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Resumen

Titulo: Disefio e implementacion de un método cromatografico para el fraccionamiento de
extractos, obtenidos con disolvente y CO. supercritico, de material vegetal después de su
destilacion de plantas aromaticas, de la biodiversidad colombiana.*

Autor: Félix Camilo Mufioz Alvarez?

Palabras clave: Cromatografia liquida preparativa, fraccionamiento de extractos, biomasa
residual, extracto hidroalcohdlico, extracto obtenido con CO> supercritico.

Descripcion:

Lippia origanoides (Verbenacae), quimiotipo felandreno, Turnera diffusa (Turneraceae) y
Varronia curassavica (Boraginaceae), son plantas aromaticas presentes en la biodiversidad
colombiana. Sus aceites esenciales (AE) y extractos poseen propiedades bioldgicas e.g.,
antioxidante, antimicrobiana, antiviral, antitumorales, entre otras, que se atribuyen principalmente
a la presencia de metabolitos secundarios como compuestos fenolicos. La destilacion de estas
plantas permite obtener los AE, y la biomasa residual es usada principalmente como compostaje o
para la fabricacion de combustibles. En la actualidad, se considera necesario, el estudio de nuevas
formas de aprovechar este “desecho”.

En este trabajo de investigacién, la biomasa residual de las plantas bajo estudio fue usada para
obtener extractos mediante disolvente y CO: supercritico. Los extractos obtenidos, se
caracterizaron por técnicas de cromatografia liquida de alta resolucion como HPLC/DAD vy
UHPLC/ESI-Orbitrap-HRMS. Fue posible determinar que, el proceso de destilacion afecta la
composicion y cuantificacion quimica del extracto, asi como, su rendimiento de extraccion.

Se desarroll6 un método de cromatografia liquida preparativa para el fraccionamiento de extractos
obtenidos, con disolvente y CO> supercritico, de material vegetal después de su destilacién. Se
estudiaron parametros operacionales como el flujo de fase movil, el volumen de inyeccién de la
muestra, las longitudes de onda de deteccion, el gradiente de elucién, entre otros.

El método implementando, permitid aislar compuestos que presentan propiedades bioldgicas de
interés y que tienen un valor comercial alto. En extractos de L. origanoides, quimiotipo felandreno,
fue posible aislar compuestos como el eriodictiol-7-O-glucésido, el eriodictiol, la pinocembrina y
la galangina, en T. diffusa, la acacetina metilada, y en V. curassavica, el acido rosmarinico, la
hidroxi-artemetina, la artemetinay la retusina. Es posible utilizar y aprovechar la biomasa residual,
producto de la destilacion de las plantas aromaticas, como una fuente de compuestos naturales.

Trabajo de investigacion.
?Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Maestria en Quimica. Directores: Elena E. Stashenko
y Jairo R. Martinez.
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Abstract

Title: Design and implementation of a chromatographic method for the extracts fractionation,
obtained with solvent and supercritical CO2, from vegetal material aromatic plants after its
distillation, of colombian biodiversity.

Author: Félix Camilo Mufioz Alvarez.

Key words: Preparative liquid chromatography, extracts fractionation, residual biomass,
hydroalcoholic extract, extract obtained with cupercriticial COx.

Description:

Lippia origanoides (Verbenacae), phellandrene chemotype, Turnera diffusa (Turneraceae) and
Varronia curassavica (Boraginaceae), are aromatic plants present in Colombian biodiversity. Its
essential oils (EO) and extracts have biological properties, e.g., antioxidant, antimicrobial,
antiviral, antitumor, among others, which are mainly attributed to the presence of secondary
metabolites such as phenolic compounds. The distillation of these plants makes it possible to obtain
EOs, and the residual biomass is used mainly as composting or manufacture of fuels. At present,
it is considered necessary to study new ways to take advantage of this "waste".

In this research work, the residual biomass of the plants under study was used to obtain extracts
by solvent and supercritical CO>. The extracts obtained were characterized by high performance
liquid chromatography techniques such as HPLC/DAD and UHPLC/ESI-Orbitrap-HRMS. It was
possible to determine that the distillation process affects the composition and chemical
quantification of the extract, and its extraction yield.

A preparative liquid chromatography method was developed for the extract’s fractionation
obtained, with solvent and supercritical CO», from plant material after its distillation. Operational
parameters such as mobile phase flow, sample injection volume, detection wavelengths, elution
gradient, others, were studied.

The method implemented, allowed to isolate compounds that present biological properties of
interest and that have a high commercial value. In extracts of L. origanoides, phellandrene
chemotype, it was possible to isolate compounds such as eriodictyol-7-O-glucoside, eriodictyol,
pinocembrin and galangin, in T. diffusa, methylated acacetin, and in V. curassavica, rosmarinic
acid, hydroxy-artemetin, artemetin and retusin. It is possible to use and take advantage of the
residual biomass, product of the distillation of aromatic plants, as a source of natural compounds.
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Introduccion

Colombia es uno de los paises mas biodiverso del mundo, cualidad que no ha sido
aprovechada, dado que diversas especies vegetales son poco conocidas 0 no han sido
estudiadas, y que podrian ser de interés para las industrias farmacéutica, cosmética y
agricola (Bernal & Mesa, 2014; Instituto von Humboldt, Colombia, 2017). Especies
aromaticas de la biodiversidad colombiana como Lippia origanoides H.B.K, quimiotipo
felandreno (Verbenaceae), Turnera diffusa Willd. Ex Schult (Turneraceae), y Varronia
curassavica Jacq. Roem & Schult (Boraginaceae), se consideran promisorias, porque, sus
metabolitos secundarios presentan bioactividad. Las plantas no han sido comercializadas a

gran escala y pueden llegar a tener un grado de aprovechamiento agroindustrial alto.

Métodos de extraccion no convencionales como la extraccion con disolvente
asistida con ultrasonido y con CO> supercritico, se usan para aislar flavonoides y acidos
hidroxicinamicos (Pico et al., 2020), que son metabolitos secundarios no volatiles con
propiedades biologicas de interés (Lin et al., 2016). Estudios previos han demostrado que
extractos obtenidos con disolvente y CO: supercritico, de las especies vegetales
estudiadas, poseen bioactividades, e.g., capacidad antioxidante, antimicrobiana, antiviral,
citotoxicidad, entre otras (Michielin et al., 2011; Alvarez, 2014; Li et al., 2014; Stashenko

etal., 2016).

Las plantas aromaticas se destilan para obtener su aceite esencial (AE), sin
embargo, cuyos rendimientos son inferiores al 1% en peso. La masa vegetal residual, se
emplea como ingrediente para la fabricacion de abonos organicos, compostaje y para la
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elaboracion de combustibles (Stashenko, 2009; Guarin & Barajas, 2016). En Colombia la
biomasa residual de la produccion de productos agricolas es mayoritariamente
desaprovechada por el desconocimiento de sus posibles usos, acceso a mercados y
tecnologias, y por la ausencia de innovacién en la generacion de productos nuevos

(Gobierno de la Republica de Colombia, 2019).

Existe un interés creciente en el aislamiento de compuestos bioactivos de material
vegetal después del proceso de destilacion de plantas aromaticas, que son de interés para
las industrias farmacéutica y cosmética (Saha & Basak, 2020). En el Centro de
Investigacion CENIVAM, Arias et al., 2020, obtuvieron extractos con COz supercritico de
L. origanoides, quimiotipo felandreno, de material vegetal después de su destilacion,
enriquecido en pinocembrina y galangina, sin embargo, aislar y purificar estos compuestos
de forma eficiente, es posible solo mediante técnicas analiticas instrumentales de alta

resolucion.

La cromatografia liquida preparativa (Prep/HPLC) se presenta como una técnica
importante para el fraccionamiento de muestras complejas, para recolectar sus
constituyentes individuales de alta pureza, mediante flujos de fase movil altos y columnas
cromatograficas de dimensiones mayores, respecto a la cromatografia analitica, junto con
el uso de un fraccionador (Wang et al., 2011; Shimadzu, 2020). Sin embargo, esta técnica
cromatografica ha sido poco usada en Colombia para el aislamiento de compuestos

naturales a partir de matrices vegetales.

Una de las dificultades al implementar una técnica cromatografica nueva, es
encontrar parametros cromatograficos que permitan una selectividad especifica hacia

compuestos de interés (Cimpan & Gocan, 2002). Por tal motivo, se disefid y se implemento
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un método por Prep/HPLC, para fraccionar extractos, obtenidos con disolvente y CO;
supercritico, de las especies vegetales bajo estudio, de material vegetal después de su
destilacion por arrastre con vapor (AV). En el presente trabajo se desarroll6 un método
cromatografico, teniendo en cuenta parametros operativos como el flujo de fase movil, el
volumen de inyeccion, los disolventes de la fase mavil, el gradiente de elucion, el tiempo

de andlisis, las longitudes de onda de deteccion, entre otros.

Este trabajo de investigacion contribuye a construir bases cientificas Utiles para
separar, purificar y recolectar compuestos fendlicos y otros compuestos de interés,
presentes en la biodiversidad colombiana. Se espera beneficiar a largo plazo al sector de la
agricultura promoviendo los cultivos de plantas aromaticas, a través de su aprovechamiento
integral, como propuesta econémica viable para generar ingresos alternativos a los cultivos
tradicionales, con miras a dar alternativas al reemplazo de cultivos ilicitos en el marco del

postconflicto armado colombiano.
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1. Estado del arte

1.1 Plantas bajo estudio

1.1.1 Lippia origanoides H.B.K., quimiotipo felandreno

Es un arbusto aromético de hasta 3 m de altura, que pertenece a la familia
Verbenaceae, nativo de América Central y el norte de Suramérica (Véase Figura 1).
Comunmente conocido como “orégano de monte”, sus hojas se utilizan como especia en
la culinaria (Oliveira et al., 2007). EI componente mayoritario de sus aceites esenciales
(AE) ha conducido a clasificar esta especie en quimiotipos, (Zapata et al., 2009). Esta
planta se considera promisoria por diversas razones, a saber, en la medicina tradicional se
emplea para tratar enfermedades respiratorias, gastrointestinales, y los AE y extractos han
demostrado propiedades bioldgicas, e.g., actividad antimicrobiana, citotoxica,
antioxidante, antigenotoxica, entre otros (Henao et al., 2009; Zapata et al., 2009; Arango
Bedoya et al., 2012; Rey, 2015).

En el Centro de Investigacion CENIVAM, se caracteriz6 quimicamente el extracto
obtenido con COz supercritico a partir de la biomasa residual de L. origanoides, quimiotipo
felandreno, y se identificaron la pinocembrina y la galangina como compuestos

mayoritarios (Arias et al., 2020).
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Figura 1
Lippia origanoides H.B.K., quimiotipo felandreno. Imagen tomada por el quimico Félix
Camilo Mufoz. Lugar: parcelas experimentales del CENIVAM. Universidad Industrial de

Santander (UIS), Bucaramanga, fecha: 1 de diciembre del 2022.

1.1.2 Turnera diffusa Willd. Ex Schult
Es un pequefio arbusto de la familia Turneraceae, que crece en partes tropicales de
Américay, sunombre comun es “damiana de flor amarilla” (Véase Figura 2). Los antiguos
mayas Yy los indigenas mexicanos la usaban en tratamientos para el vértigo y como
afrodisiaco (Zhao et al., 2006). Usualmente, se consume en infusiones, bebidas alcohdlicas
0 mezclada con otras plantas (Dorantes et al., 2019). Esta especie aromatica es de gran

interés debido a que se han evaluado diferentes propiedades biol6gicas de los AES y
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extractos e.g., actividad antioxidante, antibacterial, citotoxica, genotdxica y antigenotdxica

(Stashenko et al., 2011; Avelino et al., 2014; Cely, 2014; Urbizu et al., 2017).

En el Centro de Investigacion CENIVAM, se estudio la composicion quimica, la
actividad antioxidante y fotoprotectora de extractos obtenidos con disolvente y CO:
supercritico. Los extractos hidroalcoholicos mostraron actividades antioxidante y
fotoprotectora similares a las sustancias comerciales de referencia como el hidroxitolueno

butilado (BHT) y el a-tocoferol (Cordoba et al., 2019).

Figura 2
Turnera diffusa Willd. Ex Schult. Imagen tomada por el quimico Félix Camilo Mufioz.
Lugar: parcelas experimentales del CENIVAM. UIS, Bucaramanga, fecha: 1 de diciembre

del 2022.
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1.1.3 Varronia curassavica Jacq. Roem & Schult

Esta especie vegetal de la familia Boraginaceae, crece en Norteamérica,
Sudameérica y Malasia (Oza & Kulkarni, 2017). Es un subarbusto erecto de hasta 2.5 m de
altura, ramificado, con hojas simples, coriaceas y aromaticas de 5 cm a 9 cm de largo
(Vease Figura 3). Sus flores son pequefias, blancas, dispuestas en racimos terminales de
10 cm a 15 cm y sus frutos son esféricos de coloracion roja cuando estdn maduros
(Schroeder & Burgos, 2017). En la medicina tradicional, se conoce como “mulato” y sus
partes areas se usan para el tratamiento de padecimientos respiratorios y del tracto
gastrointestinal. Los AE y extractos tienen propiedades bioldgicas como antibacteriana,
antifungica, antiinflamatoria y analgésica (Hernandez et al., 2015; Bayeux et al., 2002;
Fagner et al., 2015). En extractos obtenidos con CO- supercritico, se han estudiado las
composiciones quimicas y su bioactividad contra bacterias Gram-positivas y Gram-

negativas (Michielin et al., 2009).
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En el Centro de Investigacion CENIVAM, es la primera vez que se estudia la
composicion quimica de extractos de V. curassavica, obtenidos con disolvente y CO;

supercritico.

Figura 3
Varronia curassavica Jacq. Roem & Schult. Imagen tomada por el quimico Félix Camilo
Mufioz. Lugar: parcelas experimentales del CENIVAM. UIS, Bucaramanga, fecha: 1 de

diciembre del 2022.

1.2 Biomasa residual
La biomasa residual se define como la materia organica de “desecho”, generada por
el ser humano, como subproducto de un proceso. Se distinguen cuatro tipos: residuos

agricolas, forestales, estiércol animal y desechos organicos, e.g., desechos de madera (Pfau,
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2015). La biomasa residual se destaca por su potencial de ser aprovechado como

combustible, energia o producto quimico (Ferreira-Leitao et al., 2010).

En los procesos de destilacion de plantas arométicas para la obtencion de los AEs
a escala industrial, una gran cantidad de biomasa se genera como subproducto (Saha et al.,
2018). Se estima que se producen ca. 200.000 ton/afio de residuos solidos en todo el mundo
(Rolz et al., 1986; Sayed-Ahmad, et al., 2017a; Sayed-Ahmad, et al., 2017b). En la
busqueda de nuevos procesos que permitan el aprovechamiento de estos residuos, se ha
demostrado que la biomasa residual de especies vegetales es una fuente de compuestos
bioactivos, por ejemplo, Vega y Davila, 2021, aislaron flavonoides con alta capacidad

antioxidante, a partir de la biomasa residual no-psicoactiva de Cannabis sativa L.

1.3 Extractos vegetales

Los extractos son mezclas multicomponentes de composicion desconocida y
compleja, que contienen metabolitos secundarios de la planta, que incluyen sustancias de
volatilidad baja y de peso molecular alto (>400 Da). En ellos, prevalecen compuestos
fendlicos, acidos grasos, hidrocarburos parafinicos de cadena larga, sus alcoholes o
aldehidos (Stashenko & Martinez, 2011; Stashenko & Martinez, 2013). Son interés debido
a sus actividades farmacoldgicas, cuyos efectos se atribuyen a determinados compuestos
fitoquimicos, denominados compuestos bioactivos, que incluyen flavonoides, acidos
hidroxicinamicos, entre otros. Los extractos se obtienen con diferentes disolventes polares,
apolares o con fluido supercritico, segun la naturaleza quimica de los metabolitos
secundarios que se quieran obtener (Vazquez, 2015; Rodriguez et al., 2012; Oliveros,
2015). En este trabajo de investigacion, se empleo la extraccion hidroalcoholica asistida

por ultrasonido y la extraccion con COz supercritico.
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1.4 Metabolitos secundarios de interés

1.4.1 Flavonoides

Son derivados de benzopirano con un grupo fenilo en la segunda posicién. Estas
sustancias se encuentran ampliamente distribuidas en diferentes especies de plantas. La
estructura basica de los flavonoides tiene en tres anillos fusionados (Ces-Cs-Cs), etiquetados
como A, Cy B (Véase Figura 4) (Atmani et al, 2009). Los diferentes sustituyentes en los
anillos A, C y B, dan lugar a diferentes clases de flavonoides que incluyen chalconas,
flavonas, isoflavonoides, flavanonas, flavonoles y antocianinas (Tiwari & Rana, 2015). En
la naturaleza se encuentran mas de 8.000 compuestos fendlicos reportados, que se
clasifican, segiin su numero y posicion de atomos de carbono (Cheynier, 2012).
Actualmente, los flavonoides son objeto de mucho interés por sus propiedades bioldgicas

que se les atribuyen, principalmente, por su capacidad antioxidante (Lin et al., 2016).

Figura 4

Estructura general de los flavonoides. Tomado de Atmani et al, 2009.

1.4.2 Acidos hidroxicinamicos
Los acidos hidroxicinamicos se encuentran en frutas, verduras y matrices vegetales.

Son moléculas con un anillo fendlico unido a uno o més grupos hidroxilo, (Rocha et al.,
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2012). La clase mas estudiada comprende una estructura de un anillo aromatico unido a
una cadena lateral de tres carbonos (Ce-C3), donde se encuentran principalmente &cidos
como el cafeico, el rosmarinico, el feralico, los dicafeoilquinicos, entre otros (Pereira et
al., 2009). Las propiedades bioactivas reportadas incluyen efectos antitumorales,
antimicrobianos, antioxidantes y neuroprotectores (Razzaghi-Asl et al., 2013). La Figura

5 muestra la estructura general de un &cido hidroxicinamico.

Figura 5

Estructura general de un &cido hidroxicinAmico. Tomado de Gutierrez-Grijalva et al., 2017.

1.5 Aislamiento compuestos fendlicos

1.5.1 Extraccion con disolvente asistida con ultrasonido
Esta extraccion consiste en separar uno 0 mas componentes de una fase solida,
mediante el uso de una fase liquida o disolvente (Mejia, 2014). La eleccién del disolvente
adecuado para la extraccion, es funcion de las afinidades de los grupos funcionales
presentes en el soluto, con los del disolvente. Para el disolvente, se deben tener en cuenta

otras propiedades como viscosidad, toxicidad, polaridad, entre otras (Todd, 2014). Los
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medios de extraccion mas usados son soluciones acuosas de acetona, etanol y metanol
(Ké&hkonen et al, 2001). EI proceso puede facilitarse por ultrasonido para romper las
paredes celulares de la planta (Rojas, 2015). Entre las ventajas de este método se
encuentran la facil recuperacion de los disolventes empleados que pueden ser removidos
del extracto por rotoevaporacion y el agua remanente por liofilizacién (Aybastier et al,

2013).

1.5.2 Extraccion con CO; supercritico

Un fluido supercritico (SF), es una sustancia cuyas condiciones de presion y
temperatura se encuentran por encima de su punto critico, por lo cual, exhibe propiedades
tanto de un gas como de un liquido (Gémez, 2012). La densidad de un SF se encuentra mas
cercana a la de un liquido, mientras que, la viscosidad y difusividad a la de un gas, lo que
facilita la penetracion del material vegetal para extraer los compuestos activos (Wrona,
2017). El COz es el disolvente mas utilizado para obtener extractos vegetales, alcanza su
punto critico a 73.8 bares de presion y 31.1 °C de temperatura, condiciones que impiden
la degradacion térmica de los metabolitos secundarios, ademas, después del proceso de
extraccion, se prescinde de la etapa de separacion del solvente, ya que, en condiciones
ambientales el CO> (solvente lipofilico) se encuentra en estado gaseoso (Stashenko et al.,
2007; Rodriguez et al., 2012). En ocasiones, se emplea un cosolvente polar para aumentar
la solubilidad de los compuestos fendlicos durante la extraccion (Scopel et al., 2013). A
través del cosolvente se busca incrementar las fuerzas intermoleculares como puentes de
hidrégeno, la polarizabilidad de la mezcla, la selectividad, y, por ende, el rendimiento de

extraccion (Del Valle et al., 2017).
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1.6 Técnicas analiticas instrumentales
1.6.1 Cromatografia liquida de alta eficiencia con detector de arreglo de diodos
Esta técnica (HPLC/DAD) es Util para el analisis de moléculas polares, termolébiles
y de alto peso molecular (Carrillo, 2017). Se basa en la separacién de analitos de una
mezcla compleja a través de la transferencia de masa entre dos fases. Una movil, que es
liquida y una estacionaria que puede ser liquida o solida. Las columnas cromatogréaficas
poseen longitudes entre 30 mm y 250 mm, con tamafios de particulas de 2 um a 50 um, lo
que permite que la muestra pueda separarse por diferencia de afinidades entre ambas fases
(Mejia, 2014; Thammana, 2016). Para la separacion y caracterizacion de compuestos
fenolicos y sus derivados, se emplea esta técnica cromatografica en fase reversa, con
columnas apolares de silice modificada de octilsilano (Cs) y octadecilsilano (Cig). Los
compuestos fendlicos absorben luz en rangos de longitudes de onda A=240-560 nm, por lo
gue es comun que su caracterizacion se realice con sistemas de deteccién de arreglo de
diodos (DAD) y UV-Vis, y en otros casos, cuando se requiere un analisis quimico de alta
resolucion, se combina HPLC/DAD con detectores de espectrometria de masas de alta
resolucion (HRMS) (Merken & Beecher, 2000; Tsimogiannis et al., 2007). Actualmente,
HPLC es la técnica cromatografica mas empleada en diferentes campos de investigacion
como quimica, ciencias ambientales, farmacia, ciencias forenses, entre otros (Thammana,

2016), para la separacion de mezclas de sustancias polares y poco volatiles.

1.6.2 Cromatografia liquida de ultra-alta eficiencia acoplada a espectrometria de masas Q-
Exactive Orbitrap
UHPLC se basa en el mismo fundamento que HPLC, se diferencia en el uso de

columnas con tamafio de particulas inferiores a 2 um y la operacion del equipo se lleva a
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cabo con presiones altas (41-103 MPa) (Walter & Andrews, 2014). Es ideal para analisis
rapidos que requieren menor consumo de solvente y, para el desarrollo de métodos

cromatograficos de muestras muy complejas (Rathod et al., 2019).

La Figura 6 muestra el esquema del analizador de masas Q-Exactive Orbitrap.
Los analitos separados en la columna cromatogréfica se ionizan, y los iones formados en
la interfaz del electrospray, entran tangencialmente a una trampa en forma de barril con un
electrodo coaxial que posee un campo electroestatico, que obliga a los iones a permanecer
en una frecuencia de oscilacion en espiral casi circular dentro de la trampa (como un
planeta en el sistema solar) (Zubarev & Makarov, 2013). A medida que los iones oscilan
armoénicamente a lo largo del eje, las diferencias de las corrientes de imagen entre
electrodos se detectan por un amplificador diferencial. Las corrientes ionicas de espejo se
amplifican y se digitalizan, luego, se someten a una transformada de Fourier, que convierte
la sefial del tiempo registrada en un espectro de relaciéon m/z (Hecht et al., 2019; Marshall
& Verdun, 1990). El uso del cuadrupolo (Q) permite el monitoreo del ion seleccionado
(SIM), donde el Q analiza los rangos de tiempo y masas seleccionados. La combinacion
Q-Orbitrap posibilita el monitoreo de masas de iones seleccionados y sus precursores,
seguida de un andlisis conjunto de los iones-producto obtenidos en la celda de disociacion

de alta energia (HCD) (Michalski et al., 2011).
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Figura 6

Esquema del analizador de masas Q-Exactive Orbitrap. Tomado de Zubarev & Makarov, 2013.
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La UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS posee diferentes ventajas analiticas, entre ellas,
una elevada sensibilidad, alta especificidad, medicion de iones con masa exacta,
informacion sobre la composicion elemental, rutas de fragmentacién de moléculas y
posibilita el analisis de muestras complejas en alta resolucién (Dong & Zhang, 2014; Brea,
2009). Actualmente, es usada en varios campos de la ciencia como quimica, farmacia,
quimica ambiental, ciencias forenses, toxicologia, entre otras aplicaciones (Hussain &

Shaikh, 2016).

1.6.3 Cromatografia liquida de alta eficiencia preparativa
Esta técnica (Prep/HPLC), se fundamenta en HPLC, la diferencia consiste en el

aislamiento y purificacion de un compuesto deseado presente en una muestra (Syukri et al,
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2013). Prep/HPLC se caracteriza por el uso de flujos de fase mavil altos (5-50 mL/min) y
el uso de columnas cromatograficas largas (250-500 mm), con diametros internos grandes
(10-50 mm), respecto a la cromatografia analitica (Shimadzu, 2020). La muestra atraviesa
la columna arrastrada por la accion de la fase movil, en consecuencia, este proceso separa
la mezcla en compuestos que pueden ser recolectados con un fraccionador (Schulenberg-
Schell & Tei, 2015). La columna preparativa, segun su didmetro, permite una capacidad de
carga de hasta 2 g de muestra (Font, 2012). Esta técnica cromatografica se usa ampliamente
en la industria farmaceéutica para la purificacion de farmacos quirales y, es una herramienta
atil para obtener compuestos de alta pureza, requeridos para su estudio biolégico posterior
(Fornstedt et al., 2017).

El desarrollo de un método por Prep/HPLC se encuentra condicionado por las
caracteristicas fisicogquimicas de la muestra. Para este trabajo de investigacion, la
composicién quimica de un extracto vegetal condiciona los materiales y métodos
utilizados. Un extracto obtenido con etanol acuoso diferira en su composicion, respecto a
si la planta se somete a un proceso extractivo con un disolvente como n-hexano, por lo
tanto, conocer la polaridad de los compuestos que conforman el extracto es uno de los
principales factores determinantes en cuanto a qué método se va a aplicar en Prep/HPLC
(Latif & Sarker, 2012).

En fitoquimica ha sido posible el fraccionamiento, purificacién y caracterizacion
de compuestos bioactivos presentes en extractos vegetales. Se han reportado estudios con
el uso de fases mdviles binarias o ternarias de agua, metanol y acetonitrilo, en presencia o
ausencia de modificadores acidos, con flujos que van desde los 5 mL/min hasta los 20

mL/min. Los sistemas cromatograficos mas usados poseen columnas con dimensiones de
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250 mm de longitud, 10-20 mm de diametro interno y 5 um de tamafio de particula, con
fase estacionaria en fase reversa; modulo de recirculacion de solvente (sistema de
reciclaje), detector DAD, fraccionador automatico o manual (Merken & Beecher, 2000).
La caracterizacion quimica de los compuestos aislados se puede realizar por técnicas como
HPLC/DAD, LC/MS, FTIR y RMN; (Puri et al., 2006; Zhang et al., 2008; Wang et al.,

2011; Huang et al., 2019).

1.7 Panorama del uso de la cromatografia liquida preparativa para el aislamiento de
compuestos naturales
Para este analisis bibliométrico, se empled la base de datos Scopus (Elsevier) y la
siguiente ecuacion de basqueda: TITLE-ABS-KEY (“Prep/HPLC”) AND (“Extracts”). Se
obtuvieron 117 resultados, se descartaron articulos cientificos relacionados con
cromatografia contra-corriente de alta velocidad (HSCCC), flash chromatography (FC) o
cromatografia en columna, asi como, purificacion de compuestos organicos sintetizados o
farmacos. No se encontraron publicaciones sobre las especies bajo estudio de material
vegetal, después de su destilacion, tampoco articulos cientificos relacionados con el

fraccionamiento y purificacion de extractos obtenidos mediante CO2 supercritico.

En la Figura 7 se observan las publicaciones realizadas durante el periodo de 2004-

2022. En el afio 2016, se publicd la mayor cantidad de articulos cientificos (13).
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Figura7

Publicaciones con Prep/HPLC, por afio. Fuente: Scopus (Elsevier). Periodo de
observacion 2004-2022. Fecha de consulta 20-12-22. Ecuacion de bdsqueda TITLE-ABS-
KEY (“Prep/HPLC”) AND (“Extracts”).
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Los estudios realizados involucraban el fraccionamiento de extractos vegetales para
la obtencidn, purificacion y caracterizacion de compuestos nuevos individuales (Liang et
al., 2014), bioactivos (Sasidharan et al, 2011), antocianinas (Syukri et al., 2013),

compuestos fenodlicos (Peng et al., 2017), entre otros.

La Figura 8 muestra que el area de estudio con mas publicaciones para Prep/HPLC
corresponde a “quimica” (25%). Por otra parte, le siguen las areas de “farmacologia,
toxicologia y farmacéutica” (21%) y “bioquimica, genética y biologia molecular” (20%).
Los autores que mas han reportado el uso de esta técnica son Li, P., y Wei, Y., con cuatro

articulos cada uno. El pais donde mas publicaciones se realizaron es China, con 70 articulos

40



FRACCIONAMIENTO DE EXTRACTOS VEGETALES

cientificos, le siguen Corea del Sur (16), Estados Unidos e India (10), Holanda, Alemania,

Malasia, Suiza y Reino Unido, con tres cada uno.

Figura 8

Relacion entre el porcentaje de publicaciones y el area de estudio con Prep/HPLC. Base
de datos: Scopus (Elsevier). Fecha de consulta 20-12-22. Periodo de observacion 1981-
2020. Ecuacion de basqueda TITLE-ABS-KEY (“Prep/HPLC”’) AND (“Extracts”).
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2. Objetivos

2.1 Objetivo general
Encontrar parametros cromatograficos de la Prep/HPLC que permitan
eficientemente el fraccionamiento de extractos vegetales, obtenidos con disolvente y CO-
supercritico, para disefiar e implementar un método que posibilite aislar compuestos
fenolicos de interés, presentes en el material vegetal, después de su destilacién por arrastre

con vapor (AV), de tres plantas aromaticas promisorias de la biodiversidad colombiana.

2.2 Objetivos especificos
1. Comparar la composicién quimica de los extractos obtenidos con disolvente y
CO- supercritico, de material vegetal antes y después de su destilacion por arrastre con
vapor, para determinar el efecto del proceso destilativo, en el rendimiento de extraccién y

la composicidn quimica del extracto.

2. Estudiar parametros cromatogréaficos de la técnica Prep/HPLC para determinar
sus efectos, sobre la separacion, aislamiento y purificacién de los compuestos fendlicos de
interés, presentes en los extractos vegetales bajo estudio, obtenidos de material vegetal

después de su destilacion por arrastre con vapor.

3. Disefar e implementar un metodo de Prep/HPLC que permita la separacion,
aislamiento y purificacion de la mayor cantidad de compuestos fenolicos de interés,
presentes en los extractos bajo estudio, obtenidos de material vegetal después de su

destilacion por arrastre con vapor.
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3.Metodologia

3.1 Diagrama metodoldgico

El trabajo experimental se realiz6 siguiendo el esquema que aparece a continuacion:

Destilacion del

material vegetal

Material vegetal
fresco

Identificacion

A 4

Biomasa residual 4>|Ftractos |

botanica

Caracterizacion quimica

HPLC/DAD UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-HRMS

Fraccionamiento

Prep/HPLC

3.2 Reactivos

Fracciones

Apigenina (> 95%), acido cafeico (> 98%), &cido rosmarinico (> 97%), eriodictiol

(> 90%), quercetina-3-O-glucésido (> 90%), quercetina (> 98%), naringenina (> 95%),

isorhamnetina (> 95%), pinocembrina (> 95%), taxifolina (> 85%), cafeina (> 99%) y

teobromina (> 99%), fueron adquiridos de Sigma-Aldrich (SA, St. Louis, MO, EE. UU.).

Eriodictiol-7-O-glucésido (> 98%), kaempferol-3-O-galactosido (> 98%), pachipodol (>

98%), luteolina-7-O-glucosido (> 98%), apigenina-7-O-glucorénido (> 98%), luteolina (>

98%), cirsimaritina (> 98%), acacetina
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de Chemfaces (Wuhan, Ubei, China). La apigenina-7-O-glucdsido (> 90%), galangina (>
95%), vitexina (> 95%), artemetina (> 98%), sakuranetina (> 98%) se compraron al
proveedor Phytolab GmbH (Vestenbergsgreuth, Baviera, Alemania). Acetonitrilo grado
HPLC, acido formico grado HPLC, metanol grado HPLC, metanol grado LC/MS, formiato
de amonio (> 99%), agua Tipo | (sistema de purificacion Millipore Direct-Q™) fueron
obtenidos de Merck (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania). El nitrégeno y el didxido de

carbono (99.995%) se compraron de Messer (Bucaramanga, Colombia).

3.3 Recoleccidn del material vegetal

Las plantas bajo estudio se cultivaron y recolectaron en las parcelas experimentales
del Complejo Agroindustrial Piloto CENIVAM, en el campus principal de la UIS,
Bucaramanga, Santander, Colombia. La identificacion taxonomica fue realizada por el
doctor Andrés Felipe Castafio Moreno, director del Herbario UIS. Para el desarrollo de
esta investigacion, se emplearon las partes aéreas (tallo, hojas y flores) de las especies L.
origanoides H.B.K., quimiotipo felandreno (N° voucher U1S22186), T. diffusa Willd. Ex
Schult (N° voucher UIS22032) y V. curassavica Jacq. Roem & Schult (N° voucher
U1S20892), cuyas exsiccatum se encuentran depositadas en el herbario UIS. Los criterios
de seleccion del material vegetal fueron los siguientes: plantas adultas en estado de

floracion y poblacion local abundante.

Los experimentos que involucraron la manipulacién de material vegetal fueron
aprobados por el Comité de Etica en Investigacion Cientifica de la UIS, de acuerdo con la
Ley N° 6, del 13 de abril de 2018. Ademas, se tuvo en cuenta el Permiso de Recursos

Genéticos N° 270 (contrato de acceso a recursos genéticos y productos derivados para
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investigacion cientifica con fines de prospeccion bioldgica) celebrado entre el Ministerio

de Medio Ambiente y Desarrollo Sostenible y la UIS.

3.4 Obtencion de la biomasa residual
El AE del material vegetal picado (partes aéreas) se obtuvo por destilacion por AV,
segun lo descrito por Stashenko et al., 1996, con algunas modificaciones. Se us6 un equipo
conformado por un alambique de acero inoxidable de 0.5 m3, un intercambiador de calor y
un vaso florentino. El vapor se generd en una caldera de 6 BHP (Tecnik Ltda., Bogota,
Colombia), operada a una presién de 500 MPa. El vapor inyecté a la biomasa con un flujo

de condensado de 500 mL/min. La destilacién duré 2 h.

El material vegetal, después de su destilacion, se secd durante 15 a 20 dias a
temperatura ambiente, luego se pic6 con una picadora de cuchillas Retsch SM100 (Retsch

GmbH, Haan, Alemania) y se almacend en frascos de vidrio hasta su extraccion.

3.5 Extraccion de compuestos fendlicos.

3.5.1 Extraccion con disolvente asistido por ultrasonido

Se usé el material vegetal de las plantas bajo estudio, antes y después de su
destilacion. La extraccion se realiz6 segun las recomendaciones realizadas por Pico et al.,
2020 y Cuevas et al., 2016, con algunas modificaciones. Se empled una solucién de
etanol:agua (70%, v/v), con relacién material vegetal-solvente 1:20. La mezcla se sonico
durante 1 h con frecuencia de 35 kHz a 50 °C en un equipo de ultrasonido Elmasonic
S300H (Elma Schmidbquer GmbH, GielRen, Alemania). La solucion se filtro, y el exceso
de disolvente se removi6 a presion reducida a 50 °C en un rotoevaporador Heidolph
(Heidolph Instruments, Schwabach, Alemania). El extracto se liofilizd durante 48 h, en un

equipo Virtis Advance Plus (SP Scientific, NY, EE. UU.), se peso y se almaceno a 4 °C.
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Las extracciones se realizaron por triplicado. Los resultados del rendimiento de extraccion

se expresaron como el valor promedio + la desviacion estandar (Véanse Ecuacion 1y 2).

Extracto obtenido, g

Rendimiento, % = 100 x Ecuacién 1

Material vegetal, g

S = \/% Y (valor experimental — valor calcaulado)? Ecuacion 2

Donde, S es la desviacion estandar.

3.5.2 Extraccion con CO2 supercritico

Se usO el material vegetal de las plantas bajo estudio, antes y después de su
destilacion. La extraccion se realiz6 con un equipo THAR-SFE-2000-2-FMC-50
modificado (Thar Instruments inc, Pittsburg, PA, EE. UU.). Los pardmetros operativos del
equipo se ajustaron segun la experiencia del grupo de investigacién y estudios realizados
por Arias et al., 2020. Del Valle et al., 2016 y Durling et al., 2007, con algunas
modificaciones. Se carg6 el material vegetal al contenedor de 2 L (60% de su volumen).,
luego se le adicioné una solucion hidroetandlica al 50% v/v, teniendo en cuenta la relacion
de 1.35 mL de solucién por 1 g de material cargado. El control de la presion, temperatura
y flujo se efectu6 desde un computador, mediante el Software Process Suite Thar (Thar
Instruments inc, Pittsburg, PA, EE. UU.). Se usé una presion de 30 MPa y una temperatura
de 50 °C. El flujo de CO, se ajustd a 40 g/min. EI modificador fue una solucién
hidroetandlica al 89% v/v, con flujo de 2.6 g/min. EIl tiempo estatico fue de 1 h. La
extraccion se realizo durante 2 h. El extracto se recolecto, se trasvaso a cajas de Petri y se
secd con un flujo de aire a 60 °C. Las extracciones se realizaron por triplicado. Los

resultados del rendimiento de extraccion se expresaron segun la Ecuacion 1y 2.
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3.6 Preparacion de las muestras, fracciones y las sustancias patrén para el analisis por
cromatografia liquida de alta eficiencia y cromatografia liquida de ultra alta eficiencia
acoplada a espectrometria de masas Q-Exactive Orbitrap.

Para el analisis por HPLC/DAD, se pesaron 10 mg de extracto en una balanza
Mettler-Toledo AL2014 (Nanicon, Suiza). El extracto se disolvié con 1 mL de una solucion
metanol-agua (50% v/v) con acido férmico (AF) al 0.5% v/v. La mezcla se agité en un
MS2 Minishaker IKA (Wilmington, NC, EE.UU). Se sonic6 en un equipo Elmasonic
S300H (Elma Schmidbauer GmbH, GieRen, Alemania) a una frecuencia de 35 kHz durante
30 min, luego, se centrifugd a 6.000 rpm durante 10 min en una centrifuga Mikro 220
(Hettich Technology, Andreas Hettich GmbH, Alemania). La muestra se filtré con un filtro
de PVDF de 0.45 um. Para UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS, se pes6 1 mg del extracto y se
disolvié en una solucién metanol-agua (50% v/v) con AF 0.1% v/v y 5 mM de formiato de
amonio (FA). Se repitio el procedimiento de preparacion de la muestra y se filtré con un
filtro de PVDF de 0.22 um. Los extractos obtenidos con CO» supercritico se desengrasaron

con n-hexano, previo a la filtracion.

1 mg de sustancia patrén se disolvié en 1 mL de metanol. Se tom6 una alicuota de
2 uL (UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS) y otra ,de 20 uL. (HPLC/DAD), que se trasvasaron a
un frasco de 2 mL, respectivamente; se secaron con corriente de nitrogeno y se
reconstituyeron en la fase mdvil respectiva. Las fracciones se prepararon en
concentraciones de 0.02 g/L y 1 g/L para su caracterizacion quimica por UHPLC/ESI-Q-

Orbitrap-MS y HPLC/DAD, respectivamente.
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3.7. Analisis quimico instrumental

3.7.1 Caracterizacion quimica por cromatografia liquida de alta eficiencia con detector de
arreglo de diodos, de los extractos bajo estudio y sus fracciones

Se usé un cromatografo liquido de alta eficiencia HPLC 1260 Infinity (AT, Palo

Alto, CA, EE. UU.) con columna cromatografica GEMINI Cig (Phenomenex, Torrance,

CA, EE. UU.) de 250 mm L x 4.6 mm D.I. x 5 um de tamafo de particula, con detector de

arreglo de diodos AT G1315D, bomba cuaternaria AT G1311C e inyector automatico AT

G1329B. Se inyectaron 10 puL de cada muestra. Se emple6 un flujo de fase mavil de 1

mL/min con gradiente de elucion binario: A. Acido formico (0.5% v/v); B. Acetonitrilo

grado HPLC, programado de esta manera: 2% B (0 min), 2-12% B (15 min), 12% B (15-

23 min), 12-40% B (23-46 min), 40-90% B (46-71 min), 90% B (71-75 min), 90-2% B

(75-80 min), 2% B (80-85 min). La deteccion de los compuestos se realizdo a A=245 nm,

270 nm, 290 nmy 515 nm. El procesamiento de los datos se realiz6 empleando el software

AT ChemStation for LC & LC/MS Systems, version B.04.02-SP1. Se usé un estandar

interno (ISTD) de cafeina en una concentracion de 0.1 g/L.

3.7.2 Caracterizacién quimica por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas
Q-Exactive Orbitrap, de los extractos bajo estudio y sus fracciones

Los compuestos fendlicos se analizaron mediante un sistema de cromatografia

liquida de ultra-alta eficiencia Vanquish™ (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA),

equipado con un compartimento de columna controlada termostaticamente (40 °C). La

separacion se realizé en una columna cromatografica Zorbax Eclipse XDB Cis (Sigma

Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.) de 50 mm L x 2.1 mm D.l. x 1,8 pum de tamafio de

particula. Se usé un flujo de fase movil de 300 uL/min con gradiente de elucién binario:
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A. Agua (0.1 % FA + 5 mM AF); B. Metanol LC/MS (0.1% FA + 5 mM AF), programado
asi: 0% B (0 min), 0-100% B (0-8 min), 100% B (8-12 min), 100-0% B (12-13 min) y 0%
B (13-16 min). El volumen de inyeccion fue de 2 pL. El cromatdgrafo liquido se conectd
a un espectrometro de masas Q-Exactive Plus Orbitrap (Thermo Scientific, Bremen,
Alemania), con una fuente de ionizacion por electronebulizacion celentada (HESI-II). Los
iones inyectados a la celda HCD, a través del C-trap, se fragmentaron con energias de
colisién normalizadas por pasos de 10 eV a 70 eV. Los datos se obtuvieron y analizaron
con el software Thermo Scientific™ Dionex™ Chromeleon™ Chromatography Data
System (CDS), versién 7.2, y el software Thermo Xcalibur 3.1 (Thermo Scientific, San José,
CA, USA), respectivamente. La identificacién confirmatoria de los compuestos se llevé a
cabo comparando sus tiempos de retencion (tr) y espectros de masas con sustancias patron.
La identificacion tentativa se realizo teniendo en cuenta la masa exacta, el ion molecular,
el patron isotopico del carbono (C'?) y el patron de fragmentacion comparado con bases de

datos. Se usé un ISTD de salvigenina en una concentracion de 2 mg/L.

3.7.3 Determinacion de figuras de mérito para la cuantificacion de extractos por cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de masas

3.7.3.1 Determinacion de la repetibilidad del método. Para determinar la
repetibilidad de areas cromatograficas y de tiempos de retencion, se calcularon los promedios
(Ecuacidn 3), las desviaciones estandar (Ecuacion 4) y los coeficientes de variacion (Ecuacion

5), asi:

1 . 7
- X Ecuacion 3

=i
Il
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S = \/ﬁ L (x —x%)? Ecuacion 4

cV = %* 100% Ecuacion 5

Donde: x: promedio de datos. x;: datos; N: nimero de datos; S: desviacion estandar;

CV: coeficiente de variacion.

3.7.3.2 Determinacion de la linealidad, la sensibilidad y los niveles minimos de
deteccion y cuantificacion del método usado para la caracterizacion y cuantificacion
guimica por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas. La linealidad,
sensibilidad, el nivel minimo de deteccion (LOD) y el nivel minimo de cuantificacién
(LOQ), se determinaron a partir de las curvas de calibracién de sustancias patrén
mencionadas en el apartado 4.2 (reactivos). Las curvas de calibracidn se prepararon a partir
de una solucidn stock de 1 g/L de cada compuesto y se realizaron diluciones (0.1-10 mg/L)
para soluciones de trabajo. El coeficiente de determinacion (R? > 0.986) se empled como
criterio de la linealidad. Los errores en los valores de las pendientes y los cortes del eje Y
(Ecuacidn 6) se expresaron como las desviaciones estandar de la pendiente y del intercepto

(Ecuaciones 7'y 8).

n ._’. 2 -,
Sy/x = /2;151+m Ecuacion 6

Donde: Syx: desviacion estandar de la recta; Yi: datos experimentales del

componente i; Yi: puntos sobre la recta de la regresion calculada.

S .
Sy = —2& Ecuacion 7

CLixX)?
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Donde: Sm= Desviacion estandar de la pendiente (m).

ZiXiz .,
Sy = Sy/x m Ecuacion 8

Donde: Sp: desviacion estandar de la ordenada (b).

Para determinar el LOD se usé la Ecuacion 9, y el LOQ se calculé con la Ecuacion

10.

LOD = '%b Ecuacién 9

Donde: K=3; Sp: desviacion estandar del blanco; m: pendiente de la curva de calibracion.

LOQ = KSp Ecuacién 10

m

Donde: K: 10.

3.8 Disefio e implementacion de un método cromatografico, por cromatografia liquida
preparativa, para el fraccionamiento de extractos de material vegetal después de su

destilacion

3.8.1 Estudio del efecto del flujo de fase movil y del gradiente de elucién
Se usé un cromatografo liquido de alta eficiencia Prominence (Shimadzu
Corporation, Kyoto, Japon) con detector de arreglo de fotodiodos SPD-M20A, bomba
cuaternaria LC-20AP, inyector automatico SIL-10AP, valvula de reciclaje FCV-12AH y
fraccionador FRC-10A, con columna cromatografica Shim-Pack GIST Cig (Shimadzu
Corporation, Kyoto, Japon) de 250 mm L x 20 mm D.I. x 5 um de tamafio de particula. Se
usaron sustancias patron de teobromina, cafeina y quercetina, en una concentracion de 1

g/L. Las sustancias patrén se disolvieron en una solucion agua-metanol (50% v/v). Se
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inyectd 1 mL de muestra para cada andlisis cromatografico. Se emplearon los siguientes
solventes para la fase madvil: A. Agua tipo I; B. Metanol HPLC. Para evaluar el efecto del
flujo y los gradientes de fase movil, se realizaron analisis cromatograficos con caudales de
4, 10 y 12 mL/min bajo un régimen isocratico de 50% v/v y 70% v/v y. Para evaluar el
efecto del gradiente, el flujo de fase movil fue de 12 mL/min con gradiente de elucién
binario; A. Agua Tipo I; B. Metanol grado HPLC, programado asi: 2% B (0 min), 50% B
(1-5 min), 90% B (7-15 min), 2% B (15-17 min), 2% B (19 min). La deteccion de los
compuestos fue a A=240 nm, 270 nm, 290 nm, 310 nm, 330 nm y 350 nm. El procesamiento

de los datos se llevé a cabo en el software LabSolutions™.

3.8.2 Aislamiento de compuestos de interés, presentes en el extracto hidroalcohdlico de
L. origanoides quimiotipo felandreno, obtenido de material vegetal después de su
destilacion

El andlisis cromatografico se llevo a cabo, segun metodologias y recomendaciones
propuestas por Penduff, 2013, con algunas modificaciones. El extracto hidroalcohdlico de
L. origanoides, se prepard en una concentracion de 20 g/L. Se disolvieron 200 mg en 10
mL de una solucion agua-metanol (50% v/v). La mezcla se agité en un MS2 Minishaker
IKA (Wilmington, NC, EE. UU), y se sonicé en un equipo Elmasonic S300H (Elma
Schmidbauer GmbH, Giel3en, Alemania) a una frecuencia de 35 kHz durante 30 min, luego,
se centrifug6 a 4.000 rpm durante 10 min, en una centrifuga Rotofix 32A (Hettich
Technology, Andreas Hettich GmbH, Alemania). Se inyectaron 0.5 mL de muestra al
cromatografo para su andlisis inicial y su fraccionamiento. El flujo de fase movil fue de 15
mL/min con gradiente de elucion binario; A. Agua Tipo I; B. Metanol grado HPLC,

programado asi: 30% B (0 min), 30%-60% B (0-5 min), 60% B (5-10 min), 60%-70% B
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(10-15 min), 70%-90% B (15-20 min), 90% B (20-30 min). La deteccidn de los compuestos
fue a A=240 nm, 270 nm, 290 nm, 310 nm, 330 nm y 350 nm. El procesamiento de los
datos se llevd a cabo en el software LabSolutions™ version 5.97. Fraccionador: se
ajustaron parametros de pico como: ancho de 3 s, pendiente de 100 pV/s, nivel de
1.000.000 pV. Con un volumen de frasco de 3 mL, respuesta de 1 s y volumen de retardo
del fraccionador de 703 pL. Se habilité la opcién valvula abierta y valvula cerrada en
intervalos de tiempo especificos. Tratamiento de las fracciones recolectadas: Las
fracciones se combinaron y se rotoevaporaron hasta eliminar el exceso de fase mévil, luego
se reconstituyeron y trasvasaron a frascos de 4 mL. Se llevaron hasta sequedad con

corriente de nitrégeno. Las fracciones obtenidas se caracterizaron por HPLC/DAD.

3.8.3 Preparacion de los extractos bajo estudio, obtenidos de material vegetal después de
su destilacion, para el fraccionamiento por cromatografia liquida preparativa

Se pesaron 400 mg de extracto en una balanza Mettler-Toledo AL2014 (Nanicon,
Suiza). El extracto se disolvié en10 mL de una solucion agua-metanol (50% v/v). La
mezcla se agité en un MS2 Minishaker IKA (Wilmington, NC, EE. UU), y se sonicé en un
equipo Elmasonic S300H (Elma Schmidbauer GmbH, GielRen, Alemania) a una frecuencia
de 35 kHz durante 30 min, luego, se centrifugd a 4.000 rpm durante 10 min, en una
centrifuga Rotofix 32A (Hettich Technology, Andreas Hettich GmbH, Alemania). La
muestra se filtré con un filtro de PVDF de 0.45 um. Por otra parte, los extractos obtenidos
con CO> supercritico (400 mg) se disolvieron en 10 mL de metanol, y se llevo a cabo el
mismo proceso de agitacion, sonicacion y centrifugacion, luego se desengrasaron con 40

mL de n-hexano previo a la filtracion.
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3.8.4 Fraccionamiento por cromatografia liquida preparativa de los extractos bajo
estudio, obtenidos de material vegetal después de su destilacion

El analisis cromatografico se realizd segin metodologias y recomendaciones
propuestas por Kumar et al., 2016, y Abu-Lafi et al., 2018, con algunas modificaciones.
Se inyectaron 2.5 mL de muestra al cromatografo para evaluar la separacion
cromatograficay 5 mL para llevar a cabo el fraccionamiento. El flujo de fase movil fue de
15 mL/min con gradiente de elucion binario: A. Agua Tipo I; B. Metanol HPLC,
programado asi: 30% B (0 min), 30%-100% B (0-30 min), 100% B (30-38 min). La
deteccion de los compuestos fue a A=240 nm, 270 nm, 290 nm, 310 nm, 330 nm y 350 nm.
El procesamiento de los datos se llevd a cabo con el software LabSolutions™.
Fraccionador: se ajustaron parametros de pico como: ancho de 7 s, pendiente de 400 uV/s,
nivel de 1.000.000 pV. Con un volumen de frasco de 25 mL, respuesta de 1 s y volumen
de retardo del fraccionador de 703 uL. Se habilit6 la opcion de valvula abierta y de valvula
cerrada en intervalos de tiempo especificos. Tratamiento de las fracciones recolectadas:
Las fracciones se combinaron y se rotoevaporaron con un rotoevaporador Heidolph
(Heidolph Instruments, Schwabach, Alemania) hasta eliminar el exceso de fase movil. Las
fracciones se trasvasaron a frascos de 4 mL y se llevaron hasta sequedad con corriente de
nitrégeno y luego se liofilizaron en un liofilizador Virtis Advance Plus (SP Scientific, New,
York, EE.UU). Las fracciones obtenidas se caracterizaron por HPLC/DAD y UHPLC/ESI-

Q-Orbitrap-MS.

54



FRACCIONAMIENTO DE EXTRACTOS VEGETALES

3.8.,5 Uso del sistema de reciclaje en cromatografia liquida preparativa, para la
separacién de compuestos presentes en la fraccion Il obtenida del extracto
hidroalcohdlico de L. origanoides, obtenido de material vegetal después de su
destilacion

Se realizd dos veces el fraccionamiento por Prep/HPLC del extracto
hidroalcoholico de L. origanoides quimiotipo felandreno, obtenido de material vegetal
después de su destilacion. La fraccion 11 (46.7 mg) se disolvio en 4 mL de fase mdvil. Se
inyectaron 0.5 mL de muestra para realizar el analisis cromatogréafico inicial, y 2 mL para
el fraccionamiento. Se usaron solventes de fase maévil: A. Agua tipo I; B. Metanol HPLC,
con régimen isocratico 50% v/v. La deteccion de los compuestos fue a A=240 nm, 270 nm,
290 nm, 310 nm, 330 nm y 350 nm. El procesamiento de los datos se llevé a cabo con el
software LabSolutions™. Fraccionador: se ajustaron parametros de pico como: ancho de
7 s, pendiente de 400 uV/s, nivel de 1.000.000 pV, con un volumen de frasco de 25 mL,
respuesta de 1 s y volumen de retardo del fraccionador de 703 uL. Se habilito la opcién
de valvula abierta y de valvula cerrada en intervalos de tiempo especificos. Tratamiento
de las fracciones recolectadas: Las fracciones se combinaron y se rotoevaporaron con un
rotoevaporador Heidolph (Heidolph Instruments, Schwabach, Alemania) hasta eliminar el
exceso de fase movil. Las fracciones se trasvasaron a frascos de 4 mL y se llevaron hasta
sequedad con corriente de nitrégeno y luego se liofilizaron con un liofilizador Virtis
Advance Plus (SP Scientific, New, York, EE.UU). Las fracciones obtenidas se

caracterizaron por HPLC/DAD y UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS.
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4. Resultados y discusion

4.1 Rendimientos de extraccion
Los rendimientos de los extractos bajo estudio, obtenidos de material vegetal antes
y después de su destilacion, se muestran en la Tabla 1. Los extractos obtenidos con
solucion hidroalcoholica (HA) de L. origanoides, de material vegetal antes y después de
su destilacion, tuvieron los rendimientos méas altos (13 + 1% p/p y 8 = 1% p/p,
respectivamente), en comparacion, con los extractos HA de T. diffusa (11 £ 1% p/p y 2.8

+0.1% p/p, respectivamente) y V. curassavica (8 = 1% p/p y 5 £ 1% p/p, respectivamente).

En el Centro de Investigacion CENIVAM, Cordoba et al., 2019, obtuvieron un
rendimiento de extraccion para los extractos HA de L. origanoides y T. diffusa de material
vegetal antes de su destilacion de 18% p/p y 6% p/p, respectivamente. En el extracto HA
de V. curassavica, Michielin et al. 2011, obtuvieron un rendimiento del 8.13 % p/p, valor
cercano al obtenido en este estudio. En la literatura no se encontraron estudios enfocados
en la obtencion de extractos HA y con CO: supercritico (SFE-COz), de material vegetal

después de su destilacion (biomasa residual) para las especies T. diffusa y V. curassavica.

Para extractos SFE-CO. de L. origanoides y T. diffusa, obtenidos de material
vegetal antes de su destilacion, Cordoba et al. 2019, obtuvieron rendimientos del 3.3% p/p
y 1.2% plp, respectivamente, en ausencia de cosolvente, valores que también son menores
a los obtenidos en este estudio. En L. origanoides, Arias et al. 2020, aislaron extractos

SFE-CO: a partir de material vegetal después de su destilacion, en condiciones operativas
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similares del equipo y en ausencia de cosolvente, y obtuvieron un rendimiento del 1.35%

p/p, siendo menor que el de este estudio.

Los rendimientos de los extractos SFE-CO> de L. origanoides y T. diffusa, de
material vegetal antes y después de su destilacion, aumentaron debido al uso del cosolvente
etanol-agua, ya que fue posible incrementar las fuerzas intermoleculares como puentes de
hidrdgeno, la polarizabilidad de la mezcla, la selectividad, la solubilidad de los compuestos
fendlicos durante la extraccion, y por ende, el rendimiento de extraccion (Scopel et al.,

2013; Del Valle et al., 2017).

Es la primera vez que se estudia el efecto del proceso de destilacion de plantas
aromaticas, sobre el rendimiento de extraccion y composicion quimica de los extractos
vegetales. Se observo que los extractos bajo estudio obtenidos de material vegetal antes de
su destilacion tenian rendimientos mas altos, en comparacion con los extractos aislados de
material vegetal después de su destilacion. La destilacion del material vegetal disminuy6
los rendimientos. Posiblemente, durante la destilacion, compuestos fendlicos presentes en
el material vegetal se degraden por la temperatura alta (loannou et al., 2019), 0 muchos
otros compuestos presentes en el material vegetal se solubilicen debido a la condensacién

del vapor de agua dentro del alambique (O. Ferreira & Simao, 2012).
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Tabla 1

Rendimientos los extractos vegetales bajo estudio, obtenidos con CO- supercritico y disolvente,

de material vegetal antes y después de su destilacion por arrastre con vapor.

Especie Material vegetal Extracto

Rendimiento, % p/p Literatura, %

Referencia

(x+s,n=23)3 p/p
Antes de su HA 13+1 18 Cordoba et al, 2019
L. origanoides destilacion SFE-CO; 6.6+ 0.1 3.3 Cérdoba et al, 2019
' Después de su HA 8+1 No reportado -
destilacion SFE-CO:2 1.8+0.1 1.35 Avrias et al, 2020
Antes de su HA 11+1 6 Cérdoba et al, 2019
) destilacién SFE-CO> 3.2+0.1 1.2 Cérdoba et al, 2019
T. diffusa Después de su HA 28+0.1 No reportado
destilacion SFE-CO> 1.20 + 0.04 No reportado
Antes de su HA 81 8.13 Michielin et al., 2011
. destilacidn SFE-CO> 3.7+02 3-5 Quispe et al, 2008
V. curassavica Después de su HA 51 No reportado -
destilacion SFE-CO; 1.9+0.2 No reportado

4 Promedio * desviacién estandar (n=3)
HA.: Extracto hidroalcohdlico.
SFE-CO.: Extracto obtenido con fluido supercritico.

4.2 Andlisis quimico instrumental de los extractos vegetales bajo estudio, obtenidos de

material vegetal antes y después de su destilacion

4.2.1 Caracterizacién quimica por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de

masas

La Figura 9 muestra la corriente idnica extraida (EIC) en modo SIM, obtenida por

UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS, de compuestos protonados [(M+H)]* y deprotonados [(M-

H)]", detectados en los extractos bajo estudio de L. origanoides quimiotipo felandreno,

obtenidos de material vegetal antes y después de su destilacion. En todos los extractos se

detectaron la pinocembrina y la galangina como los compuestos mayoritarios. En los

extractos HA, se observd que algunos compuestos como la naringenina, la luteolina, la
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pinocembrinay la galangina, disminuyeron su cantidad, después del proceso de destilacion,
por el contrario, compuestos como la taxifolina, el eriodictiol-7-O-glucoésido, la quercetina-
3-O-glucosido, la galangina metilada, aumentaron su cantidad en el extracto. Flavonoides
como la luteolina-7-O-glucésido, la apigenina-7-O-glucoronido, la apigenina-7-O-
glucédsido y el eriodictiol, no variaron su abundancia relativa. En los extractos SFE-CO-
bajo estudio, se observd que la pinocembrina, la galangina y la galangina metilada,

disminuyeron su cantidad, después de la destilacion del material vegetal por AV.

La Tabla 2 muestra la caracterizacion quimica por UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS
de los compuestos detectados en los extractos de L. origanoides. Mediante el uso de
sustancias patron se identificaron confirmatoriamente 13 flavonoides, que incluyen tres
flavonoles, un flavonol glicosilado, tres flavanonas, una flavanona O-glicosilada, dos
flavonas y tres flavonas O-glicosiladas. Se identificaron tres compuestos de forma
tentativa, usando, sus masas exactas, ion molecular, relacion isotopica y los patrones de

fragmentacion comparado, con bases de datos.

En extractos HA de L. origanoides, Leitdo et al. 2017, identificaron compuestos
como la taxifolina, luteolina-7-O-glucésido, el eriodictiol, la naringenina y la
pinocembrina. En extractos de L. graveolens, Lin et al. 2007, identificaron la apigenina-7-
O-glucosido, la luteolina y la galangina. En especies del género Lippia, Bautista-
Hernandez et al. 2022, determinaron la presencia de quercetina-3-O-glucésido. En
extractos de L. alba, Hennebelle et al., identificaron la apigenina-7-O-glucorénido. En L.
sidoides, Cicera et al., 2022 encontraron el eriodictiol-7-O-glucésido y luteolina-7-O-

rutinosido. En extractos obtenidos con CO; supercritico, Arias et al. 2020, determinaron la
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pinocembrina y la galangina como los compuestos de mayor abundancia, asi mismo,

identificaron tentativamente la galangina metilada.

En este estudio se observaron los iones-producto de la sustancia patrén de galangina
para determinar las rupturas caracteristicas similares en la galangina metilada, teniendo en
cuenta los criterios de identificacion (Véase Tabla 2). Los Apéndices 1 a 16 muestran los
espectros de masas de los compuestos identificados presentes en los extractos bajo estudio
de L. origanoides quimiotipo felandreno, obtenidos de material vegetal antes y después de

su destilacion.
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Figura 9
Corrientes ionicas extraidas (EIC) de compuestos protonados [(M+H)]" y deprotonados [(M-H)], en los extractos bajo estudio de L.
origanoides quimiotipo felandreno. A. Extracto HA de material vegetal, antes de su destilacion; B. HA de material vegetal, después de su
destilacion; C. SFE-CO; de material vegetal, antes de su destilacion; D. SFE-CO, de material vegetal, después de su destilacion. UHPLC/ESI-
Q-Orbitrap-MS, columna Zorbax Eclipse Cis. Véase la identificacion de los picos en la Tabla 2.
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Tabla 2

Masas exactas de iones o moléculas protonadas [(M+H)]" y deprotonadas [(M-H)], identificadas por UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS, de
compuestos presentes en los extractos de L. origanoides, obtenidos de material vegetal antes y después de su destilacion.

N° pico . Masa experimental A HCD lones-producto
. Compuesto Formula tg, min ’ - Refs.
Fig. 9 [M+H]*  [M-H]" pPPpm €V |ones-producto Formula m/z, | (%)
1 Taxifolina-glucésido* CuHnOn  4.43 - 465.10397 0.26 10  [(M-H)-CeH10Os]" CisHuO7  303.05124 (100) ze”;%rfge et
[(M-H)-H0 CisHoOs  285.04059 (100)
[(M-H)-COJ" CuHuOs 275.05643(9) | eitdo et al.
2 Taxifolina*c CisH1,0;  4.85 - 303.05115 0.40 10  [(M-H)-H20-CeHsOo] CoHsOs  177.01868 (18)  2017; Avrias et
[(M-H)-CgHsOs]" C/H:0, 151.00275(1) &l 2020
[(M-H)-CoHsO4]" CeHsOs  125.02351 (37)
iodictiol-7-O- M-H)-CeH100s]" CisHiOs  287.05615 (100) Cj
3 Erloc,in_:tloalbYCO CoHOu  4.89 ) 44910004 023 10 [(M-H)-CeH100s] 15H1106 (100) cCiceraJetal.,
glucosido®® [(M-H)-CsH100s-CgHsO,]T C/HsOs  151.00273 (10) 2022
. [(M-H)-CsH100s] CisHeO;  301.03546 (100) Bautista-
4 %‘Jigﬁggfﬁo CotHaO1 497 - 463.08850 0.65 30 _ Hernandez et
g [(M-H)-CoH1006-CsHsOs]  CrHsOx 15100276 (1) 41 9022
M-+H)-CsH1004]" CaiH16011 447.09509 (2 i
5 Luteolina-rutindsido®® CoHxO1s  5.23 - 50315179 101 20 LM*H)CoHuOl AT (2)  CiceraJetal,
[(M+H)-CeH1004-CsH100s]°  CisHoOs  285.04074 (25) 2022
ina-7-O- M-H)-CeH100s]" CisHsOs  285.04053 (100) | eita
g  Luteolina-7-0 CotHOu  5.27 . 44700344 035 30 LH)NCeHuOl T (100) Leitzoetal,
glucosido®™ [(M-H)-CeH100s-CsHsO2]” C/H30,  151.00293 (1)  2017;
Apigenina-7-O- . Hennebelle et
7 glﬂcgoréni ity CuHiOn 546  447.09186 - 073 20 [(M+H)-CsHsOs] CisHuOs 27105981 (100) "V
Apigenina-7-O- . Linetal.,
8 gIEcgésidoavb@ CaHxO10 560  433.11221 - 1.63 10  [(M+H)-CsH100s] CisHuOs 27105957 (100) 57
[(M+H)-H.0]" CisHuOs  271.05963 (5)
[(M+H)-H,0-CO]* CiHuOs 243.06505(1) | ejtdo et al.
9 Eriodictiol*>® CisH1Os  5.80  289.07016 - 174 30 [(M+H)-CsHeO2]* CoH-0s  179.03365 (10)  2017; Avrias et
[(M+H)-CsHe03]* CoH:0;  163.03877 (90) @l 2020
[(M+H)-CsHs0,]* C/HsOs  153.01807 (70)

62



FRACCIONAMIENTO DE EXTRACTOS VEGETALES

Tabla 2
Continuacion.

[(M+H)-COT CuHeOs  273.04053 (2) _

10 Quercetina®"* CisH100;  6.18 - 301.03568 0.99 20  [(M+H)-C7HsO2] CsHsOs  178.99800 (16) '2“(;'2%5“3'-'
[(M+H)-CsHsOs] C/H:0,  151.00288 (28)
[(M-H)-H0I CisHeOs  253.05074 (2)
[(M-H)-CeHsO] CoHsOs  177.01866 (14) N

11 Naringenina*"® CisH120s  6.28 - 271.06137 0.64 30 [(M-H)-CsHsOl C/H:0s  151.00284 (100) 'égllt?oeta'-,
[(M-H)-C7H4Ou] CeH,O  119.04929 (48)
[(M-H)-CoHsO4] CeHsO  93.03358 (14)
[(M+H)-H0]" CisHsOs  269.04398 (1) _

12 Luteolina®®c CisH1oOs  6.36  287.05457 - 156 40 [(M+H)- H0-COJ* CuHeOs  241.04945 (1) Iiér(])?tal"
[(M+H)-CsHsO2]" C/HsO,  153.01808 (5)
[(M+H)-CHs] ™ CisH1206 300.06232 (37)
[(M+H)-CHs-H,0]* CieH100s 282.05719 (100)

13 Cirsimaritina®"¢ Ci7H1.0s  7.03  315.08569 - 197 40 [(M+H)-CHs-H;0-CO]"  CisHioOs 254.05695 (42) ,Zﬁ\orlza(l)setal.,
[(M+H)-CsHsO]* CoHsOs  197.04399 (1)
[(M+H)-CgHgOs]* CgH-O 119.04924 (1)
[(M+H)-HOJ" CisH110s  239.06990 (1)
[(M+H)-C2H.0]* CisH110;  215.07018 (2)

: . [(M+H)-CaHe]* CoH:Os 17903386 (2) ~ Leitdoetal,

14 Pinocembrina®b¢ C1sH1204 7.19 257.08060 - 092 30 2017; Arias et
[(M+H)-CeHe]" C/HsOs  153.01819 (100) 4 2020
[(M+H)-CsHsO3]* CoH;0  131.04919 (60)
[(M+H)-C7HsO04]* CsHy 103.05449 (8)

63



FRACCIONAMIENTO DE EXTRACTOS VEGETALES

Tabla 2
Continuacion.
[(M+H)-H.0T* CisHeOs 253.04941 (1)  Ariasetal.,
15 Galangina®>* CisH10s  7.53  271.05984 - 094 40 [(M+H)-H.0-COJ* CuHsOs 225.05447 (1)  2020; Lin et
[(M+H)-CgHsO]* C/HsO, 153.01823(2)  al., 2007
[(M+H)-CH3]** CisH100s 270.05191 (100)
. Avrias et al.
. . M+H)-CHs-COJ"* CuH100s 242.05708 (15 al
16 Galangina metilada®® CiHpOs 7.60  285.07541 . 119 5o LUM*H)-CHCO] oo (19 5020: Lin ot
[(M+H)-CHs-CO-HZ0]*" C1eHsOs 224.04657 (1) o 2007
[(M+H)-CsHsO]* C:HsOs  153.01819 (1)

2 |dentificacion tentativa basada en masas exactas de moléculas protonadas [(M+H)]* o deprotonadas [(M-H)], reportadas en la literatura cientifica para especies del
género Lippia.

® |dentificacion tentativa basada en el estudio del patron de fragmentacion del compuesto, relacion isotdpica de iones y por comparacion con las bases de datos FooDB
(2022) y NIST (2017).

¢ ldentificacion confirmatoria basada por comparacion de los tr y espectros de masas con sustancias patron, i.e., taxifolina (> 85%), eriodictiol-7-O-glucésido (> 98%),
quercetina-3-O-glucoésido (> 98%), luteolina-7-O-glucdsido (> 98%), apigenina-7-O-glucoronido (> 98%), apigenina-7-O-glucésido (> 90%), eriodictiol (> 90%), quercetina
(> 98%), naringenina (> 95%), luteolina (> 98%), cirsimaritina (> 98%), pinocembrina (> 95%) y galangina (> 95%).
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La Figura 10 muestra los EIC de iones protonados [(M+H)]" presentes en los
extractos de T. diffusa, obtenidos de material vegetal antes y después de su destilacién. El
compuesto de mayor abundancia relativa fue la acacetina metilada. En extractos HA se
observd que después del proceso de destilacion, compuestos como la luteolina-rutinésido,
la luteolina-8-C-R-[6-deoxy-2-O-(a-L-rhamnopiranosil)-xylo-hexopiranos-3-ulésido], la
apigenina, el crisoeriol, la acacetina metilada y la velutina disminuyeron su abundancia
relativa, por el contrario, flavonoides como la luteolina, el &cido de luteolina-8-C-
propendico y la acacetina, aumentaron su abundancia relativa. En extractos SFE-CO>, se
observé que después del proceso de destilacion, la acacetina aumento su abundancia
relativa, por el contrario, los deméas compuestos disminuyeron. La caracterizacion quimica
por  UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS,  permiti6  identificar  nueve  compuestos
confirmatoriamente que incluyeron, un flavonol, una flavanona, dos flavonas, una flavona
metilada, tres flavonas O-glicosiladas y una flavona C-glicosilada. Se identificaron
tentativamente ocho compuestos, en su mayoria, derivados de apigenina y luteolina O-

glicosilados y, una flavona metilada (Véase Tabla 3).

Los compuestos identificados tentativamente en este trabajo han sido reportados en
extractos de T. diffusa. Compuestos como la luteolina 8-C-p-[6-deoxi-2-O-(a-L-
rhamnopiranosil)-xylo-hexopiranos-3-ulésido], el acido de luteolina-8-trans-propendico,
luteolina-7-O-rutindsido y la hechinacina fueron identificados por Zhao et al., 2007. La
naringenina, acacetina metilada y la velutina fueron identificados estructuralmente por
Willer et al., 2019. Asi mismo, la acacetina, la apigenina-7-O-glucosido y el crisoeriol se
han encontrado en esta especie en otro estudio realizado por Zhao et al., en 2008. da Luz et

al., 2022, encontraron la vitexina-rahmnosido y sus derivados glicosilados. En este trabajo,
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se identificaron por primera vez la isorhamnetina, la vitexina y la isosakuranetina. La
isorhamnetina y la vitexina se identificaron usando sustancia patrén. La isosakuranetina se
identifico, segln el patron de fragmentacion de una sustancia homologa como la
sakuranetina. Hasta el momento no se han publicado estudios donde reporten estos
compuestos en especies del género Turnera. La apigenina fue identificada mediante
sustancia patrdn, este compuesto ha sido catalogado como caracteristico en especies del
género Turnera (Kumar et al., 2008). Los Apéndices 17 a 33 muestran los espectros de
masas de los compuestos identificados en los extractos de T. diffusa, obtenidos de material

vegetal antes y después de su destilacion.
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Figura 10

FRACCIONAMIENTO DE EXTRACTOS VEGETALES

EIC de compuestos protonados [(M+H)]* detectados en los extractos bajo estudio de T. diffusa. A. HA de material vegetal, antes de su
destilacion; B. HA de material vegetal, después de su destilacion; C. SFE-CO> de material vegetal antes de su destilacion; D. SFE-CO-
de material vegetal después de su destilacion. UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS, columna Zorbax Eclipse Cis. Véase la identificacion de los
picos en la Tabla 3.
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Tabla 3

Masas exactas de iones o moléculas protonadas [(M+H)]*, identificadas por UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS de compuestos detectados en
los extractos de T. diffusa, obtenidos de material vegetal antes y después de su destilacion.

N° pico 3 tr Masa Exp. A HCD lones-producto
. Compuesto Formula 3 ————————— " ; Ref,
Fig. 10 min - [M+H]* ppm eV Pérdida Formula miz, | (%)
M+H)-CsH1004]* CuH2011 449.10687 (100
1 Luteolina-rutinésido®® CoMuOss 491 50516510 108 10 L0 CoreOd s (10) zhaoe
[(l\/l‘|'H)-CeHloO4-CeH1005]+ 015H1106 287.05444 (2) al.,
[(M+H)-H.0]* CaH1909  415.10168 (44)
[(M+H)-H,0-H.0]* CuH170s  397.09122 (68)
[(M+H)-H,0-H,0-H.0]* CauH1s07  379.08072 (23)
o [(M+H)-H,0-H20-CH.0]* CaoH1s0; 367.08066 (29)  daLuz
2 Vitexina*®¢ CuH2010 5.07 433.11255 0.86 30 etal.,
[(M+H)-C5HsOs]" CisHis07  343.08066 (15) 2022
[(M+H)-CsHs03-CH.0]* Ci7H150s  313.07016 (100)
[(M+H)-C3sHsO35-CH,0-CH,O]* CieH1105 283.05966 (34)
[(M+H)-CeH100s]* CisH110s  271.05948 (1)
3 Luteolina-7-O-glucésido*P* CatHa0O11  5.23 44910724 133 10  [M+H)-CeH100s]* CisH1Os  287.05466 (92) i,h ""20%8
4 Apigenina-7-O-glucorénido"e CuHisOn 5.61  447.09192 0.60 20  [(M+H)-CsHsOs]* CisH11Os 271.05966 (8) -
5 Apigenina-7-0O-glucosido®"* CaiHx010 5.57 433.11218 1.70 10 [(M+H)-CsH100s]* CisH110s  271.05991 (1) ilhagoeg7
Luteolina-8-C-R-[6-deoxy-2-O-(a-L- [(M+H)-CgH1004]* C21H19010 431.09650 (100)  7ha0 et
6 rhamnopiranosil)-xylo-hexopiranos-3- Co7H28014 6.14  577.15518 153 20 L 2007
ulésido]abe [(M+H)-CsH1004-CsHgO:]* CisH1106  287.05450 (1.77) al.,
[(M+H)-H0]* CisHuOs  255.06488 (3)
M+H)-CgHsO]* Cs/Hs0 153.01817 (64 ;
7 Naringenina® CoHuOs 623 27307550 0901 30 LrH)-CerhkO] e () il et
[(M+H)-CsHsO3]* CoH;0,  147.04399 (43) &
[(M+H)-CgHs03]* C/H;0;  123.04410 (2)
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Tabla 3
Continuacion.

[(M+H)-H0]* CisHoOs  269.04425 (2)

8  Luteolina®"c CisHi0Os  6.36 287.05472 1.03 50  [(M+H)-H,0-CO]* CuHoOs  241.04941 (2) ;*_‘fg;&
[(M+H)-CgHsO2]* C/Hs04  153.01811 (11)
[(M+H)-CHs]** CisH1007  302.04163 (73)

9  Isorhamnetina®* CisHO;  6.42 317.06509 1.53 40  [(M+H)-CHs-COJ* CuH100s  274.04657 (9) 2.'7,62061‘5
[(M+H)-CoHsOs]* C/HsO,  153.01802 (1)
[(M+H)-CoHsO2]" CotH21010 433.11407 (1)

10 Hechinacina®” CobnOp 660 57914868 176 10 Lo -CusHuOsl CisHi7O7  309.09637(3)  zhaoet
[(M+H)-CssH1607]* CisHuOs  271.05954 (45) &l 2007
[(M+H)-C21H20010]* CoH;0,  147.04390 (11)
[(M+H)-H0]" CisHoOs  253.04935 (1)

igeni [(M+H)-H.0-COJ* CuHsOs  225.05446 (1)  Kumar

11 Apigenina®be CisH10Os  6.70 271.05981 1.05 50 etal.,
[(M+H)-CgHgO]" C/HsOs  153.01819 (12) 2008
[(M+H)-C7H4O4]* CeH,O0  119.04930 (5)

Aci i i [(M+H)-H.0]* CigHuOr  339.04947 (53)  7pa0 et

12 Acido de luteolina-8-C-propenoico?® CisH120s  6.85 357.06009 1.13 20
[(M+H)-CO,]" CiH1s0s 313.07022 (100) @l 2007
[(M+H)-CsHsO]* CeH:0,  167.03384 (27)

13 Isosakuranetina®® CieH1O0s  7.18 287.09109 1.06 40  [(M+H)-CeHsOs]* CioHsO:  161.05965 (59) 58385
[(M+H)-CsH100]* C/HsO,  153.01819 (100)
[(M+H)-CHs]** CisH100s  270.05197 (51)

14 Acacetina®"* CisH0s  7.49 285.07541 1.19 50  [(M+H)-CHs-COJ*" CiaH100s  242.05711 (50) ;ha goegs
[(M+H)-CoHsO]" C/HsOs  153.01814 (5)
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Tabla 3
Continuacion.
[(M+H)-CHs]** CisH100s 286.04666 (28)
M+H)-CH,-COJ** CisH100s 258.05191 (30
15  Crisoeriol*® CuHuOs 756 30107016 167 50 Lrr)CHeCO] MO (30) Zlhagoegs
[(M+H)-CH3-CO-COJ**  CisH1Os 230.05708 (12) &l
[(M+H)-CgHsO2]* C/HsO,  153.01808 (11)
[(M+H)-CHa]™ CiH1205 284.06757 (66)
M+H)-CH,-COJ** CisH1:04  256.07269 (71) i
16 Acacetin metilada®® CuMuOs 824 20900100 132 40 L r)CHsCOl i (D) wiler et
[(M+H)-CsHs0]* CeH,0Os 167.03378 (5) al. 2019
[(M+H)-CgHeO4]* CoHsO  133.06477 (3)
[(M+H)-CHs]™ CisH120s  300.06253 (52)
M+H)-CH,-COJ** CisH1,0s 272.06763 (51) i
17 Velutina® Ci7H1Os 8.33 315.08597 1.10 50 [(M+H)-CH:-CO] 192 (52) V\I/lllze(;le;
[(M+H)-CHs-CO-CO]**  CuH10s 244.07291 (20) 2l
[(M+H)-CoHsO-]* CeH,Os  167.03387 (16)

2 |dentificacion tentativa basada en masas exactas de moléculas protonadas [(M+H)]*, reportadas en la literatura cientifica para especies del género Turnera.
b |dentificacion tentativa basada en el estudio del patron de fragmentacién del compuesto, relacion isotdpica de iones y por comparacion con las bases de datos FooDB (2022)

y NIST (2017).

¢ Identificacion confirmatoria basada por comparacion de los tr y espectros de masas con sustancias patron, i.e., vitexina (> 98%), luteolina-7-O-glucoésido (> 98%), apigenina-
7-O-glucorénido (> 98%), apigenina-7-O-glucésido (> 98%), naringenina (> 95%), luteolina (> 98%), isorhamnetina (> 95%), apigenina (> 95%), sakuranetina (> 98%) y

acacetina (> 98%).
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La Figura 11 muestra los EIC de los extractos de V. curassavica, obtenidos de
material vegetal antes y después de su destilacion. La hidroxi-artemetina y la artemetina
fueron los compuestos mayoritarios. En extractos HA se observo que el acido rosmarinico,
la hidroxi-artemetina, artemetina y el cordianal C aumentaron su cantidad relativa después
del proceso de destilacion del material vegetal, por el contrario, compuestos como el
pachipodol, la retusina y el cordianal B, disminuyeron. En extractos SFE-CO- la cantidad
relativa de la retusina aument6 después del proceso de destilacion, por el contrario, la
abundancia relativa de la artemetina, el pachipodol y el cordianal B disminuyeron. La

hidroxi-artemetina no vario considerablemente su abundancia.

La caracterizacion quimica de los extractos bajo estudio permiti6 identificar 11
compuestos polifendlicos, entre ellos derivados de acidos hidroxicinamicos, flavonoides O-
glucosilados, triterpenos y derivados de flavonoles O-metilados (Véase Tabla 4). Se
identificaron confirmatoriamente los acidos cafeico y rosmarinico, que también fueron
encontrados en extractos de V. curassavica, analizados por El-Sayed et al. 1998, y Ticli et
al. 2005, respectivamente. También se identificd la rutina, compuesto que habia sido
reportado por Matias et al., 2013. La artemetina y la hidroxi-artemetina, compuestos
caracteristicos en especies del género Varronia, fueron reportados previamente por Velde
et al. 1982. También se identificaron el pachipodol, la retusina y dos derivados de acidos
triterpénicos como cordianal C y cordianal B, estos fueron descritos anteriormente por

Kuroyanagi et al., 2001.

En este trabajo se identificaron confirmatoriamente, usando sustancia patrén los
compuestos glicosilados, como el eriodictiol-7-O-glucésido y el kaempferol-3-O-

galactosido. Estos compuestos no habian sido reportados previamente en la literatura en
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extractos de especies del género Varronia. Por primera vez se reportan los espectros de
masas obtenidos por UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS de la artemetina, la hidroxi-artemetina,
el cordianal C y el cordianal B. Los Apéndices 34 a 44 muestran los espectros de masas de
los compuestos identificados en extractos de V. curassavica, de material vegetal antes y

después de su destilacion.
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Figura 11
EIC de compuestos protonados [(M+H)]* y deprotonados [(M-H)]™ detectados en los extractos bajo estudio de V. curassavica. A.
Extracto HA de material vegetal antes de su destilacion; B. HA de material vegetal después de su destilacion; C. SFE-CO. de material
vegetal antes de su destilacion; D. SFE-CO, de material vegetal después de su destilacion. UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS, columna
Zorbax Eclipse Cig. Véase la identificacion de los picos en la Tabla 4.
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Tabla 4
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Masas exactas de iones o0 moléculas protonadas [(M+H)]* y deprotonadas [(M-H)]", identificadas por UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS de
compuestos detectados en los extractos de V. curassavica, obtenidos de material vegetal antes y después de su destilacion.

Nf’ pico Compuesto E6rmula t3, Masa experimental A HCD, lones-producto Ref
Fig. 10 min__ [M+H]" [M-H]' ppm eV Peérdida Férmula m/z, | (%) '
El-Sayed
1 Acidocaféico®®®  CoHsOs  4.12 - 179.03404 542 20  [(M-H)-CO;] CeH;0,  135.04402 (100) etal)f,
1998
Eriodictiol-7-O- [(M-H)-CoH1o0s] CisHiOs 287.05576 (100) FoodB,
2 glucésido?> C21H2011  4.88 - 449.10818 1.66 20 [(M-H)-CeH160e-CaHaOs] CH:Os 15100259 (16) 2020
[(M-H)-CsH1004] CatHis01, 463.08554 (1) .
3 Rutina®b¢ C27H30016  5.38 - 609.14545 1.08 20 [(M-H)-CsH1004-CsH100s] CisHsO7  301.03500 (12) al. 2013
[(M-H)-CsH1004-CsH1005-CeHsOs]”  C7H304  151.00261 (1) B
[(M-H)-CsHsOs] CoHeOs  197.04469 (35)
Acido [(M-H)-CsHsO4] CsH/Os  179.03397(6)  Ticli et
4 emarinico™e CisH1s0s  5.42 - 359.07678 1.27 10 [(M-H)-CoHsO4-H:0] CoHsOs  161.02335 (100) al., 2005
[(M-H)-CsHs04-CO;]° CsH;0,  135.04398 (2)
Kaempferol-3-O- [(M+H)-CeH1.05] CisHsOs 284.03223 (21)  FoodB,
> galactgsidoa’bﬁ CaHaoOu 562 ] 447.09265 141 20 [(M+H)-CsH1105-CsHs0,]° C/Hs0s  151.00255 (1) 2019
[(M+H)-CHs]** CioH180s  390.09384 (14)
[(M+H)-CHs-CHg]" CisH1s0y  375.07050 (100)
Hidroxi- [(M+H)-CHs-H,0]" CiHi0s 372.08316 (4)  Velde et
6 artemetina® CaHz0s  6.74 40511743 ) 142 40 [(M+H)-CHs-CHs-H,0]** CisH130s 357.05994 (21) al., 1982
[(M+H)-CH;-CHs-H,0-CO]** Ci7H1307  329.06491 (1)
[(M+H)-C11H1,04]" CoHsOs  197.04430 (30)
[(M+H)-CHs]** CioH180s  374.09940 (14)
[(M+H)-CH3-CHs]* CisH1s0s  359.07590 (12)
[(M+H)-CH3-H,0]** CioHicO7 356.08887 (21) .\
7 Artemetina®® CaoHx0s 7.46  389.12283 - 0.67 30  [(M+H)-CHs-CHs-H,0]* CisHiOr 341.06540 () 1" 1080
[(M+H)-CH3-H,0-CO]* CisH160s  328.09399 (2) ’
[(M+H)-CHs-CHs-H,0-COJ* Ci7H130s  313.07053 (2)
[(M+H)-C11H1205]* CgHsOs  197.04430 (1)
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Tabla 4

Continuacion.
[(M+H)-CHs]** Ci7H140; 330.07285 (100)
[(M+H)-CH3-CHs]* CisH1:0; 315.04944 (42) _

8  Pachipodol*"* CisH107 7.63 345.0931 - 163 30 [(M+H)-CHs-CHs-COJ* CisHuOs 287.05453 (6) ;uaffyggggl

[(M+H)-CH3-CH3-CO-CO]* C14H110s 259.05969 (3) B
[(M+H)-C10H1004]" CeH,Os  151.03883 (1)
[(M+H)-CHa]™ CisH160; 344.08862 (63)
[(M+H)-CHs-CHs]* Ci7H130;  329.06516 (71)
[(M+H)-CHs-CHs-COJ* CisH130s 301.07028 (100)  Kuroyanagi

9  Retusina®® CiH1s0; 8.01 359.11209 - 1.22 50
e [(M+H)-CH;-CH3-CO-H,0]*  CieH1:0s 283.05975 (13)  etal., 2001

[(M+H)-CH3-CH;-CO-H,0-CO]*  CisH1104 255.06494 (4)

[(M+H)-C11H1,03]" CeH/Os  167.03378 (6)
[(M+H)-HOJ" CaoH4703 455.35159 (79)
[(M+H)-H20-H:0]" CsoHs0,  437.34100 (100) _
10  Cordianal C?" CaoHis0s4 8.70 473.36194 - 1.26 20 [(M+H)-H,0-COJ]* CasH4702  427.35675 (5) ;U;FYSBS?
[(M+H)-H20-H20-H,0]" CaoHs30  419.33054 (29) ’
[(M+H)-H,0-CO-H.0]* CooHassO  409.34622 (15)
[(M+H)-HOJ" CaoH4s03 453.33591 (50)
i [(M+H)-H20-H:0]" CaoH430, 435.32541 (17) Kuroyanagi
11  Cordianal B*® CaoHs0s 9.09 471.34616 - 1.53 10 [(M+H)-H20-CHO]* G, 423.32535 (100) et aI.,yZOOg

[(M+H)-H,0-CH,0-H.0]" CaoHa1O  405.31476 (16)

2 |dentificacion tentativa basada en masas exactas de moléculas protonadas [(M+H)]* o deprotonadas [(M-H)]", reportadas en la literatura cientifica para especies del género
Varronia.

® |dentificacion tentativa basada en el estudio del patron de fragmentacion del compuesto, relacion isotdpica de iones y por comparacion con las bases de datos FooDB (2022)
y NIST (2017).

¢ Identificacion confirmatoria basada por comparacion de los tr y espectros de masas con sustancias patron, i.e., acido cafeico (> 98%), eriodictiol-7-O-glucosido (> 98%),
rutina (> 94%), acido rosmarinico (> 97%), kaempferol-3-O-galactosido (> 98%), artemetina (> 98%) y pachipodol (> 98%).
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4.2.2 Patrones de fragmentacion y iones-producto caracteristicos de sustancias patrén
de flavonoides y &cidos hidroxicindmicos, analizados por cromatografia liquida acoplada
a espectrometria de masas

La caracterizacion quimica permitid identificar los iones-producto caracteristicos
de los compuestos fendlicos detectados con sustancias patron en los extractos bajo estudio.
Los espectros de masas se analizaron a diferentes energias de HCD (10-70 eV). EI HESI se
oper6 en modo de adquisicion de iones positivos y negativos. La identificacion se realizo
midiendo la masa exacta con exactitud A ppm < 2. El patron isot6pico para los iones o
moléculas protonados [(M+H)]" y deprotonados [(M-H)]  fue similar al calculado por el

software Thermo Xcalibur 3.1.

Los flavonoides glicosilados pueden tener sustituyentes de azlcares en las
posiciones 3 y 7 (O-glicésidos) o 6 y 8 (C-glicsidos), que experimentan rupturas
consecutivas segun la cantidad de hexosas presentes en la estructura. Es comun encontrar
en sus espectros de masas las pérdidas de m/z 132 (arabindsido, CeHgOs), m/z 146
(rahmnésido, CeH1004), m/z 162 (glucdsido o galactésido, CsH100s), m/z 176 (glucorénido,
CesHsOs), entre otros (Kachlicki et al., 2008). Se observé la formacién de iones-producto
debido a las pérdidas de otras moléculas neutras como H>O (m/z 18), CO (m/z 28),
CH2=C=0 (m/z 42), CO2 (m/z 44) y el radical CHs" (m/z 15). Los fragmentos resultantes
de la ruptura del anillo C son especificos para cada subgrupo de flavonoide (flavona,
flavanona, flavonol, entre otros), y puede revelar el patrén de sustitucion de los anillos A'y

B (Véase Figura 12) (Tsimogiannis et al., 2007).
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Figura 12
Escisiones de retrociclacion del anillo C y sus fragmentos resultantes para flavonoides sustituidos.

Tomado de Tsimogiannis et al., 2007.

02+

0.4+ q—]

l’AB+ l,3A+4_

Existe una reaccion de fragmentacion tipica de los flavonoides conocida como retro
Diels- Alder (RDA), que puede ocurrir en las estructuras ciclicas del anillo C de seis
miembros que contienen un doble enlace. El resultado neto de estos reordenamientos es la
escision de dos enlaces y la formacion de dos enlaces alilicos, por ejemplo, el ciclohexeno

generara el butadieno y el etileno (Véase Figura 13) (Corradini et al., 2011).
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Figura 13
Reaccion retro Diels-Alder de una flavona con formacion de los iones-producto A™ y B,

a partir de la ruptura en el anillo C (}3A* y 13B*). Adaptado de Corradini et al., 2011.

Mediante el estudio de los espectros de masas de las sustancias patrén disponibles,
fue posible identificar de forma tentativa compuestos, presentes en los extractos bajo
estudio. Tal es el caso para la galangina metilada, la acacetina metilada y la hidroxi-
artemetina, se disponian de sustancias patron homdélogas como la galangina, la acacetina 'y

la artemetina, respectivamente.

El Apéndice 15 muestra el espectro de masas de la galangina, flavonol que se ha
reportado en L. origanoides (Arias et al., 2020). Se observd la molécula protonada
[(M+H)]" m/z 271.05984, que pierde -H20 (m/z 253.04941), y -CO (m/z 225.05447), con la
pérdida de -CsHsO con la ruptura del anillo C entre los carbonos C2-Cs (*°A"), para formar
el ion-producto [(M+H)-CsHsO]" de m/z 153.01823. El espectro de masas de la galangina

metilada tiene una molécula protonada [(M+H)]" m/z 285.07541, con la pérdida inicial de
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un radical -CHs" (m/z 270.05191), seguido de la pérdida del -CO y -H20 (Véase Apéndice
16). Se observé también, la pérdida [(M+H)]"-CgHgO producto de la ruptura del anillo C,

lo que indicd que el O-metil se encontraba en la posicién 3 del anillo C.

El Apéndice 30 muestra el espectro de masas de la acacetina, flavona identificada
en extractos de T. diffusa (Zhao et al., 2008). Se observé el ion molecular [(M+H)]* m/z
285.07541, seguido de las pérdidas consecutivas de -CHs" (m/z 270.05197), -CO (m/z
242.05711) y la pérdida de -CgHsO que corresponde a la ruptura del anillo C (*2A"),
para formar el ion-producto [(M+H)-CyHsO]" de m/z 153.01814. En el espectro de masas
de la acacetina metilada se encontré el ion molecular [(M+H)]" m/z 299.09100, con las
rupturas consecutivas -CHs" y -CO (Véase Apéndice 32). La ruptura del anillo C (*3A%)
formo los iones-producto [(M+H)-CgHgO]* de m/z 167.03378 y [(M+H)-CsHsO]" de m/z

133.06477, esto indicd que el otro O-metil se encontraba en el anillo A.

En T. diffusa, se identificd la isosakuranetina tentativamente, compuesto que no ha
sido reportado en especies del género Turnera, mediante el uso de la sustancia patron de
sakuranetina. El espectro de masas de la sakuranetina mostré el ion molecular [(M+H)]*
m/z 287.09113 con rupturas del anillo C para formar los iones-producto de m/z 147.04399
(**B*) y, por (*3A*, RDA) para formar el ion m/z 167.03380 (Véase Apéndice 45). El
Apéndice 29 muestra el espectro de masas de la isosakuranetina con ion molecular
[(M+H)]" m/z 287.09109, con rupturas del anillo C para formar los iones-producto de m/z
161.05965 (**B*) y m/z 153.01819 (**A*, RDA) para. por lo que se concluyé que el O-
metil se encuentra en el anillo B. Cabe resaltar, que en los espectros de masas de flavonoides
O-metilados, es comun encontrar iones-producto que corresponden a las pérdidas de -CHz3’

(m/z 15), sin embargo, tanto en la isosakuranetina como la sakuranetina, este i6n no se
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formo6 durante la fragmentacion, por lo que ambos compuestos poseen un patron de

fragmentacion similar.

El Apéndice 40 muestra el espectro de masas de la artemetina, flavonol O-metilado,
que se ha identificado principalmente en especies de los géneros Artemisia (J. Ferreira et
al., 2010) y Varronia (Velde et al., 1982). El espectro de masas muestra el ion molecular
[(M+H)]" m/z 389.12283, se observaron pérdidas consecutivas de -CH3" (m/z 374.09940 y
359.07590), -H.0 (m/z 356.08887 y 341.06540) y -CO (m/z 328.09399 y 313.07053),
caracteristicas de esta familia de compuestos (Tsimogiannis et al., 2007). Ademas, mostro
una ruptura en el anillo C (**A*) que gener6 el ion-producto [(M+H)-C1:H1203]* de m/z
197.04430, con una abundancia menor que el 1 %. EIl espectro de masas de la hidroxi-
artemetina, presentd iones-producto y rupturas similares que la artemetina, y la formacién
del ion-producto [(M+H)-C11H1204]" de m/z 197.04430 con abundancia del 30 %, lo que
permitié concluir que el -OH se encontraba en el anillo B (Véase Apéndice 39). Es la
primera vez que se muestran los espectros de masas de la hidroxi-artemetin y la artemetina

obtenidos por UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS en modo SIM.

Por otra parte, fue posible identificar la presencia de los cordianales C y B,
pertenecen a la familia de los triterpenos. Sus espectros se caracterizan por mostrar rupturas
tipicas que corresponden a pérdidas de -H20 y -CO (Veanse Apéndices 43 y 44) (Nieto &
Chegwin, 2008). El cordianal C con ion-molecular [(M+H)]* m/z 473.36194 muestra cuatro
pérdidas consecutivas de -H>O (m/z 455.35159, 437.34100, 419.33054 y 409.34622), y una
pérdida de -CO (m/z 427.35675). El cordianal B con ion-molecular [(M+H)]" m/z
471.34616 muestra dos pérdidas consecutivas de -H.O (m/z 453.33591 y 435.32541),

seguido de una pérdida del aldehido -CH20 (m/z 423.32535) y una pérdida de -H20 (m/z

80



FRACCIONAMIENTO DE EXTRACTOS VEGETALES

405.31476). Es la primera vez que se muestran los espectros de masas del cordianal C y

cordianal B obtenidos por UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS en modo SIM.

En extractos de V. curassavica se identificaron los acidos cafeico (Véase Apéndice
34) y rosmarinico (Véase Apéndice 35), en ambos espectros de masas se observé la
formacion del ion-producto de m/z 44 que corresponde a la pérdida de COa, ruptura tipica

en &cidos hidroxicindmicos (Masike et al., 2017).

Las Tablas 5 a 8 muestran las rupturas tipicas, iones-producto caracteristicos y sus
intensidades relativas (%) de las sustancias patron analizadas. Los compuestos se

clasificaron en: flavanonas, flavonoles, flavonas y acidos hidroxicinamicos.
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Tabla 5

lones-producto caracteristicos y sus intensidades relativas (%) de las sustancias patrén usadas, pertenecientes a la familia de

flavanonas.
Flavanonas
Compuesto R, R, R, HCD. eV lones-producto, m/z (1. %)
’ [(M+H)]"  [(M-H)] @, D, D, D,

Pinocembrina H H OH 30 257.08060 - 179.03386 (2) 153.01819 (100) - 131.04919 (62)
Naringenina H OH OH 30 - 271.06137 177.01866 (14) 151.00284 (100) - -

Sakuranetina H OCH, OH 40 287.09113 - - 167.03380 (100) - 147.04399 (65)
Eriodictiol OH OH OH 30 289.07020 - 179.03365 (10) 153.01807 (70) - -

Taxifolina OH OH OH 10 - 303.05115 - 151.00275 - -
Eriodictiol-7-O-glucésido OH OH C.H,O. 20 - 449.10904 - 151.00273 (10) 287.05615 (100) -
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Tabla 6

lones-producto caracteristicos y sus intensidades relativas (%) de las sustancias patron usadas, pertenecientes a la familia de

flavonoles.
Flavonoles
Ry
Compuesto Ry R> R3 Ry Rs HCD,eV - lones-producto, m/z (1. %)
o [MHH)T [(M-H] @ [(M)-Ri-Rs]  [(M)-Rs-Rs] @,
Galangina H H OH OH OH 40 271.05984 - - - - 153.01804 (2)
Quercetina OH OH OH OH OH 20 - 301.03568 - - - 151.00288 (28)
Isorhamnetina OCH; OH OH OH OH 40 317.06509 - - 302.04163 (73) - 153.01802 (1)
Pachipodol OCH3 OH OCH3 OH OCH3 30 345.09631 - 330.07285 (100) 315.04944 (42) - 151.03883 (1)
Artemetina OCH; OCH; OCH; OCH; OCH; 30 389.12283 - - 359.07590 (12) 374.09940 (14) 197.04430 (1)
Kaempferol-3-O-galactésido H OH CgHi0Os OH OH 10 - 447.09265  284.03223 (21) - - 151.00255 (1)
Quercetina-3-O-glucosido OH OH CgHipOs OH OH 30 - 463.08850  301.03546 (100) - - 151.00276 (1)
Rutina OH OH CiHy09 OH  OH 20 - 609.14545  301.03500 (12) - - 151.00261 (16)
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Tabla 7

lones-producto caracteristicos y sus intensidades relativas (%) de las sustancias patrén usadas, pertenecientes a la familia de flavonas.

Flavonas

Compuesto Ry R, Rs Ry Rs HCD, eV lones-producto, m/z (1. %)
[(M+H)]" @, D, @

Apigenina H OH H OH OH 50 271.05981 - - 153.01819 (12)
Acacetina H OCH; H OH OH 50 285.07541 - - 153.01814 (5)
Luteolina OH OH H OH OH 40 287.05472 - - 153.01811 (11)
Cirsimaritina H OH OCH; OCH; H 40 315.08569 300.06232 (37) - 197.04399 (1)
Apigenina 7-O-glucosido H OH H CeH100s H 10 433.11221 271.05957 (100) - -
Vitexina H OH H OH CsH100s 30 433.11255 - 271.05948 (1) -
Apigenina-7-O-glucurénido H OH H CeH1006 H 20 447.09192 271.05966 (100) - -
Luteolina-7-O-glucosido OH OH H CsH1005 H 10 449.10724 285.05466 (100) -
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Tabla 8
lones-producto caracteristicos y sus intensidades relativas (%) de las sustancias patron usadas, pertenecientes a la familia de acidos

hidroxicinAmicos.

Acidos hidroxicinamicos

iones-producto, m/z (1. %)
[(M-H)]” @, D,
Acido cafeico H OH OH H H 20 179.03404 - 135.04402 (100)
Acido rosmarinico H H OH OH CgHgOs 10 359.07678 135.04398 (2) 179.03397 (6)

Compuesto R R, R3 R4 Rs HCD, eV
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4.2.3 Repetibilidad de los tiempos de retencion y areas cromatogréficas de sustancias
patrén analizadas por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas

En la Tabla 9 se reportan las repetibilidades de los tr, y las &reas cromatogréaficas
obtenidas para las sustancias patron analizadas por UHPLC/ESI-Orbitrap-MS. Las

inyecciones de las soluciones se realizaron por triplicado.

Tabla 9
Repetibilidad de tr y de areas cromatogréaficas de las sustancias patron analizados por

UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS.

] Area, cuentas
tr, MIn

N° Compuesto Formula (5 n=3) CV, %" x108 CV, %"
- (X+s,n=3)?
1 Acido cafeico CoHgOs  4.16 + 0.01  0.30 25 + 0.30 1.2
2  Taxifolina CisH1207  4.89 + 0.00 0.00 30 £ 1.00 4.0
3  Eriodictiol-7-O-glucésido CaH2011 491 + 0.01 0.20 10 + 0.30 3.1
4 Vitexina Co1H20010  5.09 = 0.01 0.20 62 + 0.30 1.0
5  Luteolina-7-O-glucoésido C21H20011  5.29 + 0.01 0.20 54 + 0.70 1.3
6 Rutina C27H30016 5.36 + 0.01 0.10 20 =+ 0.50 2.5
7 Quercetina-3-O-glucoésido Co1H20012 5.42 = 0.01 0.20 24 + 1.30 5.4
8  Acido rosmarinico CisH160s 5.46 *+ 0.02  0.40 34 + 0.30 1.0
9  Apigenina-7-O-glucurénido Ca1H18011  5.48 + 0.01 0.10 48 + 0.70 15
10  Apigenina 7-O-glucoésido C21H20010 5.56 + 0.02 0.30 48 + 2.00 4.2
11  Kaempferol-3-O-galactésido C21H20011  5.67 £ 0.01 0.20 34 + 2.00 4.8
12  Eriodictiol CisH120s  5.84 £ 0.01 0.20 62 + 1.20 2.0
13 Quercetina CisH1007  6.23 £ 0.01 0.20 46 + 3.00 6.5
14 Naringenina CisH120s  6.28 = 0.01 0.20 100 + 1.20 1.2
15 Luteolina CisH100s  6.40 + 0.01 0.10 160 + 0.60 0.4
16  Apigenina CisH100s5  6.75 £ 0.02 0.20 190 + 4.20 2.2
17  Isorhamnetina CiH12O7 6.77 = 0.01 0.10 32 + 1.40 4.4
18  Cirsimaritina Ci7H1Os  7.05 £ 0.01 0.10 91 + 270 3.0
19  Pinocembrina CisH1204  7.14 £ 0.00 0.00 119 + 2.30 1.9
20 Sakuranetina CiH1sOs  7.19 £ 0.01 0.20 330 + 9.30 2.8
21 Artemetina CooH200s 7.47 + 0.01 0.10 640 + 2.20 3.5
22 Acacetina CieH1205  7.53 £ 0.01 0.10 280 + 7.00 2.4
23 Galangina CisH100s  7.58 = 0.01 0.10 130 + 0.50 3.8

(]
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24 Pachipodol CisH1607  7.69
25 Salvigenina Ci1sH1606  7.72

0.01 0.10 490
0.02 0.20 1100

1.40 2.8
110 10

+ I+

& Promedio * desviacién estandar (n =3).

b CV: coeficiente de variacion.
4.2.4 Cuantificacion quimica por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
masas, de los extractos bajo estudio

Las Tablas 10 a 12 muestran los resultados obtenidos para la linealidad,

sensibilidad, el LOD y el LOQ del método usado para cuantificar flavonoides y &cidos
hidroxicinamicos por UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS, presentes en los extractos vegetales
bajo estudio, de material vegetal antes y después de su destilacién. Se usaron curvas de

calibracion externas con uso de sustancia patron en concentraciones de 0.1-10 mg/L. El

coeficiente de correlacion para todas las sustancias patron fue de R > 0.986.

La cuantificacion de los extractos bajo estudio de L. origanoides quimiotipo
felandreno, de material vegetal antes y después de su destilacién, mostr6 que los
compuestos mayoritarios fueron el eriodictiol-7-O-glucédsido, eriodictiol, la pinocembrina,
la galangina y la galangina metilada (\Véase Tabla 10). En extractos HA de L. origanoides
se observd, que después del proceso de destilacion algunos compuestos aumentaron su
concentracion, tal es el caso para flavonoides como la taxifolina-glucdsido, la taxifolina, el
eriodicitol-7-O-glucdsido, la quercetina-3-O-glucdésido y la quercetina. Compuestos como
la pinocembrina y la galangina disminuyeron su concentracion en los extractos HA y SFE-
CO2 de L. origanoides, después del proceso de destilacion (Véase Tabla 10). Cabe resaltar
que en los extractos SFE-CO los compuestos mas polares como flavonoides O-
glicosilados, se encontraron < LOD, compuestos apolares como la pinocembrina, galangina
tuvieron grandes concentraciones después del proceso de destilacion, con valores de 63 +

1.3 mg/extracto y 15 + 0.4 mg/extracto, respectivamente.
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La Tabla 11 muestra la cuantificacion de los extractos bajo estudio de T. diffusa,
antes y después de su destilacion. Se determind que la acacetina metilada fue el compuesto
méas abundante. En extractos HA, se observé que después de su destilacion algunos
compuestos disminuyeron su concentracién, tales como la luteolina-rutindsido, la
apigenina-7-O-glucdésido, la apigenina, la acacetina, el crisoeriol y la velutina. En el
extracto SFE-CO», de material vegetal después de su destilacion, se cuantificd solamente
la acacetina metilada. Compuestos como la luteolina-8-C-propenoico, la hechinacina y la
luteolina-8-C-R-[6-deoxy-2-O-(a-L-rhamnopiranosil)-xylo-hexopiranos-3-ulésido no se

cuantificaron ya que no se contaba con una sustancia patron de estructura homéloga.

La Tabla 12 muestra la cuantificacion de los extractos bajo estudio de V.
curassavica, de materiales antes y después de su destilacion. El acido rosmarinico, la
hidroxi-artemetina y artemetina fueron los compuestos que se encontraron en mayor
concentracion. El extracto SFE-CO», obtenido de material vegetal antes de su destilacion,
presentd el mayor contenido de artemetina (24 + 2.4 mg/g extracto), sin embargo, después
de la destilacion la concentracion disminuy6 a 9.0 + 1.0 mg/g extracto, por el contrario, la
concentracion de la hidroxi-artemetina aumentd. En extractos HA se observo que la
concentracion del acido rosmarinico, la hidroxi-artemetina y la artemetina aumentaron
después de la destilacion (Véase Tabla 12). Se observo que en el extracto HA de V.
curassavica, despues de su destilacion, compuestos glicosilados como el eriodictiol-7-O-
glucoésido y el kamepferol-3-O-galactosido, se encontraron en menor concentracion. La
hidroxi-artemetina y la retusina, compuestos identificados tentativamente, se cuantificaron

con las curvas de calibracion de la artemetina y el pachipodol, respectivamente, por sus
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estructuras quimicas similares. Los cordianales B y C no se cuantificaron. No se disponia

de una sustancia patrén anéloga.

Es la primera vez que se observa el efecto que tiene el proceso de destilacion en la
composicion quimica de las plantas aromaticas. De manera general, el proceso de
destilacion afectd el contenido de compuestos fenolicos presentes en los materiales
vegetales de las especies bajo estudio. Es posible que algunos compuestos fenolicos
presentes en el material vegetal se degraden en respuesta a las altas temperaturas y
presiones, ademas, es posible que las especies vegetales presenten efectos diferentes ante
el proceso de destilacion, debido a factores morfoldgicos y fisiolégicos de las mismas,
como por ejemplo, el grosor de los tallos, la forma y la estructura de la hojas, la estructura

celular, entre otros (loannou et al., 2019; Sajid et al., 2021).

En los extractos de T. diffusa y V. curassavica los compuestos O-glicosilados
disminuyeron su concentracion después del proceso destilativo, por el contrario,
compuestos mas apolares se encontraron en mayor abundancia. Debido a que el proceso de
destilacion se realizé con vapor agua, la solubilizacion de algunos compuestos de mayor
polaridad, pudo ocurrir por la condensacion del vapor dentro del alambique (Ferreira &
Simao, 2012). Chebil et al. 2006, demostraron que las solubilidades de compuestos
glicosilados como la rutina (quercetina-3-O-rutindsido) e isoquercetina (quercetina-3-O-
glucdsido) son menores, en comparacion, con la quercetina (aglicona) en acetona y
acetonitrilo, dado gque son solventes menos polares, por lo que la presencia de azlcares

mejora la hidrofilicidad de la aglicona.

El incremento en la concentracion de algunos compuestos fendlicos se puede deber
a los factores previamente mencionados como temperatura, presion y agua, que pueden
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favorecer 0 no, la ruptura y transformacién de compuestos. En los extractos HA de L.
origanoides, se observo que después del proceso de destilacion, la naringenina disminuy6
a la mitad de su concentracion, por el contrario, el eriodictiol, compuesto de mayor
abundancia, no disminuy0 la concentracion, cabe resaltar que este tltimo es producto de la
oxidacion de la naringenina (Véase Tabla 10). Nagy et al. 2008, estudiaron la oxidacion
de la naringenina en eriodictiol en medio acuoso, cuando en presencia de agua y radiacion

se forma un aducto con un radical *OH (Véase Figura 14).

Figura 14
Reaccidn de oxidacion de la naringenina a eriodictiol, en medio acuoso y radiacién. Adaptado

de Nagy et al., 2008.
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Probablemente el incremento en la concentracion de algunos compuestos se
encuentre relacionado con este proceso de oxidacion, debido a la presencia de temperatura,

agua y la formacion de un aducto con el radical *OH, durante el proceso de destilacion.

En extractos HA y SFE-CO> de las especies vegetales bajo estudio, se cuantificaron
en mayor abundancia flavonoides como la pinocembrina, la galangina, la acacetina, la
acacetina metilada, la artemetina e hidroxi-artemetina, compuestos apolares més afines con
el caracter lipofilico del CO2 en estado supercritico (Scopel et al., 2013). La acacetina
metilada, la acacetina, la galangina metilada, la artemetina y la hidroxi-artemetina son
flavonoides O-metilados, lo que incrementa el caracter apolar de la molécula, esto se
observa en las corrientes idnicas obtenidas por UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS, ya que,
eluyen cuando la fase orgéanica se encuentra en mayor concentracion. Para el caso de la
pinocembrina y galangina, estos no contienen grupo catecol en su estructura (el anillo B no
posee hidroxilos), lo que disminuye su polaridad y permite que ocurran interacciones m—m
entre el anillo B y el CO> supercritico. Cuando el anillo B del flavonoide contiene méas
grupos hidroxilos, el efecto de la interaccion n—n del CO2 con el anillo aromético es
apantallado por los enlaces de hidrogeno del agua o el etanol, disolventes usados durante la

extraccion (Chen et al., 2013).
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Cuantificacion por UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS operado en modo SIM, de los extractos vegetales de L. origanoides, obtenidos de

material vegetal antes y después de su destilacion, mediante curvas de calibracién externas con el uso de sustancias patron.

[ma/L] Cantidad de sustancia mg/g extracto x + s (n=3)
N° Compuesto Rrﬁgff’ Ecuacion lineal R? LOD® LOQP Antes de su destilacion Después de su destilacion
HA SFE-CO> HA SFE-CO>
1 Taxifolina-glucosido® 0.01-0.80 y =6.3x10% - 1740 0.997 0.04 0.15 <LOQ <LOD 030 + 0.01 <LOD
2 Taxifolina 0.01-0.80 y=1.7x10"x +2.3x10° 0.991 0.08 0.27 1.70 + 0.10 <LOD 3.00 + 020 <LOD
3 Eriodictiol-7-O-glucésido  0.01-5.00 y =5.7x10% + 2.4x10° 0.997 0.28 0.92 16.0 + 1.20 <LOD 280 + 1.20 <LOD
4 Quercetina-3-O-glucésido  0.40-2.00 y =1.3x10'x - 6.1x10° 0.996 0.10 0.32 440 + 0.20 <LOD 120 £ 010 <LOD
5 Luteolina-rutindsido 0.08-2.00 y =2.5x10"x + 3.0x10® 0.989 0.20 0.68 <LOD <LOD <LOQ <LOD
6 Luteolina-7-O-glucdsido 1.00-10.0 y=2.2x10°x + 1.0x10" 0.991 0.97 3.23 17.0 + 1.00 <LOD 150 £ 0.30 <LOD
7 Apigenina-7-O-glucorénido 0.01-0.80 y =2.8x10"x - 2.3x10° 0.996 0.05 0.15 0.90 + 0.10 <LOD 112 £ 0.06 <LOD
8 Apigenina-7-O-glucdsido  0.01-0.80 y =6.2x10"x + 1.6x10° 0.990 0.08 0.26 0.90 + 001 <LOD 110 + 0.04 <LOD
9 Eriodictiol 1.00-10.0 y=1.2x10"x -5.6x10° 0.990 0.92 3.07 24.0 + 1.00 <LOQ 220 + 1.00 <LOQ
10 Quercetina 0.01-0.80 y =1.8x10"x + 1.8x10° 0.997 0.05 0.16 090 + 0.10 <LOD 244 + 001 <LOD
11 Naringenina 0.01-2.00 y=5.7x10"x + 4.1x10° 0.986 0.22 0.66 290 + 0.10 2.00 + 0.10 1.20 + 0.10 <LOQ
12 Luteolina 0.40-6.00 y=4.2x10"x + 1.6x10’ 0.990 0.63 2.11 7.00 + 0.40 <LOD <LOQ <LOD
13 Cirsimaritina 0.01-0.80 y=4.2x10%x + 9.7x10° 0.991 0.08 0.27 <LOD <LOD <LOD <LOD
14 Pinocembrina 1.00-10.0 y=7.1x10"x - 2.0x10" 0.987 1.08 3.58 320 + 2.00 94.0 £ 0.40 13.0 £ 0.20 63.0 + 1.30
15 Galangina 4.00-10.0 y=7.8x10"x-1.6x10® 0.988 0.73 2.44 18.0 £ 0.01 21.0 £ 0.20 10.2 + 0.20 15.0 + 0.40
16 Galangina metilada® 4,00-10.0 y=7.8x10"x - 1.6x10® 0.988 0.73 2.44 <LOD 710 + 0.04 <LOQ 7.40 + 0.20

2 LOD: limite de deteccién.

b LOQ: limite de cuantificacion.

¢ Cuantificacion mediante curva de calibracion externa con uso de sustancia patron de eriodictiol-7-O-glucésido.

d Cuantificacion mediante curva de calibracion externa con uso de sustancia patron de galangina.

Los extractos de L. origanoides fueron analizados en una concentracion de 400 mg/L.

HA: extracto hidroalcohélico.

SFE-CO: extracto obtenido con fluido supercritico.
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Tabla 11

Cuantificacion por UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS operado en modo SIM, de los extractos vegetales de T. diffusa, obtenidos de material

vegetal antes y después de su destilacion, a mediante curvas de calibracion externas con el uso de sustancias patrén.

[ma/L] Cantidad de sustancia, mg/g extracto x = s (n=3)
N° Compuesto Rango, Ecuacion lineal R2 Antes de su destilacion  Después de su destilacion
mg/L LOD? LOQP
HA SFE-CO2 HA SFE-CO2
1 Luteolina-rutin6sido® 1.00-10.0 y=2.2x10"x+1.0x10" 0991 097 323 3.80 + 0.10 <LOD <LOQ <LOD
2 Vixetina 0.06-4.00 y=2.8x10"+1.3x10" 0994 028 094 123 + 002 <LOD 204 + 0003 <LOD
3 Luteolina-7-O-glucésido 0.01-0.80 y=3.1x10"x +5.8x10° 0.994 0.06 0.20 <LOQ <LOQ <LOD <LOD
4  Apigenina-7-O-glucorénido 0.01-0.80 y=2.8x10"x-2.3x10° 0.996 0.05 0.15 <LOD <LOD <LOD <LOD
5 Apigenina-7-O-glucésido 0.01-4.00 y=4.8x10"x+5.2x10° 0994 0.27 09 120 + 002 <LOD <LOD <LOD
7 Naringenina 0.01-0.80 y=6.9x10"x +1.5x10° 0.996 0.05 0.17 <LOQ <LOD <LOD <LOD
8 Luteolina 0.01-0.80 y=6.2x10"x + 1.5x10° 0.994 0.06 0.21 <LOQ <LOD 0.40 % 0.01 <LOD
9 Isorhamnetina 0.01-0.80 y=3.4x10"x+1.7x10° 0.997 0.05 0.18 <LOQ <LOD 0.26 + 0.01 <LOD
11 Apigenina 1.00-10.0 y=2.1x10'x+5.0x10" 0985 1.06 3.55 3.80 + 040 <LOD <LOQ <LOD
13 lsosakuranetina 0.01-0.80 y=1.6x10%x +5.4x10® 0.992 0.08 0.26 <LOQ 050 + 0.05 <LOD <LOD
14 Acacetina 1.00-10.0 'y =2.2x108 - 2.6x10’ 0993 0.75 248 323 + 0.14 380 = 0.14 <LOD <LOD
15 Crisoeriol® 0.01-2.00 y=2.0x108+7.1x10° 0992 0.17 058 0.83 + 0.03 1.1 + 0.01 <LOD <LOD
16 Acacetina metilada® 1.00-10.0 y =2.2x108 - 2.6x10’ 0993 0.75 248 480 + 0.20 9.00 + 1.00 5.00 + 1.00 5.70 + 0.30
17 Velutina® 0.01-2.00 y=2.0x108+7.1x10° 0992 0.17 058 0.80 + 0.10 3.00 + 0.10 <LOQ <LOQ

2 LOD: limite de deteccién.
b LOQ: limite de cuantificacion.

¢ Cuantificacién mediante curva de calibracion externa con uso de sustancia patrén de luteolina-7-O-glucésido.
d Cuantificacion mediante curva de calibracion externa con uso de sustancia patron de sakuranetina.

¢ Cuantificacién mediante curva de calibracion externa con uso de sustancia patrén de acacetina.

Los extractos de T. diffusa fueron analizados en una concentracion de 1000 mg/L.

HA: extracto hidroalcohdlico.

SFE-CO.: extracto obtenido con fluido supercritico.
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Tabla 12

Cuantificacion por UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS operado en modo SIM, de los extractos vegetales de V. curassavica, obtenidos de

material vegetal antes y después de su destilacion, mediante curvas de calibracidn externas con el uso de sustancias patron.

R [ma/L] Cantidad de compuesto, mg/g extracto (x = s, n=3)
N° Compuesto an90,  Ecyacion lineal R? p _Antes de su destilacion  Después de su destilacion
mg/L LOD? LOQ
HA SFE-CO2 HA SFE-CO2
1 Acido cafeico 0.01-0.80 y=3.7x10'x + 7.1x10° 0.994 0.07 0.23 <LOD <LOD <LOQ <LOD
2 Eriodictiol-7-O-glucésido 0.02-0.80 y =6.3x10% - 1740 0990 0.04 0.15 040 £ 001 <LOD 0.50 £ 0.02 <LOD
3 Rutina 0.01-0.80 y =8.0x10% + 1.0x10° 0.996 0.09 0.30 <LOQ <LOD <LOQ <LOD
4 Acido rosmarinico 0.06-10.0 y=4.2x10"x - 7.2x10° 0.995 055 1.84 4.40 + 0.10 1.90+0.01 143 + 0.01 1.70+0.01
5 Kaempferol-3-O-galactésido 0.08-0.80 y =4.1x10%x + 1.0x10° 0.994 0.06 0.20 1.00 + 0.10 <LOD 0.30 £ 0.03 <LOD
6 Hidroxi-artemetina® . ; 500 + 0.40 130 + 1.20 8.60 + 0.03 6.90 + 0.40
.00-10. =15, + 2. : : :
7 Artemetina 100-10.0 y=58x10%+2.7x107 0990 097 322 ¢4 . 100 11.0 + 200 15.00 + 1.00 13.0 + 1.00
8 Pachipodol <LOD 830 % 0.10 <LOQ 4.80 + 0.10
. 0.06-0.80 y =1.6x10%x +2.0x10" 0.993 0.06 0.20
9 Retusina’ y e <LOQ 6404010  <LOQ  8.80 % 0.20

@ LOD: limite de deteccion.
bLOQ: limite de cuantificacion.

¢ Cuantificacién mediante curva de calibracidn externa con uso de sustancia patron de artemetina.

d Cuantificacion mediante curva de calibracion externa con uso de sustancia patron de pachipodol.

Los extractos de V. curassavica fueron analizados en una concentracion de 100 mg/L.

HA: extracto hidroalcohélico.

SFE-CO.: extracto obtenido con fluido supercritico.
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4.2.5 Caracterizacion quimica por cromatografia liquida de alta eficiencia con detector
de arreglo de diodos, de los extractos vegetales bajo estudio

La Figura 15 muestra los perfiles cromatograficos obtenidos por HPLC/DAD de
los extractos bajo estudio de L. origanoides, de material vegetal antes y después de su
destilacion. Por comparacion de tr y espectros UV-Vis de los compuestos observados en
los picos cromatograficos con sustancia patron, se identificaron 13 compuestos
confirmatoriamente. Mediante el estudio de los espectros UV-Vis de los picos
cromatograficos y, por comparacion con bases de datos, se identificaron tentativamente,
tres derivados de flavonas, dos derivados de flavanonas y un derivado de flavonol. En los
extractos HA de material vegetal antes y después de su destilacion, se detectaron
compuestos de mayor abundancia como el eriodictiol-7-O-glucésido, el eriodictiol, la
pinocembrina y la galangina, siendo estos dos altimos los unicos flavonoides presentes en
los extractos SFE-CO: (Véase Figura 15 C y D). La identificacion de los picos

cromatograficos se muestra en el Apéndice 46.

La Figura 16 muestra los perfiles cromatograficos obtenidos por HPLC/DAD de
los extractos bajo estudio de T. diffusa. En los extractos HA de material vegetal antes y
después de su destilacién, se identificaron mediante sustancia patrén la apigenina-7-O-
glucdsido, la apigenina y la acacetina. Antes del proceso de destilacion se observaron dos
compuestos mayoritarios que corresponden a un derivado de flavona (pico 10) y un
compuesto no identificado (pico 30). Sin embargo, después del proceso de destilacion un
derivado de flavona se encontré en mayor abundancia (pico 17) (Véase Figura 16 Ay B).

En extractos SFE-CO> de material vegetal antes y despues de su destilacion, se identifico
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la acacetina en baja abundancia relativa. La identificacion de los picos cromatograficos se

muestra en el Apéndice 47.

La Figura 17 muestra los perfiles cromatograficos obtenidos por HPLC/DAD de
los extractos bajo estudio de V. curassavica, de material vegetal antes y después de su
destilacién. En extractos HA antes y después de su destilacion, se identificaron
confirmatoriamente cinco compeustos como la rutina, el kamepferol-3-O-galactosido, el
pachipodol el &cido rosmarinico, y la artemetina, este ultimo se encontré en mayor
abundancia (Véase Figura 17 A y B). En extractos SFE-CO> de material vegetal antes y
después de su destilacion, se identificaron como compuestos mayoritarios un derivado de
flavonol (pico 15) y la artemetina (Véase Figura 17 C y D). La identificacion de los picos

cromatogréaficos se muestra en el Apéndice 48.
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Figura 15
Perfiles cromatogréaficos obtenidos por HPLC/DAD de los extractos de L. origanoides quimiotipo felandreno. A. Extracto HA de
material vegetal, antes de su destilacion; B. Extracto HA de material vegetal, después de su destilacion; C. Extracto SFE-CO; de
material vegetal, antes de su destilacion; D. Extracto SFE-CO; de material vegetal, despues de su destilacion. Columna GEMINI Cig.
La identificacion se muestra en el Apéndice 45.
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Figura 16

Perfiles cromatogréficos obtenidos por HPLC/DAD de los extractos de T. diffusa. A. Extracto HA de material vegetal, antes de su
destilacion; B. Extracto HA de material vegetal, después de su destilacion; C. Extracto SFE-CO, de material vegetal, antes de su
destilacion; D. Extracto SFE-CO, de material vegetal, después de su destilacion. Columna GEMINI C1s. La identificacion se muestra

en el Apéndice 46.
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Figura 17

Perfiles cromatograficos obtenidos por HPLC/DAD de los extractos de V. curassavica. A. Extracto HA de material vegetal, antes
de su destilacion; B. Extracto HA de material vegetal, después de su destilacion; C. Extracto SFE-COz de material vegetal, antes
de su destilacion; D. Extracto SFE-CO; de material vegetal después, de su destilacion. Columna GEMINI Cys. La identificacion

se muestra en el Apéndice 47.
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4.3 Disefio e implementacion de un método cromatogréfico por cromatografia liquida
preparativa, para el fraccionamiento de extractos, obtenidos de material vegetal después de

su destilacion

4.3.1 Estudio del efecto del flujo de fase movil y del gradiente de elucidn para el fraccionamiento
de sustancias patron

El desarrollo de un método cromatografico debe tener en cuenta algunos aspectos,

e.g., el tipo de columna (fase normal o reversa), fase movil, flujo de fase mévil, volumen

de inyeccion, sistema de deteccidn, el tipo de compuesto que se va a analizar, entre otros

(Lakka & Kuppan, 2020). Se propuso el escalamiento del método analitico (HPLC/DAD)

al sistema preparativo (Prep/HPLC) considerando aspectos de las columnas

cromatograficas empleadas en ambos equipos, como las longitudes, didmetros internos y

tamarfios de particula. La Ecuacion 11 permite determinar el flujo de fase mévil necesario

para obtener un perfil cromatografico de un método analitico, escalado en un sistema

preparativo. La formula relaciona las dimensiones de ambas columnas (Long & Majors,

2004). Las columnas empleadas en este estudio poseen iguales longitudes (250 mm) y

tamarfios de particula (5 um), por tanto, el escalamiento estuvo condicionado por el cociente

de los diametros internos de la columna analitica (4.6 mm) y preparativa (20 mm). El flujo

de fase movil usado en HPLC/DAD fue de 1 mL/min durante 85 min.

(Dprep)

* 2
(DAnalitico)

l'-"Prep = Fanalitico Ecuacion 11

(20 mm)?

Fprep = 1 mL/min = (46 mm)?

= 18.9 mL/min

Donde:
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Ferep: flujo de fase movil del método preparativo.

Fanalitico: flujo de fase mévil del método analitico.

D2prep: didmetro interno de la columna preparativa.
D2analitico: didmetro interno de la columna analitica.

Segun el resultado, el método preparativo tendria un flujo de 18.9 mL/min durante
85 min, lo que consumiria un volumen de fase mdvil de 1.6 L por cada anélisis
cromatografico, por tanto, un escalamiento directo no fue posible. Para solucionar esto, se
propuso el desarrollo de un método por cromatografia liquida preparativa, con menor gasto

de disolvente de fase movil.

Para determinar el flujo de la fase movil se realizo la revision bibliografica de
estudios previos por Prep/HPLC para el fraccionamiento de extractos vegetales. Arzanlou
et al., emplearon un régimen isocratico de metanol-agua (50% v/v) con un flujo de 2
mL/min para la purificacion de un extracto de ajo (Arzanlou et al., 2015). Wang et al.,
emplearon fase movil con gradiente de elucién programado de metanol-agua-acido acético
y flujo de 5 mL/min durante 60 min (Wang et al., 2011). Por otra parte, Kumar et al.,
purificaron compuestos presentes en extractos de Picrorhiza kurroa. Los autores usaron
una fase movil de: A. Acido férmico (2% v/v); B. Acetonitrilo, sin embargo, la fase movil
modificada causé la inestabilidad y descomposicion de las fracciones recolectadas en

Prep/HPLC, por lo cual, los autores eliminaron el modificador acido (Kumar et al., 2016).

Los solventes de fase mdvil mas usados son el acetonitrilo y metanol. EI metanol es
un disolvente prético que puede crear puentes de hidrégeno con el agua y la muestra de

estudio, esto causa una disminucién en la separacion de los compuestos dentro de la
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columna cromatogréfica. El acetonitrilo no crea puentes de hidrogeno y su fuerza de elucion
es mayor que la del metanol (Bocian et al., 2008). Ademaés, posee una polaridad cercana al
metanol, es transparente ante el detector UV-Vis y se pueden obtener picos cromatograficos
de mejor resolucién. Sin embargo, se seleccion6 el metanol debido a su baja toxicidad y

bajo precio en el mercado (Rudakov et al., 2018).

Para determinar el flujo del método cromatogréafico por Prep/HPLC, se usaron tres
sustancias patron con respuesta al sistema de deteccion (DAD), con una cantidad suficiente
para preparar una mezcla y realizar los andlisis cromatograficos, estas fueron: la
teobromina, la cafeina y la quercetina. Con base en los estudios encontrados en la literatura,
se ajustaron métodos con un régimen isocratico metanol-agua de 70% v/v y 50% v/v con
un flujo de fase mdvil de 4 mL/min. Las Figuras 18 A y B muestran los cromatogramas
obtenidos por Prep/HPLC. Con un régimen isocratico de metanol-agua 70% v/v los
compuestos tuvieron menor resolucién, en comparacion, con el método isocratico metanol-
agua 50% v/v, sin embargo, este Ultimo método tenia una duracion de 30 min. Se aumento
el flujo de fase mdvil a 10 mL/min con un régimen isocratico metanol-agua 50% v/v. La
Figura 18 C muestra una mejor resolucion de los compuestos, asi mismo, el tiempo de

elucion fue inferior a los 10 min.

Wang et al., fraccionaron extractos de Scutellaria barbata. La caracterizacion
quimica por HPLC/DAD se realiz6 con un método cromatografico de 60 min, el método
por Prep/HPLC, lo realizaron empleando la mitad del tiempo (30 min) con un flujo de 12
mL/min. Siguiendo esta metodologia, se empled un flujo de fase madvil de 12 mL/min con
gradiente de elucion binario; A. Agua Tipo I; B. Metanol grado HPLC, programado asi:

2% B (0 min), 50% B (1-5 min), 90% B (7-15 min), 2% B (15-17 min), 2% B (19 min). La
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Figura 18 D muestra el cromatograma obtenido, donde se observo una mejor resolucién de
los picos cromatogréficos, sin embargo, se observd tailing en estos, posiblemente atribuido
a la ausencia de un modificador como un &cido orgénico que garantiza la presencia de una
misma especie de moléculas cargadas (Angulo et al., 2019). En Prep/HPLC se debe tener
en cuenta la reproducibilidad del método, esto con el fin de obtener las mismas fracciones
en cada fraccionamiento del extracto bajo estudio, por lo que el fraccionador se configura
de acuerdo con la altura (level), pendiente (slope), ancho (width) y tiempos de retencion de
los picos cromatograficos de interés (Shimadzu, 2019). La Tabla 13 muestra la
repetibilidad de los tr y las &reas cromatogréficas para los compuestos presentes en la
mezcla de sustancias patron, con coeficientes de variacion inferiores al 2.4%. Segln los
resultados obtenidos, se observd que un flujo de fase mévil de 12 mL/min y gradiente
binario metanol-agua, favorecid la respuesta del detector en la construccion del perfil

cromatografico.

Tabla 13
Repetibilidad de los tiempos de retencion y areas cromatograficas de los compuestos

presentes en la mezcla de sustancia patron. Flujo de 12 mL/min, gradiente de elucién

programado.
Pico N° tr, min onb area, cuentas x10* ob
Fig.18D COMPUSSIO (g ygn=gp V% T gign=ge OV
I Teobromina 7.30 £ 0.04 0.5 300+ 3.8 1.3
I Cafeina 9.10+0.10 1.1 316 £ 0.2 0.1
I Quercetina  12.6 +£0.30 2.4 317 +£3.3 1.1

& Promedio *+ desviacion estandar.
b CV: coeficiente de variacion.
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Figura 18

Perfil cromatografico obtenido por Prep/HPLC de la mezcla de sustancias patron. A. Flujo de 4 mL/min, metanol 70% v/v; B.
Flujo de 4 mL/min, metanol 50% v/v; C. Flujo de 10 mL/min, metanol 50% v/v; D. Flujo de 12 mL/min, gradiente de elucion
programado. Columna Shim-Pack GIST Cis.
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4.3.2 Fraccionamiento del extracto hidroalcohodlico de L. origanoides quimiotipo felandreno,

obtenido de material vegetal después de su destilacion, para el aislamiento de compuestos de
interés

Cuando se encuentran compuestos de interés, es posible disminuir el tiempo de

elucién de los analitos, para ello, se determina el punto de elucién virtual, que se define

como el porcentaje de disolvente organico necesario para producir la elucion de dicho

compuesto (Penduff, 2013). El perfil cromatogréfico del extracto HA de L. origanoides,

obtenido de material vegetal después de su destilacion, mostré que la pinocembrina y

galangina eluyeron con una concentracion de acetonitrilo cercano al 40% v/v, es decir, un

método con régimen isocratico o con gradiente binario que sobrepase el 40% v/v de fase

orgénica, permitird la elucion de ambos analitos de interés (Véase Figura 15 B). La

pinocembrina y galangina se consideraron compuestos objetivos, puesto que, ambos son

los compuestos mayoritarios presentes en el extracto, y eluyeron en tr mayores a los 55

min, muy separados de los otros picos cromatograficos. Estudios previos han mostrado que

la pinocembrina y la galangina poseen altas actividades antioxidantes, comparables

antioxidantes comerciales de referencia, por lo que, son compuestos de interés para su

fraccionamiento y purificacion (Halagarda et al., 2020; Yang et al., 2018).

Se prepard una muestra a una concentracion de 20 g/L. Se empleo un flujo de fase
movil de 15 mL/min, con gradiente de elucidn binario; A. Agua Tipo I; B. Metanol grado
HPLC, programado asi: 30% B (0 min), 30%-60% B (0-5 min), 60% B (5-10 min), 60%-
70% B (10-15 min), 70%-90% B (15-20 min), 90% B (20-30 min). La mayor parte del
tiempo, la fase organica se mantuvo sobre el 60% v/v, con el fin de obtener una mejorar la

resolucion de los compuestos objetivo (pinocembrina y galangina).
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En la Figura 19 se muestra el perfil cromatografico obtenido por Prep/HPLC del
extracto HA de L. origanoides, de material vegetal después de su destilacion. Debido al
gradiente empleado y, a la complejidad del extracto, no se resolvieron los picos
cromatograficos obtenidos en tr de de 2.5 min a 18 min. Sin embargo, fue posible separar
dos picos que se encontraron en tr de 22 min a 25 min, los cuales fueron fraccionados. La
caracterizacion quimica por HPLC/DAD de las fracciones | y 11 mostraron que fue posible

aislar la pinocembrina y la galangina, respectivamente (Véase Figura 20).

Figura 19
Perfil cromatografico obtenido por Prep/HPLC del extracto HA de L. origanoides.
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Figura 20

Perfiles cromatogréaficos obtenidos por HPLC/DAD de las fracciones recolectadas del
extracto HA de L. origanoides. A. Fraccién I; B. Fraccion 1. Columna GEMINI Cs. ISTD:

cafeina, 100 mg/L.
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4.3.3 Fraccionamiento de los extractos bajo estudio y caracterizacion quimica de las fracciones

Prep/HPLC posee tres objetivos principales: productividad, rendimiento y pureza
de los compuestos aislados. Inyecciones de muestras poco concentradas conduciran a la
obtencion de perfiles cromatograficos con picos resueltos. Sin embargo, el rendimiento y
la productividad de la técnica conducen a tener en cuenta la capacidad de carga maxima de
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la columna preparativa y, el volumen maximo de inyeccion del inyector automatico
(Phenomenex, 2020). Para purificar muestras muy concentradas (superiores a 30 g/L),
existen dos meétodos posibles, la ampliacion del sistema analitico o la sobrecarga de la
columna. La ampliacion del sistema analitico requiere columnas con diametros superiores
a 10 mm de didmetro interno y flujos de fase maévil superiores a los 15 mL/min. Por otra
parte, la sobrecarga de la columna, es decir, el aumento de la cantidad de muestra aplicada
en las mismas condiciones analiticas, suele ser el método de eleccion. La capacidad de
carga de una columna se encuentra condicionada por sus dimensiones (longitud y diametro
interno). Para este método es necesario el uso de columnas cromatografias con longitudes
superiores a 150 mm y didmetros internos superiores a 10 mm (Huber & Major, 2012). Sin
embargo, la inyeccion de muestras muy concentradas conduce a picos cromatogréaficos
poco resueltos con tailing o fronting. A mayor complejidad quimica de la muestra, mayor
serd la dificultad en la optimizacion de los tres pardmetros de interés. Por tanto, se debe
priorizar la optimizacién de al menos uno de estos objetivos (productividad, rendimiento y

pureza).

Para realizar el disefio e implementacion del método cromatografico por
Prep/HPLC, para el fraccionamiento de los extractos bajo estudio, de material vegetal
después de su destilacion, se tuvieron en cuenta los resultados preliminares, y se realizé la
revision bibliografica de estudios previos. Abu-Lafi et al., fraccionaron un extracto vegetal
de la especie Inula viscosa. El perfil cromatografico obtenido por HPLC/DAD mostro 11
compuestos. Los autores usaron un cromatografo liquido preparativo con columna en fase
reversa de Cig con dimensiones de 250 mm de longitud x 22.2 mm D. I. x 10 um de tamafo

de particula, inyeccidén de 1 mL de muestra en una concentracion de 46 g/mL, gradiente
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binario: A. Agua; B. Acetonitrilo, programado de la siguiente forma: 5-100% B en (0-17
min) y 100% B (7-30 min). EI aumento constante del acetonitrilo permitié la elucion
sucesiva de los compuestos, ademas, aumentar la fase organica hasta el 100% permitio la
limpieza de la columna cromatografica (Abu-Lafi et al., 2018). De Igual forma, Kumar et
al., recomiendan prescindir del uso de modificadores acidos como acido formico, acético o
trifluoroacético, debido a la inestabilidad de algunos analitos en condiciones &cidas (Kumar

etal., 2016).

También, se determinaron el volumen y el tiempo muerto de la columna
cromatogréfica. El volumen muerto se conoce como el volumen total de la fase movil en la
columna, por su parte, el tiempo muerto, es el tiempo que se necesita para completar dicho
volumen. En cromatografia liquida en fase reversa, el uracilo y la acetona son las moléculas
organicas mas usadas, ya que absorben en el rango UV-Vis y no son retenidas por la
columna (Tsopelas et al., 2010; Jiang et al., 2014). Se realiz6 la inyeccidn de acetona a un
flujo de 15 mL/min. Se establecieron el volumen y el tiempo muerto en 60 mL y 4 min,

respectivamente.

Segun las recomendaciones de Abu-lafi et al., y Kumar et al., y algunas
modificaciones, se definieron los siguientes parametros cromatograficos como un flujo de
fase mévil de 15 mL/min con gradiente de elucién binario: A. Agua Tipo I; B. Metanol
HPLC, programado: 30% B (0 min), 30%-100% B (0-30 min), 100% B (30-38 min). Se
recolecto la linea base durante el analisis cromatografico con el fin se observar la pérdida

de masa durante el fraccionamiento de los extractos bajo estudio.

La columna preparativa usada en este estudio posee una longitud de 250 mm y
diametro interno de 20 mm. Esta columna soporta cargas maximas de 300 mg de muestra
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(Shimadzu, 2022). Para realizar el fraccionamiento de los extractos, se hicieron dos analisis
cromatogréficos, el primero para observar la resolucion de los picos y determinar los
compuestos de interés (100 mg de muestra), el segundo para realizar el fraccionamiento del

extracto mediante el uso de fraccionador automatico (200 mg de muestra).

La Figura 21 muestra el perfil cromatografico obtenido por Prep/HPLC del extracto
HA de L. origanoides, obtenido de material vegetal después de su destilacion. EI gradiente
usado permitio resolver los picos no resueltos mostrados en la Figura 19. Se distinguieron
ocho fracciones (Véase Figura 21). La Tabla 14 muestra el peso las fracciones de
recolectadas. La fraccion | tuvo un peso de 59.7 mg, es decir, el 30% p/p, sin embargo,
correspondid a los compuestos no retenidos por la columna. Se obtuvieron 149.7 mg de las

fracciones colectadas en una inyeccion de 200 mg de muestra.

Las Figuras 22 y 23 muestran los perfiles cromatograficos obtenidos por
HPLC/DAD de las fracciones obtenidas. Mediante la caracterizacion quimica por
HPLC/DAD no se detectd ningiin compuesto de interés en la fraccion | (Véase Figura 21
A). Fue posible aislar los compuestos de mayor abundancia del extracto, e.g., el eriodictiol
(fraccion V), la pinocembrina (fraccion VII) y la galangina (fraccion VIII) con pesos de 7.0
mg, 6.8 mg y 1.1 mg, respectivamente. Mediante UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS fue posible

identificar el pico cromatografico 23 como la galangina metilada (Véase Figura 23 D).
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Figura 21
Perfil cromatografico obtenido por Prep/HPLC del extracto HA de L. origanoides quimiotipo

felandreno. Columna Shim-Pack GIST Cs.
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Tabla 14

Fracciones recolectadas mediante Prep/HPLC del extracto hidroalcoh6lico de L. origanoides

quimiotipo felandreno. Se inyectaron 200 mg de muestra.

o Intervalo de .
tiempo, min Fracciones, mg
I 2.5-4.5 59.7
] 11.0-13.4 23.8
Il 13.5-15.65 13.1
v 15.7-17.7 10.0
\Y/ 17.7-19.6 7.0
VI 19.7-22.2 7.4
VIl 24.9-26.5 6.8
VI 26.7-28.8 1.1
- Pérdidas* 20.8
Total 149.7
- Residuos** 44.7

*Recoleccion de la linea base durante el fraccionamiento.
**Residuo del extracto obtenido por centrifugacion durante la preparacion de la muestra (400 mg).
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Figura 22

Perfiles cromatogréaficos obtenido por HPLC/DAD de las fracciones del extracto HA de L. origanoides quimiotipo felandreno. A.
Fraccion I; B. Fraccion Il; C. Fraccion 11; D. Fraccion IV. Columna GEMINI Cis.
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Figura 23

Perfiles cromatogréaficos obtenido por HPLC/DAD de las fracciones del extracto HA de L. origanoides quimiotipo felandreno. A.
Fraccion V; B. Fraccion VI; C. Fraccion VII; D. Fraccion VI Columna GEMINI Cys.
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La Figura 24 muestra el perfil cromatografico obtenido por Prep/HPLC del extracto
SFE-CO- de L. origanoides, de material vegetal después de su destilacion. Se recolectaron
tres fracciones. El pico | mostro la mayor la mayor abundancia. La Tabla 15 muestra los
pesos de las fracciones recolectadas. Las fracciones 1, 11 y 111 tuvieron pesos de 14.0 mg,
3.9 mg y 24.3, respectivamente. La caracterizacion quimica por HPLC/DAD de las
fracciones mostré que fue posible aislar la pinocembrina (fraccion 1) y la galangina
(fraccion 1), respectivamente. No se detectdé ningun compuesto en la fraccion Ill. Se
obtuvieron 47.7 mg de las fracciones colectadas en una inyeccion de 200 mg de muestra

(Véase Tabla 15).

El proceso de extraccion con fluido supercritico fue altamente selectivo hacia
pinocembrina y galangina, y actué como un pre-fraccionamiento del extracto, esto facilitd
la purificacion por Prep/HPLC. La pinocembrina aislada del extracto SFE-CO. de L.
origanoides, formo un residuo sélido de color blanco después de remover el exceso de
disolvente. El color de la pinocembrina obtenida del extracto SFE-CO> de L. origanoides
(blanco), difirio del color de la pinocembrina obtenida del extracto HA de L. origanoides
(amarillo pélido). Es importante analizar la pureza quimica, después de la liofilizacion de
las muestras. El proceso de secado puede eliminar los solventes, sin embargo, las impurezas
no volatiles podrian permanecer en las fracciones (Urwin et al., 2020). Existen métodos de
analisis instrumental para determinar la pureza de un compuesto. Zamani et al., usaron
sustancias patron para determinar la pureza de flavonoides como el xantomicrol, la
calicopterina y la cirsimaritina, compuestos aislados en extractos de Dracocephalum

kotschyi Bioss (Zamani et al., 2016). Aunque es un metodo usado para determinar la pureza,
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es recomendable el uso de técnicas de anlisis quimico complementarias como RMN, FT-

IR, 0 el uso de un detector universal como dispersion de la luz.

Al afio 2023, en la distribuidora comercial Merck (Merck KGaA, Darmstadt,
Alemania), el precio de 50 mg de pinocembrina (estandar de referencia, > 95%) es de 274.2
USD. Segun la cantidad aislada de pinocembrina del extracto SFE-CO3, se pueden obtener
70 mg de pinocembrina/g extracto, valor similar al obtenido mediante la cuantificacion
quimica por UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS (63 mg pinocembrina/g extracto, Véase Tabla

10).

Teniendo en cuenta que este extracto posee mayoritariamente dos compuestos, es
posible emplear un método isocratico con una concentracion de metanol cercana al punto
de elucion virtual de la pinocembrina, con el fin de reducir el consumo de solvente y el
tiempo del analisis cromatografico. Es posible aprovechar el material de L. origanoides,
quimiotipo felandreno, después de su destilacion, tanto en el extracto HA como SFE-COy,
ya que existen compuestos de interés que pueden ser aislados. Es la primera vez que se
reporta el aislamiento de la pinocembrina y la galangina por Prep/HPLC en fase reversa.
La Tabla 16 resume los compuestos obtenidos en las fracciones recolectadas por

Prep/HPLC.
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Figura 24

Perfil cromatografico obtenido por Prep/HPLC del extracto SFE-CO. de L. origanoides
quimiotipo felandreno. Columna Shim-Pack GIST Cis.
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Tabla 15

Fracciones recolectadas mediante Prep/HPLC del extracto obtenido con fluido supercritico de L.

origanoides quimiotipo felandreno. Se inyectaron 200 mg de muestra.

- Intervalo de
tiempo, min

Fracciones, mg

| 24.1-26.4
] 26.6-28.7
Il 29.0-37.9
- Pérdidas*

14.0
3.9
24.3
5.5

Total

471.7

- Residuos**
- Lavado***

32.6
248.3

*Recoleccion de la linea base durante el fraccionamiento.
** Residuo del extracto obtenido por centrifugacion durante la preparacion de la muestra (400 mg).

***Residuo obtenido del extracto después de desengrasar con n-hexano.
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Figura 25

Perfiles cromatograficos obtenido por HPLC/DAD de las fracciones del extracto SFE-CO> de L. origanoides quimiotipo felandreno. A.
Fraccion I; B. Fraccion 1l; C. Fraccion 111, Columna GEMINI Cgs.
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Tabla 16
Resumen de los compuestos detectados por HPLC/DAD en las fracciones obtenidas de los extractos de L. origanoides quimiotipo
felandreno.

Fracciones
o tr, Ai/Aisto
N Compuesto min 1 2 3 4 5 6 7 8
HA SFE HA SFE HA SFE HA SFE HA SFE HA SFE HA SFE HA SFE

1 Derivado de flavona® 18.2 - = - = = = = = = = = = = = = =
2 Derivado de flavona® 32.9 - - 07 - - - - - - - - - - - - -
3 Eriodictiol-7-O-gluc6sido® 334 - - 32 - = = = = = = = = = = = =
4 Taxifolina? 340 - - - - - - 04 - - - - - - - - -
5 Derivado de flavonol® 34.4 = = = = = = = = = = = = = = = =
6 Derivado de flavonol® 34.7 - - - - 03 - - - - - - - - - - -
7 Der. Acido hidroxincinamico®  35.1 = = = = - = = = = = = = = = = =
8 Luteolina-7-O-glucdsido? 358 - - - - 25 - - - - - - - - - - -
9 Quercetina-3-O-glucosido? 36.1 - = = - 09 - = = = = = = = = = =
10  Apigenina-7-O-glucésido® 386 - - - - - - 03 - - - - - - - - -
11 Derivado de flavanona® 39.1 = = = = = - 16 - = = = = = = = =
12 Apigenina-3-O-glucorénido* 395 - - - - - - - - - - - - - - - -
13 Derivado de flavanona® 40.8 = = = = = - 07 - = = = = = = = =
14 Derivado de flavona® 41.9 - - - - - - - - 05 - - - - - - -
15  Eriodictiol® 429 - = = = = = = - 40 - = = = = = =
16 Quercetina® 44.4 - - - - - - - - - - 09 - - - - -
17 Luteolina? 448 - = = = = = = = = - 17 - = = = =
18  Naringenina? 473 - - - - - - - - - - 09 - - - - -
19 Derivado de flavona® 48.6 = = = = = = = = = = = = = = = =
20 Derivado de flavona® 52.8 - - - - - - - - - - - - - - - -
21 Pinocembrina® 55.1 - 137 - = = = = = = = = - 61 - = =
22  Galangina? 55.6 - - - 105 - - - - - - - - - - 131 -
23 Derivado de flavona® 56.6 - - - 13 - - - - - - - - - - 16 -

2 |dentificacion confirmatoria basada en el espectro UV-Vis y por comparacion con el espectro UV-Vis y tr (min) de sustancias patron.
® Compuestos identificados tentativamente por comparacion de los espectros UV-Vis reportados en la libreria espectral.
A/Aistp: area del compuesto/area del estandar interno (cafeina, 100 mg/L). HA: extracto hidroalcohdlico. SFE: extracto obtenido con fluido supercritico.
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El perfil cromatografico obtenido por HPLC/DAD del extracto HA de T. diffusa, de
material vegetal después de su destilacion se mostré en la Figura 16 B. Este extracto posee
una composicion quimica compleja, la mayoria de los compuestos eluyeron entre el
intervalo de tr de 38 min a 56 min. El perfil cromatogréafico obtenido por Prep/HPLC en la
Figura 26, mostré que el gradiente de elucidon programado no resolvié la mayoria de los
compuestos, por lo que se observaron picos coeluidos. La Tabla 17 muestra los intervalos
de tiempo de retencion usados y las fracciones recolectadas. Se obtuvieron 11 fracciones.
De la fraccion | se recolectaron 43.0 mg que corresponde al 22% p/p de la muestra. Esta
fraccion corresponde a los compuestos no retenidos por la columna. Se obtuvieron 94.6 mg
de las fracciones colectadas en una inyeccion de 200 mg de muestra.

La caracterizacion quimica de las fracciones por HPLC/DAD corroboro la
coelucién de los compuestos. La apigenina se detecté en las fracciones VI, VIl y VIII. Las
Figuras 29 B y C muestran que fue posible aislar la acacetina y un derivado de flavona,
respectivamente. Mediante UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS fue posible identificar los picos
17 (fraccion VI) y 29 (fraccion XI) que corresponden a la hechinacina y la acacetina

metilada, respectivamente.
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Figura 26

Perfil cromatogréfico obtenido por Prep/HPLC del extracto HA de T. diffusa. Columna Shim-
Pack GIST Cis.
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Tabla 17
Fracciones recolectadas mediante Prep/HPLC del extracto hidroalcohdlico de T. diffusa. Se

inyectaron 200 mg de muestra.

Intervalo de

N° . . Fracciones, mg
tiempo, min
I 2.50-4.6 43.0
I 11.0-14.0 6.3
Il 16.0-18.4 54
v 18.5-19.7 2.8
\% 19.8-21.6 5.2
VI 21.8-22.8 2.5
VI 22.9-24.3 2.1
VI 24.5-25.9 2.0
IX 26.0-27.2 1.3
X 27.3-31.6 3.3
XI 31.7-37.9 2.8
- Pérdidas* 19.7
Total 96.4
- Residuo** 161.2

*Recoleccion de la linea base durante el fraccionamiento del extracto.
** Residuo del extracto obtenido por centrifugacion durante la preparacion de la muestra (400 mg).
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Figura 27

Perfiles cromatograficos obtenidos por HPLC/DAD de las fracciones del extracto HA de T. diffusa. A. Fraccion I; B. Fraccion

II; C. Fraccién I1I; D. Fraccion IV. Columna GEMINI Cys.
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Figura 28

FRACCIONAMIENTO DE EXTRACTOS VEGETALES

Perfiles cromatograficos obtenidos por HPLC/DAD de las fracciones del extracto HA de T. diffusa. A. Fraccion V; B. Fraccién VI; C.

Fraccion VII; D. Fraccion VIII. Columna GEMINI Cys.
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FRACCIONAMIENTO DE EXTRACTOS VEGETALES

Figura 29

Perfiles cromatograficos obtenidos por HPLC/DAD de las fracciones del extracto HA de T. diffusa. A. Fraccion 1X; B. Fraccion X; C.

Fraccion X1. Columna GEMINI Cgs.
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FRACCIONAMIENTO DE EXTRACTOS VEGETALES

La Figura 30 muestra el perfil cromatografico obtenido por Prep/HPLC del extracto
SFE-CO: de T. diffusa, de material vegetal después de su destilacion. Se observaron seis
picos cromatograficos, siendo el pico V el de mayor abundancia. La Tabla 18 muestra el
peso de las fracciones obtenidas. Se obtuvieron 22.8 mg de las fracciones colectadas en una
inyeccion de 200 mg de muestra. La fraccion VII tuvo la mayor masa, en comparacion, con
las demas fracciones.

Las Figuras 29 y 30 muestran los perfiles cromatogréaficos obtenidos por
HPLC/DAD de las fracciones recolectadas. La caracterizacién quimica por HPLC/DAD no
detect6 ningun compuesto en la fraccion VII (Veéase Figura 32 C). En las fracciones | y 11
se aislaron un compuesto no identificado y un derivado de flavonol, respectivamente.
Mediante UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS fue posible identificar la presencia de la acacetina
metilada en la fraccion VI (pico 29). Es la primera vez que se reporta el aislamiento de la
acacetina metilada por Prep/HPLC en fase reversa, en especies del género Turnera. La
acacetina metilada, ain no se comercializa como sustancia de referencia, por lo que es
posible a futuro, obtener un beneficio econémico a partir del aislamiento de este compuesto.

La Tabla 19 resume los compuestos obtenidos en las fracciones recolectadas por

Prep/HPLC, de los extractos bajo estudio de T. diffusa.
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Figura 30
Perfil cromatografico obtenido por Prep/HPLC del extracto SFE-CO> de T. diffusa. Columna

Shim-Pack GIST Cis.
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Tabla 18
Fracciones recolectadas mediante Prep/HPLC del extracto obtenido con fluido supercritico de T.

diffusa, de material vegetal después de su destilacion. Se inyectaron 200 mg de muestra.

o Intervalo de .
N . . Fracciones, mg
tiempo, min
I 17.5-20.3 1.3
I 20.4-23.1 1.7
Il 23.25-24.9 0.8
v 25.2-27.5 2.2
\Y 28.5-30.8 2.8
VI 31.0-32.4 1.3
Vil 33.0-37.9 5.2
- Pérdidas* 7.5
Total 22.8
- Residuos** 32.3
- Lavado*** 293.5

*Recoleccion de la linea base durante el fraccionamiento del extracto.
** Residuo del extracto obtenido por centrifugacion durante la preparacion de la muestra (400 mg).
***Residuo obtenido del extracto después de desengrasar con n-hexano.
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Figura 31
Perfiles cromatograficos obtenidos por HPLC/DAD de las fracciones del extracto SFE-CO> de T. diffusa. A. Fraccion I; B. Fraccién
II; C. Fraccién IlI; D. Fraccion IV. Columna GEMINI Cys.
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Figura 32

Perfiles cromatograficos obtenidos por HPLC/DAD de las fracciones del extracto SFE-CO- de T. diffusa. A. Fraccion V; B. Fraccion
VI; C. Fraccion VII. Columna GEMINI Cis.
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Tabla 1
Rsstzjr?wer? de los compuestos detectados por HPLC/DAD en las fracciones obtenidas de los extractos de T. diffusa.
Fracciones
N° pico com tr, Ai/Aistp
Fig. puesto min 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
HA SFE HA SFE HA SFE HA SFE HA SFE HA SFE HA SFE HA SFE HA SFE HA SFE HA SFE
1 Derivado de flavanona® 6.5 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
2 Derivado de flavanona® 123 - } } - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
3 No identificado 132 - - - - - - === s s s s s s s s s s e s
4 Derivado de flavonol® 319 - } } - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
5 Derivado de flavona® 323 - - 06 - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
6 Derivado de flavona® 341 - - 03 - - - - - -
7 Derivado de flavonol® 348 - - - : - - - - - - - - - - - - - - - - - -
8 No identificado 65 - - - - - - - s s s s s s s s s s s s
9 Apigenina-7-O-glucésido® 38.6 - - - - 06 - - - - - - - - - - - - - - - -
10 Derivado de flavona® 402 - - - - - - 07 - - - - - - - - - - - - - - -
11 Derivado de flavanona® 409 - - - : - - 02 - - - - - - - - - - - - - - -
12 No identificado 416 - 20 - - 02 - 04 - - - - - - - - - - - - - - -
13 Derivado de flavona® 424 - } - - - - - - - - - : - - - - - - - - - -
14 Derivado de flavona® 431 - 3 - ; - ; ; - - - - - - - - - - - - - - -
15 Derivado de flavona® 453 - } - - - - - - 08 - - : - - - - - - - - - -
16 Derivado de flavonol® 46.0 - - } - ) 3 3 ) - B B 3 - - - - - - - - - -
17 Derivado de flavona® 465 - - - - - T - - 37 - 09 - -~ -~ - T
18 Derivado de flavonol® 470 - } - 21 ° ; ; - 05 - 05 - - ; ; 3 } ) ) } ) }
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Tabla 18

Continuacion.

19
20
21
22
23
24
25
26

27
28
29
30

Derivado de flavanona®
Apigenina?

Derivado de flavona®

Der. Acido hidroxicinamico®
Derivado de flavanona®
Der. Acido hidroxicinamico®
No identificado

Derivado de flavanona®

Acacetina®
Derivado de flavonol®

Derivado de flavona®
No identificado

47,7
48.5
49.1
49.6
51.1

52.0
53.9
55.0

55.4
56.0

61.5
63.5

0.4

1.7

0.4

1.3
0.7

1.0
0.3

7.0

1.2

0.3

0.3

0.1
0.2

0.3
0.3
0.6
0.4

0.1

0.1
0.4

0.7
0.3

2 |dentificacion confirmatoria basada en el espectro UV-Vis y por comparacién con el espectro UV-Vis y tg (min) de sustancias patrén.

b Compuestos identificados tentativamente por comparacion de los espectros UV-Vis reportados en la libreria espectral.

Ai/Aisto: area del compuesto/area del estandar interno (ISTD: cafeina, 100 mg/L). HA: extracto hidroalcohdlico. SFE: extracto obtenido con fluido supercritico.
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La Figura 33 muestra el perfil cromatografico obtenido por Prep/HPLC del extracto
HA de V. curassavica, de material vegetal después de su destilacion. Se observé que es un
extracto de baja complejidad en su composicion quimica. Se distinguen cinco picos
cromatograficos La Tabla 20 muestra el peso y los intervalos de tiempo de recoleccion de
las fracciones de interés. La fraccion | tuvo un peso 90.1 mg, es decir, el 45% p/p de la
muestra, que corresponde a los compuestos no retenidos por la columna. Se recolectaron

139.6 mg de una inyeccién de 200 mg de muestra.

La caracterizacion quimica por HPLC/DAD de la fraccion | no detectd ningln
compuesto de interés. Se observé que fue posible aislar compuestos como el acido
rosmarinico (fraccion I1), un derivado de flavonol (fraccion I1), un derivado de flavona
(fraccion V) y la artemetina (fraccion V) (Véanse Figuras 34 y 35). Mediante
UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS, se identificd el pico 15 (fraccion I1I) como la hidroxi-

artemetina (Véase Figura 34 C).
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Figura 33
Perfil cromatografico obtenido por Prep/HPLC del extracto HA de V. curassavica. Columna Shim-

Pack GIST Cis.
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Tabla 20

Fracciones recolectadas mediante Prep/HPLC del extracto hidroalcohdlico de V. curassavica. Se

inyectaron 200 mg de muestra.

o Intervalo de .
N . ; Fracciones, mg
tiempo, min
I 3.0-5.9 90.1
] 6.0-7.6 8.8
Il 22.5-24.7 3.3
v 24.8-26.9 2.0
\Y/ 27.0-28.1 35
- Pérdidas* 31.9
Total 139.6
- Residuos** 97.4

*Recoleccion de la linea base durante el fraccionamiento del extracto.
** Residuo del extracto obtenido por centrifugacion durante la preparacion de la muestra (400 mg).
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Figura 34
Perfiles cromatograficos obtenidos por HPLC/DAD de las fracciones del extracto HA de V. curassavica. A. Fraccion I; B. Fraccion 1l;
C. Fraccion I11. Columna GEMINI Cgs.
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Figura 35

Perfiles cromatogréaficos obtenidos por HPLC/DAD de las fracciones del extracto HA de V. curassavica. A. Fraccion 1V; B. Fraccion
V. Columna GEMINI Cjs.
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La Figura 36 muestra el perfil cromatografico obtenido por Prep/HPLC del extracto
SFE-CO> de V. curassavica, de material vegetal después de su destilacion. Se detectaron
cuatro picos cromatograficos. La Tabla 21 muestra los pesos de las fracciones recolectadas.
Se obtuvieron pesos de 6.5 mg y 4.7 mg de las fracciones | y Ill, respectivamente. Estos
valores fueron mayores, en comparacion, con las fracciones Il y V. Se obtuvieron 36.5 mg

de las fracciones colectadas en una inyeccion de 200 mg de muestra.

La caracterizacion quimica por HPLC/DAD de la fraccion | mostré que el pico 7
corresponde al &cido rosmarinico, sin embargo, posee baja absorbancia en comparacion con
los cromatogramas obtenidos para las fracciones Il y 11l (Véase Figura 37 A, By C). La
fraccion IV corresponde al aislamiento de la artemetina, de la cual se aislaron 2.2 mg de
compuesto, es decir, que se pueden aislar 10.5 mg de compuesto, valor cercano al
cuantificado por UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS (Véase Tabla 12). Mediante UHPLC/ESI-
Q-Orbitrap-MS se determind que las fracciones Il y IV correspondieron a la hidroxi-

artemetina (pico 15) y la retusina (pico 19), respectivamente (Véase Figura 34 B y D).

Existen diversos estudios sobre los beneficios farmacologicos de la artemetina,
donde se destacan sus efectos citotdxicos en células cancerosas (Rosa et al., 2022),
antiedematogénicos (Bayeux et al., 2002), anti-inflamatorios (Sertié et al., 1990),
vasoconstrictores y vasodilatadores (de Souza et al., 2011), propiedades que convierten a
esta molécula de interés para su aislamiento. En extractos HA y SFE-CO, de V.
curassavica, de material vegetal después de su destilacion, se aislaron 3.5 mg y 4.7 mg de
artemetina, es decir, es posible obtener 17.5 de artemetina/g extracto y 23.5 de artemetina/g
extracto, respectivamente. Al 2023, en la distribuidora comercial Merck (Merck KGaA,

Darmstadt, Alemania), 10 mg de artemetina (pureza > 98%), posee un valor de 525.7 USD.
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En Phytolab GmbH (Vestenbergsgreuth, Baviera, Alemania), 10 mg de artemetina (pureza
> 98%) posee un valor de 232.5 USD. Es posible obtener un beneficio econémico, a partir
del material vegetal después de su destilacion. La hidroxi-artemetina aln no se comercializa

como sustancia patron.

Es posible aprovechar el material de V. curassavica, después de su destilacion, ya
que en el extracto HA como en el extracto SFE-CO>, existen compuestos de interés que
pueden ser aislados. Es la primera vez que se reporta el aislamiento de la hidroxi-artemetina
y artemetina por Prep/HPLC en fase reversa. La Tabla 22 resume los compuestos obtenidos
en las fracciones recolectadas por Prep/HPLC, de los extractos bajo estudio de V.

curassavica.

140



FRACCIONAMIENTO DE EXTRACTOS VEGETALES

Figura 36

Perfil cromatografico obtenido por Prep/HPLC del extracto SFE-CO> de V. curassavica. Columna

Shim-Pack GIST Cis.
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Tabla 21
Fracciones recolectadas mediante Prep/HPLC del extracto obtenido con fluido supercritico de V.

curassavica. Se inyectaron 200 mg de muestra.

- Intervalo de .
Fracciones, mg

tiempo, min
I 3.0-5.0 6.5
I 31.3-24.0 4.1
1 26.0-27.9 4.7
\Y 33.0-36.0 2.2
- Pérdidas* 19.0
Total 36.5
- Residuos** 76.6
- Lavado*** 235.7

*Recoleccion de la linea base durante el fraccionamiento del extracto.
** Residuo del extracto obtenido por centrifugacion durante la preparacion de la muestra (400 mg).
***Residuo obtenido del extracto después de desengrasar con n-hexano.
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Figura 37

Perfiles cromatograficos obtenidos por HPLC/DAD de las fracciones del extracto SFE-CO; de V. curassavica. A. Fraccion I; B.
Fraccion I1; C. Fraccién Il1; D. Fraccién IV. Columna GEMINI Cgs.
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Tabla 22
Resumen de los compuestos detectados por HPLC/DAD en las fracciones obtenidas de los extractos de V. curassavica, de material
vegetal después de su destilacion.

Fracciones
N::E;.CO Compuesto tr, Min 1 5 A'/?'STD Z 3
HA SFE HA SFE HA SFE HA SFE HA SFE
1 Derviado de flavanonol® 109 - - - - - - - - - -
2 Der. Acido hidroxicinamico® 133 - 04 - - - - - - - -
3 Derivado de flavona® 313 - - - - - - - - - -
4 Rutina? 35.3 ; ; B B ; ; B B ; ;
5 Derivado de flavonol® 357 - - - - - - - - - -
6 Kaempferol-3-O-galactésido? 37.5 - } } } } } } } } -
7 Acido rosmarinico? 393 - 11 68 - - - - - - -
8 Der. Acido hidroxicinamico® 409 - - - - - - - - -
9 Derivado de flavona® 414 - - - - - - - - - -
10 Derivado de flavona® 42.2 - - - - - - - - - -
11 Derivado de flavanona® 43.1 - 05 - - - - - - - -
12 Derivado de flavanona® 44.4 ) ) - - } } - - } )
13 No identificado 45.4 = = = = = = = = = =
14 No identificado 46.9 - - - - - - - - - -
15 Derivado de flavonol® 526 -~ - - 136 60 - - - - -
16 Derivado de flavona® 542 - - - - - - 15 - - -
17 Pachipodol? 56.8 - } } } } - - - 03 -
18 Artemetina? 57.8 : : - - - 169 - - 8.1 :
19 No identificado 60.5 = = = = = = - 15 = =
20 No identificado 63.4 - - - - - - - - - -
21 No identificado 72.2 = = = = = = = = = =

2 |dentificacion confirmatoria basada en el espectro UV-Vis y por comparacion con el espectro UV-Vis y tr (min) de sustancias patron.
b Compuestos identificados tentativamente por comparacion de los espectros UV-Vis reportados en la libreria espectral.
Ai/Aisto: area del compuesto/area del estandar interno (cafeina, 100 mg/L). HA: extracto hidroalcohdlico. SFE: extracto obtenido con fluido supercritico.
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4.3.4 Sistema de reciclaje de disolvente para la separacion de compuestos presentes en la
fraccion 11 obtenida del extracto hidroalcohdlico de L. origanoides

Debido a la complejidad en la composicion quimica de los extractos vegetales,

normalmente se recomienda realizar un pre-fraccionamiento por cromatografia en columna

en fase normal, y posteriormente, purificar por Prep/HPLC con una columna en fase

reversa. La separacion "ortogonal™ en las columnas permite separar componentes de una

muestra muy compleja, en fracciones mas féciles de purificar (Pellett et al., 2006), sin

embargo, el cromatdgrafo liquido preparativo puede separar sustancias que se encuentran

en una fraccion mediante ciclo cerrado de reciclaje de disolvente. Bajo esta metodologia el

Perp/HPLC funciona en un circuito cerrado que permite el paso de la muestra por la

columna n veces, lo que es equivalente a n columnas en serie, incrementando los platos

tedricos y, por ende, la resolucion de los picos (Zhu et al., 2020).

Huang et al., 2019, fraccionaron y purificaron extractos de Polycarpa maxim por
HSCCC combinada con Prep/HPLC. Los autores afirman que la purificacion de isomeros
es a menudo dificil debido a que poseen pesos molares, estructuras y polaridades similares,
entre otras caracteristicas quimicas y fisicas estrechamente relacionadas. Los autores
emplearon un régimen isocratico de metanol-agua al 45% v/v y 50% v/v para separar la

fraccion |y la fraccion 11, respectivamente.

Para este caso de estudio, el extracto HA de L. origanoides, se fraccion6 dos veces
y se usé el sistema de reciclaje para purificar la fraccién Il. La fraccion Il (46.7 mg) se
disolvié en 4 mL de fase movil. Se realizaron diferentes analisis cromatograficos por
Prep/HPLC para observar la separacion en la columna preparativa durante cada ciclo de

reciclaje. El fraccionamiento se se realiz6 con una inyeccién de 2 mL de muestra con dos
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ciclos de reciclaje. Se empled un régimen isocratico metanol-gua 50% v/v, teniendo en
cuenta el punto de elucion virtual de la fraccion 11, durante el método cromatogréafico usado

para el fraccionamiento de los extractos bajo estudio.

La Figura 38 muestra los perfiles cromatograficos obtenidos por Prep/HPLC de la
fraccion 11 del extracto HA de L. origanoides, cuando el equipo se encuentra operado en
sistema de reciclaje de disolvente. Se realizaron dos ciclos de reciclaje y se detectaron tres
picos cromatograficos. En cada ciclo de reciclaje se observa la separacién entre los picos
detectados. Cabe resaltar, que después del segundo ciclo de reciclaje, el pico Il se separa
de los picos de menor abundancia, sin embargo, se observo el ensanchamiento de estos,
debido al efecto de la difusién longitudinal en el proceso de recirculacion, que aumenta la

dispersion del soluto a medida que atraviesa la columna cromatografica (Kostanyan, 2015).

La Figura 39 muestra el perfil cromatografico obtenido por HPLC/DAD de la
fraccion 11y sus fracciones. Mediante el uso de sustancia patrén, se identificé el eriodictiol-
7-O-glucosido en la fraccion 11-2 (Véase Figura 39 C). Potra parte, mediante el estudio del
espectro UV-Vis, se identifico un derivado de flavona (pico 2) en la fraccién 11-1 (\Véase
Figura 39 B). La caracterizacion quimica por HPLC/DAD permitié observar que el
erdiocitiol-7-O-glucdsido y otros compuestos minoritarios se enriquecieron, ya que sus
abundancias relativas aumentaron después del proceso de purificacién. Mediante
UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS no se identifico el pico 2 de la fraccion II-1. La Tabla 23
muestra los pesos obtenidos. A partir de 23.3 mg de la fraccion I, se recolectaron 3.9 (17%

p/p) mg de la fraccion 11-1y 9.3 (40% p/p) mg de la fraccion 11-2.
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Tabla 23
Fracciones recolectadas mediante Prep/HPLC de la fraccién 11 del extracto

hidroalcohdlico de L. origanoides. Se inyectaron 23.3 mg de la fraccion II.

N°  Fraccion, mg

-1 3.9
11-2 9.3
Total 13.2
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Figura 38

Perfiles cromatogréaficos obtenidos por Prep/HPLC con el sistema de reciclaje de
disolvente, de las fracciones Il del extracto HA de L. origanoides, obtenido de material
vegetal después de su destilacion. A. Sin ciclo de reciclaje de disolvente; B. Un ciclo de
reciclaje de disolvente; C. Dos ciclos de reciclaje de disolvente. Columna Shim-Pack GIST
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Figura 39
Perfiles cromatograficos obtenidos por HPLC/DAD de la fraccion 11y sus sub-fracciones, obtenidas del extracto HA de L. origanoides.
A. Fraccion Il; B. fraccion I1-1; C. fraccién 11-2. Columna GEMINI C1g. maU)
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5. Conclusiones

Se observo que los extractos bajo estudio obtenidos con disolvente y CO2
supercritico de material vegetal después de su destilacion, tuvieron menores rendimientos
de extraccion, en comparacion con los extractos obtenidos de material vegetal antes de su
destilacion. El proceso de destilacion afecta el rendimiento de extraccion de compuestos

presentes en la matriz vegetal.

Mediante UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS fue posible identificar compuestos
presentes en el material vegetal después de su destilacion de las plantas bajo estudio. En
extractos de T. diffusa se identificaron por primera vez la vitexina, la isorhamentina y la
isosakuranetina. En extractos de V. curassavica se identificaron por primera vez el
eriodictiol-7-O-glucoésdico y el kaempferol-3-O-galactdsido. Es la primera vez que se
reporta los espectros de masas de la hidroxi-artemetina, la artemetina, el cordianal C y el

cordianal B.

Se determind que el proceso de destilacion afectd la composicidén quimica de los
extractos bajo estudio. En los extractos HA y SFE-CO; de L. origanoides, después de la
destilacion, los compuestos mayoritarios como la pinocembrina y la galangina,
disminuyeron su concentracion. Por el contrario, en el extracto HA de V. curassavica, el

acido rosmarinico, la hidroxi-artemetina y la artemetina, aumentaron su concentracion.

Los compuestos cuantificados con la mayor concentracion tuvieron como factor

comun su baja polaridad, por ejemplo, la pinocembrina, la galangina, la artemetina, la
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hidroxi-artemetina, la acacetina metilada, la acacetina. Esto se relaciona con la pérdida de
compuestos méas polares durante la destilacion, posiblemente atribuido a la condensacion

de vapor de agua.

Mediante Prep/HPLC se aislaron compuestos de interés presentes en el extracto HA
de L. origanoides, de material vegetal después de su destilacién. Fue posible aislar la
pinocembrina y la galangina, debido a que eluyeron con una concentracion de metanol
(60% v/v) superior al punto de elucion virtual determinado en el método analitico

(HPLC/DAD).

Se establecieron parametros cromatograficos como el flujo de fase movil, los
solventes de fase movil, el volumen de inyeccion de la muestra, la concentracion de la
muestra, entre otros, para el desarrollo del método por Prep/HPLC, con el que se logré el
fraccionamiento de los extractos bajo estudio, de material vegetal después de su destilacion
y, el aislamiento de compuestos como la pinocembrina, la galangina, la artemetina, la

hidroxi-artemetina, el acido rosmarinico y la acacetina metilada.

La caracterizacion quimica por HPLC/DAD permitié determinar la complejidad en
la composicion quimica de los extractos bajo estudio. La mayoria de los compuestos se
encontraron en rangos de tr de 30 min a 50 min. Mediante esta técnica, fue posible detectar
los compuestos presentes en las fracciones obtenidas por Prep/HPLC, de los extractos bajo
estudio de L. origanoides, T. diffusa y V. curassavica, de material vegetal antes y después

de su destilacion.

Se observd que los extractos obtenidos con CO; supercritico, de material vegetal

después de su destilacion, poseian principalmente compuestos apolares solubles en n-
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hexano, como ceras y &cidos grasos. Los extractos HA de T. diffusa tienen menor
solubilidad, en comparacion con los extractos HA de L. origanoides y V. curassavica, de

material vegetal después de su destilacion.

Mediante el uso del sistema de reciclaje de solvente en Prep/HPLC, fue posible
obtener dos sub-fracciones de la fraccion Il del extracto HA de L. origanoides, de material
vegetal después de su destilacion. En la sub-fraccion 11-1 y 11-2 se identificaron un derivado

de flavona y el eriodictiol-7-O-glucésido, respectivamente.

Bajo el método cromatografico implementado por Prep/HPLC, fue posible
aprovechar el material vegetal después de su destilacion en especies como L. origanoides
y V. curassavica, ya que, se aislaron compuestos de valor comercial. Por su parte, la
complejidad en la composicion quimica de los extractos de T. diffusa, de material vegetal
después de su destilacion, dificultd el aislamiento de compuestos. La eficiencia en la
separacién de compuestos y su fraccionamiento por Prep/HPLC estuvo condicionado a la

complejidad en la composicion quimica del extracto vegetal.

6. Divulgacion de resultados

Participé en el XXIIl simposio internacional sobre avances en tecnologias de
extraccion (ExTech 2021), bajo la modalidad poster, titulado: Chemical characterization
of plant extracts obtained by SFE from residual biomass of promising aromatic and
medicinal species. Universidad de Alicante, Alicante, Espaiia. 30 de junio al 2 de julio del

2021.
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Participé en 34° Congreso Latinoamericano de Quimica CLAQ 2020, el XVIII
COLACRO, el X COCOCRO, el Il SPAE y el IV C2B2, bajo la modalidad péster, titulado:
Caracterizacion quimica del aceite esencial de Ambrosia cumanensis Kunth, recolectada en

Santander, Colombia. Cartagena de indias. Colombia. 11 al 15 de octubre del 2021.

Participé en 34° Congreso Latinoamericano de Quimica CLAQ 2020, el XVIII
COLACRO, el X COCOCRO, el Il SPAE y el IV C2B2, bajo la modalidad ponencia oral,
titulada: Caracterizacion quimica de aceites esenciales y extractos hidroetanolicos
obtenidos a partir de biomasa residual post-destilacién de Turnera diffusa, colectada en

Santander, Colombia. Cartagena de indias. Colombia. 11 al 15 de octubre del 2021.

Participe en 3" Iberoamerican Conference on Mass Spectrometry, bajo la
modalidad poster, titulado: LC/MS study of Hypericum carinosum (Hyperaceae)
hydroethanolic extract, obtained from post-distilled plant material. Rio de Janeiro. Brasil.

10 al 15 de diciembre del 2022.

Participé como coautor en 3™ Iberoamerican Conference on Mass Spectrometry,
bajo la modalidad poster, titulado: “LC/MS study of Lippia origanoides (Verbenacea)
supercritical CO2 extract and its fractions, obtained from post-distilled plant material,

presentado por Silvia Juliana Mufioz. Rio de Janeiro. Brasil. 10 al 15 de diciembre del 2022.

Participé como coautor en 3™ lberoamerican Conference on Mass Spectrometry,
bajo la modalidad pdster, titulado: Chromatographic and mass spectrometric
characterization of Lippia origanoides (Verbenacea) extract obtained with supercritiical
COy, presentado por Maria Fernanda Estupifian. Rio de Janeiro. Brasil. 10 al 15 de

diciembre del 2022.
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Apéndices

Apéndice 1
Espectro de masas de la taxifolina-glucosido (m/z 465.10397, 10 eV), presente en los extractos de L. origanoides quimiotipo felandreno,
obtenido por UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS operado en modo SIM. La identificacion se muestra en la Tabla 2.

[(M-H)]
465.10373 (100%)
C512H21 O12
.25 ppm
=100 PP
S g0 Relacion isotépica del C13 [(M-H)-C¢H,,O5] [(M-H)I
g C303.|E|)51204 C465H103097
[<5) 15 11 7 21 21 12
= 466.10822 (22.7%) 5
100 | g 60 C20 3C Hy1 Oy 0.70 ppm 0.26 ppm
1 8 40 2.16 ppm
o=
%0 5 2 20 I
7 0 ‘ m/z
80 465.1 466.1
70 — —‘ H
. OH
60 — o
7 OH m/z 303.05124
50 - HO o
40 % S < -CgH100s
B HO
30 7
B OH o
20 — HO Taxifolina-glucosido
10 —
0 = ‘\ T ‘\‘ \‘m‘”\””\”w \”“w AR RN AR RARRR AR R NARRE AR RARRE AR ARRRS AR RRRAN RIS \‘ \‘ ‘\ T MYz
100 150 200 250 300 350 400 450



FRACCIONAMIENTO DE EXTRACTOS VEGETALES

Apéndice 2
Espectro de masas de la taxifolina (m/z 303.05115, 10 eV), presente en los extractos de L. origanoides quimiotipo felandreno, obtenido
por UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS operado en modo SIM. La identificacidén se muestra en la Tabla 2.

[(M-H)-H,OJ
285.04059
C1s5 Hg Og
100 7 -H 0.44 ppm
- OH
. m/z 151.00275 (RDA)
90 - Ho [((M-H)]
7 OH 303.05115
80 - miz 285.04059 > m/z 177.01868 Cys Hy, O
. 0.40 ppm
o 70 ;
270 I [(M-H)-CO]
e 275.05643
%60 ] Taxifolina C11414H6ﬁ)r86
S50 [(M-H)-CqHgO,]
S 125.02351
3 - Ce Hs5 O3 i
240 - 792 ppm [(M-H)-CgHyO,] o
-2 . 151.00275
30 C; H, 0, [(M-H)-H,O-C¢H,0O,]
: 619 ppm 17701868
] ' Cy Hs 04 1
n 3.70 ppm
? . PP -C¢H,0, -H,0
10 E < -CQHQOQ v
. -C,H O
0 I B N \\\\‘\M\\\\!\h\\\‘\\\\‘\\\‘\\\\\\\\ \ \\\\\\\\m/z
80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320
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Apéndice 3

FRACCIONAMIENTO DE EXTRACTOS VEGETALES

Espectro de masas del eriodictiol-7-O-glucosido (m/z 449.10904, 10 eV) presente en los extractos de L. origanoides quimiotipo
felandreno, obtenido por UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS operado en modo SIM. La identificacion se muestra en la Tabla 2.

[(M-H)-C¢H,,Os]

287.05615
Cis Hi1 Os
B 0.14 ppm
E H
= OH
B 7 m/z 287.05615
E (6} o O\
—| HO OH
é HO OH
E OH OH (6]
. m/z 151.00273 (RDA)
] _ o [(M-H)I
. Eriodictiol-7-O-glucdésido 449 10904
] C21 H21 On
- 0.23ppm
. [(M-H)-C4Hy405-CgHgO,]
- 151.00273
B 6.29 ppm
B l -CgH30, p -CeH1005
= T [ “‘\““\““‘\ Tyt TTTTITpTTT TTPTTITTT T T T [rrrmprreey m/Z
100 150 200 250 300 350 400 450
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FRACCIONAMIENTO DE EXTRACTOS VEGETALES

Apéndice 4
Espectro de masas de la quercetina-3-O-glucésido (m/z 463.08850, 30 eV), presente en extractos de L. origanoides quimiotipo

felandreno, obtenido por UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS operado en modo SIM. La identificacion se muestra en la Tabla 2.

[(M-H)-CgH ;4051

301.03546
Ci5 Hg Oy
_ OH -H 0.28 ppm
. OH
J m/z 151.00276
- HO N
B m/z 301.03546
= 0
B OH o} OH
- (6]
E HO
. OH
- OH
. Quercetina-3-0O-glucosido
= [((M-H)I
: 463.08850
. [(M-H)-C¢H,(,05-CgHg O3] Ca1 Hig Oz
- 151.00276 0.65 ppm
n C7H; 04
B 6.09 ppm
- -CgHgO3 B -CeH100s
= “\““\““\““““““\““\““\““““‘“\““\““\““““““\““\““‘\“““‘ N R R R N D R e m/Z
100 150 200 250 300 350 400 450
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FRACCIONAMIENTO DE EXTRACTOS VEGETALES

Apéndice 5

Espectro de masas de la luteolina-rutindsido (m/z 593.15179, 20 eV), presente en los extractos de L. origanoides quimiotipo felandreno,
obtenido por UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS operado en modo SIM. La identificacion se muestra en la Tabla 2.

—m/z

178

-H [((M-H)]
OH 593.15179
OH m/z 285.04074 C27 Hag O1s
1.01 ppm
] HO O O [(M-H)]_
7 on 593.15161 (100%)
I C27 Hze O15
7 0 0.70 ppm
n HO \01002
—~ m/z 447.09509 RO
. OH o) < g0
- it Luteolina-rutinésido R Relacion isotopica del C*3
. HO < 60 594.15503 (29%)
I o S C262C Hzg O1s
] g 40 0.80 ppm
. T
— HO CHj > ]
7 -2 20E /\
7 OH ]
= . . L N—1 1174
7 [(M-H)-CgH1,04-CsHgOs] 0 5932 594.2
7 285.04074
- Cis5 Ho Os
a1 0.98 ppm [(M-H)-CgH 1,0, ]
B 447.09509
] C21 Hi Opy
. 4.04 ppm
— < -C6H1005 l < -C6H1004
7‘\‘\”\“\‘\\‘\\\“\\\\\\‘\\\‘\‘\\\\\\\\\\\\\\\\\‘\\\\‘\\\\\\‘\\\\\\\
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600



FRACCIONAMIENTO DE EXTRACTOS VEGETALES

Apéndice 6
Espectro de masas de la luteolina-7-O-glucésido (m/z 447.09344, 30 eV), presente en los extractos de L. origanoides quimiotipo
felandreno, obtenido por UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS operado en modo SIM. La identificacion se muestra en la Tabla 2.

[(M-H)-C¢H,,Os]

285.04053
. m
100 T H PP
. oH
90 7
_ o)
80 7 Ho OH
A 70 ; HO
<
; 60 - OH OH (0)
3 m/z 151.00293
§ 50 - Luteolina-7-O-glucésido
© _
g 40 [((M-H)]
I . 447.09344
< 30 — %Zé Hi9 O11
- .35 ppm
- [(M-H)-CgH105-CgHeO,] PP
20 ] 151.00293
7 C7H3 Oy
a 4.98 ppm
10 - -CgHgO, . -CgH10s
0 RARANRAARY AR RARM T RARANRAAR BAadiaans nasss s uas s as ARRARRARR T m/z
100 150 200 250 300 350 400 450
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FRACCIONAMIENTO DE EXTRACTOS VEGETALES

Apéndice 7
Espectro de masas de la apigenina-7-O-glucorénido (m/z 447.09186, 20 eV), presente en los extractos de L. origanoides quimiotipo
felandreno, obtenido por UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS operado en modo SIM. La identificacion se muestra en la Tabla 2.

[(M+H)-CHgO4]*
271.05981
Cis Hy; Os
1.05 ppm

+H
OH

0 m/z 271.05981

6}
HO

HO OH
OH OH O
Apigenina-7-O-glucoronido [(M+H)]*
447.09186
C21 Hi9 Ou1
0.73 ppm
< -CgHgOs
RN ERRR AR RAR T T T T T R R B B R R R AR AR RARRRAN ARRRERAREN AR RERAN AARRR RN
100 150 200 250 300 350 400 450
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Apéndice 8

FRACCIONAMIENTO DE EXTRACTOS VEGETALES

Espectro de masas de la apigenina-7-O-glucésido (m/z 433.11221, 10 eV), presente en extractos de L. origanoides quimiotipo

felandreno, obtenido por UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS operado en modo SIM. La identificacion se muestra en la Tabla 2.

[(M+H)-CsH 051"

271.05957
C15 Hy1 Og
B 1.95 ppm
- [(M+H)]*
] 433.11221
- H C 21H21 Ogp
] miz 271.05957 oH 1.63 ppm
; (6] (6]
B HO
é HO OH
a OH OH o}
7 Apigenina-7-0O-glucosido
. P19 9 ) -CoHi1o0s
— “\““\““\“ “\““\“‘ ““\“‘ ““\““\” “\““\“‘ “\““\“‘\“ ““\““““““ “‘\““\““\ m/Z
100 150 200 250 300 350 400 450



FRACCIONAMIENTO DE EXTRACTOS VEGETALES

Apéndice 9
Espectro de masas del eriodictiol (m/z 289.07016, 30 eV), presente en extractos de L. origanoides quimiotipo felandreno, obtenido por
UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS operado en modo SIM. La identificacion se muestra en la Tabla 2.

OH +H
m/z 179.03365

OH
m/z 153.01807 (RDA)

Abundancia relativa, %

Ho [(M+H)]
289.07016
[(M+H)-CH(O,]* C1s Hiz Os
100 - 163.03877 1.74 ppm
7 CoH7 03
7 1.21 ppm +
90 - [(M+H)-CgHz0,]* m/z 163.03877 [((M+H)-H,O ]
7] 153.01807 271.05963
80 - C, Hs O4 Eriodictiol Ci15 Hi Os
. 1.10 ppm 1.72 ppm
- [(M+H)-H,O-COT*
70 ] 243.06505
] C14 Hi1 Oy
60 0.56 ppm
] .co | HO
50 7
E _CGHGOS
40 -
a _ -CgHgO,
30 =
5 [((M+H)-CsHgO,]*
20 179.03365
i Cg H+ 04
= 1.33 ppm
107 CoHeO, | v
0 7”‘\”” AR AN LR N LA LA R ”}‘H\”” T \””\1‘ T \””\‘”w“‘w \\\‘\\‘\ ””\””\””\”‘”\”1‘\””\”‘w”w”‘w‘”\””\‘” T Mz
80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300
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Apéndice 10

FRACCIONAMIENTO DE EXTRACTOS VEGETALES

Espectro de masas de la quercetina (m/z 301.03568, 20 eV), presente en extractos de L. origanoides quimiotipo felandreno, obtenido
por UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS operado en modo SIM. La identificacién se muestra en la Tabla 2.

301.03568
C15 H9 O?
B 0.99 ppm
; [(M-H)-COT
. o ! 273.04053
] C14 Hg Og
] Quercetina 0.24 ppm
. [(M-H)-CgHgO,]
— 151.00288
N C? H3 O4
7 5.28ppm  [(M-H) -C,H:0,] -CO
: 178.99800
] Cg H3 Os
i 3.32 ppm CH,O,
E < -CgHgO5
1 |, \ | | . ‘ A
r 11| 111 ] I 1171711717 I T 171 T 1 T T1T 7 1 T 1T 71T 71 T 1T 7T 71 T 1T 1 71 T T T T T T T 1 T T T]
80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320
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FRACCIONAMIENTO DE EXTRACTOS VEGETALES

Apéndice 11

Espectro de masas de la naringenina (m/z 271.06137, 30 eV) presente en extractos de L. origanoides quimiotipo felandreno, obtenido
por UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS operado en modo SIM. La identificacién se muestra en la Tabla 2.

[(M-H)-CgHgOJ

151.00284 m/z 177.01866
gé8H3 o on | [(M-H)I
.00 ppm 271.06137

— m/z 151.00284 (RDA
= ( )\ Ci15 Hiz Os
_ HO 0 0.64 ppm
- ]/ [(M-H)-H,0]
] m/z 93.03358 22305074
] OH o) Cis Ho Oy
- m/z 119.04929 40 ppm
= [(Ml_g)_b(ig;é‘o“]- Naringenina
] CyH, O [(M-H)-CHOT
- 2 99 pom 177.01866
: PP Co Hs Ou o
O 3.78 ppm « Y
. -C;H,O
~ [(M-H)-CoHsO,] ]
N 93.03358 < CgH30
7 CgH;O
7 10.86 ppm v -C,H,0,
E -CgH40,
] v
7‘!‘\‘”\” ] R AL Y AR A T \\‘\\\\\\\\\\\‘\\\\\‘\\\ L sl 111/
80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280
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Apéndice 12

FRACCIONAMIENTO DE EXTRACTOS VEGETALES

Espectro de masas de la luteolina (m/z 287.05457, 40 eV) presente en extractos de L. origanoides quimiotipo felandreno, obtenido por
UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS operado en modo SIM. La identificacion se muestra en la Tabla 2.

[(M-H)]*
287.05457
Cis5 Hi1 Os

B 1.56 ppm

E OH +H

- OH

B HO 0

: OH 0

- miz 153.01808* _ [(M+H)-H,0]*

. Luteolina 269.04398

- Cis5 Hg Os

: 1.76 ppm

] [(M+H)-C8H602]+ [(M+H)'HZO-CO]+

: C H5 04 C14 Hg 04

E 1/00 ppm 0.33 ppm

= -CO -H,0

- < -CgHeO,

e T T \‘\\\\\\\\\\\\\\\\\\v\\\\\\\\ m/z

80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300
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Apéndice 13
Espectro de masas de la cirsimaritina (m/z 315.08569, 40 eV) presente en extractos de L. origanoides quimiotipo felandreno, obtenido
por UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS operado en modo SIM. La identificacién se muestra en la Tabla 2.

[(M+H)-CH,-H,0]*

282.05179
q C16 HlO 05
* 1.72 ppm
100 ot PP
] m/z 197.04399
90 - 0
1 7 [(MHH)]:
80 a 315.08569
] L C17 His Os
] © 1.97 ppm
<70 - Lo 1 +miz 119.04924
P m/z 300.06232 m/z 282.05179 m/z 254.05695
8 Cirsimaritina [(M+H)-CH;-H,0-COJ* ] +
S 254 05695 [((M+H)-CH ]
550 - C1s Hip O 300.06232
g - 1.63 ppm Ci16 Hi2 Os
g 40 — 1.74 ppm
37
< 30 B [(M+H)-CgHO]*
] [(M+H)-CgH O] 704399 o
B 119.04924 o Hy Os -CO -H,0 |.-CH,
20 CgH;0 2.32 ppm
. 0.82 ppm 4 -C.H:.O
aE CoHyO
07\\\\\‘\\‘\‘\\\‘\\\‘\\\\\\\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\}\\‘\\ \\\\\mlz
80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340
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FRACCIONAMIENTO DE EXTRACTOS VEGETALES

Apéndice 14

Espectro de masas de la pinocembrina (m/z 257.08060, 30 eV) presente en extractos de L. origanoides quimiotipo felandreno, obtenido
por UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS operado en modo SIM. La identificacién se muestra en la Tabla 2.

[M+H]*-CgHg

187

. mlz

153.01819
C;Hs0O
B 0.30 ppm m/z 179.03386
N m/z 153.01819 (RDA)\
] HO
] m/z 239.06990
] [(M+H)-CeHsO,]"
. gZOng% m/z 131.04919 [(M+H)]*
. ' : : 257 08060
. Pinocembrina 15 Hi3 Oy
- [(hz/lggngglgcc)) ] 052 PP
] [(M+H)-C;H:O,]* [(M+H)-C,H,0]* C1s Hu1 O3
- 103.05449 21507018 154 ppm
] 2C584|;F7)m [(M+H)-CeHg]* C3 Hyy O3 -H,0
] ' 179.03386 0.44 ppMm _C.H.O
B Cg H7 O4 22
5 0.14 ppm -CgHj
; < -CRHR
E v ‘ _C6H603
E ‘ ‘ l -C;H:O, v |
T \‘ ‘\““\“‘\“A“‘\““\““\““\““ ‘\““\““\“‘A“\“‘\““\““\”“\!“‘\“‘““\‘“‘\1“‘\““\““\““““}““\““\““ “‘\“‘1\““\““““““\““\““““\““
80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280
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FRACCIONAMIENTO DE EXTRACTOS VEGETALES

Apéndice 15
Espectro de masas de la galangina (m/z 271.05984, 40 eV) presente en extractos de L. origanoides quimiotipo felandreno, obtenido por
UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS operado en modo SIM. La identificacion se muestra en la Tabla 2.

[(M+H)]*
271.05984
C15 Hll 05

_ 0.94 ppm

] +H

= m/z 153.01823

B HO 0

: o

. OH 0

- Galangina [(M+H)-H,O]*

. 253.04941

3 C15 Hg O4

] [(M+H)-H,0-COJ* 0.50 ppm

] . 225.05447

- [(M+H)-CgH:O] C14 Hy O3

- 153.01823 0.65 ppm

- C7Hs 04

E 0.01 ppm CO -H,0

E P 'C8H6O

. T ARRN IR T \‘\\1\\\\\\ i\‘\'\\\\\v\\\ e M2

80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280
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Apéndice 16
Espectro de masas de la galangina metilada (m/z 285.07541, 50 eV) presente en los extractos de L. origanoides quimiotipo felandreno,
obtenido por UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS operado en modo SIM. La identificacion se muestra en la Tabla 2.
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FRACCIONAMIENTO DE EXTRACTOS VEGETALES

[(M+H)]*
285.07544 (100%)
16 13 5
1.08 ppm
1001
: [(M+H)-CH,]*
S 805 270.05191
+H < ] C15 H]_O 05
2] o 1.34 ppm
- m/z 153.01819 S60: Relacién isotdpica del C13
] s
- Ho S 286.07874 (17.3%)
] 50 Cis BCHy;3 O
] m/z 270.05191 2 15 13 M5
E 390 1.29 ppm
] < ]
E 0T e © 286.1
- OH o} ' m/z '
m Galangina metilada [(M+H)]*
0 285.07541
E [(M+H)-CH,-COJ* C1o Hlis s
. 242.05708 -+ PPm
; C14 HlO 04
. 1.14 ppm
e [(M+H)-CH4-CO-H,0 ¥
3 [(M+H)-CgHsO]* 224.04657
7 153.01819 Ci4 Hg O3 v
- C7Hs Oy 1.00ppm |
- 0.30
E ppm -H,0 -CO -CH,
E < -CBHSO '
e ”\””\””\“”\ T \””\””\”w””\””\””\‘1‘\‘!”\””\””\”‘w””\!””\‘”w””\”‘Aw””\”‘U”w””\””\!”\””\ T AR T
80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300
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Apéndice 17
Espectro de masas de la luteolina-rutindsido (m/z 595.16510, 10 eV) presente en los extractos de T. diffusa, obtenido por UHPLC/ESI-
Q-Orbitrap-MS operado en modo SIM. La identificacion se muestra en la Tabla 3.

[(M+H)-CsH,,0,]*

449.10687
+H Co1 Hy Oyy .
100 - OH 2.14ppm_ [(M+H)] )
- m/z 287.05444 OH 59(5;'16ﬂ|98 800 %)
B oH 27 M31 Uis
90 7 100, 1.29 ppm
] HO A0 g g0 Relacion isotopica del C*3
80 5 g 596.16852 (22.7%)
E ° ; ] C26 13C H3l O15
< 70 - HO S 40 0.97 ppm
S m/z 449.10687 OH 2 586 20
= 60 . o Luteolina-rutinésido 32 ]
- < i o, iz
= HO 595.2 596.2
250 o
N 365,16510
=] ] .
é 40 - HO [(M+H) -C¢H,,0,-CsH,,05 1* Ca7 Ha1 Oys
< ] 287.05444 1.08 ppm
30 OH Ci5 Hi; Og
7 1.98 ppm
20 ; -C6H1005 'C6H1004
10 -
07\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\‘\ ‘\ \‘\\\\‘\\\‘\‘\\‘\\\\\\‘\\\\\\\\\\\\\\\ m/z
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
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FRACCIONAMIENTO DE EXTRACTOS VEGETALES

Apéndice 18

Espectro de masas de la vitexina (m/z 433.11255, 30 eV) presente en los extractos de T. diffusa, obtenido por UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-

MS operado en modo SIM. La identificacion se muestra en la Tabla 3.

OH

HO
OH
o
HO

313.07016
C17 H13 OG
[(M+H)]*
1.61 ppm / HO 433.11255
m/z 271.05948 Célsgzﬁp?n 10

] Vixetina

] om i [(M+H) -H,0-H,0]*

. [(M+H)-H,0-H,0-H,0]- 3703122

] 379.08072 1er5 plEJm 8

. Cou His 07 7™

B 1.34 ppm

. [(M+H)-H,0-H,0-CH,0]* [(M+H)-H,0]

] 367 08064 415.10168

— 1 Co1 Hig Og

4 [(M+H)-C;H,0,-CH,0-CH,0]* C20 His O 1.62 ppm

E C1s Hu1 Os 343.08066 H,0 | HO -H:0

] 1.54 ppm C18 H15 07

i 1.66 ppm -CH,0

;[(M+H)'C6H1005]+ v v

- Ci5 Hiy Os

7 2.29 ppm, | -CeH 1005

7‘”1\!‘”\‘”‘\‘A”w””\””‘\”””””‘”\””M‘U!"\”””\”‘!”‘”””u‘”““\“A‘\ \‘””\‘”\‘w T T T T T T
260 280 300 320 340 360 380 400 420 440

m/z
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Apéndice 19

FRACCIONAMIENTO DE EXTRACTOS VEGETALES

Espectro de masas de la luteolina-7-O-glucésido (m/z 449.10724, 10 eV) presente en los extractos de T. diffusa, obtenido por
UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS operado en modo SIM. La identificacién se muestra en la Tabla 3.

e,
[(M+H)-CgH,,Os]* o HZl Oy
287.05466 1.33 ppm
] C152H11 Og
- 1.24 ppm
- +H
] OH
N m/z 287.05466
] 0 0 0
- HO OH
E HO OH
E OH OH 0
] Luteolina-7-O-glucésido
- « -CeH100s5
= TTPTTTIpTTIIT L T [rorrprrrrprs prorrprrrrrTe “\““\““ TTIpTTTTITIT TTTTITTITTTT T TTTPTTTTTITILTT
100 150 200 250 300 350 400 450

m/z
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Apéndice 20
Espectro de masas de la apigenina-7-O-glucorénido (m/z 447.09192, 20 eV) presente en los extractos de T. diffusa, obtenido por

FRACCIONAMIENTO DE EXTRACTOS VEGETALES

UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS operado en modo SIM. La identificacién se muestra en la Tabla 3.

[((M+H)]*

447.09192
CZl H19 Oll

B 0.60 ppm

; “‘FH

] o m/z 271.05966 o

B 0 0 0

N HO

- HO OH

. OH OH o)

E Apigenina-7-O-glucoronido [(M+H)-C¢HgO4]*

] 271.05966

- Cy5 Hyy Os

. 1.61 ppm

B ) -CsHyO;

A ‘\ ‘\“‘1\“‘ “‘\“““\“““‘\““\“ ““‘\‘“\H‘\“1“\““‘\““\““ T “\““‘\““\““\“

100 150 200 250 300 350 400 450
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Apéndice 21

FRACCIONAMIENTO DE EXTRACTOS VEGETALES

Espectro de masas de la apigenina-7-O-glucosido (m/z 433.11218, 10 eV) presente en los extractos de T. diffusa, obtenido por
UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS operado en modo SIM. La identificacién se muestra en la Tabla 3.

[(M+H)]*
433.11218
Co Hy Oy

. 1.70 ppm

E oH | ™H

7 m/z 271.05991

- o o) o)

1 HO

- HO OH

. OH OH 0

i Apigenina-7-0-glucésido [(M+H)'C6H1005]+

a 271.05991

7 Ci5 Hyy Os

1 0.71 ppm

; < -CgH100s

] .

I R R R R e R R R R R R R R R RN frorrprreT [romrprrrrges [rrrrprrrrprrregeT e m/Z
100 150 200 250 300 350 400 450
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FRACCIONAMIENTO DE EXTRACTOS VEGETALES

Apéndice 22
Espectro de masas de la luteolina-8-C-R-[6-deoxy-2-O-(a-L-rhamnopiranosil)-xylo-hexopiranos-3-ulésido] (m/z 577.15518, 20 eV)
presente en los extractos de T. diffusa, obtenido por UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS operado en modo SIM. La identificacion se muestra
en la Tabla 3.

[(M+H)-CsH,,0,]*

é‘r?ali_OIQGgO

21 19 10 +

- 1.80 ppm [(M+H)]

] m/z 431.09650 577.15518 (100%)

i CHa OH +H C27 H29 O14

= 1.21 ppm

7 HO o CHy 1007

E 0 OH o Relacion isotopica del C13

. S 80

] " ~ © or k= 60§ 578.15784 (29.2%)

= < C26 13C H29 O14

7 OH / HO o e 40 1.21 ppm

. S

] m/z 287.05450 2 20 jL

] P e Sraret s SSEMSSMRS A m/z

E 0 577.2 578.2

l OH (0]

- Luteolina-8-C-B-[6-deoxy-2-O-(a-L-rhamnopiranosil)-xylo-hexopiranos-3-ulésido]

. [(M+H)-C¢H,,0,-CeHgO,]* [(M+H]*

E é fjiﬁ’f’f?)‘; 577.15518

B 1.77 ppm 153 ppm"

] « -CeHgO, -CeH100,

7\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\‘\\\‘\“\\\\‘\\“\\\‘\\\\\\\\\\\\\\\\\\\ m/z
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
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Apéndice 23

Espectro de masas de la naringenina (m/z 273.07550, 30 eV) presente en los extractos de T. diffusa, obtenido por UHPLC/ESI-Q-

FRACCIONAMIENTO DE EXTRACTOS VEGETALES

Orbitrap-MS operado en modo SIM. La identificacion se muestra en la Tabla 3.

[(M+H)]*
273.07550
Ci5 Hi3 Os

. m/z 147.04399 _‘OH +H 0.91 ppm

E m/z 123.04410

E HO _©O ‘

B [(M+H)-CHgO]*

. 153.01817

- C7Hs 04

. 0.40 ppm OH ©

E [(M+H)-C4HzO,]* m/z 153.01817 (RDA)

. 147.04399 Naringenina [M+H]*-H,0

- LoH;0

] [(M+H)_C8H603] 09447ppr; 555364808

h 123.04410 ' 11519 11 ~4

E C;,H; 0, 139 ppm

] 0.34 ppm -H,0

E -CBHBO

E -C¢HgO5

é < 'CgHﬁOq

:\ | | [ | 1 | \‘\'\ Ll | | [ | | | | | [ | | | | |

T T ‘\““\“‘ ”“\”“\““\““\‘ \““\“‘\““\ R ‘\‘”‘\“”\“”\“"\““\““\“"\“"\““\““\““\““\““\““\““\““‘”‘\““\““\“““‘\““\““
80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280

m/z



FRACCIONAMIENTO DE EXTRACTOS VEGETALES

Apéndice 24
Espectro de masas de la luteolina (m/z 287.05472, 50 eV) presente en los extractos de T. diffusa, obtenido por UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-
MS operado en modo SIM. La identificacion se muestra en la Tabla 3.

[((M+H)]*
287.05472
C15 Hll 06
1.03 ppm
100 7
90 +H
. T [(M+H)-H,0]*
80 oH 269.04425
. m/z 153.01811 Ci5 Hy Os
a 0.74 ppm
o\c,70 n HO
260 - [(M+H)-H,0-COJ*
% . 241.04941
SEQ — Ci4 Hg Oy
% 50 1 L I 0.52 ppm
240 Luteolina
§ -
30 — -CO -H,0
] [((M+H)-CgHO,]*
20 153.01811
] C,H; 0,
7 0.80 ppm
10 ; - _C8H602
0 :”“i”” “W“!\””\“1”‘\‘”‘\”L‘W”‘i”“'\H 1‘1"\”W””\‘”‘\‘”‘”‘\1”‘\””\‘L“w R B Rt A A M) M AR Ay AARM A \\“'\ ””\””‘\‘”w‘”!\””\””\””\‘ T MYz
80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300
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Apéndice 25
Espectro de masas de la isrohamnetina (m/z 317.06509, 40 eV) presente en los extractos de T. diffusa, obtenido por UHPLC/ESI-Q-

FRACCIONAMIENTO DE EXTRACTOS VEGETALES

Orbitrap-MS operado en modo SIM. La identificacion se muestra en la Tabla 3.

[((M+H)]*
317.06509
m/z 274.04657 m/z 302.04163 +H C16 Hiz O4
_ < 1.53 ppm
0
B m/z 153.01802 o
1 N [(M+H)-CH,J*
7 302.04163
7 HO o)
_ h C15 Hip Oy
] 1.58 ppm
; o
- OH o)
] Isorhamnetina
B [(M+H)-CH;-COJ*
] 274.04657
B C14 Hyo Og
. [(M+H)-CgH O] 2.26 ppm
- 153.01802
] C,Hs 0, €O | CHs
- 1.40 ppm
| ) -C4H50;
- T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T ] "
80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340
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FRACCIONAMIENTO DE EXTRACTOS VEGETALES

Apéndice 26

Espectro de masas de la hechinacina (m/z 579.14868, 10 eV) presente en los extractos de T. diffusa, obtenido por UHPLC/ESI-Q-
Orbitrap-MS operado en modo SIM. La identificacion se muestra en la Tabla 3.

OH

o) +
m/z 271.05954 +H [(M+H)] N
M+H
S m/z 433.11407 on 572.14911 (100%) 579 14858
0 102 ppm. Cao Hz7 Oy,
e ppm 1.76
- o o o 100 .76 ppm
7 X
B O ‘ g 80 Relacién isotépica del C*3
_ % ]
N HO OH _— 1
. © 60 580.15259 (32.5%)
i OH OH o) S 40 Co 13C Hy7 Oy
] S 40
] m/z309.09637 47 147.04390 g% 0.80 ppm
- Hechinacina S 20
7 '2 1
= [(M+H)-C;sH,,07]* G T MYz
] 271.05954 579.2 580.2
] C15 Hll 05
- 2.06 ppm [(M+H)-CqH,O,]
] +H)- *
= [(M+H)-C;5H,,05]* 9 o2
E 433.11407
309.09637 N e
n Cis Hyy O4 21 F21 Yo
— 2.65 ppm
- . 1.63 ppm -C9H602
. [(M+H)-C,;H,,04,]
i 147.04390 -C15H1005
- Cg H7 Oz
N 1.06 ppm -Cy5H160;
; < l _CZIHZOOlO
\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\\\\v\\\\\\\\\\\\\\\\\
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
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FRACCIONAMIENTO DE EXTRACTOS VEGETALES

Apéndice 27
Espectro de masas de la apigenina (m/z 271.05981, 50 eV) presente en los extractos de T. diffusa, obtenido por UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-
MS operado en modo SIM. La identificacion se muestra en la Tabla 3.

[(M+H)]*
271.05981
i +H C15 Hll 05
100 m/z 153.01819\ OH 1.05 ppm
| HO (O
90 [(M+H)-H,O]*
] ‘ 253.04935
80 Ci5 Hg Oy
0 0.74 ppm
o B _ _ m/z 119.04930 [(M+H)-HZO-CO]+ -H.O
Se0 Apigenina 22505446 i
s 7 C1a Hg O3
e 7 0.72 ppm
=50 [(M+H)-C,HO]*
c 7 153.01819 -
S - [((M+H)-C;H,0,]* C;H;0, CO
S40 - 119.04930 ~0.30 ppm
30 ; 1.34 ppm : -C,H,O
20
: v 'C7H404
10 t v
O 7““\““ ““‘\“”\“”\““ ““\“”\“‘”\““ ”“\““\““}““ T ‘\‘”‘\“1‘\““\‘\“‘\““\““\““ TTTLTIT T ““\‘“‘\““i““‘\“"\““\“1‘\““\‘“‘\““\““\““ PITITIT T T m/Z
80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280

200



FRACCIONAMIENTO DE EXTRACTOS VEGETALES

Apéndice 28
Espectro de masas del acido de luteolina-8-C-propendico (m/z 357.06009, 20 eV) presente en los extractos de T. diffusa, obtenido por
UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS operado en modo SIM. La identificacion se muestra en la Tabla 3.

[(M+H)]*
357.06018 (100%)
Cig Hiz Og .
0.87 ppm [((M+H)]
<100 [(M+H)-CO,]* 357.06009
} RO Cig Hi3 Og
100 g 80 813.8'70202 1.13 ppm
] % 60 Relacion isotopica del C*3 191 I%)?bmﬁ
90 — = 358.06345 (19.5%)
i e 40% Cu BC Hiz Og
. < g 1.12
80 2 20 bpm
7 3 A
< 70 ; 357.1 358.1 [(M+H)-HZO]+
< 339.04947
=60 m/z 339.04947 Cis Hiy O
s HO 0 *H 1.35 ppm
= f m/z 313.07022 oH
850
O _
S : OH
€40 - -H,0
3 Z
< B HO
30 -CO,
20
- OH (0]
10 & .- . L
. Acido de luteolina-8-C-propendico
07\\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\u\\\\\\\\\\\\i\\\\\\\\\\\m/z
80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380
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FRACCIONAMIENTO DE EXTRACTOS VEGETALES

Apéndice 29
Espectro de masas de la isosakuranetina (m/z 289.09109, 40 eV) presente en los extractos de T. diffusa, obtenido por UHPLC/ESI-Q-
Orbitrap-MS operado en modo SIM. La identificacion se muestra en la Tabla 3.

[((M+H)]*
287.09119 (100%)
Cae His O,
0.74 ppm
[(M+H)-CoH,,01* 0]
1C53i-(l)51%19 g 80 Relacion isotopica del C3
7 4 S An
100 — 0.30 ppm = 60:
. S 40 288.09436 (17.3%)
- § ] C1s ¥CHys O
90 - S 20 1.36 ppm
- 2 ‘il J‘A m/z
80 - < 0 2871 288.1
. [(M+H)-CgHeO,* | ™
2™ é?olﬂ‘zggf m/z 153.01819 (RDA) !
260 - 0.36 ppm ‘\
% i HO (0]
850 7
(&) _
8 -
=] _]
§ 40 -
< oH 0 [(M+H)]
30 ] m/z 161.05965 287.09109
] Isosakuranetina Cis His Os
20 7 1.06 ppm
: -C6H603
0 - “\“““‘\“‘1\””\“”‘“‘\“‘!\‘A“\ I “‘}“‘“\““\““““\““\“‘i‘“ “‘\‘““\““\L“"\““\““\“1‘\”” ““\““\““\““““\““\““}““““\““\““\“‘1““\““\““\““ L m/Z
80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300
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FRACCIONAMIENTO DE EXTRACTOS VEGETALES

Apéndice 30
Espectro de masas de la acacetina (m/z 285.07541, 50 eV) presente en los extractos de T. diffusa, obtenido por UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-
MS operado en modo SIM. La identificacion se muestra en la Tabla 3.

285.07541
C16 Hiz Os
1.19 ppm
100 PP
90 |
] m/z 242.05711 m/z 270.05197 f#\—‘ +H
%07 mz 15301814
70 E HO O\
> ‘ [(M+H)-CH,-co]+ [(M+H)-CHy]"
260 242.05711 270.05197
8 4 CuHypO,  CisHioOs
® - 1.01 ppm 1.12 ppm
250 7 OH 0
_cg = Acacetina
S40 -
8 -
0 CH
07 [(M+H)-CgHgO]* R
2 153.01814
20 7 C;Hs 0,4
2 0.60 ppm
10 - ) “CoHg0
0 : N L R L AR R R AR LR AR R
80 100 120 140 16 180 200 220 240 260 280 300
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Apéndice 31

Espectro de masas del crisoeriol (m/z 301.07016, 50 eV) presente en los extractos de T. diffusa, obtenido por UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-

FRACCIONAMIENTO DE EXTRACTOS VEGETALES

MS operado en modo SIM. La identificacion se muestra en la Tabla 3.

[(M+H)]*
301.07016
C16 Hiz Og
o H 1.67 ppm

B m/z 230.05708 m/z 258.05191 m/z 286.04666 N

- m/z 153.01808

] [M+H)T o N

- 301.07040 (100%)

- 16 13 Usg

_ 0.86 ppm

] o\°_100: PP

a E 80° Relacion isotépica del C*3 o s

- L A . )

] 2 60 302.07376 (17.3%) Crisoeriol

i % 40: Clsolzg Hisz Og

7 i .85 ppm

n g 20, [(M+H)-CH3-CO]+ [(M+H)-CH ]+

- = L 258.05191 3

7 < 0 3011 302.1 Co HnO 286.04666

7 . . 14 M19 Usg Cq.c Hin O

. 1.41 ppm 1158418pm6

7 . [(M+H)-CH,-CO-COJ* '

7 [(M+H)-CyHgO,] 230.05708

E 153.01808 C13 Hyo Oy

B 7Hs5Y4

7 1.00 ppm 1.20 ppm -CO -CO -CH,

- ‘ -CoHgO, ‘

— [ ‘ ‘\ [ [ “ [ ‘ \‘ [ i‘ ‘\ I \“ T ‘\ ‘ ‘\‘ T ‘ ‘\‘ T T “ ‘\ f “\ ‘ \1\!“\\\“\‘\\”‘\”u\uu\u‘muu T T

80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300
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FRACCIONAMIENTO DE EXTRACTOS VEGETALES

Apéndice 32
Espectro de masas de la acacetina metilada (m/z 299.09100, 40 eV) presente en los extractos de T. diffusa, obtenido por UHPLC/ESI-
Q-Orbitrap-MS operado en modo SIM. La identificacion se muestra en la Tabla 3.

[(M+H)]*
299.09106 (100%)
111|2_|[l)5pm5
R 1007
= E
% 80 Relacion isotdpica del C13
T 60
= 300.09436 (18.4%) [(M+H)]*
g 40 Cis ®*CHis Os 299.09100
=P 1.31 ppm Ci17 His Os
B S 3 1.32 ppm
100 7 m/z 256.07269 m/z 284.06757 < m/z
- . . 0 299.1 300.1
90 o~
] m/z 167.03378 [(M+H)-CH3-CO]+
. 256.07269 . +
80 - —° NS, [MHH)-CH]
= 1.23 ppm 284.06757
70 7 Ci6 Hi2 Os
X ] 1.26 ppm
g O
'% 60 OH o
E ] Acacetina m/z 133.06477
250 7 metilada
j
S [(M+H)-C4H,O]* -CH
£40 7 167.03378 -CO 3
2 - Cs H; O4
30 7 0.61 ppm
] [(M+H)-CgHgO,]*
20 133&24(;7 . -CoH,0
B 0.13 ppm
10 ; 'C8H604
0 - T T ‘\ AR \‘”\””\‘!‘w”w”‘\””\‘” AN Ly RN LS LA LARES LA LA AR LML) LAY AR LAAR) RAALY LA LA LA LS LA M LA L LM
80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300
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Apéndice 33

FRACCIONAMIENTO DE EXTRACTOS VEGETALES

Espectro de masas de la velutina (m/z 315.08597, 50 eV) presente en los extractos de T. diffusa, obtenido por UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-

MS operado en modo SIM. La identificacion se muestra en la Tabla 3.

[(M+H)]*
315.08594 (100%)
C17 His Og [(M+H)]*
< 100+ 19 PPM 315.08507
‘§ 80é Cflgl15 ~
= : . m
7 = Relacion isotépica del C*3 bP
] < 60
] g 316.08942 (18.4%)
- m/z 272.06763 < m/z 300.06253 - j . § 40. C16013é C His O
] -0 ppm
] o 3 |
4 m/z244.07291 m/z 167.03387 < i ovmes o 1
N 315.1 316.1
. o o [(M+H)-CH4;-CO]J* [(M+H)-CH,]"
E -~ 272.06763  300.06253
a m Cis Hi2 Os  Cy6 Hyp Og
] 1.09 ppm 1.02 ppm
] OH 0
- Velutina
= [(M+H)-CH,-CO-CO]*
] [(M+H)-C9H802]+ 244.07291
] 167.03387 Cis Hiz Oy
E CB H, 04 0.42 ppm
] 0.06 ppm -CO -CO -CH,
E P 'CgHgOz
1 L “w 1l A‘ | M‘ | \‘H‘ “ “ | .
T ] I N N B N 1 T T T ] 1 1 T T T 17 T T 1 7 T 17 T ] t 711 1 1 1
80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320
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FRACCIONAMIENTO DE EXTRACTOS VEGETALES

Apéndice 34
Espectro de masas del acido cafeico (m/z 179.03404, 20 eV) presente en los extractos de V. curassavica, obtenido por UHPLC/ESI-Q-
Orbitrap-MS operado en modo SIM. La identificacion se muestra en la Tabla 4.

[(M-H)-CO,]
135.04402
CgH7 02
100 T 8.37 ppm
90 —
80
70 —
=4 m/z 135.04402 .
560 i
= i HO
S ~ OH
S50
(&)
-‘E n
- : HO ; M_H -
§4O ] Acido cafeico 1[7(9_034)(}4
_ CoH7 04
30 7 5.24 ppm
20
] ) -CO,
10
07\\\\\\\\\\\“‘\‘!‘\”‘\\\\\\\\\\\“‘\“‘\‘\‘\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\
80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180
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FRACCIONAMIENTO DE EXTRACTOS VEGETALES

Apéndice 35
Espectro de masas del eriodictiol-7-O-glucésido (m/z 449.10818, 20 eV) presente en los extractos de V. curassavica, obtenido por

UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS operado en modo SIM. La identificacion se muestra en la Tabla 4.

[(M-H)-C¢H,,05]

287.05576
C15 Hi11 Op
_ 1.23 ppm
i -H
B m/z 287.05576 oH
i o
] HO
E HO
; OH
B m/z 151.00259 (RDA)
. Eriodictiol-7-O-glucésido
E [(M-H)-C¢H1,05-CgHgO,]
] 151.00259
N C7H304 [(M-H)I
i 7.20 ppm 449.10818
] C21 H21 011
N 1.66 ppm
] ‘ « 'CgHgoz 'C6H1005 f
AR AAAM AARM RAARRRAAM RARR M \ R R LA A S M S L R A R A Ry R R A A ww‘\‘ e MYz
100 150 200 250 300 350 400 450



FRACCIONAMIENTO DE EXTRACTOS VEGETALES

Apéndice 36
Espectro de masas de la rutina (m/z 609.14545, 20 eV) presente en los extractos de V. curassavica, obtenido por UHPLC/ESI-Q-
Orbitrap-MS operado en modo SIM. La identificacion se muestra en la Tabla 4.

[(M-H)]
609.14545
on C1270|é|29 O1s
_ -H .Uo ppm
20 - n
90 — Ho
B m/z 301.03500
80
_ (0]
70 E OH ] o OH
o\i E m/z 463.08554
£60 - on
g _
= . HO (e} OH
s50
(&)
S
e] — HO OH
540
< - oH  Rutina
30
i [(M-H)-CH;,0,4-CsH,O5] )
o mncngnecnor | B i
- 7H30, 1.23 ppm Cy1 H19Opp
10 — 7.10 ppm 5.74 ppm
] < ~CeHeO5 -CsH100s -CsH100,
07\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600



FRACCIONAMIENTO DE EXTRACTOS VEGETALES

Apéndice 37
Espectro de masas del acido rosmarinico (m/z 359.07678, 10 eV) presente en los extractos de V. curassavica, obtenido por UHPLC/ESI-
Q-Orbitrap-MS operado en modo SIM. La identificacion se muestra en la Tabla 4.

[(M-H)-C4HgO,-H,OT
161.02335

Abundancia relativa, %

C9H5 03
100 6.65 ppm
90 —
80 —
703 m/z 135.04398
_ -H
] OH
60
] m/z 161.02335 m/z 179.03397~ © OH oH
_| (0]
50 —
] [(M-H)]
] [(M-H)-CoHgO4] N o 359.07678
e 197.04469 Cg Hy5 Og
40 CgyHgOs 1.27 ppm
’ 4.33 ppm HO m/z 197.04469
30 [(M-H)-C4H O, ] OH Acido rosmarinico
] 179.03397
* [(M-H)-CyH0,-CO,J oH704 | . -CyHgO;
20 135.04398 5.67 ppm
. gH7 0,
] 8.71 ppm -H,0 -CyHgO,
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: 'C02
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FRACCIONAMIENTO DE EXTRACTOS VEGETALES

Apéndice 38
Espectro de masas del kaempferol-3-O-galactosido (m/z 447.09265, 20 eV) presente en los extractos de V. curassavica, obtenido por
UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS operado en modo SIM. La identificacion se muestra en la Tabla 4.

[(M-H)]
447.09265
C21 H19On
100 . 1.41 ppm
- m/z 151.00255 OH
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B HO
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70 - OH o] OH
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< — HO
%60 ] .
© ’
<50 on .
ST o Kaempferol-3-O-galactésido
S
540
< -
30 — [(M-H)-C¢H, Os]
- [(M-H)-CHy,05-C5H5 0,1 N
20; 750°0pm
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Apéndice 39
Espectro de masas de la hidroxi-artemetina (m/z 405.11743, 40 eV) presente en los extractos de V. curassavica, obtenido por
UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS operado en modo SIM. La identificacion se muestra en la Tabla 4.

FRACCIONAMIENTO DE EXTRACTOS VEGETALES
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Apéndice 40
Espectro de masas de la artemetina (m/z 359.12283, 30 eV) presente en los extractos de V. curassavica, obtenido por UHPLC/ESI-Q-

FRACCIONAMIENTO DE EXTRACTOS VEGETALES

Orbitrap-MS operado en modo SIM. La identificacion se muestra en la Tabla 4.
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Apéndice 41

Espectro de masas del pachipodol (m/z 345.09631, 30 eV) presente en los extractos de V.
Orbitrap-MS operado en modo SIM. La identificacion se muestra en la Tabla 4.

FRACCIONAMIENTO DE EXTRACTOS VEGETALES

curassavica, obtenido por UHPLC/ESI-Q-
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FRACCIONAMIENTO DE EXTRACTOS VEGETALES

Apéndice 42
Espectro de masas de la retusina (m/z 359.11209, 50 eV), presente en los extractos de V. curassavica, obtenido por UHPLC/ESI-Q-
Orbitrap-MS operado en modo SIM. La identificacion se muestra en la Tabla 4.

[(M+H)]*
359.11206 (100%)
C19H19 O7
1.30 ppm
1007 . ¥
< g0 Relacion isotépica del C13 [((M+H) -CH,-CH,-CO]
z 80 J0L07028
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80 — l
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70 CigHig Oy
e o [(M+H)-CH,-CH,-CO-H,0]* 1.25 ppm
g— 60 E m/z 167.03378 v\ N 283.05975
8 4 CigHyy Og
[ ] _O 1.22 ppm
©50 4
= ]
‘é‘ 4 [(M+H)]*
540 T 359.11209
3% - m/z 329.06516 <|> CloHig O,
20 LA [(M+H)-CH,-CH,-CO-H,0-COJ* 1.22 ppm
- . 255.06494
- Retusina
. " ) : CisHy Oy
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Apéndice 43

Espectro de masas del cordianal C (m/z 473.36194, 20 eV) presente en los extractos de V. curassavica, obtenido por UHPLC/ESI-Q-
Orbitrap-MS operado en modo SIM. La identificacion se muestra en la Tabla 4.

+H
[(M+H)]* OH
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C 30 H49 04
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FRACCIONAMIENTO DE EXTRACTOS VEGETALES

Apéndice 44
Espectro de masas del cordianal B (m/z 471.34616, 10 eV) presente en los extractos de V. curassavica, obtenido por UHPLC/ESI-Q-
Orbitrap-MS operado en modo SIM. La identificacion se muestra en la Tabla 4.
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FRACCIONAMIENTO DE EXTRACTOS VEGETALES

Apéndice 45
Espectro de masas de la sustancia patron de sakuranetina (m/z 287.09113, 40 eV) obtenido por UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS operado
en modo SIM.

[(M+H)-CgHg O]

167.03380
CgH;0,4
B 0.52 ppm
é —‘JFH
& OH
E m/z 167.03380 (RDA)
= [(M+H)-C;HyO5]* ° °
3 147.04399
E C9H702
E 0.44 ppm
E OH (@]
E m/z 147.04399
E Sakuranetina
i [(M+H)]*
E 287.09113
E C,gH,:0O
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é < 'C8H80
E -C;Hz0;
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FRACCIONAMIENTO DE EXTRACTOS VEGETALES

Apéndice 46

Maximos de absorcidn y areas relativas de los picos cromatograficos obtenidos en el anélisis por
HPLC/DAD de los extractos de L. origanoides quimiotipo felandreno, obtenidos de material
vegetal antes y después de su destilacion. Columna GEMINI Cgs.

N? pico Compuesto tr, min AlAisTo

Fig. 14 ’ HA HA-PD SFE SFE-PD A, nm
1 Derivado de flavona® 182 06 03 - - 254Max 228" 288
2 Derivado de flavona® 329 0.7 1.6 } } 283 228, 342
3 Eriodictiol-7-O-glucosido? 334 33 8.5 - - 284™M 229
4 Taxifolina? 340 15 - - - 254mx 2270 294
5 Derivado de flavonol® 344 09 - - - 312m 231, 400
6 Derivado de flavonol® 34.7 : 1.1 Bl - 256 230" 370
7 Der. Acido hidroxincinamico® 35.1 - 0.6 - - 332Max 229
8 Luteolina-7-O-glucdsido? 358 31 34 - - 347M 228" 254
9 Quercetina-3-0O-glucosido? 36.1 - 1.2 - - 286M*, 229
10 Apigenina-7-0-glucdsido? 386 0.7 1.2 - - 335ma 228" 268
11 Derivado de flavanona® 39.1 13 1.0 } - 284M% 228
12 Apigenina-3-O-glucorénido® 395 09 2.0 - - 336M 228" 268
13 Derivado de flavanona® 408 0.8 0.7 } } 228M 283
14 Derivado de flavona® 419 12 10 - - 348M 226", 255
15 Eriodictiol? 429 3.0 0.8 - - 288M* 230
16 Quercetina? 44.4 - 1.5 - - 348M 226" 254
17 Luteolina® 448 22 20 - - 348Ma 226", 254
18 Naringenina® 473 1.7 1.3 - - 228M 290
19 Derivado de flavona® 486 04 0.8 } } 220M* 267, 338
20 Derivado de flavona® 528 0.4 - - - 224Ma 257 298
21 Pinocembrina? 55.1 115 5.7 225 13.6  285M* 236
22 Galangina? 55.6 5.1 2.3 6.9 3.2  266M 360"
23 Derivado de flavona® 566 0.2 0.5 0.3 0.3  265m 350"

2 |dentificacion confirmatoria basada en el espectro UV-Vis y por comparacion con el espectro UV-Vis y tg (min) de
sustancias patron.

b Compuestos identificados tentativamente por comparacion de los espectros UV-Vis reportados en la libreria
espectral.

max: Maximo. ": Hombro.

AJ/Aistp: area del compuesto/area del estandar interno (cafeina, 100 mg/L). HA: extracto hidroalcohdlico. HA-PD:
extracto hidroalcohdlico de material vegetal después de su destilacion. SFE: extracto obtenido con fluido supercritico.
SFE-PD: extracto obtenido con fluido supercritico de material vegetal después de su destilacidn.
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Apéndice 47

Maximos de absorcidn y areas relativas de los picos cromatograficos obtenidos en el anélisis por
HPLC/DAD de los extractos de T. diffusa, obtenidos de material vegetal antes y después de su
destilacion. Columna GEMINI Cs.

N? pico Compuesto tr, min AifAisTo

Fig. 15 ’ HA HA-PD SFE SFE-PD A, nm
1 Derivado de flavanona® 65 0.2 - - - 228M 282
2 Derivado de flavanona® 123 0.2 - - - 226M 280
3 No identificado 13.2 0.3 - - - 279max
4 Derivado de flavonol® 319 0.2 - - - 352M 268" 246
5 Derivado de flavona® 323 07 05 - - 348max 255N
6 Derivado de flavona® 341 04 02 - - 340™M 245" 270
7 Derivado de flavonol® 348 0.2 - - - 351max 247N
8 No identificado 36.5 - - 0.2 - 256™M&
9 Apigenina-7-O-glucoésido? 386 07 04 - - 340ma 228" 266
10  Derivado de flavona® 402 23 05 - - 350™ 270"
11 Derivado de flavanona® 40.9 - 0.3 - - 226M 350
12 No identificado 41.6 - 0.7 - 0.3 250Ma
13 Derivado de flavona® 424 0.4 - - - 342m& 240" 270
14  Derivado de flavona® 431 0.4 - - - 342M 2420 270
15 Derivado de flavona® 45.3 - 0.6 - - 332M 226, 270
16  Derivado de flavonol® 460 04 05 - - 350™ 244N
17 Derivado de flavona® 465 7.7 21 - - 320™ 230", 270
18  Derivado de flavonol® 470 - 0.9 - 0.4 226™ 270" 284
19 Derivado de flavanona® 477 - 0.3 - - 226M 314" 320
20 Apigenina? 485 04 038 = = 335max 225" 268
21 Derivado de flavona® 491 0.6 1.0 - - 318™ 226" 269
22 Der. Acido hidroxicindmico®  49.6 - - - 0.1 252M 226
23 Derivado de flavanona® 51.1 - 0.5 0.1 0.1 254Ma 340
24 Der. Acido hidroxicindmico® 520 - - 0.3 0.2 252M 223
25 No identificado 539 0.5 0.5 0.4 0.5 335Max 225" 268
26 Derivado de flavanona® 55.0 - - 0.3 - 227M 289
27 Acacetina? 55.4 0.8 0.3 1.7 0.2 332ma 2240 268
28 Derivado de flavonol® 56.0 0.6 0.2 - 0.1 366™> 224" 266
29 Derivado de flavona® 615 0.7 0.3 1.0 - 330™ 212" 269
30 No identificado 635 1.9 0.2 - - 252max

2 |dentificacion confirmatoria basada en el espectro UV-Vis y por comparacion con el espectro UV-Vis y tgr (min) de
sustancias patron.

b Compuestos identificados tentativamente por comparacion de los espectros UV-Vis reportados en la libreria
espectral.

max: Maximo. ": Hombro.

AJ/Aistp: area del compuesto/area del estandar interno (cafeina, 100 mg/L). HA: extracto hidroalcohdlico. HA-PD:
extracto hidroalcohdlico de material vegetal después de su destilacion. SFE: extracto obtenido con fluido supercritico.
SFE-PD: extracto obtenido con fluido supercritico de material vegetal después de su destilacidn.
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Apéndice 48

Maximos de absorcidn y areas relativas de los picos cromatograficos obtenidos en el anélisis por
HPLC/DAD de los extractos de V. curassavica, obtenidos de material vegetal antes y después de
su destilacion. Columna GEMINI Cgs.

N® pico Compuesto IR, Ai/Aistp 2 nm

Fig. 16 min HA HA-PD SFE SFE-PD
1 Derviado de flavanonol® 109 - 0.3 ) ) 230M 280
2 Der. Acido hidroxicindmico® 133 1.5 0.8 - - 299M 230
3 Derivado de flavona® 31.3 0.7 - - - 303M 230", 252
4 Rutina? 353 0.8 - - - 355M 226" 256
5 Derivado de flavonol® 357 0.6 - - - 355M 226" 258
6 Kaempferol-3-O-galactésido®  37.5 1.0 - - - 355M 228" 256
7 Acido rosmarinico? 39.3 3.1 3.3 - 0.2 330 230"
8 Der. Acido hidroxicinamico®  40.9 0.7 0.4 - - 277M 228"
9 Derivado de flavona® 414 09 03 - - 228M 265, 315
10 Derivado de flavona® 422 0.1 0.6 - - 228 286, 310
11 Derivado de flavanona® 431 01 1.0 - - 226M 290
12 Derivado de flavanona® 444 0.1 0.7 - 0.1 224 303
13 No identificado 454 - - } 0.2 244Ma
14 No identificado 46.9 0.1 0.2 } 0.1 274™ 244N 387
15 Derivado de flavonol® 526 1.9 3.2 1.0 2.6 350M 225" 260
16 Derivado de flavona® 542 0.3 0.6 0.1 0.2 223M 258, 348
17 Pachipodol? 56.8 0.3 0.5 0.2 0.3 255M 355
18 Artemetina? 57.8 1.7 3.6 0.4 1.8 347M 224" 256
19 No identificado 605 04 0.4 } } 243M
20 No identificado 63.4 04 - ) ) 242M
21 No identificado 722 0.4 - } } 280M%

2 |dentificacion confirmatoria basada en el espectro UV-Vis y por comparacion con el espectro UV-Vis y tr (min) de
sustancias patron.

b Compuestos identificados tentativamente por comparacion de los espectros UV-Vis reportados en la libreria
espectral.

max: Maximo. ": Hombro.

AJ/Aistp: area del compuesto/area del estandar interno (cafeina, 100 mg/L). HA: extracto hidroalcohdlico. HA-PD:
extracto hidroalcohdlico de material vegetal después de su destilacion. SFE: extracto obtenido con fluido supercritico.
SFE-PD: extracto obtenido con fluido supercritico de material vegetal después de su destilacion.
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