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Auto-hydrolysis of Tiquilia paronychioides (Phil.) A.T. Richardson and its
relation to quercetin concentration
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Abstract: The application of auto-hydrolysis of Tiquilia paronychioides (Phil.) A.T. Richardson aimed to determine the increase in quercetin concentration.
Auto-hydrolysis was developed with aerial parts of T. paronychioides in aqueous medium at 25°C with 20 rpm by 0, 2, 5, 8, 24, 48, 96 and 168 h, with 3
repetitions per test. Quercetin standards at concentrations of 5 to 80 ppm and auto-hydrolyzed extracts were evaluated by HPLC. The auto-hydrolyzed extracts
showed Quercetin peaks from 8 h. Quercetin concentrations at 48, 96 and 168 h were 0.036 + 0.0048, 0.033 + 0.0105 and 0.026 + 0.0068 mg quercetin/g,
respectively, being statistically equal. In conclusion, the auto-hydrolysis of T. paronychioides generates the highest concentration of quercetin at 48 h.
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Resumen: La aplicacion de la autohidrélisis de Tiquilia paronychioides (Phil.) A.T. Richardson tuvo como objetivo determinar el incremento de la
concentracion de quercetina. La autohidrolisis se desarrollé con partes aéreas de T. paronychioides en medio acuoso a 25°C con 20 rpm por 0, 2, 5, 8, 24, 48,
96 y 168 h, con 3 repeticiones por ensayo. Los estandares de quercetina a concentraciones de 5 a 80 ppm y los extractos autohidrolizados fueron evaluados por
CLAR. Los extractos autohidrolizados presentaron picos de quercetina a partir de las 8 h. Las concentraciones de quercetina a 48, 96 y 168 h fueron 0,036 *
0,0048; 0,033 + 0,0105 y 0,026 + 0,0068 mg quercetina/g, respectivamente, siendo estadisticamente iguales. En conclusion, la autohidrélisis de T.
paronychioides genera la mayor concentracion de quercetina a 48 h.
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INTRODUCCION

Actualmente se buscan nuevas técnicas y métodos que mejoren la extraccion de agliconas a partir de flavonoides
glicosilados (Sibul et al., 2016). Para que se realice una buena extraccién se debe someter a condiciones adecuadas de
temperatura, solvente, tiempo de extraccioén y sistemas enzimaticos. Ademas, éstas deben buscar reducir la pérdida o
degradacion de los compuestos (Sibul et al., 2016; Zhang et al., 2018).

Un flavonoide de interés con poder antioxidante es la quercetina (QC), la cual se encuentra glicosilada en forma de
rutina o de sus derivados glucosidicos. La QC se puede obtener a pattir de la hidrélisis acida, basica o enzimatica de
rutina y sus derivados (Yang et al., 2019). Sin embargo, el empleo de los 4cidos y bases puede generar degradacion del
compuesto, a diferencia de las enzimas que no producen degradaciéon de las agliconas y generan una mayor proporcion
de estas (Yang et al.,, 2019; Weiz, 2018).

Las enzimas usadas para la hidrélisis del enlace glucosidico son las B-glucosidasas, estas se encuentran presentes en
hongos, bacterias y plantas (Weiz, 2018). Para la utilizacién de estas enzimas se debe realizar un proceso de aislamiento
y purificacion, lo cual es ciertamente costoso (Singh, 2016). Recientemente se ha probado un método que emplea las
enzimas enddgenas de las células vegetales denominado autohidrélisis, segin el estudio realizado por Malca-Garcia, la
autohidrolisis de la “red clover” le permiti6é obtener una mayor concentraciéon de agliconas (isoflavonas),
considerandolo un método eficaz y econémico en comparacion a las otras hidrdlisis (acida, basica y enzimatica) (Malca-
Garcfa et al., 2021).

Tiquilia paronychoides (Phil.) A.T. Richardson es una planta medicinal poco estudiada y dispensada en las farmacias de
medicina complementaria (Seguro Social de Salud, 2008). Crece a una altitud de 30 - 500 msnm en lugares desérticos,
suelos areno-arcillosos y a temperaturas de 15-30°C (Bussmann y Sharon, 2015; Mostacero Ledn, 2015).
Tradicionalmente se le conoce como depurativo, sedante, diurético, antioxidante y antiinflamatorio, estas tres tltimos
han sido demostrados en estudios farmacologicos in vivo e in vitro (Saldafia-Bobadilla et al., 2020). Los pocos estudios
fitoquimicos reportan compuestos triterpenoides y esteroides, leucoantocianidinas, catequinas y flavonoides (Saldafia-
Bobadilla et al., 2020; Chan et al., 2009; Tomas y Angulo, 2002). Un dltimo estudio ha reportado como marcadores
quimicos a la rutina, kaempferol y acido rosmatinico (Zavala Urtecho, 2020).

El objetivo de este estudio es determinar la relacién de la autohidrolisis Tiquilia paronychioides (Phil.) A.T. Richardson
con la concentraciéon de QC para ser consideratlo como un nuevo método para obtener QC a partir de la ruptura del
enlace glucosidico.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

La especie vegetal denominada localmente como “flor de arena” fue recolectada en mayo del 2019 en el centro poblado
de EI Milagro, distrito de Huanchaco, provincia de Trujillo, departamento de La Libertad (Pert). La especie fue
identificada taxonémicamente como Tiquilia paronychioides (Phil.) A.T. Richardson, en el Herbarium Truxillense de la
Universidad Nacional de Trujillo. Se utilizaron las partes areas (hojas y flores) (Zavala Urtecho, 2020).

Preparacion de Ia muestra
La muestra de T. paronychioides fue secada a 40°C por 48 horas en una estufa con circulacién forzada y luego triturada
hasta obtener particulas con diametros entre 355 y 212 um (Zavala Urtecho, 2020).

Autohidrolisis de Tiquilia paronychioides

Para cada extracto autohidrolizado se emplearon 3 ¢ de muestra triturada y 36 mL de agua ultrapura, la maceraron se
realizé por triplicado para las 2, 5, 8, 24, 48, 96 y 168 horas, obteniéndose en total 21 ensayos. Las condiciones de los
macerados se programaron en una incubadora a 20 rpm con una temperatura de 25°C. Luego se filtraron al vacio y los
residuos de los filtros se llevaron a secar a 40°C durante 2 dias; una vez secos se realizaron las extracciones con 30 mL
de metanol por 15 min a 25°C en bafio de ultrasonido. Los extractos obtenidos se filtraron y secaron al vacio en un
rotaevaporador a 40°C (Malca-Gatcia et al,, 2021). También se obtuvieron 3 extractos metandlicos sin previa
autohidrolisis (extracto referente) para poder realizar la comparacién con los extractos autohidrolizados.
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Cuantificacion de quercetina por HPLC-DAD

Se prepararon soluciones estindares de QC a 5, 10, 20, 40 y 80 ppm en metanol (Alvarado Gil, 2012). Los extractos
secos fueron disueltos en metanol a una concentracién de 2 mg/mL. Tanto los estindares como extractos fueron
filtrados directamente a viales ambares y analizaron por el equipo de HPLC-DAD (Hitachi LaChrom Elite®). Las
seflales del cromatograma se monitorearon a 254 nm. Se emplearon como fase mévil acido férmico 0,1% y ACN en
gradiente. La fase estacionaria fue una columna C18 (250 mm x 4,6 mm; ¢: 5 pm), con una velocidad de flujo de 1
mL/min y un volumen de inyeccién de 10 puL. a 30°C por 78 minutos (Zavala Urtecho, 2020).

RESULTADOS
La ecuacion de la curva de calibracion de los estandares de QC fue y=139412x con un coeficiente de correlacion (R?) de
0.9997, a partir de la cual se determinaron las concentraciones de QC en mg/mlL..

Tabla No. 1
Concentracion de quercetina de los extractos autohidrolizados de T. paronychioides por unidad de tiempo
expresados en mg de Quercerina/g de muestra seca
ay b son diferencias significativas, p<0.05

mg de QC/ g de muestra seca

Horas x + DS
M; M, M;

2 0,000 0,000 0,000 0,000

5 0,000 0,000 0,000 0,000

8 0,002 0,002 0,002 0,002 £ 0,0003
24 0,011 0,005 0,006 0,008 £0,0029°
48 0,033 0,042 0,032 0,036 *+ 0,0048»
96 0,018 0,037 0,042 0,033 £ 0,0105=
168 0,029 0,016 0,032 0,026 * 0,0068>

DISCUSION

Los picos de los cromatogramas de los extractos metandlicos de T. paronychioides (Figura No. 1) representan a los
triterpenoides, esteroides, leucoantocianidinas, catequinas, CF (icido rosmarinico) y flavonoides (rutina y kaempferol),
los dos ultimos identificados como sus matcadores quimicos por HPLC-MS/MS (Chang et al., 2009; Huamian et al.,
2013; Zavala Urtecho, 2020). En el cromatograma del extracto referente no se detect6 el pico de QC a 48.34 min,
correspondiente al estaindar de quercetina, esto sucede porque varios de los compuestos fendlicos aun siguen unidos a
azucares (Latos-Brozio y Masek, 2019), los cuales les permiten ser solubles en agua y quedarse en la fase acuosa después
del filtrado (Zeng et al., 2020). La presencia del nuevo pico correspondiente a QC se observé notablemente a partir de
las 8 h de autohidrolisis, asi como el incremento del area del pico conforme avanzaba el tiempo (Barba et al.,, 2014). La
maxima 4area del pico de QC se observo a las 48 h, lo cual fue semejante a lo encontrado en el estudio de la
autohidrolisis de la especie Trifolium pratense, en donde el area maxima del pico de agliconas de isoflavonas se produjo
al segundo dfa, para luego empezar a decrecer (Malca-Garcfa et al., 2021).

Las concentraciones de QC obtenidas de los extractos autohidrolizados se presentaron en la Tabla No. 1, al aplicar
ANOVA y Tukey a cada una de ellas, se determiné que las concentraciones a 48, 96 y 168 h fueron estadisticamente
iguales, no existiendo diferencia significativa entre ellas (Figura No. 2). Esto significa que hay un punto en la reaccién en
que las enzimas -glucosidasas se saturan, provocando que la reaccion llegue a su velocidad maxima y la producciéon de
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agliconas sea lenta (Dong, 2021). El mismo comportamiento mostraron las 3-glucosidasas extraidas de Glycine max L.
Merril “soja” utilizadas en la hidrolisis de isoflavonas de soja (Yoshiara et al., 2018).
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Figura No. 1
Cromatogramas HPLC: estandar QC a 10 ppm (A), extracto referente (B) y los extractos autohidrolizados de
T. paronychioides de 24 h (C), 48 h (D) y 96 h (E) a 254 nm

Medicinal Plant Communications / 79



Llaure-Mora et al Auto-hydrolysis of Tiquilia paronychioides and its relation to quercetin concentration

0,040

0,035

0,030

0,025

0,020

0,015

mg QC/g dry sample

0,010
0,005

0,000 '®
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Hours

Figura N° 2
Evolucion de la concentracion de quercetina de los extractos autohidrolizados de T. paronychioides

CONCLUSIONES
La autohidrolisis de Tiquilia paronychioides (Phil.) A.T. Richardson genera un aumento significativo en la obtenciéon de
quercetina hasta las 48 h.
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