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Resumen

Los flavonoides y C-glucosilflavonoides son reconocidos por tener propiedades anti-diabeticas. La
presencia de estos compuestos en Passiflora ligularis (granadilla) ha despertado un alto interés en su
investigacion. Este estudio analiza los perfiles quimicos de flavonoides presentes en un extracto acuoso
de hojas de P. ligularis por Electroforesis Capilar, al no haber estudios previos en este aspecto. Se
propuso esta técnica al demostrar ser eficiente y versatil. El desarrollo del método para el analisis de
flavonoides, se logrdé al examinar diferentes condiciones electroforéticas (voltaje y temperatura) y
diferentes composiciones del buffer de corrida (concentracion tetraborato de sodio y porcentaje de
metanol). Adicionalmente, se estudiaron los efectos del pH del buffer de corrida en la movilidad
electroforética de  tres  flavonoides de  interés  (crisina, quercetina-3-O-glucdsido,
kaempferol-3-O-glucésido). Se determind que un alto porcentaje de metanol influye negativamente en
la resolucion de los picos, que una alta concentracion de tetraborato de sodio influye negativamente en
el limite de deteccion y que la movilidad electroforética de los flavonoides disminuye a medida que
aumenta el pH del buffer de corrida. Adicionalmente, se cuantificaron quercetina-3-O-glucésido (8.59
+ 2.61 pg/ mg) y kaempferol-3-O-glucdsido (2.19 + 0.95 g/ mg), en el extracto acuoso de hojas de P.
ligularis.

Introduccion

El género Passiflora de la familia Passifloraceae abarca alrededor de 170 especies descritas en
Colombia de la cuales el 98% son nativas y el 32% endémicas (Hernandez & Jorgensen, 2015). Entre
estas, una que ha demostrado ser un producto promisorio y de alta importancia econémica en la canasta
exportadora de frutas de Colombia es Passiflora ligularis (granadilla) (Espinal et al 2005). El
crecimiento optimo de la granadilla se da desde los 1800 hasta lo 3200 msnm, a temperaturas que
oscilan entre los 16 y 24 °C (Miranda et al 2009). La siembra de granadilla en Colombia ha ido en
aumento desde el 2003, y para el 2010, Colombia ya era categorizado como el principal exportador a
nivel mundial, siendo el departamento del Huila el principal productor (Parra et al 2011). Para el 2018,
se registra un area de siembra de 5,720 ha y una produccion de 48,705 toneladas (Granados-Pérez &
Lara-Prado 2018); y aunque la exportacion ha seguido aumentando en los ultimos afios, todavia es
mayor el consumo nacional.



A nivel popular, se reconocen los diferentes usos de la granadilla, en especial en jugo o infusion, como
descongestionante y tranquilizante (Pabon et al 2014). Pero, lo que ha despertado mayor interés son sus
posibles propiedades antidiabéticas. En el escenario actual, los tratamientos antidiabéticos se han
enfocado en la inhibicion de la enzima a-glucosidasa (Saravanan & Parimelazhagan 2014). Los
flavonoides, compuestos fendlicos naturales han demostrado ser eficientes inhibidores de la enzima
a-glucosidasa (Gupta et al., 2012; Miroddi et al., 2013; Colomeu et al., 2014), considerandose agentes
hipoglicémicos orales que impiden la degradacion de disacdridos y monosacéridos, permitiendo
mantener normales los niveles de azicar en la sangre (Saravanan & Parimelazhagan 2014). En P.
ligularis, como en otras especies del género Passiflora se reconoce la presencia de compuestos
fenolicos, flavonoides y C-glucosilflavonoides (Zucolotto et al 2011; Saravanan & Parimelazhagan
2014; Gadioli et al 2018). Teniendo esto presente, se propuso el proyecto de Colciencias “Estudio de
la actividad antidiabética de un extracto nanovehiculizado de hojas de Passiflora ligularis (granadilla)”
(Ntmero de registro 57134), con el fin de proponerlo como una alternativa terapéutica para el
tratamiento de diabetes melitus. De forma conjunta surge la necesidad de obtener el perfil quimico de
flavonoides del extracto acuoso de hojas de P. ligularis mediante un metodo analitico, puesto que esto
no ha sido realizado y para asi brindar herramientas para una estandarizacion del mismo. HPLC es la
técnica analitica mas popular para la separacion de flavonoides (Wu et al 2018), pero estudios
demuestran que Electroforesis Capilar (EC) es una técnica promisoria en el andlisis de metabolitos
secundarios de plantas (Tomdas-Barberan 1995) entre estos los flavonoides (Suntornsuk 2001; Herrero
et al 2005; Wu et al 2018). En base a esto surge la pregunta de investigacion, ;Qué tan adecuado se
muestra analizar flavonoides de un extracto acuoso de hojas de Passiflora ligularis por Electroforesis
Capilar?

EC fue descrita originalmente por Hjérten en 1967 como solucion libre electroforética en capilares;
pero la primera demostracion del potencial de la técnica para andlisis quimicos fue realizada por
Jorgenson y Lukas en 1981 (Toméas-Barberan 1995). La caracteristica diferencial de EC consiste en que
la separacion de los compuestos se consigue en un campo eléctrico y la electroforesis ocurre en un
capilar con electrolitos (Suntornsuk 2001), el cual suele ser de silica fundida (Toméas-Barberan 1995).
En el capilar se forma una doble capa eléctrica como parte del fenomeno de transporte que ocurre en su
interior. La primera, la capa compacta, se encuentra en la inmediata proximidad con la superficie del
capilar, en esta los diferentes grupos silanol (SiOH), de carécter 4cido débil, se ionizan y adquieren una
carga negativa por la interaccion con moléculas de agua e iones deshidratados unidos fuertemente por
diferentes fuerzas cohesivas y electrostaticas. El centro de estos iones define el plano conocido como
“la capa interna de Helmholtz” (IHP). La segunda, la capa difusa se forma por iones hidratados que se
acercan a la superficie, pero se unen débilmente a esta. El centro de estos iones define el plano
conocido como “la capa externa de Helmholtz” (OHP) (Tavares & McGuffin, 1995). Al aplicar voltaje
al capilar, las fuerzas eléctricas acttian sobre la capa difusa, generando un movimiento unilateral de
iones hacia el electrodo de carga opuesta (Tavares & McGuftin, 1995). Durante la migracion, los iones
arrastran las demds moléculas en solucion induciendo el movimiento de toda la solucidn, originando el
flujo electroosmoético (Tavares & McGuffin, 1995; Watson 2012). La velocidad de la solucion es cero
en la proximidad inmediata a la superficie y va aumentando a medida que se aleja de esta, en el punto
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donde la solucién puede fluir se conoce como el plano de desplazamiento (plane of shear) y el
potencial que se genera en este punto es el potencial { (Tavares & McGuffin,1995).

En un analisis tipico por EC los analitos son introducidos por el anodo y son detectados en direccion al
catodo (Suntornsuk 2001). De esta forma, los primeros en ser analizados son analitos de carga positiva,
de menor a mayor y tamafo, seguido de los analitos de carga negativa de mayor a menor tamafio
(Watson 2012). La separacion de los analitos de carga neutra, se logra a través de cromatografia capilar
electrocinética micelar (MECC), la cual fue implementada por Terabe y colaboradores en 1984
(Tomas-Barberan 1995). Aunque se reconoce que los parametros involucrados en la optimizacion de la
separacion de compuestos por EC hace que la técnica sea mas compleja en comparacion con la mas
popular HPLC, esta ofrece mayor versatilidad y eficiencia, menores tiempos de andlisis, menor
consumo de reactivos y menores costos (columnas mas econdmicas) (Tomas-Barberan 1995;
Suntornsuk 2001; Herrero et al 2005; Wu et al 2018).

En ciertas especies del género Passiflora (P.incarnata, P. alata, P. quadrangularis, P. bogotensis, P.
tripartita), ya se han llevado a cabo separaciones de flavonoides mediante EC (Marchart et al 2002;
Costa et al 2016), que han demostrado ser adecuadas para la identificacion y cuantificacion de los
mismos. No obstante, P. /igularis ain no ha sido analizada bajo esta técnica, siendo esto lo que se
pretende hacer en este Trabajo de Grado: analizar flavonoides presentes en un extracto acuoso de hojas
de P. ligularis por EC. Para esto, se plantea en primer lugar el desarrollo de un método que permita
establecer los parametros adecuados para una 6ptima separacion de flavonoides, y en segundo lugar la
cuantificacion de tres flavonoides de interés previamente descritos por estar presentes en P. ligularis,
crisina, quercetina-3-O-glucosido y kaempferol-O-glucésido.

Metodologia
Equipos y reactivos

Todos los andlisis se realizaron en el equipo de Electroforesis Capilar Agilent 7100 CE equipado con
detector DAD (diode array detector), con dispositivo de control de temperatura y automuestreador. Los
datos fueron procesados en el software Agilent ChemStation®. El Metanol HPLC utilizado era marca
Merck. EL agua tipo I fue purificada por un sistema Milli-Q. Para los analisis de EC, se prepararon
soluciones madre del electrolito tetraborato de sodio (TBS) a 100 mM, el cual fue comprado a
MpBiomedicals. Las soluciones de hidréxido de sodio a 1 y 0.1 M y de acido clorhidrico al 5%
también se prepararon, a partir de los reactivos adquiridos en PanReac y Merck respectivamente. Todas
las sales utilizadas eran de grado reactivo analitico. Las soluciones estandar de crisina,
quercetina-3-0O-glucésido y kaempferol-3-O-glucosido se compraron a Sigma-Aldrich®. Todos los
solventes y soluciones fueron filtrados por una membrana de 0.45 pm, antes de ser usadas.

Material vegetal y extracto



El extracto fue producido y entregado por el grupo de Tecnologia en Productos Naturales
(TECPRONA), del Departamento de Farmacia de la Universidad Nacional de Colombia a partir de
hojas colectadas en el municipio de Anolaima en el Departamento de Cundinamarca-Colombia, en el
ambito de Proyecto de Colciencias ya mencionado. De modo general, se obtuvo por infusién de las
hojas proporcién 1:10 (gramo vegetal: mL solvente); siendo 10 minutos el tiempo de extraccion.
Posteriormente, el extracto fue filtrado, congelado y liofilizado.

Ensayos Preliminares

En primer lugar y como parte de un trabajo de pasantia realizado en el periodo 2018-3, se realizaron
diferentes pruebas andliticas, para asi generar un primer acercamiento a las técnicas de analisis quimico
y al extracto acuoso de hojas de P.ligularis a evaluar. Asi siendo, se determind la presencia de
flavonoides y de saponinas en el extracto acuoso de hojas de P. ligularis, mediante marchas
fitoquimicas y por analisis de cromatografia en capa delgada (CCD). Posteriormente, se determin6
fenoles y flavonoides totales en el extracto. Por ultimo se realizd un analisis comparativo del perfil de
flavonoides por UPLC con respecto a los resultados obtenidos por Sepulveda, M 2018 por UHPLC
(Anexo 1). Con esta informacion previa fue posible proseguir con el Trabajo de Grado, el cual se basé
en la técnica de EC.

Analisis de flavonoides por EC

1.1 Desarrollo de un método por Electroforesis Capilar para el analisis de flavonoides del
extracto acuoso de hojas de P. ligularis.

Para el desarrollo de un método 6ptimo para el analisis de flavonoides en el extracto acuoso de hojas de
P. ligularis, se ensayaron diferentes condiciones electroforéticas (voltaje y temperatura) y se varid la
composicion del buffer de corrida (BGE), alterando la concentracion de TBS y porcentaje de MeOH,
como se ilustra en la Tabla 1 (resultados). Todos los andlisis se realizaron en un capilar de silica
fundida de 48.5 cm (40 cm efectivos) 50um diametro interno. Para el primer uso, el capilar fue purgado
con NaOH 1M durante 30 min. A dirario el capilar se acondicion6 con NaOH 0.1M (5 min), tiempo de
espera (1 min), agua tipo I (5 min) y BGE (5 min). Entre corridas se inyecto6 BGE (2 min). Los
espectros DAD fueron obtenidos en un rango de 200-500 nm y a partir de estos se establecio 270 nm,
como longitud de onda para la deteccion de flavonoides. Las muestras eran introducidas al sistema por
inyeccion hidrodindmica (50mbar/10s). El extracto fue evaluado en todos los andlisis a una
concentracion de 2mg/mL (agua tipo I). Para la identificacion de tres flavonoides previamente
descritos, en el extracto acuoso de hojas de P. ligularis, se emplearon soluciones estdndar de cada uno
de estos, crisina, quercetina-3-O-glucosido y kaempferol-3-O-glucosido. La identidad de los



flavonoides se establecio por espectro UV, comparacion de los tiempos de migracion y co-inyeccion de
cada solucion estandar con el extracto.

1.2 Estudio de movilidad

Se estudi6é el cambio en la movilidad electroforética (ME) de: crisina, quercetina-3-O-glucésido y
kaempferol-3-O-glucosido, en funcion del pH del BGE. Los andlisis se realizaron en un capilar de
silica fundida de 64 cm (55.5 cm efectivos)S0ul didmetro interno, con ventana expandida. Se
establecieron las condiciones electroforéticas y el BGE seleccionados como 0ptimos para la separacion
de flavonoides en el extracto acuoso de hojas de P. ligularis, segin los resultados del apartado anterior:
voltaje a 20 kV, temperatura a 20°C y TBS 50 mM con 5% de metanol como BGE. El pH del BGE fue
ajustado con NaOH 1M, NaOH 0.1M y HCI al 5%, estableciendo siete valores diferentes: 5.51, 6.15,
7.03, 8.32, 9.32, 10.33 y 11.08. A partir de esto se observd el cambio en los tiempos de migracion de
cada una de las soluciones estandar de los flavonoides de interés y se analizo la ME mediante la
siguiente ecuacion:

V= *E

donde v es la velocidad del i6n p,la movilidad electroforética y E el campo eléctrico aplicado
(Watson, 2012). Posteriormente, bajo las mismas condiciones se analiz6 el extracto acuoso de hojas de
P. ligularis a una concentracion de 2mg/mL (agua tipo I), y se observo como los diferentes valores de
pH del BGE también afectaban la movilidad de este.

2. Cuantificacion de crisina, quercetina-3-0-glucosido y kaempferol-3-O-glucoésido, en
extracto acuoso de hojas de P. ligularis

A partir de los pardmetros establecidos como optimos en los dos apartados anteriores (voltaje 20 kV;
temperatura 20°C; BGE TBS 50 mM con 5% pH 9.3), se realizd la cuantificacion de los flavonoides de
interés cisina, quercetina-3-O-glucédsido y kaempferol-3-O-glucdsido. Todos los analisis se realizaron
en un capilar de silica fundida de 64 cm (55.5 cm efectivos)50ul didmetro interno, con ventana
expandida.

Para la cuantificacién de crisina y kaempferol-3-O-glucésido, se prepard una soluciéon madre de 500
pg/mL (metanol HPLC). Mediante diluciones seriadas se establecieron siete concentraciones
diferentes: 166.66, 55.55, 18.52, 6.17, 2.06, 0.686, 0.2287 pg/mL. Por otro lado, para
quercetina-3-0O-glucosido se prepard una solucion madre de 841 pg/mL (metanol HPLC) y mediante
diluciones seriadas se establecieron siete concentraciones diferentes: 280.33, 93.44, 31.15, 10.38, 3.46,
1.55, 0.38 pg/mL. La cuantificacion de los compuestos individuales se realizdo usando una curva de
calibracion de cinco puntos (72 = 0.995). Todas las soluciones estandar fueron analizadas por
triplicado y se midio6 el promedio del area.



La validacion de los procedimientos andliticos se realizd de acuerdo a las directrices de the ICH
guidelines (ICH 2005). Los parametros de validacion fueron: especificidad, linealidad, exactitud,
precision (repetibilidad y precision intermedia), limite de cuantificacion (LDC) y limite de deteccion
optico (LDO).

LDC y LDO fueron determinados experimentalmente, el primero al observar el analisis que alin
mostrara la presencia del pico pero la cuantificacion de este no fuera posible y el segundo al observar el
analisis en que ya no no fuera perceptible la presencia del pico. Adicionalmente, se hizo una
determinacion teorica mediante las siguientes ecuaciones:

— m*10 — m*3
LDC = 20 [ po=m

Donde m representa la pendiente de la ecuacion de la curva de calibracion y b el punto interseccion.

La precision se determind por repetibilidad (ensayos intra-diarios) y precision intermedia (ensayos
inter-diarios). Los ensayos intra-diarios se realizaron por triplicado en tres concentraciones diferentes,
baja, media y alta, de las las curvas de calibracion de cada una de las soluciones estandar. Los ensayos
inter-diarios se realizaron al analizar una concentracion intermedia de la curva de calibracidn, en tres
dias diferentes. Ambos resultados se expresaron en términos de desviacion estandar relativa (DER).

La exactitud se determind mediante co-inyecciones del extracto con una concentracion de la solucién
estandar similar a la obtenida en la cuantificacion (1:1v/v), por triplicado, y se calculd en términos de
porcentaje de recuperacion, mediante la siguiente ecuacion:

%100
X

% de recuperacion =

Dondeyes la suma del area obtenida en el analisis de co-inyeccion del extracto con la solucién
estandar de la respectiva concentracion analizada; y x es la suma del area del pico del flavonoide
analizado en el extracto/2 + el area del pico de la solucion estandar en la concentracion analizada/2.

Resultados y discusion
1. Analisis de flavonoides por EC

1.1 Desarrollo de un método por Electroforesis Capilar para el analisis de flavonoides del
extracto acuoso de hojas de P. ligularis.

Para todos los andlisis se buscd la mejor resolucion, por lo cual se usaron diferentes condiciones
electroforéticas (Tabla 1). No obstante, en algunos casos la resolucion y deteccion de todos los picos



no fue posible, independientemente de las variaciones de voltaje y temperatura; atribuyendo asi las
complicaciones a las diferentes composiciones de BGE empleadas.

Tabla 1 Condiciones electroforéticas de los diferentes analisis realizados.

Analisis | TBS “ mM | MeOH (%) | SDS > mM Voltaje kV | Temperatura °C | Tiempo
1 50 5 - 20 20 11
2 50 20 - 25 25 25
3 75 5 - 20 35 16
4 75 20 - 25 35 20
5 20 - 40 15 17 18

TBS ¢ = Tetraborato de sodio. SDS ° = Dodecil sulfato de sodio

El mejor perfil de flavonoides del extracto acuoso de hojas de P. ligularis se obtuvo bajo los
parametros utilizados en el analisis No 1 (Tabla 1) (50mM TBS con 5% MeOH como BGE, Vol 20
kV; Temp 20°C; Tiempo 11 min) (Figura 1). Por esta razon en este se prosiguid con la identificacion
de crisina, quercetina-3-O-glucésido y kaempferol-3-O-glucosido (Figura 1). Siendo crisina el de
menor tiempo de migracion (5.7 min), seguido de kaempferol-3-O-glucosido (6.5 min) y por ultimo
quercetina-3-0O-glucosido (6.9 min). Ademas de estos, otros compuestos fendlicos han sido reportados
en hojas de P. ligularis: 6,8-di-Ca-L-arabinopiranosil apigenina, 6-C-o0-L-
arabinopiranosil-8-C-B-L-arabinopiranosil apigenina, 6-C-B-L-arabinopiranosil-8-C-a-L-
arabinopiranosil apigenina, 6-C-B-Dxilopiranosil-8-C-a-L-arabinopiranosil apigenina y orientina
(Meneses 2015).
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Figura 1. Electroferograma de extracto de hojas de P. ligularis. 1: crisina 2: kaempferol-3-O-glucosido y 3:
quercetina-3-O-glucésido. Condiciones electroforéticas: voltaje 20 kV; temperatura 20°C, BGE: TBS 50mM; 5% MeOH;
(pH 9-10): deteccion UV 270 nm.

Mediante los resultados de los demds analisis se explica como la composicion de los BGE empleados,
pudo haber impedido la 6ptima separacion y visualizacion de los flavonoides del extracto acuoso de



hojas de P. ligularis. En los analisis 2 y 4, (20% MeOH ), se observdé un aumento en el tiempo de
analisis (a pesar de haber usado valores de voltaje y temperatura mas altos), ademas de una fusion de
los picos reduciendo su resolucion. Esto pudo ser debido a que los modificadores orgénicos hacen que
el flujo electroosmotico sea mas lento (Watson, 2012) aumentando los tiempos de migracion de los
compuestos (Jiang et al 2004; Watson, 2012; Johnson & Lunte 2016). En este caso un aumento el
porcentaje de metanol en el BGE, influyd negativamente en la separacion de flavonoides, pero en otros
estudios se observa lo contrario. Marchart y colaboradores (2003) lograron la separacion de
flavonoides en P. incarnata usando un BGE con 20% de MeOH; y Jian y colaboradores (2004)
lograron la separacion de flavonoides en Saussurea mongolica usando un BGE con 40% de MeOH.
Demostrando que el porcentaje de solvente organico en el BGE debe ser revisado de forma individual
para cada especie.

El aumento en la concentracion de TBS en el BGE también aument6 los tiempos de analisis. Esto es
coherente con los resultados de Schmitt-Kopplin (1998); Jian (2004) y Wang & Huang (2004). No
obstante, se observa un fenémeno adicional, la disminucion en el nimero de picos en los analisis con
una alta concentracion de TBS (3 y 4, 75 mM TBS) . Diferentes estudios mencionan que la resolucion
aumenta directamente con la concentracion de TBS (Jiang et al 2004; Wang & Huang 2004); sin
embargo Wu y colaboradores (2007) resaltan que al exceder concentraciones de 60 mM hay un efecto
negativo en el limite de deteccion, ademas de un aumento en el efecto de Joule y su componente de
calentamiento. Esto es visible en otros estudios donde el TBS no excede de 50 mM para la 6ptima
separacion de flavonoides (25 mM, Marchart et al 2003; 30 mM, Jiang et al 2004; 50mM, Xu et al
2006; 50 mM, Costa et al 2016).

El perfil obtenido mediante el analisis No 5 (BGE: 20mM TBS, 40 mM SDS; Vol 15 kV; Temp 17°C;
tiempo 18 min) también fue adecuado (Anexo 2, Figura 15), no obstante es importante sefialar que
este es diferente al obtenido en el andlisis No 1. En este andlisis el BGE ademas de TBS tenia Sodio
dodecil sulfato (SDS). Al usar un surfactante micelar, la separacion de los compuestos ya no solo
depende de la carga, si no también de las interacciones hidrofobicas de las moléculas con este (Unger
2009). Esto explica, porque el perfil obtenido mediante este analisis es diferente al obtenido en el
analisis No 1.

El uso de un surfactante logra extender la técnica de EC a la separacion de compuestos neutros. Luego,
la ventaja de esta técnica es la carga que brinda el surfactante a la molécula, que puede ser negativa o
positiva dependiendo de la naturaleza del mismo (Watson 2012), en este caso anionico (SDS). El
surfactante genera una una fase pseudo-estacionaria al englobar las moléculas; la cabeza polar del
surfactante constituye la superficie externa y la parte apolar hidrofobica de la molécula constituye el
nacleo lipofilico (Unger 2009). El surfactante debe afadirse a concentraciones por encima de la
concentracion micelar critica (CMC), pues esta es la concentracion minima a la cual se forman micelas
de forma espontanea en la disolucion. En el caso del SDS es 8.0 x 10—3 mol dm—3 (Dominguez et al
1997; Naseem et al 2004).



El uso de solventes organicos reduce la particion del analito a la micela, cambiando asi la interaccion
entre estos (Watson, 2012). Seria favorable hacer mas ensayos en los que se variara el porcentaje de
MeOH, para determinar de qué forma influye este en la separacion de flavonoides.

1.2 Estudio de movilidad

Al realizarse los andlisis de las soluciones estandar de crisina, quercetina-3-O-glucosido y
kaempferol-3-O-glucosido con BGE a pH 6.15 y 5.51, la corriente no se mantenia estable o se caia
abruptamente, por lo que estos no fueron incluidos en el estudio de movilidad electroforética. Esta
pérdida de corriente, se puede atribuir al hecho de que el establecimiento de la capa compacta, en el
capilar depende principalmente de la ionizacion de la silica, la cual se ve afectada por el pH del BGE
(Tavares & McGuffin 1995). Cuando el pH es menor al pK,de la superficie de silica (5.9) puede
ocurrir una sobre-protonacion de los grupos silanol, generando una disminucién en la densidad de
carga en la doble capa (Tavares & McGuffin,1995). Esta disminucion en la densidad de carga, puede
afectar la conductividad del BGE y se ve reflejada en menores corrientes (Unger 2009). Esto es
coherente con diferentes articulos que reportan que la separacion de flavonoides se ha logrado con
valores de pH entre 7 y 12 del BGE (Unger 2009) y el estudio de movilidad electroforética de Jiang y
colaboradores (2004) usando pH entre 7 y 12.

En base a lo anterior, el estudio de movilidad electroforética se realizd con los BGE pH entre 7 y 11.
Los resultados demuestran que a medida que aumenta el pH, también aumentan los tiempos de
migracion (Figura 2), lo cual se ve reflejado en la disminucion de la ME (Figura 3). Esto sucede por el
caracter de 4cido débil de los flavonoides (Jiang et al 2004). A medida que aumenta el pH mayor es la
disociacion de los grupos OH (aumenta la carga negativa de las moléculas). Esto permite evidenciar

como la carga neta de los analitos puede ser manipulada mediante el valor de pH del BGE (Unger
2009).



Movilidad electroforética (cm/min*kV)

Tiempo de migracién (min)

== Crisina == Quercetina-3-o-glucosido Kaempferol-3-o-glucosido

55
50
45
40
35
30

25
20
15

10

7 8 9 10 11

pH

Figura 2. Variacion en los tiempo de migracion de crisina, quercetina-3-O-glucésido y

kaempferol-3-O-glucdsido en funcion del pH del BGE.

== (Crisina == Quercetina-3-0-glucosido » Kaempferol-3-0-glucosido

pH

Figura 3. Variacion de la movilidad electroforética de crisina, quercetina-3-O-glucosido y

kaempferol-3-O-glucosido en funcién del pH del BGE. Los valores de movilidad electroforética calculados

mediante la ecuaciéon: v = p, * E .
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Para hacer un analisis mas detallado de la ME de los flavonoides es necesario tener presente que el
tamarfio, la estructura de la molécula y la disociacion de los grupos hidroxilo con respecto a sus valores
de pK,, son factores influyentes en esta. El tamafio y el valor de pK, de los grupos hidroxilo, afectan
de forma simultanea, pero la movilidad de los analitos se puede ver més afectada por uno o por el otro,
dependiendo de su naturaleza y forma molecular (Tavares, 1995, Voirin et al 2000, Unger 2009). Por
otro lado, se reconoce que los flavonoides pueden interactuar con los analitos borato del TBS presentes
en el BGE. De pH neutros a basicos en azlcares y gliicidos neutros, en grupos hidroxilos vecinales con
configuracion cis se favorece la formacion de complejos analito-borato (Morin & Dreux 1993; Unger
2009). El efecto en la ME de los flavonoides varia dependiendo de la ubicacion en donde se forme el
complejo. Si la formacion del complejo ocurre en un grupo cis-1,2, diol de la azucar esta adquiere una
carga negativa, aumentando su carga neta y con esto su tiempo de migracion (Voirin et al 2000). Por
otro lado, si el complejo se forma en el esqueleto flavonoide, ocurre una pérdida de la carga negativa,
puesto que el grupo catecol dos veces desprotonado es reemplazado por uno grupo catecol-borato
mono-aniénico (Voirin et al 1995). Esto evidencia el complejo comportamiento de los analitos de
extractos de plantas bajo la técnica de EC.

En cuanto a esto, la discusion se desglosa de tal manera que permita una mayor comprension de las
interacciones que influyen en la variacion de la ME de los flavonoides a medida que aumenta el pH del
BGE. Para un mejor entendimiento se provee la estructura de las moléculas de los flavonoides en la
Figura 4.

En base a la estructura de los flavonoides, especialmente por la cantidad de grupos hidroxilos, se puede
inferir la existencia de diferentes valores de pK,; en el caso de crisina al menos dos, en el de
quercetina cinco y en el de kaempferol cuatro; aunque ain no todos han sido identificados
(Alvarez-Diduk et al 2013). En la Tabla 2 se presentan algunos de los valores de pK, reportados por
la literatura en los flavonoides de interés. En algunos casos se encuentran discrepancias relativamente
altas, pero esto atn no ha sido explicado (Alvarez-Diduk et al 2013). No obstante, segtin los resultados
obtenidos, se puede hallar mayor concordancia con ciertos valores reportados. El primer punto de
inflexion de los tres flavonoides se observa entre pH 7.8 y 8.3, esto refleja la disociacion del grupo
hidroxilo en posicion 7, el cual es reconocido por ser el mas acido (Musialik et al 2009).
Posteriormente, a pH = 9.5 kaempferol-3-O-glucosido, muestra otro punto de inflexién, lo cual es
congruente con el valor de pK, de su grupo hidroxilo en posiciéon 4’. Es en este punto donde
kaempferol-3-O-glucosido disminuye su ME con respecto a quercetina-3-O-glucosido. Esto es
coherente con los resultados obtenidos por McGuie & Markham (1994), donde
quercetina-3-0O-glucésido presenta mayores tiempos de migracion a pH 9.5 y en Johnson & Lunte
(2016) a pH 9.3, con respecto a kaempferol-3-O-glucosido. En el caso de quercetina-3-O-glucosido es
necesario tener en cuenta la formacion de complejos con el anion borato del TBS presentes en el BGE,
con los grupos hidroxilo vecinales en posicion 3’ y 4°, del esqueleto flavonoide (Figura 5) (McGuie &
Markham, 1994; Voirin 2000; Johnson & Lunte 2016). La formacion del complejo se pudo haber visto
favorecida a pH neutros, esto indicaria como a pH menores a 9 esto influye de forma negativa en su
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ME al tener dos cargas negativas (una en posicion 7 y otra en posicion 3’ y 4’ por la formacion del
complejo con el anidon borato) lo cual es visible en la Figura 2 donde presenta la menor ME en
comparacion a los otros flavonoides. Sin embargo, a pH mayores a 9 la formacion del complejo en
quercetina-3-O-glucésido hace que esta no disminuya su ME con respecto a la de
kaempferol-3-O-glucdsido por el aumento en su tamatfio, el cual brinda una menor densidad de carga.

Tabla 2. Valores de pK, publicados de los grupos fendlicos de quercetina, kaempferol y 5-7
Dihdroxiflavona (crisina).

7-OH 8-OH |4’-OH |6-OH |3-OH |[3’-OH | 5-OH

Kaempferol 8.2' - 9.5' 10.5 12.5
7.05%

Quercetina 7.3! - 8.4! . ; - )
7.71
8.21°

5-7 Dihdroxiflavona 7.3!
7.93

" McGuie & Markham, 1994
2 Alvarez-Diduk et al 2013
3 Musialik et al 2009

OH

OH
OH

OH
OH

Figura 4. A crisina B quercetina-3-O-glucosido C kaempferol-3-O-glucosido
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Figura 5. Formacion de complejo borato en grupos hidroxilos 3’ y ‘4 de quercetina-3-O-glucésido.

Resumiendo lo anterior, es posible decir que los resultados son coherentes con la teoria en cuanto a
al aumento de la ME de los flavonoides a medida que aumenta el pH del BGE y los factores que en
esta influyen: el tamafio, la estructura de la molécula y la disociacion de los grupos OH, con respecto
a sus valores de pK,. 1) kaempferol-3-O-glucésido es el que presenta menor ME a pH 11 y
presenta dos cargas negativas, 2) quercetina-3-O-glucosido es el siguiente con menor ME y también
presenta dos cargas negativas, pero su mayor tamafio le brinda una menor densidad de carga. 3)
crisina presenta la mayor ME y solo presenta una carga negativa. No obstante, en la literatura no
hay suficiente informacién para explicar dos fendmenos que se presentan en los resultados. 1) el
hecho de que kaempferol-3-O-glucosido presente una mayor ME con respecto a crisina a pH 7, a
pesar de ser mas grande y 2) el punto de inflexion a pH = 9.5 de crisina y quercetina-3-O-glucosido.
En cuanto al ultimo, no es posible decir que ocurre la disociacion del grupo hidroxilo en posicion 5,
pues este se reconoce por su caracter de acido débil y por tener valores de pK, mayores a los del
grupo hidroxilo en posicion 4’ (Musialik et al 2009). Aunque en los resultados de Jiang y
colaboradores (2004), se observa este mismo punto de inflexion en quercetina-3-O-glucdésido.

Al hacer el analisis de la variacion del pH del BGE con el extracto acuoso de P.ligularis se observa que
los tiempos de migracion también aumentan con el aumento en el pH (Anexo Figura 16). Esto refleja
que para una muestra compleja la variacion del pH en el BGE tiene una influencia similar en los
tiempos de migracion de los flavonoides. A pH 7 y 8 hay un mayor sobrelapamiento de los picos,
posiblemente por la alta disminucidon en los tiempos de migracion, lo cual es coherente con los
resultados de Wu, T et al (2007), quien expone que la resolucién de los picos es muy baja a pH
menores a 9.0. A pH 11 el tiempo de analisis es menor que a pH 10, no obstante esto se debe a la
completa deformacion de los picos que impide realmente mostrar un perfil del extracto. Por otro lado,
se observo que los tiempos de migracion de los flavonoides eran diferentes al ser analizados de forma
individual y al ser analizados en el extracto, fendémeno que también se puede observar en los resultados
obtenidos por Jiang y colaboradores (2004). Esto puede ser debido a que al haber un mayor niimero de
compuestos en la solucion, la influencia tanto en la carga neta de los analitos por el BGE, como la
formacion de complejos analito-borato se vea disminuida.
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2. Cuantificacion de crisina, quercetina-3-0-glucosido y kaempferol-3-O-glucésido, en
extracto acuoso de hojas de P. ligularis

Las curvas de calibracion de las soluciones estandar de crisina, quercetina-3-O-glucosido y
kaempferol-3-O-glucosido, mostraron una adecuada relacion linear entre el area del pico y la
concentracion (R 2 <0.995) (Tabla 3). En cuanto al LDC y LDO de crisina y
kaempferol-3-O-glucosido se observa que los valores calculados tedricamente son mayores a los
obtenidos en la practica. En quercetina-3-O-glucésido el valor LDC no pudo ser calculado en la
practica, puesto que en la siguiente concentracion analizada a 3.46 pug/ mL (Gltimo valor de la curva)
ya no era perceptible el pico. A partir de esto se asume que LDC de quercetina-3-O-glucésido esta
entre 3.46 y 1.15 pg/ mL. Los calculos teoricos en este caso muestran mayor coherencia, al estar el
LDC entre los valores propuestos y LDO al ser menor a 1.15 ug/ mL (Tabla 3). Los contenidos de
quercetina-3-0O-glucésido y kaempferol-3-O-glucosido se muestran en la Tabla 4. No fue posible
cuantificar crisina, puesto que su concentracion en el extracto era menor a las alcanzadas por la
curva de calibracion, a pesar de que se concentrard hasta cuatro veces mas el extracto, en
comparacion con los analisis de quercetina-3-O-glucosido y kaempferol-3-O-glucdsido, donde el
extracto se analizd a una concentracion de 2mg/mL (agua tipo I). No hay reportes en la literatura
acerca de la cuantificacion de flavonoides en P. ligularis mediante EC, sin embargo se encuentra
coherencia con los resultados de (Sepulveda, M 2018) (Anexo 1 Figura 13), en analisis realizado
por UHPLC, en donde el pico de mayor area es quercetina-3-O-glucésido, seguido de
kaempferol-3-O-glucoésido y por ultimo crisina. Mediante EC, hay otros estudios acerca de la
cuantificacion de flavonoides en otras especies del género Passiflora (Marchart et al 2002; Costa et
al 2016). Aunque, estos revisan otros flavonoides: isoscoparina-2"-O-B-D-glucopirandsido,
isoorientina, swertisina, orientina, vitexina.

En la literatura se encuentran andlisis de cuantificacion de compuestos fenolicos y flavonoides de
diferentes extractos de P. ligularis, mediante otras técnicas de andlisis. Rotta y colaboradores (2019)
realizaron una cuantificacion de distintos compuesto fenolicos, entre ellos quercetina, en extracto
QuEChERS de frutas de P. ligularis por UHPLC-MS/MS. En este no fue posible determinar el
contenido de quercetina, puesto que su concentracion era menor a la del limite de cuantificacion (35
ug/kg). Y Saravanan y Parimelazhagan (2014) cuantificaron compuestos fendlicos por HPLC en
extracto acetonico de frutas de P. ligularis, entre ellos kaempferol (3.05 mg/g extract).

Tabla 3. Datos de calibracion soluciones estandar

Practico Teorico
Estandar Ecuacion de Factor de
calibracion correlacion LDC ° LDO* | LDC“ | LDO "’
) (ng/mL) | (ug/mL) | (ng/mL) | (ng/ mL)
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Crisina y =27.335x - 57.963 0.998 0.686 0.229 4.72 1.57

Quercetina-3-0-glucosido | y =5.9387x-20.217 0.999 - 1.15 2.94 0.88

Kaempferol-3-O-glucosido | y =6.9336x - 14.019 0.997 0.686 0.229 4.95 1.63

“LDC= limite de cuantificacion; ” LDO= limite de deteccion optica.

Tabla 4. Contenido de flavonoides de interés en extracto acuoso de hojas de P. ligularis

Estandar Concentracion
(ng/ mL)
Crisina * -
Quercetina-3-0-glucdsido 8.59 £ 2.61
Kaempferol-3-O-glucésido 2.19+£0.95

“en terminos de mg/mL de extracto + DE (n = 3).

Es importante enfatizar que el perfil de flavonoides obtenido usando el capilar de silica fundida de 48.5
cm (40 cm efectivos)y SOum didmetro interno, era mas apropiado para la cuantificacion de crisina,
quercetina-3-0O-glucosido y kaempferol-3-O-glucosido, puesto que permitia una mejor separacion de
los compuestos, ademas de tiempos de analisis mas cortos (11 min) (Figura 1). No obstante, por
cuestiones técnicas y de tiempo este no pudo ser utilizado para obtener las curvas de calibracion, por lo
que fue necesario cuantificar los compuestos en el perfil obtenido con el capilar de silica fundida de 64
cm (55.5 cm efectivos)  50ul didmetro interno, con ventana expandida. Aunque en los resultados el
error calculado no es muy alto, es recomendable repetir la cuantificacion de los compuestos en un
capilar de menor longitud, similar al utilizado en el desarrollo del método.

Se obtuvo buena presicion en los ensayos intra-diarios, en concentraciones bajas, medias y altas de la
curva de calibracion de cada una de las soluciones estandar (DER < 4%) (Tabla 5). Con respecto a la
precision de ensayos inter-diarios, solo crisina obtuvo valores mayores a a los recomendados en la
literatura (DER>5%) (ICH 2005) (Tabla 5). Esto pudo ser debido a los problemas técnicos que
presentd el equipo durante los andlisis (perdida de corriente). En cuanto a la exactitud, para crisina y
kaempferol-3-O-glucosido se realizd la co-inyeccion del extracto con la solucién estiandar de
concentracion 2.06 (ug/ mL) y para quercetina-3-O-glucosido la co-inyeccion se realizo con la solucion
estandar de concentracion 10.38 (ug/ mL). Se observéd una un alto porcentaje de recuperacion en todas
las soluciones estandar (Tabla 6). Esto puede ser debido a la naturaleza de los analisis electroforéticos.

Tabla 5. Datos de repetibilidad y precision intermedia de soluciones estandar

Estandar Repetibilidad “ Presicion intermedia “
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Concentracion D.E.R Concentracion D.E.R
(ug/ mL) % (ng/ mL) %
Crisina 166.66 0.94
18.52 1.85 18.52 14.38
6.17 3.60
Quercetina-3-O-glucosido 280.33 2.57
93.44 0.90 93.44 2.99
10.38 2.70
Kaempferol-3-O-glucosido 166.66 2.18
55.55 1.60 6.17 4.19
2.06 3.19
“ Limites D.E.R: < 5%
Tabla 6. Datos de exactitud de soluciones estandar
Compuesto Recuperacion
Promedio (%) DER (%)
Crisina 106.55 4.02
Quercetina-3-0O-glucosido 103.45 2.52
Kaempferol-3-O-glucosido 106.74 1.82

Conclusiones

El método para una optima separacion de flavonoides en el extracto acuoso de hojas de P. ligularis se
logré en 11 minutos, usando un capilar de silica fundida de 48.5 cm (40 cm efectivos) 50um diametro
interno, TBS 50 mM con 5% de metanol como BGE (pH 9.3) y manteniendo un voltaje de 20 kV y
temperatura 20 °C. Se determind que un alto porcentaje de MeOH influye negativamente en la
resolucion de los picos y una alta concentracion de TBS influye negativamente en el limite de
deteccion. Se demostré que la ME de los flavonoides disminuye a medida que aumenta el pH del BGE
y que el tamafo, la estructura de la molécula, la disociacién de los grupos OH con respecto a sus
valores de pK,y las interacciones con los aniones borato de TBS en el BGE, son factores influyentes
en esta. Se logro la cuantificacion de quercetina-3-O-glucésido (8.59 + 2.61 ug/ mL) y
kaempferol-3-O-glucosido (2.19 = 0.95 ug/ mL).

Perspectivas
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Se sugiere una repeticion de las curvas de calibracion de los flavonoides de interés, para lograr una
mayor exactitud y precision en la cuantificacion, usando un capilar de menor longitud, similar al
utilizado en el desarrollo del método. Por otro lado, al haber demostrado la presencia de saponinas en el
extracto acuoso de hojas de P. ligularis, se presenta la posibilidad de analizarlas por la técnica de EC.
Es necesario tener presente que las saponinas muestran una baja absorcion UV, por lo que se
recomiendan ciertos pardmetros para aumentar la respuesta de deteccion UV: el uso de BGE con TBS,
el cual permite la formacion de complejos (Emara et al 2001) y establecer valores de pH bajos (Wang
& Cheng 2006). Por otro lado, es necesario el uso de surfactante, puesto que las saponinas no presentan
carga.
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Anexo 1

Evaluacion de Extracto Acuoso de Hojas de Passiflora ligularis Mediante Diferentes Técnicas de
Analisis Quimico

Metodologia

1. Marchas fitoquimicas

Se realiz6 un andlisis fitoquimico preliminar para observar la presencia de flavonoides y saponinas en
el extracto acuoso de las hojas de P. ligularis. Para cada una de las pruebas se tuvo en cuenta un
control negativo y dos controles positivos. En el caso de flavonoides se usaron rutina y extracto acuoso
de hojas de P. alata como controles positivos; y para saponinas extracto hidroalcoholico de hojas de
llex guayusa y el mismo extracto acuoso de hojas de P. alata; extractos ya estudiados por el grupo de
investigacion. Para esto se tom6 una muestra de 2mg de cada extracto (P. ligularis, P. alata e I.
guayusa), se diluyo en etanol y se sonico hasta que estuviera completamente solubilizado. Luego se

realizaron las respectivas pruebas.

1.1 FLAVONOIDES

Prueba Shinoda: se toman 0.5 mL extracto, se afiade un trozo de magnesio metélico y 5 gotas de HCI

10%. Positivo: coloracion rojiza (Ruiz-Reyes et al 2010).

Prueba Rosenhein: se toman 0.5 mL de extracto y se mezclan con 0.5 mL de HCI concentrado, se
calienta en bafio de maria durante 10 min. Posteriormente se dejan enfriar y se agrega 0.4 mL de
alcohol amilico. Positivo: observacion fase amilica (doble fase). Leucoantocianidinas: rojo

Antocianidinas: marron (Ruiz-Reyes et al 2010).

1.2 SAPONINAS

Prueba de espuma: se mezcla 1 ml de extracto con 5 mL de agua y se agita durante 2 min. Positivo:

espuma estable de aproximadamente un cm de altura (Ballesteros et al 2013).
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Liebermann-Burchard: se toman 0.5ml de extracto y se afiaden 8 gotas de reactivo
Liebermann-Burchard. Positivo: coloracion rojiza para esteroles y azul-verde para triterpénicas

(Valencia et al 2005).

2. Cromatografia en Capa Delgada (CCD).

Se realiz6 un andlisis de flavonoides y saponinas se hizo por CCD y se compararon los perfiles de las
plantas: P. alata, P. ligularis y P. quadrangularis. Se utilizd como fase estacionaria una placa de silica
en fase normal y como fase movil acetato de etilo: acetona: acido acético: agua. Para flavonoides se
usaron las proporciones 45:15:4:3 (v:v) y se revelo con reactivo natural, UV 360 nm. Para saponinas se
usaron las proporciones 6:2:1:1 (v:v) y se aplicé anisaldehido sulfirico que tras poner en placa de

calentamiento permitio revelar la placa.

3. Determinacion Espectrofotométrica de Fenoles y Flavonoides totales.

3.1 Determinacion Espectrofotométrica de Fenoles Totales

La determinacion de fenoles totales se hizo de acuerdo al método colorimétrico Folin-Ciocalteu
(Singleton & Rossi, 1965). Se tomaron alicuotas de 50ul de solucion metanodlica de extracto de P.
ligularis (4 mg/mL) y de estdndar (4cido galico) y se mezclaron con 800 pL de agua destilada y 100 pL.
de reactivo Folin-Ciocalteu al 10% en agua, esta reaccion se dejo reposar durante 8 min en la
oscuridad. Luego se adicionaron 50 pL de carbonato de sodio al 7.5% en agua y se dejo reposar
durante dos horas en la oscuridad. Las lecturas de absorbancia se hicieron a 760 nm usando el equipo
Thermo Scientific™ Multiskan™ GO Microplate Spectrophotometer. Mediante una curva de
calibracion de acido galico de seis puntos (0.625-20 mg/ml) se estimo6 el contenido total de fenoles por
triplicado. A las absorbancias obtenidas se les calculo el promedio, la desviacion estandar (DE) y la
desviacion estandar relativa (DER). A partir del promedio se interpolo en la grafica y se obtuvo la
concentracion de fenoles en pug equivalente de acido galico (mg EAG)/ml. Luego teniendo en cuenta
que la muestra fue diluida cuando se anadieron los reactivos, se calculé la concentracion de fenoles en

la muestra:
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C, * 1000p! = C; % 50y

Por tultimo se calculd la concentracion de fenoles en el extracto expresandose en mg EAG/mg de

extracto.

3.2 Determinacion Espectrofotométrica de Flavonoides Totales

La determinacion de flavonoides totales se hizo de acuerdo a Zhishen y colaboradores (1999). Para esto
se tomaron alicuotas de 150 pL de solucion metandlica de extracto de P ligularis (4 mg/mL) y de
estandar (rutina), estas se mezclaron con 150 pL de cloruro de aluminio (AICIL;) al 2% y 150 pL de
acetato de sodio 0.1M, luego se dejo reposar durante 40 min. Las lecturas de absorbancia se hicieron a
420 nm usando el equipo Thermo Scientific™ Multiskan™ GO Microplate Spectrophotometer. Usando
una curva de calibracion de rutina de cinco puntos (31.25-500 pg/ml) se estimo6 el contenido total de
flavonoides por triplicado. A las absorbancias obtenidas se les calculo el promedio, la DE y la DER. A
partir del promedio se interpolo en la grafica y se obtuvo la concentracion de flavonoides en pg
equivalente rutina (ERpg)/mL. Luego teniendo en cuenta que la muestra fue diluida cuando se

afiadieron los reactivos, se calculo la concentracion de flavonoides en la muestra:

C,# 450p] = C; * 150y

Por ultimo se calcul6 la concentracion de flavonoides en el extracto expresandose en mg ER/mg de
extracto.

4. Perfil Cromatografico de Flavonoides de Passiflora ligularis por UPLC .

La separacion cromatografica del extracto de hojas de P. ligularis por UPLC se realiz6 usando un
método de 16 min establecido previamente por Sepulveda, M (2018) (datos no publicados). Para esto
se uso el equipo UPLC Adquirity Waters y una columna de fase reversa Phenomenex® Kinetex C18

(100 x 2.1 mm; 2.6 um). La muestra evaluada tenia una concentracion de 2mg/ml (metanol HPLC:agua
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tipo I; 1:1 v/v). Para la la separacion cromatografica se empled una fase movil de acido férmico 0.5%
(A) y acetonitrilo (B) manteniendo un flujo de 0.3ul/min a 25°C. El perfil de gradiente fue: 0-8 min,
10-35% B; 8-9 min, 35% B; 9-15 min, 35-85% B; 15-16 min, 85-10% B. La deteccion se hizo a 340
nm.

Resultados y Discusion

1. Marchas fitoquimicas

Tabla 1. Resultados marcha fitoquimica extracto hojas de P. ligularis.

Prueba Resultados
Flavonoides | Shinoda ++
Rosenhein +++
Saponinas | Espuma +
Liebermann -
-Burchard:
Convenciones: + = poco, == dudoso, ++ = moderado, ++ = abundante , - = negativo

1.1 Flavonoides

Prueba Shinoda: El cambio de color rojizo- rosa sucede por la reaccion del magnesio con el acido
clorhidrico: Mg + 2HCl = MgCl, + H,. El cloruro de magnesio formado genera complejos con los
flavonoides dando como resultado esta coloracion caracteristica (Ojeda 2013; Ruiz-Reyes et al 2010).

Se puede observar el rosado claro en P. ligularis (Figura 1) indicando la prueba positiva.
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Figura 1. Prueba Shinoda 1) Control negativo, 2) P.
alata, 3) P. ligularis, 4) Rutina.

Prueba Rosenhein: Al poner calor, el 4cido clorhidrico produce la deshidratacion del grupo hidroxilo
en la posicion 3 de las leucoantocianidinas y antocianinas y la ruptura del anillo heterociclico.
Posteriormente el alcohol amilico extrae estos compuestos formandose la respectiva coloracion de la
fase organica (leucoantocianidinas rojo; antocianidinas marron) (Ruiz-Reyes et al 2010). En este caso
la prueba es positiva y se observa una coloracion marrén en P. ligularis (Figura 2) indicando la

presencia de antocianinas.

Figura 2. Prueba Rosenhein 1) Rutina 2) P. alata 3) P
ligularis 4) Control negativo

1.2 Saponinas
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Prueba espuma: La espuma se forma por la capacidad surfactante de las saponinas. Al reducir la
tension superficial del agua se genera un agregado de moléculas en suspension coloidal (Ballesteros et
al 2013). Al no haberse generado espuma abundante (Figura 3) se considera que el resultado de esta

prueba es dudoso.

Figura 3. Prueba espuma A) 1) Control negativo, 2)
P.ligularis 3) P alata, 4) 1. guayusa B) Acercamiento
P. ligularis.

Prueba Liebermann-Burchard: Esta prueba se usa para la identificacion de esteroles y consiste en la
reaccion entre el anhidrido acético (compuesto presente en reactivo Liebermann- Burchard) y el nticleo
esteroidal o triterpenoide (Ruiz-Reyes et al 2010). Es necesario que esta reaccion ocurra en un medio
anhidro, pues el agua podria interferir y reaccionar con el anhidrido acético (Ruiz-Reyes et al 2010).
En esta prueba no se observd ningun cambio, posiblemente porque el reactivo estaba vencido, por lo

cual se reporta como negativa y seria necesario repetirla (Figura 4).

Figura 4. Prueba Liebermann- Burchard 1) /. guayusa
2) P. alata 3) P. ligularis 4) Control negativo.

27



2. Cromatografia en Capa Delgada

En cuanto al analisis de flavonoides por CCD, en P. ligularis se pueden distinguir dos bandas amarillas
(Figura 5B), la primera con un Rf = (.23, la segunda con un Rf = 0.45 y una banda verde con un Rf =
0.51. El comportamiento de la fluorescencia de los flavonoides cuando expuestos al reactivo natural es
dependiente de la estructura (H. Wagner & S. Bladt, 1996); se ha demostrado que el color amarillo es

caracteristico de nucleos nucleos flavonas y flavonoles y el color verde de nucleos flavonas.

A B

Figura 5. CCD flavonoides Fase estacionaria: silica
en fase normal. Fase movil: acetato de etilo: acetona:
acido acético: agua (45:15:4:3). (A) CCD visualizada
en luz UV (254um); (B) CCD visualizada en luz UV
(360um) tras haber aplicado Reactivo Natural. 1 P.

quadrangularis, 2 P. ligularis 3 P. alata.

En anteriores estudios se ha identificado la presencia de quercetina-3-O-glucosido y
kaempferol-3-O-glucésido (Sepulveda, M 2018) (datos no publicados) lo que es coherente a los colores

observados.

En cuanto al andlisis de saponinas por CCD, en P. ligularis se puede observar una banda rosada (Rf =

0.46) (Figura 8B). Es posible inferir que esta banda corresponde a saponinas, puesto que al calentar la
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CCD el anisaldehido sulfirico permite evidenciar la presencia de nucleos terpenos y esteroides

(Gerlach et al 2018); representados por coloracion que varia entre azul-violeta-rosa (Hostettmann, &

Marston, 2005).

Figura 8. CCD saponinas Fase estacionaria: silica en
fase normal. Fase movil: acetato de etilo: acetona:
acido acético: agua (6:2:1:1). (A) CCD, UV (254um).
(B) CCD tras haber aplicado anisaldehido
sulfurico/calor. 1 P. quadrangularis, 2 P. ligularis 3 P.
alata

3. Determinacion Espectrofotométrica de Fenoles y Flavonoides totales.

3.1 Determinacion Espectrofotométrica de Fenoles Totales

Curva calibracion acido galico

1.00

0.50

Absorbancia

0.00
20

Concentracion acido galico pg/ml
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Figura 9. Curva de calibracién acido galico. Ecuacién: y = 0.0517X +0.457 R*: 0.9975.

La lectura de la absorbancia para conocer el contenido de fenoles totales se basa en la reaccion que hay
entre los reductores y el molibdeno (el compuesto activo del Folin-Ciocalteu es molibdato de sodio
(Na,Mo00O,) (Singleton et al 1999). El electron de los antioxidantes reduce el molibdeno de Mo(VI) a
Mo(V), en este caso los fenoles del acido gélico y de la muestra de P. ligularis, resultando en la
formacion de un complejo azul que absorbe luz a 750-760 nm (Magalhaes et al 2008). Se ha
demostrado que hay una correlacion lineal entre la absorbancia del complejo y la concentracion de
especies reductoras (Mathea, 2012). Al hacer una comparacion de los valores obtenidos en este trabajo
con otras publicaciones, es posible observar que el contenido total de fenoles totales evaluado
empleando el método de Folin- Ciocalteu, varia cuantiosamente entre estudio y estudio, como se
observa en la Tabla 1; tanto para P. ligularis como para otras especies del género Passiflora. Las
variaciones se pueden deber a diferentes factores como: clima del lugar donde se recolecto la muestra,
maduracion de la muestra, método de extraccion (Vasco et al 2012; Saravanan & Parimelazhagan
2014) y longitud de onda de la lectura. En cuanto a esto, Saravanan, & Parimelazhagan (2014)
muestran que el mayor contenido de fenoles fue obtenido empleando acetona como solvente de
extraccion de frutos de P. ligularis, pero Ramaiya y colaboradores (2014) obtuvieron un mayor
contenido de fenoles empleando metanol como solvente de extraccion de hojas de P. edulis y P.

quadrangularis.

Tabla 1. Comparacion resultados fenoles totales de distintas publicaciones

Especie Parte de | Solvente de Concentracion Lectura de | Publicacion
la planta | extraccion fenoles totales absorbancia
nm

Diclorometano |30.80+2.49 pug de
acido gélico/ g de

extracto,
Marroquin et al
2012

Hojas

765
Metanol 31.93£1.67 pug de

acido gélico/ g de
extracto,

P. ligularis
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Metanol:agua (91 =+ 43  “mg | 750 Vasco et al 2007
(50:50 v/v) GAE/100 g sample
FW”
Acetona 640.70 + 2.95 mg
Fruto
EAG/mg extracto Saravanan &
725 Parimelazhagan
Metanol 13790 £ 1.52 mg
2014
EAG/mg extracto
Etanol 3422 + 0.39 mg
P alaia EAG/g extracto
Rebrotes 725 Vasic et al 2012
Acetona 14. 04 = 0.49 mg
EAG/mg extracto
Diclorometano | 7.28 + 1.70 ug de
acido galico/ g de
extracto
765 Marroquin et al
Metanol 11.73 £ 1.08 pg de 2012
acido gélico/ g de
P. edulis Hojas extracto:
Acetona 2.03 £ 0.08 g AGE
por 100 g PS de
extracto Ramaiya et al
740 2014
Metanol 2.37 £ 0.11 g AGE

por 100 g PS de

extracto
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Diclorometano

14.00 = 1.85 pg de
acido galico/ g de

extracto

Marroquin et al

P. incarnata Hojas 765 2012
Metanol 2238 £ 140 g de
acido gélico/ g
Acetona 1.39 + 0.06 g AGE
por 100 g PS de
P. extracto Ramaiya et al
quadrangularis | Hojas 740 2014
Metanol 2.17 £ 0.43 g AGE

por 100 g PS de

extracto

Vasco y colaboradores (2007) hacen una jerarquizacion de los valores del contenido fendlico total y

clasifican: niveles altos entre 2200 y 1000 “mg GAE/100 g sample FW”, niveles intermedios entre 500

y 200 “mg GAE/100 g sample FW” y niveles bajos entre 100 y 0 “mg GAE/100 g sample FW”. En

base a esto los resultados obtenidos, clasificarian al extracto acuoso de hojas de P. ligularis en niveles

bajos de contenido fendlico, 72.40 mg EAG/mg extracto (Tabla 2). No obstante, en comparacion con

las otras especies de Passiflora (Tabla 1), el contenido fenolico obtenido en este trabajo es mayor al de

las demads; unicamente los resultados obtenidos por Ramaiya et al (2014) en P. edulis y P.

quadrangularis superan el contenido fendlico de P. ligularis aqui reportado.

Tabla 2. Resultados concentracion de fenoles y flavonoides totales

mg EAG/mg extracto ug ER/mg DE DER
hojas extracto hojas
Fenoles 72.40 0.5321 0.7349
Flavonoides 43.005 0.084 0.195
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3.2 Determinacion Espectrofotométrica de Flavonoides Totales

Curva de calibracion rutina

Absorbancia

100 200 300 400 500

Concentracion rutina pg/ml

Figura 10. Curva de calibracion rutina. Ecuacion: y = 0.0049X +0.1312 R*: 0.9997.

El método usado para la cuantificacién de flavonoides totales es especifico inicamente para flavonas y
flavonoles (P¢kal & Pyrzynska, 2014). Este se basa en la formacion de complejos acidos estables entre
el cloruro de aluminio (AICL,) y el grupo ceto C-4 y el grupo hidroxilo en posicion 3 o 5, de las
flavonas y flavonoles (Bag et al 2014) (Figura 10A y 10B) . Estos complejos emiten fluorescencia que
absorbe luz a 410-430 nm (Pgkal & Pyrzynska, 2014) y que responde linealmente en funcion a la

concentracion de especies en reaccion (Pirogov et al 2016).

Figura 10A. Estructura general flavonas Figura 10B. Estructura general flavonoles
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En cuanto a flavonoides totales, se observa que las curvas de calibracion son realizadas usando rutina o

catequina como estandar. En este caso para plantear las comparaciones solo se tuvieron en cuenta

aquellos que emplearon rutina. Como se observa en la Tabla 4, los resultados obtenidos del contenido

total de flavonoides en el extracto acuoso de hojas de P. ligularis es mucho menor, 43.005 pg ER/mg

extracto hojas, a los de otras especies de Passiflora y a los resultados obtenidos por Marroquin y

colaboradores (2012) quienes igualmente evaluaron P.ligularis.

Tabla 4. Comparacion resultados flavonoides totales de distintas publicaciones

Especie Parte de | Solvente de Concentracion Lectura de | Publicacion
la planta | extraccion flavonoides totales | absorbancia
nm
alcoholico 60% | 6.86 + 0.10 mg | 394 Marroquin et al
Hojas . . 2012
rutina/ g material
vegetal
P. ligularis
Acetona 387.33 + 1.08 mg
Fruto ER/g extracto Saravanan &
510 Parimelazhagan
Metanol 23333 £ 0 .53 mg
2014
ER/g extracto
Etanol 62.30 £ 2.02 mg
P alata RU/g extracto
Rebrotes 430 Vasic et al 2012
Acetona 34. 49 £ 0.37 mg
RU/g extracto
Acetona 287.33a £1.08 mg Saravanan &
P. subpeltata Frutos ER/g extracto Parimelazhagan
510 2013
Metanol 231.31b £1.50 mg
ER/g extracto
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4. Perfil cromatografico de flavonoides de Passiflora ligularis por UPLC

En el cromatograma se presentan once picos con buena resolucion, con un tiempo de analisis de 16
min, por lo que se puede afirmar que el método utilizado es bueno para la correcta separacion de los
diferentes flavonoides presentes en el extracto acuoso de hojas de P. ligularis. A partir de las
co-inyecciones de soluciones estandar  de  crisina, quercetina-3-O-glucésido 'y
kaempferol-3-O-glucosido, realizadas por Sepulveda en la Universidad Nacional de Colombia fue
posible establecer la identidad de estos: quercetina-3-O-glucésido (1) (5.2 min);

kaempferol-3-O-glucoésido (2) (5.9 min); y crisina (3) (12.2) min (Figura 13).
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Figura 13. Cromatograma UPLC extracto hojas P. ligularis. *1 quercetina-3-O-glucésido 5.2min, *2

kaempferol-3-O-glucésido 5.7min y *3 crisinal2.2min.
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Al comparar el cromatograma obtenido en este trabajo con el de Septlveda, (2018) se pueden observar

ciertas diferencias, que se deben al hecho de que tanto los equipos como las columnas empleadas para

hacer el analisis eran distintas.

-5

-1

ESTANDARES #i 50°-40'-80% Mesh 40 + QA0BDG uv vIs 1
- -;-.'JZ_:_EBUEBA S50°-40MIN-80% Y DEGRADACI_Q_N_ HCL #5 [modified by FREDDY] Uv VIS 1
© |mAU WWVL:340 nm
_1 - 6.608
10 - 10.568
2 -7.128
-7.878
G- B.0B48.802
3-M434 B.329
| 9-9.555
?R B1 |
- !ka._ A __,“._n...AJ..\rJLL \-lLfml'»_.,_er“.J'm. T e
Al
min
' 1 T L) T T 7 e e
0.0 20 4.0 6.0 B.0 10.0 12.0 14.0 16.0

P

Figura 14. Cromatograma UHPLC extracto hojas P. ligularis. Realizado por Michelle Sepulveda en la Universidad
Nacional de Colombia.
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Anexo 2
Analisis de flavonoides por EC

5.1 Desarrollo de método por electroforesis capilar para el analisis de flavonoides del
extracto acuoso de hojas de P. ligularis.
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Figura 15. Electroferograma de extracto acuoso de hojas de P. ligularis. Condiciones de separacion: voltaje 15 kV;
temperatura 17°C, BGE: 20 mM TBS; 40 mM SDS; (pH 9-10): deteccion UV 270 nm

5.2 Estudio de movilidad
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Figura 16. Electroferogramas del extracto acuoso de hojas de P. /igularis. Condiciones de separacion: voltaje 20
kV; temperatura 20 °C BGE 50mM TBS 5% MeOH a diferentes valores de pH; A pH 7.03, tiempo de analisis 30
min. B pH 8.32, tiempo de analisis 40 min C pH 9.32, tiempo de analisis 40 min D pH 10. 33, tiempo de analisis 60
min E pH 11.08, tiempo de analisis 50 min.
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