BIOPROSPECCION DE PLANTAS EN COLOMBIA

Identificacién por GC-MS y LC-MS de metabolitos secundarios aislados de Medinilla

myriantha (Melastomataceae) y evaluacién de su actividad antioxidante

Luis Miguel Diaz Sanchez

Trabajo de grado presentado para obtener el titulo de Quimico

Directora:

Elena E. Stashenko, Ph.D. en Quimica.

Co-directores:

Jairo R. Martinez, Ph.D. en Quimica.

Jesica J. Mejia, Quimica.

Universidad Industrial de Santander

Facultad de Ciencias

Escuela de Quimica

Bucaramanga

2017



BIOPROSPECCION DE PLANTAS EN COLOMBIA

Dedicatoria

A mis padres Piedad y William, porque en ellos siempre he encontrado palabras de carifio,

ayuda y comprension; gracias, por ser mi faro de luz, en este camino que es la vida.



BIOPROSPECCION DE PLANTAS EN COLOMBIA

Agradecimientos

A mis padres, por su dedicacion y por ensefiarme con el paso del tiempo, que la felicidad se

encuentra en esas pequerias cosas.

A mi hermano Andrés, con quien tengo la dicha de compartir y reir.

A la profesora Marvel, por su entrega en la formacion de generaciones de nifios, gracias por

ensefiarme que el conocimiento trasciende desde las vocales, hasta la ayuda a otras personas.

A los profesores Elena Stashenko y Jairo Martinez, por su ayuda en el transcurso de esta

investigacion y, por formarme profesionalmente.

A Jesica y Lady, instructoras y amigas, gracias por ayudarme, no solo en el transcurso de la

investigacion, sino también, por las experiencias compartidas.

A todos mis amigos, que estuvieron presentes en el transcurso de este proceso, muchas gracias.

A la Universidad Industrial de Santander.

A COLCIENCIAS y al SENA, por el apoyo financiero para esta investigacion.



BIOPROSPECCION DE PLANTAS EN COLOMBIA

Tabla de Contenido

INEFOTUCCION ... bbbttt bt b ettt bt b e nne s 19
3. Marco RefEreNnCial..........ccoiiiiiiiiieie bbb 21
TN Y Lol T [ o USSR PPRRI 21
3.1.1. Fragancia de 18S flOreS. ........coiveiiiiiece e 23
3.1.2. POHTENOIES. ...ttt bbb ene s 28
3.1.3. TECNICAS dE XIFACCION. ....vievieiierieie ettt sttt b sreereas 34
3.1.4. Evaluacion de la capacidad antioxidante y contenido total de fenoles. ................. 41
3.1.5. CaracterizaCion QUIMICA..........cucvuiiieieeie e 45
BT N g1 (= To0 T (=] (PSSR 48
4. MaterialeS Y MELOUOS ........ccuveiiiiiciece et ste e esre e 50
4.1. MAterialeS Y FEACTIVOS ......cuviieiiiiitiiieiti sttt 50
4.2. 1dentificacion DOTANICA .........cccveiiii i 52
4.3. Tratamiento del material Vegetal............ocooieiiiiiiiieeee 53
4.4, MEt0d0S de EXIFACCION ....ecvveiieiecie ettt sreeneas 53
4.4.1. Monitoreo de Volatiles por HS-SPME. ..........cccco i 53
4.4.2. EXtraccion SOldo-lQuIdo. ........ccccviiiiiiecc e 54
4.4.3. Extraccidn por dispersion de la matriz en fase solida. ...........cccceeevveevieieiiicinenn, 54
4.5. Analisis CromatografiCo .........cooeiiiiiieiie e 55
4.5.1. Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas. ............ccccceevverveennnne 55
4.5.2. Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas. ..........ccccceevveevveireennens 56
4.6. Capacidad de absorcion del radical de 0Xigen0 .........ccocvvvreiinieiieieie e 58
4.7. Contenido de polifenoles totales ..o 60
5. ReSUIAdOS Y ANALISIS ....ccueeiiiiiiie ettt 61
5.1. 1dentificacion DOtANICA .........cccueiieiieiecee e 61

5.2. Rendimientos de extraccion con solvente y por MSPD .........ccoovviiiiiiic i 61



BIOPROSPECCION DE PLANTAS EN COLOMBIA

5.3. Caracterizacion quimica por GC-MS de la fraccion volatil de las flores de M. myriantha,
aislada por microextraccion en fase SOlTA. .........ccccoviireriiiine e 63

5.4. Determinacion de las mejores condiciones para el andlisis por LC- ESI(+)-TOF-MS de un

patron certificado de Una antOCIANING .......cc.evveieieieeieiee e e 76

5.5. Identificacion y cuantificacion por LC-ESI(+)-TOF-MS de flavonoides presentes en
extractos obtenidos con solventes o por MSPD de hojas, flores, tallos y frutos de M.

T 7 83

5.5.1. Identificacion y cuantificacion de los flavonoides presentes en los extractos obtenidos

con solventes de diferentes partes de M. myriantha. ...........ccocooiiiinininc 83
5.5.2. Identificacion y cuantificacion de flavonoides presentes en los extractos obtenidos por
MSPD de hojas, flores, tallos y frutos de M. myriantha..............ccoocvvieiieiiiiniieic e 87
5.6. Determinacion de la capacidad antioxidante y el contenido de fenoles totales en extractos
de ML MYFIANTNG. ...ttt 97
T O] o (o] [0 [0 3T PSSR 102
A R CETeT ] 9T=T oo FoTod o PR 105
Referencias BibDHOGIrafiCas ..........ccooiiiiiiiiee e 107



BIOPROSPECCION DE PLANTAS EN COLOMBIA

Lista de Tablas

Tabla 1. Recubrimientos de liquidos ionicos poliméricos sobre las fibras de
SPME.

Tabla 2. Reactivos, materiales y equipos de laboratorio usados en
la investigacion.

Tabla 3. Variables evaluadas para el analisis por LC-ESI(+)-TOF-MS.

Tabla 4. Identificacion boténica de la planta M. myriantha.

Tabla 5. Compuestos identificados en la fragancia monitoreada a las 6:00 a.m., de
las flores de M. myriantha con cuatro de los recubrimientos en las fibra de SPME.
Tabla 6. Compuestos aislados de las flores de M. myriantha a las 6:00 a.m., 12:00
m. y 6:00 p.m. por HS-SPME/GC-MS con el recubrimiento CAR-PDMS/DVB en
la fibra.

Tabla 7. Identificacion de los compuestos presentes en los extractos
hidroalcohdlicos de hojas, flores, tallos y frutos de M. myriantha por LC-ESI(+)-
MS-TOF.

Tabla 8. Cuantificacion de los metabolitos secundarios aislados con extracciones
hidroalcohdlicas de hojas, flores, tallos y frutos de M. myriantha por LC-ESI(+)-
MS-TOF.

Tabla 9. Identificacion de los compuestos presentes en los extractos obtenidos por
MSPD de hojas, flores, tallos y frutos de M. myriantha por LC-ESI(+)-MS-TOF.
Tabla 10. Cuantificacion de los metabolitos secundarios aislados por MSPD de

hojas, flores, tallos y frutos de M. myriantha por LC-ESI(+)-MS-TOF.

38

50

S7

61

65

70

86

86

89

89



BIOPROSPECCION DE PLANTAS EN COLOMBIA

Tabla 11. Compuestos mayoritarios identificados por LC-MS o por GC-MS, en
los extractos y fracciones volétiles de hojas, flores, tallos o frutos de M.
myriantha.

Tabla 12. Actividad antioxidante y contenido de fenoles totales en los extractos
obtenidos con solventes o por MSPD de hojas, flores, tallos y frutos de M.

myriantha y de las sustancias de referencia.

97

98



BIOPROSPECCION DE PLANTAS EN COLOMBIA

Lista de Figuras

Figura 1. Planta M. myriantha. Fotos tomadas por el autor en el CENIVAM, UIS,
11 de septiembre de 2015. A. Aspecto general de la planta en florecimiento.
B. Flor de la planta con visitante floral. C. Frutos de la planta.

Figura 2. Estructura quimica del isopreno (CsHg).

Figura 3. Esquema para la biosintesis de terpenos.

Figura 4. Estructura bésica de los flavonoides y su clasificacion.

Figura 5. Ruta general para la biosintesis de flavonoides.

Figura 6. Estructura bésica de las antocianidinas.

Figura 7. Cambios en la estructura de las antocianidinas con el pH.

Figura 8. Esquema del montaje para muestreo de la fase vapor por SPME.

Figura 9. Mondmeros de A. Polidimetilsiloxano, PDMS, y B. Divinilbenceno,
DVB.

Figura 10. Esquema para la descomposicién térmica del AAPH, compuesto azo,
generador de radicales.

Figura 11. Mecanismo propuesto para la oxidacién de la fluoresceina en presencia
de los radicales peroxilo.

Figura 12. Esquema de reaccion entre los compuestos fendlicos y el reactivo de
Folin-Ciocalteu.

Figura 13. Publicaciones cientificas en el periodo 2005-2017. Fecha de bdsqueda:
25 de agosto de 2017. Fuente: Scopus (Elsevier). Ecuacion de busqueda: TITLE

ABS-KEY ("Medinilla®).

22

24

26

29

31

32

33

36

37

42

44

45

48

10



BIOPROSPECCION DE PLANTAS EN COLOMBIA

Figura 14. Rendimientos de los extractos hidroalcohdlicos y los obtenidos por
MSPD de hojas, flores, tallos y frutos de M. myriantha.

Figura 15. Cantidad de compuestos aislados por HS-SPME vy detectados por GC-
MS (>0.3%), a diferentes horas del dia, usando diferentes recubrimientos
poliméricos de la fibra SPME.

Figura 16. Perfiles cromatograficos de las fragancias de las flores de M. myriantha,
obtenidos a las 6:00 a.m. por HS-SPME/GC-MS, usando diferentes recubrimientos
poliméricos de la fibra, i.e., ViCilm-NTf(ViBzIm),Ci,-2NTf,, ViCglm-
Cl/(Vilm),Cly2-2Br,  ViCylm-NTf/(Vilm),C12-2NTf,, CAR-PDMS, CAR-
PDMS/DVB, vy el blanco de la fibra. Modo de inyeccion splitless, columna DB-
WAX (J&W Scientific, Folsom, CA, EE.UU.), de 60 m (L) x 0.25 mm (I.D.) x 0.25
(dy), detector selectivo de masas (El, 70 eV).

Figura 17. Relaciones ), A;ora1 /Aiscq Obtenidas en el aislamiento de la fraccién
volatil de las flores de M. myriantha por HS-SPME/GC-MS, usando fibras con
diferentes recubrimientos poliméricos (CAR-PDMS/DVB, CAR-PDMS, ViCyglm-
NTf, (ViBzIm),C12-2NTf, ViCslm-Cl/(Vilm),Cl12-2Br, ViCiglm-NTf,/(Vilm),Ci,-
2NTH,).

Figura 18. Diagrama de dispersion para los resultados obtenidos en el analisis de la
fraccion volatil de las flores de M. myriantha, aislada por HS-SPME con los
diferentes recubrimientos poliméricos de las fibras.

Figura 19. Perfil cromatografico de la fraccion volatil de las flores de M.
myriantha aislada por HS-SPME, usando el recubrimiento CAR-PDMS/DVB en la

fibra, a las 6:00 a.m. Modo de inyeccion splitless, columna DB-WAX de 60 m (L)

62

63

64

67

69

70

11



BIOPROSPECCION DE PLANTAS EN COLOMBIA

x 0.25 mm (1.D.) x 0.25 (d), detector selectivo de masas (El, 70 eV).

Figura 20. Relaciones ) A;ora1 /Aista Obtenidas para cada familia de compuestos
presentes en la fraccion volatil de las flores de M. myriantha a las 6:00 a.m., 12 m.
y 6:00 p.m. obtenida por HS-SPME/GC-MS, usando la fibra de SPME con el
recubrimiento CAR-PDMS/DVB.

Figura 21. Formacién de bases de Schiff.

Figura 22. Espectro de masas experimental del oct-1-en-3-ol, obtenido por GC-MS
y su ruta de fragmentacién. Impacto de electron (El, 70 eV).

Figura 23. Areas cromatogréaficas obtenidas para el ion m/z 449.1083, [M]" a
diferentes voltajes de fragmentador y de capilar, con la fase movil: A &cido férmico
0.2% en agua y B &cido férmico 0.2% en acetonitrilo (n=2).

Figura 24. Areas cromatograficas obtenidas para el ion m/z 449.1083 [M]" a
diferentes voltajes de fragmentador y de capilar con la fase movil: A-acido formico
0.2% en agua y B-acido férmico 0.2% en metanol (n=2).

Figura 25. Areas cromatograficas obtenidas para el ion m/z 287.0555 [M-aztcar]”
a diferentes voltajes de fragmentador y de capilar con la fase mdévil A-acido
férmico 0.2% en agua y B-4cido férmico 0.2% en acetonitrilo (n=2).

Figura 26. Areas cromatograficas obtenidas para el ion m/z 287.0555 [M-aztcar]”
a diferentes voltajes de fragmentador y de capilar con la fase mavil: A-acido
foérmico 0.2% en agua y B-acido formico 0.2% en metanol (n=2).

Figura 27. Areas cromatograficas obtenidas para el ion [M]7=449.1083 con Vig=
200 V, y diferentes valores de voltaje de capilar, para la fase mdvil: A-acido

formico al 0.2% en agua y B-acido formico al 0.2% en acetonitrilo, ACN, 0 en

72

73

75

76

7

78

78

79

12



BIOPROSPECCION DE PLANTAS EN COLOMBIA

metanol, MeOH.

Figura 28. Relaciéon Y, en porcentajes de la formacion del ion molecular (m/z
449.1087) y su respectivo ion fragmento (m/z 287.0555) a diferentes valores de
Veap Y Virag €N fase movil: A-acido formico al 0.2% en agua y B-acido formico al
0.2% en acetonitrilo o metanol.

Figura 29. Relacion sefial/ruido, S/N, para el ion m/z 449.1078 [M]" a 200 V de
voltaje de fragmentador y diferentes valores de voltajes de capilar en fase movil: A-
acido formico al 0.2% en agua y B-acido férmico al 0.2% en acetonitrilo o metanol.
Figura 30. Pinocembrina (C1sH1204) [M+H]"= 257.0808, estandar interno usado
para el analisis por LC-ESI(+)-TOF-MS de los extractos hidroalcohdlicos y los
obtenidos por MSPD de hojas, flores, tallos y frutos de M. myriantha.

Figura 31. Corrientes idnicas extraidas en el analisis por LC-ESI(+)-MS-TOF de
los extractos hidroalcohdlicos de hojas, flores, tallos y frutos de M. myriantha.
Figura 32. Corrientes idnicas extraidas en el analisis por LC-ESI(+)-MS-TOF de
los extractos obtenidos por MSPD de hojas, flores, tallos y frutos de M. myriantha.
Figura 33. Espectros de masas de los compuestos cianidina-3-glucésido vy
kaempferol-3-glucésido, obtenidos por LC-ESI(+)-TOF-MS.

Figura 34. Espectros de masas de los isomeros de posicién luteolina y kaempferol,
obtenidos por LC-ESI(+)-TOF-MS.

Figura 35. Espectro de masas del flavonoide kaempferol-3-rutindsido, obtenido por

LC-ESI(+)-TOF-MS.

80

82

84

85

88

90

91

92

13



BIOPROSPECCION DE PLANTAS EN COLOMBIA

AAPH
ABC
AT
BHT

CAR-PDMS

CAR-PDMS/DVB

CENIVAM

CIBIMOL
CROM-MASS
ds

D.l

DMAPP
EE.UU.

e.g.

El

ESI

FL

FPP

Abreviaturas y Acronimos

Hidrocloruro de 2,2'-azo-bis-(2-amidinopropano)

Area bajo la curva

Agilent Technologies

Butylated hydroxytoluene (2,6-di-terc-Butil-4-metilfenol)
Carboxen®/Poly(dimethylsiloxane) Fiber [Fibra de
Carboxeno®/Poli(dimetilsiloxano)]
Carboxen®/Poly(dimethylsiloxane)/Divinylbenzene Fiber
[Fibra de Carboxeno®/Poli(dimetilsiloxano)/Divinilbenceno]
Centro Nacional de Investigaciones para la Agroindustrializacion de
Especies Vegetales Aromaticas Medicinales Topicales
Centro de Investigacion en Biomoléculas

Centro de Cromatografia y Espectrometria de Masas

Grosor de la fase estacionaria (um)

Diametro interno de la columna cromatografica (mm)
Difosfato de dimetilalilo

Estados Unidos

Exempli Gratia (Por ejemplo)

Electron lonization (lonizacién con electrones)

Electrospray lonization (lonizacion por electronebulizacién)
Fluoresceina

Difosfato de farnesilo

14



BIOPROSPECCION DE PLANTAS EN COLOMBIA

GC
GPP

GGPP

IPP
IRL
LC
MEP
MS

MSPD

m/z

ORAC

PAL
PCA
ROO’
SE
SPE
SPME
TIC

TOF

tr

Gas Chromatography (Cromatografia de gases)

Difosfato de geranilo

Difosfato de geranilo geranilo

Id Est (Es decir)

Difosfato de isopentilo

indice de retencion lineal

Liquid Chromatography (Cromatografia liquida)

Fosfato de metileritrilo

Mass Spectrometry (Espectrometria de masas)

Matrix Solid-Phase Dispersion (Dispersion de la matriz en fase
solida)

Relacién masa/carga

Oxygen Radical Absobance Capacity (Capacidad de absorcion de
radicales de oxigeno)

Enzima fenilalanina amonio liasa

Anaélisis de componentes principales

Radical peréxido

Solvent Extraction (Extraccion con solvente)

Solid-Phase Extraction (Extraccién en fase sélida)
Solid-Phase Microextraction (Microextraccion en fase solida)
Total lon Current (Corriente ionica total)

Time-of-Flight (Tiempo de vuelo)

Tiempo de retencion

15



BIOPROSPECCION DE PLANTAS EN COLOMBIA

Trolox®

6-Hidroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid (Acido 6-

hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico)

16



17
BIOPROSPECCION DE PLANTAS EN COLOMBIA

Resumen

Titulo: Identificacion por GC-MS y LC-MS de metabolitos secundarios aislados de Medinilla
myriantha (Melastomataceae) y evaluacion de su actividad antioxidante*

Autor: Luis Miguel Diaz Sanchez**
Palabras clave: Medinilla myriantha, HS-SPME, MSPD, ORAC, Folin-Ciocalteu, GC-MS, LC-
MS.

Descripcion:
La planta Medinilla myriantha, familia Melastomataceae, es originaria de Filipinas y se usa
como frontera de arbustos.

El objetivo de este trabajo fue caracterizar los metabolitos secundarios presentes en la fraccion
volatil de flores, en extractos hidroalcohdlicos y en extractos obtenidos por MSPD de hojas,
flores, tallos y frutos de M. myriantha y evaluar su actividad antioxidante.

La extraccion de los compuestos volatiles y semi-volatiles se realizé por HS-SPME, de flores en
fresco; las fracciones volatiles, caracterizadas por GC-MS, se colectaron a las 6:00 a.m., 12:00
m. y 6:00 p.m., por triplicado, usando cinco recubrimientos diferentes de la fibra de
microextraccion en fase sélida (SPME, por sus siglas en inglés). Los extractos hidroalcohélicos y
los extractos obtenidos por MSPD se analizaron por LC-MS. Se determind la actividad
antioxidante por el método ORAC vy, los fenoles totales, por el método de Folin-Ciocalteu, en los
extractos. El rendimiento de extraccion por MSPD (30-45%) fue menor que el obtenido con
solucion hidroalcohdlica (47-60%) para hojas, flores, tallos y frutos de M. myriantha. En la
fragancia de las flores, la mayor &rea cromatografica total correspondi6 al muestreo a las 6:00
a.m., usando el recubrimiento polimérico CAR-PDMS/DVB. Los compuestos mayoritarios
fueron oct-1-en-3-ol, n-nonanal y nonanol. El andlisis PCA mostré que los recubrimientos de
liquidos i6nicos presentan mayor afinidad por compuestos oxigenados alifaticos. Para encontrar
las mejores condiciones del analisis por LC-ESI(+)-TOF-MS, se estudiaron las siguientes
variables: fase movil, voltajes de fragmentador y de capilar. En los extractos hidroalcohélicos y
en los obtenidos por MSPD se identificaron y cuantificaron flavonoides derivados de kaempferol
y cianidina-3-glucésido. Los extractos de hojas, flores, tallos y frutos de M. myriantha,
presentaron valores ORAC y de fenoles totales mayores que las sustancias de referencia a-
tocoferol y BHT.

*Proyecto de grado
**Facultad de Ciencias, Escuela de Quimica, Directora: Elena E. Stashenko, Quimica Ph.D.
Co-directores: Jairo R. Martinez, Quimico Ph.D. y Jesica J. Mejia, Quimica.
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Abstract

Title: Identification by GC-MS and LC-MS of secondary metabolites isolated of Medinilla
myriantha (Melastomataceae) and evaluation of its antioxidant activity*

Author: Luis Miguel Diaz Sanchez**
Key words: Medinilla myriantha, HS-SPME, MSPD, ORAC, Folin-Ciocalteu, GC-MS, LC-MS.

Description:

Medinilla myriantha, family Melastomataceae, is a plant that has small flowers with pink hue
and pearly appearance, its fruits are in the shape of a berry and grow in pendulous clusters. This
plant is native to the Philippines and is used as a border of shrubs.

The objective of this work was to characterize the secondary metabolites present in the volatile
fraction of flowers, in hydroalcoholic extracts and in extracts obtained by MSPD from leaves,
flowers, stems and fruits of M. myriantha and to evaluate their antioxidant activity.

The extraction of the volatile and semi-volatile compounds was carried out by HS-SPME, of
fresh flowers; volatile fractions, characterized by GC-MS, were collected at 6:00 a.m., 12:00 m.
and 6:00 p.m., in triplicate, using five different coatings of the solid-phase microextraction fiber
(SPME, for its acronym in English). Hydroalcoholic extracts and extracts obtained by MSPD
were analyzed by LC-MS. The antioxidant activity was determined by the ORAC method and,
the total phenols, by the Folin-Ciocalteu method. The yield of extraction by MSPD (30-45%)
was lower than that obtained with hydroalcoholic solution (47-60%) for leaves, flowers, stems
and fruits of M. myriantha. In the fragrance of flowers, the largest total chromatographic area
corresponded to sampling at 6:00 a.m., using the polymer coating CAR-PDMS/DVB. The major
compounds were oct-1-en-3-ol, n-nonanal and nonanol. The PCA analysis showed that ionic
liquid coatings have a higher affinity for aliphatic oxygenated compounds. To find the best
conditions of the analysis by LC-ESI(+)-TOF-MS, the following variables were studied: mobile
phase, fragmenter and capillary voltages. In the hydroalcoholic extracts and those obtained by
MSPD, flavonoids derived from kaempferol and cyanidin-3-glucoside were identified and
quantified. The extracts of leaves, flowers, stems and fruits of M. myriantha, presented values
ORAC and total phenols higher than the reference substances a-tocopherol and BHT.

*Undergraduate final proyect
**Science Faculty, Chemistry School, Director: Elena E. Stashenko, Chemist, Ph.D.
Co-directors: Jairo R. Martinez, Chemist, Ph.D. and Jesica J. Mejia, Chemist.
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Introduccion

La familia Melastomataceae es la séptima mas grande de plantas con flores, posee alrededor de
200 géneros y hasta 4500 especies, extendidas en las regiones tropicales del mundo. En
Suramérica, se encuentran cerca de 166 géneros (Renner, 1993). Estas especies suelen crecer en
sitios humedos y boscosos de las cordilleras, muchas veces sobre suelos acidos, ricos en

aluminio o materia organica (Quifiones, 2001 y Isaza et at., 2007).

Esta familia ha sido poco estudiada desde el punto de vista fitoquimico y quimiotaxonémico.
Solo unas pocas especies han sido estudiadas con alguna profundidad. Los metabolitos
secundarios mayoritarios de esta familia son compuestos polifendlicos, algunos flavonoides y
antocianinas (Isaza et al., 2007 y Isaza et al., 2004). La familia Melastomataceae estd compuesta
por arboles, arbustos o hierbas, generalmente terrestres, a veces trepadoras, con hojas opuestas,
simples, enteras o dentadas, flores dispuestas en cimas terminales o laterales, perfectas, frutos en
forma de bayas con semillas pequefias y numerosas. A esta familia, pertenecen los géneros

Miconia, Meriania, Loreya, Medinilla, entre otros (Fontana y Rhynchanthera, 1991).

El género Medinilla comprende cerca de 200 especies (Mabberly, 2008, p.1021) de arbustos y
trepadoras epifitas terrestres, que crecen desde el Sur Este de Africa hasta la India, el Sur de

China, Taiwan, Nueva Guinea y el Norte de Australia (Fernando y Belete, 2013).

En este trabajo, se estudio la planta Medinilla myriantha, originaria de Filipinas (Fernando y
Belete, 2013), que posee hojas perennes grandes y verdes. Es una planta que puede alcanzar
hasta 1.6 m de altura y 1.5 m en amplitud, con baja tolerancia a las sequias, por lo que,

normalmente, se encuentra en suelos himedos y acidos. Presenta flores pequefias con tonalidad
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rosa y apariencia perlada, que crecen en racimos pendulares. Las flores son de 1 cm de diametro,
aproximadamente, y los frutos tienen forma de bayas, con didmetro de ca. 0.6 cm, son de color

rosado y violeta, cuando estan totalmente maduros (Jarrett, 2003, p.74).

M. myriantha se usa comdnmente con fines ornamentales y como frontera de arbustos (Jarrett,
2003); no obstante, segin su composicion quimica, se le pueden asignar otras aplicaciones, e.g.
en cosmética puede ser utilizada como materia prima para obtener pigmentos naturales u otros

ingredientes naturales bioactivos (Botterweck et al., 2000 y Lenaerts, 2006).

En este trabajo, se estudio la fraccion volatil de las flores de M. myriantha por la técnica de
microextraccion en fase solida (SPME, por sus siglas en inglés), con fibras de diferentes
recubrimientos poliméricos; asi como extractos hidroalcohdlicos y extractos obtenidos por
dispersion de la matriz en fase sélida (MSPD, por sus siglas en inglés) de las diferentes partes de

la planta.

Se identificaron los polifenoles presentes en flores, tallos, hojas y frutos de la planta, y se

evalud la capacidad antioxidante de los extractos.

Para la identificacion de los compuestos volatiles emitidos por las flores de M. myriantha, se
empled cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS); para la
separacion, identificacién y cuantificacion de los compuestos obtenidos por extraccion sélido-
liquido y MSPD, se usé cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (LC-MS);
para la evaluacion de la capacidad antioxidante, se utilizd el ensayo ORAC (capacidad de
absorcion de radicales de oxigeno) y, finalmente, el contenido de fenoles totales se determiné por

el método de Folin-Ciocalteu.
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Este proyecto contribuye al estudio de los extractos de la especie M. myriantha, identificacion
en ellos de compuestos con actividad bioldgica, para, de esta manera, propiciar futuras
aplicaciones de la planta como fuente de ingredientes naturales en diferentes productos de
consumo humano. Esta investigacion hace parte del proyecto de Joven Investigador de Pregrado,
Convocatoria 738 de Colciencias, financiado por Colciencias-SENA, y ha sido desarrollado en el

Centro de Investigacion en Biomoléculas, CIBIMOL, de la Universidad Industrial de Santander.

En el desarrollo de esta investigacion, algunos resultados fueron divulgados en modalidad de
poster, en diferentes eventos nacionales e internacionales, a saber: Primer Encuentro Cientifico
de la Facultad de Ciencias UIS (UIS-2015 en Bucaramanga, Colombia), V congreso
Iberoamericano de Productos Naturales (CIPNat-2016 en Bogota, Colombia), IV Congreso
Latinoamericano de Plantas Medicinales (COLAPLAMED-2016 en Barranquilla, Colombia) y

8" Simposio Brasilero de Aceites Esenciales (SBOE-2015 en Rio de Janeiro, Brasil).

3. Marco Referencial

3.1 Marco Tedrico
M. myriantha, familia Melastomataceae, es un planta originaria de Filipinas (Jarrett, 2003, p.74),
alcanza hasta 1.6 m de altura, posee pequefias flores perfectas de aproximadamente 2 cm de
diametro con una masa promedio de 0.1 g; las flores se caracterizan por su color rosa y su
apariencia perlada o brillante; se producen en grandes paniculas en tallos colgantes. Las hojas de
M. myriantha son verdes y pueden alcanzar hasta los 20 cm de longitud y 13 cm de diametro

(Véase Figura 1); los frutos tienen forma de bayas, de 0.6 cm de diametro, aproximadamente,
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son de color rosado o violeta, cuando estan totalmente maduros (Fernando y Belete, 2013 y

Jarrett, 2003, p.74).

Figura 1. Planta M. myriantha. Fotos tomadas por el autor en el CENIVAM, UIS, 11 de
septiembre de 2015. A. Aspecto general de la planta en florecimiento. B. Flor de la planta con

visitante floral. C. Frutos de la planta.

Las flores (VVéase Figura 1 B), pueden llegar a alcanzar hasta 2 cm de diametro y estar unidas
al racimo durante 2 dias; en las noches, las flores se cierran para abrirse nuevamente al dia

siguiente y permitir su polinizacion.

El desarrollo del racimo (Véase Figura 1) puede tardar hasta 2 meses, desde el inicio de la
formacion hasta la obtencion de frutos con tonalidad violeta. El tiempo de vida del racimo puede
llegar a los 5 meses, hasta que cada uno de los frutos haya madurado por completo, es decir,
presente una tonalidad mucho mas oscura. Aungue externamente los frutos son de color violeta,

su interior es claro, carnoso y contiene pequefias semillas esféricas.
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La identificacion taxondémica de la planta se muestra a continuacion (Colecciones cientificas,

2017):
REINO PLANTAE
Phylum Embryophyta
Clase Spermatopsida
Orden Myrtales
Familia Melastomataceae
Género Medinilla
Especie myriantha

3.1.1. Fragancia de las flores. Las plantas son organismos vivos que deben adaptarse al
medio en que se encuentran, es por esto que han desarrollado diversos mecanismos que les
permiten interactuar con el ambiente; por ejemplo, liberar compuestos organicos volatiles
(VOC), llamados metabolitos secundarios, por parte de hojas, flores, tallos y frutos. En la
actualidad, se han reportado méas de 1700 de estos compuestos, en mas de 90 familias de plantas
(Knudsen y Gershenzon, 2006, p. 27-52), pero esta cifra solo es, aproximadamente, el 1% de
todos los metabolitos secundarios de las plantas conocidas, los cuales estan constituidos
principalmente por fenilpropanoides/bencenoides y terpenoides, cuya concentracion puede variar

de pg a pug por kg de material vegetal (Dudareva et al., 2004).

Los conjugados de fenilpropanoides con aminas, se incorporan a la pared celular para
aumentar su rigidez y reducir su digestibilidad por parte de herbivoros e insectos (Avalos y
Pérez, 2009). Los terpenoides, entre los cuales se encuentran hormonas, aceites esenciales y
pigmentos, son el grupo mas grande de los metabolitos secundarios; estos compuestos se derivan

del isopreno (Véase Figura 2).
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Los terpenos se clasifican, segun las unidades de isopreno que tenga su estructura. Asi, los
terpenos de C;o son monoterpenos, los Ci5 son sesquiterpenos, Cyo son diterpenos, los Csg son
triterpenos, los Cyo Son tetraterpenos, y se hace referencia como politerpenos a las moléculas con
méas de ocho unidades de isopreno. Estas moléculas, conformadas por unidades de isopreno,
podrian funcionar como protectores contra el dafio causado por el ozono; protegen a la planta del
dafio causado por las temperaturas altas, quizés, por su interaccion con las membranas de los

tilacoides (Avalos y Pérez, 2009; Septlveda et al., 2003 y Logan et al., 2000).

Figura 2. Estructura quimica del isopreno (CsHsg).

Los terpenos se sintetizan por dos rutas metabdlicas, a partir de metabolitos primarios, a
saber: Ruta del 4cido mevaldnico, cuando tres moléculas de acetil-coenzima A forman el acido
mevaldnico, el cual es fosforilado en el grupo hidroxilo del alcohol primario, luego, es
descarboxilado y deshidratado, con formacion del difosfato de isopentenilo (IPP, Cs), unidad
bésica de cinco carbonos de los terpenos. El IPP se convierte enzimaticamente a su isomero,
difosfato de dimetilalilo (DMAPP), se establece un equilibrio entre ambos. Estos son los
precursores en la biosintesis de terpenos. La segunda ruta del fosfato de metileritrilo (MEP), que

se realiza en los cloroplastos, cuando el DMAPP se sintetiza por una reduccion del
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gliceraldehido-3-fosfato y un derivado del piruvato (acido piravico) (Véase Figura 3) (Taiz y

Zeiger, 2000, p. 534-538).

El IPP (“cabeza™) y el DMAPP (“cola”), producen uniones del tipo “cabeza-cola” para formar
el difosfato de geranilo (GPP, Cyg), que puede unirse nuevamente a un IPP para formar el
difosfato de farnesilo (FPP, Cis), precursor de casi todos los sesquiterpenos. De la misma
manera, se puede formar el difosfato de geranilo geranilo (GGPP, Cy), precursor de los
diterpenos; cuando se dimerizan estas moléculas, forman triterpenos y tetraterpenos,

respectivamente (Taiz y Zeiger, 2000, p. 534-538).
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Figura 3. Esquema general de la biosintesis de terpenos.

La fragancia de las flores, en muchas ocasiones, se percibe como agradable, gracias al
conjunto complejo de moléculas volatiles y semivolatiles presentes. Entre las funciones

bioldgicas de la fragancia, figura la defensa de la planta de peligros presentes en el entorno,
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repelencia directa de invasores o atraccion de depredadores naturales que ataquen a estos
herbivoros. Esta forma de interaccion de las plantas, por medio de compuestos volatiles, no solo
les ayuda a defenderse de un ataque de herbivoria, también, permite que las demés plantas
preparen su defensa antes de ser atacadas. Los voldtiles se usan como una ventaja reproductiva
frente a otras plantas, ayudan a promover la polinizacién cruzada, que es un proceso vital en el
ciclo de vida de la mayoria de las plantas (Reinhard et al., 2004; De Moraes et al., 2001;

Vancanneyt et al., 2001; Stashenko et al., 2013; Mercke et al., 2004 y Kessler et al., 2001).

La fragancia de las plantas es una sefial para que los polinizadores las puedan diferenciar o
reconocer (Knudsen y Tollsten, 1993). La cantidad de compuestos volatiles sintetizados y
emitidos por la planta puede variar. Esto depende tanto de factores intrinsecos de la especie,
como de factores extrinsecos: las condiciones adversas en las que se encuentre, el estado de
polinizacién de sus flores, temperatura, luz, humedad, tipo de suelo, ataque por herbivoros o
microorganismos, e.g. bacterias y hongos [Sepulveda et al., 2003; Kessler et al., 2001;

Henderson, 1986).

Los compuestos volatiles cumplen diferentes funciones en la interacciéon de la planta con su
entorno, y es por esto que su andlisis suscita mucho interés cientifico, dando como resultado, el
desarrollo de técnicas cada vez més sensibles para detectar estas moléculas (D’Alessandro y
Turlings, 2006). Para su extraccion existen métodos de coleccion estaticos y dinamicos en
materiales adsorbentes, seguidos por una desorcion térmica o desorcion con solvente, y
posteriormente una separacion cromatografica e identificacion usando un espectrometro de

masas (Tholl et al., 2006).
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3.1.2. Polifenoles. En las plantas existen polifenoles, que poseen en sus estructuras varios
grupos hidroxilo en anillos bencénicos. Se ha demostrado (Kawsar et al., 2008) que estas
moléculas tienen una alta capacidad antioxidante y se encargan de mantener el estado de 6xido-
reduccion de la célula, por su facilidad de ceder un &omo de hidrégeno. Estos compuestos
pueden clasificarse en varios grupos, entre ellos, taninos, ligninas, cumarinas, estilbenos, acidos

fenolicos, flavonoides; los dos ultimos grupos son los mas abundantes.

Los acidos fenolicos son compuestos organicos que poseen en su estructura un anillo fendélico
y un grupo carboxilico. Se clasifican dependiendo del nidmero de grupos hidroxilo presentes,
como, mono-, di- o trihidroxibenzoicos, pueden encontrarse en su forma libre, como ésteres,
glucésidos o formando complejos que cumplen roles de resistencia a patdgenos y herbivoros
(Kawsar et al., 2008). Por otra parte, los flavonoides muestran importancia biologica y
fisioldgica, e influyen también en la salud humana y animal (Kawsar et al., 2008 y Rijke et al.,
2006). Los flavonoides se almacenan en vacuolas de la célula debido a su solubilidad alta en
agua (Edwards y Gatehouse, 1999); asi mismo, su incorporacion a la pared celular, aumenta su

rigidez y reduce su digestibilidad por parte de herbivoros e insectos (Pearce et al., 1998).

Los primeros flavonoides se aislaron e identificaron en 1936 por el doctor Albert Szent-
Gyorgyi, bioquimico hdngaro, quien gand el Premio Nobel por descubrir la vitamina C;
demostré que los flavonoides mejoran la funcion de esta vitamina, protegiéndola de la oxidacion
(Flavonoids, 2016 y Berkoff, 2017). El término “flavonoide” representa un grupo bastante
amplio de compuestos que pertenecen a los polifenoles; estas moléculas estan ampliamente
distribuidas en el reino vegetal y se encuentran en las plantas vasculares, en forma libre o en
forma de glucésidos. Actlian como sefiales quimicas que sirven para guiar a aves, abejas y otros

insectos polinizadores hacia el néctar, lo que facilita, indirectamente, la polinizacion de la planta.
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También, se ha reportado (Wilson y Greenberg, 1993) una relacién directa entre la resistencia a

la radiacién UV-B y la concentracion de flavonoides, por ejemplo, en la planta Brassica napus L.

Los flavonoides presentan una estructura de anillos, formada por 15 carbonos, con dos anillos
aromaticos (A y B), unidos por un anillo heterociclico C de tres carbonos, que generalmente
contienen grupos hidroxilo en las posiciones 3, 3, 4, 5, 5 o 7 (Véase Figura 4). Estos
compuestos se clasifican en flavononas, flavonas, isoflavonoides, flavonoles, flavanos y

antocianidinas (Cartaya y Reynaldo, 2001).

Estructura basica de los flavonoides

Flavononas Flavonas Isoflavonoides
O I
’ O O
O OH
OH
@]

Flavonoles Flavanos Antocianidinas

Figura 4. Estructura basica de los flavonoides y su clasificacion.

Compuestos de este tipo se utilizan como saborizantes naturales. Un ejemplo de esto, es una

mezcla de varios flavonoides de cebolla, manzana y té, que se usan como sustitutos para la sal de
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cocina. Esta mezcla, ademas de ser un saborizante, tiene una alta capacidad antioxidante (Ochoa

y Ayala, 2004).

Los flavonoides se sintetizan por la ruta del &cido shikimico. Es cuando carbohidratos
simples, derivados de la glicolisis, se transforman en acidos organicos. En la biosintesis, el p-
cumaroil-CoA obtenido a partir de la L-fenilalanina se somete a una reaccion de condensacion
con tres moléculas de malonil-CoA formando un intermediario chalcona, que es el precursor de
la antocianina, por medio de hidroxilacion y dos deshidrataciones; al final, la molécula se
estabiliza por la sustitucion de un hidrégeno del hidroxilo presente en la posicion 3 de la
antocianidina, por un azucar, tal como se muestra en la Figura 5. La enzima fenilalanina amonio
liasa (PAL) juega un papel importante, pues dirige la biosintesis hacia la produccién de
flavonoides; se ha encontrado una correlacion directa entre el estado de maduracion de frutos de
fresa y la actividad de PAL (Harborne y Mabry, 1982, p. 641-679). La concentracion de
antocianinas se incrementa con la maduracién, por eso, estos compuestos son indicadores del

estado de maduracion.
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Figura 5. Ruta general para la biosintesis de flavonoides.
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Las antocianinas, productos de la ruta de sintesis mostrada en la Figura 5, estan formadas por

dos anillos aromaticos unidos por una unidad de tres carbonos.

La aglicona o antocianidina raramente existe libre en las plantas; es mas comun encontrarla en
su forma glucosilada. Los nombres de las antocianinas se derivan de la fuente de donde fueron
extraidas por primera vez; la combinacion de las antocianidinas con diferentes azlcares da lugar
a cerca de 150 antocianinas (Aguilera et al. 2011). El azicar en la molécula mejora su
solubilidad en agua; suele unirse en la posicién 3 del anillo fendlico, aunque también puede
hacerlo en las posiciones 5 y 7. Los carbohidratos mas comunes son glucosa, ramnosa y

arabinosa (Aguilera et al. 2011).

El color de las antocianinas y antocianidinas esta relacionado con varios factores, tales como
los sustituyentes que posean y la posicién de cada uno de éstos en la molécula (Aguilera et al.
2011; Lopez et al.,, 2007). Asi, las antocianidinas se diferencian dependiendo del grupo

sustituyente R; y Rz, como se muestra en la Figura 6.

Sustitucién
Ry R3 Ri
Delfinidina CH CH CH
Cianidina OH H CH
Petunidina OCH;3 CH CH
Peonidina OCHa, H CH
Malvidina OCH;3 OCH; CH
Pelargonidina H H OH

Figura 6. Estructura basica de las antocianidinas.
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Por ejemplo, si se aumentan los grupos metoxilo en el anillo fenélico B, se intensifica la
tonalidad roja, mientras que si se cambian estos grupos metoxilo por grupos hidroxilo, la

tonalidad pasa a ser azul (Aguilera et al. 2011; Badui, 2006, p. 379-428).

Las antocianinas son sensibles a las variaciones de pH (Véase Figura 7). En general,
presentan tonalidad roja en medio acido. Pauling en 1939 explico la tonalidad de estas moléculas
(Gould et al., 2009, p. 85-87): propuso que la estructura resonante del ion flavilio era la
responsable de su intensidad. Son termolabiles, presentan pérdida de color con la temperatura,
debido a que se degradan. El caracter polar de estas moléculas permite su solubilidad en
diferentes solventes, como acetona, alcoholes y agua. Por otra parte, la estructura de las
antocianinas no se modifica por el cambio de presion, ni por el estrés mecanico que pueda sufrir

la planta (Ewald et al., 1999; Frank et al., 2012, Rodriguez et al., 1999).

Pseudobase carhinol (incoloro) pH: (4-5)  Chalcona (incoloro) pH: (4-5)

Figura 7. Cambios en la estructura de las antocianidinas con el pH.
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Las reacciones de transferencia de proton compiten cinéticamente y termodinamicamente con
la hidratacion del catiéon flavilio, con una constante de equilibrio mayor que la constante de
equilibrio de la hidratacién (Brouillard y Delaporte, 1997) (Véase Figura 7). Mediante un
equilibrio tautomérico la pseudobase carbinol da paso a la apertura del anillo intermedio y se
transforma a chalcona. Entre dos formas cis-chalcona y trans-chalcona existe un equilibrio que
se alcanza lentamente (Timberlake y Bridle, 1997). Algunos resultados de degradacion de
antocianinas demuestran que estas moléculas son estables a pH< 4, aunque este valor esta
relacionado con la temperatura, que debe ser menor de 45 °C (Kirca et al., 2007; Xang y Xu,

2007 y Hutchings, 1999, p. 550-551).

Las antocianinas se utilizan como pigmentos biodegradables y solubles en agua; tienen
propiedades antioxidantes y citotdxicas, pueden ser apropiadas como agentes antisolares, por su

alta absorbancia de la radiacion UV (Garzon, 2008; Cooke et al., 2005; Kong et al., 2003).

3.1.3. Técnicas de extraccion.

3.1.3.1. Microextraccion en fase solida. Las extracciones convencionales de metabolitos
secundarios volatiles y semi-volatiles a menudo requieren mucho tiempo y, en algunas
ocasiones, la cantidad de extracto obtenida, puede no ser suficiente, por lo que se recurre al
enriquecimiento de analitos con sucesivas extracciones, para obtener la cantidad de muestra
suficiente. Ante la necesidad de una técnica de extraccion rapida, tanto en el laboratorio como en
el campo, y que, ademas, cuente con limites de deteccion bajos y sea de manejo facil, Pawliszyn
y Arthur desarrollaron en 1990 (Pawliszyn y Arthur, 1990; Pawliszyn, 2012, p. 7-44) la técnica

de microextraccion en fase solida (SPME).
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La SPME emplea una pequefia cantidad de un polimero o fase de extraccion, que esta
soportado sobre una fibra de silice fundida. Este polimero se expone a la muestra por un periodo
de tiempo definido, que si es suficiente, permite establecer un equilibrio de concentracion de

analitos entre la matriz y la fase de extraccion (Pawliszyn, 2000; Pawliszyn, 1995).

SPME es una técnica alternativa a la extraccién en fase solida (SPE, por sus siglas en inglés),
que se lleva a cabo con la absorcion de las sustancias de interés sobre un soporte solido
modificado, que se eluyen luego con un solvente. En la SPME, se usa una fibra, recubierta con
un polimero de silice fundida modificada quimicamente, que puede actuar como fase de
extraccion adsorbente a la que se unen las moléculas a analizar, dependiendo de su afinidad
quimica, para luego desorberse en un equipo cromatografico; en SPME, se emplea desorcion
térmica, con lo que, se eliminan algunos pequefios inconvenientes que se presentan en SPE.
Dichos inconvenientes se deben a que existe una variacion considerable entre los productos
ofrecidos por diferentes fabricantes, asi como pequefias variaciones entre lotes producidos;
ademas, el material plastico usado en SPE, puede absorber el analito y aumentar las
interferencias en el analisis. SPME conserva las ventajas de SPE, pero reduce o elimina el

consumo de solventes de alta pureza y el tiempo de extraccion (Pawliszyn, 2012).

Esta técnica se puede llevar a cabo en modos de extraccién directa, extraccion con membrana
protectora y extraccion en el headspace. Para este proyecto, fue de especial interés este Gltimo,
donde el analito se traslada al espacio de cabeza debido al equilibrio dindAmico y, una vez ahi,
éste puede alcanzar el recubrimiento de la fibra (Véase Figura 8). De esta manera, se eliminan
interferencias en el andlisis, producidas por moléculas no volatiles presentes en la matriz

(Pawliszyn y Arthur, 1990).
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Recubrimiento
metalico

Fibra
Headspace

Matriz

Figura 8. Esquema del montaje para muestreo de la fase vapor por SPME.

En este trabajo, los siguientes recubrimientos comerciales se usaron sobre la fibra de SPME, a
saber: CAR-PDMS/DVB y CAR-PDMS vy, también se utilizaron recubrimientos de liquidos
ionicos sintetizados en el laboratorio del Prof. Dr. Jared L. Anderson (Ames, Lowa, EE.UU.):
ViCiIm-NTTf,/(ViBzIm),C12-2NTf,  ViCglm-Cl/(Vilm),Cli-2Br 'y ViCi6Im-NTf,/(Vilm),Cy,-

2NTf,.

Carboxeno (CAR), es un tamiz molecular de carbono poroso, adsorbente (Caracteristicas del
Carboxeno®, 2017). Poli(dimetilsiloxano) (PDMS) es un polimero, en que ocurre absorcién vy, el
divinilbenceno, es un monodmero insaturado que actla como entrecruzador (Caracteristicas del

divinilbenceno®, 2017) (Véase Figura 9).
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HsC CHs ?

A)

Si |
\\O/ \ ~ / /CH2

Figura 9. Monomeros de A. Polidimetilsiloxano, PDMS; B. Divinilbenceno, DVB.

Los mondmeros que conforman los recubrimientos de liquidos i6nicos poliméricos sobre las
fibras de SPME, estan constituidos por un anillo imidazol, con una ramificacién de Cs 0 Cy; en el
nitrogeno de la posicion 3 del anillo; cada recubrimiento usa un entrecruzador, que le permite

formar el liquido iénico polimérico, como se muestra en la Tabla 1.
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Tabla 1.

Recubrimientos de liquidos idnicos poliméricos sobre las fibras de SPME.

38

Fibra Estructuras
ViCgIm- A)
Cl/(Vilm), HZC/\N%\N\/\/\/CH\g
Cl,,-2Br \__/ cr
B)
/ +¢\
HoC N AN NP N P N Y
— N\%CHz
ViCyelm- A)
NTf,/(ViBzim), HQC/\NV/\N\/\/\/\/\/\/WCHQ,
C,,-2NTf, _
B) HaCo
+2N
N L AN NP S e P >N
\
CH;
ViCyelm- A)
Ci-2NTH HC?” N N S S S N S SN -CHs

Nota: A. Monomero; B. Entrecruzador.
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Los recubrimientos de liquidos iénicos poliméricos sobre las fibras de SPME pueden
obtenerse usando una relacion 1:1 entre los entrecruzadores y los mondmeros, que aparecen en la
Tabla 1; ademas, del compuesto darocur 1173 (3%), una cetona aromatica, con férmula

molecular C10H1,0,, que actia como iniciador para la fotopolimerizacion.

Se han reportado (Ariza et al., 2007) diferentes estudios de las aplicaciones de SPME en las
industrias de perfumes, cosmética, sabores y fragancias, y en el andlisis de metabolitos
secundarios en plantas, analisis de aldehidos y carboxilos volatiles por medio de derivatizacion

(Stashenko y Martinez, 2007; Stashenko et al., 2002), entre muchos otros.

Zhao et al. (2008), determinaron que los recubrimientos de liquidos idnicos sobre las fibras de
SPME muestran valores de porcentajes de recuperacion mas altos (70.2%) comparados con los
valores obtenidos con una fibra de poli(dimetilsiloxano) comercial (61.9%), en muestras de vinos

tinto y vinos blancos.

3.1.3.2. Extraccion con solventes. La extraccion con solventes es una extraccion solido-
liquido, para separar unos componentes de interés, que hacen parte de la muestra. El solvente
debe ser seleccionado dependiendo del tipo de sustancias a extraer. Con el fin de aumentar la
transferencia de masa desde la matriz hacia el solvente, se pueden modificar las variables que
intervienen en este proceso, i.e., temperatura, agitacion, presion, tipo de solvente, tiempo de

extraccion, sonicacion, entre otros (Gao y Liu, 2005; Vinatoru, 2001).

Las extracciones presentan una gran importancia en el desarrollo de investigacion cientifica;
es por esto que se buscan métodos mas eficientes para su realizacion. Una alternativa mas

economica y facil de manejar, en comparacion con los métodos tradicionales de extraccion (e.g.,
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extraccion por método Soxhlet), es la extraccion asistida por ultrasonido, que utiliza sonidos de
alta frecuencia que hacen vibrar los analitos de interés y acelerar su paso al solvente, dandose el
fendmeno de cavitacion, i.e., la formacion de pequefias burbujas de gas, dentro del liquido, las
cuales facilitan la transferencia de masa de la matriz al solvente. Las variables que se pueden
cambiar y estandarizar usando extraccion asistida por ultrasonido, son temperatura, tipo de
solvente, volumen de solvente, tiempo de extraccién, potencia del ultrasonido y duracién del

ciclo (Vinatoru, 2001; Rostagno et al., 2003 y Cabredo et al., 2006).

Existen diferentes estudios (Azuola y Vargas, 2007; Rojas et al., 2014) de aplicaciones de las
extracciones con solvente en el analisis de metabolitos secundarios en plantas, separacion de

mezclas, productos de sintesis, entre otros.

3.1.3.3. Extraccion por dispersion de la matriz en fase solida. La extraccion por medio de
dispersion de la matriz en fase sélida (MSPD, por sus siglas en inglés) se usa para la extraccion
de sustancias polares, semivolatiles y no volatiles. La cantidad de muestra requerida no es una
limitante para esta técnica de extraccion, se puede usar ca. 0.2 g. MSPD incluye un soporte
solido, un agente dispersante y un solvente para la elucion. La silice unida a cadenas de Cig s
una fase sélida ampliamente utilizada, por lo que, en este caso, la homogeneizacion de la muestra
y la extraccion de los compuestos, se da en un solo paso. Como agente dispersante se usa un
solvente organico volatil y, como solvente de elucion, una mezcla de alcoholes. Estas
condiciones se emplean para la extraccion de compuestos organicos, farmacos y pesticidas. Los
extractos obtenidos pueden ser analizados por cromatografia de gases o liquida (Rijke et al.,

2006; Barker, 2000; Capriotti et al., 2013).
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MSPD requiere poca cantidad de muestra y de solventes; se realiza a temperatura ambiente y

a presion atmosférica, lo que la hace, una técnica practica y de manejo facil (Barker, 2000).

Entre las aplicaciones de la extraccion con MSPD figuran el andlisis de farmacos, pesticidas,
metabolitos secundarios en plantas, entre otros (Rijke et al., 2006; Barker, 2000; Capriotti et al.,

2013).

3.1.4. Evaluacion de la capacidad antioxidante y contenido total de fenoles. La oxidacion
de metabolitos secundarios en plantas puede producirse por radicales, que son especies neutras
con electrén(es) desapareado(s), lo que las hace altamente reactivas con los componentes de la
membrana celular (Wanasundara y Shahidi, 2005). Existen moléculas, como algunos polifenoles,
que actan como agentes antioxidantes, i.e., se oxidan primero que los &cidos grasos que hacen
parte de la célula (e.g., bicapa lipidica de la membrana celular), protegiéndola del dafio de los

radicales libres (Wanasundara y Shahidi, 2005).

Los antioxidantes mas conocidos son las vitaminas C, E (a-tocoferol) y carotenoides. Se ha
demostrado, que los flavonoides dependiendo de sus estructuras presentan capacidad
antioxidante alta, en algunas ocasiones, hasta 50 veces mayor que la de la vitamina E (Berkoff,

2017; Hogan et al., 2010).

3.1.4.1. Capacidad de absorcion de radicales de oxigeno. EI método de la capacidad de
absorcion de radicales de oxigeno (ORAC, por sus siglas en inglés) se emplea para determinar la

capacidad antioxidante de sustancias puras 0 mezclas de compuestos, como extractos,
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suplementos y alimentos. El fundamento del método se basa en la inhibicién de la oxidacion de
los radicales peroxilo, la cual se inicia por la descomposicion térmica de un compuesto azo, i.e.,
AAPH, donde se produce N, y dos radicales de carbono, los cuales pueden combinarse
produciendo moléculas mas estables o, por el contrario, pueden reaccionar con el O, para formar
radicales peroxilo (Véase Figura 10); la vida media del AAPH es alrededor de 175 h (a 37 °Cy
pH neutro), y la velocidad de produccion de radicales en solucion es constante durante las

primeras horas (Cao et al., 1993; Huang et al., 2002; Descomposicion térmica del AAPH,

2017).
| NH3C CHj; x '\TH
HQN/[>< §N><[rNH2 T} H2N)><O\O' + N=N
HsC  CHs NH 2 HyC  CHj
2HCI
AAPH Radical peroxilo

Figura 10. Esquema para la descomposicion térmica del AAPH, compuesto azo, generador de

radicales.

Se emplea fluoresceina como indicador, por ser un compuesto altamente fluorescente a pH
mayor que 7.0. Al reaccionar con los radicales generados por el clorhidrato de 2,2'-azo-bis-(2-
amino-propano) (AAPH), la fluorescencia disminuye. En este método, se mide la disminucion de
la fluorescencia con el tiempo: la reaccion avanza en presencia de los antioxidantes (Véase
Figura 11), donde el ROO" inicialmente sustrae un hidrégeno del hidroxilo de la fluoresceina,
formando un radical fenoxilo que puede dimerizarse formando FL1 (m/z 661), ademas, el radical

fenoxilo puede reaccionar con el CO, presente en la solucion produciendo FL2 (m/z 375), los
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radicales peroxilo también pueden reaccionar con los enlaces dobles de FL2, produciendo un
intermediario endoperdxido, que forma FL3 (m/z 349), al descomponerse. Si se continda la
oxidacion, se forma FL4 (m/z 221), producto mayoritario sin emisién a A= 515 nm [75] (rango de
emision de FL). La capacidad antioxidante se relaciona con la diferencia entre el area bajo la
curva (ABC) de fluorescencia de cada muestra y el ABC del blanco. La diferencia de area
obtenida se utiliza para calcular los pmol Trolox®/g de extracto, teniendo previamente una curva

de calibracion con Trolox® (Ou et al., 2001; Prior et al., 2005; Ou et al., 2002).



44
BIOPROSPECCION DE PLANTAS EN COLOMBIA

Productos finales, FL 4 (pérdida de la fluorescencia)
m/z 221.3
R, =COOHYy R, = OCOCH

Figura 11. Mecanismo propuesto para la oxidacion de la fluoresceina en presencia de los

radicales peroxilo.

3.1.4.2. Contenido de polifenoles totales. Para cuantificar fenoles totales en extractos y
alimentos se usa el ensayo de Folin-Ciocalteu. En la determinacidn, como reactivo se utiliza una
mezcla de acido fosfowolframico, H3P(W3010)s, y &cido fosfomolibdico, HsP(Mo03010)4, la cual,

en medio basico, se reduce, al oxidar los compuestos fendlicos, y produce oxidos coloreados de
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wolframio y molibdeno (WgO,3 y MogO,3, respectivamente) como se observa en la Figura 12
(Singleton et al., 1999). Se mide absorbancia (de los Oxidos formados) a A= 750 nm.
Previamente, se realiza una curva de calibracion con éacido gélico; los resultados se expresan

como mg de acido galico/g de extracto.

HO
Reactivo Folin-Ciocalteu
\ / (W8+, Mof*), color amarillo
\ /
A /

Compuesto fendlico

\ |
\ |

|

Reactivo Folin-Ciocalteu reducido
(W=, Mo®*), color azul

Compuesto fendlico oxidado

Figura 12. Esquema de reaccion entre los compuestos fenolicos y el reactivo de Folin-Ciocalteu.

El ensayo Folin-Ciocalteu se utiliza ampliamente en investigaciones sobre metabolitos
secundarios fendlicos en plantas, debido a su facilidad y reproducibilidad (Singleton et al.,

1999).

3.1.5. Caracterizacion quimica

3.1.5.1. Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas. La cromatografia es
una técnica de separacion de los componentes presentes en una mezcla. Los compuestos se

distribuyen entre dos fases, una estacionaria, que puede ser solida, liquida o gel (en este caso,
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empacada en un columna), que se encuentra en reposo, Yy otra, se halla en movimiento, puede ser

gas, liquido o fluido supercritico.

En la técnica de cromatografia de gases (GC) los componentes que hacen parte de la matriz
interacttan con la fase estacionaria, la cual puede ser de caracter polar o no polar; sin embargo,
no interactdan fisico-quimicamente con la fase mavil, que es un gas de arrastre (e.g., He, N2 o
H>), que cumple la funcién de empujar las moléculas a través de la columna cromatogréfica. La
capacidad para separar los componentes esta relacionada con la temperatura, la longitud de la
columna (L), el diametro interno (1.D.), el grosor (df), la naturaleza quimica de la fase

estacionaria y el analito (Skoog, 1994, p. 674-730; Stashenko y Martinez, 2009).

La técnica permite determinar bajo condiciones establecidas, i.e., temperatura del puerto de
inyeccion, temperatura del horno, rampa de calentamiento, flujo del gas de arrastre, cuantos
componentes se logran separar y en qué proporcion ellos se encuentran (Stashenko y Martinez,

2010).

Para la identificacion de las sustancias de interés, se emplean detectores espectroscopicos. El
méas usado, es el espectrdbmetro de masas (MS) (Stashenko y Martinez, 2009), que brinda

informacidn estructural sobre las moléculas analizadas (Stashenko y Martinez, 2011).

3.1.5.2. Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas. La técnica de
cromatografia liquida (LC), al igual que GC, emplea dos fases, una estacionaria y la otra, mdvil.
A diferencia de CG, en LC, las sustancias de interés interactian tanto con la fase estacionaria
como con la fase mdvil, siendo esta Gltima un liquido (i.e., un solvente o una mezcla de
solventes), que hace mover las moléculas a través de la columna cromatografica, por lo que, en

este caso, la separacion de los compuestos de interés, depende de la polaridad de ambas fases. La
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columna en LC es rellena y mucho mas corta que la columna de la GC (Merken y Beecher,

2000).

En este trabajo, para la identificacion de los analitos presentes en los extractos de M.

myriantha se usé un detector de masas (MS) acoplado al cromatdgrafo liquido.

3.1.5.3. Espectrometria de masas. La espectrometria de masas (MS) es una técnica
instrumental, que permite el anlisis de casi todo tipo de muestras, en forma de iones, ya sea pre-
fabricados, antes de introducir la muestra, o fabricados luego de introducir la muestra neutra
durante el proceso de ionizacién. Los iones se separan, segun su relacion masa-carga, se miden
sus corrientes idnicas, que se reconstruyen en una sefial gréfica. Esta herramienta es,
posiblemente, la que tiene una aplicacion méas general y completa, porque proporciona
informacion sobre la composicion quimica, cualitativa, de sustancias de interés tanto organicas,
como inorganicas, y permite elucidar la estructura de muchos compuestos, asi como las
relaciones isotdpicas entre los &tomos presentes en las moléculas (Skoog, 1994, p. 674-730). El
uso de espectrometria de masas de alta resolucién ayuda a identificar polifenoles, por su masa
exacta y sus patrones de fragmentacion, a través de la observacion de iones moleculares o cuasi-
moleculares protonados o deprotonados, las pérdidas debidas a la presencia de azlcares en la
estructura, entre otros fragmentos, dependiendo del tipo de ionizacion usada (Mazzuca et al.,

2005).
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3.2. Antecedentes
En la Figura 13, se presenta el numero de articulos cientificos que se han publicado sobre el
género Medinilla; se usé la base de datos Scopus (Elsevier) en un periodo de tiempo desde 2005

hasta 2017; se empled la ecuacion de busqueda TITLE-ABS-KEY (“Medinilla”).

=
o
|

Nuamero de publicaciones
O =N W s Yy N 00 WD
I

2005-2008 2009-2012 2013-2017
Afios de publicacién
Figura 13. Publicaciones cientificas en el periodo 2005-2017. Fecha de busqueda: 25 de agosto

de 2017. Fuente: Scopus (Elsevier). Ecuacion de busqueda: TITLE ABS-KEY ("Medinilla™).

En la Figura 13, se observa el nimero de articulos cientificos, segun los afios de su
publicacion. Se han publicado un total de 17 articulos cientificos, en los Gltimos 12 afios, lo que
muestra relativamente escaso estudio cientifico sobre el género Medinilla; en esta base de datos

no se encontrd ningun articulo de investigacion sobre la especie Medinilla myriantha.

En la Figura 13, también se puede observar que el nimero de publicaciones es relativamente
bajo, aunque hay un ascenso en su nimero en los Ultimos afios; no se han reportado los

compuestos en diferentes partes de la planta, por lo que, esta investigacion amplia el
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conocimiento relacionado con el género Medinilla, y, en particular, sobre la especie M.

myriantha.

En la revision bibliografica, se encontraron diferentes articulos relacionados con el género
Medinilla. Se hizo una identificacion taxondmica de las diferentes especies del género, en Papla
Nueva Guinea, asi como en Indonesia, y se encontraron diferentes especies, entre las cuales

figuran M. medinilliana, M. rubicunda,

M. brassii Markgr, entre otras (Bodegom y Veldkamp, 2001; Takechi y Arifiani, 2010). Una
nueva especie del género Medinilla, M. dallciana, fue encontrada en la isla de Luzén, Filipinas

(Fernando y Belete, 2013).

El género Medinilla comprende alrededor de 3000 especies en el Neotrdpico, es decir, en la
gran extension que conforman América del Sur, América Central, Caribe, Florida del Sur y zona
Sur de México. Se han reportado alrededor de 1000 especies en Asia, 240, en Africa, y 230, en
Madagascar (Renner, 2004). En el estudio de la fraccion volatil de las flores de M. arboricola,
realizado por HS-SPME/GC-MS, se identificaron 60 compuestos; limoneno (9.5%) fue el

compuesto mayoritario (Zhang et al., 2010).

Seal y Chaudhuri (2015), determinaron la actividad antioxidante de extractos obtenidos con
solventes (benceno, cloroformo, acetona o metanol) de hojas de M. erythrophylla, obtenidas en
Meghalaya, India; la determinacién se realiz6 usando la actividad de barrido de radicales 1,1-
difenil-2-picrilhidrazil (DPPH). EIl valor de actividad antioxidante mas alto se obtuvo para el

extracto obtenido con acetona (IC50 = 0.020+0.001 mg de material seco).
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De acuerdo con la revision bibliografica realizada, el estudio de los metabolitos secundarios

presentes en las diferentes partes de la planta M. myriantha, es nulo, a pesar de ser una planta

con compuestos con posible actividad biologica.

4.1. Materiales y reactivos

4. Materiales y Métodos

En la Tabla 2, se reportan los reactivos, materiales y equipos de laboratorio que se utilizaron en

la investigacion, con sus respectivas especificaciones.

Tabla 2.

Reactivos, materiales y equipos de laboratorio usados en la investigacion.

Reactivos y solventes

Especificaciones

n-Hexadecano

Etanol

Trolox® (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-carboxilico)
AAPH

Fluoresceina

Reactivo Folin-Ciocalteu
Hidroxido de sodio

Acido galico

Metanol

Pureza: 99%; Sigma Aldrich (Milwaukee, Wisconsin,
EE.UU.).

Pureza: 99.8%; Mallinckrodt Baker Inc. (J.T. Baker,
Phillipsburg, NJ, EE. UU.).

Pureza: 97%; Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.).

Pureza: 98%; Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.).
Sigma-Aldrich (St. Louis, EE.UU.).

Concentracion: 2N; Merck (Darmstadt, Alemania).
Pureza: 99%; Merck (Darmstadt, Alemania).

Pureza: 99%; Sigma-Aldrich (St. Louis, EE.UU.).
Pureza: 99%; Merck (Darmstadt, Alemania).
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Tabla 2.

Continuacion

KoHPO, Pureza: 99.1%; (J.T. Baker, Phillisburg, NJ, EE. UU.).
Metanol Pureza 99.8%; Mallinckrodt Baker Inc. (J.T. Baker,

Acetonitrilo, grado LC-MS

Acido clorhidrico

Acido férmico
Cianidina-3-glucésido
Luteolina
Kaempferol-3-glucésido
Kaempferol

a-Tocoferol

Butil hidroxitolueno (BHT)

Phillipsburg, NJ, EE.UU.).

Pureza:>99.9%; Honeywell Burdick & Jackson (New
Jersey, EE.UU.).

Pureza: 37%; Merck (Darmstadt, Alemania).

Pureza: 98%; Merck (Darmstadt, Alemania).

Pureza: 99%; PhytoLab (Vestenbergsgreuth, Alemania).
Pureza: 99%; PhytoLab (Vestenbergsgreuth, Alemania).
Pureza: 99%; PhytoLab (Vestenbergsgreuth, Alemania).
Pureza: 99%; PhytoLab (Vestenbergsgreuth, Alemania).
Pureza: 97%; Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.).
Pureza: 99%; Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.).

Materiales de laboratorio

Balones aforados
Balones aforados
Balon aforado
Pipetas Pasteur

Viales para cromatografia
Viales

Vaso de precipitados
Vaso de precipitados

Micropipetas

Transferpette multicanal

1 mL; Scott (Texas, EE.UU.).

5 mL; Scott (Texas, EE.UU.).

1 L; Brand (Wertheim, Alemania).

230 mm; Brand GMBH Co. (Wertheim, Alemania).

2 mL; Agilent Technologies (Santa Clara, California,
EE.UU.).

15 mL; Agilent Technologies (Santa Clara, California,
EE.UU.).

1 L; Scott (Texas, EE.UU.).

50 mL; Scott (Texas, EE.UU.).

2-20, 25-250 y 100-1000 pL; Brand (Wertheim,
Alemania).

10-200 pL; 8/12 Electronic Brand (Wertheim, Alemania).
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Tabla 2.

Continuacion

Filtros de membrana Filtros de membrana PVDF de 0.22 um de Millipore (Séo
Paulo, Brasil).

Microplacas Microplacas negras y transparentes de poli(estireno) de 96

pozos ThermoFisher Scientific (Massachusetts, EE.UU.).

Equipos de laboratorio

Recubrimientos sobre la fibra de  CAR-PDMS de 75 um de grosor; Supelco (St. Louis, MO
SPME EE.UU.).
CAR-PDMS/DVB de 95 um de grosor; Supelco (St.
Louis, MO EE.UU.).
ViCyIm-NTf,/(ViBzIm),C1,-2NTf, de 135 pum de grosor

(lowa, EE.UU.).
ViCglm-Cl/(Vilm),Cl12-2Br de 47 pum de grosor (lowa,
EE.UU.).
ViCylm-NTf/(Vilm),C1-2NTf, de 20 um de grosor
(lowa, EE.UU.).

Balanza analitica Mettler Toledo AL204 (Nénicon, Suiza).

pH-Metro MPC227; Mettler Toledo (Schwezenbach, Suiza).

Bario de ultrasonido Elmasonic E30H (Elma, Alemania).

Lector de microplacas Turner Biosystems Inc., ModulusTM [l Microplate
Multimode Reader (Sunnyvale, CA, EE. UU.).

MS2 Minishaker IKA (Wilmington, EE.UU.).

Centrifuga Compac Il Centrifuge, Clay Adams (Sparks, M.D.
EE.UU.).

Plancha de calentamiento y RC Velp Scientifica (Usmate, Italy).
agitacion

4.2. Identificacion botanica
La exsiccata de la planta M. myriantha se envio al Herbario Nacional de Colombia (Bogota), en

donde se realiz6 su identificacion botéanica, que aparece en la Seccién 5.1.
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4.3. Tratamiento del material vegetal
El material vegetal se recolectd en el Centro de Investigacion de Excelencia CENIVAM, en el
campus principal de la Universidad Industrial de Santander, en la ciudad de Bucaramanga:
Latitud: 7°07°31°" N, longitud: 73°07°11°> O y altitud sobre el nivel del mar: 993 m. Para la
extraccion por HS-SPME, se tomaron las flores, sin previo tratamiento. Para la extraccion sélido-
liquido y MSPD, hojas, flores, tallos y frutos, se secaron en un liofilizador de bandejas Virtis
Advance Plus (SP Scientific, New York, EE.UU.), de manera independiente, se molieron y
tamizaron hasta un tamafio de particula de 2 mm, se guardaron en frascos color &mbar con

atmosfera de N, hasta la extraccion.

4.4. Métodos de extraccion

4.4.1. Monitoreo de volatiles por HS-SPME. El monitoreo por HS-SPME se realiz
siguiendo la metodologia descrita por Stashenko et al. 2013. EI material vegetal recolectado se
utilizé en fresco; la flor de M. myriantha, ca. 1.5 g se deposité en un vial (15 mL) color &mbar,
sellado, que se acondicion6 durante 10 min a 60 °C. La extraccion se llev6 a cabo mediante la
exposicion de la fibra de SPME con recubrimientos comerciales, i.e., CAR-PDMS, CAR-
PDMS/DVB, o con los recubrimientos de liquidos i6nicos poliméricos: ViCyglm-
NTT,(ViBzlm),C12-2NTf,, ViCglm-Cl/(Vilm),Cli2-2Br 0 ViCyglm-NT1/(Vilm),C1-2NTH,, en el
espacio de cabeza del vial, durante 30 min, previa exposicion de la fibra de SPME al patrén
interno, n-hexadecano (ca. 2 mg), por 5 s a 60 °C. Las fibras recubiertas con liquidos ionicos
poliméricos fueron suministradas por el Prof. Dr. Jared L. Anderson del Departamento de

Quimica de la Universidad Estatal de Ciencia y Tecnologia de lowa (Ames, lowa, EE.UU.). El
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muestreo por HS-SPME se realiz6 a diferentes horas del dia (6:00 a.m.; 12:00 m.; 6:00 p.m.), por

triplicado.

4.4.2. Extraccion solido-liquido. La extraccion con solventes se realizd siguiendo la
metodologia descrita por Borrés et al., 2015, con algunas modificaciones; la obtencion de los
extractos se realizé en una relacion material:solvente (1:20, g:mL), usando como solvente una
mezcla de etanol-agua (1:1, v/v) acidificada con HCI (1%). Las extracciones se realizaron
mediante sonicacion (Bafio de ultrasonido, EImasonic S15H, Singen, Alemania) de 37 kHz de
frecuencia y 35 W de potencia ultrasénica, durante 15 min, a 30 °C. El residuo se separ6 por
filtracion y se extrajo una vez mas. Los extractos resultantes se filtraron, se rotoevaporaron para
eliminar el etanol, se liofilizaron para eliminar el agua y se almacenaron bajo refrigeracion, a 4

°C, para su posterior andlisis (Antoniolli et al., 2015).

4.4.3. Extraccion por dispersion de la matriz en fase sélida. Las extracciones MSPD se
realizaron siguiendo la metodologia descrita por Tao et al., 2014, con algunas modificaciones. Se
usé una relacion material:soporte solido (1:2, p/p), como soporte sélido se utilizd silice,
modificada quimicamente, con cadenas de hidrocarburo Cyg. La muestra, junto con el soporte, se
mezcl6 en un mortero hasta su completa homogeneizacién. Luego, se transfirié a una columna
corta. La columna se eluyé con 10 mL de una solucion etanol:agua (1:1, v/v), el extracto
obtenido se secd en un liofilizador de bandejas Virtis Advance Plus (SP Scientific, New York,

EE.UU.), luego, se almacend a 4 °C, hasta su posterior analisis cromatogréafico.
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4.5. Analisis cromatografico

4.5.1. Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas. La fraccion volatil
obtenida por HS-SPME, se analizé en un cromatdgrafo de gases AT 7890, en una columna polar
DB-WAX (J&W Scientific, Folsom, CA, EE.UU.), cubierta con poli(etilenglicol) de 60 m (L) x
0.25 mm (I1.D.) x 0.25 um (dy); el gas de arrastre fue He (99.995%, 1 mL/min, flujo constante)
con la programacion de la temperatura del horno, asi: 50 °C (5 min), luego, a 5 °C/min hasta 230
°C (30 min); el modo de inyeccion fue splitless. Se usé un detector selectivo de masas (MSD) AT
5975. lonizacion fue con electrones (EI), de 70 eV de energia. La temperatura de la camara de
ionizacion y de la linea de transferencia fue de 230 °C. El tiempo de desorcion de la fibra en el
puerto de inyeccién fue 15 min y la temperatura del puerto de inyeccion se mantuvo a 180 °C en
los ensayos con el recubrimiento ViCglm-Cl/(Vilm),Cl1,-2Br y a 250 °C, en los ensayos con los
recubrimientos CAR-PDMS, CAR-PDMS/DVB, ViCylm-NTf,/(ViBzlm),C1,-2NTf, 0 ViCyglm-
NTf,/(Vilm),C1,-2NTf,. Para la adquisicion de la corriente ionica, se usé el rango de masas de

m/z 30-300 Da.

Se realizd una identificacion tentativa, con base en los espectros de masas (coincidencia del
espectro de masas con el de la base de espectros > 95%); se emplearon las bases de datos Adams,
Wiley y NIST, y algunos articulos de otros autores (NIST Chemistry Web Book, 2017; Adams,

2004, p. 1-804).

El célculo de los indices de retencion lineales (IRL) se llevo a cabo, segun la Ecuacion 1

(Dool y Kratz, 1963), asi:

IRL = 100n + 100 Bx_Rn Ecuacion 1

tRN—tRn
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Donde:

IRL: indice de retencion lineal experimental del compuesto;

n: Numero de atomos de carbono del hidrocarburo que eluye antes del compuesto
de interés;

trx: Tiempo de retencion del compuesto de interés;

trn: Tiempo de retencion del hidrocarburo que eluye antes del compuesto de interés;

tru: Tiempo de retencion del hidrocarburo que eluye después del compuesto de
interés.

4.5.2. Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas. Las antocianinas son
compuestos reportados en muchas plantas (Gomez-Caravaca et al., 2013; Merken y Beecher,
2000); en este trabajo, el patrén de una antocianina (cianidina-3-glucésido) se usé con el fin de
encontrar las mejores condiciones para el andlisis por LC-MS de los polifenoles aislados con

solventes o por MSPD.

Las siguientes, fueron las variables evaluadas, a saber: voltaje de capilar (V.), voltaje del
fragmentador (V) y tipo de fase mavil; los valores para cada variable, se muestran en la Tabla 3,
la fase movil fue: A: &cido férmico 0.2% en agua y B: acido formico 0.2% en metanol (MeOH) o

acetonitrilo (ACN).
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Tabla 3.

Variables evaluadas para el andlisis por LC-ESI(+)-TOF-MS.

Variables

Voltaje de capilar, kV 1,2,3,4,5

Voltaje de fragmentador, V 100, 150, 200, 250

Fase movil, solvente B Acetonitrilo (ACN) o metanol (MeOH)

La concentracion de cianidina-3-glucosido fue de 500 ppb y los observables fueron la relacién
sefial:ruido y el area cromatografica de la corriente ionica extraida (EIC), basada en la masa
exacta del ion molecular y el ion fragmento [M-azdcar], i.e. [M]"= 449.1078 (C»H21011) y el ion
fragmento [M-azlcar]'= 287.0555, el cual corresponde a la cianidina (CisH110¢). Para el
observable, se hizo la relacion entre el ion molecular y su fragmento; para esta investigacion, se

denomino relacion Y, que se muestra en la Ecuacion 2:

Area del ion molecular m/z 449.1078

Relaciéon Y = - - *
Area del ion fragmento m/z 287.0555 + Area del ion molecular m/z 449.1078

100

Ecuacién 2

El anélisis se realizd en un cromatografo liquido HPLC (AT 1200 Series, Palo Alto, CA,
EE.UU.), con ionizacién por electronebulizacién (ESI) operado en modo positivo, acoplado a un
espectrémetro de masas con analizador de tiempo de vuelo (LC-ESI-TOF-MS) AT TOF 6210
(Palo Alto, CA, EE.UU.), equipado con una bomba binaria AT de gradiente (G1312A), un
inyector automatico de muestras (G1367B), el gas de nitr6geno (Generador N,, PEAK

NM30LM-MS) con flujo de 7.0 L/min y temperatura de 350 °C, flujo de fase mdvil: 0.22
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mL/min, el voltaje de capilar vario entre 1 y 5 kV, el voltaje de fragmentador entre 100 y 250 V.
Las siguientes fueron las condiciones cromatogréaficas, asi: 1). Fase mdvil A: acido formico al
0.2%, en agua; 2). Fase mavil B: &cido férmico al 0.2%, en acetonitrilo o metanol. La separacion
cromatografica se llevé a cabo en una columna C;g Kinetex (Phenomenex, Torrance, CA,
EE.UU.) de 10 cm (L) x 4,6 mm (1.D.), 2.6 um de tamafio de particula. La condicion inicial de
gradiente fue de 95%, para A, y 5%, para B, cambiando linealmente hasta 10%, para B, en 3
min; luego, 20%, para B, en 5 min; y luego, 80%, para B, en 10 min, se mantuvo durante 5 min,
cambi6 a 100% de B, en 5 min, y se mantuvo durante 5 min; el retorno a las condiciones
iniciales se hizo en 15 min; el tiempo total de la corrida fue de 40 min. El flujo fue de 0.2
mL/min y el volumen de inyeccién, 4 uL. Los espectros de masas, se obtuvieron en el rango de
m/z 100-990, a una velocidad de adquisicion de dos espectros/s. Se realizd la correccion de la
masa exacta usando una solucion de purina (CsHsN4 a m/z 121,0508) y hexaquis (1H, 1H, 3H-
tetrafluoropentoxi)-fosfazeno (CigH130sN3P3F2s a m/z 922,0098). Los datos obtenidos se
procesaron por medio del sistema de datos AT MassHunter (AT, Version B.02.00-SP3). La
identificacion de los compuestos se confirmd con base en sus masas exactas, comparacion de

tiempos de retencion con los de patrones certificados, y midiendo la exactitud Appm.

4.6. Capacidad de absorcion del radical de oxigeno

La determinacion de la capacidad de absorcidn de radicales de oxigeno por el método ORAC, se
realiz6 siguiendo la metodologia descrita por Ou et al. (2001), en un lector de microplacas de 96
pozos (Turner Biosystems Inc., Modulus™ 11 Microplate Multimode Reader, California,
EE.UU.), en el modulo de fluorescencia, con filtros de A de excitacion= 490 nm y A de emision=

510 nm, durante 90 min a 37 °C. La capacidad antioxidante se determind a partir del célculo de
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diferencia entre el area de fluorescencia bajo la curva (ABC), de cada muestra, y el ABC del
blanco. Para calcular los pmol Trolox®/g del extracto, se us6 el area neta obtenida, previa la
realizacién de una curva de calibracién con material de referencia Trolox®. Cada medicién se
realizd por triplicado, y los resultados se expresaron como el valor promedio + la desviacion

estandar.

Para el ensayo, se pesaron 10 mg del extracto seco y se aforaron hasta 1 mL con metanol
(haciendo una solucion de 10000 mg/L), la mezcla se colocd por 30 min en un bafio ultrasénico
(Elmasonic S15H, Singen, Alemania) de 37 kHz de frecuencia y 35 W de potencia; luego, el
extracto durante 20 s se coloco en un shaker IKA modelo MS1-S1 (Wilmington, EE.UU.); se

centrifugo por 10 min, y se tomo el sobrenadante para el ensayo.

La metodologia descrita por Ou et al. (2001) se modificd levemente, usdndose una solucion
de K;HPO, (17 mM) a pH 7.4, segun Rodriguez et al. (1999) y una solucién de fluoresceina
8.16x10™ M. Se hizo un factor de dilucién para cada muestra, entre 10 y 100 mg/L en los pozos
de la microplaca, la mezcla de la muestra, disuelta en metanol, y la solucion de K;HPOQO,, se

agitaron por cinco minutos.

Pasados los cinco minutos de agitacion, se tomaron 25 pL de la muestra diluida, a la cual se
adicionaron 150 pL de solucion de fluoresceina y, se agregaron a cada pozo de una segunda
microplaca; la solucion se incub6 a 37 °C por 20 min y, finalmente, se agregaron 25 uL de

solucion del radical AAPH (153 mM), a cada pozo.

La actividad antioxidante se midio partiendo de la diferencia entre el area de fluorescencia
bajo la curva (ABC) de cada muestra y el ABC del blanco (Ecuaciones 3y 4). A partir del area

neta, se calcularon los pmol de Trolox®/g extracto.
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ABCpetq = ABCryestra — ABChianco Ecuacion 3.
ABC = Z% Ecuacion 4.
0

Donde:

fo: Fluorescencia inicial de la muestra;

fiz Fluorescencia medida en un tiempo i.

El ensayo también se realiz0, por triplicado, para el BHT y para el a-tocoferol, sustancias de

referencia.

4.7. Contenido de polifenoles totales
La determinacion del contenido total de fenoles se realizd por el ensayo Folin-Ciocalteu,
siguiendo la metodologia de Cala et al. (2007), con algunas modificaciones; se us6 un lector de
microplacas de 96 pozos (Turner Biosystems Inc., Modulus™ Il Microplate Multimode Reader,
California, EE.UU.), en modo de absorbancia a A= 750 nm, a 25 °C, se utiliz6 reactivo de Folin-
Ciocalteu (2 N) e hidroxido de sodio (0.35 M). Se pesaron 50 mg de extracto seco, que se afor6 a
1 mL con etanol. En los pozos de la microplaca, se agregaron 50 pL de muestra, 50 pL de
reactivo Folin-Ciocalteu y 100 pL de solucion de hidroxido de sodio. Como la intensidad de la
absorcién es proporcional a la concentracién de los compuestos fendlicos, la absorbancia se
graficé versus el tiempo de la medida. Como sustancia patron se uso el acido galico. La
concentracion de compuestos fenolicos se expresd6 como mg de &cido galico/g de extracto. Cada
medicion se hizo por triplicado, y los resultados se expresaron como el valor promedio + la

desviacién estandar.



61
BIOPROSPECCION DE PLANTAS EN COLOMBIA

5. Resultados y Analisis

5.1. Identificacién botanica

La identificacion botanica de la planta se realizd en el Herbario Nacional de Colombia
(Universidad Nacional de Colombia, sede Bogota) (Vease Tabla 4), por el parte del Dr. Carlos

Alberto Parra, botanico encargado.

Tabla 4.

Identificacién botanica de la planta M. myriantha.

Género Especie Familia Voucher COL N°

Medinilla myriantha Melastomataceae N° 583901

5.2. Rendimientos de extraccion con solvente y por MSPD
En la Figura 14 se muestran los rendimientos de las extracciones hidroalcohodlicas y las
realizadas por MSPD, de las diferentes partes de la planta M. myriantha, segun los

procedimientos experimentales descritos en las Secciones 4.4.2 'y 4.4.3.
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Figura 14. Rendimientos de los extractos obtenidos con solventes o por MSPD de hojas, flores,

tallos y frutos de M. myriantha.

Los rendimientos mas altos se obtuvieron en las extracciones hidroalcohélicas. La parte de la
planta con rendimiento de extracciébn mas alto, fueron los frutos: 50 y 60% (p/p) para los
extractos obtenidos por MSPD y con mezcla hidroalcohdlica, respectivamente. Las hojas
presentaron rendimientos menores, i.e., 36 y 47% (p/p) para los extractos obtenidos por MSPD e
hidroalcohdlicos, respectivamente.

A partir del rendimiento de extraccion, no fue posible sugerir un método Gnico de extraccion,
con el que se puedan aislar e identificar el mayor nimero de compuestos presentes, 0 en mayores
concentraciones. MSPD tiene sus grandes ventajas como el uso de menor cantidad de solvente y

tiempo de extraccién mas corto, comparado con la extraccion hidroalcohdlica.
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5.3. Caracterizacién quimica por GC-MS de la fraccién volatil de las flores de M.
myriantha, aislada por microextraccion en fase sélida.

La fragancia de las flores de M. myriantha se aisl6 por HS-SPME, segun se describio en la
Seccion 4.4.1; los compuestos aislados se identificaron por GC-MS, como se describe en la
Seccion 4.5.1. El numero de compuestos identificados fue mayor a las 6:00 a.m., comparado con

el de las fracciones aisladas a las 12:00 m. y 6:00 p.m., tal como se muestra en la Figura 15.
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(ViBzIm);C1-2NTf;  (Vilm)2Cli-2Br  (Vilm),C-2NTT;

o

Figura 15. NUmero de compuestos aislados por HS-SPME y detectados por GC-MS (>0.3%), a

diferentes horas del dia, usando diferentes recubrimientos poliméricos de la fibra SPME.

En la Figura 16, se muestran los perfiles cromatogréaficos de las fracciones volatiles obtenidas
con fibras de SPME con cinco diferentes recubrimientos. Los compuestos aislados e

identificados a las 6:00 a.m. por HS-SPME/GC-MS aparecen en la Tabla 5.
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Figura 16. Perfiles cromatogréficos de las fragancias de las flores de M. myriantha, obtenidos a

las 6:00 a.m. por HS-SPME/GC-MS, usando diferentes recubrimientos poliméricos de la fibra,
i.e., ViCylm-NTf,(ViBzIm),C12-2NTHf,, ViCslm-Cl/(Vilm),Cli2-2Br, ViCislm-NTf,/(Vilm),Cyo-
2NTf,, CAR-PDMS, CAR-PDMS/DVB, y el blanco de la fibra. Modo de inyeccién splitless,
columna DB-WAX (J&W Scientific, Folsom, CA, EE.UU.), de 60 m (L) x 0.25 mm (1.D.) x 0.25

(dy), detector selectivo de masas (El, 70 eV).
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Tabla 5.

65

Compuestos identificados en la fragancia monitoreada a las 6:00 a.m., de las flores de M.

myriantha con cuatro de los recubrimientos en las fibras de SPME.

IRL(DB-WAX)  GC Area relativa (%; valor = SD, n =3)
Compuesto

Exp. Lit* CAR- CAR- ViCiIm-NTf,  ViC6Im-1/(Vilm)

PDMS/DVB PDMS (ViBzlm),C.,-2NTf, 2Cl12-2Br

Heptanal 1185 1181 - 1.1+0.2 - -
Limoneno 1191 1198 46+0.2 - - -
1,8-Cineol 1205 1211 1.5+0.1 - - -
Octan-3-ona 1254 1252 2+1 3.2+0.3 - -
p-Cimeno 1260 1270 1.8+0.2 - - -
Acetato de hexilo 1273 1269 - 1.9+0.1 - -
Octanal 1278 1287 0.5+0.1 1.1+£0.2 - -
Oct-1-en-3-ona 1301 1298 - 3+1 - -
Acetato de 1296 1315 1.2+0.3 - - -
cis-hex-en-1-ilo
trans-4,8-Dimetil- 1302 1302 - 42+05 - -
Acetato de trans-hex- 1309 1312 - 1.2+0.6 - -
3-en-1-ilo
6-Metil-5-hepten- 1322 1336 4+1 - - -
Hexan-1-ol 1336 1351 1.3+0.8 0.9+0.1 - -
cis-Hex-3-en-1-ol 1364 1380 0.3+0.1 0.6+0.2 - -
Octan-3-ol 1391 1386 4+1 44+0.1 - -
Nonanal 1391 1392 43+09 5+1 4+ 2 -
Tetradecano, Cy4 1400 1400 0.5+0.2 - - -
p-Metil anisol 1432 1438 - 0.7+0.1 - -
Oct-1-en-3-ol 1444 1442 42+ 2 59.3+0.7 28+ 11 2.1+ 05
Furfural 1438 1460 0.3+0.1 - - -
Heptan-1-ol 1449 1449 - 0.4+0.1 - -
Acido acético 1455 1446  0.9+0.6 - 13+ 3 3+ 1
Decanal 1489 1495 1.2+0.1 - - -
oa-Copaeno 1495 1491 1.0+0.1 - - -
Italiceno 1517 1518 - 0.7+0.1 - -
Benzaldehido 1519 1525 - 0.3+0.1 - -
Linalol 1528 1543 1.6+0.2 0.6+0.1 - -
Octan-1-ol 1540 1551 2.1+0.6 2.3+0.1 - -
iso-Isopulegol 1556 1564 0.7+0.1 - - -
trans-p-Menth-2en-1- 1564 1584 1.9+0.4 - - -
ol
B-Copaeno 1578 1579 1.3+0.1 - - -
trans-p-Cariofileno 1589 1572 2.4%+0.2 - - -
B-Cedreno 1592 1611 - 1.3+0.3 - -
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Tabla 5.

Continuacion

Terpinen-4-ol 1593 1601 0.60 +£0.03 - - -
Undecan-2-ona 1598 1588 - 0.7+0.2 - -
cis-Thujopseno 1622 1631 1.3%0.1 2.6+0.8 - -
Aromadendreno 1637 1620 0.5%0.1 - - -
Nonan-1-ol 1640 1655 1.2+0.2 2.7+0.7 3+ 1 3+1
a-Patchuleno 1642 1640 0.8+0.1 - - -
allo-Aromadendreno 1647 1646 1.0+0.1 - - -
a-Humuleno 1670 1666 0.5%0.1 - - -
a-Terpineol 1683 1690 0.5%0.1 - - -
B-Selineno 1715 1716 1.0+0.1 - - -
1,4-Dimetoxibenceno 1720 1728 1.2+0.1 - - -
p-Metoxianisol 1727 1611 - 0.5+0.1 - -
a-Farneseno 1737 1743 0.6 +0.1 - - -
Acetato de geranilo 1741 1751 0.3+0.1 - - -
Citronelol 1747 1763 0.6+0.1 - - -
d-Cadineno 1754 1755 1.0+0.1 - - -
Salicilato de metilo 1761 1767 0.5+0.2 0.4+0.1 - -
Geraniol 1826 1839 1.6+0.7 - - -
Nonadecano, Cg 1900 1900 - - 7+ 1 -
cis-Nerolidol 2021 2027 0.6+0.1 - - -
4-Metoxiacetofenona 2181 2164 1.3+0.4 - - -
Hexadecanol 2358 2363 - - 15+ 4 -
Monoterpenos (MH) 6.4 - - -
Monoterpenos oxigenados (MO) 11.0 0.6 - -
Sesquiterpenos (SH) 114 3.9 - -
Sesquiterpenos oxigenados (SO) 0.6 - - -
Compuestos oxigenados alifaticos y 69.5 95.5 86.0 8.1

otros

Nota: *(Babushok et al., 2011). Las tablas de composicion de las fracciones volatiles, obtenidas

de las flores de M. myriantha, en diferentes horas (6:00 a.m., 12 m. y 6:00 p.m.), usando cada

una de las fibras, se encuentran en los Anexos A, By C.

En la Figura 17 se muestra la relacion entre Y Aiota1 /Aiscq Para los metabolitos secundarios

volatiles y semi-volatiles aislados de las flores de M. myriantha por HS-SPME, en las diferentes

horas de muestreo.
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Figura 17. Relaciones ), A;otai /Aista Obtenidas en el aislamiento de la fraccion volatil de las
flores de M. myriantha por HS-SPME/GC-MS, usando fibras con diferentes recubrimientos
poliméricos (CAR-PDMS/DVB, CAR-PDMS, ViCylm-NTf, (ViBzIm),Cy1,-2NTf, ViCglm-

Cl/(Vilm),Cl12-2Br, ViCy6lm-NTf,/(Vilm),C1,-2NTf,), en funcion de la hora de muestreo.

En la Figura 17 se puede observar que, CAR-PMDS fue el recubrimiento con el que se
obtuvo un valor de Y A;orar /Aistqa, Mas alto, en comparacién con los recubrimientos, CAR-
PDMS/DVB, ViCiIm-NTf, (ViBzIm),Ci,-2NTf, ViCglm-Cl/(Vilm),Cl2-2Br y ViCyglm-
NTf/(Vilm),C12-2NTf,. Entre los metabolitos secundarios identificados, se encuentran
monoterpenos, limoneno y p-cimeno; monoterpenos oxigenados, 1,8-cineol, linalol y terpinen-4-
ol; compuestos oxigenados alifaticos, octan-3-ona y decanal; sesquiterpenos, a-copaeno y trans-
B-cariofileno; sesquiterpeno oxigenado, cis-nerodiol. CAR-PDMS/DVB fue el recubrimiento con

el que se extrajo mayor nimero de compuestos (47).
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El recubrimiento CAR-PDMS/DVB en la fibra de SPME, presentd mas afinidad hacia
compuestos de diferente naturaleza, que se identificaron a partir de 0.3% de su area relativa. Con
la fibra con el recubrimiento CAR-PMDS, se aislaron monoterpenos oxigenados, sesquiterpenos
y otros compuestos oxigenados. Los recubrimientos de liquidos iénicos extraen menos

compuestos y presentan afinidad hacia sustancias oxigenadas (Véase Tabla 5).

En la fraccion volatil de las flores de M. myriantha se identificaron en total 70 compuestos
(porcentaje de area >0.3%) al usar los cinco recubrimientos poliméricos. Para comparar los
resultados obtenidos en el andlisis de las fracciones volatiles de las flores de M. myriantha, se
realizd un andlisis de componentes principales (PCA, por sus siglas en inglés). Se usé el software
Statgraphics Centurion (Statpoint Technologies, Inc., Virginia, EE.UU., Version XVII), donde,
los datos usados fueron A/A;s:q de los compuestos identificados, para los muestreos realizados a

las 6 a.m., 12 m. y 6 p.m., por triplicado.

En el Anexo D, se muestran los valores de los componentes principales graficados con ayuda
del software Statgraphics Centurion, para los PC 1, 2 y 3, que representan el porcentaje de la
varianza mas alto (72%), los componentes principales son una rotacion de los ejes de
coordenadas iniciales, que contindan siendo perpendiculares entre si; el primer componente
principal PC; se ubica en la direccién de variacion maxima, asi PC,, se ubica en la direccion de
dispersion maxima residual que no ha explicado PC, y por ultimo, PC3 se orienta de la misma

manera que PC; y PC,. En la Figura 18, se muestra el diagrama de dispersion.
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Figura 18. Diagrama de dispersion para los resultados obtenidos en el andlisis de la fraccion

volatil de las flores de M. myriantha, aislada por HS-SPME con los diferentes recubrimientos

poliméricos de las fibras SPME.

En el anélisis de PCA (Véase Figura 18), se observan siete grupos de datos. Los resultados
obtenidos con los recubrimientos CAR-PDMS y CAR-PDMS/DVB, estan separados, a las 6
a.m., 12 m. y 6 p.m., respectivamente. Pero, las fibras con recubrimiento de liquidos idnicos, no
se logran diferenciar entre si, es decir, que los tres recubrimientos presentan afinidad por
compuestos de la misma naturaleza. CAR-PDMS/DVB present6 afinidad por compuestos de
diferentes familias, i.e., monoterpenoides, sesquiterpenoides, compuestos oxigenados alifaticos y

otros.

En la Figura 19, se muestra el perfil cromatografico obtenido por GC-MS, de la fraccién
volatil de las flores de M. myriantha, extraida por HS-SPME con la fibra CAR-PDMS/DVB a las
6:00 a.m. Los compuestos identificados al usar este recubrimiento sobre la fibra de SPME, a las

6:00 a.m., 12:00 m. y 6:00 p.m., se encuentran en la Tabla 6.
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Figura 19. Perfil cromatografico de la fraccion volatil de las flores de M. myriantha aislada por
HS-SPME, usando el recubrimiento CAR-PDMS/DVB en la fibra, a las 6:00 a.m. Modo de
inyeccion splitless, columna DB-WAX de 60 m (L) x 0.25 mm (1.D.) x 0.25 (d¢), detector

selectivo de masas (El, 70 eV).

Tabla 6.
Compuestos aislados de las flores de M. myriantha a las 6:00 a.m., 12:00 m. y 6:00 p.m. por HS-
SPME/GC-MS con el recubrimiento CAR-PDMS/DVB en la fibra.

Compuesto GC Area relativa (%; valor + SD, n =3)

6 a.m. 12 m. 6 p.m.
Limoneno 46+0.2 1.1£0.9 -
1,8-Cineol 1.5+0.1 - -
Octan-3-ona 21 2.3+£0.6 3x1
p-Cimeno 1.8+0.2 1.0+£0.3 -
Octanal 0.5+0.1 31 2.5%0.6
1-Octen-3-ona 0.8+£0.1 0.8+£0.1 0.7£0.1
Acetato de cis-hex-3-en-1-ilo 1.2+0.3 3.5+£0.5 4+1
6-Metil-5-hepten-2-ona 4+1 0.8+0.1 0.7+£0.1
Hexan-1-ol 1.3+0.8 0.6+0.1 1.6+0.1
cis-Hex-3-en-1-ol 0.3x0.1 - -
Octan-3-ol 4+1 31 3.2+£0.3

Nonanal 4.3+0.9 22+9 25+5
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Tabla 6.

Continuacion

Tetradecano, Cy4 0.5+0.2 - -
Acido acético 0.9+0.6 0.9+0.1 1.0+£0.4
Oct-1-en-3-ol 45+2 374 28+3
Furfural 0.3£0.1 0.5+0.1 1.2+£0.2
Oxido de nerol - 0.6+0.3 0.3+0.1
Decanal 1.2+0.1 1.7£04 14+0.1
a-Copaeno 1.0£0.1 0.5+0.1 -
Linalol 1.6+£0.2 1.7+£0.7 1.1+£0.2
Octan-1-ol 2.1+0.6 3.3+x0.1 5.6+0.6
iso-Isopulegol 0.7£0.1 -
trans-p-Menth-2-en-1-ol 1.9+04 - -
B-Copaeno 1.3+£0.1 0.61+0.1 -
trans-p-Cariofileno 24+0.2 1.2+0.1 0.6+0.1
Terpinen-4-ol 0.6+0.1 - -
Istd (Hexadecano, Cis) 10+3 27+2 33+3
cis-Thujopseno 1.3+0.1 0.7£0.1 0.2£0.1
Aromadendreno 0.5+0.1 - -
Nonanol 1.2+0.2 3.5£0.7 61
allo-Aromadendreno 1.0£0.1 - -
a-Humuleno 0.5+0.1 - -
a-Terpineol 0.5+0.1 0.7+0.4 -
B-Selineno 1.0+£0.1 - -
1,4-Dimetoxibenceno 1.2+0.1 0.5+0.1 -
a-Farneseno 0.6+0.1 0.5+0.1 0.6+0.1
Acetato de geranilo 0.3£0.1 -
Citronelol 0.6+0.1 - -
Eter de octilo 1.3+0.5 0.6+0.1 0.4+0.1
d-Cadineno 1.0£0.1 - -
Salicilato de metilo 0.5+0.2 0.6+0.1 1.0£0.2
Geraniol 1.6+£0.7 -

cis-Nerolidol 0.6+0.1 0.2+0.1 -
Timol 0.8+0.4 -
4-Metoxiacetofenona 1.3+0.4 - -
Monoterpenos (MH) 6.4 2.1 -
Monoterpenos oxigenados (MO) 9.8 3.0 1.1
Sesquiterpenos (SH) 114 3.5 1.4
Compuestos oxigenados, Otros 72.1 90.7 96.3
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Figura 20. Relaciones Y A;otq1 /Aista Obtenidas para cada familia de compuestos presentes en
las fracciones volatiles obtenidas por HS-SPME/GC-MS, de las flores de M. myriantha a las 6:00

a.m., 12 m. y 6:00 p.m., usando la fibra de SPME con el recubrimiento de CAR-PDMS/DVB.

La fragancia de las flores de M. myriantha es una mezcla compleja de compuestos organicos
volatiles y semi-volatiles, que pertenecen a diferentes familias, con grupos funcionales, masa

molecular, polaridad y concentracion diferentes.

En la fragancia de las flores de M. myriantha, los compuestos identificados son, en su
mayoria, oxigenados. Los monoterpenos y sesquiterpenos disminuyeron durante el dia su
emisién, mientras que la emision de los compuestos oxigenados no terpénicos aumentd durante

la tarde (\VVéase Figura 20).
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Entre los metabolitos secundarios presentes en la fraccion volétil, se encuentran alcoholes
(oct-1-en-3-ol, 45+2%; nonanol, 1.2+0.2%) y aldehidos (nonanal, 4.3+0.9%; octanal, 0.5+0.1%)
(\Véase Tabla 6): son probablemente productos de respuesta al dafio mecénico (Plant Physiology,
2017), realizado en el momento de cortar las flores; son derivados de acidos grasos, sometidos a
peroxidacion lipidica y escision de la cadena alifatica; algunos de estos compuestos actiian como
repelentes de insectos. Ademas, aldehidos y cetonas pueden reaccionar con aminas primarias que
se hallan en proteinas, ciertos lipidos y &cidos nucleicos, para formar bases de Schiff, reaccion en
la que se producen enlaces dobles, carbono-nitrégeno (Soca, Bahr y Nifio, 2004), como se

muestra en la Figura 21.

R R’
/

R
}ZO + HZN—R2 — R NH  — »:N_RZ + H,0
1 X R:

R
r? OH

Figura 21. Formacién de bases de Schiff.

La formacion de bases de Schiff esta relacionada con una respuesta inflamatoria, que favorece
la formacién de placas lipidicas en la parte interior de las paredes de las arterias, i.e.

ateroesclerosis (Soca et al., 2004).

Oct-1-en-3-ol (45+2%), limoneno (1.7+0.2%), octan-3-ol (4£1%) y nonanal (4.3+£0.9%)
fueron compuestos mayoritarios en la fraccion volatil aislada de las flores de M. myriantha, a las
6:00 a.m. Limoneno presenta actividad antiparasitaria, es efectivo contra ataque de piojos
(Pedilucus humanus corporis 'y P. humanus capitatis) (Oladimeji, Orafidiya, Ogunniyi y

Adewunmi, 2000), es un compuesto muy comun en citricos como el liméon (Oladimeji et al.,
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2000) y en el orégano, posee propiedades antioxidante (Sun, 2007) y antimicrobiana (Milos,

Mastelic y Jerkovic, 2000).

Entre los compuestos que se encontraron en menor proporcion a las 6:00 a.m. figuran acetato
de geranilo (0.3+0.1%), citronelol (0.6+0.1%), B-selineno (1.0+0.1%) y 1,8-cineol (1.5+0.1%); al
1,8-cineol, conocido también como eucaliptol, se le atribuye actividad larvicida en ensayos con

Aedes aegypti (Aligiannis, Kalpoutzakis, Mitaku y Chinou, 2001 y Levya et al., 2009).

Durante el monitoreo de volatiles, realizado a las 12:00 m., se identificaron principalmente
oct-1-en-3-ol (40£11%), nonanal (22+9%) y octanal (3+1%); en una proporciébn mayor,
comparados con hexanol (0.6+0.1%) y salicilato de metilo (0.6+£0.1%). A las 6:00 p.m., en la
fraccion volatil de las flores de M. myriantha se identificaron nonanol (6+1%), nonanal (25+£5%)
y oct-1-en-3-ol (39+4%); en una proporciéon mayor, comparados con cis-thujopseno (0.2+0.1%)

y trans-f-cariofileno (0.6+0.1%), que se encontraron en menor proporcion.

En la fraccion volatil de las flores de M. myriantha, la emision del trans-p-cariofileno
disminuye a las 6:00 p.m. (0.6+0.1%) comparado con las 6:00 a.m. (2.4+0.2%), este compuesto
esta presente cominmente en aceites esenciales [Aguilera, Navarro, Tacoronte, Leyva,
Marquetti, 2003; Acevedo et al., 2007; Pino, Melendez y Stashenko, 2009 y Jaramillo, Duarte,
Mufioz, Stashenko, 2010) y, se ha reportado que posee actividad contra la leishmaniasis (Soares

etal., 2013).

La emision del oct-1-en-3-ol disminuye de 45+2% en el dia, hasta 28+3% en horas de la
noche, es el compuesto mayoritario en la fragancia de flores de M. myriantha y un buen
atrayente de insectos (Takken y Kline, 1989), especialmente, para mosquitos de los géneros

Aedes, Anopheles, Coquilletidia, Psorophora y Mansonia (Henderson, 1986), la disminucion de
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este compuesto durante el dia, podria atribuirse a la polinizacion de la planta; la cual, en la
mafiana, emite mayor cantidad de volatiles, puesto que necesita estimular a visitantes florales
para su polinizacion [Herman y Krzysztof, 2016; Xu, Zhu, Buss y Leal, 2015 y Okull, Beelman y

Gourama, 2003).

En la Figura 22, se muestra la ruta de fragmentacion del oct-1-en-3-ol (El, 70 eV) vy el

espectro de masas experimental obtenido por GC-MS.
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AR - —= H.C
CHs HZC\)\/\/\CH3 20 CH;
m/z 71 m/z 128 m/z 99
Abundancia 57
90 .
- CsHiy
80 +H
o
7 |
H2C\
60
50 m/z 57
40
30
20 71
43
85
10 ‘ ‘ 09
\‘ 1Ll ; \l 1 ‘r 110 128 . . .
40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 m/z

Figura 22. Espectro de masas experimental del oct-1-en-3-ol, obtenido por GC-MS y su ruta de

fragmentacion. Impacto de electron (El, 70 eV).

En el espectro de masas (Véase Figura 22), la intensidad del ion molecular, m/z 128, es muy
baja, debido a su poca estabilidad y una larga cadena hidrocarbonada. Ademas, se observa el ion
caracteristico, [M-H,O]"", proveniente de la deshidratacion del ion molecular. La corriente idnica
total, se encuentra representada casi en su totalidad por iones fragmento, generados por ruptura

simple del ion molecular, el ion pico de base en m/z 57, se origina por la pérdida (M-CsHy;")
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(ruptura B y ruptura alilica); este es el ion mas estable, porque en él, se deslocaliza la carga
positiva a través de la conjugacion de enlaces dobles. También, se observa una serie homdéloga

de iones fragmentos en m/z 43, 57, 71 y 85, tipicos para hidrocarburos alifaticos.

5.4. Determinacion de las mejores condiciones para el analisis por LC- ESI(+)-TOF-MS de

un patron certificado de una antocianina

El andlisis para obtener las mejores condiciones por LC-ESI(+)-TOF-MS se realiz6 con la
antocianina, cianidina-3-glucdsido, como se describid en la Seccion 4.5.2. En las Figuras 23 y
24, se muestran los resultados, de las areas cromatograficas obtenidas, para el ion molecular
[M]*= 449.1083, a diferentes valores de voltajes de capilar y de fragmentador, para dos fases

moviles evaluadas, con el acido formico al 0.2%, en acetonitrilo o en metanol.
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Figura 23. Areas cromatograficas obtenidas para el ion m/z 449.1083 [M]", a diferentes voltajes
de fragmentador y de capilar, con la fase mévil: A-acido férmico 0.2% en agua y B-acido

foérmico 0.2% en acetonitrilo (n=2).
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Figura 24. Areas cromatograficas obtenidas para el ion m/z 449.1083 [M]" a diferentes voltajes
de fragmentador y de capilar con la fase movil: A-acido formico 0.2% en agua y B-acido

férmico 0.2% en metanol (n=2).

En las Figuras 23 y 24, se observa que los valores de las areas cromatograficas para el ion
[M]"=449.1083, mas altos, se obtuvieron con un voltaje de fragmentador Vg, de 150 V, y las
areas cromatograficas, menores, se obtuvieron con un Viag= 250 V; asi mismo, el voltaje de

capilar mas alto favorece la formacion de iones [M]".

Como la molécula cianidina-3-glucésido se fragmenta, perdiendo el azlcar unido a su
estructura, en las Figuras 25 y 26, se muestran los resultados de graficar las areas
cromatogréaficas obtenidas para el ion fragmento, ion [M-aztcar]*= 287.0555 a diferentes valores
de voltajes de capilar y de fragmentador, para la fase maévil: A- &cido formico 0.2% en agua y B-

acido férmico 0.2% en acetonitrilo, ACN, o en metanol, MeOH.
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Figura 25. Areas cromatograficas obtenidas para el ion m/z 287.0555 [M-azucar]” a diferentes
voltajes de fragmentador y de capilar con la fase movil A-&cido formico 0.2% en agua y B-4cido

férmico 0.2% en acetonitrilo (n=2).
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Figura 26. Areas cromatogréficas obtenidas para el ion m/z 287.0555 [M-azucar]™ a diferentes
voltajes de fragmentador y de capilar con la fase movil: A-acido formico 0.2% en agua y B-acido

férmico 0.2% en metanol (n=2).
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En las Figuras 25 y 26 se puede observar que los valores de las areas cromatograficas
obtenidas para el ion [M-azlicar]'=287.0555, mas altos, se obtuvieron con un Vg,g de 250 V' y
con voltajes de capilar més altos. En las graficas, no se observan diferencias significativas entre
los valores de las &reas cromatograficas obtenidas al usar metanol o acetonitrilo como solvente
organico de la fase mdvil. Comparando las &reas cromatogréficas obtenidas al usar acetonitrilo o
metanol, como solvente organico de la fase movil, a diferentes valores de Vg para los iones m/z
449.1087 y m/z 287.0555, el valor de Vs, con el que se obtienen areas cromatograficas
mayores, es de 200 V (Véanse las Figuras 23, 24, 25 y 26). En la Figura 27, se muestran las
areas cromatograficas obtenidas para el ion m/z 449.1083 [M]" a Viag= 200 V, con fase movil:

A-acido férmico al 0.2% en agua y B-acido formico al 0.2% en acetonitrilo o metanol.
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Figura 27. Areas cromatograficas obtenidas para el ion [M]"=449.1083 con Vge= 200 V, y
diferentes valores de voltaje de capilar, para la fase movil: A-acido férmico al 0.2% en agua y B-

acido férmico al 0.2% en acetonitrilo, ACN, o en metanol, MeOH.
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En la Figura 27 no se observa una diferencia significativa para la formacion del ion m/z
449.1083 [M]" usando un Vg,y de 200 V, y valores de Ve, de 4000 0 5000 V, las areas
cromatograficas obtenidas a partir de las corrientes ionicas extraidas (EIC), no se ven

influenciadas significativamente por la fase movil.

En las Figuras 25 y 26, se observa que los valores de areas cromatograficas para el ion
fragmento m/z 287.0555 [M-azlcar]®, mas altos, se obtienen al usar V¢, de 3000-5000 V, y
Virag: 250 V, pero, al aplicar este voltaje de fragmentador, se generan muchos iones fragmento, y
disminuyen iones moleculares. Lo que se desea, es obtener aproximadamente 50% de iones-
fragmento y 50% de iones moleculares; en la Figura 28 se observa la grafica obtenida para la

relacion Y, segun lo descrito en la Ecuacién 2 (Véase Seccion 4.5.2).
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Figura 28. Relacion Y, en porcentajes de la formacion del ion molecular (m/z 449.1087) y su
respectivo ion fragmento (m/z 287.0555) a diferentes valores de Vcap Y Virag €0 fase movil: A-

acido férmico al 0.2% en agua y B-acido formico al 0.2% en acetonitrilo o metanol.
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En la Figura 28, se observa que al aplicar un Vg, de 200 V se obtiene aproximadamente una
relacion 50:50 para la formacion de iones m/z 449.1087 [M]" y m/z 287.0555 [M-azlcar]", de
esta manera, se puede identificar, tanto un compuesto que tenga azucar en su estructura
(antocianina) o, un compuesto que no tenga azucar unido a su estructura (antocianidina).
Ademas, también se observa que al aplicar un Vs.g de 100 V, la molecula en forma de ion
molecular, no se fragmenta. EI obtener solo ion molecular en el espectro de masas, dificulta la
identificacion y elucidacion de la estructura del compuesto. Lo contrario pasa al aplicar un Vg
de 250 V; con este voltaje se obtienen muchos iones fragmentos y pocos iones moleculares, lo
cual, también dificulta la identificacion del compuesto. Ferrer et al. (2005), analizaron 15
pesticidas en frutos y vegetales, por LC-TOF-MS y también consideraron que la mejor relacién
entre ion molecular y iones-fragmento es 50:50, para obtener informacion estructural a partir de

los fragmentos generados y el ion molecular.

A continuacion, se muestran los resultados obtenidos al graficar la relacion sefial/ruido (S/N),
a un voltaje de fragmentador de 200 V y diferentes valores de voltaje de capilar, para cada una

de las fases moviles usadas.
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Figura 29. Relacion sefal/ruido, S/N, para el ion m/z 449.1078 [M]* a 200 V de voltaje de
fragmentador y diferentes valores de voltajes de capilar en fase maévil: A-acido formico al 0.2%

en agua y B-acido formico al 0.2% en acetonitrilo o metanol.

Los valores de relacion S/N, mas altos, se obtuvieron con la fase movil de acido férmico al
0.2% en acetonitrilo, al aplicar un V¢, de 3000 V (Véase Figura 29). Sin embargo, al utilizar

voltajes de capilar mayores, no se observa una diferencia significativa entre los valores de S/N.

A partir de los analisis realizados, con las areas cromatograficas obtenidas y los valores de la
relacion sefial/ruido, se escogieron las condiciones experimentales con las que se obtiene la
mayor respuesta del observable, correspondiente a voltaje capilar de 4000 V, voltaje de
fragmentador de 200 V y el &cido formico 0.2% en acetonitrilo, como la fase movil B. Con estos
parametros, se realizo el analisis de los extractos hidroalcoholicos y los obtenidos por MSPD, de

hojas, flores, tallos y frutos de la planta M. myriantha.
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5.5. Identificacion y cuantificacion por LC-ESI(+)-TOF-MS de flavonoides presentes en
extractos obtenidos con solventes o por MSPD de hojas, flores, tallos y frutos de M.

myriantha.

5.5.1. Identificacion y cuantificacion de los flavonoides presentes en los extractos
obtenidos con solventes de diferentes partes de M. myriantha. La identificacion y
cuantificacién de los metabolitos secundarios presentes en los extractos, se realizd por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas, siguiendo la metodologia, que se
describe en la Seccion 4.5.2. La identificacion de los compuestos se realizd a partir de las masas
exactas calculadas usando el software de datos AT MassHunter (Version B.06.00-SP3), la
exactitud de las masas Appm (Ecuaciéon 5) y la comparacion de los tiempos de retencion y la

fragmentacion con los de patrones certificados.

Masacqiculada — MASAexperimental
L2 x10°

Masacqiculada

Ecuacion 5

Appm =

La cuantificacion de los compuestos identificados en los extractos, se realizé por el método
del estandar externo, se construy0 una curva de calibracion, para los patrones certificados,
cianidina-3-glucosido, kaempferol-3-glucosido, kaempferol y luteolina, y para los demas
compuestos identificados, la cuantificacion se realizo por el método del estandar interno, para lo
cual se uso el flavonoide de tipo flavonona, pinocembrina (C15H1204) (Véase Figura 30), a una

concentracion de 200 pg/L (Véase Anexo E).
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Figura 30. Pinocembrina (C15H1,04) [M+H] = 257.0808, estandar interno usado para el analisis
por LC-ESI(+)-TOF-MS de los extractos hidroalcohdlicos y los obtenidos por MSPD de hojas,

flores, tallos y frutos de M. myriantha.

En la Figura 31 y en las Tablas 7 y 8, se muestran los compuestos identificados en los
extractos hidroalcohdlicos obtenidos de hojas, flores, tallos y frutos de M. myriantha y su

cuantificacion.
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Figura 31. Corrientes ionicas extraidas en el analisis por LC-ESI(+)-MS-TOF de los extractos

hidroalcohdlicos obtenidos de hojas, flores, tallos y frutos de M. myriantha.
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Tabla 7.

Identificacion de compuestos presentes en los extractos hidroalcohdlicos obtenidos de hojas,
flores, tallos y frutos de M. myriantha por LC-ESI(+)-MS-TOF.

Masas
Compuesto Férmula Calculada Experimental  Appm
Cianidina-3-glucésido* CxH21011 449.1083 449.1080 0.79
:J?fr:gggg’lf"(z'glucos"‘ CuHuOp 7572186 7572210  0.05
Kaempferol-3-rutindsido** Cy7H30015 595.1657 595.1660 0.46
Kaempferol-3-glucdsido* C21H21011 449.1083 449.1079 0.05
Kaempferol-3-arabin6sido** C20H19010 419.0973 419.0953 0.15
Luteolina* C15H1106 287.0555 287.0554 0.81
Kaempferol* C15H1106 287.0555 287.0560 0.37

Nota: *Identificacion confirmatoria, por comparacion de tiempos de retencion con los de
patrones certificados y la fragmentacién del ion (Véase Anexo E).
** |dentificacion tentativa, segun la fragmentacion de la molécula protonada [M+H]".

Tabla 8.

Cuantificacion de los metabolitos secundarios aislados con extracciones hidroalcohdlicas de

hojas, flores, tallos y frutos de M. myriantha por LC-ESI(+)-MS-TOF.

mg compuesto/ g de extracto (xSD, n=3)

Compuesto Hojas Flores Tallos Frutos
gcl'j:;::ng 010 +005 0006 + 0001 005 # 001 00010 # 0.0001
Kaempferol-3-(2-

- - + -
glucosil-rutinésido)** 006 =+ 0.02
E?fnrzsfjgig 008 +001 037 +002 07 +01 014 % 002
;Tc?ggirf” 007 +001 14 # 01 26 + 06 05 * 01
Kaempferol-3- . 005 + 001 008 # 001 .

arabinosido**
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Tabla 8.

Continuacion

Luteolina* 0.11 <+ 0.03 - - -
Kaempferol* 1.1 £01 21 = 01 6 =1 05 =01

Nota: * Cuantificacion por el método del estandar externo, usando la curva de calibracion.

** Cuantificacion por el método del estandar interno.

En los extractos hidroalcoholicos, se identificaron polifenoles, cinco flavonoides de tipo
flavona, kaempferol-3-(2-glucosil-rutindsido), kaempferol-3-rutindsido, kaempferol-3-glucosido,

kaempferol-3-arabindsido, luteolina, kaempferol y una antocianina, cianidina-3-glucdésido.

5.5.2. Identificacion y cuantificacion de flavonoides presentes en los extractos obtenidos
por MSPD de hojas, flores, tallos y frutos de M. myriantha. La caracterizacion de los
metabolitos secundarios presentes en los extractos obtenidos por MSPD, se realizO por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas, siguiendo la metodologia descrita en
la Seccion 4.5.2. La identificacion de los compuestos se realizd a partir de las masas exactas
calculadas usando el software AT MassHunter (Version B.06.00-SP3), la exactitud de las masas
Appm (Ecuacion 5) y la comparacion de los tiempos de retencion y la fragmentacion, con los de

patrones certificados.

La cuantificacion de los compuestos identificados, en los extractos obtenidos por MSPD, se

realiz6 como se describe en la Secciéon 5.5.1.

En la Figura 32 y en las Tablas 9 y 10, se muestran los compuestos identificados en los
extractos obtenidos por MSPD de hojas, flores, tallos y frutos de M. myriantha y su respectiva

cuantificacion.
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Figura 32. Corrientes ionicas extraidas en el analisis por LC-ESI(+)-MS-TOF de los extractos

obtenidos por MSPD de hojas, flores, tallos y frutos de M. myriantha.
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Tabla 9.

89

Identificacion de los compuestos presentes en los extractos obtenidos por MSPD de hojas, flores,
tallos y frutos de M. myriantha por LC-ESI(+)-MS-TOF.

Masas
Compuesto Formula Calculada Experimental Appm
Cianidina-3-glucosido* CyH2 014 449.1083 449.1091 0.34
Kaempferol-3-rutindsido** C27H30015 595.1657 595.1659 0.37
Kaempferol-3-glucoésido* Cy1H2.011 449.1083 449.1081 0.16
Kaempferol-3-arabindsido** CyoH19010 419.0973 419.0974 0.15
Kaempferol* Ci5H1106 287.0555 287.0560 0.91

Nota: *Identificacion confirmatoria, por comparacion de tiempos de retencién con los de

patrones certificados y la fragmentacion del ion.

** |dentificacion tentativa, segin la fragmentacion de la molécula protonada [M+H]".

Tabla 10.

Cuantificacion de los metabolitos secundarios aislados por MSPD de hojas, flores, tallos y
frutos de M. myriantha por LC-ESI(+)-MS-TOF.

mg compuesto/ g de extracto (xSD, n=3)

Compuesto Hojas Flores Tallos Frutos
gcl'j:;g:ng . . 037 +003 0025 + 0.005
Kaempferol-3-

rUtinGsido** 0.05 =+ 0.01 0.25 =+ 0.02 0.05 = 0.01 0.008 = 0.002
Kaempferol-3-

glucésido* 0.10 =+ 0.01 08 = 01 020 = 0.01 0.060 =+ 0.004
Kaempferol-3-

arabinésido** ) 0035 = 0.002 ] ]
Kaempferol* 18 £02 47 = 05 12 +3 06 0.1

Nota: *Cuantificacion por el método del estandar externo, usando la curva de calibracion para

cada flavonoide (Véase Seccion 5.5.1).

** Cuantificacion por el método del estandar interno.
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En los extractos obtenidos por MSPD, se identificaron polifenoles, cuatro flavonoides de tipo
flavona,  kaempferol-3-rutinésido,  kaempferol-3-glucésido, = kaempferol-3-arabinosido,

kaempferol y una antocianina, cianidina-3-glucosido.

Para la identificacion de los metabolitos secundarios aislados por extraccion hidroalcoholica o

por MSPD, se analizaron los espectros de masas obtenidos, como se muestra en las Figuras 33,

34y 35.
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Figura 33. Espectros de masas de los compuestos cianidina-3-glucésido y kaempferol-3-

glucésido, obtenidos por LC-ESI(+)-TOF-MS.

La identificacion de los metabolitos secundarios mostrados en la Figura 33 se realizo por la
comparacion de los tiempos de retencién de los compuestos, comparados con los de los patrones
certificados. La cianidina-3-glucésido y el kaempferol-3-glucésido, presentan la misma masa
exacta. La presencia en sus estructuras del mismo azucar como sustituyente (glucosa, CsH1,05),
se observa en sus espectros de masas; por esto, ambos compuestos presentan igual ion molecular

y molécula protonada en m/z 449.1083, e igual ion-fragmento en m/z 287.0555, formado por la
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pérdida del azicar como molécula neutra. La intensidad del ion se relaciona directamente con la
estructura del compuesto y con su capacidad de estabilizar la carga positiva; el ion molecular de
la cianidina-3-glucésido tiene una intensidad alta (>50%), mientras que la intensidad del
kaempferol-3-glucésido protonado [M+H]" es baja (<20%). La corriente idnica extraida total en
el caso de la cianidina-3-glucésido se encuentra representada en su mayoria, por el ion
molecular; caso contrario ocurre con el kaempferol-3-glucésido, donde el ion fragmento en m/z
287.0555 es el ion predominante. En los espectros de masas se puede observar la presencia de los
respectivos iones isotdpicos para cada una de las sefiales, los cuales, son uno de los criterios para
la calidad de un espectro de masas, asi como pocas sefiales ajenas al compuesto identificado
(background). Los iones en m/z 121 y m/z 922 son iones de referencia, provenientes de
soluciones de purina (CsHsN4) y hexaquis (1H, 1H, 3H-tetrafluoropentoxi)-fosfazeno

(C1gH1806N3P3F24), respectivamente, empleados para la correccion en tiempo real de la masa.
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Figura 34. Espectros de masas de los isomeros de posicion luteolina y kaempferol, obtenidos por

LC-ESI(+)-TOF-MS.
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Aunque los compuestos luteolina y kaempferol presentan la misma masa exacta, se pueden
diferenciar segn sus tiempos de retencion, debido a que cada uno interactia de una manera
diferente con la fase movil y estacionaria de la columna cromatogréfica. La luteolina protonada
tiene una intensidad alta (>50%), mientras que la intensidad del kaempferol protonado es baja
(<20%) (Véase Figura 34). También, se puede observar la presencia de los iones isotdpicos en
las sefiales de los iones moleculares y bajo background. Se observa, que luteolina, como

kaempferol, no se fragmentan bajo las condiciones experimentales empleadas.
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Figura 35. Espectro de masas del flavonoide kaempferol-3-rutindsido, obtenido por LC-ESI(+)-

TOF-MS.

La identificacion del flavonoide kaempferol-3-rutindsido (Véase Figura 35) se realizo
tentativamente, segun la fragmentacion de la molécula protonada. La presencia en su estructura
de un disacarido como sustituyente rutinosa (C12H2,010), la cual es formada por la union de dos
monosacaridos, glucosa y ramnosa, por un enlace glucosidico, se observa en los fragmentos
obtenidos en su espectro de masas, el ion fragmento 1 en m/z 449.1001, formado por la pérdida
del aztcar ramnosa, como molécula neutra. EI fragmento 1, en m/z 449.1001, luego, puede seguir

fragmentandose y perder el azlcar glucosa, también, como molécula neutra, generando el ion en
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m/z 287.0555 (fragmento 2) correspondiente al kaempferol. Las intensidades de las sefiales del
espectro de masas, se pueden relacionar con la estructura del kaempferol-3-rutinésido, la
molécula protonada en m/z 595.1657 tiene una intensidad alta, al igual que el fragmento 2
(>50%), mientras que la intensidad del fragmento 1 (m/z 449.1001) es baja (<20%), la corriente
ionica extraida total se encuentra representada en su mayoria, por el ion molecular y por el
fragmento 2. También, se observan los respectivos iones isotopicos para cada una de las sefiales,
los cuales, son uno de los criterios para la calidad de un espectro de masas, ademas, el
background fue bajo. Con los iones en m/z 121 y en m/z 922 se realizd la correccion de masas en

tiempo real.

Entre los compuestos identificados, se encuentran flavonoides de tipo flavona (luteolina,
kaempferol y derivados de kaempferol) y una antocianina derivada de cianidina, lo que indica

que las técnicas de extraccion permitieron extraer diferentes clases de flavonoides.

En los extractos hidroalcoholicos se logro identificar mayor nimero de compuestos, en
comparacion con los extractos obtenidos por MSPD (Véanse las Tablas 7 y 9), pero, las
concentraciones de los compuestos identificados fueron mayores en los extractos obtenidos por
MSPD, comparados con los extractos hidroalcoholicos. Las concentraciones mas altas de los
compuestos aislados por MSPD, pueden deberse a que el movimiento mecénico durante la
homogeneizacion de las muestras junto con la silice, facilita la transferencia de masa desde la
matriz hacia el solvente de elucion. Esto concuerda con lo publicado por Martins, Ferreira,
Varela y Teixeira (2006), quienes obtuvieron porcentajes de recuperacion superiores al 85% con
la extraccion por MSPD de fenoles, de hojas de Ficus carica, y propusieron que los altos
rendimientos obtenidos se debieron a una eficiente interrupcion de la estructura de la muestra 'y a

las interacciones entre los analitos no polares y el soporte Cys.
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Vande et al. (1981), reportaron la presencia de fenoles simples (19%), y flavonoides (5%), en
extractos de tallos de M. magnifica. No obstante, ellos no reportaron la presencia de kaempferol
o derivados de kaempferol en los extractos. En esta investigacion, se identificd kaempferol en los
extractos hidroalcoholicos y en los obtenidos por MSPD, de todas las partes de la planta M.

myriantha (hojas, flores, tallos y frutos).

Susanti et. al. (2007), identificaron kaempferol y kaempferol-3-glucésido en extractos
obtenidos con metanol o con acetato de etilo de flores de la planta Melastoma malabathricum L.

(Fam. Melastomataceae), compuestos con las actividades antioxidantes y citotoxicas.

Claderon-Montano, Burgos-Moron, Perez-Guerrero y Lopez-Lazaro (2011), muestran un
compendio de estudios epidemioldgicos y correlacionan una dieta rica en alimentos derivados de
plantas, con un efecto protector en la salud humana. Kaempferol y sus derivados, tales como
kaempferol-3-rutindsido y kaempferol-3-arabindsido, se encuentran en muchas plantas
comestibles, e.g., té, brécoli, repollo, tomate, uvas y fresas; a ellos, se les atribuye una amplia

gama de actividades farmacoldgicas, incluyendo antioxidante, antiinflamatoria y antimicrobiana.

Diferentes marcas de té, fueron analizadas por Matsubara y Rodriguez-Amaya (2006) por
cromatografia liquida. Las muestras se compraron en el mercado local, (Campinas, SP); en el
estudio, se determinaron los niveles de quercetina, miricetina y kaempferol. Quercetina (2.5-3.4
mg/g hojas secas) predominé en todas las muestras, seguida de kaempferol (1.0-2.0 mg/g hojas
secas). Miricetina (1.9 mg/g hoja seca) fue el compuesto que mas varid y, estuvo en menor
concentracion en el té negro; miricetina no se identificd en infusiones de frutas (manzana y fresa)
0 de hierbas. Al comparar los resultados de Matsubara y Rodriguez-Amaya (2006), con los

obtenidos en esta investigacion, en las hojas de M. myriantha no se identificO quercetina o
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miricetina, pero, se encontrd kaempferol, en concentraciones 1.84+0.2 y 1.1+0.1 mg/g de extracto,
obtenido por MSPD o hidroalcohdlico, respectivamente, valores semejantes a los reportados para

las marcas de té.

Gordon, Schadow, Quijano y Marx (2011), estudiaron extractos de bayas de la planta
Clidemia rubra (Aubl.) Mart. (Fam. Melastomataceae) y determinaron el perfil fenolico por
HPLC-MS/MS, usaron también compuestos estandar. Entre los compuestos identificados,
reportaron cianidina-3-glucosido (0.12+0.01 mg/g); en esta investigacion, se identifico cianidina-
3-glucésido (0.025+0.005 y 0.0010+£0.0001 mg/g de extracto, obtenido por MSPD o
hidroalcoholico, respectivamente) en las bayas de M. myriantha. La concentracion reportada por
Gordon et al. (2011) en bayas de C. rubra es ca. cinco veces mayor que el obtenido en esta

investigacion para M. myriantha.

Cambie y Ferguson (2003), estudiaron el potencial funcional de alimentos tradicionales, entre
los que se encuentran la batata o kumara (Ipomoea batatas), el taro (Colocasia esculenta) y la
dracenia (Cordyline terminalis). Entre los compuestos identificados, se encontraron antocianinas
derivadas de cianidina, como cianidina-3-glucésido y cianidina-3-ramnosido; compuestos a los
cuales se les atribuyeron las propiedades antioxidantes y anti-inflamatorias. En esta
investigacion, se identifico cianidina-3-glucésido en los extractos hidroalcohdlicos de hojas,
flores, tallos y frutos de M. myriantha, de los cuales, la concentracion més alta se obtuvo en
hojas vy tallos (0.10+0.05 y 0.05+0.01 mg/g de extracto); también, se logro identificar cianidina-
3-glucdsido, en los extractos obtenidos por MSPD de tallos y frutos, en concentraciones de

0.37+0.03 y 0.025+£0.005 mg/g de extracto, respectivamente.
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Diferentes especies de Huberia (Fam. Melastomataceae), fueron estudiadas por Mimura,
Salatino y Salatino (2004). Los autores reportaron un total de 17 compuestos, entre ellos,
luteolina y derivados de kaempferol. Sugirieron una relacién entre la distribucion geogréafica de
la planta y el perfil de flavonoides obtenido. Su andlisis multivariado indico vinculos entre H.
carvalhoi, H. espirito-santensis y H. minor. En esta investigacion, se identifico la luteolina en los
extractos hidroalcohdlicos, de hojas de M. myriantha, en una concentracion de 0.11+0.03 mg/g

de extracto.

Lo anterior muestra que en los extractos obtenidos de hojas, flores, tallos y frutos de M.
myriantha se encuentran compuestos de naturaleza fendlica, a los cuales se les ha atribuido
alguna actividad biologica. Con base en estos resultados, la planta estudiada podria ser

considerada como promisoria.

Los compuestos identificados por LC-MS, presentes en los extractos hidroalcohélicos o por
MSPD de hojas, flores, tallos y frutos de M. myriantha, y en la fraccién volatil de las flores de la

planta, aislada con HS-SPME/GC-MS, se muestran en la Tabla 11.
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Tabla 11.
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Compuestos mayoritarios identificados por LC-MS o por GC-MS, en los extractos y fracciones

volatiles de hojas, flores, tallos o frutos de M. myriantha.

Método de extraccion

Compuesto Formula - 5H-agua MSPD SPME  Clasificacién
Cianidina-3-glucdésido C,1H»1011 + + - Antocianina
Kaempferol-3-(2-glucosil- C33H410450 + - - Flavona
rutinésido)
Kaempferol-3-rutinésido C7H30015 + + - Flavona
Kaempferol-3-glucdsido C,1H2 041 + + - Flavona
Kaempferol-3-arabindsido CyoH19010 + - - Flavona
Luteolina C15H1106 + + - Flavona
Kaempferol CisH1106 + + - Flavona
Limoneno CioHis - - + MH
1,8-Cineol CyoH1s0 - - + MO
Octan-3-ona CgH160 - - + Cqmpuesto
oxigenado
p-Cimeno CioHu4 - - + MH
Oct-1-en-3-ol CaHisO - - +  Compuesto
oxigenado
Linalol C1oH180 - - + MO
Octan-1-ol CaHisO - - +  Compuesto
oxigenado
trans-B-Cariofileno CisHas - - + SH
a-Terpineol CioH150 - - + MO
cis-Nerodiol CisH260 - - + SO

5.6. Determinacién de la capacidad antioxidante y el contenido de fenoles totales en

extractos de M. myriantha.

La capacidad antioxidante y el contenido de fenoles totales, se determinaron para los extractos

hidroalcohdlicos, los obtenidos por MSPD y para las sustancias de referencia (BHT y a-

tocoferol); se usé la metodologia descrita en las Secciones 4.6 y 4.7, respectivamente; los
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extractos, se evaluaron a través de los ensayos ORAC y de Folin-Ciocalteu. Los resultados se
expresaron en pmol Trolox®/g de extracto y mg AG/g de extracto, respectivamente (Véase Tabla

12).

Tabla 12.

Actividad antioxidante y contenido de fenoles totales en los extractos obtenidos con solventes o

por MSPD de hojas, flores, tallos y frutos de M. myriantha y de las sustancias de referencia.

Parte de la ORAC = SD, n=3 Folin-Ciocalteu + SD, n=3
Método planta (umol Trolox®/g de extracto) (mg &cido galico/g de extracto)
Hojas 1470 = 51 70 =5
Flores 980 + 66 50 + 3
MSPD Tallos 1380 + 95 65 + 6
Frutos 1390 + 10 70 =5
Hojas 1310 = 17 73 £ 9
EtOH:  Flores 980 + 65 5, + 8
agua Tallos 2030 += 79 120 + 13
Frutos 3200 + 203 200 £ 24
BHT 520 + 12 275 = 0.2
a-Tocoferol 430 £ 5 16.7 = 0.3

El ensayo ORAC, se basa en la transferencia de un atomo de hidrégeno por parte de la posible
sustancia antioxidante o la fluoresceina, hacia el radical, formado por degradacion térmica del
AAPH, es decir, este ensayo evalla la capacidad de un compuesto para retardar procesos
oxidativos. Los compuestos identificados en los extractos hidroalcohdlicos y obtenidos por
MSPD fueron polifenoles (Véase Tabla 11), compuestos con varios grupos hidroxilo, que

pueden ceder un atomo de hidrégeno (Tortosa et al., 2001). Las antocianinas, hacen parte de los
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flavonoides y también pueden ceder un atomo de hidrégeno al radical peroxilo, para retardar la

oxidacion.

Los valores ORAC, para los extractos hidroalcohdlicos u obtenidos por MSPD fueron
mayores, que los valores ORAC de los compuestos de referencia BHT (520+12 pmol Trolox®/g

de extracto) y o-tocoferol (43045 pmol Trolox®/g de extracto).

Los extractos hidroalcohdlicos de tallos y frutos de M. myriantha, presentaron valores ORAC
2030+79 pmol Trolox®/g de extracto (tallos), 3200203 pumol Trolox®/g de extracto (frutos),
superiores que los de extractos obtenidos por MSPD, 1380495 umol Trolox®/g de extracto
(tallos), 1390+10 pmol Trolox®/g de extracto (frutos). Los extractos obtenidos por MSPD de
hojas, mostraron valores de actividad antioxidante 1470+51 pmol Trolox®/g de extracto,
mayores que los extractos hidroalcohdlicos de hojas, 1310+17 pmol Trolox®/g de extracto. No se
encontro diferencia significativa entre los valores ORAC de los extractos hidroalcoholicos o los

obtenidos por MSPD de flores de M. myriantha (979+65 y 980+66 umol Trolox®/g de extracto).

Los extractos hidroalcohélicos, de los frutos de M. myriantha, presentaron la mayor actividad
antioxidante, 32004203 pmol Trolox®/g de extracto. En estos extractos, se logré identificar
cianidina-3-glucésido (0.0010+0.0001 mg/g de extracto), kaempferol-3-rutinésido (0.14+0.02
mg/g de extracto), kaempferol-3-glucésido (0.5+0.1 mg/g de extracto) y kaempferol (0.5+0.1
mg/g de extracto), una antocianina y cuatro flavonas, con grupos hidroxilo en sus estructuras,

con posibilidad de donar un atomo de hidrégeno.

Los valores mas bajos de la actividad antioxidante, fueron para los extractos hidroalcohélicos
de las flores de M. myriantha, 980465 pmol Trolox®/g de extracto o con MSPD, 980+66 pmol

Trolox®/g de extracto. Con las dos técnicas de extraccién (hidroalcohdlico y MSPD), se
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identificaron kaempferol-3-rutindsido, kaempferol-3-glucésido, kaempferol-3-arabindsido vy
kaempferol; en diferentes concentraciones (Véase Tabla 8), pero, la cianidina-3-glucésido, se

logro detectar solamente en los extractos hidroalcohdlicos.

En extractos hidroalcohdlicos, de los tallos de M. myriantha, se logro identificar el mayor
numero de compuestos, cianidina-3-glucosido (0.05+0.01 mg/g de extracto), kaempferol-3-(2-
glucosil-rutindsido) (0.06+£0.02 mg/g de extracto), kaempferol-3-rutinésido (0.7+£0.1 mg/g de
extracto), kaempferol-3-glucésido (2.6£0.6 mg/g de extracto), kaempferol-3-arabindsido
(0.08+0.01 mg/g de extracto) y kaempferol (61 mg/g de extracto), los cuales, superan en
nimero y en concentracion, a los compuestos identificados en los extractos hidroalcohdlicos, de

los frutos de la planta.

Anggraini y Lewandowsky (2015), determinaron la actividad antioxidante de tres plantas
provenientes de Indonesia, entre estas, Melastoma malabathricum (Fam. Melastomataceae). En
sus analisis, reportaron un valor ORAC de 1880 pmol Trolox®/g de extracto. Los valores ORAC
de los extractos hidroalcohélicos, de tallos (2031+79 pmol Trolox®/g de extracto) y frutos
(3210+203 pmol Trolox®/g de extracto) de M. myriantha, fueron mayores que los reportados

para M. malabathricum.

Con el ensayo de Folin-Ciocalteu, se mide la cantidad de compuestos fendlicos totales,
presentes en la muestra. La medicidn se basa en una reaccion de éxido-reduccion, i.e., en el paso
de electrones de los compuestos fenolicos (sustancias oxidadas) hacia los acidos fosfomolibdicos
y fosfotingstico (sustancias reducidas). Los extractos hidroalcohdlicos y los obtenidos por

MSPD, de hojas, flores, tallos y frutos de M. myriantha, presentaron valores de fenoles totales
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superiores a los de las sustancias de referencia BHT y a-tocoferol (27.5+0.2 y 16.7+0.3 mg acido

galico/g de extracto, respectivamente) (Véase Tabla 12).

Los extractos hidroalcoholicos de tallos y frutos de M. myriantha, presentaron valores de
fenoles totales 120+13 mg acido galico/g de extracto (tallos), 200+24 mg acido galico/g de
extracto (frutos) respectivamente, mayores que los extractos obtenidos por MSPD, 656 mg
acido galico/g de extracto (tallos), 70+5 mg acido galico/g de extracto (frutos). Los valores de
fenoles totales, para los extractos hidroalcohdlicos, de hojas 73+9 mg acido galico/g de extracto
y flores 558 mg &cido galico/g de extracto, no presentaron diferencias significativas, con los
valores de fenoles totales de los extractos obtenidos por MSPD de hojas, 705 mg acido galico/g

de extracto y flores, 50+3 mg acido galico/g de extracto, respectivamente.

Los extractos hidroalcohdlicos, de frutos de M. myriantha, fueron los que presentaron el
contenido de fenoles totales més alto, 20024 mg acido galico/g de extracto, mientras que, los
valores mas bajos de fenoles totales, se consiguieron en los extractos hidroalcoholicos de flores
de M. myriantha, 55+8 mg &cido galico/g de extracto o con MSPD, 50+3 mg &cido géalico/g de

extracto, respectivamente

Los valores de fenoles totales mantienen una relacion directa con los valores de actividad
antioxidante para los extractos hidroalcohélicos o los obtenidos por MSPD, de hojas, flores,
tallos y frutos de M. myriantha (Véase Tabla 12). Los extractos hidroalcohélicos de frutos,
fueron los que presentaron el contenido de fenoles totales mas alto y, también fueron con el valor

ORAC mayor.

Goyos, Mendes, Farias y Ligia (2011), determinaron el contenido de fenoles totales, de

extractos obtenidos con cloroformo o con metanol, de las hojas secas de Miconia albians (Fam.
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Melastomataceae). Reportaron un valor de 70.04+0.12 mg &cido galico/g de extracto seco; este
valor, es cercano a los valores de fenoles totales para los extractos hidroalcohdlicos, 739 mg
acido galico/g de extracto, o por MSPD, 70+5 mg &cido galico/g de extracto, de hojas de M.

myriantha.

Das y Coku (2013), establecieron la presencia de flavonoides, por ensayo colorimétrico v,
determinaron el contenido de fenoles totales por el ensayo de Folin-Ciocalteu, en extractos
obtenidos con etanol o con éter de petroleo de las hojas Osbeckia stellata (Fam.
Melastomataceae). En los resultados reportados, los valores de fenoles totales para los extractos
obtenidos con etanol, 33+5 mg acido galico/g de extracto, o con éter de petréleo, 39+6 mg acido
galico/g de extracto, no presentaron diferencias significativas. Estos valores son menores, que los
encontrados para los extractos hidroalcohdlicos o los obtenidos por MSPD, de hojas de M.

myriantha.

6. Conclusiones

La cantidad y el nimero de compuestos monitoreados por HS-SPME e identificados por GC-MS

en las fracciones volatiles de las flores de M. myriantha disminuye durante el dia.

CAR-PDMS/DVB fue el recubrimiento polimérico con el que se logré extraer un nUmero mas
alto de compuestos volatiles y semi-volatiles; en comparacién con los obtenidos, usando los
recubrimientos CAR-PDMS, ViCislm-NTf; (ViBzlm),C1,-2NTf, ViCglm-CIl/(Vilm),Cli,-2Br o

Viclel m-Nngl(Vl | m)2C12-2 NTf2
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En la fraccion volatil de las flores de M. myriantha se identificaron en mayor proporcion
monoterpenos (limoneno y p-cimeno), monoterpenos oxigenados (1,8-cineol, linalol y terpinen-
4-ol), compuestos oxigenados alifaticos (octan-3-ona y decanal), sesquiterpenos (o-copaeno y
trans-B-cariofileno) y sesquiterpenos oxigenados (cis-nerodiol). La emisién del oct-1-en-3-ol,

compuesto mayoritario, fue mayor en la mafiana (6:00 a.m.), que en la tarde (6:00 p.m.).

Los recubrimientos de liquidos idnicos solo presentaron afinidad por compuestos oxigenados
alifaticos (nonanal, oct-1-en-3-ol, nonanol), la diferencia con fibras comerciales, que se observo

en el andlisis de componentes principales.

Se encontraron las mejores condiciones para el analisis por LC-ESI(+)-TOF-MS, de
antocianinas usando el patron certificado de cianidina-3-glucésido. EI observable fue el area
cromatografica (ion [M]* en m/z 449.1083 y su ion-fragmento [M-aztcar]” en m/z 287.0555) y la
relacion sefial/ruido. Se encontrd que el voltaje del capilar y el voltaje del fragmentador, tienen
efectos sobre las &reas cromatograficas, tanto del ion molecular, como del ion fragmento. Con un
voltaje de capilar 4000 V, voltaje de fragmentador 200 V y el &cido férmico al 0.2% en

acetonitrilo como fase movil B, la respuesta del observable fue mas alta.

En los extractos hidroalcohélicos o los obtenidos por MSPD de hojas, flores, tallos y frutos de
M. myriantha, se aislaron compuestos fendlicos, i.e., seis flavonas (kaempferol, kaempferol-3-
glucosido, kaempferol-3-rutinésido, kaempferol-3-arabinésido, kaempferol-3-(2-glucosil-
rutinosido) y luteolina) y una antocianina, cianidina-3-glucésido. También, se identificaron y
cuantificaron derivados de kaempferol y cianidina, compuestos fenoélicos, a los cuales se atribuye

actividad antioxidante.
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Los valores de actividad antioxidante, para los extractos hidroalcohélicos o los obtenidos por
MSPD, fueron mas altos, comparados con los de los compuestos de referencia BHT y a-

tocoferol.

Los extractos hidroalcoholicos, de los frutos de M. myriantha, presentaron los valores ORAC
3210+203 umol Trolox®/g de extracto, més altos. En estos extractos, se identificaron cianidina-
3-glucédsido (0.0010+0.0001 mg/g de extracto), kaempferol-3-rutindsido (0.14+0.02 mg/g de
extracto), kaempferol-3-glucosido (0.5+0.1 mg/g de extracto) y kaempferol (0.5£0.1 mg/g de
extracto), una antocianina y tres flavonas, respectivamente, con grupos hidroxilo en sus

estructuras, capaces de donar un tomo de hidrégeno.

En los extractos hidroalcohdlicos, de los tallos de M. myriantha, se logr6 identificar el mayor
nimero de compuestos, cianidina-3-glucésido (0.05+0.01 mg/g de extracto), kaempferol-3-(2-
glucosil-rutindsido) (0.06+£0.02 mg/g de extracto), kaempferol-3-rutinésido (0.7+0.1 mg/g de
extracto), kaempferol-3-glucosido (2.6+0.6 mg/g de extracto), kaempferol-3-arabindsido
(0.08+0.01 mg/g de extracto) y kaempferol (61 mg/g de extracto), los cuales, superan en
namero y en concentracion, a los compuestos identificados en los extractos hidroalcohdlicos, de

los frutos de la planta.

Los extractos hidroalcohdlicos, de frutos de M. myriantha, fueron los que presentaron el
contenido de fenoles totales mas alto (200+24 mg &cido galico/g de extracto), mientras que, los
valores mas bajos de fenoles totales, caracterizaron a los extractos hidroalcoholicos de flores de
M. myriantha, (558 mg acido galico/g de extracto) o por MSPD (50+3 mg &cido gélico/g de

extracto).
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Los valores de fenoles totales mantienen una relacion directamente proporcional con los
valores de actividad antioxidante, medida por el ensayo ORAC, para los extractos
hidroalcohdlicos o los obtenidos por MSPD, de hojas, flores, tallos y frutos de M. myriantha. Los
extractos hidroalcohdlicos de frutos de la planta, presentaron el contenido de fenoles totales méas

alto y, también se caracterizaron por el valor ORAC mas alto.

7. Recomendaciones

Los extractos hidroalcoholicos, fueron los que presentaron valores de actividad antioxidante, mas
altos. Se recomienda, monitorear la estabilidad de estos extractos, y establecer un tiempo de vida
aproximado. Ademas, variar las relaciones y acidez de la solucion de extraccion usada, tiempos
de extraccion y la relacion entre material vegetal-solucion de extraccion, para asi, optimizar el

proceso.

Los valores de actividad antioxidante, medidos por el ensayo ORAC, de los extractos
hidroalcohdlicos o los obtenidos por MSPD, fueron mayores, que los de los compuestos de
referencia BHT y a-tocoferol, por esto, se recomienda determinar la actividad antioxidante por

otro u otros métodos, debido a que cada ensayo se basa en un mecanismo diferente.

En este trabajo, se determiné la actividad antioxidante por el método ORAC, basado en la
transferencia de un atomo de hidrégeno. Se recomienda realizar un ensayo que sea por
transferencia de electron(es), como el ensayo del poder de reduccion antioxidante del hierro
(FRAP), donde se usa una solucion que contiene TPTZ [2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina] y FeCls.

Luego de 60 min, al finalizar la reaccién, el hierro férrico Fe®*, pasa a su forma ferrosa Fe?*, que
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se monitorea a una longitud de onda A=593 nm, (los resultados se expresan en mg de acido

ascorbico/g muestra) (Mesa-Vanegas et al., 2010).
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Anexos
Anexo A. Composicion quimica de las fracciones volétiles de las flores de M. myriantha aisladas

por HS-SPME usando fibra recubierta con CAR/PDMS

No Compuesto DB-WAX GC Area relativa (%; valor + SD, n =3)
LRIexp LRI;* 6 a.m. 12m. 6 p.m.

1 Hexanal 1082 1082 - 21 9 1

2 Heptanal 1185 1181 1.1+0.2 1.8+04 3 1

3 Octan-3-ona 1254 1252 3.2+0.3 4,1+0.8 3 £2

4 Acetato de hexilo 1273 1269 1.9+£0.1 1.5+0.1 -

5 1,3,5-Trimetilbenceno 1283 1282 0.67+£0.01 0.42+0.07 -

6 Octanal 1287 1286 1.1£0.2 1.8£0.2 29-0.1

7 Oct-1-en-3-ona 1301 1298 3x1.1 - 45+0.7

8 trans-4,8-Dimetilnona- 1302 1302 42+05 3.6£0.4 -

1,3,7-trieno
9 Acetato de trans-hex-3- 1309 1312 1.2+0.6 1.1+£05 -
en-1-ilo

10 Hept-6-metil-5-en- 1336 1334 0.25+0.07 0.6+0.1 1.5+0.1

11 Hexan-1-ol 1351 1346 0.92+0.04 1.4+0.2 3.9+£0.8

12 cis-Hex-3-en-1-ol 1380 1378 0.6+0.2 1.0+0.3 0.8x0.3

13 Octan-3-ol 1391 1386 4.4+0.12 3.3x0.5 2.2+0.6

14 Nonanal 1391 1392 51 11+£2 21 +5

15 p-Metil anisol 1432 1438 0.73+£0.05 0.22+0.05 0.5+0.01

16 Oct-1-en-3-ol 1444 1442 59.3+0.7 47+5 32 +£8

17 Heptan-1-ol 1449 1449 0.43+£0.03 0.8+0.1 1.5+0.2

18 Italiceno 1517 1518 0.65+0.07 - -

19 Benzaldehido 1519 1525 0.28+0.09 0.7+0.2 1.5+0.6

20 Linanol 1543 1533 0.6+0.1 0.60+0.07 1.1+0.1

21 Octan-1-ol 1551 1536 2.30+£0.03 3.1+0.4 5.0£0.1

22 B-Cedreno 1592 1611 1.3%£0.3 0.3+0.1 -

23 Undecan-2-ona 1598 1588 0.7£0.2 0.2+£0.1 -

24 cis-Thujopseno 1631 1592 2.6+0.8 - -

25 Nonan-1-ol 1655 1597 2.7+£0.7 3.9+0.4 7+1

26 Non-3-en-1-ol 1679 1682 - 0.51+0.06 -

27 p-Metoxianisol 1727 1611 0.5%£0.1 - -

28 Salicilato de metilo 1768 1616 0.42+0.09 0.56+0.05 -
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Anexo B. Composicion quimica de las fracciones volatiles de las flores de M. myriantha aisladas

por HS-SPME usando el recubrimiento de liquido iénico ViCglm-CI/(Vilm),Cl12-2Bren la fibra.

No Compuesto DB-WAX GC Area relativa (%; valor + SD, n =3)
LRlep  LRIe™ 6 a.m. 12 m. 6 p.m.
1 Oct-1-en-3-ol 1452 1444 2.1+0.5 10+6 64
2 Acido acético 1455 1446 3+1 16+5 15+5
3 n-Hexadecano 1600 1600 143+45 1704+ 65 965+ 72

Anexo C. Composicion quimica de la fracciones volatiles de las flores de M. myriantha aisladas

por HS-SPME usando fibra recubierta con el recubrimiento ViCisIm-NTf,/(ViBzlm),C12-2NTH;,

No Compuesto DB-WAX GC Area relativa (%; valor + SD, n =3)
I—Rlexp LRI* 6 a.m. 12 m. 6 p.m.

1 Nonanal 1381 1391 4 + 2 207 -

2 Acido acético 1416 1446 13 + 3 - -

3 Oct-1-en-3-ol 1428 1443 20 = 11 40+ 15 59+12

4 Nonanol 1637 1655 31 - -

5  Eter de octilo 1746 1761 16 + 6 13+3 8+2

6 trans-Geranilacetona 1839 1840 - - 9+1

7 Nonadecano 1900 1900 71 - -

8 Eicosano 2100 2100 15 £ 1 - -

10 Hexadecanol 2358 2363 15 + 4 - -
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Anexo D. Valores de los componentes principales

N, Recubrimiento de la fibra de SPME CP1 CP2 CP3
1 CAR-PDMS/DVB 6 a.m. R-1 15,74 0,42 1,78
2 CAR-PDMS/DVB 6 a.m. R-2 16,22 0,97 2,38
3 CAR-PDMS/DVB 6 am. R-3 15,86 1,30 1,66
4 CAR-PDMS/DVB 12 m. R-1 2,98 -1,20 -6,01
5 CAR-PDMS/DVB 12 m. R-2 1,57 -0,81 -3,78
6 CAR-PDMS/DVB 12 m. R-3 2,45 -1,14 -5,33
7 CAR-PDMS/DVB 6 p.m. R-1 0,43 -1,81 -5,27
8 CAR-PDMS/DVB 6 p.m. R-2 0,18 -1,62 -5,16
9 CAR-PDMS/DVB 6 p.m. R-3 0,41 -1,78 -5,40
10 CAR-PDMS6a.m.R-1 -1,88 -6,62 4,95
11 CAR-PDMS 6 a.m. R-2 -1,78 -7,41 6,09
12 CAR-PDMS 6 a.m. R-3 -1,76 -6,10 4,55
13 CAR-PDMS 12 m. R-1 -1,90 -4,34 1,69
14 CAR-PDMS 12 m. R-2 -1,79 -4,79 0,69
15 CAR-PDMS 12 m. R-3 -1,80 -4,91 0,97
16 CAR-PDMS 6 p.m. R-1 -1,80 -5,39 -1,96
17 CAR-PDMS 6 p.m. R-2 -1,73 -4,45 -1,86
18 CAR-PDMS 6 p.m. R-3 -1,82 -6,39 -2,20
19  ViCyIm-NTf,/(ViBzIm),Ci,-2NTf, 6 a.m. R-1 -2,47 3,71 0,70
20  ViCy,Im-NTf/(ViBzlm),Cy,-2NTf, 6 a.m. R-2 -2,47 3,86 0,83
21 ViCylm-NTf,/(ViBzIm),Cy,-2NTf, 6 a.m. R-3 -2,31 3,30 0,70
22 ViCyIm-NTf/(ViBzlm),C1»-2NTf, 12 m. R-1 -2,14 2,76 0,16

129



130
BIOPROSPECCION DE PLANTAS EN COLOMBIA

Anexo D. Continuacion

23 ViCilm-NTT,/(ViBzIm),C,-2NTf, 12 m. R2 2,13 2,68 0,10
24 ViClm-NTF,/(ViBzIm),C1,-2NTf,12m. R-3  -2,07 2,70 0,59
25 ViCilm-NTf,/(ViBzIm),C,-2NTf,6 pm. R-1  -2,14 2,95 0,84
26 ViCilm-NTf,/(ViBzIm),C1,-2NTf,6 pm. R-2  -2,00 2,52 0,77
27 ViCylm-NTf,/(ViBzIm),C1,-2NTf,6 pm.R-3  -2,10 2,79 0,82
28 ViCelm-Cl/(Vilm),Cl;,-2Br 6 a.m. R-1 -2,05 2,77 0,56
29 ViCelm-Cl/(Vilm),Cly,-2Br 6 a.m. R-2 -2,07 2,80 0,58
30 ViCslm-Cl/(Vilm),Cly,-2Br 6 a.m. R-3 -2,05 2,74 0,56
31 ViCslm-Cl/(Vilm),Cly,-2Br 12 m. R-1 -2,39 3,75 0,99
32 ViCelm-Cl/(Vilm),Cly,-2Br 12 m. R-2 -2,29 3,48 0,85
33 ViCelm-Cl/(Vilm),Cly,-2Br 12 m. R-3 -2,23 3,29 0,79
34 ViCslm-Cl/(Vilm),Cly,-2Br 6 p.m. R-1 -2,27 3,42 0,84
35  ViCslm-Cl/(Vilm),Cly,-2Br 6 p.m. R-2 -2,14 3,04 0,68
36 ViCelm-Cl/(Vilm),Cly,-2Br 6 p.m. R-3 -2,30 3,52 0,87
37 ViCilm-NTf,/(Vilm),Cy,-2NTf, R-1 -2,03 2,76 0,57
38 ViCylm-NTf,/(Vilm),Cy,-2NTf, 6 a.m. R-2 -2,05 2,83 0,67
39 ViCielm-NTf,/(Vilm),Cy,-2NTf, 6 a.m. R-3 -2,06 2,72 0,50
40 ViCielm-NTf,/(Vilm),Cyo-2NTf, 12 m. R-1 -2,33 3,78 0,97
41 ViCielm-NTF,/(Vilm),Cy,-2NTf, 12 m. R-2 -2,22 3,45 0,79
42 ViCielm-NTF,/(Vilm),Cy,-2NTf, 12 m. R-3 -2,26 3,24 0,79
43 ViCielm-NTF/(Vilm),C1,-2NTf, 6 p.m. R-1 -2,28 3,52 0,84
44 ViCielm-NTF,/(Vilm),C1,-2NTf, 6 p.m. R-2 -2,15 3,04 0,68

45 ViCilm-NTF./(Vilm),C1,-2NTF, 6 p.m. R-3 -2,33 3,42 0,87
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Anexo E. Espectros de masas de la cianidina-3-glucésido, obtenidos por LC-ESI(+)-TOF-MS.
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Anexo E. Continuacién

Espectros de masas del kaempferol, obtenidos por LC-ESI(+)-TOF-MS.
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Anexo E. Continuacion

Espectros de masas del kaempferol-3-glucdésido, obtenidos por LC-ESI(+)-TOF-MS.
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Anexo E. Continuacion

Cuantificacion de los flavonoides identificados en los extractos hidroalcohdlicos y en los

obtenidos por MSPD de hojas, flores, tallos y frutos de M. myriantha.

Curvas de calibracién con algunos de los flavonoides identificados, para la cuantificacion por

el método del estandar externo

, Masas R, Area,
Compuesto Mg/l Férmula cal. Exp.  Appm ..  cuentas
100 43496
500 211351
Cianidina-3-glucoésido 1000 CxH»01; 4491083 449.1076 0.23 15.2 426796
5000 1940514
10000 3997918
100 77024
500 381945
Luteolina 1000 CisH11Og  287.0555 287.0564 1.37 17.6 788725
5000 4508378
10000 9103070
100 11948
500 58528
Kaempherol 1000 CisH11Og  287.0555 287.0564 1.47 18.2 134815
5000 741085
10000 1389790
100 40002
500 177819
Kaempherol-3-glucésido 1000 C»H» 01, 4491083 449.1074 0.26 16.5 375949
5000 1984417

10000 3922993
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Figura 5.1 Curva de calibracion para la cuantificacion de la antocianina cianidina-3-glucésido,

ion [M]*en m/z 449.1083. LC-ESI(+)-TOF-MS.
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Figura 5.2 Curva de calibracion para la cuantificacion del flavonoide luteolina, ion [M+H]" en

m/z 287.0555. LC-ESI(+)-TOF-MS.



136
BIOPROSPECCION DE PLANTAS EN COLOMBIA

4500000 +
4000000 |
3500000
3000000 -
2500000 |
2000000 -
1500000 -
1000000 -
500000

0

y =394.07x- 8060.7
R*=0.9999

Area cromatografica

0 2000 4000 6000 8000 10000 12000

Concentracién, pg/L

Figura 5.3 Curva de calibracion para la cuantificacion del polifenol kaempferol-3-glucésido, ion

[M+H]* en m/z 449.1083. LC-ESI(+)-TOF-MS.
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Figura 5.4 Curva de calibracion para la cuantificacion del kaempferol, ion [M+H]" en m/z

287.0555. LC-ESI(+)-TOF-MS.
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Tabla 5.1
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Areas cromatograficas obtenidas para los compuestos identificados por LC-ESI(+)-TOF-MS

presentes en los extractos obtenidos por MSPD de hojas, flores, tallos y frutos de M. myriantha,

n=3.
Muestra Compuesto Area cromatogréafica, Areajgyq,
cuentas cuentas
38329 154969
Kaempferol-3-rutinésido 33088 170557
39511 170699
25995 154969
MSPD, Hojas  kempferol-3-glucésido 21968 170557
29015 170699
292557 154969
Kaempferol 213585 170557
247905 170699
257512 187341
Kaempferol-3-rutindsido 198916 169529
194761 169529
357728 187341
Kaempferol-3-glucésido 272942 169529
271846 169529
MSPD, Flores 35560 187341
Kaempferol-3-arabinosido 27942 169529
27947 169529
752729 187341
Kaempferol 614696 169529
624696 169529
139614 185156
Cianidina-3-glucdsido 156455 162960
165361 172279
42776 185156
Kaempferol-3-rutinésido 36727 162960
60236 172279
MSPD, Tallos 64057 185156
Kaempferol-3-glucdsido 66068 162960
74044 172279
1514766 185156
Kaempferol 1413251 162960
2187782 172279
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MSPD, Frutos

17918 177581
Cianidina-3-glucdésido 13552 169588
15639 175053
9698 177581
Kaempferol-3-rutinésido 5330 169588
5017 175053
14261 177581
Kaempferol-3-glucosido 15250 169588
12020 175053
121706 177581
Kaempferol 73405 169588
92429 175053

Tabla 5.2
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Areas cromatogréaficas obtenidas para los compuestos identificados por LC-ESI(+)-TOF-MS

presentes en los extractos hidroalcohdlicos de hojas, flores, tallos y frutos de M. myriantha,

n=3.
Area cromatogréafica, Areajgyq,
Muestra Compuesto cuentas cuentas
64417 213608
Cianidina-3-glucdésido 35851 175738
22256 172712
87991 213608
Kaempferol-3-rutinésido 87365 175738
59067 172712
21458 213608
SE, Hojas kempferol-3-glucdsido 24693 175738
15214 172712
75947 213608
Luteolina 20545 175738
12253 172712
167466 213608
Kaempferol 151659 175738
124828 172712
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9457 175077

Cianidina-3-glucoésido 8224 171150
9075 177116

303163 175077

Kaempferol-3-rutinésido 323284 171150
348795 177116

504244 175077

SE, Flores Kaempferol-3-glucésido 574526 171150
627544 177116

35760 175077

Kaempferol-3-arabindsido 41416 171150
52220 177116

262461 175077

Kaempferol 304094 171150
301664 177116

22182 163741

Cianidina-3-glucdésido 25699 161772
29694 172036

31766 163741

Kaempferol-3-(2-glucosil-rutindsido) 52485 161772
76510 172036

440295 163741

Kaempferol-3-rutinésido 684161 161772
707794 172036

SE, Tallos 703443 163741
Kaempferol-3-glucosido 1146588 161772
1203313 172036

48957 163741

Kaempferol-3-arabindsido 76321 161772
68162 172036

667616 163741

Kaempferol 891651 161772
968838 172036

6755 167069

Cianidina-3-glucoésido 6502 167868
6557 160388

SE, Frutos 131660 167069
106139 167868

Kaempferol-3-rutindsido

131630 160388
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201540 167069
Kaempferol-3-glucésido 157527 167868
195252 160388
90577 167069
Kaempferol 48892 167868
73419 160388

El célculo de la concentracion de cada uno de los flavonoides, se realizo con las ecuaciones
que se muestran en las Figuras 5.1-5.4, reemplazando los valores de las areas cromatograficas
obtenidas (Véase Tablas 5.1 y 5.2); y el valor resultante se multiplicé por un factor de dilucion

de 1/1000.

Para los compuestos sin patrones certificados, la cuantificacion se realizé como se muestra en

la Ecuacion 5.1; el resultado obtenido se multiplicé por un factor de dilucién de 1/1000.

Area del compuesto

Concentracion del compuesto = * 200 pug/L Ecuacion 5.1

Area del patron interno



