
a un enlace δ 13C / δ 1H): 128,9→7,89; 116,6→6,91;
103,3→6,76; 94,3→6,53; 73,7→4,58; 70,9→4,03;
62,0→3,60; 3,40. FLOCK (correlaciones a dos y tres
enlaces δ 13C / δ 1H): 164,1→6,76; 161,7→7,89;
161,2→4,58; 156,8→6,53; 121,7→6,91; 109,4→
4,58; 6,53; 103,9→6,76; 6.53. MS [m/z, in ten sidad
relativa (%)]: 157 (65), 391 (45), 433 (100).

Compuesto PG-2. Vitexina (5,7,4 -trihidroxiflavo-
na-8-C-β-D-glucopiranosa). UV λmax nm: (MeOH) 271,
337; (NaOMe) 279, 329, 395; (NaOAc) 279, 387;
(NaOAc/H3BO3) 272, 325, 355; (AlCl3) 277, 303, 347,
382; (AlCl3/HCl) 278, 302, 343, 382. RMN 1H δ ppm
(270 MHz, DMSO-d6): Tabla II. RMN 13C δ ppm (67,9
MHz, DMSO-d6): Tabla III. HETCOR (correlaciones a
un enlace δ 13C / δ 1H): 129,4→8,01; 116,5→6,88;
103,0→6,78; 98,6→6,28; 74,0→4,67. MS [m/z, in ten -
sidad relativa (%)]: 325 (38), 431 (100), 467 (73).

Compuesto PM-1. Saponarina (5,4 -dihidroxiflavo-
na,-7-O-D-glucopiranosil-6-C-β-D-glucopiranosa). UV λ
max nm: (MeOH) 271, 334; (NaOMe) 270, 395;
(NaOAc) 270, 394; (NaOAc/H3BO3) 271, 338; (AlCl3)
279, 300, 346; (AlCl3/ HCl) 279, 299, 346. RMN 1H δ
ppm (270 MHz, DMSO-d6): Tabla II. RMN 13C δ ppm
(67,9 MHz, DMSO-d6): Tabla III. HETCOR (correla  cio -
nes a un enlace δ 13C / δ 1H): 129,1→ 7,94; 116,6→
6,92; 103,5→6.89; 94,3→6,87; 101,8→4,95; 73,2→
4,67. FLOCK (correlaciones a dos y tres enlaces δ 13C /
δ 1H): 164,7→6,87; 161,9→7,94; 157,1→6,87; 121,7→
6,92; 111,1; 105,5→6,89. MS [m/z, in ten  si dad re lativa
(%)]: 325 (22), 593 (100), 609 (44), 628 (23).

Compuesto PP-1. Swertesina (5,4 -dihidroxi-7-
metoxiflavona-6-C-β-D-glucopiranosa). UV λ max nm:
(MeOH) 271, 337; (NaOMe) 269, 391; (NaOAc) 270,
392; (NaOAc/ H3BO3) 272, 338; (AlCl3) 279, 301,
355, 380sh; (AlCl3/HCl) 280,5 349, 355, 380sh. RMN
1H δ ppm (270 MHz, DMSO-d6): Tabla II. RMN 13C δ
ppm (67,9 MHz, DMSO-d6): Tabla III. HET COR (corre -
la ciones a un enlace δ 13C / δ 1H): 129,0→7,94;
116,5→6,92; 103,6; 91,6/90,7→6,89; 73,4/73,1→
4,59; 57,0/56,8→3,87/3,85. FLOCK (correlaciones a
dos y tres enlaces δ 13C / δ 1H): 165,5→3,87/3,85;
164,3→6,89; 161,8→7,94; 157,3/157,2→6,89;
121,6→6,92; 110,3; 104,9→6,89. MS [m/z, inten sidad
relativa (%)]: 263 (22), 320 (29), 391 (58), 447 (100).

Compuesto PP-2. Isoswertesina (5,4 -dihidroxi-7-
metoxiflavona-8-C-β-D-glucopiranosa) UV λ max nm:
(MeOH) 271, 337; (NaOMe) 269, 391; (NaOAc) 270,
392; (NaOAc/ H3BO3) 272, 338; (AlCl3) 279, 301, 355,
380sh; (AlCl3/HCl) 280,5 349, 355, 380sh. RMN 1H δ
ppm (270 MHz, DMSO-d6): Tabla II. RMN 13C δ ppm
(67,9 MHz, DMSO-d6): Tabla III. MS [m/z, intensidad
relativa (%)]: 306 (24), 445 (100), 491 (61), 506 (25).

ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

La evaluación de la actividad antibacteriana de
los flavonoides aislados se realizó utilizando el méto-
do de difusión sobre placas de agar y los resultados
se expresaron como el diámetro del halo de inhibi-
ción en mm (Janssen y col., 1987; Sambrook y col.,
1989). Se prepararon soluciones de 5 mg/ml de los
compuestos, empleando las mezclas de solventes
siguientes: H2O/EtOH/MeOH (50:30:20) para los
compuestos PG-1, PG-2 y PM-1, CHCl3/EtOH/ Acetona
(40:40:20) para PP-1 y PP-2. Luego estas soluciones
(7 μl) fueron colocadas en discos de papel absorben-
te (Ø = 5 mm). La actividad antibacteriana se evaluó
contra los microorganismos Gram +: Staphy lococ -
cus aureus (ATCC 25963) y Bacillus cereus (ATCC
14579), así como contra los microorganismos Gram–:
Escherichia coli (ATCC 35218) y Pseu domona aeru-
ginosa (ATCC 10145). Tam bién se evaluó la ac ti vi -
dad antimicótica utilizando la levadura Candida tro-
picalis (MLDM 345611). Como controles positivos se
utilizaron los antibióticos comerciales: amikacina,
ampicilina-sulbactam, ofloxacina, tilmicosina y poli-
mixina B (BBL-Sensi-Disc); como controles negativos
se emplearon las mezclas de solventes utilizada para
solubilizar los compuestos.

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

La actividad antioxidante se determinó mediante
la técnica de bioautografía en cromatografía de capa
fina usando 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH•) como
agente de detección (Ripardo y col., 2005). Se pre -
paró una solución (1 mg/ml) en MeOH de c/u de los
compuestos, las cuales fueron diluidas sucesiva -
mente. 10 μl de cada dilución (250; 125; 62,5; 31,25
y 15,625 μg/ml) se aplicaron en croma tofolios de síli-
cagel 60 F254 (0,25 mm). Luego fueron atomizados
con una solución 0,5 mM de DPPH• (Sigma) en MeOH.
La actividad antioxidante se observó con la aparición
de manchas blancas o amarillas en un fondo púrpu-
ra. El flavonoide rutina (Sigma) fue utilizado como
sustancia antioxidante de referencia.

CUANTIFICACIÓN DE FLAVONOIDES TOTALES

Para la determinación de flavonoides totales se
utilizó el método espectrofotométrico descrito en la
Britisch Phar macopoeia (2012) para la especie P.
incarnata.

Resultados y discusión

AISLAMIENTO DE LOS FLAVONOIDES

Los extractos etanólicos de las especies de Pas -
siflora fueron analizados por CCF. Todos los croma-
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togramas exhibieron manchas fluorescentes intensas
verdes y amarillas bajo la luz UV 365 nm, luego de
ser atomizados con Na turs toff. Esto sugirió la presen-
cia de flavonas (Wagner y col., 1984). Estos extractos
fueron sometidos a métodos convencionales de se -
paración y purificación, aislándose cinco flavonoides
denominados: PG-1 (200,9 mg) y PG-2 (34,1 mg) de P.
gracilis, PM-1 (412 mg) de P. multiformis, PP-1 (49
mg) y PP-2 (27 mg) de P. punctata. 

La espectroscopía UV es quizás el método más
utilizado para analizar la estructura de un flavonoide,
ya que permite identificar tanto los núcleos como el
patrón de oxigenación de estos compuestos. La Ta bla
I muestra las absorciones máximas de los espectros
UV, en MeOH, de los flavonoides aislados y sus des-
plazamientos batocrómicos en presencia de reacti-
vos alcalinos y metálicos. La mayoría de los datos son
muy similares y su análisis sugirió que todos los com-
puestos poseen un núcleo flavona hidroxilada en
posición 5 y 4, sin embargo, el desplazamiento bato-
crómico de 7 nm de la banda II, determina que los
compuestos PG-1 y PG-2 poseen un grupo hidroxilo
libre en la posición C-7, mientras que, el no desplaza-
miento indica que este grupo esta sustituido en los
demás compuestos (Mabry y col., 1970; Markham y
col., 1975; Markham, 1982). Por lo tanto, la estructu-
ra 5,7,4 –trihidroxiflavona se atribuyó a los compues-
tos PG-1 y PG-2, mientras que la estructura 5,4 –dihi-
droxiflavona con el grupo OH sustituido en C-7 a los
compuestos PM-1, PP-1 y PP-2.

un sistema de acoplamiento A,A /B,B , que ratifica la
sustitución del anillo B en posición C-4 . Los dos sin-
gletes en δ 6,76 y 6,53 ppm que corresponden a los
protones H-3 y H-8, respectivamente. Sin embargo, la
ausencia de la señal del protón H-6, que oscila entre
6,16-6,25 ppm, indica que esta posición se encuen-
tra sustituida. A campo más alto aparecieron las
señales de un azúcar. El doblete en δ 4,58 (1H, J =
10,8 Hz) ppm corresponde al protón anomérico. La
magnitud de la constante de acoplamiento caracteri-
za al anómero β-glucopiranosa y el desplazamiento
químico sugiere la presencia de un C-glicósido, al
contrario del protón anomérico de los O-glicósidos
que resuena a campo más bajo (δ 5,0-5,8 ppm) (Ma -
bry y col., 1970; Markham y col., 1975; Markham,
1982; Markham y Geiger, 1993). Los espectros de
RMN-13C, DEPT 135 y HETCOR mostraron las reso-
nancias de los metinos aromáticos C-2 ,6  (δ 128,9
ppm) y C-3 ,5  (δ 116,6 ppm), que ratifican el sistema
de acoplamiento A,A /B,B , las señales característi-
cas de C-3 y C-8 en δ 103,3 en δ 94,3 ppm, respecti-
vamente (Pelter y col., 1976; Agrawal, 1989), así
como las resonancias de cinco metinos alifáticos (δ
82,0; 79,5; 73,7; 71,1; 70,9 ppm) y de un metileno
(δ 62,0 ppm) que identifican la molécula de glucosa.
La señal en δ 73,7 ppm corresponde al carbono ano-
mérico tras observar su correlación con la señal del
protón en δ 4,58 ppm en el espectro HETCOR. Este
desplazamiento químico relativamente a campo alto
confirma que la unión glicosídica es de tipo C-C, en
contraste al carbón anomérico en los O-glicósidos
que por lo general resuena cerca de δ 100,0 ppm.
También se observó la resonancia correspondiente
a C-4 en δ 182,4 ppm, la cual aparece desapanta -
llada debido al puente de hidrógeno formado entre
los  grupos ceto en C-4 e hidroxilo en C-5 (Pelter y
col., 1976; Agrawal, 1989). La señal del metino en δ
109,4 ppm se atribuye a C-6, que debido a la glicosi-
lación es desplazada alrededor de 10 ppm a campo
más bajo de su valor normal (δ 99 ppm) (Markham,
1982; Agrawal, 1989). El espectro FLOCK confirma
esta asignación a través de la correlación a dos enla-
ces de las señales del carbono C-6 con el protón ano-
mérico. Igualmente este espectro permitió identificar
la mayoría de los carbonos cuaternarios. Las reso-
nancias en δ 164,1 y 156,8 ppm se asignaron a C-2 y
C-9 por sus correlaciones a dos enlaces con las se -
ñales de los protones H-3 y H-8, respectivamente. La
resonancia en δ 161,2 ppm fue atribuida al carbono
C-5 por la conexión a tres enlaces con la señal del
protón anomérico, así como la resonancia en δ 103,9
ppm al carbono C-10 por sus vinculaciones a tres
enlaces con las señales H-3 y H-8. Los datos espec-
troscópicos obtenidos sugirieron la fórmula molecu-
lar C21H20O10, la cual fue confirmada por el espectro

Compuestos MeOH NaOMe NaOAc NaOAc/ AlCl3 AlCl3/HCl
H3BO3

PG-1 271, 333 64 (I) 7 (II) nd 47(I) 47(I)

PG-2 271, 337 58 (I) 7 (II) nd 45(I) 45(I)

PM-1 271, 334 61 (I) nd (II) nd 46(I) 46(I)

PP-1 271, 337 54 (I) nd (II) nd 43(I) 43(I)

PP-2 271, 334 57 (I) nd (II) nd 41(I) 41(I)

nd: no desplazamiento

Tabla I

Absorciones máximas (nm) de los espectros UV
en MeOH de PG-1, PG-2, PM-1, PP-1 y PP-2
y sus desplazamientos batocrómicos (nm)

en presencia de NaOMe, NaOAc, NaOAc/H3BO3,
AlCl3 y AlCl3/HCl

El espectro de protones de PG-1 confirma la
estructura 5,7,4 -trihidroxiflavona atribuida a este
compuesto mediante las siguientes señales: el single-
te en δ 13,56 ppm correspondiente al protón del
grupo hidroxilo en C-5, el cual se encuentra forman-
do puente de hidrógeno con el oxigeno en C-4. En la
región aromática, los dos dobletes característicos de
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de masas IES al exhibir un ion pseudomolecular
[M+H+] en m/z 433 (100), correspondiente a una  ma -
sa molecular de 432 uma. Toda esta información
 permitió proponer la estructura 5,7,4 -trihidroxiflavo-
na-6-C-β-D-glucopiranosa para el compuesto PG-1
(Figura 1), la cual quedó confirmada al comparar los
datos obtenidos con los reportados en la literatura
para isovitexina (Delazar y col., 2006). Los datos es -
pectroscópicos de RMN-1H y 13C están indicados en
las Tablas II y III.

El espectro de RMN-1H del compuesto PG-2 mos-
tró señales parecidas a las del compuesto PG-1, pues-
to que se trata de otra 5,7,4 -trihidroxiflavona con
una unidad de azúcar (tabla II). La diferencia básica
es el singlete en δ 6,28 (1H) ppm, característico del

protón H-6. La ausencia de la señal correspondiente
a H-8 (δ 6,39-6,56 ppm) sugirió que el azúcar se en -
cuentra unido a la aglicona en esa posición (Mar -
kham, 1982; Markham y Geiger, 1993). Los espec-
tros de RMN-13C, DEPT 135 y HETCOR exhibieron las
resonancias de 21 átomos de carbonos (1 metileno,
11 metinos, 9 carbonos cuaternarios), pertenecien-
tes a un flavonoide con una unidad de azúcar.

Los desplazamientos químicos fueron compara-
bles con los del compuesto PG-1, sin embargo, difie-
ren dos señales, la correspondiente a un metino en δ
98,7 ppm, que caracteriza a C-6, y la del carbono
cuaternario en δ 105,2 ppm atribuida a C-8. Esta últi-
ma señal aparece desplazada, alrededor de 10 ppm,
a campo más bajo de su valor normal (δ 94,4 ppm)

Compuestos H-3 H-6 H-8 H-2’,6’ H-3’,5’ H-1” H-2”-H-6” H-1’’’ H-2’’’-H-6’’’ 5-OH 4’-OH 7-OCH3

PG-1 6,76 – 6,53 7,89 6,91 4,58 3,10-4,10 (m), – – 13,56 – –
(s) (s) (d;8,1) (d;8.1) (d;10,8) 3,67 (d;11,2; H-6’’), (s)

3,41 (dd;10,8;4,7;H-6’’)

PG-2 6,78 6,28 – 8,01 6,88 4,67 3,16-4,0 – – 13,40 10,40 –
(s) (s) (d;8,4) (d;8,9) (m) (m) (s) (sa)

PM-1 6,89 – 6,87 7,94 6,92 4,67 3,16-3,92 4,95 3,16-3,92 13,56 10,53
(s) (s) (d;8,6) (d;8,8) (m) (m) (m) (m) (s) (sa)

PP-1 6,89 – 6,89 7,94 6,92 4,58 3,10-3,87 – – 13,47/ 10,54 3,89/
(s) (s) (d;8,6) (d;8,6) (m) (m) 13,44 (sa) 3,87

(s) (s)

PP-2 6,81 6,50 – 8,02 6,89 4,70 3,16-3,49 – – 13,35 – 3,87
(s) (s) (d;7,9) (d;7,9) (d;9,8) (m) (sa) (s)

Tabla II

Datos espectroscópicos de RMN-1H de los compuestos PG-1, PG-2, PM-1, 
PP-1 y PP-2 en DMSO-d6, δ en ppm (multiplicidad, J Hz)

Compuestos C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 C-7 C-8 C-9 C-10 C-1’ C-2’,6’ C3’,5’ C-4’ OCH3

PG-1 164,1 103,3 182,4 161,2 109,4 164,1 94,3 156,8 103,9 121,7 128,9 116,6 161,7 –

PG-2 164,5 103,0 182,6 160,9 98,6 163,1 105,2 156,5 104,0 122,2 129,4 116,5 161,7 –

PM-1 164,7 103,5 182,5 160,0 111,1 163,1 94,3 157,1 105,5 121,5 129,1 116,6 161,7 –

PP-1 164,3 103,6 182,7 160,8 110,3 165,5 91,6 157,3 104,9 121,6 129,0 116,5 161,8 57,0

182,4 160,0 90,7 157,2 56,8

PP-2 165,0 102,9 182,7 162,2 95,6 163,9 106,2 155,7 105,0 121,7 129,5 116,5 162,2 57,1

Compuestos C-1” C-2” C-3” C-4” C-5” C-6” C-1’’’ C-2’’’ C-3’’’ C-4’’’ C-5’’’ C-6’’’

PG-1 73,7 71,1 79,5 70,9 82,0 62,0 – – – – –

PG-2 74,0 71,5 79,3 71,2 82,3 62,0 – – – – – –

PM-1 73,2 71,4 79,5 70,2 81,5 61,2 101,8 74,3 76,3 70,1 77,8 60,9

PP-1 73,4 71,5 79,6 70,8 82,3 62,3

73,1 71,4 70,2 82,1 62,4 – – – – – –

PP-2 73,6 71,4 79,1 71,1 82,4 61,8 – – – – – –

Tabla III

Datos espectroscópicos de RMN-13C de los compuestos PG-1, PG-2, PM-1, PP-1 y PP-2 en DMSO-d6, δ (ppm)
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debido a la probable glicosilación en esa posición
(Pelter y col., 1976; Agrawal, 1989). Por otra parte, el
espectro de masas IES mostró un ion pseudomolecu-
lar [M-H+] en m/z 431 (100), correspondiente a una
ma sa molecular de 432 uma y una fórmula molecu-
lar C21H20O10, igual a la del compuesto PG-1. Este
conjunto información permitió sugerir la estructura
5,7,4 -trihidroxiflavona-8-C-β-D-glucopiranosa para el
compuesto PG-2 (Figura 1), la cual fue corroborada al
contrastar los datos obtenidos con los reportados en
la literatura para vitexina (Hirota y col., 2012). Los
datos espectroscópicos de RMN-1H y 13C están indica-
dos en las tablas II y III.

El compuesto PM-1 se trata de una 5, 4 -dihidroxi-
flavona con el grupo OH sustituido en C-7, según el
análisis espectroscópico UV. Su espectro de RMN- 1H
fue semejante a los de los compuestos anteriores,
sin embargo entre δ 5,3-3,16-ppm aparecen múlti-
ples señales atribuibles a más de una molécula de
azúcar, y los dos singletes en la región aromática,
aparecen desplazados a campo más bajo en δ 6,89
(1H) y 6,87 (1H) ppm, posiblemente por glicosilación
del grupo hidroxilo en la posición C-7. Estos desplaza-
mientos químicos fueron atribuidos solo a H-3 y H-8,
respectivamente, ya que el protón H-6 en las mismas
circunstancias resuena entre δ 6,33-6,48 ppm.

Figura 1. Estructuras químicas de los flavonoides aislados
de las especies de Passiflora. PG-1: isovitexina, PG-2: vitexi-
na, PM-1: saponarina, PP-1: swertisina y PP-2: isoswertisina.

Asimismo, su inexistencia sugiere que la posición
C-6 se halla también sustituida (Markham, 1982;
Agrawal, 1989; Markham y Geiger, 1993). Los espec-
tros de RMN-13C, DEPT 135 y HETCOR presentaron
las resonancias de 27 átomos de carbonos (2 metile-
nos, 16 metinos y 9 carbonos cuaternarios) caracte-
rísticas para un flavonoide con dos unidades de azú-
car. Estas señales fueron comparables a las de los
compuestos PG-1 y PG-2. Las resonancias de los car-
bonos metinos en δ 103,5 y 94,3 ppm corresponden
a C-3 y C-8, respectivamente. Las señales en δ 101,8
y δ 73,2 ppm se atribuyeron a los carbonos anoméri-
co de los dos azúcares, los cuales se encuentran uni-
dos a la aglicona a través de un enlace O– y C-glicosí-
dico, respectivamente (Pelter y col., 1976; Agrawal,
1989). La señal del carbono cuaternario en δ 111,1
ppm se asigna al carbono C-6, tras observar su corre-
lación con la del protón H-8 en el espectro FLOCK.
Este espectro también permitió identificar las seña-
les de los carbonos cuaternarios en δ 157,1 y 105,5
ppm como C-9 y C-10 a partir de sus acoplamientos
con el protón H-8 y las señales en δ 164,7 y 161,9
ppm como C-2 y C-4  por sus correlaciones con los
protones H-3 y H2 /H6 , respectivamente. Los datos
espectroscópicos obtenidos indicaron una fórmula
molecular C27H30O15. El espectro de masas IES afir-
ma esta fórmula al mostrar un ion pseudomolecular
[M-H+] en m/z 593 (100), correspondiente a una ma -
sa molecular de 594 uma. Este conjunto de datos
permitió plantear la estructura 5,4 –dihidroxiflavo-
na,7-O-D-glucopiranosil-6-C-β-D-glucopiranosa para el
compuesto PM-1 (Figura 1), la cual fue reafirmada al
comparar los datos obtenidos con los reportados en
la literatura para saponarina (Markham y col., 2003;
Seo y col., 2014). Los datos espectroscópicos de
RMN-1H y 13C están indicados en las tablas II y III.

El espectro de RMN-1H del compuesto PP-1 des-
plegó resonancias muy similares a las del compuesto
PM-2, ya que se refiere a otra 5,4 -dihidroxiflavona
con el grupo OH sustituido en C-7. El singlete en 6,89
ppm, que integra para dos protones, se atribuyó a H-3
y H-8. Sin embargo, la señal en δ 3,87/3,85 (3H, d)
ppm indicó la existencia de un grupo metoxilo aro-
mático. (Markham, 1982; Markham y Geiger, 1993).
Esta señal como la del protón del grupo hidroxilo en
C-5 (δ 13,47/13,44 ppm) aparecen como dobletes,
posiblemente debido a la rotación restringida alrede-
dor del enlace C6-C1”, que indica la presencia de dos
rotámeros (Frank y col., 2012). Los espectros de
RMN-13C, DEPT 135 y HETCOR también mostraron
resonancias parecidas a las del compuesto PM-1. Las
diferencias fundamentales fueron: la señal del meti-
no en δ 91,0/90,8 ppm atribuida a C-8, el cual apare-
ce más apantallado, y la señal del carbono metilo en
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δ 57,0/56,8 ppm característica de un grupo metoxilo
(Pelter y col., 1976, Agrawal, 1989). Además, se pudo
observar, que como en el espectro de protones, tan -
to las dos señales anteriores como las correspon-
dientes a C-4 (182,7/182,4 ppm) y las de los carbo-
nos del azúcar aparecen como duplicado, proponien-
do la existencia de dos rotámeros (Frank y col.,
2012). Por otra parte, el espectro FLOCK permitió
identificar la señal del carbono cuaternario en δ
165,5 ppm como C-7 por su acoplamiento a dos
enlaces con los protones del grupo metilo, de igual
forma las señales de los carbonos cuaternarios en δ
164,3; 110,3; 157,3; 104,9; 121,6 y 161,8 ppm co -
mo C-2, C-6, C-9, C-10, C-1  y C-4 , respectivamente.
Los datos espectroscópicos sugirieron la fórmula
molecular C22H22O10, que fue confirmada por el
espectro de masas IES al exhibir un ion pseudomole-
cular [M+H+] en m/z 447 (100), correspondiente a
una masa molecular de 446 uma. El conjunto de
información obtenido permitió presentar la estructu-
ra 5,4 -dihidroxi-7-metoxiflavona-6-C-β-D-glucopirano-
sa para el compuesto PP-1 (Figura 1), la cual fue rea-
firmada al comparar los datos obtenidos con los
reportados en la literatura para swertesina (Frank y
col., 2012). Los datos espectroscópicos de RMN-1H y
13C están indicados en las tablas II y III.

El espectro de RMN-1H del compuesto PP-2 tam-
bién muestra señales semejantes a las del compues-
to PP-1, la diferencia básica es el singlete en δ 6,50
(1H) ppm, que caracteriza a H-6. Esta señal aparece
desplazada a campo más bajo por la presencia del
grupo metoxilo en posición C-7 (Markham, 1982;
Markham y Geiger, 1993). Del mismo modo, los
espectros de RMN-13C y DEPT 135 presentaron des-
plazamientos químicos parecidos a los de PM-1 y PP-
1. La señal del metino en δ 95,6 ppm corresponde al
carbono C-6 (Pelter y col., 1976; Agrawal, 1989). Los
datos espectroscópicos indicaron la misma fórmula
molecular de PP-1, la cual fue corroborada por el es -
pectro de masas IES al exhibir un ion pseudomolecu-
lar [M-H+] en m/z 445 (100), correspondiente a una
masa molecular de 446 uma. La información obteni-
da permitió indicar la estructura 5, 4 –dihidroxi-7-
metoxiflavona-8-C-β-D-glucopiranosa para el com-
puesto PP-2 (Figura 1), que fue ratificada al cotejar los
datos obtenidos con los reportados en la literatura
para isoswertesina (Chopin y col., 1978; Agrawal,
1989). Los datos espectroscópicos de RMN-1H y 13C
están indicados en las tablas II y III.

ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

La actividad antibacteriana de las C-glucosilflavo-
nas aisladas fue evaluada contra cinco organismos
patógenos, las bacterias B. cereus, S. aureus, E. coli

DIÁMETRO DEL HALO DE INHIBICIÓN (mm)

Microorganismos

Compuestos* Gram+ Gram– Levadura

B. cereus S. aureus E. coli P. aeruginosa C. tropicalis

PG-1 (Isovitexina) 12 12 16 15 14

PG-2 (Vitexina) 12 13 15 14 13

PM-1 (Saponarina) 13 12 12 14 15

PP-1 (Swertisina) 10 - - - 8

PP-2 (Isoswertisina) 13 12 12 10 12

Controles

Amicacina (30 g) 15 16 18 15 16

Ampicilina/
Sulbactam (20 g) 16 -- 16 12 --

Ofloxacina (5 g) 24 22 24 22 20

Tilmicosin (15 g) 28 26 29 18 23

Polimixina B: (300 UI) -- -- -- -- --

Mezcla de solventes -- -- -- -- --

*Concentración de los compuestos = 5 mg/ml, --- = no inhibición

y  P. aeruginosa y la levadura C. tropicalis, usando el
método de difusión sobre placas de agar. Los resulta-
dos obtenidos se resumen en la Tabla IV y se expre-
san como diámetro del halo de inhibición reportados
en mm. Los compuestos PG-1 (isovitexina), PG-2 (vi -
te xina), PM-1 (saponarina) e PP-2 (isoswertisina) evi-
denciaron actividad antimicrobiana de amplio es -
pectro, es decir, que fueron activos contra bacterias
Gram+ y Gram– incluyendo la levadura. Aquí ca be
des tacar la actividad contra P. aeruginosa, puesto
que se trata de una bacteria muy resistente a gran
cantidad de antibióticos comerciales. Swertisina
(PP-1) sólo fue activo contra B. cereus y la levadura C.
tro picalis, esto coincide con los valores reportados
por Kumarasamy y col. (2004). La actividad antibac-
teriana de los flavonoides está siendo cada vez más
documentada. Muchos grupos de investigación han
aislado e identificado flavonoides que poseen activi-
dad antibacteriana, entre los cuales se encuentran vi -
te xina, isovitexina y saponarina (Basilea y col., 1999;
Bylka y col., 2004; Becker y col., 2005; Cush nie y
Lamb, 2005; Ling y col., 2010; Awolola y col., 2014).
Sin embargo, este trabajo constituye el primer re -
porte sobre la actividad antibacteriana para la flavo-
na isoswertisina.

Tabla IV

Actividad antimicrobiana de los compuestos
aislados de las especies P. gracilis, 

P. multiformis y P. punctata, expresada como
diámetro del halo de inhibición (mm) contra 

las bacterias Bacillus cereus, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli y Pseudomonas 

aeruginosa y la levadura Candida tropicalis 
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ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

La actividad antioxidante de las C-glucosilfla -
vonas aisladas fue evaluada mediante la técnica de
bioau to grafía en cromatografía de capa fina usando
DPPH• como agente de detección. El método se basa
en la capacidad para captar radicales libres de los fla-
vonoides. El radical DPPH• de color azul-violeta va
decolorándose hacia amarillo pálido por la reacción
con una sustancia antioxidante. Los flavonoides mos-
traron diferentes valores de límite de detección (LD),
los cuales fueron comparados con el antioxidante de
re ferencia rutina (< 15,625 μg). El orden de incre-
mento de actividad antioxidante basado en los lími-
tes de detección fue PP-2 (isoswertisina) (>250 μg)
< PM-1 (saponarina) (250 μg) < PP-1 (swertisina) (125 μg)
< PG-1 (isovitexina) y PG-2 (vitexina) (< 31,25 μg).
Estudios in vitro reportados en la literatura han evi-
denciado la actividad antioxidante de la mayoría de
los compuestos aislados utilizando DPPH• (Kumara -
samy y col., 2004; Kim y col., 2005; Shibano y col.,
2008; Nan y col., 2009; Ueyama y col., 2011; Hassan
y col., 2014). La sustancia de referencia rutina mues-
tra una actividad antioxidante mayor que los demás
compuestos, el grupo OH adicional en el anillo B de
esta sustancia, indica la importante función del
número hidroxilos en la actividad antioxidante de los
flavonoides. Igualmente, las flavonas PG-1 y PG-2,
con tres grupos OH, exhiben mayor actividad antioxi-
dante que los compuestos PM-1, PP-1 y PP-2, con dos
grupos OH. Estos resultados son consistentes con los
reportados, que muestran que múltiples grupos OH
en la molécula tienen una actividad antioxidante sus-
tancial, que grupos OCH3 y la glucosa en posición 6 y
8 afecta negativamente la actividad antioxidante,
debido al efecto estérico que despliegan (Heim y col.,
2002; Zeng y col., 2013).

CUANTIFICACIÓN DE FLAVONOIDES TOTALES

El contenido de flavonoides totales en las tres
especies de Passiflora fue determinado empleando
el método espectrofotométrico UV descrito en la mo -
nografía para las flores de la pasión (Passiflora incar-
nata) de la Farmacopea Británica (2012). El porcenta-
jes de flavonoides totales (expresados como vitexina)
en P. gracilis, P. punctata y P. multiformis fue de 1,98
± 0,05; 0.95 ± 0,02 y 0,58 ± 0,01, respectivamente.
Las hojas de P. gracilis presentaron mayor contenido
de flavonoides totales comparado con las demás es -
pecies. Además, este resultado es bastante significati-
vo, si se compara con el contenido de flavonoides to -
tales de la especie Passiflora incarnata (> 1,5 %), la
cual es reconocida internacionalmente por su conte-
nido de flavonoides (British Pharmacopoeia, 2012).

Conclusiones

Las tres especies estudiadas de Passiflora pre-
sentaron C-glucosilflavonas, las cuales fueron identi-
ficados como isovitexina, vitexina en P. g racilis,
saponarina en P. multiformis, swertisina y isoswerti-
sina en P. punctata. Estos compuestos no habían
sido previamente reportados en las especies estudia-
das. La mayoría de las C-glucosilflavonas fueron acti-
vas contra las bacterias S. aureus, B. cereus, E. coli y
P. aeruginosa, y la levadura C. tropicalis. La actividad
antibacteriana de los flavonoides es bastante conoci-
da, sin embargo, este es el primer reporte para la fla-
vona isoswertisina. Igualmente, la mayoría de las C-
glucosilflavonas mostraron actividad antioxidante por
DPPH , la cual es influenciada por el número y la po -
sición de los sustituyentes presentes en los compues-
tos. Los efectos exhibidos por los flavonoides aislados
indican que éstos son responsables, en cierto grado,
de la actividades antibacteriana y antioxidante de los
extractos etanólicos de P. gracilis, P. multiformis y
P. punctata, previamente reportadas. Las hojas de
P. gracilis presentaron el mayor contenido de flavo-
noides totales, el cual es bastante significativo al com-
pararlo con el de P. incarnata, especie reconocida
internacionalmente por su contenido de flavonoides.
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