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RESUMEN

TITULO: AISLAMIENTO POR DIFERENTES METODOS DE EXTRACCION DE
METABOLITOS SECUNDARIOS DE FLORES DE Petrea volubilis L. (Fam.
Verbenaceae) Y EVALUACION DE SU CAPACIDAD ANTIOXIDANTE in-vitro*

AUTORA: Leyde Katerine Gualteros Montafio**

Palabras clave: Petrea volubilis L., MSPD, SFE, SE, antocianinas, ORAC, Folin-
Ciocalteu, ABTS*, GC-MS, LC-MS.

DESCRIPCION:

Petrea volubilis L. (Fam. Verbenaceae), es un arbusto que posee llamativas
inflorescencias con flores de color lila-azul; se encuentra ampliamente distribuido en
Colombia, debido a que se adapta a climas tropicales y secos. Esta especie es
originaria de México y el principal uso que se le da en la actualidad es ornamental.

En el estudio, se caracterizo por GC-MS, la fraccion volatil aislada por HS-SPME de
flores de P. volubilis L., a las 6:00 a.m., 12:00 m. y 6:00 p.m. Se present6 la mayor
emision de compuestos volatiles y semi-volatiles a las 6:00 a.m., se encontraron
linalol, oct-1-en-3-0l y trans-B-ocimeno como compuestos mayoritarios. Se
identificaron metabolitos secundarios por LC-MS en los extractos obtenidos por
dispersion de la matriz en fase soélida (MSPD), extraccion con solvente (SE) y
extraccién con fluido supercritico (SFE). Se les evalué la actividad antioxidante por
medio de los ensayos ORAC, ABTS* y el contenido total de fenoles por el método
de Folin-Ciocalteu (FC). En los extractos de flores de P. volubilis L., se encontraron
flavonoides (apigenina, luteolina y apigenina 7-o-glucorénido), antocianinas
(delfinidina 3-glucésido y cianidina-3-glucorénido) y compuestos de naturaleza
lipidica como fitoesteroles (y-sitosterol, fucosterol, sitostenona y estigmasterol) y
acidos grasos (acidos palmitico y linolénico).

El extracto obtenido por SE, presentd actividad antioxidante (3500+100 pmol
Trolox®/g), mayor en comparaciéon con las sustancias de referencia BHT (660+4
umol Trolox®/g) y a-tocoferol (550+13 pmol Trolox®/g).

Se determiné el contenido de antocianinas monomericas totales en los extractos
hidro-alcohdlicos a través de un disefio experimental 23. Las variables evaluadas
fueron: etanol: agua (7:1), acidez (HCI, 1%) y temperatura (30 °C). Todas las
variables y sus interacciones tuvieron un efecto significativo sobre la concentracion
antocianica final.

*Proyecto de grado
**Facultad de Ciencias, Escuela de Quimica, Directora: Elena E. Stashenko Quimica Ph.D.
Co-directores: Jairo R. Martinez Quimico Ph.D., Lady J. Sierra Quimica.
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ABSTRACT

TITLE: ISOLATION BY DIFFERENT EXTRACTION METHODS OF SECONDARY
METABOLITES OF Petrea volubilis L. (Fam. Verbenaceae) FLOWERS AND in vitro
ANTIOXIDANT CAPACITY EVALUATION*

AUTHOR: Leyde Katerine Gualteros Montafio**

KEYS WORDS: Petrea volubilis L., MSPD, SFE, SE, anthocyanins, ORAC, Folin-
Ciocalteu, ABTS*™, GC-MS, LC-MS.

Petrea volubilis L. is a beautiful shrub with inflorescences of lilac-blue flowers. P.
volubilis is native to Mexico but widely distributed in Colombia as an ornamental
plant. This species easily adapts to tropical and dry climates. The aim of this work
was to characterize and evaluate the antioxidant activity of extracts obtained with
different methods.

The volatile fraction isolated by HS-SPME from P. volubilis flowers was
characterized by GC-MS. Samples were taken at 6:00 a.m., 12:00 m. and 6:00 p.m.
The highest emission of volatile and semi-volatile compounds was at 6:00 a.m.,
linalool, oct-1-en-3-0l and trans-B-ocimene were main components. Extracts
obtained by matrix solid-phase dispersion (MSPD), solvent extraction (SE), and
supercritical fluid extraction (SFE) were analyzed by GC-MS and total phenol content
was quantified by the Folin-Ciocalteu method. The extracts were evaluated for
antioxidant activity by ORAC and ABTS* assays. The P. volubilis flower extracts
contained flavonoids (apigenin, luteolin and apigenin 7-o-glucoronide), anthocyanins
(delphinidin 3-glucoside and cyanidin-3-glucoronide), and lipid compounds, such as
phytosterols (y-sitosterol, fucosterol, sitostenone and estigmasterol) and fatty acids
(palmitic and linolenic acids).

The SE extract showed greater antioxidant activity (3500 + 100 uymol Trolox®/g),
than the reference substances BHT (660 + 4 umol Trolox®/g) and a-tocopherol (550
+ 13 umol Trolox®/g).

The highest content of total monomeric anthocyanins was optimized in a hydro-
alcoholic extraction performed in a 22 experimental design. The variables evaluated
were ethanol:water ratio (7:1), acidity (HCI, 1%), and temperature (30 °C). All
variables and their interactions had a significant effect on the final anthocyanic
concentration.

*Proyect to degree
**Faculty of Science, School of Chemistry, Director: Elena E. Stashenko, Chemist, Ph.D.
Co-directors: Jairo R. Martinez, Chemist, Ph.D. and Lady J. Sierra, Chemist.
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INTRODUCCION

Colombia es un pais con extensa flora tropical, distribuida a lo largo de su territorio,
que podria ser aprovechada como materia prima de nuevas sustancias con diversa
actividad biologica. Las plantas desempefian un papel fundamental en vida del
hombre para cubrir las necesidades basicas como alimentacion, salud, vivienda y
vestido [1]. Otro uso que se les da es ornamental, porque se utilizan en la jardineria
para adornar, de manera uUnica, nuestro entorno. Estudios han reportado que
Colombia contribuye con aproximadamente el 15% de las exportaciones mundiales
de flores [2].

Las especies florales se encuentran distribuidas a lo largo del planeta adaptadas a
diferentes zonas climaticas; pese a que es tan comun encontrarlas, la investigacion
sobre los procesos metabdlicos de las flores son escasos en comparacién con la de
otras partes de la planta. Si bien el hallazgo de nuevas especies de flores ha sido
reportado en Colombia [3,4], la mayoria de las publicaciones realizadas sobre las
flores se limitan a identificaciones botanicas, como la realizada por Drewes et al.
(1999) [5].

En las flores, se encuentran presentes metabolitos secundarios que desempeian
importantes funciones para la supervivencia de la planta, son agentes en la defensa
guimica, se encargan de atraer o repeler insectos, entre otros roles fundamentales
[6]. También, se ha reportado [7] que en flores los metabolitos secundarios varian
segun su estado fenolégico; como es el caso de la flor de lochrominae (Fam.
Solanaceae), en ella, la cantidad de diferentes compuestos cambia segun el estado
en el que se recolecte el material vegetal, debido a la presencia de enzimas, que
pueden afectar la composicion quimica de la flor y, en algunos casos, se manifiestan
con cambios de color. Nascimento et al. (2015) [8], reportaron la presencia de
flavonoides, antocianinas y algunos compuestos antioxidantes en flores de Bidens
segetum (Fam. Asteraceae). Yin et al. (2015) [9], identificaron 16 flavonoides y 29
compuestos volatiles en infusiones de té de pétalos de flores de loto (Fam.
Nymphaeaceae).

El objetivo del trabajo de investigacion, consistié en estudiar los metabolitos
secundarios de la flor de Petrea volubilis L. (Fam. Verbenacea), que es una especie
ornamental de flores color lila-azul, de amplia distribucion en Colombia [5]. Esta
especie se adapta a diversos tipos de clima, especialmente, céalidos y tropicales,
que favorecen su crecimiento. A pesar de que es facil encontrarla, no se han
reportado estudios de sus metabolitos secundarios, que podrian tener aplicaciones
en industrias farmaceéutica y cosmeética, entre otras. Se han encontrado reportes
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sobre la composicion quimica de metabolitos secundarios de hojas y tallos de P.
volubilis L. [10] y sus actividades antioxidante y anticancerigena [11].

Las flores de P. volubilis L. se colectaron en los cultivos experimentales del Centro
Nacional de Investigacion para la Agroindustrializacion de Especies Vegetales
Aromaticas y Medicinales Tropicales (CENIVAM) y, posteriormente, se liofilizaron.
Los extractos se obtuvieron por extraccion con solvente (SE), dispersion de la matriz
en fase sélida (MSPD) y por extraccién con fluido supercritico (SFE). La actividad
antioxidante de los extractos se midi6 usando ensayos ORAC (capacidad de
absorcion del radical oxigeno) y ABTS* [catidon-radical del acido 2,2 -azino-bis-(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonico)], el contenido total de fenoles se determiné por el
método Folin-Ciocalteu. Para el estudio de la fraccion volatil, se utilizaron flores
frescas de P. volubilis L., que se muestrearon por medio de microextraccion en fase
sélida (SPME) en modo head-space (HS). Los compuestos volatiles y semivolatiles
se caracterizaron por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
(GC-MS) y los metabolitos no volétiles, por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas (LC-MS).

El desarrollo de este proyecto estuvo enmarcado en la linea de investigacion de
Productos Naturales, que busca caracterizar quimicamente los extractos obtenidos
de flores de P. volubilis L., al igual que su fraccién volatil. Esto forma parte de la
busqueda de matrices naturales que contengan moléculas que puedan ser usadas
como principios activos de diferentes productos y que, a su vez, puedan reemplazar
antioxidantes de origen sintético, utilizados como preservantes para productos de
consumo humano o de aplicacién directa sobre la piel, entre otros usos. El proyecto
es financiado por el Centro de Investigacion en Biomoléculas CIBIMOL, y la parte
experimental se realiz6 en las instalaciones del CENIVAM y en laboratorios CROM-
MASS, que se encuentran en el campus central de la Universidad Industrial de
Santander (Bucaramanga, Colombia).

Los resultados parciales de este trabajo se presentaron en los siguientes eventos
académicos: IV  Congreso Latinoamericano de Plantas Medicinales
(COLAPLAMED-2016), V Congreso Iberoamericano de Productos Naturales
(CIPNat-2016), 40 Simposio Internacional de Cromatografia Capilar (ISCC-2016),
21 Simposio Latinoamericano de Biotecnologia, Biomédica, Biofarmacéutica y
Aplicaciones industriales de Electroforesis Capilar y Tecnologia Microchip (LACE-
2015), 1°" Encuentro Cientifico de la Facultad de Ciencias UIS (UIS-2015), 8
Simposio Brasilero Internacional de Aceites Esenciales (SBOE-2015), Congreso
Nacional de Ciencias Biologicas (ACCB-2015), 63 Congreso Internacional y
Reunion Anual de la Sociedad para la Investigacion de Plantas Medicinales y
Productos Naturales (GA-2015) y en el 42 Simposio Internacional de Cromatografia
Liquida de Alta Eficiencia y Técnicas Afines (HPLC-2015).



1 MARCO REFERENCIAL
1.1 Marco de antecedentes

Para obtener una mayor informacion sobre la produccion cientifica, que se ha
realizado sobre la especie Petrea volubilis L., se utilizd, como recurso de busqueda,
la base de datos Scopus (Elsevier), y se obtuvieron los siguientes resultados:

Numero de publicaciones

1968 1999 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017

Afo

Figura 1. Namero de publicaciones por afio sobre P. volubilis L. Fecha de consulta:
11 de enero de 2017. Fuente: Scopus (Elsevier). Periodo de observacién: (1968-
2017). Ecuacion de busqueda: TITLE-ABS-KEY ("Petrea”) AND TITLE-ABS-KEY
("volubilis™).

En la Figura 1, se presenta el nimero de publicaciones por afio sobre P. volubilis
L., durante el periodo de1968-2017. Se utiliz6 como ecuacion de busqueda: TITLE-
ABS-KEY ("Petrea") AND TITLE-ABS-KEY ("volubilis"). Se encontraron 33 articulos
relacionados con esta especie; de estos, s6lo dos poseen informacién con respecto
a la composicion de la variedad P. volubilis L. y dos, sobre los estudios de tipo
botanico de la planta, lo que evidencia una baja investigacién al respecto. Se
presento el numero de publicaciones mas alto en el afio 2011, ocho en total. A partir
del 2011, el nimero de reportes por afio ha disminuido.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, se evidencia por tanto la falta de
investigacion en el campo de las flores, en particular de la P. volubilis L., y, ain mas,
la falta del estudio y caracterizacion de sus metabolitos secundarios.
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Las siguientes son las areas de estudio en las que se encuentran reportes:
agricultura y ciencias biolégicas (23), bioquimica, genética y biologia molecular (6),
ingenieria (5) y medicina (5).

También, se realiz6 la busqueda para conocer, cuales son los paises que han
publicado més sobre esta especie, aparecen en la Figura 2.

India

Iran |

EE.UU __
China
Bangladesh

Alemania |
México
Sudéfrica
'S Argentina
o Brasil
Canada |

als

Etiopia
Italia
Polonia
Tailandia
Turquia
Zimbabue

4 6 8

N o

0
Numero de publicaciones

Figura 2. Resultados de busqueda, que relaciona el nUmero de publicaciones sobre
P. volubilis L., segun el pais de investigacion. Fecha de consulta: 11 de enero del
2017. Fuente: Scopus (Elsevier). Periodo de observacion: 1968-2017. Ecuaciéon de
basqueda: TITLE-ABS-KEY ("Petrea").

En la Figura 2 se evidencia, que la mayor cantidad de reportes sobre esta especie,
se encuentra principalmente en India, Iran y Estados Unidos. También, se observa
que el continente americano, cuenta con un namero de publicaciones bajo, siendo
India el pais en que se ha realizado mas investigacion sobre esta planta, con siete
articulos en total. México, el pais de donde es originaria esta especie, cuenta con
dos reportes en total; Argentina, Brasil y Canada, un articulo cada uno. Sin embargo,
Colombia, a pesar de ser un pais de flora tropical, en el que la P. volubilis L., se
encuentra ampliamente distribuida, no ha contado con ninguna investigacion.

Shah y Unnikrishnan (1968) [12] realizaron el estudio de las conexiones de yemas
axilares de cinco especies de plantas pertenecientes al orden de las Lamiales: P.
volubilis L. (Fam. Verbenaceae), Clerodendrum sp. (Fam. Lamiaceae), Leucas
aspera (Fam. Lamiaceae), Anisomeles ovata (Fam. Lamiaceae) y Ocimum
americanum (Fam. Lamiaceae). Encontraron, que las cinco especies presentaban
conexiones axilares diferentes; en el caso de la P. volubilis L., el trazo de
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crecimiento esta relacionado con la hebra vascular, es decir, que esta conectado
directamente a la zona por la cual se transportan el agua y los nutrientes.

Drewes y Martinez (1999) [5] interpretaron y describieron tipolégicamente las
inflorescencias de los géneros pertenecientes a la tribu Petreae Brig.: Petrea L.,
Xolocotzia miranda y Recordia moldenke. En este reporte, los autores describieron
la inflorescencia de P. volubilis L. con gran detalle.

Rahman et al. (2010) [13] realizaron un estudio para determinar, si las especies P.
volubilis L., y Excoecaria agallocha, poseian actividad antihiperglicémica. Para ello,
trabajaron con extractos hidro-alcohdlicos de hojas de P. volubilis L. y de tallos de
E. agallocha. Las especies se identificaron taxondémicamente en el Herbario
Nacional de Bangladesh, en Dhaka. Para realizar la evaluacion de la actividad
antihiperglicémica, usaron ratones albinos, a ellos suministraron el extracto hidro-
alcohdlico; se encontrd, que los extractos hidro-alcohdlicos de las hojas de P.
volubilis L. disminuian los niveles de glucosa en la sangre del raton, al igual que los
extractos hidro-alcohdlicos de E. agallocha. Los autores concluyeron, que las dos
especies podrian tener un uso potencial como medicamentos para diabéticos.

A las hojas de P. volubilis L., se les han atribuido propiedades farmacoldgicas. Abdel
et al. (2011) [11] determinaron los fenoles totales, flavonoides, feniletanol,
glucésidos y contenido de iridoides presentes en las hojas de 23 plantas medicinales
en Egipto, entre ellas, la P. volubilis L., con el fin de mostrar el potencial
anticancerigeno, actividad antioxidante y efectos antileishmania de las especies
bajo estudio. Como resultado, se encontraron compuestos fendlicos, entre ellos,
flavonoides, a los que se les atribuyeron los efectos antioxidante y anticancerigeno
[11].

Palacios et al. (2014) [14] realizaron un inventario floristico en el centro de Veracruz,
México, mediante el muestreo de 67 parcelas de 100 m?; en total, encontraron 230
especies de plantas vasculares, distribuidas en 174 géneros y 68 familias. Las
familias Fabaceae, Euphorbiaceae, Verbenaceae, Rubiaceae y Acanthaceae fueron
mas abundantes. También, reportaron que una de las especies que se encontraba
en mayor cantidad era la P. volubilis L.

Abdelwahab et al. (2011) [10] realizaron una investigacion de hojas y tallos de P.
volubilis L. El material utilizado se recolecté antes de la etapa de floracion en El
Cairo (Egipto). La planta se identificO taxondmicamente. Los autores estudiaron,
principalmente, los metabolitos secundarios y su actividad biologica. De los
extractos provenientes de tallos y hojas se aislaron siete compuestos, a saber: la
apigenina, la quercetina, la 4’,6-dimetilescutellareina, el acido p-hidroxibenzoico, el
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acido trans-cafeico, el acido vanilico y el actedsido. En la Figura 3, se muestran las
estructuras quimicas de los compuestos aislados

OH o

OH

4’ ,6-Dimetilescullareina Acido p-hidroxibenzoico

HO

OH o
Acido trans-cafeico OH
Acido vanilico

HO

HO

O PN
CHs = CHs Acteosido

HO (6] OH
HO (6] o OH
OH OH

Figura 3. Compuestos aislados de extractos hidro-alcohdlicos de hojas vy tallos de
P. volubilis L. [10].

Segun la revisién bibliogréfica realizada, se puede concluir, que el estudio de
especies florales del género Petrea es bastante escaso, aunque es una matriz de
compuestos quimicos bastante promisoria, ya que en ella, se podrian encontrar
sustancias con actividad biolégica, lo que permitird eventualmente reemplazar
compuestos de origen sintético por unas de origen natural.
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2. MARCO TEORICO
2.1 Generalidades
2.1.1 Familia Verbenaceae

La familia Verbenaceae contiene 100 géneros y alrededor de 2600 especies,
presentes principalmente, en el continente Americano, con un par de grupos en
Europa, Asia, Africa y Madagascar. Las especies pertenecientes a esta familia
pueden ser hierbas, arbustos, arboles pequefios e incluso enredaderas;
generalmente, poseen hojas alternadas, la floracion se da en inflorescencias, que
son pequefios racimos, en ellos aparece un gran numero de flores [15].

2.1.1.1 Género Petrea

Dentro de la familia Verbenaceae se encuentra el género Petrea, que comprende
14 especies que son exclusivamente neotropicales, es decir, que se distribuyen,
principalmente desde el sur de México, Centroamérica, Islas del Caribe, hasta
Bolivia, Paraguay, Brasil y las Guyanas. Las plantas pertenecientes a este género
son lefiosas, trepadoras, arbustos o arboles de hojas opuestas o alternadas.
Presentan inflorescencias con ciertas similitudes [16].

2.1.1.2 Petrea volubilis L.

Una de las especies dentro del género Petrea, que ha generado gran interés, es la
Petrea volubilis L., originaria de México, el Caribe y, principalmente, Centroamérica.
La P. volubilis L. es un arbusto lefioso o, en algunos casos, enredadera que alcanza
hasta 10 m de altura; sus hojas son gruesas, rigidas y decusadas, es decir, son
hojas opuestas que crecen en un sentido perpendicular al par anterior [12]. Los
tallos son delgados, de color marron pélido o gris [17]. Esta especie, se adapta a
diferentes tipos de climas, principalmente, tropicales, necesita ser regada al menos
una vez por semana y su crecimiento se ve favorecido en lugares soleados. Se
reproduce mediante esquejes o por semillas, y presenta floracion perenne [18]. La
flor de P. volubilis L. es una inflorescencia (Figura 4), que consiste en un eje
principal que define la flor y las otras que crecen en los laterales, siendo las flores
mas jovenes, las mas distantes del pedunculo, que es la rama que sostiene la
inflorescencia [19]. Desde el punto de vista botanico, se consideran como racimos
de racimos, es decir, un racimo principal, compuesto de racimos secundarios, que
se originan desde un complejo de tres yemas, que se encuentran en las axilas
formadas por las bracteas primarias y el raquis [20].
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Figura 4. Descripcion de una inflorescencia de P. volubilis L. [5,20]

2.1.1.2.1 Flor de Petrea volubilis L.

La flor de P. volubilis L. (Figura 5) es de color lila-azul; su tonalidad es mas intensa
en los dias de floraciébn, que dura aproximadamente dos dias; después, se
desprende y en la inflorescencia permanecen los sépalos; estos tienen una duracién
aproximada de diez dias, en los que van adquiriendo una coloracién gris, hasta que
finalmente mueren. Las flores de P. volubilis L. no poseen una fragancia
caracteristica que sea percibida por el olfato humano. Sin embargo, es una especie
admirada, principalmente, por su belleza y la coloracion. Estudios realizados han
caracterizado morfolégicamente la inflorescencia de la P. volubilis L. [5] y la manera
en la que estéa distribuida a nivel mundial [16]. Actualmente, el mayor uso que se le
da a esta especie es ornamental. La flor de P. volubilis L. se clasific6 como una flor
perfecta por el bidlogo-botanico, Director del Programa de Agronomia de la
Universidad del Pacifico, profesor Robert Tulio Gonzéalez Mina, Ph.D. Una flor es
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perfecta, cuando posee simultdneamente los érganos caracteristicos masculinos y
femeninos (sépalos, pétalos, estambres y carpelos) [21].

Figura 5. Flores de P. volubilis L., fotografia tomada por la autora el 1 de noviembre
de 2015, en CENIVAM, Bucaramanga-Colombia.

2.1.1.2.2 Identificacion taxondmica

La P. volubilis L. se identifica taxondmicamente como se muestra a continuacion

[22].

Reino:
Subreino:
Superdivision:
Division:
Clase:
Subclase
Orden:
Familia:
Género:
Especie:
Nombre comun:

Plantae
Tracheobionta
Spermatophyta
Magnoliophyta
Magnoliopsida
Asteridae
Lamiales
Verbenaceae
Petrea

volubilis L.
Reina del jardin

2.2 Tratamiento y recoleccién de flores

Las plantas de P. volubilis L., se cultivan en el Complejo Piloto Experimental del
Centro Nacional de Investigacion para la Agroindustrializacion de Especies
Vegetales Aromaticas y Medicinales Tropicales (CENIVAM). Debido a que la P.
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volubilis L. posee floracién perenne, ha sido importante recolectar el material
vegetal, cuando sucede el proceso de floracion.

2.3 Liofilizacion

Esta técnica se desarroll6 durante la Segunda Guerra Mundial. Inicialmente, se
utilizé para conservar el plasma sanguineo y en la preparacion de los primeros
antibioticos de penicilina [23]. La liofilizacidn se usa principalmente para obtener
productos con valor de humedad menor de 10% en comparacion con los obtenidos
por métodos de secado convencionales; entre ellos, secado por aire 0 a la sombra.
Los productos liofilizados, son mas estables y mantienen las propiedades iniciales
de las materias primas tales como la apariencia, sabor y aroma [24]. En
comparacién con los procesos de secado de aire, que eliminan el agua en una sola
etapa, la liofilizacion resulta ser un proceso costoso, ya que consume grandes
tiempos de operacion y grandes cantidades de energia para sublimar el hielo,
condensar el vapor de agua y para mantener el vacio en el sistema [25].

Con relacion a la industria de los alimentos, la liofilizacion se comenzo a utilizar en
la fabricacion de productos especiales para montafistas, astronautas, militares,
conservacion de alimentos de alto valor agregado como el café, entre otros [26]. En
farmacéutica, se utiliza para preservar antibidticos, vacunas, plasma,
hemoderivados, vitaminas, extractos y leche materna. En la industria quimica, la
técnica se emplea para la preparacion de catalizadores y el secado de materiales
organicos. Otras aplicaciones son la preservacion de animales (taxidermia),
conservacion de documentos y libros antiguos, entre otras [27,28].

La liofilizacién consiste, basicamente, en remover la mayor cantidad de agua de un
producto. Para esto, el agua se congela y el hielo se elimina por sublimacién [29],
que se lleva a cabo a presion reducida (por debajo de 100 Pa) y a bajas
temperaturas (unos 60 °C por debajo de la temperatura ambiente) [30].

Las siguientes son las principales ventajas de la liofilizacion: uso de bajas
temperaturas, lo que evita que se produzcan cambios quimicos en las sustancias
termolabiles, incluyendo cambios de color; en el caso de los alimentos, se evita la
desnaturalizacion de las proteinas y cambio en las propiedades organolépticas [31].

2.4 Microextraccion en fase soélida

La microextraccion en fase solida (SPME) se desarrolld por Pawliszyn y
colaboradores en 1990, ante la necesidad de facilitar el proceso de preparacion de
la muestra en el laboratorio [32]. Es una técnica de muestreo, que utiliza poca
cantidad de muestra, bajos volimenes de solventes y tiempos mas cortos de
analisis, sin que se vea comprometida la sensibilidad. Es una técnica ideal para el
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analisis de compuestos volatiles y semivolatiles, que tiene su principio basico en la
adsorcion o absorcion de analitos sobre o dentro de un material polimérico que
recubre una fibra de silice. Posteriormente, los analitos se desorben térmicamente
de la fibra en el puerto de inyeccién de un cromatografo de gases (GC) y de alli
pasan a una columna capilar [33].

SPME es una técnica que se puede usar para multiples aplicaciones. Krutz et al.
(2003) [34] acoplaron SPME a GC-MS, para el andlisis de herbicidas. Se ha
utilizado, también, para la determinacion de volatiles en fluidos biologicos: Arnaiz et
al. (2014) [35], monitorearon volatiles en orina de rata utilizando SPME y GC-MS.
La técnica se ha implementado para la caracterizacion quimica de compuestos
volatiles que se encuentran en flores: Nascimento et al. (2015) [8], analizaron el
perfil de volatiles de los compuestos emitidos por flores de Bidens segetum Martius
ex Colla (Fam. Asteraceae). Liu et al. (2014) [36], analizaron por microextraccion en
fase sélida en espacio de cabeza (HS-SPME) y GC-MS cambios en el perfil volatil
en flores de Hosta plantaginea (Fam. Asparagaceae).

Los principales modos de operacion en SPME son: (1) HS-SPME, (2)
microextraccion directa sumergiendo la fibra en la matriz y (3) extraccién con
proteccion de membrana. En el caso de HS-SPME, la fibra se expone al espacio de
cabeza del recipiente en el cual se encuentra la muestra. En la extraccion directa,
la fibra se sumerge totalmente en la muestra, de tal forma, que los analitos pasan
de la matriz al recubrimiento polimérico. Con proteccion de membrana, la fibra se
recubre con una membrana, que permite el paso de analitos de peso molecular bajo
e impide el paso de interferencias a la fibra. La instrumentacion para SPME consiste
en un holder, que es el contenedor de la fibra y fibras cubiertas con un material
polimérico [37].

2.5 Metabolitos secundarios vegetales

En las plantas se encuentran presentes metabolitos primarios, comunes a todos los
seres vivos, y metabolitos secundarios, diferentes para cada especie. Los
metabolitos primarios son de gran importancia para la vida de las plantas, cumplen
roles estructurales, de crecimiento, energético, entre otros [38] e involucran
principalmente, proteinas, lipidos y carbohidratos como el almidén y la celulosa. De
igual manera, las plantas sintetizan otro tipo de moléculas, muchas de ellas son
derivados de los metabolitos primarios, que no estan relacionadas directamente con
Sus procesos vitales y se denominan metabolitos secundarios. En muchos casos, la
funcién de estos metabolitos no ha sido establecida completamente; sin embargo,
se les ha atribuido un rol importante en la defensa quimica, adaptacion y
supervivencia de la planta [39].
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A través del tiempo, el hombre ha sentido curiosidad por el estudio de los
metabolitos secundarios y ha descubierto usos potenciales en areas como la
medicina. En la industria de colorantes se aprovecha su relacién con los colores
presentes en la planta. En la fabricacion de perfumes y esencias, se utilizan como
fragancias que rememoran el olor de la especie vegetal de la cual provienen.
También pueden usarse como somniferos, saborizantes y condimentos. En general,
infinidad de aplicaciones se han encontrado, incluso, sin tener conocimiento exacto
sobre la naturaleza de la estructura de estos compuestos [40].

Los metabolitos secundarios en las plantas se clasifican principalmente en cuatro
grandes grupos: alcaloides y otros compuestos nitrogenados, polifenoles, terpenos
y glicésidos [41].

2.5.1 Polifenoles

Los polifenoles son un grupo de metabolitos secundarios presentes en el reino
vegetal y tienen un alto valor bioquimico, han sido utilizados como aditivos en
diferentes productos de las industrias cosmética y farmacoldgica [42].
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Figura 6. Ejemplos de compuestos fenolicos encontrados en plantas. Tomado de:
R. Ross (2014), Polyphenols in Plants Isolation, Purification and Extract Preparation
[43].
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Los polifenoles presentan diferentes estructuras, dependiendo del nimero de anillos
fendlicos, y sus sustituyentes se clasifican en acidos fendlicos, flavonoides,
estilbenos, lignanos y taninos [44,45] (Véase Figura 6).

Los compuestos polifendlicos actian como agentes quelantes de metales,
antimutagenicos, anticancerigenos, agentes microbianos, antifingicos, repelentes
y atrayentes de insectos, entre otros [46].

2.5.1.1 Flavonoides

Los flavonoides son una clase importante de polifenoles que se encuentran
principalmente en frutas, verduras y cereales, que, a su vez, se distribuyen en
diferentes partes de la planta, por ejemplo, en sus flores y hojas. Desempeiian un
papel importante en la biologia vegetal, responden a la luz, regulan los niveles de
las fitohormonas encargadas del crecimiento y diferenciacion de las plantas [47].
Existen flavonoides aislados de frutas cuyo estudio se ha realizado ampliamente
debido a sus efectos contra enfermedades cardiovasculares; entre ellos, figuran
flavonoides quercetina, rutina y catequina [48].

OH (6]

Isoflavona

Flavanona Chalcona Antocianidina

OH

Catequina Flavanonol

Figura 7. Estructura basica de algunos flavonoides.

Este tipo de polifenoles se utiliza comunmente como compuestos antioxidantes,
gracias a que poseen varios grupos hidroxilo fendlicos, capaces de donar atomos
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de hidrégeno y retrasar los procesos de oxidacion [45]. Se ha encontrado, ademas,
que algunos flavonoides muestran diversas actividades relacionadas con la
farmacologia; un ejemplo de ello es la pinocembrina, que sirve como antiinflamatorio
y antimicrobiano [49]. En la Figura 7 se encuentran algunos ejemplos de
flavonoides; los sustituyentes R, R?, R3, R*y R® aparecen en la Tabla 1 junto con

algunos ejemplos de flavonoides [50]

Tabla 1. Ejemplos de flavonas, flavanoles, flavanonas e isoflavonoles.

Masa
Flavanona R1 R? R3 molecular

g/mol
Hesperetina OH OH OCHs 302
Hesperidina 7-O-Ram-Glu OH OCHs 610
Naringina 7-O-Ram-Glu H OH 580
Naringenina OH H OH 272
Eriocitrina 7-O-Ram-Glu OH OH 596
Isosakuranetina OH H OCHs 286

Masa
Flavona R1 R? R3 molecular

g/mol
Crisoeriol OH OCHs OH 300
Crisina OH H H 254
Luteolina OH OH OH 286
Acacetina OH H OCHs 284
Genkwanina OCHs H OH 284

Masa
Isoflavona R1 R? R3 molecular

g/mol
Biochanina OH OH OCHs 284
Sisotrina OH 7-O-Glu OCHs 446
Genisteina OH OH OH 270
Genistina OH 7-O-Glu OH 432
Ononin H 7-O-Glu OH 430

Masa
Flavanol R1 R? R3 R4 R> molecular

g/mol
Rutina 3-O-Ram-Glu H OH OH H 610
Kaempferol OH H H OH H 286
Quercetina OH H OH OH H 302
Morina OH OH H OH H 302
Isoramnetina OH H OCHs OH H 316
Miricetina OH H OH OH OH 318
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2.5.1.2 Antocianinas

Dentro de los flavonoides se encuentran las antocianinas que son un grupo de
compuestos que proporcionan a plantas la coloracién azul y roja, se encuentran
generalmente en frutos, flores y hojas. Su estructura esta dada por la union entre
una antocianidina, conocida también como aglicona y un azucar, a través de un
enlace B-glucosidico. La base de las agliconas es el ion 2-fenil-benzopirilio (ion
flavilio), que consiste en dos anillos aroméaticos benzopirilio y un anillo fendlico [51].

De las antocianidinas conocidas en la actualidad, delfinidina, cianidina,
pelargonidina, malvidina, peonidina y petunidina, son las mas importantes (Figura
8), debido a que imparten caracteristicas sensoriales a los alimentos que los
contienen y también por el impacto positivo sobre la salud humana, ya que la
mayoria de ellas presenta actividad biolégica [52].

El azlcar presente en la antocianina le confiere una gran estabilidad y solubilidad.
Los azUcares mas comunmente encontrados en las antocianinas son ramnosa,
glucosa, galactosa, xilosa y arabinosa; en menor proporcion, se encuentran la
gentobiosa, la rutinosa y la soforosa. Las antocianinas son de colores intensos, que
dependen de los sustituyentes que el cation flavilio posea. Si en el anillo fendlico se
encuentran sustituyentes hidroxilo se intensifica el color azul, mientras que a mayor
cantidad de grupos metoxilo se intensifica la coloracion roja [53].

R
] oH Antocianidina R: R2
O Delfinidina “OH “OH
HO O g Cianidina -OH -H
Peonidina -OCHs -H
Zon Petunida -OH -OCHs
OH Malvidina -OCHs  -OCHs

Antocianidina

Figura 8. Estructura de algunas antocianidinas. Tomado de: Aqil et al. (2014) [54].

2.6 Obtencidn de extractos

Los extractos son mezclas complejas que contienen metabolitos secundarios y otros
compuestos. Algunos de los compuestos presentes en los extractos cuentan con
propiedades farmacoldgicas, repelentes, antioxidantes, entre otras. De las flores de
P. volubilis L. se prepararon extractos por diferentes técnicas de extraccion.
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2.6.1 Extraccion con fluido supercritico

Cada vez la conciencia publica sobre la salud humana, la preservacion del medio
ambiente y la seguridad en el uso de solventes organicos en el procesamiento de
alimentos y contaminacion de los productos finales con los solventes, ejerce mayor
presion en la investigacion y basqueda de ingredientes naturales en los productos
de uso humano y su obtencion. Por tal razén, ha surgido la necesidad de desarrollar
técnicas limpias para el procesamiento de alimentos y diferentes productos. La
extraccion con fluido supercritico (SFE) utiliza dioxido de carbono (CO2) como
solvente y ha proporcionado una excelente alternativa al uso de solventes organicos
[55].

El principal solvente supercritico utilizado es CO2 (condiciones criticas: 30.9 °C y
73.8 bar). Es un solvente econdémico, ecolédgico y reconocido como seguro por la
Administracion de Alimentos y Drogas de los EE.UU. (Food and Drug
Administration—FDA) y la Autoridad Europea para la Seguridad de los Alimentos
(European Food Safety Authority-EFSA). EI CO2 es gaseoso a presion y
temperatura ambientes, lo que hace que su recuperacion del extracto sea muy facil
y éste resulte libre de solventes. Una de las principales ventajas de la SFE con CO2
es su capacidad de funcionar a una temperatura cercana a la temperatura ambiente
(Tec = 32 °C), con el uso de un medio no oxidante, lo que permite la extraccion de
compuestos termolabiles o facilmente oxidados. El principal inconveniente de la
extraccion con el CO2 supercritico es su baja polaridad; esto se puede superar
empleando modificadores polares (co-solventes) para aumentar su poder de
solvataciéon hacia el analito de interés [56].

El COg2, tiene afinidad por moléculas de bajo a mediano peso molecular, apolares o
de polaridad media; por ende, es habitual encontrar terpenos, algunos acidos grasos
y compuestos termolabiles, en los extractos de plantas obtenidos con CO:
supercritico [57].

Maksimovic et al. (2013) [58], utilizaron extraccién con CO2 supercritico (15 Mpa y
40 °C), para aislar metabolitos y determinar el rendimiento de extraccion de la flor
de curry (Helichrysum italicum) y el aceite esencial obtenido de hojas de salvia
(Salvia officinalis) por hidrodestilacién. Los extractos supercriticos se analizaron y
se compararon con los de las flores de curry y el aceite esencial de salvia. La SFE
se llevo a cabo con una mezcla de flores de curry y el aceite esencial de salvia. En
el estudio se encontrd, que la cantidad de monoterpenos y sesquiterpenos, presentd
un cambio considerable en la mezcla, en comparacién con el extracto y el aceite
esencial puro. El objetivo de SFE realizada a la mezcla de aceite esencial de salvia
y extracto de curry, era observar el efecto que tiene el aceite esencial de salvia como
co-solvente, para aumentar la solubilidad de compuestos de tipo terpénico en COz2
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aumentando la polaridad del mismo. Gracias a esto, se extrajeron compuestos mas
pesados de la flor de curry. El uso de la SFE ha resultado efectivo para extraer
flavonoides de diferentes matrices vegetales, como lo reportado por Liu et al. (2011)
[59], que lograron extraer flavonoides de Maydis stigma.

2.6.2 Dispersion de la matriz en fase solida

La dispersion de la matriz en fase soélida (MSPD) es una técnica de extraccion,
desarrollada por Barker en 1989 [60], que consiste en la dispersion de los analitos
de interés en un soporte sélido. Esta técnica presenta varias ventajas, entre ellas,
tiempos cortos de operacion, selectividad, homogeneizacion de la muestra y el uso
de menor cantidad de solventes; ademas, requiere cantidades pequefias de
muestra (ca. 1.0 g). Ha resultado ser una técnica ideal para el analisis de trazas de
contaminantes en alimentos [61] y ha demostrado tener eficiencia en la extraccion
de diversos compuestos presentes en gran variedad de matrices como tejidos
animales, alimentos y muestras organicas [62]; asimismo, se ha reportado su
eficiencia en la extraccion de flavonoides [63].

El principio basico de operacion consiste en la dispersion de la matriz, que posee
los compuestos a analizar, mediante la mezcla mecéanica con un soporte sélido, que
puede ser arena, silice, silice-Cis, entre otros. El material dispersado se transfiere y
empaca en una columna, adecuada para realizar la elucidbn con solventes, cuya
polaridad debe ser afin a la de los analitos de interés.

2.6.3 Extraccién con solvente

La extraccion con solvente (SE) es una técnica de extraccion mediante la cual se
aislan compuestos a partir de una mezcla liquida o sdlida, con base en las
diferencias de solubilidad de los componentes de la mezcla. Los compuestos se
separan mediante la transferencia selectiva de cada analito desde la mezcla hacia
una fase liquida, que, por lo general, es un solvente organico [64].

Una de las técnicas de extraccion mas utilizadas industrialmente es la extraccion
sélido-liquido, para aislar pesticidas y principios activos vegetales, entre otros. Sin
embargo, los rendimientos de extraccibn son bajos. Por tal razén, existe la
necesidad de desarrollar nuevos métodos para aumentar los rendimientos de
extraccidn; en la actualidad, se utiliza ultrasonido, una herramienta mediante la cual
se logra aumentar el rendimiento de la extraccidon; ademas, es una técnica que no
altera los componentes de la muestra [65,66].

36



2.7 Antocianinas monoméricas totales

El contenido de antocianinas monomeéricas totales, se determina a través del ensayo
de pH diferencial propuesto por Guisti, et al. (2001) [67]; en este ensayo se producen
alteraciones de pH en la muestra, los cuales favorecen la deteccion de compuestos
de tipo antocianicos: las antocianinas presentan cambios reversibles de color con la
variacion de pH, debido a que ocurre un cambio en su estructura estabilizandose la
forma base de cation flavilio a pH &cido (< pH=1), estructura de mayor estabilidad.
Véanse Figuras 9y 10, y el espectro UV-Vis tomado a pH =1y pH 4.5.

OH R

1
OH
HO (6] oH HO (0]
= P
T R
(e} R

Rs
> OH
Quinona, pH =7 Forma hemiacetal, pH = 4.5 Cation flavilio, pH = 1
Color: Azul Color: Transparente Color: Rojo-Naranja

Figura 9. Influencia del pH en la estabilidad y el color de las antocianinas.
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Figura 10. Espectro UV-Visible de antocianinas en soluciones buffera pH 1.0y 4.5
[67].
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2.8 Capacidad antioxidante

Un antioxidante es una molécula capaz de retrasar procesos oxidativos en sistemas
bioldgicos y tiene la habilidad de actuar sobre los radicales libres, que son moléculas
gue poseen en su estructura quimica electrones desapareados haciéndola
altamente reactiva; segun algunas investigaciones un radical libre puede afectar a
un millbn de moléculas en una reaccion en cadena [68]. Los radicales en el
organismo, son consecuencia del metabolismo humano y también pueden provenir
de medios externos como ambiente, por radiacion, entre otros [69]. Es importante
buscar alternativas de proteccion al organismo contra los radicales libres, cuando
estan en exceso. Esto puede hacerse a través del uso de antioxidantes, los cuales
pueden ingresar al organismo via exogena por medio de la dieta [70]. Los
antioxidantes exdgenos pueden ser de origen natural o sintético [71], siendo los
altimos los més utilizados comercialmente. Entre ellos, el BHT (butilhidroxitolueno)
y el a-tocoferol, analogo de la vitamina E, que se utilizan ampliamente debido a que
presentan condiciones de estabilidad mayores en comparacion con los
antioxidantes de origen natural [72].

Existe un creciente interés a nivel mundial, por desarrollar productos de origen
natural, que posean las cualidades de poder detener o inhibir procesos de oxidacién,
que generan diferentes alteraciones de la salud [73]. Estudios han arrojado
resultados prometedores en cuanto a la accion como agentes antioxidantes de
compuestos fendlicos tales como flavonoides y antocianinas, los cuales captan
radicales libres responsables por generar el estrés oxidativo. Estos compuestos
antioxidantes han mostrado un efecto benéfico en la prevencion de enfermedades
cardiovasculares, circulatorias, cancerigenas y neurolégicas [74]. Algunos
compuestos fendlicos naturales como el timol y el carvacrol son considerados como
posibles antioxidantes, agentes antifingicos y antibacteriales [75].

Dichos estudios se han dirigido, igualmente hacia el desarrollo de técnicas como
DPPH, ORAC, ABTS™ y Folin-Ciocalteu, entre otras, que permitan el estudio de
analitos con posible actividad antioxidante [76]. La mayor parte de los ensayos de
actividad antioxidante tienen como principio la transferencia de electrones (Folin-
Ciocalteu y ABTS*) o transferencia de atomo de hidrogeno (ORAC) [77].

Ensayos de transferencia de electrén.

Sustancia oxidante + e proveniente del antioxidante - oxidante reducido + antioxidante
oxidado.

Ensayos de transferencia de protén.

ROO* + AH 2> ROOH+ A’
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A" + ROO > ROOA

2.8.1 Capacidad de absorcion de radicales de oxigeno

El ensayo de capacidad de absorcion de radicales de oxigeno (ORAC) se aplica a
una amplia gama de muestras que incluyen productos alimenticios, bebidas y
plasma sanguineo. También, este ensayo se ha aplicado a muestras de naturaleza
compleja y para ingredientes usados en la industria cosmética entre otras [78].

El método se basa en la habilidad que tienen los compuestos antioxidantes para
bloquear radicales libres, por medio de la donacién de un atomo de hidrégeno:

X* + AH > XH + A°

El ensayo ORAC consiste en medir la disminucién de la fluorescencia de la
fluoresceina en el tiempo, como resultado del dafio oxidativo causado por una
fuente de radicales peroxido (ROO®). Este método mide la capacidad de los
antioxidantes en la muestra para proteger la fluoresceina del dafio oxidativo [79].

2.8.2 Medicion de fenoles totales por el método Folin-Ciocalteau

El método Folin-Ciocalteu se utiliza, generalmente, para determinar y cuantificar
fenoles totales en alimentos. El método esta basado en la capacidad de los fenoles
para reaccionar con agentes oxidantes. El reactivo de Folin-Ciocalteu contiene
molibdato y tungstato sédico, que reaccionan con cualquier tipo de fenol y forman
complejos fosfomolibdico y fosfotingstico. La transferencia de electrones, a pH
basico, reduce los complejos fosfomolibdico y fosfotingstico en 6xidos de tungsteno
(WsO23) y molibdeno (MosOzs), cromogenos de color azul, cuya intensidad es
proporcional al nimero de grupos hidroxilo de la molécula [80].

2.8.3 Ensayo de decoloracién del catién-radical ABTS*™

El ensayo de decoloracion del cation-radical ABTS+e, es un método de transferencia
de electrén, por medio del cual se mide la actividad antioxidante a compuestos
antioxidantes lipofilicos o hidrofilicos; en este grupo se incluyen hidroxicinamatos,
carotendides, antioxidantes del plasma y flavonoides [81].

El catiébn-radical ABTS* de color verde-azulado, es producido por medio de la
reaccion entre el ABTS y el persulfato de potasio (K2S20s). El ensayo se basa en la
disminucién de la absorbancia del cation-radical del acido ABTS™ (2,2'-azino-bis-3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonico). Este cambio en el valor de absorbancia se debe a la
reduccion que presenta el cation-radical, por la transferencia de electron, desde la
muestra al cation-radical ABTS*". La absorbancia se mide a una longitud de onda
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de 734 nm. El esquema de reaccion del cation-radical ABTS* se muestra a
continuacion [77]:

ABTS"™ + AH > ABTS + A + H*

2.9 Caracterizacién quimica
2.9.1 Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas

La cromatografia de gases (GC) es un método de separacién de mezclas. Se
fundamenta en la distribucién de los componentes de una mezcla entre dos fases,
una fase movil, que es gaseosa, y una fase estacionaria, que puede ser liquida o
solida. Los mecanismos de separacion en la cromatografia de gases varian segun
la fase estacionaria utilizada para el proceso de separacién. En GC, se utilizan
columnas que son la herramienta de separacion, recubiertas de polimeros de
diferente polaridad. La elucion de los analitos que se desplazan por la columna en
direccién de la fase mévil, dependera de las afinidades de los analitos por la fase
estacionaria [82].

Es una técnica utilizada en muchas ramas de la ciencia; tiene su fortaleza mas
grande en la determinacién de cuantos componentes y en qué proporcion se
encuentran en una mezcla. Generalmente, estd acoplada a un detector
espectrométrico de masas (MS), que permite obtener el espectro de masas de la
molécula, que proporciona informacién sobre su masa molecular, composicién
elemental (si se usan espectrometros de masas de alta resolucion) y grupos
funcionales presentes [83].

La MS requiere ionizacién de la molécula; este proceso sucede en la cAmara de
ionizacién y puede darse por ionizacién por impacto de electrones (El), ionizacién
quimica (CI), ionizacion por campo (FI) o fotoionizacién (PI); aunque, generalmente,
para la fase gaseosa, se utiliza impacto con electrones. Una vez formados los iones,
se separan, segun su relacion de m/z, en el analizador de masas. El detector de
masas se encarga de generar una sefial eléctrica [84].

Stashenko et al. (2007), mediante GC-MS lograron identificar compuestos a nivel
de trazas [85], al igual que estudiar la variacion circadiana de flores de Brugmansia
suaveolens, mediante el monitoreo in-vivo por HS-SPME [86]. La cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas presenta muchas aplicaciones: separar,
detectar e identificar compuestos presentes en fragancias florales [87,88],
caracterizar fésiles quimicos en el petroleo [89], analisis de extractos obtenidos bajo
condiciones supercriticas [90,91], analizar compuestos organoclorados en muestras
acuosas [92], entre otras aplicaciones.
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2.9.2. Cromatografia liguida acoplada a espectrometria de masas

La cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) surgié como una alternativa a la
limitacion de usar cromatografia de gases para analizar moléculas con ciertas
caracteristicas especificas. HPLC permite analizar moléculas de peso molecular
mayor de 400 Da, moléculas polares y termolabiles. Asimismo, HPLC se ha utilizado
en la determinacién de compuestos polares en extractos de plantas [93] y se
considera como una herramienta muy importante para el analisis de metabolitos
secundarios presentes en un sistema biolégico, como los flavonoides. Para el
analisis de metabolitos secundarios, se utiliza principalmente cromatografia liquida
en fase reversa (RP-HPLC), en donde la polaridad de la fase estacionaria es menor
que la de la fase movil, lo que permite separar las moléculas con base en su
polaridad; en fase reversa el tiempo de retencién es mayor para las moléculas de
naturaleza apolar, en comparacion con las de caracter polar que eluyen con mayor
rapidez [94].

HPLC es una técnica de separacion de analitos, cuyo principio se basa en la
transferencia de masa entre la fase estacionaria y la fase moévil. Después de disolver
la muestra, los analitos se arrastran a lo largo de la columna, a una alta presion.
Segun las interacciones que presenten los analitos con las fases estacionaria y
movil, seré el orden de salida de la columna cromatogréafica.

Algunos de los detectores utilizados en cromatografia liquida son UV-Vis
(Ultravioleta visible), DAD (Detector de arreglo de diodos), MS (Espectrometro de
masas). HPLC, al permitir el andlisis de moléculas de alto peso molecular,
termolabiles y polares, es aplicable a un amplio rango de moléculas. HPLC se ha
utilizado para el analisis de biomoléculas [95], alcaloides [96], compuestos
polifendlicos [97], que poseen anillos aromaticos, electrones tipo T, vy, tras ser
excitados por la luz ultravioleta, generan transiciones a longitudes de onda
especificas, produciendo una respuesta en el detector de UV-Vis y DAD [98].
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3. METODOLOGIA
3.1 Materiales, reactivos y equipos utilizados
3.1.1 Reactivos

AAPH (clorhidrato de 2,2’-azo-bis-(2-amidino-propano), 98%, Sigma-Aldrich, St.
Louis, EE.UU.).

ABTS (sal de diamonio del acido 2,2’-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico),
98%, Sigma-Aldrich, St. Louis, EE.UU.

Acetato de sodio (99%, Merck, Darmstadt, Alemania).

Acetonitrilo grado LC-MS, 99.9%, Honeywell Burdick & Jackson, New Jersey,
EE.UU.

Acido acético, 99.9%, Merck, Darmstadt, Alemania.

Acido clorhidrico, 37%, Merck, Darmstadt, Alemania.

Acido férmico, 98%, Merck, Darmstadt, Alemania.

Acido gélico, 99%, Sigma-Aldrich, St. Louis, EE.UU.

BHT (Butilhidroxitolueno), Sigma-Aldrich, St. Louis, EE.UU.

Cianidina, 99%, PhytoLab, Vestenbergsgreuth, Alemania.
Cianidina-3-glucdsido, 99%, PhytoLab, Vestenbergsgreuth, Alemania.
Cianidina-3-rutindsido, 99%, PhytoLab, Vestenbergsgreuth, Alemania.
Cloruro de potasio, 99.5%, Merck, Darmstadt, Alemania.

Etanol (99.9%, Merck, Darmstadt, Alemania).

Fluoresceina, [benzoato disddico de 2-(3-ox0-6-6xido-3H-xanten-9-il)], 99%, Sigma
Aldrich, St. Louis, EE.UU.

Galato de epigalocatequina, 98%, Sigma-Aldrich, St. Louis, EE.UU.
Hidroxido de sodio, 99%, Merck, Darmstadt, Alemania.

Metanol, 99.9%, Merck, Darmstadt, Alemania.

Pelargonidina-3-glucésido, 99%, PhytoLab, Vestenbergsgreuth, Alemania.
Persulfato de potasio, PDS, 97%, Merck, Darmstadt, Alemania.
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Quercetina-3-ramnosa, 98%, Sigma-Aldrich, St. Louis, EE.UU.
Quercetina-3-rutindsido, 98%, Sigma-Aldrich, St. Louis, EE.UU.
Reactivo de Folin-Ciocalteu, 2N, Merck, Darmstadt, Alemania.
n-Tetradecano, ISTD, 99%, Sigma-Aldrich, St. Louis, EE.UU.
n-Hexadecano, ISTD, 99%, Sigma-Aldrich, St. Louis, EE.UU.
a-Tocoferol, 96%, Sigma-Aldrich, St. Louis, EE.UU.

Trolox® (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico), 97%, Sigma
Aldrich, St. Louis, EE.UU.

3.1.2 Material

Fibra de poli(dimetilsiloxano) (PDMS), 100 um, codigo de color: rojo; Supelco; St.
Louis, MO, EE.UU.

Fibra de poli(dimetilsiloxano)/divinilbenceno (PDMS/DVB), 65 um, cédigo de color:
azul; Supelco; St. Louis, MO, EE.UU.

Fibra de carboxen/poli(dimetilbenceno) (CAR/PDMS), 85 um, cddigo de color:
celeste; Supelco. St. Louis, MO, EE.UU.

3.1.3 Equipos menores
Balanza analitica, Mettler Toledo AL204, Greifensee, Suiza.

Plancha de calentamiento, rango: 0-500 °C; modelo 505-03-1; serie 81250694,
Heidolp MR-Hei Standard, Nuremberg, Alemania.

3.2 Recoleccion del material vegetal

Las flores de Petrea volubilis L., se recolectaron en el Complejo Agroindustrial Piloto
del Centro Nacional de Investigaciones para la Agroindustrializacién de Especies
Vegetales Aromaticas y Medicinales Tropicales (CENIVAM), localizado en el
campus principal de la Universidad Industrial de Santander (Bucaramanga-
Colombia).

3.3 ldentificacion taxonémica del material vegetal

Se prepararon las respectivas exsiccatae de la inflorescencia, tallos y hojas de la
especie bajo estudio, P. volubilis L., que se cultivaron en las parcelas
experimentales del Complejo Piloto CENIVAM. Las exsiccatae se enviaron al
Herbario Nacional Colombiano, Instituto de Ciencias Naturales, Universidad
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Nacional de Colombia en Bogota, Colombia, y se guardaron sus copias en el
CENIVAM.

3.4 Liofilizacién de flores de Petrea volubilis L.

Las flores de P. volubilis L., se llevaron a un liofilizador de bandejas Virtis Advance
Plus, SP scientific, New York, EE.UU.). Seguidamente, el material liofilizado, para
disminuir el tamafio de particula, se coloc6é en una licuadora (Oster, ref: BPST02-
B00-012, Sunbeam Products, Inc., Tlalnepantla, México) y posteriormente, el
material vegetal se tamizd, para dar homogeneidad a la muestra; finalmente, se
almacend en recipientes color &mbar para evitar que los compuestos fotosensibles
pudieran degradarse.

3.5 Determinacion de la fraccion volétil de flores de Petrea volubilis L.
3.5.1 Microextraccion en fase solida en el espacio de cabeza

Para realizar la microextraccion en fase sélida (Figura 11), se sigui6 la metodologia
propuesta por Stashenko et al. (2013) [99]. EI material vegetal recolectado se utilizé
en fresco; la flor de P. volubilis L. (ca. 1.5 g) se deposité en un vial (15 mL), color
ambar, sellado, y se acondicion6 a 40 o 60 °C durante 10 min. La extraccion se llevo
a cabo mediante la exposicion de la fibra de SPME, recubierta con PDMS/DVB,
PDMS o CAR/PDMS, en el interior del vial durante 30 min.

g
|

A B C D E F
Figura 11. Procedimiento de extraccion por HS-SPME [100]. A. Perforacion del
septum; B. Exposicion de la fibra al espacio de cabeza; C. Retraccion de la fibra del
vial; D. Perforacion del septum del puerto de inyeccion del cromatoégrafo de gases;
E. Desorcion de la fibra dentro del puerto de inyeccién; F. Retiro de la fibra del puerto
de inyeccion.
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El muestreo por HS-SPME se realizo a diferentes horas del dia (6:00 a.m.; 12:00
m.; 6:00 p.m.), por triplicado. El estandar interno, n-hexadecano (ca. 2 mg), se
incorpor6 mediante la exposicion de la fiora SPME durante 3 min a 60 °C;
posteriormente, la fibora SPME se llevo al interior del vial con las flores de P. volubilis
L.

3.6 Obtencién de extractos

Los extractos de flores de P. volubilis L., se obtuvieron por extraccion con fluido
supercritico (SFE), dispersion de la matriz en fase sélida (MSPD) y extraccion con
solvente (SE).

3.6.1 Extraccion con fluido supercritico

La SFE se realiz6 en un equipo a escala piloto modelo Thar SFE-2000-2-FMC50
(Thar Instruments, Inc, Pittsburgh, PA, EE.UU.), como solvente supercritico se
utilizé CO2 y como co-solvente, etanol. El equipo de extraccion tiene un
portamuestra de acero inoxidable con una capacidad de 2x10° m?, ademas, posee
un sistema de coleccién y separacion de los extractos tipo ciclén, con capacidad de
5x10* m3, un regulador automatico e independiente para la temperatura y la presion.
Para el COz se us6 una bomba de alta presién (P-200A) y un medidor de flujo Sitrans
FC Massflo tipo MASS6000 (Siemens AG, Berlin, Alemania). Para la extraccion de
flavonoides se utilizé la metodologia propuesta por Paes et al. (2014) [101]; los
pardmetros utilizados aparecen descritos en la Tabla 2.

Tabla 2. Condiciones del proceso de extraccion de flavonoides por SFE.

Parametro Valor
Material vegetal, g 100
Presion, bar 200
Temperatura, K 313

Flujo de COz2, g/min 0.105
Tiempo de extraccion, h 2
Co-solvente Etanol, 10%

3.6.2 Dispersidén de la matriz en fase sélida

Para la extraccion de polifenoles por MSPD, se utiliz6 la metodologia propuesta por
Xiao et al. (2004) [63] con algunas modificaciones, entre ellas, la relacion material
vegetal y el soporte sélido, 1:1. Para la extraccion MSPD (Véase Figura 12), en un
mortero, se agregaron material liofilizado (ca. 0.5 g), soporte solido, silice
modificada con Cis (ca. 0.5 g); se agrego luego el agente dispersante (MeOH, 1.0
mL); posteriormente, para homogeneizar la muestra se procedio a macerarla por 30
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min. Por otro lado, se preparé una columna con un filtro de algodén y una pre-

columna formada por silice-Cis (ca. 1.0 g).

2k

A B C

Figura 12. Esquema para la extraccion en MSPD: A. Muestra, soporte sélido y
agente dispersante. B. Transferencia de la muestra homogeneizada a la columna.
C. Compresion de la muestra en la columna. D. Elucién de analitos. Tomado, con
modificaciones, de Xiao et al. (2004) [63].

El material vegetal homogeneizado se agrego a la columna donde, con ayuda de un
émbolo, se compactod la muestra; seguidamente, se agrego el solvente de elucién
MeOH-H20 (90:10 v/v %, 10 mL). El extracto obtenido se evapor6 hasta sequedad
con una corriente de N2 y se reconstituyé en fase movil para su analisis por LC-MS.

3.6.3 Extraccién con solvente

Para la extraccion con solvente (SE) se utilizé la metodologia propuesta por Shuelter
et al. (2006), con algunas modificaciones [102]. Con el fin de determinar las mejores
condiciones de extraccion se realiz6 un disefio experimental 23 con cuatro réplicas
en el centro, con tres variables, a saber: relacion EtOH:H20, porcentaje de acido
clorhidrico y temperatura de extraccion. El observable fue el contenido de
antocianinas monomeéricas totales. En la Tabla 3, se pueden apreciar los niveles
para cada una de las variables de estudio.

Tabla 3. Variables y condiciones de extraccion estudiadas en el disefio
experimental.

Niveles evaluados

Variable Bajo (-1) Medio (0) Alto (1)
X1: Relacion EtOH:H20, viv 31 5:1 71
X2: HCI, % 0.0 0.5 1.0
X3:Temperatura, °C 30 40 50
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Tabla 4. Condiciones de extraccion con solvente, de flores de P. volubilis L.

N° X1 X2 X3
1 -1 -1 -1
2 -1 -1 1
3 -1 1 -1
4 -1 1 1
5 1 -1 -1
6 1 -1 1
7 1 1 -1
8 1 1 1
9 0 0 0
10 0 0 0
11 0 0 0
12 0 0 0

Para la obtencion de los extractos, se prepararon soluciones, segun las
especificaciones para cada experimento (Véase Tabla 4), seguidamente, el material
previamente liofilizado (ca. 1.0 g) se pes6 en un recipiente de color ambar y se
agrego la solucion EtOH:H20 (20 mL); posteriormente, las extracciones se llevaron
a cabo en un bafo de ultrasonido (Elmasonic S 15 H, Singen, Alemania), a las
temperaturas establecidas para cada experimento, por 15 min. Los extractos
obtenidos se rotoevaporaron (Heidolph, Hei-VAP, Advantage HL, Chicago, EE.UU.).
Seguidamente, se liofilizaron (Virtis Advance Plus, SP Scientific, New York, EE.UU.)
y, finalmente, los extractos obtenidos por SE se almacenaron a una temperatura de
4 °C.

3.7 Antocianinas monoméricas totales

La determinacién de las antocianinas monoméricas totales se realizé siguiendo la
metodologia planteada por Guisti et al. (2003) [103], se prepararon dos soluciones
buffer, a saber: cloruro de potasio con &cido clorhidrico (pH= 1.0) y acido acético
con acetato de sodio (pH= 4.5). Se tomo extracto (1.2 mg) y se diluy6é en cada una
de las soluciones buffer. Las mediciones de absorbancia se efectuaron en un
espectrofotometro (6300 Spectrophotometer, JENWAY, Burlington, EE.UU.), para
cada muestra y el blanco (buffer), a las longitudes de onda de 520 y 700 nm. La
absorbancia total (Ar) se calculd, mediante la Ecuacion 1; por medio de la
Ecuacion 2, se determing el contenido total de antocianinas monomeéricas totales,
expresado en mg/L.

AT = (As500nm— A700nm)pH 1.0 — (A500nm — A700nm )pH 4.5 Ecuacion 1
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Antocianinas monomeéricas, mg/ __ Ar x PM x FD x 1000 Ecuacion 2
L=

exl

Donde:

At - Absorbancia total

PM - Peso de la antocianina delfinidina 3-glucésido a evaluar (465,1013 g/mol)
FD - Factor de dilucion

€ - Absortividad molar de la delfinidina 3-glucésido, 23700 L*mol/cm™ [67].

I - Ancho de la celda

3.8 Capacidad antioxidante y contenido total de fenoles
3.8.1 Capacidad de absorcion de radicales de oxigeno

Siguiendo la metodologia propuesta por Ou, et al. (2002) [79], con algunas
modificaciones se realizd la determinacion de la capacidad de absorcién de
radicales oxigeno (ORAC). Cada uno de los extractos se diluyé en buffer fosfato
(pH= 7.4). Seguidamente, en cada uno de los pozos de la microplaca, se
depositaron extracto diluido (25 pL) y fluoresceina (150 puL), los 96 pozos se
incubaron a 37 °C durante 20 min, en un lector de microplacas Turner Biosystems
Inc., ModulusTM II Microplate Multimode Reader (Turner Biosystems, California,
EE.UU), en modo fluorescencia. Posteriormente, se agrego rapidamente la solucion
de AAPH. La lectura de la pérdida de la fluorescencia en la microplaca se llevé a
cabo durante 80 min a 37 °C, a las longitudes de onda de emision de 510 nm y de
excitacion de 490 nm. Se prepararon los respectivos blancos de las microplacas.
Para ello, se siguié el procedimiento anteriormente mencionado, intercambiando
muestra (25 pL) por solucién buffer fosfato (pH= 7.4). La capacidad antioxidante de
las muestras se determiné a través de las diferencias de areas bajo las curvas del
blanco y de la muestra (Ecuacién 3), se cuantificé con respecto a una curva de
calibracion de Trolox® y los resultados se expresaron como pmol Trolox®/g de
sustancia. También, se midio la actividad antioxidante del a-tocoferol y del BHT. Los
resultados obtenidos se compararon con los registrados para las muestras.

ABCheta= ABCmuestra-ABChblanco Ecuacion 3
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3.8.2 Medicion de fenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu

Para la determinacién del contenido total de fenoles, se utiliz6 la metodologia
descrita por Cala et al. (2007) [76], con algunas modificaciones. Se realiz6 una curva
de calibracion del acido galico (AG), y los resultados del contenido fendlico se
expresaron como mg AG/ g de sustancia. Se prepararon el reactivo de Folin-
Ciocalteu (2N) y una solucion de hidréxido de sodio 0.35 M. Los extractos se
diluyeron en agua tipo 1; en cada pozo de la placa se agregaron: muestra (50 L),
reactivo de Folin-Ciocalteu (50 pL) e hidroxido de sodio 0.35 M (100 pL). Las
mediciones se realizaron en un lector de microplacas Turner Biosystems Inc.,
ModulusTM Il Microplate Multimode Reader (Turner Biosystems, California, EE.UU)
en modo absorbancia a una longitud de onda de 760 nm. Los resultados obtenidos
se compararon con la curva de calibracion realizada con acido galico (AG).

3.8.3 Ensayo de decoloracién del catién-radical ABTS*™

Para la realizacion del ensayo de decoloracion del cation-radical ABTS*, se sigui6
la metodologia propuesta por Re et al. (1999) [81], con algunas modificaciones.
Inicialmente, se prepar6 una solucion buffer de acetato de sodio (pH= 4.5),
seguidamente, en un balon de 50 mL se adicionaron ABTS (7 mM), persulfato de
potasio (2.45 mM) y se afor6 con buffer. Posteriormente, la mezcla se llevo a bafio
ultrasénico por 30 min, el recipiente se cubrié con papel aluminio y se almacenoé a
4 °C por 24 h, esto con el fin de estabilizar el ABTS™. Una vez transcurridas las 24
h, se tomaron 900 pL de ABTS™, y se diluyeron en solucién buffer hasta lograr una
lectura de absorbancia de 0.71. Una vez estabilizada la absorbancia de la solucion,
ésta se almacen6 durante 30 min, para su posterior uso. Seguidamente, se tomaron
100 mg de extracto y se diluyeron en etanol (2 mL), la mezcla se llevé a ultrasonido
(30° C y 30 min). Las determinaciones de absorbancia se hicieron en un microlector
de placas (Turner Biosystems, California, EE.UU), en modo de absorbancia a una
longitud de onda de 734 nm. Por ultimo, se realizd una curva de calibracién con
Trolox® y se determiné el porcentaje de inhibicién, mediante la Ecuacién 4.

e e, A —A .,
% Inhibicion = bl‘"‘;" muestra - 100% Ecuacion 4
blanco
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3.9 Caracterizacion de metabolitos y técnicas instrumentales

3.9.1 Condiciones de operacion cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas

Segun la metodologia propuesta por Stashenko et al. (2011) [104], la separacién e
identificacion de los metabolitos secundarios volatiles se realizé en un equipo GC
Agilent Technologies 7890 Series (AT, Palo Alto, California, EE.UU.) (Véase Figura
13), acoplado a un detector selectivo de masas Agilent Technologies MSD 5975C.
La separacion se llevé a cabo en una columna capilar con fase estacionaria (f.e.)
polar de poli(etilenglicol) (DB-WAX, J&W Scientific, Folsom, CA, EE.UU.) de 60 m x
0.25 mm, d.i. x 0.25 ym, dr. Helio (99.995 %, AP, Linde, Colombia) se empleb como
gas de arrastre, con presion de entrada en la cabeza de la columna de 16.90 psiy
velocidad volumétrica de flujo de 1 mL/min. La temperatura del inyector fue de 250
°C, modo de inyeccién-splitless, con desorcion de la fibora SPME durante 5 min en
el puerto de inyeccién. La programacion del horno cromatografico fue desde 50 °C
(5 min) hasta 150 °C (2 min) a 5 °C/min, después hasta 230 °C por 35 min, a 5
°C/min. La velocidad lineal media del gas fue de 25 cm/s. Las temperaturas de la
camara de ionizacion y de la linea de transferencia fueron de 230 y 285 °C,
respectivamente. Los iones fragmento en los espectros de masas se obtuvieron por
impacto de electrones (El) 70 eV, en un rango de masas de m/z 30-300 u.m.a., con
una velocidad de barrido de radiofrecuencia de 4 scans/s.

La identificacion de los compuestos se llevé a cabo mediante la comparacion de los
indices de retencion lineales (LRI) experimentales, los espectros de masas
obtenidos experimentalmente, con los reportados en las bases de datos WILEY,
NIST y ADAMS, esto, para la identificacion tentativa; la identificacion confirmatoria
se baso en el uso de sustancias de referencia certificadas.

Los indices de retencién lineales experimentales se calcularon con base a los
tiempos de retencién de hidrocarburos lineales, n-Cs-n-C2s. Los calculos se
realizaron mediante la Ecuacién 5 [105].

LRI = 1007 + 100 % Ecuacion 5
Donde,
LRI - indice de retencién lineal del compuesto de interés.
n - Numero de &tomos de carbono de la n-parafina que eluye antes del

compuesto de interés.
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N - Numero de atomos de carbono en la n-parafina que eluye después del
compuesto de interés.

tp, - Tiempo de retencion del compuesto de interés.

trn - Tiempo de retencion de la n-parafina que eluye antes del compuesto de
interés.

trn - Tiempo de retencion de la n-parafina que eluye después del compuesto
de interés.

"I
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Figura 13. Cromatografo de gases GC Agilent Technologies 7890 Series (AT, Palo
Alto, California, EE.UU.). Fotografia tomada por autora el 1 de agosto de 2016.
Lugar, CROMMASS-UIS, Bucaramanga, Colombia.

3.9.2 Condiciones de operacién de cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas

Los extractos se analizaron en un cromatégrafo liquido de alta eficiencia, HPLC
(Agilent Technologies, Palo Alto California, EE.UU.), con interfaz de
electronebulizaciéon, ESI, operada en modo positivo, acoplado a un espectrometro
de masas MSD con analizador de tiempo de vuelo (TOF MS 6210, AT, Palo Alto,
CA, EE.UU.), con una bomba binaria Agilent Technologies de gradiente (G1312A)
(Figura 14).

Se usaron una columna Kinetex Cis (Phenomenex, Torrance, California, EE.UU.) de
100 mm x 4.6 mm d.i.,, 2.6 ym de tamafo de particula; fase movil A, agua (0.2%
acido férmico) y fase movil B, acetonitrilo (0.2% acido formico); con el siguiente
gradiente: 90% de A y 10% de B, variando linealmente hasta 20% de B, en 5 min,
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seguidamente, 80% de B en 10 min, por 5 min, seguidamente 100% de B en 5 min,
y durante 5 min; las condiciones iniciales se retomaron en 15 min. El flujo fue de 0.2
mL/min, volumen de inyeccion (4 pL), el voltaje de capilar fue 4000 V y el voltaje de
fragmentador, 200 V. Se utiliz6 N2 como gas de secado (350 °C, 7 L/min) y gas
nebulizador (40 psi). Los espectros de masas, se adquirieron en el rango de m/z
100 a 1100, a una velocidad de adquisicion de 2 espectros/s. Los resultados
obtenidos se procesaron en el software MassHunter, versiéon B.02.00-SP3. La
identificacion de los compuestos, se confirm6é mediante la medicion de masas
exactas, por comparacion de tiempos de retencion con patrones certificados y por
exactitud Appm.

Figura 14. Cromatografo liquido, HPLC 1200 Series (Agilent Technologies, Palo
Alto, CA, EE.UU.). Lugar: Laboratorio CROMMASS, CENIVAM, Bucaramanga,
Colombia.
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4. ANALISIS DE RESULTADOS

4.1 ldentificacion taxondmica de P. volubilis L.

Se realiz6 la identificacion botanica de la especie bajo estudio, que se cultivo en los
jardines experimentales del CENIVAM. Las respectivas exsiccatae de las
inflorescencias, hojas y tallos de Petrea volubilis L., se enviaron al Herbario de la
Universidad Nacional de Colombia (Bogota-Colombia), y se guardaron sus copias
en el CENIVAM. En la Tabla 5, se encuentra el resultado suministrado por el
Herbario Nacional de Colombia.

Tabla 5. Identificacién taxonémica del material vegetal.

Especie P. volubilis L.

Familia Verbenaceae

N° Voucher 569628

Lugar de colecta CENIVAM, Bucaramanga, Colombia

4.2 ldentificacion de metabolitos volatiles de flores de Petrea volubilis L.

4.2.1 Extracciéon por HS-SPME de la fraccion volatil de flores de P. volubilis L.
con fibras de SPME con diferentes recubrimientos poliméricos

La extraccién por HS-SPME se realizé siguiendo la metodologia descrita en la
Seccidén 3.5.1; los metabolitos volatiles aislados se identificaron por cromatografia
de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS), siguiendo los parametros
operacionales mencionados en la Seccion 3.9.1. La fraccion volatil de las flores de
P. volubilis L. se obtuvo a través de la exposicion de fibras de SPME con los
siguientes recubrimientos poliméricos: PDMS, PDMS/DVB y CAR/PDMS, usados
bajo las mismas condiciones. En la Figura 15, se muestra un perfil cromatogréafico
obtenido para las tres fibras de SPME. La identificacion de los compuestos aislados
se encuentra en la Tabla 6.
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Tabla 6. Analisis por GC-MS del perfil volatil obtenido por HS-SPME (Fibras: PDMS, PDMS/DVB y CARPDMS) de flores

de Petrea volubilis L.

LRI, DB-WAX Ai/Aistd (prom £ SD, n=3)
Compuesto . [106]

Exp. Lit. PDMS PDMS/DVB CAR/PDMS
B-Mirceno 1162 1160 - 0.0298 * 0.0001 0.17 + 0.03
A3-Careno 1182 1133 - 0.008 = 0.002 0.025 £+ 0.003
Limoneno 1200 1198 0.0060 + 0.0001 0.04 £ 0.02 0.13 £ 0.02
2-Hexenal 1216 1216 0.0085 + 0.0002 0.0577 = 0.0003 0.05 £ 0.01
cis-p-Ocimeno 1230 1234 0.008 + 0.001 - 0.07 + 0.01
trans-B-Ocimeno 1249 1250 0.08 = 0.01 0.3 £ 0.1 1.2 + 0.2
Octan-3-ona 1253 1254 0.12 + 0.02 0.023 = 0.001 0.10 £ 0.03
3-Isopropenil-5,5-dimetil-ciclopenteno 1264 - - 0.007 + 0.004 0.024 + 0.005
p-Cimeno 1272 1270 - 0.0036 + 0.0001 0.016 % 0.003
Terpinoleno 1283 1282 - 0.007 = 0.004 0.03 £ 0.01
Octanal 1287 1287 - 0.008 = 0.002 0.022 + 0.002
Oct-1-en-3-ona 1299 1301 0.04 + 0.01 0.130 = 0.046 0.14 £ 0.05
(E)-4,8-Dimetil-1,3,7-nonatrieno 1304 - - 0.08 + 0.05 0.10 + 0.04
Pent-2-en-1-ol 1314 1315 - 0.012 + 0.009 0.023 £+ 0.006
1-Hexanol 1348 1351 - 0.0063 * 0.0005 0.05 + 0.03
cis-2-Octen-1-ol 1353 - - - 0.008 + 0.003
Pent-3-en-2-ol 1364 - 0.0066 + 0.0001 0.005 + 0.003 0.005 + 0.002
allo-Ocimeno 1371 1366 0.006 + 0.003 0.063 = 0.026 0.09 £ 0.02
cis-3-Hexen-1-ol 1380 1380 0.004 + 0.002 0.012 + 0.008 0.22 + 0.07
Octan-3-ol 1387 1391 0.013 £+ 0.004 - 0.2 + 0.1
allo-neo-Ocimeno 1394 1391 0.016 + 0.001 0.06 = 0.01 0.09 £+ 0.02
trans-2-Hexen-1-ol 1400 1399 - 0.0075 + 0.0001 0.04 + 0.02
2-Metilbutanoato de hexilo 1427 1428 - 0.023 + 0.001 0.01 + 0.02
Oct-1-en-3-ol 1446 1444 0.3 £ 0.1 1.1 + 05 4 + 2
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Tabla 6. Continuacion.

Butanoato de cis-hex-3-enilo 1460 1456 - 0.007 + 0.003 0.057 + 0.005
2-Metilbutanoato de cis-hex-3-enilo 1473 - 0.03 + 0.02 03 + 0.1
5-terc-Butil-1-ciclohepteno 1479 - - 0.004 + 0.002 0.006 + 0.001
Valerato de cis-hex-3-enilo 1487 - 0.016 + 0.003 0.011 + 0.003 0.02 + 0.01
a-Copaeno 1503 1491 0.0029 + 0.0004 0.008 + 0.002 0.009 + 0.003
Benzaldehido 1527 1518 0.004 + 0.001 0.007 = 0.004 0.004 + 0.003
Linalol 1539 1543 0.9 = 0.1 09 + 0.3 50 + 0.3
Octanol 1550 1551 0.012 + 0.005 0.06 + 0.05 0.05 + 0.01
3-Metil-pentadecano 1559 - 0.0036 + 0.0004 0.0033 + 0.0001 0.005 + 0.001
trans-B-Cariofileno 1614 1598 0.008 + 0.001 0.023 + 0.005 0.04 + 0.01
Non-1-en-3-ol 1644 - - 0.004 + 0.003 0.02 + 0.01
1-Nonanol 1655 1655 0.004 + 0.001 0.04 + 0.02 0.024 + 0.009
Angelato de cis-hex-3-enilo 1669 - 0.005 + 0.002 0.004 + 0.001 0.022 + 0.002
cis-Non-3-en-1-ol 1681 - - 0.005 + 0.002 0.006 + 0.004
a-Terpineol 1699 1694 0.027 = 0.002 0.004 + 0.001 0.008 + 0.004
Acetato de geranilo 1747 1751 0.0039 + 0.0001 0.010 £+ 0.004 0.0126 + 0.0003
Farnesol 1778 - - 0.0017 + 0.0003 0.005 + 0.001
Salicilato de metilo 1786 1767 0.0045 + 0.0001 0.16 + 0.07 0.02 + 0.01
Nerol 1795 1794 - 0.0044 + 0.0003 0.011 = 0.004
(E-,E-)-a-Farneseno 1805 1743 0.004 + 0.001 0.03 + 0.01 0.03 + 0.01
Geraniol 1842 1839 0.0025 + 0.0001 0.005 + 0.002 0.013 + 0.001
Alcohol feniletilico 1914 1903 0.0031 + 0.0001 0.02 + 0.01 0.018 + 0.005
Benzoato de cis-hex-3-enilo 2137 2119 - 0.005 + 0.002 0.005 + 0.002
Monoterpenos (MH) 0.15 0.59 2.23
Monoterpenos oxigenados (MO) 0.95 0.97 5.11
Sesquiterpenos (SH) 0.016 0.06 0.08
Sesquiterpenos oxigenados (SO) 0.003 0.01 0.03
Compuestos oxigenados (otros) 0.50 1.59 5.02
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Figura 15. Perfil cromatogréfico de la fraccion volatil aislada por HS-SPME de flores
de P. volubilis L., utilizando fibras con diferentes recubrimientos poliméricos (PDMS;
PDMS/DVB; CAR/PDMS). Columna DB-WAX (J&W Scientific, Folsom, CA,
EE.UU.), de 60 m x 0.25 mm, d.i. x 0.25 pm, ds, detector selectivo de masas (El, 70
eV), modo de inyeccion: splitless.

Enla Figura 16, se muestra la variacion del valor de ZAwtal/Aistd para los metabolitos
secundarios de flores de P. volubilis L., aislados por HS-SPME, utilizando fibras con
diferentes recubrimientos poliméricos: PDMS, PDMS/DVB y CAR/PDMS. El valor
mas alto de ZAtotal/Aistd, S€ Obtuvo con la fibra de polaridad media-alta, CAR/PDMS;
en comparacion con la fibra de polaridad de media, PDMS/DVB y de polaridad baja,
PDMS. En la fraccion volatil de flores de P. volubilis L., se encontraron compuestos
oxigenados como el 2-hexenal y la octan-3-ona; monoterpenos limoneno, trans-f3-
ocimeno Yy allo-ocimeno; monoterpenos oxigenados linalol; sesquiterpenos
oxigenados farnesol; sesquiterpeno trans-B-cariofileno. Con la fibra de
recubrimiento polimérico de CAR/PDMS, se logré aislar mayor numero de
metabolitos secundarios. Por tal razon, la fibra que se utilizé para realizar el
monitoreo de volatiles florales fue CAR/PDMS.
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Figura 16. Seleccion del recubrimiento polimérico de la fibra de SPME: ZAwtal/Aistd,
aislamiento por HS-SPME, de flores de P. volubilis L.

4.2.2 Extraccion por HS-SPME (CAR/PDMS) de la fraccion volatil de flores de
P. volubilis L., a diferentes horas del dia

El perfil de compuestos volatiles en las plantas, especialmente, hojas y flores puede
variar durante el dia [86,99,107]. Con el fin de establecer la hora de mayor emision
de metabolitos secundarios en flores de P. volubilis L., se realizé un monitoreo de
su fragancia in-vitro a las 6:00 a.m., 12:00 m. y 6:00 p.m., utilizando como técnica
de aislamiento HS-SPME vy fibra de CAR/PMDS, que se seleccioné durante el
estudio previo de las fibras de SPME (Véase Seccién 4.2.1). En la Figura 17, se
muestran los perfiles cromatograficos obtenidos por GC-MS aislados por HS-PME
(CAR/PDMS) a diferentes horas de monitoreo; la identificacion de los picos
cromatograficos se registra en la Tabla 7.
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Figura 17. Perfiles cromatograficos de volatiles de flores de P. volubilis L., aislados por HS-SPME, utilizando fibra de
CAR/PDMS; con muestreo a las 6:00 a.m., 12:00 m. y 6:00 p.m.
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Tabla 7. Variacion en el contenido de volatiles aislados por HS-SPME (CAR/PDMS) de flores de P. volubilis L., a las 6:00

a.m., 12:00 m. y 6:00 p.m.

Ai/Aistd (prom + SD, n =3)

Compuesto 6 a.m. 12 m. 6 p.m.
B-Mirceno 0.17+ 0.03 0.09+ 0.01 0.04+ 0.01
A3-careno 0.025+ 0.003 0.0161+ 0.0002 0.008+ 0.001
Limoneno 0.13%+ 0.02 0.11+ 0.02 0.05+ 0.02
2-Hexenal 0.05+ 0.01 0.03+ 0.01 0.031+ 0.009
cis-B-Ocimeno 0.07+ 0.01 0.049+ 0.007 0.02+ 0.01
trans-B-Ocimeno 1.2+ 0.2 1.0+ 0.2 0.32+ 0.09
Octan-3-ona 0.10+ 0.03 0.0369+ 0.0002 0.08+ 0.03
3-Isopropenil-5,5-dimetil-ciclopenteno 0.024+ 0.005 0.016+ 0.006 0.008+ 0.002
p-Cimeno 0.016+ 0.003 0.188+ 0.003 0.007+ 0.003
Terpinoleno 0.03%+ 0.01 0.020+ 0.002 0.007+ 0.002
Octanal 0.022+ 0.002 0.03+ 0.01 0.012+ 0.005
Oct-1-en-3-ona 0.14+ 0.05 0.03+ 0.01 0.024+ 0.006
(E)-4,8-Dimetil-1,3,7-nonatrieno 0.10+ 0.04 0.15+ 0.02 0.0105+ 0.0009
Pent-2-en-1-ol 0.023+ 0.006 0.019+ 0.002 0.016+ 0.006
1-Hexanol 0.05+ 0.03 0.04+ 0.01 0.04+ 0.02
cis-2-Octen-1-ol 0.008+ 0.003 - -
Pent-3-en-2-ol 0.005+ 0.002 0.0027+ 0.0003 -
allo-Ocimeno 0.09+ 0.02 0.05+ 0.01 0.019+ 0.006
cis-3-Hexen-1-ol 0.22+ 0.07 0.12+ 0.04 0.3+ 0.1
Octan-3-ol 0.2+ 0.1 0.10+ 0.02 0.09+ 0.01
allo-neo-Ocimeno 0.09+ 0.02 0.07+ 0.03 0.095+ 0.002
trans-2-Hexen-1-ol 0.04+ 0.03 0.03+ 0.01 0.01+ 0.003
2-Metilbutanoato de hexilo 0.008%+ 0.004 0.005+ 0.002 -
Oct-1-en-3-ol 4+ 2 3.7+ 0.8 2.7+ 0.6
Butanoato de cis-hex-3-enilo 0.057% 0.005 0.06+ 0.04 0.02+ 0.02
2-Metilbutanoato de cis-hex-3-enilo 0.3+ 0.1 0.21+ 0.02 0.023+ 0.001
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Tabla 7. Continuacion.

Valerato de cis-hex-3-enilo 0.02+ 0.01 0.0191+ 0.0009 0.007+ 0.002
a-Copaeno 0.009+ 0.003 0.20+ 0.04 0.0034+ 0.0005
Benzaldehido 0.004+ 0.003 0.011+ 0.002 -t -
Linalol 5.0+ 0.3 2.1+ 0.1 0.99+ 0.08
Octanol 0.05+ 0.01 0.2+ 0.1 0.10+ 0.04
3-Metil-pentadecano 0.005+ 0.001 0.0049+ 0.0004 0.0034+ 0.0002
trans-B-Cariofileno 0.04+ 0.01 1.1+ 0.1 0.02+ 0.01
Non-1-en-3-ol 0.02+ 0.01 0.029+ 0.007 0.0093+ 0.0004
1-Nonanol 0.02+ 0.01 0.03+ 0.01 0.010+ 0.002
Angelato de cis-hex-3-enilo 0.022+ 0.002 0.03+ 0.01 0.005+ 0.002
cis-Non-3-en-1-ol 0.006+ 0.004 0.012+ 0.001 0.006+ 0.001
a-Terpineol 0.008+ 0.004 0.04+ 0.02 0.008+ 0.003
Acetato de geranilo 0.0126+ 0.0003 0.010+ 0.004 0.0043+ 0.0002
Farnesol 0.005+ 0.001 - -
Salicilato de metilo 0.02+ 0.01 0.023+ 0.004 0.010+ 0.003
Nerol 0.011+ 0.004 0.014+ 0.008 0.0041+ 0.0002
(E-,E-)-a-Farneseno 0.03+ 0.01 - -
Geraniol 0.013+ 0.001 0.009+ 0.002 0.0035+ 0.0006
Alcohol feniletilico 0.018+ 0.005 0.019+ 0.008 0.003+ 0.002
Benzoato de cis-hex-3-enilo 0.005+ 0.002 - -
Monoterpenos (MH) 0.49 1.81 0.60
Monoterpenos oxigenados (MO) 5.11 2.2 1.02
Sesquiterpenos (SH) 0.08 1.09 0.03
Sesquiterpenos oxigenados (SO) 0.03 0.39 0.01
Compuestos oxigenados (otros) 5.04 4.53 3.29
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Figura 18. Relacion ZAuwtal/Aistd, de la fraccion volatil aislada por HS-SPME, de flores
de P. volubilis L., a las 6:00 a.m., 12:00 m. y 6:00 p.m.

Se puede apreciar como el valor del ZAwtal/Aista (Figura 18), varia con la hora de
muestreo (6:00 a.m., 12:00 m. y 6:00 p.m.); cambia también el perfil de compuestos
volatiles de flores de P. volubilis L. Se presentd la mayor emision de volétiles a las
6:00 a.m.

6,00 1 [06:00 a.m.

5,00 A @ 12:00 m.
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ZAtotaI/AIstd

1,00 -
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Familia de compuestos

Figura 19. Relacion >Auwtal/Aistd, Segun la familia de compuestos presentes en la
fraccion volatil de flores de P. volubilis L.

La mayor emision de monoterpenos, monoterpenos oxigenados y compuestos
oxigenados en el perfil voléatil de flores de P. volubilis L., se registr6é a las 6:00 a.m.
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Los sesquiterpenos oxigenados se detectaron a las 6:00 a.m. y se presentd su
aumento notorio a las 12:00 m. (Figura 19).

La fraccion volatil de flores de P. volubilis L., a las 6:00 a.m., estuvo compuesta,
mayoritariamente, por linalol (5.0+0.3%), oct-1-en-3-ol (4£2%), y trans-B-ocimeno
(1.2+0.2); compuestos como el cis-oct-2-en-1-ol (0.008+0.003%) y farnesol
(0.005+£0.001%), fueron emitidos sélo a esa hora de monitoreo. Farnesol posee
actividad repelente contra las hormigas de los géneros Atta y Acromyrmex
(Hymenoptera: Formicidae), que se consideran una plaga en América, debido a que
cortan indiscriminadamente hojas, flores y frutos de muchas plantas; esta podria ser
una posible explicacion del porqué la presencia de hormigas en horas de la mafiana
en las flores de P. volubilis L, es escasa [108].

El perfil de volatiles de flores de P. volubilis L., muestreado a las 12:00 m., estuvo
compuesto, principalmente, por oct-1-en-3-ol (3.7£0.8%), linalol (2.1+0.1%) y trans-
B-cariofileno (1.1+0.1%), este ultimo fue emitido en mayor proporcién comparado
con las fracciones obtenidas a las 6:00 a.m. y a las 6:00 p.m.

A las 6:00 p.m., la fraccion volétil de flores de P. volubilis L., estuvo compuesta,
principalmente, por oct-1-en-3-ol (2.7£0.6%), linalol (0.99+0.08%) y cis-3-hexen-1-
ol (0.3+0.1%), compuesto encontrado en gran variedad de plantas; se ha reportado,
gue el aumento en la emision del cis-3-hexen-1-ol es un mecanismo de defensa de
la planta ante un dafio fisico o por herbivoria [109].

Se observa, que para las fracciones obtenidas a las 6:00 a.m., 12:00 m. y 6:00 p.m.,
los compuestos mayoritarios fueron el oct-1-en-3-ol y el linalol, comunes para las
fragancias monitoreadas a estas horas.

El perfil cromatografico de volatiles obtenido para el monitoreo a las 6:00 a.m. de
flores de P. volubilis L., se muestra en la Figura 20; los perfiles de volatiles
recolectadas a las 12:00 m. y 6:00 p.m. estan presentes en los ANEXOS Ay B. La
fraccion volatil de flores de P. volubilis L. aislada a las 6:00 a.m., estuvo compuesta,
principalmente, por monoterpenos trans-B-ocimeno (1.2+0.2%), 2-metilbutanoato
de cis-hex-3-enilo (0.3+0.1%), B-mirceno (0.17+£0.03%) y limoneno (0.13+£0.02%);
monoterpenos oxigenados el linalol (5.0+0.3%), angelato de cis-hex-3-enilo (0.022
10.002%); sesquiterpenos el trans-B-cariofileno (0.02+0.01%), (E-,E-)-a-farneseno
(0.03£0.01%); sesquiterpenos oxigenados como farnesol (0.005+0.001%) vy
compuestos oxigenados, oct-1-en-3-ol (4+2%), octan-3-ol (0.2+0.1%) y salicilato de
metilo (0.02+0.01%).
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Figura 20. Perfil cromatografico de la fraccién volétil aislada por HS-SPME (CAR/PDMS) de flores de P. volubilis L.,
monitoreadas a las 6:00 a.m. Columna DB-WAX de 60 m x 0.25 mm, d.i. x 0.25 pm, df, detector selectivo de masas (El, 70
eV), modo de inyeccion: splitless.
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El B-mirceno es un precursor de feromonas en escarabajos [110]. Zhu et al. (2005)
[111], encontraron que la presencia del (E-,E-)-a-farneseno y del salicilato de metilo
en un mismo perfil volatil, se debe a un mecanismo de defensa, efectuado por la
planta ante un ataque externo, sea por herbivoria o corte de la especie vegetal.
Soares et al. (2013) [112], reportaron que el trans-S-cariofileno presenta actividad
antileishmania y tiene efecto como regulador de la insulina [113].

Por otra parte, el limoneno es uno de los terpenos mas comunes en la naturaleza y
se encuentra principalmente en citricos como naranja y limon; este compuesto
presenta actividad anticancerigena y, ademas, disminuye el riesgo cardiovascular
[114].
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Figura 21. Relacion >Awtal/Aistd, COMpuestos mayoritarios presentes en las
fracciones volatiles de flores de P. volubilis L., monitoreadas in-vitro por HS-SPME
a diferentes horas del dia.

El linalol es el compuesto con mayor abundancia aislado por HS-SPME de flores de
P. volubilis L., a las 6:00 a.m. (Figura 21). El linalol presenta actividad
antiinflamatoria [115], funciona como agente antimicrobiano [116], posee actividad
antidiabética [117] y, ademas, se utiliza ampliamente en la industria de perfumes
[118], entre otras aplicaciones.

El oct-1-en-3-ol es el segundo compuesto mayoritario en el perfil de volatiles de
flores de P. volubilis L., a las 6:00 a.m. Se ha reportado al oct-1-en-3-ol como
atrayente de insectos [119], esta puede ser una posible explicacion a la disminucion
en su emision; en la mafiana la flor necesita ser polinizada y emite en mayor
cantidad este metabolito para atraer visitantes florales. Una vez fecundada, la flor
no necesita la ayuda de los polinizadores y disminuye la emision del compuesto
mencionado [120-122].
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Andersson et al. (2007) [123], reportaron al trans-B-ocimeno como uno de los
componentes mayoritarios en la fragancia floral de la Lantana camara (Fam.
Verbenacea), atribuyéndole a este compuesto el rol de atrayente de mariposas
(Heliconius melpomene), que ayudan en los procesos de polinizacion.

4.3 Andlisis por UV-vis del contenido de antocianinas monomeéricas totales
presentes en extractos obtenidos por SE

Se determind el contenido de antocianinas monomeéricas totales, para los extractos
hidro-alcohdlicos obtenidos por SE de flores de P. volubilis L. Para ello, se realizé
un disefio experimental 23, con tres variables, para cada una de ellas dos niveles y
cuatro réplicas en el punto central, para asi obtener mejores condiciones de
extraccion.

El observable fue el contenido de antocianinas monoméricas totales, que se
determiné por medio del pH diferencial; la absorbancia que registré cada una de las
muestras se encuentra en la Tabla 8. Con esos valores se procedié a calcular el
valor de absorbancia total (Ecuaciones 3 y 4, Seccion 3.7) y, finalmente, los
resultados del observable (Tabla 9) se expresaron en mg de delfinidina-3-
glucosido/L.

Tabla 8. Absorbancias obtenidas a las longitudes de onda de 520 y 700 nm, para
los extractos obtenidos por SE de flores de P. volubilis L.

Absorbancia, A, nm

N° Buffer apH=1.0 Buffer apH=4.5
520 700 520 700

1 0.913 0.431 0.777 0.340
2 0.610 0.451 0.422 0.266
3 0.991 0.507 0.910 0.439
4 0.769 0.352 0.652 0.343
5 0.502 0.302 0.396 0.249
6 0.467 0.271 0.340 0.179
7 0.979 0.668 0.570 0.258
8 0.670 0.266 0.522 0.195
9 0.989 0.610 0.628 0.268
10 0.989 0.612 0.628 0.260
11 0.989 0.611 0.627 0.256
12 0.989 0.611 0.629 0.289
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Tabla 9. Contenido total de antocianinas monomericas presentes en los extractos
obtenidos por SE de flores de P. volubilis L.

N° X1 X2 X3 Cantidad, mg
EtOH:H20 HCI, % Temperatura, °C Dp-3-glu/L

1 3-1 0 30 8.8

2 3-1 0 50 28.1

3 31 1 30 6.3

4 3-1 1 50 21.2

5 7-1 0 30 28.4

6 7-1 0 50 6.9

7 7-1 1 30 58.7

8 7-1 1 50 15.1

0 5-1 0.5 40 41.4

0 5-1 0.5 40 39.6

0 5-1 0.5 40 39.0

0 5-1 0.5 40 39.4

Tabla 10. Resultados del ANOVA aplicado al disefio experimental 23, con los
efectos de las variables de estudio y combinaciones; A: EtOH:H20, B: HCI, % y C:
temperatura, °C.

Valores A B C AB AC BC ABC
Fisher

F.calculado 230.02 96.92 110.46 263.43 1132.90 79.45 35.84
F.umbra* 10.11

*Valor calculado usando el software Microsoft Excel.

Se realizé un analisis estadistico, de los efectos principales por medio de la prueba
de Fisher al 95% de confianza. Se encontré que tanto las variables A, B, C y las
interacciones AB, AC y BC, poseen un efecto significativo (Tabla 10). Esto Indica,
gue todas las variables influyen sobre la extraccién de antocianinas monomeéricas.
El efecto mas alto lo presentd la interaccién entre la relacion EtOH:H20 y la
temperatura (1132.90), siendo esta interaccion de gran importancia para la
extraccion de antocianinas. La mayor respuesta del observable se obtuvo, con la
relacion EtOH:H20 7:1 (nivel 1) y la temperatura 30 °C (nivel -1) (Tabla 9).
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Figura 22. Gréfica de Pareto para la extraccion de antocianinas monoméricas de
flores de P. volubilis L.

El gréfico de Pareto (Figura 22), muestra cuales son las variables o interacciones
con los efectos mas pronunciados. Aquellos, que se muestran dentro de la zona
sombreada explican el 80% de la varianza total de los datos. En este caso, la
relacion EtOH:H20 presenta el efecto independiente méas alto. La interaccion entre
las variables X1 (EtOH:H20) y X3 (temperatura, °C) tiene el efecto mas grande,
seguida de la interaccion entre la relacion EtOH:H20 y el porcentaje de acido
clorhidrico (HCI, %).

Estos resultados coinciden con los reportados por Nicoué et al. (2007) [124], que
estudiaron el contenido de antocianinas monoméricas totales, en bayas de las
especies Vaccinium angustifolium y V. myrtilloides (Fam. Ericaceae), ellos
encontraron, que al variar la temperatura y el grado de acidez del solvente de
extraccion, cambiaba el contenido de antocianinas, se obtuvieron mejores
resultados con el solvente mas acidificado y a una temperatura de 26 °C. Khana et
al. (2010) [125], estudiaron el efecto de la temperatura, en la variacion del contenido
de antocianinas monomeéricas totales del orujo de uvas y arandanos; encontraron
gue por encima de 40 °C, la estabilidad de las antocianinas disminuyo y, por ende,
el contenido antocianico se redujo.

En las Figuras 23 y 24, se muestra como cambia la respuesta del observable
(antocianinas monoméricas totales), si permanece constante la variable
temperatura. En la Figura 23 se puede apreciar que se presenta un aumento en el
observable, con el incremento de la relacion EtOH:H20 y HCI (%), para la
temperatura de 30 °C y a 50° C (Figura 24) el aumento del observable se da con la
mayor relacion EtOH:H20 (nivel 1) y el aumento del HCI (%).
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Figura 24. Superficie de respuesta estimada para la relacién EtOH:H20 y HCI (%)
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Figura 25. Resultados del disefio experimental 22 y coordenadas experimentales.
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En la Figura 25, se muestran las coordenadas experimentales para el disefo
experimental 23. El punto en que se obtiene la mayor respuesta del observable,
corresponde a las coordenadas [1, 1, -1] y representa las siguientes condiciones de
extraccion: relacion EtOH:H20 (1:7), porcentaje de acido clorhidrico (HCI, 1%) y
temperatura nivel inferior (30 °C).

4.4 Identificaciéon de metabolitos secundarios en flores de P. volubilis L.,
aislados por SFE y su caracterizacion por cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas

4.4.1 Rendimiento de extraccion por SFE de flores de P. volubilis L.

Es de gran importancia conocer los rendimientos de extraccion (Tabla 11) para
tener una idea de si es viable realizar el proceso a gran escala y también para
comparar los rendimientos de extraccion de una matriz especifica por diferentes
técnicas de extraccion.

Tabla 11. Porcentaje de rendimiento de la extraccién con fluido supercritico.

Muestra Cantidad de material Extracto Rendimiento
utilizado, g obtenido, g (%)
P. volubilis L. 100.0 0.3 0.3

4.4.2 Caracterizacién de metabolitos secundarios extraidos por SFE de flores
de P. volubilis L.

La caracterizacion de los metabolitos secundarios presentes en los extractos
obtenidos por SFE, de flores de P. volubilis L., se llevd a cabo mediante
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas, siguiendo los
pardmetros operacionales descritos en la Seccion 3.9.1. La identificacién de los
compuestos se llevé a cabo mediante la comparacion de los indices de retencién
lineales (LRI) y los espectros de masas obtenidos experimentalmente, con los de
las bases de datos: WILEY, NIST y ADAMS [126,127]. En la Figura 26 y en la Tabla
12, se muestran los metabolitos identificados en los extractos obtenidos por SFE de
flores de P. volubilis L.; cabe mencionar, que los metabolitos no-volatiles del extracto
no se pueden detectar por GC-MS.
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Figura 26. Perfil cromatografico por GC-MS del extracto de flores de P. volubilis L.,

obtenido con CO:2 supercritico.

Tabla 12. Composicion del extracto obtenido por SFE de flores de P. volubilis L.

3 IRL DB-5MS
Compuesto Formula Ai/Aistd
Experimental Literatura
Dihidrobenzofurano  CgHsO 1215 1226 0.10
Acido palmitico Ci6H3202 1958 1968.4 0.25
Acido linolénico C18H3002 2137 2134 0.64
13-Docosenamida C22H43NO 2533 2625 0.06
a-Tocoferol C29Hs5002 3133 3112 0.05
Campesterol C2sH1s0 3242 - 0.07
Estigmasterol C29H4s80 3267 3248 0.12
y-Sitosterol C29H500 3327 3290 2.03
Fucosterol C29Ha480 3339 3305 0.18
Sitostenona C29H480 3447 3458 0.19
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El perfil cromatografico del extracto obtenido por SFE de flores de P. volubilis L.,
(Figura 26), estd compuesto mayoritariamente por fitoesteroles como el y-sitosterol,
estigmasterol, fucosterol y sitostenona; acidos palmitico y linolénico; por lignanos
como el dihidrobenzofurano y por a-tocoferol.

Segun el analisis por GC-MS, el compuesto mayoritario en el extracto obtenido por
SFE fue el y-sitosterol. A este metabolito, se le han atribuido actividades
antidiabética y anti-hiperglicémica [128], anti-reumatica, anti-inflamatoria y
antibacteriana [129], entre otros. Por otra parte, se ha reportado que el estigmasterol
posee actividad anti-inflamatoria y se utiliza como precursor en la sintesis de
vitamina D3 [130]. Lee et al. (2004) [131], aislaron de Pelvetia siliquosa, fucosterol y
encontraron que este compuestos presentaba actividad antidiabética y efectos
antioxidantes [132].

Otro componente en el extracto obtenido por SFE de flores de P. volubilis fue el
campesterol, que presenta actividad anti-inflamatoria [133]. Yosida et al. (2003)
[134], demostraron los efectos antioxidantes proporcionados por los fitoesteroles
campesterol, sitosterol y estigmasterol, ademas, encontraron que estos compuestos
presentan actividad antioxidante. ElI acido linolénico posee actividad
anticarcinogénica [135] y el a-tocoferol, antioxidante [136].

4.5 Andlisis por LC-MS-ESI (+)-TOF de metabolitos secundarios aislados por
SE, SFE y MSPD de flores de P. volubilis L.

4.5.1 Analisis por LC-MS del extracto obtenido por SE de flores de P. volubilis
L.

La caracterizacion de los metabolitos secundarios presentes en los extractos
obtenidos por SE de flores de P. volubilis L., se llevé a cabo mediante cromatografia
liguida acoplada a espectrometria de masas, siguiendo los parametros
operacionales descritos en la Seccidon 3.9.2. La identificacién de los compuestos,
se confirmd mediante la mediciébn de masas exactas, la exactitud Appm (Ecuacion
6) y por comparacion de tiempos de retencién con los de patrones certificados.

Masa exacta—Masa experimental

Appm = x 10° Ecuacion 6

Masa exacta

71



En la Figura 27 y en la Tabla 13, se muestran los metabolitos identificados en los
extractos hidro-alcohoélicos de flores de P. volubilis L.
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Figura 27. Perfil cromatogréafico por LC-ESI(+)-TOF-MS del extracto obtenido por
SE de flores de P. volubilis L.

Tabla 13. Metabolitos secundarios aislados por SE de flores de P. volubilis L.

Compuesto Formula Masas Appm
Experimental Exacta
Delfinidina 3-glucésido C21H21012 465.1013  465.1009 3.99
Cianidina-3-glucorénido C21H19012  463.0860  463.0864 1.59
Apigenina 7-o-glucorénido C21H19011  447.0927  447.0922 1.10
Cianidina-3-(6-acetil-glucosido) Ca3H23012  491.4215 4914511 4.80
Pelargonidina-3-(6-acetil-glucésido) C23H23011  475.1208  475.1215 1.47
Luteolina C15H110e6 287.0541  287.0550 3.15
Apigenina Ci15H110s 271.0603 271.0601 0.73

En el extracto hidro-alcohdlico, se identificaron compuestos de tipo fendlico, a saber:
los tres flavonoides apigenina, luteolina y apigenina 7-o-glucorénido; y cuatro
antocianinas, delfinidina 3-glucésido, cianidina-3-glucorénido, cianidina-3-(6-acetil-
glucosido) y pelargonidina-3-(6-acetil-glucosido). Se pudo observar, que los
extractos de coloracion mas intensa se obtuvieron con el solvente mas acidulado
pH= 1. Esto debido a que el cation flavilio (estructura base de la antocianina), se
estabiliza a pH acido. Como también se encontro en el disefio experimental, las
mejores condiciones para la extraccion de compuestos fenélicos correspondieron a
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pH mas bajos. Es por esto que los solventes de extraccion deben contener un 4cido
[43].

Mediante el andlisis por LC-MS, se encontré que la mayor cantidad de compuestos
fendlicos, se extrajo bajo las siguientes condiciones: relacion EtOH:H20 (7:1)
solucién acidulada con HCI (1%), bafio ultrasonido (30°C y 30 min).

4.5.2 Anédlisis por LC-MS del extracto obtenido por SFE de flores de P. volubilis
L.

La caracterizacion de los metabolitos secundarios presentes en los extractos
obtenidos por SFE de flores de P. volubilis L., se llevd a cabo mediante
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas, bajo parametros
operacionales descritos en la Seccién 3.9.2. La identificacion de los compuestos,
se confirm6 mediante la medicion de masas exactas, Appm (Ecuacion 6) y por
comparacion de tiempos de retencién con patrones certificados.

En la Figura 28 y en la Tabla 14, se muestran los metabolitos identificados en los
extractos obtenidos por SFE de flores de P. volubilis L.
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Figura 28. Perfil cromatogréafico por LC-ESI(+)-TOF-MS del extracto obtenido por
SFE de flores de P. volubilis L.
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Tabla 14. Metabolitos secundarios aislados por SFE de flores de P. volubilis L.

Compuesto Formula Masas Appm
Experimental Exacta
Luteolina C15H1106 287.0541 287.0550 3.15
Apigenina C15H110s 271.0603 271.0601 0.73

En el extracto obtenido por SFE de flores de P. volubilis L., se logro identificar dos
compuestos de naturaleza fendlica (Figura 29), apigenina y luteolina (flavonas).

Los resultados obtenidos concuerdan con los obtenidos por Bimakr et al. (2011)
[137], quienes aislaron metabolitos secundarios por SFE y SE, de hojas de Mentha
spicata L. (Fam. Lamiaceae), encontraron que a las condiciones de extraccion
supercritica (tiempo 60 min, temperatura 333 K y presién 200 bar), se obtenian la
mayor cantidad de compuestos fendlicos, principalmente, agliconas, entre ellas,
luteolina y apigenina que se extraen con recuperacibn mas alta bajo estas
condiciones. Reportaron también, que por SE se aisla un mayor numero de
compuestos debido a la solubilidad que presentan los compuestos fendlicos en
solventes polares como etanol y metanol.

4.5.3 Anélisis por LC-MS del extracto de flores de P. volubilis L. obtenido por
MSPD

La caracterizacion de los metabolitos secundarios presentes en los extractos de
flores de P. volubilis L., obtenidos por MSPD, se llevd a cabo mediante
cromatografia liqguida acoplada a espectrometria de masas, siguiendo los
pardmetros operacionales descritos en la Seccién 3.9.2. En la Figura 29 y en la
Tabla 15, se muestran los metabolitos identificados en los extractos obtenidos por
MSPD de flores de P. volubilis L.

Tabla 15. Metabolitos secundarios aislados por MSPD de flores de P. volubilis L.

Masas

Compuesto Formula Appm
Experimental Exacta
Delfinidina 3-glucosido C21H21012 465.1013 465.1009 3.99
Cianidina-3-glucorénido C21H19012 463.0860 463.0864 1.59
Apigenina 7-o-glucorénido C21H19011 447.0927 447.0922 1.10
Luteolina Ci5H110s 287.0541 287.0550 3.15
Apigenina Ci5H110s 271.0603 271.0601 0.73
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Figura 29. Perfil cromatogréafico por LC-ESI(+)-TOF-MS del extracto obtenido por
MSPD de flores de P. volubilis L.

En el extracto de flores de P. volubilis L., obtenido por MSPD se identificaron cinco
compuestos de naturaleza fendlica (Figura 29), tres flavonoides, apigenina 7-o-
glucorénido, luteolina y apigenina; y dos antocianinas, delfinidina 3-glucésido y
cianidina-3-glucoronido. La identificacion de los compuestos, se confirmé mediante
la medicion de masas sus exactas, Appm (Ecuacion 6) y por comparacion de
tiempos de retencién con los de patrones certificados.

A los polifenoles encontrados en los extractos de flores P. volubilis L., se les ha
atribuido actividad biologica. Miean et al. (2001) [138], reportaron la presencia de
la apigenina en vegetales como coles, pimientos, ajo, guisantes y calabazas. Viola
et al. (1995) [139], estudiaron los extractos acuosos de flores de Matricaria recutita,
y encontraron la apigenina como uno de los componentes mayoritarios, al cual se
le atribuye un efecto anti-inflamatorio. La apigenina ha sido encontrada en 62
plantas comestibles; entre ellas, col china y pimentén, ademas, este flavonoide
inhibe el crecimiento de células de cancer de tiroides [140].

La luteolina ha sido encontrada en diferentes matrices alimenticias; entre ellas,
brécoli, cebollas y zanahorias [138] y se le ha atribuido actividad anti-cancerigena
[141]. Brown et al. (1998) [142], estudiaron la composicion de la alcachofa e
identificaron luteolina y encontraron que presentaba una actividad protectora de
lipidos, dando como resultado una actividad antioxidante alta. También, la luteolina
ha presentado actividad anti-inflamatoria y anticancerigena; disminuye el riesgo
cardiovascular [143].
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Lo anterior evidencia que en los extractos de flores de P. volubilis se encuentran
compuestos fendlicos a los cuales se les han atribuido propiedades biolégicas, por
lo que la especie estudiada, con base en sus metabolitos identificados, podria
considerarse como promisoria.

Los compuestos de los extractos obtenidos por SFE, MSPD y SFE, junto con los de
la fraccion volatil aislada por HS-SPME, de las flores de P. volubilis L.,
caracterizados por LC-MS y GC-MS, se registran en la Tabla 16.

Tabla 16. Compuestos mayoritarios identificados por LC-MS y GC-MS, presentes
en extractos y en la fraccion volatil de flores de P. volubilis L.

Técnica de extraccion

Compuesto Formula Clasificacion
MSPD SFE SE SPME
Delfinidina 3-glucésido C21H21012 + - + - Antocianina
Cianidina 3-glucorénido  C21H19012 + - + - Antocianina
Pelargonidina 3-(6-acetil- Ca3H23011 - - + - Antocianina
glucosido)
Cianidina-3-(6-acetil- Ca3H23012 - - + - Antocianina
glucésido)
Apigenina 7-o- C21H19011 + - + - Flavonoide
glucorénido
Luteolina C15H1106 + + + - Flavona
Apigenina C15H110s + + + - Flavona
Acido palmitico Ci16H320: - + - - AGS*
Acido linolénico Ci18H300: - + - - AGI, C18:3**
Campesterol Co2sHas0 - + - - Fitoesterol
Estigmasterol C2oH450 - + - - Fitoesterol
y-Sitosterol C29Hs500 - + - - Fitoesterol
Fucosterol C29H4s0 - + - - Fitoesterol
Sitostenona C2oH450 - + - - Fitoesterol
Linalol C10H180 - - - + MO
trans-B-Ocimeno CioH16 - - - + MH
2-Metilbutanoato de cis-  C11H200:> - - - + MH
hex-3-enilo
Oct-1-en-3-ol CsH160 - - - + Compuesto
oxigenado
cis-3-Hexen-1-ol CesH120 - - - + Compuesto
oxigenado
Octan-3-ol CsH1s0 - - - + Compuesto
oxigenado

*AGS: Acido graso saturado.
*AGI: Acido graso insaturado.
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4.6 Resultados de actividad antioxidante y el contenido total de fenoles en
extractos de flores de P. volubilis L.

La actividad antioxidante y el contenido total de fenoles (Véanse Secciones 3.8.1,
3.8.2 y 3.8.3) de los extractos obtenidos por MSPD, SFE y SE, de flores de P.
volubilis L., se evalud a traves de los ensayos ORAC, ABTS* y Folin-Ciocalteu. Los
valores registrados se compararon con los obtenidos para las sustancias de
referencia, BHT y a-tocoferol. Los resultados de actividad antioxidante obtenidos
por ORAC y ABTS* se expresaron en umol Trolox®/g sustancia y el contenido de
fenoles totales en mg AG/g sustancia (Tabla 17).

Tabla 17. Resultados de actividad antioxidante y fenoles totales para los extractos
obtenidos por MSPD, SFE y SE.

Muestra Folin Ciocalteu ORAC ABTS

mg AG/g sustancia  pmol Trolox®/g umol Trolox®/g
Extracto SE 2612 35004100 1340+40
Extracto MSPD 5010 194047 910447
Extracto SFE 1342 1640146 26047
BHT 27.2+0.2 660+4 1800+49
a-Tocoferol 16.9+0.2 550+13 920463

Através del ensayo de ORAC, se evalua la capacidad que tiene una sustancia para
retardar procesos oxidativos causados por los radicales libres. Este método se basa
en la trasferencia de protones y, en este caso, los metabolitos identificados en los
extractos fueron polifenoles, acidos grasos y fitoesteroles. Los polifenoles,
especialmente, los flavonoides, deben su potencial antioxidante a la presencia de
grupos hidroxilo que pueden transferir un hidrégeno labil a los radicales: a mayor
cantidad de grupos hidroxilo presentes en la muestra mayor sera su capacidad
antioxidante [144]. Las antocianinas poseen una estructura quimica que puede
actuar como antioxidante; pueden donar tanto electrones como protones a los
radicales libres [145].

Para el ensayo de ORAC (Tabla 17), los extractos, obtenidos con solvente,
presentaron valor ORAC 3500+100 umol Trolox®/g (SE), mucho mayor que los
extractos obtenidos por otros métodos, i.e., 1940+47 pmol Trolox®/g (MSPD),
1640+46 pumol Trolox®/g (SFE) y las sustancias de referencia BHT (660+4 umol
Trolox®/g) y o-tocoferol (550+13 pmol Trolox®/g). El extracto obtenido por SE
presentd la mayor actividad antioxidante: esto se debe principalmente a que por
este medio de aislamiento se logré extraer una mayor cantidad de compuestos
polifendlicos (flavonoides y antocianinas) (Tabla 13), que poseen un niumero mayor
de grupos hidroxilo los cuales pueden donar atomos de hidrogeno. Ademas, al ser
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un extracto acuoso y acidulado permite la extraccion de compuestos de tipo
antocianico, que presentan actividad antioxidante [144,145].

En el ensayo de capacidad antioxidante ABTS*, basado en el mecanismo de
transferencia de electrones, se encontr6 que el extracto SE presentd actividad
antioxidante (134040 pumol Trolox®/g) mayor en comparacion que la del extracto
obtenido por MSPD (910+47 umol Trolox®/g), o por SFE (260+47 umol Trolox®/g),
las sustancias de referencia a-tocoferol (920+63 uymol Trolox®/g), pero menor que la
sustancia de referencia BHT (1800+49 umol Trolox®/g). Se puede inferir que la
diferencia en los resultados de capacidad antioxidante obtenidos por ORAC y
ABTS™, se deben a que los metabolitos presentes en los extractos son mas
susceptibles al mecanismo de transferencia de proton que a la de electréon.

El ensayo de Folin Ciocalteu (FC) se basa en la transferencia de electrones de
compuestos fendlicos en medio alcalino a los complejos de acidos fosfomolibdico y
fosfotungstico, para formar complejos de color azul que se determinan
espectroscopicamente aproximadamente a una A= 760 nm. Los compuestos
fendlicos facilitan la eliminacion de radicales de oxigeno debido a que el potencial
de reduccion de electrones del radical fendlico, es menor que el potencial de
reduccion de electrones de radicales de oxigeno, y también porque los radicales
fenoxilo son generalmente menos reactivos que los de oxigeno [146].

Para el método de FC aplicado a los extractos, se encontré que el extracto MSPD
presentd contenido de fenoles (50+10 mg AG/g sustancia) mayor en comparacion
con las sustancias de referencia BHT (27.2+0.2 mg AG/g sustancia) y a-tocoferol
(169 mg AG/g sustancia). El extracto SE registré contenido fendlico (25£9 mg AG/g
sustancia) mayor en comparacion con la del extracto SFE (1312 mg AG/g sustancia)
y la sustancia de referencia a-tocoferol, pero fue mas bajo que la de la sustancia de
referencia BHT. El contenido de fenoles en el extracto SFE fue de 13+2 mg AG/g
sustancia, mas bajo que las sustancias de referencia BHT y a-tocoferol.

Una posible explicaciéon de los resultados obtenidos por FC es que la polaridad del
solvente de extraccidn afecta el contenido de fenoles totales. Turkmen et al. (2005)
[147] reportaron que el uso de solventes, tales como agua, metanol, etanol a
diversas concentraciones y mezclas, si afectaba el contenido de fenoles totales y
actividad antioxidante, debido a que cuando en la técnica de extraccion se utilizaban
100% de etanol y solventes de baja polaridad se obtenia una respuesta a FC menor.
El extracto obtenido por MSPD presento el mayor valor de fenoles totales, debido a
que el solvente de elucion fue una mezcla de MeOH:Hz20 (8:1).
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5. CONCLUSIONES

Por medio de Ila fiora SPME con recubrimiento polimérico de
carboxen/polidimetilsiloxano (CAR/PDMS), se extrajo un mayor numero de
compuestos volatiles y semi-volétiles de flores de P. volubilis L., en comparacién
con el obtenido usando fiboras PDMS/DVB y PDMS.

En la fraccion volétil, aislada in-vitro por HS-SPME de flores de P. volubilis L., a las
6:00 a.m., 12:.00 m. y 6:00 p.m., se encontraron metabolitos secundarios que
pertenecen a las familias de monoterpenos (limoneno, trans-B-ocimeno y allo-
ocimeno); monoterpenos oxigenados (linalol y a-terpineol); sesquiterpenos
oxigenados (farnesol); sesquiterpenos (trans-p-cariofileno); y otros compuestos
oxigenados (oct-1-en-3-ol, 2-hexenal y octan-3-ona), se observé la variacion en el
perfil de volatiles de flores de P. volubilis L, a lo largo del dia, los compuestos
mayoritarios tales como el linalol y oct-1-en-3-ol presentaron su mayor emision en
la mafiana, a las 6:00 am y la menor, en la tarde, a las 6:00 p.m.

Por medio de las técnicas de extraccion MSPD y SE, se aislaron compuestos de
tipo fendlico, flavonoides y antocianinas, mientras que por SFE, compuestos de
naturaleza lipidica, fitoesteroles, acidos grasos y lignanos.

Mediante la implementacién de un disefio experimental 23, donde el observable fue
la cantidad de antocianinas monoméricas (mg, Dp-3-glu/L), se encontr6 que las
variables EtOH:H20, temperatura, HCI (%) y sus interacciones, tienen un efecto
significativo sobre la eficiencia de extraccion de compuestos fendlicos. En las
condiciones de extraccion etanol-agua (1:7), HCI (1%) y temperatura (30 °C) la
respuesta del observable fue mayor.

El extracto de flores de Petrea volubilis L., obtenido por SE presenté actividad
antioxidante (ORAC: 3500+100 pumol Trolox®/g; ABTS*: 1340+40 umol Trolox®/g)
mucho mayor que el extracto obtenido por MSPD (ORAC: 1940+47 pymol Trolox®/g;
ABTS*: 910+47), o por SFE (ORAC: 1640+46 umol Trolox®/g; ABTS*": 260+47). Los
extractos obtenidos por MSPD y SE presentaron contenido fendlico 50.7+10 mg
AG/g sustancia y 25+9 mg AG/g sustancia, respectivamente, mas alto que el
obtenido para el extracto SFE (13t2 mg AG/g sustancia). Los resultados
concuerdan con el analisis de extractos por LC-MS, que mostré la presencia de
compuestos fendlicos con actividad antioxidante reportada.
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6. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar estudios de actividad bioldgica, i.e., anti-inflamatoria, de los
extractos de flores de P. volubilis L., obtenidos por MSPD, SFE y SE, para ampliar

el alcance del estudio realizado, y generar un mayor valor agregado a esta matriz.

Se sugiere realizar también el monitoreo in-vivo por SPME de flores de P. volubilis

L., y comparar los resultados con los obtenidos por HS-SPME in-vitro.
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ANEXOS

ANEXO A. Perfil cromatografico de la fraccion volatil aislada por HS-SPME
(CAR/PDMS) de flores de P. volubilis L., muestreada a las 12:00 m. Columna DB-
WAX de 60 m x 0.25 mm, d.i. x 0.25 ym, ds, detector selectivo de masas (El, 70 eV),
modo de inyeccion: splitless.
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ANEXO B.

Perfil cromatogréfico de la fraccion volatil aislada por HS-SPME (CAR/PDMS) de

flores de P. volubilis L., muestreada a las 6:00 p.m. Columna DB-WAX de 60 m X

0.25 mm, d.i. x 0.25 ym, ds, detector selectivo de masas (El, 70 eV), modo de

inyeccion: splitless.
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