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RESUMEN

RESUMEN

En esta memoria se reunen los resultados obtenidos
durante la realizacidon de la tesis doctoral titulada “Uso de
técnicas separativas acopladas a espectrometria de masas
de alta resolucion para estudios metabolomicos de
nutraceuticos y matrices vegetales”, donde se evalla el
potencial de las hojas de Rosmarinus officinalis y de los calices
de Hibiscus sabdariffa como fuentes de compuestos fendlicos
bioactivos para el desarrollo de nutraceuticos, asi como la
bioactividad que presentan. La memoria se ha dividido en dos
secciones: introduccién y parte experimental.

En la introduccion se describen, en primer lugar, las
principales caracteristicas de los alimentos funcionales y los
nutracéuticos, asi como las diferencias que existen entre
ellos. A continuacion se detallan las principales caracteristicas
de las dos matrices vegetales bajo estudio, Rosmarinus
officinalis e Hibiscus sabdariffa. Posteriormente se describen
los compuestos fendlicos y el lugar que ocupan dentro de los
compuestos bioactivos, su estructura, clasificacion y
bioactividad, prestando especial atencién a su papel protector
frente a cdncer, infeccidon microbiana y obesidad. También se

describen algunos ensayos in vitro para la evaluacién de la
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bioactividad de dichos compuestos y su absorcion vy
metabolismo. Por ultimo, se describen las diferentes etapas
del procedimiento analitico para la determinacion de
compuestos fendlicos que se han empleado en la parte
experimental: tratamiento de muestra (tanto para muestras
vegetales como bioldgicas), separacion (en especial la técnica
separativa empleada en la parte experimental, LC) vy
deteccion (absorcién UV-Vis, TOF-MS, QTOF-MS, UHR-Qg-
TOF-MS).

La parte experimentalse divide en dos secciones,
metodologia y resultados, ambas subdivididas en dos bloques
cada una correspondientes a las matrices vegetales
estudiadas, Rosmarinus officinalis e Hibiscus sabdariffa.

En la metodologia se describen para cada bloque los
reactivos y las muestras utilizadas en cada uno, asi como los
métodos de extraccion, tratamiento de muestra, cultivos
celulares y ensayos para la evaluacion de la bioactividad de
los compuestos fendlicos de estas matrices usados en cada
caso. También se detallan las técnicas analiticas utilizadas a lo
largo de los diferentes capitulos y se describen con detalle los
pardmetros de los métodos utilizados en la determinacién de

estos compuestos.




RESUMEN

La seccidn resultados se divide en dos bloques, que a
su vez constan de tres y cuatro capitulos respectivamente,
correspondientes a las fuentes vegetales estudiadas,
Rosmarinus officinalis e Hibiscus sabdariffa. En ambos
blogues se abordan tanto la caracterizacion de ambas
matrices, como estudios de absorcidn, metabolismo vy
bioactividad in vitro e in vivo de los compuestos fendlicos de
dichas fuentes vegetales.

El bloque | se ha centrado en la caracterizacion
exhaustiva de diferentes extractos de hojas de Rosmarinus
officinalis de distinta procedencia obtenidos con diferentes
sistemas de extraccion, con el objetivo de encontrar extractos
de variada composicion ricos en compuestos bioactivos.
Posteriormente se ha evaluado la actividad anticancerigena
de uno de los extractos obtenidos anteriormente asi como de
algunos de sus compuestos aislados en lineas celulares de
adenocarcinoma de colon. En el capitulo 1, llevado a cabo en
colaboracidon con el Instituto de Investigacién en Ciencias de
la Alimentacion del Consejo Superior de Investigaciones
Cientificas (CSIC) de Madrid, se emplea HPLC-DAD-ESI-TOF-
MS para estudiar la composiciéon de cinco extractos de
Rosmarinus officinalis obtenidos mediante SFE y PLE

utilizando diferentes condiciones de extraccion. El uso de una

39



40

RESUMEN

columna de pequefio tamafio de particula que proporciona
gran resolucién, permitio la separacién de varios isdmeros. La
informaciéon complementaria proporcionada por los distintos
detectores, familia del compuesto indicada por los maximos
de absorcién, masas exactas y distribucion isotdpica
proporcionada por el analizador TOF-MS, permiten la
identificacidon tentativa de compuestos fendlicos de romero
para los que no se dispone de patrones comerciales. Como
continuacion en la busqueda de fuentes de compuestos
bioactivos, en el capitulo 2, realizado en colaboraciéon con la
Facultad de Tecnologia de Novi Sad (Serbia), se estudia la
composicidn cualitativa y cuantitativa de quince extractos de
Rosmarinus officinalis recolectados en diferentes zonas
geograficas de Serbia. La obtencidn de estos extractos se
realizé empleando MAE, y el analisis de los mismos mediante
UPLC-ESI-QTOF-MS. La elevada exactitud de masas vy
distribucion isotopica tanto de los espectros de masas como
de masas/masas proporcionada por el analizador QTOF-MS
permite la identificacion de un gran nimero de compuestos
fendlicos en los diferentes extractos, la mayoria de ellos
flavonoides, diterpenos fendlicos y triterpenos tipo abietano.
En el capitulo 3, realizado en colaboracion con el Instituto de

Biologia Molecular y Celular (IBMC) de la Universidad Miguel
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Hernandez (Elche), se estudia el potencial bioactivo en tres
lineas celulares de adenocarcinoma de colon (HT-29, SW 480
y HGUE-C-1) de un extracto de romero obtenido mediante
SFE en el capitulo 1, asi como de diferentes compuestos
aislados del mismo mediante cromatografia semi-preparativa,
en un intento de establecer qué compuestos fendlicos son los
responsables de la actividad citotdxica mostrada por el
extracto.

El bloque lilse ha centrado en el estudio de la
composicidon de distintos extractos de Hibiscus sabdariffa, y
en la evaluacién tanto de su actividad como agente
antimicrobiano, como su permeabilidad intestinal y absorcidn
en adipocitos de algunos compuestos presentes en dicho
extracto. Asimismo se han realizado estudios de
biodisponibilidad y excreciéon urinaria de un extracto de
Hibiscus sabdariffa enriquecido en polifenoles, para los que se
han puesto a punto diferentes procedimientos analiticos para
la determinacidn de estos compuestos en muestras de suero,
plasmay orina. En el capitulo 4, realizado en colaboracién con
el laboratorio de Biologia Molecular del Instituto Tecnolégico
de Tlajomulco (Méjico) se estudié la composicion de 25
extractos de diferentes variedades de Hibiscus sabdariffa

recolectados en las principales zonas productoras de Méjico
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mediante HPLC-ESI-TOF-MS, determindndose el contenido
total de compuestos fendlicos, flavonoides y antocianinas, asi
como los contenidos individuales de cianidina y delfinidina.
También se evaluaron la actividad antioxidante y la actividad
antimicrobiana de los extractos frente a bacterias Gram
positivas y Gram negativas, algunos de ellos presentaron una
capacidad antibacteriana similar a la que mostraron los
antibioticos de amplio espectro utilizados como controles
positivos. En el capitulo 5, realizado en colaboracién con el
Instituto de Biologia Molecular y Celular (IBMC) de la
Universidad Miguel Herndndez (Elche), se estudid Ia
permeabilidad en un modelo celular que simula la barrera
intestinal de un extracto de Hibiscus sabdariffa enriquecido
en polifenoles (PEHS), de su formulacidn liposomada y de
algunos de los compuestos presentes en su composicién. El
analisis del extracto PEHS mediante UPLC-UHR-QQ-TOF reveld
la presencia de 7 nuevos compuestos no detectados
previamente en dicho extracto. En el capitulo 6, también
realizado en colaboracién con el Instituto de Biologia
Molecular y Celular (IBMC) de la Universidad Miguel
Hernandez (Elche), se estudié la absorciéon de quercetina y
qguercetina-3-glucurdnido, dos compuestos relacionados con

la composicién y metabolismo del extracto PEHS, en células
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pre-adipociticas 3T3-L1, en las cuales dicho extracto habia
demostrado una potente actividad antiadipogénica
disminuyendo la acumulacion de triglicéridos. Para ello se
analizd el contenido citoplasmatico de estos compuestos a
diferentes tiempos de incubacién (0, 3, 6, 12, 18 horas)
mediante HPLC-ESI-TOF, cuantificdndose su contenido y el de
los metabolitos encontrados. Por ultimo, en el capitulo 7,
realizado en colaboracién con el Hospital Universitario Sant
Joan de Reus, se evaluan diversos procedimientos de
tratamiento de muestra y extraccién para el analisis de los
compuestos fendlicos del extracto PEHS en muestras de
suero, plasma y orina, incluyendo la precipitacién de
proteinas con distintos disolventes, LLE y SPE utilizando
diferentes fases soélidas. Los procedimientos desarrollados se
aplican al andlisis de muestras de suero, plasma y orina
recolectados a diferentes tiempos de un voluntario tras la
administracion oral de 500 mg de PEHS.

Parte de los trabajos experimentales realizados en los
capitulos 2, 5 y 7 se desarrollaron en diferentes estancias
realizadas en el la Facultad de Tecnologia de Novi Sad en
Serbia (capitulo 2), y en la sede de la empresa Bruker Daltonik

en Bremen, Alemania (capitulos 5y 7).
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SUMMARY

This work summarizes all the results presented in the
PhD thesis entitled: “Uso de técnicas separativas acopladas a
espectrometria de masas de alta resolucion para estudios
metaboldmicos de nutracetticos y matrices vegetales” (Use
of separative techniques coupled to high-resolution mass
spectrometry for metabolomic studies of nutraceuticals and
vegetable matrices), which assesses the potential of leaves
fromRosmarinus officinalis and Hibiscus sabdariffa calyces as
a source of bioactive phenolic compounds for developing
nutraceuticals.The current report is divided into the
Introduction and the Experimental Section.

The Introductionpresents noteworthy information
concerning the main features of nutraceuticals and the
differences between these and functional foods.Next, both
plant sources under study, Rosmarinus officinalis and Hibiscus
sabdariffaare described. Afterwards, phenolic compounds
and their role as bioactive compounds are described
(structure, classification, and healthy effects, focusing on
anticancer, antimicrobial and anti-adipogenic activities) as
well as their absorption, metabolism, and some in vitro

bioactivity assays. Finally, the different stages of an analytical
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procedure for determining phenolic compounds used in the
experimental section are described: sample treatment (for
plant and biological samples), separation (especially the LC
separation technique), and detection (UV-Vis spectroscopy,
TOF-MS, QTOF-MS and UHR-Qq-TOF-MS).

The Experimental Partis divided in two sections,
Methodology and Results, with two subsections each one
corresponding to the plant matrices under study, i.e.
rosemary and roselle.

In Methodology, all the reagents, samples, extraction
methods, biological samples treatments, cell cultures and
bioactivity assays used or applied in the subsequent studies
are described for each subsection. The analytical techniques,
the detection systems and the parameters of the
chromatographic separation and detection systems are
thoroughly described as well.

The ResultsSectionis composed by 7 chapters, three
comprising Subsection |, which is focused on the study of
Rosmarinus officinalis, and the other four make up Subsection
Il, which is related to the study of Hibiscus sabdariffa. In these
sections, the composition of these plant matrices is studied,
and different studies are conducted on the absorption,
metabolism and bioactivity of the phenolic compounds

present in these plants.
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Section | deals with the comprehensive
characterization of the bioactive phenolic compounds from
different extracts of Rosmarinus officinalis leaves obtained by
various extraction systems. The aim of applying different
extraction systems to the same plant matrix was to obtain
separate extracts with varied compositions of bioactive
compounds, and presumably different bioactivity. Then, the
anticancer activity of one of these extracts and different
compounds isolated by semi-preparative chromatography
was assayed in different colon-cancer cell lines. In Chapter 1,
HPLC-DAD-ESI-TOF-MS is used to study the composition of
five extracts of Rosmarinus officinalis obtained by PLE and SFE
under different extraction conditions. The use of a small-
particle-size column provides high resolution, making it
possible to separate several isomers. The complementary
information provided by the different detectors, type of
phenolic compound delimited by UV-visible spectroscopy,
accurate mass measurements, and true isotopic pattern
provided by TOF-MS, enabled the tentative identification of
phenolic compounds from rosemarywhen commercial
standards were not available.This work was conducted in
collaboration with the Institute of Food Science Research
from the Superior Council of Scientific Research (CIAL-CSIC).

As a continuation of the search of bioactive phenolic
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compounds plant sources, in Chapter 2, the qualitative and
quantitative composition of fifteen Rosmarinus officinalis
extracts obtained by MAE was studied by UPLC-ESI-QTOF-MS.
The rosemary leaves were collected from different
geographical zones of Serbia. The high mass accuracy and
true isotopic pattern in both MS and MS/MS spectra provided
by a QTOF-MS analyzer enable the identification of a wide
range of phenolic compounds in the extracts, including
flavonoids, phenolic diterpenes and abietane triterpenoids,
among others. This work was conducted in collaboration with
the Faculty of Technology from the University of Novi Sad
(Serbia). In Chapter 3, the anticancer activities of a rosemary
extract obtained by SFE and different compounds isolated
from this extract by semi-preparative chromatography are
assayed. These studies were conducted in order to determine
which phenolic compounds are responsible for the cytotoxic
activity showed by the extract, in three different cell lines of
colon cancer (HT-29, SW 480 and HGUE-C-1). This work was
performed in collaboration with the Institute of Molecular
and Cellular Biology (IBMC) of Miguel Hernandez University
(Alicante, Spain).

Section llis focused on the study of the composition of
different Hibiscus sabdariffa extracts, and their evaluation as

an antimicrobial agent. The permeability of Hibiscus
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sabdariffa compounds and the uptake of some of them in
adipocytes were studied. The different analytical procedures
for the determination of phenolic compounds of this plant in
biological matrices werealso assessed. In Chapter 4, the aim
was the characterization by HPLC-ESI-TOF-MS of different
extractsobtained from 25  varieties of  Hibiscus
sabdariffacollectedat different sites in Mexico. The total
content in phenolics, flavonoids, anthocyanins, as well as the
individual contents of delphinidin and cyanidin were
subsequently determined. Furthermore, the antioxidant
capacity and the antibacterial activity of the Hibuscus
sabdariffa extracts were evaluated against Gram-negative
bacteria (E. coli, S enteritidis) and Gram-positive ones (S.
aureus, M. luteus), demonstrating that the extracts were
effective against all the bacterial strains tested, as these
showed similar antibacterial capacity to broad-spectrum
antibiotic, such as gentamycin. This work was performed in
collaboration with the Laboratory of Molecular Biology from
the Technological Institute of Tlajomulco (Mexico). Chapter 5
evaluates the in vitro permeability of a phenolic-enriched
Hibiscus sabdariffa extract (PEHS), a liposomed PEHS extract,
and the individual compounds related to this matrix. The
analysis of PEHS with the powerful analytical methodology
UPLC-UHR-QQg-TOF-MS reveals the present of seven new
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compounds which had not previously been detected in the
extract. Chapter 6 studies the in vitro uptake of quercetin and
guercetina-3-glucuronide in adipocytes 3T3-L1 at different
incubation times (0, 3, 6, 12, 18 h) by HPLC-ESI-TOF-MS. These
compounds are related to the composition and metabolism of
PEHS, which showed an anti-adipogenic activity,lowering the
levels of triglycerides in these cells. The studiesmade in
Chapter 5 and 6 were performed in collaboration with the
Institute of Molecular and Cellular Biology (IBMC) of Miguel
Herndndez University (Alicante, Spain). Finally, Chapter 7
assesses different sample treatments and extraction
procedures for the analysis of phenolic compounds from
Hibiscus sabdariffa in serum, plasma and urine samples. The
procedures tested include protein precipitation by using
different solvents, LLE and SPE using several solid phases. The
procedures developed are applied to the analysis of human
serum, plasma and urine samples collected after the
administration of the phenolic-enrichedHibiscus sabdariffa
extract. This work was conducted in collaboration with Sant
Joan University Hospital in Reus (Tarragona, Spain).

The studies in chapters 2, 5, and 7 were partially
conducted during different stays in the Faculty of Technology

of Novi Sad in Serbia (Chapter 2) and in the Applications




Department of the company Bruker Daltonik in Bremen,

Germany (Chapters 5 and 7).
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En los ultimos afios se ha despertado un creciente
interés por el estudio de los compuestos fendlicos debido,
fundamentalmente, a las numerosas evidencias de sus
efectos beneficiosos para la salud. Es por esta demostrada
bioactividad que gran parte de la investigacion en el ambito
del desarrollo de nutracéuticos se ha centrado en estos
compuestos, prestando especial atencién a la busqueda de
fuentes vegetales ricas en compuestos fendlicos que
presenten un determinado efecto bioldgico. Por todo ello, el
objetivo global de la presente tesis doctoral es la evaluacién
del potencial de las hojas de Rosmarinus officinalis y los
calices de Hibiscus sabdariffa como fuente de compuestos
fendlicos bioactivos para el desarrollo de nutracéuticos. Este
ambicioso objetivo se puede concretar en dos actividades
mas especificas que se abordandurante el desarrollo de la
parte experimental de esta tesis:

e El primer paso en la busqueda de fuentes de
compuestos bioactivos es la caracterizacion en
profundidad de diferentes extractos de las dos
matrices vegetales bajo estudio, Rosmarinus officinalis

e Hibiscus sabdariffa. Para llevar a cabo esta
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caracterizacidon se emplearan diversas combinaciones
de potentes plataformas analiticas. En el caso de los
extractos de Rosmarinus officinalis obtenidos mediante
PLE y SFE, y de los extractos de Hibiscus sabdariffa de
distintas variedades procedentes de Méjico, se
estudiarda su composicion mediante cromatografia
liguida de alta resolucion (HPLC) acoplada a diversos
sistemas de deteccidon que proporcionan informacién
complementaria, como es el caso de la espectroscopia
UV/visible con detector de bateria de diodos (DAD) y la
espectrometria de masas con analizador de tiempo de
vuelo (TOF-MS). En el caso de los extractos de romero
obtenidos mediante MAE procedentes de distintas
areas geograficas de Serbia, se utilizara HPLC acoplada
a espectrometria de masas con analizador cuadrupolo-
tiempo de vuelo (UPLC-ESI-QTOF-MS) para determinar
la identidad de los compuestos fendlicos presentes en
su composicion. Finalmente, el extracto de Hibiscus
sabdariffa enriquecido en polifenoles se caracterizara
mediante HPLC acoplada a un analizador de masas de
cuadrupolo-tiempo de vuelo de ultra-alta resolucion

(HPLC-ESI-UHR-Qq-TOF-MS).
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e En la segunda etapa de la presente memoria se

pretende estudiar la absorciéon, metabolismo,
biodisponibilidad y excrecion de los compuestos
fendlicos caracterizados en ambas matrices vegetales,
asi como evaluar la capacidad anticancerigena del
Rosmarinus officinalis y el potencial antimicrobiano
del Hibiscus sabdariffa. En cuanto al romero, se
estudiara la actividad antiproliferativa en diferentes
lineas celulares de adenocarcinoma de colon de un
extracto de romero obtenido en la primera etapa de
la memoria asi como de compuestos individuales
aislados a partir de él mediante cromatografia semi-
preparativa, en un intento por establecer qué
compuestos fendlicos son los responsables de dicha
actividad. En cuanto al Hibiscus sabdariffa se
estudiara la actividad antimicrobiana de extractos de
diferente variedad y origen geografico. También se
realizaran ensayos de permeabilidad de los
compuestos fendlicos presentes en esta planta
mediante UPLC-UHR-Qg-TOF utilizando un modelo
celular que simula la barrera intestinal. Asimismo se
estudiard la absorcion y metabolismo in vitro de
guercetina y quercetina-3-glucurdnido, dos

compuestos relacionados con esta matriz vegetal, en
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adipocitosutilizando HPLC-ESI-TOF. Finalmente se
desarrollaran distintos procedimientos de extraccion
para el andlisis de compuestos fendlicos de Hibiscus
sabdariffa en muestras de suero, plasma y orina, los
cuales se aplicardn al analisis de estas muestras
biolégicas recolectadas de un voluntario tras la

administracion de un extracto de esta planta.
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1. Alimentacion funcional y nutracéuticos.

Aunque a lo largo de la historia siempre se ha conocido
la relacion existente entre los habitos alimenticios y la salud,
en los ultimos afos, el interés del consumidor por conseguir
una alimentacién saludable ha cambiado considerablemente.
Factores tales como el deseo de una mejor calidad de vida, el
costo sanitario como consecuencia del aumento de la
esperanza de vida, sumado a un mayor y mejor conocimiento
de la relacién dieta-salud, han hecho que el concepto de una
buena alimentacién cambie sustancialmente. En el pasado
tener unos hdbitos alimenticios saludables era sinébnimo de
evitar el consumo de alimentos con un elevado contenido
calérico, en grasas o en sal;sin embargo, actualmente el
consumidor presta mas atencidon a los efectos positivos o
preventivos que los alimentos pueden tener en su salud
gracias al contenido en compuestos funcionales que éstos
presenten [1, 2]

A pesar de que los factores genéticos juegan un papel

crucial en el desarrollo de ciertas patologias como cancer,
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obesidad, osteoporosis, enfermedades coronarias o artritis,
éstas pueden prevenirse o minimizarse con una dieta
apropiada y un estilo de vida saludable. De esta forma, la
poblacién puede mejorar su dieta mediante el consumo de
alimentos formulados o fortificados con ingredientes
funcionales que presenten efectos beneficiosos para la salud
del individuo [3]

Esta tendencia de la sociedad actual se ha traducido en
la apariciéon de una nueva gama de productos que suplen
estas carencias, entre los que destacan los alimentos
funcionales, nutracéuticos, complementos alimenticios,
alimentos fortificados o enriquecidos, entre otros. En la
actualidad no hay una definicion consensuada para estos
productos, aunque claramente existen ciertas similitudes
entre las distintas definiciones acufiadas por diferentes
expertos u organizaciones.

Japon fue pionero en introducir una definicién para
alimentos funcionalesen 1991, denominados “alimentos de
uso especifico para la salud” o “Foods for Specific Health Use”
(FOSHU)s, donde surgieron como una ayuda para reducir el
coste sanitario derivado de la mermada salud de su poblacién
debido a los efectos de la Il Guerra Mundial; ademas fue el

primer pais en establecer un sistema de aprobacién para los
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alimentos funcionales basado en resultados de investigacién
que evidencian los beneficios para la salud de productos
concretos o de sus componentes. Posteriormente en Europa,
en 1999, un grupo de expertos coordinados por el
“International Life Sciences Institute” (ILSI) definieron un
alimento funcional como “aquel alimento que contiene un
componente, nutriente o no nutriente, con efecto selectivo
sobre una o varias funciones del organismo, con un efecto
anadido por encima de su valor nutricional y cuyos efectos
positivos justifican que pueda reivindicarse su caracter
funcional o incluso saludable. Dichos alimentos funcionales
son considerados como alimentos, demostrando su efecto en
cantidades que se encuentren de forma normal en la dieta y
se consuman como parte de unos habitos alimenticios
comunes” [4]. Por tanto, un alimento funcional, ademas de
proporcionar los nutrientes necesarios para satisfacer los
requerimientos metabdlicos del individuo, contiene otros
componentes presentes de forma natural o procesada que
pueden ejercer una serie de efectos fisiolégicos beneficiosos
sobre el organismo.

Por otra parte, el término nutracéutico, derivado de
los conceptos nutricion y farmaceutico, fue acuifado por

DeFelice y la Fundacién para la Innovacion de la Medicina
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(FIM) en 1989, y se define como “cualquier sustancia que
puede considerarse un alimento o parte de éste y que
proporciona beneficios médicos o saludables, incluyendo la
prevencion y/o el tratamiento de enfermedades. Estos
productos pueden abarcar desde nutrientes aislados,
complementos alimenticios, alimentos disefiados
genéticamente o alimentos funcionales, hasta productos
herbales o alimentos procesados” [5].

Ambas definiciones son un poco ambiguas y pueden
generar confusidn, sin embargo el dmbito de los alimentos
funcionales y el de los nutracéuticos pueden considerarse
distintos tanto por la accion que poseen frente a las
enfermedades como por el formato en el que se presentan.
Mientras que los alimentos funcionales son utilizados para la
reduccion enfermedades y se presentan en forma de
alimento ordinario, los nutracéuticos participan en la
prevencion y el tratamiento de dichas patologias y se
presentan en formatos similares a los farmacos, tales como
comprimidos o jarabes. La tendencia actual es diferenciar
claramente ambos conceptos, considerando a los alimentos
funcionales como aquellos que tienen apariencia similar a la
de un alimento y se consumen como parte de una dieta

normal, mientras que los nutracéuticos son productos
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elaborados a partir de un alimento que se comercializan con
presentaciones farmacéuticas no asociadas generalmente a
los alimentos.

En cualquier caso, a pesar de las diferencias existentes
entre ambos, la fase inicial en el desarrollo tanto de alimentos
funcionales como de nutracéuticos es comun, y se
fundamenta en el conocimiento de la composicion y
blusqueda de compuestos bioactivos presentes en los
alimentos que puedan ejercer un efecto beneficioso sobre la

salud, el cual debe demostrarse en modelos in vitro e in vivo.

2. Extractos vegetales como fuente de compuestos
bioactivos.

Durante siglos las plantas se han utilizado en la

4 MisMseeeisw medicina tradicional para la
L T st iﬁﬁﬁ:ﬂ-ﬁ?-

prevencion y el tratamiento
de enfermedades, ya sean
consumidas como parte de la

dieta o como pociones o

brebajes, e incluso aplicadas
Figura 1. Papiro de Ebers (1700 a.C.) en forma de cataplasmas.

Este uso medicinal de las
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plantas se encuentra documentado desde la antigliedad en
todas las culturas, ejemplo de ello son una tablilla de arcilla
sumeria datada del afio 3000 a.C. o el conocido como “papiro
de Ebers” fechado en el ano 1700 a.C (Figura 1). Mas
recientemente, el uso medicinal de las plantas ha
evolucionado hacia el aislamiento de compuestos bioactivos
presentes en su composicion [6].

Los metabolitos secundarios de las plantas representan
una fuente importante de compuestos bioactivos utilizados
dentro del ambito de la investigacién para el desarrollo de
nuevos ingredientes funcionales en el campo de la industria
alimentaria o de nuevos farmacos en la industria
farmacéutica, de hecho numerosos principios activos usados
actualmente son derivados directos o indirectos de las plantas
[6-8]. No hay que olvidar que la fitoquimica es una de las
madres de la farmacologia actual y que el reino vegetal
supone una fuente casi inagotable de nuevas moléculas
bioactivas.

En este sentido, en la presente memoria se ha
estudiado el potencial que presentan diferentes extractos de
hojas de Rosmarinus officinalis y de cdlices de Hibiscus
sabdariffa como fuentes de compuestos bioactivos para el

desarrollo de ingredientes funcionales o nutracéuticos que se
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puedan emplear frente a diversas patologias como son el
cancer, la infeccidon bacteriana o la obesidad. A continuacién
se describen las principales caracteristicas de estas dos

fuentes vegetales.

2.1 Rosmarinus officinalis.

Rosmarinus officinalis, (familia Lamiaceae) conocido
con el nombre comun de romero, es un arbusto lefiloso muy
ramificado, de hoja perenne, que puede llegar a medir hasta
dos metros de altura.

Presenta unas hojas de color verde intenso, pequefas
y abundantes, de forma lineal. Se disponen opuestas, con los
bordes hacia abajo, por el envés presentan un color
blanquecino y estan cubiertas de vellosidad. En la zona de
union de la hoja con el tallo nacen los ramilletes floriferos.

Las flores son de unos cinco milimetros de largo, con la
corola bilabiada de una sola pieza, y su color es azul violeta
palido, rosa o blanco, con caliz verde o algo rojizo, también
bilabiado y acampanado. Son flores axilares, muy aromaticas
y meliferas. Se localizan en la cima de las ramas yposeen dos
estambres encorvados soldados a la corola con un pequefio

diente.El fruto, encerrado en el fondo del caliz, estd formado
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por cuatro pequefias nuececitas trasovadas, en tetraquenio,

de color pardusco (Figura 2).

Figura 2. Arbusto de Rosmarinus officinalis, hojas y flores

El habitat natural de esta especie es la cuenca
mediterrdnea (sur de Europa y norte de Africa), pudiéndose
encontrar incluso en Asia Menor y Sudamérica. En Espafa se
halla en la mayor parte de Cataluna, Castilla La Mancha,
Castilla Ledn, La Rioja, Madrid, Murcia, Extremadura, en las
zonas montafiosas de la Comunidad Valenciana, Andalucia e
Islas Baleares, siendo muy poco frecuente en puntos del norte

o noroeste de la peninsula con clima mas frio y lluvioso.
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Esta planta es una de las fuentes de compuestos
bioactivos naturales mas apreciada desde la antigliedad, de él
se utilizan sobre todo sus hojas y a veces sus flores, ya que
presentan un gran numero de actividades farmacoldgicas.
Entre las mds destacadas se encuentran su actividad
hepatoprotectora [9], antimicrobiana [10, 11], antitrombdtica
[12], diurética [13], antidiabética [14], antidepresiva [15],
analgésica [16], antiinflamatoria [17], antioxidante [18] y
anticancerigena [19-24].

La mayoria de estas actividades, en especial las
actividades antioxidante y anticancerigena, se atribuyen a la
presencia de compuestos fendlicos o polifenoles,
fundamentalmente a la presencia de diterpenos fendlicos tipo
abietano como el acido carndsico, carnosol, rosmadial,
rosmanol y otros productos derivados de la degradacién de
éstos; asi como a la presencia de acidos fendlicos como el
acido rosmarinico y flavonoides como la apigenina,
genkwanina, cirsimaritina, scutelareina y homoplantagenina
[24-26].

Existen multiples razones que pueden explicar el
interés por el romero, una planta que tradicionalmente ha
sido muy utilizada como especie culinaria y cuyo uso como

conservante alimentario se ha extendido ampliamente gracias
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a su actividad antioxidante y antimicrobiana [27]. Por otro
lado, su uso se ha extendido al sector cosmético, donde por
sus propiedades antioxidantes se afade a los productos para
prevenir el dafio oxidativo producido por los radicales libres y
la radiacion UV [28].

En la presente memoria centramos nuestro interés en
su actividad anticancerigena, ya que existen evidencias de
que varios compuestos fendlicos presentes en el romero
inhiben significativamente Ila iniciacion y promocién de
diferentes tipos de cdncer, razén por la cual se ha
seleccionado esta matriz como objeto de estudio [19-21, 23,

29].

2.2 Hibiscus sabdariffa.

Hibiscus sabdariffa (Familia Malvaceae) cominmente
conocida como flor de Jamaica, rosella y en arabe como
karkade, es una planta que crece y se desarrolla en las zonas
tropicales y subtropicales, mayoritariamente en Africa central
y occidental, en el sur y este de Asia y en América del sur.
Morfolégicamente es una planta herbdcea con crecimiento
arbustivo anual o bienal (Figura 3).

Presenta unos tallos de color rojo o verde con hojas

alternas y simples en el tallo, o tri y pentalobuladas en las
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ramas. Sus flores son axilares con pedunculos largos
articulados cerca de la base, y su caliz es acampanado, con
cinco pétalos, de tonos rosados, rojos o morados [27].
Tradicionalmente esta planta se ha consumido
mundialmente como infusién o como bebida refrescante.
Gracias a que apenas contiene sustancias excitantes en su
composicion, a
diferencia de otros tés,
su ingesta es muy
recomendable en todo
tipo de  personas.

Asimismo esta planta

también es consumida

como alimento,

Figura 3. Hibiscus sabdariffa

concretamente los
calices y las semillas se ingieren como acompafiamiento en
comidas por su alto contenido en proteinas, lipidos, vitaminas
y minerales. A nivel industrial se comercializan extractos de
esta planta para la preparacion de bebidas instantaneas o
infusiones, siropes, gelatinas y mermeladas, asi como para su
uso como colorante natural. También posee aplicaciones en el
ambito de la alimentacion animal, nutracéuticos,

cosmecéuticos y aplicaciones farmacéuticas [30-32].
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Asimismo, esta planta se ha utilizado por las diferentes
actividades que presenta frente a diversas patologias, entre
las mas destacadas se encuentran su uso en el tratamiento de
la hipertensién[33-35], enfermedades hepaticas [23, 36-39],
por su actividad neuroprotectora [40, 41], antiinflamatoria
[42-44], anticancerigena [45, 46], antioxidante [40, 47-50], o
antimicrobiana [51-54]. Recientemente, ha adquirido
relevancia su accién cardioprotectora, gracias a su actividad
antihipertensiva, hipolipemiante, hipocolesterolémica, y a su
eficacia en la inhibicion de la oxidacidon de las lipoproteinas de
baja densidad (LDL) [44, 55-62].

En cuanto a su composicion quimica, esta planta
presenta una gran variedad de compuestos, como son
proteinas, grasas, hidratos de carbono, minerales, vitaminas,
asi como otros compuestos menos polares como son los
esteroles (B-sitosterol, ergosterol, campesterol) presentes
fundamentalmente en sus semillas. Sin embargo, son los
compuestos fendlicos que posee los que han recibido especial
atencién debido a los ya conocidos efectos beneficiosos para
la salud que éstos presentan. Los compuestos fendlicos
encontrados en esta planta son muy variados, se encuentran
acidos organicos y fendlicos como el acido citrico, acido

hibiscico o protocatecuico; flavonoides tales como la
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qguercetina, luteolina y sus respectivos glicésidos; asi como
antocianinas, entre las que destacan la cianidina-3-O-
glucdsido, cianidina-3-O-sambubidsido, o delfinidina-3-O-
sambubidsido, responsables del color rojo intenso de los

calices de la planta.

3. Compuestos fendlicos como compuestos bioactivos.

Los compuestos bioactivospueden definirse como
aquel conjunto de sustancias naturales que ejercen una
actividad bioldgica que conduce a efectos metabdlicos
asociados con propiedades beneficiosas sobre la salud, como
pueden ser la mejora de ciertas funciones en el organismo o
la reduccién del riesgo de padecer alguna enfermedad. Se
consideran compuestos bioactivos una amplia variedad de
sustancias con diferentes estructuras y actividades bioldgicas,
los principales se recogen en la Figura 4.

Como puede observarse en la figura, los compuestos
fendlicos son una de las familias que se engloban dentro de
los compuestos bioactivos y cuyo estudio ha despertado
recientemente un creciente interés por la comunidad
cientifica. Este hecho es derivado de su amplia diversidad,

tanto estructuralmente como en lo referente a las actividades
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biolégicas que presentan [63, 64]. Es por esto, que en la
presente memoria se ha dedicado un apartado especial a

estos compuestos.

Compuestos hioactivos de los alimentos

Compuestos hohid M, .
p” Lipidos AR aminodcidos Minerales Terpenoides
fenalicos y derivados y derivados

inodci Carotenoides
Flavonoides e s Oligosacaridos Aminodcidos Ca oo
Ac.Fendlicos b ) Polisécaridos Indoles Se '
li Fitoesteroles I aTien Folato n Saponinas
gnanos = :
X Esfingolipidos Isotiocianatos K Tocotrienoles
SR Cu Terpenos simples
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Figura 4. Clasificacion de familias de compuestos bioactivos

mas comunes en alimentos

3.1 Estructura, biosintesis y clasificacion de los
compuestos fendlicos.

Dentro de la amplia variedad de sustancias que
sintetizan las plantas se encuentra un conjunto de
compuestos de bajo peso molecular conocidos como
metabolitos secundarios, sustancias que no son esenciales
para la supervivencia de la plantaen su conjunto o de alguna
de sus partes, pero que ejercen una serie de funciones

importantes dentro de ésta.
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Los compuestos fendlicos, conocidos también como
polifenoles, conforman uno de los principales grupos de
metabolitos secundarios de las plantas. Estos compuestos
exhiben una gran diversidad de funciones y estructuras
guimicas, pero la mayoria presentan un esqueleto basico
comun conformado por un anillo aromatico con uno o mas
sustituyentes hidroxilo.De hecho constituyen uno de los
grupos de sustancias mas numeroso Yy ampliamente
distribuido en el reino vegetal, con mas de 8000 estructuras
fendlicas conocidas actualmente [65].

Sintéticamente son derivados de dos principales rutas
metabdlicas: la ruta del acido shikimico y la ruta del acetato.
Son sintetizados por las plantas durante su desarrollo normal
y cumplen una serie de funciones muy variadas, entre las que
destacan su accidn como atrayentes para la polinizacion o
como fitoalexinas, sustancias generadas por las plantas en
respuesta a ataques microbianos. También actuan en los
mecanismos de proteccidon frente a la radiacién UV, en los
procesos de crecimiento y reproduccién, proporcionando
protecciéon contra patdgenos y depredadores, y contribuyen
ademas a la pigmentacion de la planta, entre otras acciones.
Como consecuencia de algunas de sus funciones, el contenido

de estos compuestos puede incrementarse bajo ciertas
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condiciones de estrés, como por ejemplo debido a una
infeccidon por patdgenos o pardsitos, por exposicidon a altas
temperaturas, estrés hidrico, contaminacién atmosférica o
radiacion UV. Ademas, otros factores como el tipo y técnicas
de cultivo, condiciones de crecimiento, proceso de
maduracién, asi como condiciones de procesado vy
almacenamiento pueden afectar el nivel de estos compuestos
en las plantas o en sus productos derivados como frutas o
Zumos.

Los compuestos fendlicos se pueden clasificar en base
a su estructura quimica en diferentes familias, las principales

se muestran en la Figura 5 junto con su esqueleto basico:




Polimero aromatico
altamente entrecruzado

Polimero heterogéneo formado por
acidos fendlicos y azdcares simples

Figura 5. Clasificacion de las principales familias de compuestos fendlicos
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Los flavonoides merecen una atencidn especial por ser
la familia de polifenoles mas importante y ampliamente
distribuida en la naturaleza, a su vez pueden subdividirse en

distintas subclases que se recogen en la Figura 6.

Figura 6. Clasificacion de la familia de los flavonoides
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3.2 Bioactividad de los compuestos fendlicos.

En los Ultimos afios el estudio de compuestos
bioactivos o fitoquimicos procedentes de las plantas que
posean efectos beneficiosos sobre la salud ha sido una de las
actividades destacadas orientadas al desarrollo de alimentos
funcionales, nutracéuticos y farmacos. En este sentido, el
estudio de los compuestos fendlicos ha ocupado un lugar
destacado debido a la evidencia cientifica derivada del gran
numero de estudios epidemioldgicos que relacionan un
consumo elevado de alimentos ricos en compuestos fendlicos
con una menor incidencia de diversas patologias [64, 66-68],
como enfermedades cardiovasculares [69-71],
neurodegenerativas [72-75], cancer [76-78], obesidad [79], o
diabetes [80].

En el intento de establecer el mecanismo mediante el
cual los compuestos fendlicos ejercen sus efectos
beneficiosos sobre la salud, se han llevado a cabo numerosos
estudios tanto in vitrocomoin vivoque han aclarado ciertos
aspectos.Sin embargo, el mecanismo de accidon de estos
compuestos en el caso de algunas patologias sigue siendo
desconocido y es objeto de estudio de numerosos grupos de

investigacion en todo el mundo. En la Figura 7 se muestran
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los principales efectos saludables descritos para los

compuestos fendlicos.

Modulacién

’, p hormonal

Ve Ge
Actividad
antidiabética

Actividad
cardioprotectora

<

( cOMPUESTOs
s/ FENOLICOS

M-
Actividad
antiinflamatoria

Actividad
anticancerigena
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Figura 7. Bioactividad de los compuestos fendlicos (Adaptada de Han 2007)

En el caso de los compuestos fendlicos presentes en las
matrices vegetales objeto de estudio de esta memoria,
Rosmarinus officinalis e Hibiscus sabdariffa, éstos han
demostrado poseer unas actividades biolégicas destacables

frente al cancer en el caso del romero, y frente a infecciones
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microbianas y a obesidad en el caso del hibiscus. Es por ello,
por lo que vamos a detallar aspectos particulares de estas

patologias y cdmo actuan los polifenoles sobre ellas.

3.2.1 Cancer

Las células que forman un organismo sano se dividen
de forma regular con la finalidad de reemplazar a aquellas
que ya estan envejecidas o muertas, de manera que se
garantiza el correcto funcionamiento y la integridad del
organismo. El ciclo celular se define como el intervalo entre
cada divisién celular, comprende cuatro fases estrictamente
reguladas denominadas fase G1, S, G2 y M. En la fase S (de
sintesis) el material genético se duplica, en la fase M
(mitosis/meiosis) la célula se divide, y entre ambas fases se
encuentran las fases G1 y G2 en las que la célula se detiene
para crecer lo necesario antes de continuar la divisidon (Figura
8). Existe una fase denominada GO en la cual las células estdn
en un estado quiescente sin dividirse. Los factores que
regulan la salida de GO y entrada en G1 son cruciales para
determinar la frecuencia del crecimiento [81].

Entre cada una de las fases del ciclo celular se
encuentran puntos de control para asegurar la correcta

duplicacién del ADN y la correccién de errores que se hayan
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podido producir durante su replicacién. Se necesita de la
accion de proteinas especificas para que la célula pueda
superar esos puntos de control y asegurar una correcta
divisién celular. Estas proteinas actuan como “centinelas”,
deteniendo el ciclo celular en G1/S 6 G2/M ante un dafio en
el ADN y activando enzimas reparadoras del mismo. Si el dafio
en el ADN es reparado, estas proteinas permiten a la célula
continuar con un ciclo celular normal; en caso contrario, se
pone en marcha una serie de procesos de autodestruccién
para evitar que el dafio celular se herede de la célula madre a
las descendientes, y la célula entra en apoptosis y muere [82,
83].

El término cancer engloba un conjunto de
enfermedades asociadas a una perturbacién en el control del
metabolismo y del ciclo celular, cuya caracteristica comun es
la proliferacién auténoma de células neoplasicas que poseen
ciertas alteraciones, como mutaciones o inestabilidad
genética. Estas alteraciones genéticas y epigenéticas permiten
a las células sobrevivir, replicarse y evadir los mecanismos
reguladores de apoptosis, proliferacién y ciclo celular [84].

Segln la OMS el céncer, considerado una enfermedad
severa, es una de las principales causas de muerte en todo el

mundo, y se prevé que siga aumentando en los préximos
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afos. Los tipos de cancer que causan mayor tasa de
mortalidad son el de pulmdn, estémago, higado, colon vy
mama.

En la sociedad actual el manejo clinico del céncer
continta siendo uno de los principales problemas de salud
publica. Hoy dia, existen numerosos tipos farmacos
antitumorales disponibles para el tratamiento del cancer,
entre los que destacan: agentes antimetabolitos, antibidticos
citotoxicos, agentes alquilantes, alcaloides de plantas y otros
productos naturales, sales de platino, hormonas vy
antagonistas hormonales, inhibidores enzimaticos, vy
modificadores de la respuestas bioldgica, entre otros [85, 86].
Sin embargo, a pesar del gran numero de agentes
quimioterapicos disponibles, la inespecificidad de accion de
los mismos, unido a la gran toxicidad que presentan y al
frecuente desarrollo de resistencias por parte de las células
cancerosas, desembocan en el frecuente fracaso del
tratamiento de esta patologia.

Es por esta razdn por lo que la busqueda de nuevos
farmacos antitumorales asi como las camparias de prevencion
y deteccion precoz de la enfermedad, han adquirido
relevancia en los ultimos afios. La nutricién es una de las

areas de maxima prioridad en la investigacion del cancer y su
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prevencion, lo que ha llevado a los organismos
correspondientes a promover estudios epidemiolégicos a
gran escala sobre nutricion y cancer. Dichos estudios han
puesto de manifiesto la existencia de una correlacién inversa
entre dietas ricas en frutas y vegetales y la incidencia de
diversos tipos de cancer [66, 87].

Dadas las evidencias epidemioldgicas que apuntan a
esta correlacién inversa, parte de los esfuerzos en
investigacion se han dirigido a la identificacién de compuestos
bioactivos de  origen  vegetal con propiedades
anticarcinogénicas. Dentro de la amplia variedad de agentes
quimiopreventivos se encuentran los compuestos fendlicos,
los cuales a dia de hoy son objeto de estudio de numerosos
grupos de investigacion.

Estos compuestos fendlicos han demostrado a nivel
celular que intervienen en el proceso de carcinogénesis y
desarrollo tumoral mediante diversos mecanismos de accién
[88]. Estos compuestos pueden por un lado interaccionar con
intermediarios reactivos, [89] o carcindgenos y mutagenos
activados [90], y por otro pueden modular la actividad de
proteinas clave para el ciclo celular [91] e influir en la

expresion de genes asociados a la carcinogénesis, inhibiendo
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genes precursores de tumores o activando genes supresores
de tumores [92].

Numerosos estudios in vitro con diversas lineas
celulares han puesto de manifiesto las propiedades
anticancerigenas de diversos compuestos fendlicos. Este es el
caso de los flavonoides del té verde [93, 94], y en especial el
flavonol epigalocatequina galato, que induce apoptosis e
inhibe el crecimiento de células cancerosas mediante la
alteracion de la expresion de proteinas reguladoras del ciclo
celular y la actividad de proteinas de sefializacion implicadas
en la proliferacion celular, transformacion y metdstasis [95].
También los compuestos fendlicos del aceite de oliva y las
hojas de olivo, principalmente alcoholes fendlicos, lighanos y
secoiridoides, han mostrado actividad anticancerigena frente
a diversas lineas celulares, principalmente de cdncer de mama
[96-99], adenocarcinoma de colon [100] y leucemia [101,
102].

Los efectos anticancerigenos de los compuestos
fendlicos también estan documentados in vivo en estudios
con animales en los que tras el tratamiento con un agente
cancerigeno o la implantacién de una linea celular humana se
administran compuestos fendlicos. En su mayoria estos

estudios han mostrado un efecto protector de estos
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compuestos, induciendo una reduccion del nimero o tamafio
de los tumores inducidos. Estos efectos se han demostrado
ensayando distintos compuestos fendlicos pertenecientes a
diferentes familias, como flavonoides, flavanonas, lignanos,
isoflavonas y catequinas entre otros, en lineas de diversos
tipos de cancer, como el de pulmén, mama, colon, higado,
estdmago, boca, duodeno o piel [103, 104].

En humanos las propiedades anticancerigenas de los
compuestos fendlicos también se han puesto de manifiesto.
En estudios de intervencién se ha observado que el consumo
de té verde, con gran cantidad de flavonoides, reduce
significativamente el riesgo de padecer diversos tipos de
cancer [105], entre ellos el de mama [106], colon [107], vejiga
[108] o tracto biliar [93]. También el consumo de café
también se ha asociado con un menor riesgo de céncer de
colon [109].

Especial atencidn merece el cancer de colon o
colorectal, objeto de estudio de esta memoria. Este tipo de
cancer es el segundo en cuanto a numero de muertes que
causa, en nuestro pais se producen 11.000 nuevos casos al
ano, y la mortalidad es de 10 muertes por cada 100.000
habitantes [110]. En los nuevos casos, entre un 22-36 % la

enfermedad se encuentra en un estado avanzado para el que
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el indice de supervivencia es practicamente nulo. En la Figura
9 se muestran la evolucién del adenocarcinoma rectal y sus
distintos estadios.

Este cdncer puede presentarse de manera esporadica,
lo que representa un 70 % de los nuevos casos, pero también
puede ser hereditario (con una incidencia menor del 10 %) y
familiar (con hasta un 25 % de los nuevos casos). Algunos de
los factores de riesgo para la aparicion del cancer de colon
son la existencia previa de ciertas patologias como poliposis
adenomatosa, sindrome de Linch, o enfermedades
inflamatorias del colon (como la colitis ulcerosa o enfermedad
de Chron), y por ultimo la dieta, que tiene también gran
influencia [111].

En la aparicion del cdncer de colon intervienen
mutaciones en varios genes [112, 113]. En los casos
hereditarios, se encuentra como responsable una mutacién
en el gen APC [114, 115], que da lugar a una poliposis
adenomatosa familiar y posteriormente al desarrollo del
cancer de colon. En otros casos hereditarios no aparece
poliposis, pero se encuentran mutados genes reparadores
como el MSH2 y el MLH1 [114]. Otro gen frecuentemente
mutado es el oncogén K-ras [116, 117], con lo que se estimula

el crecimiento de las células tumorales. En muchos casos
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también se ha visto mutado el gen supresor de tumores que
codifica la proteina p53 [118, 119].

Los estudios sobre la influencia de los compuestos
fendlicos en el cancer de colon estdn adquiriendo cierta
relevancia en los Ultimos afos. Actualmente se han estudiado
compuestos fendlicos individuales, como la quercetina, el
acido eldgico o el acido clorogénico o matrices vegetales,
como por ejemplo el té verde o el aceite de oliva para
combatir este tipo de cdncer [120-124].

En este sentido cabe destacar la importancia del
romero, una de las matrices estudiadas en esta memoria, en
la prevencidn y tratamiento del cancer. Ya en la década de los
90 el grupo de alimentacion Nestlé publicé diversos estudios
que apuntaban la capacidad quimiopreventiva de los
compuestos de romero en diferentes lineas celulares, y tenian
como objetivo desarrollar sistemas modelo in vitro adecuados
para el estudio a nivel celular y molecular de los mecanismos
quimipreventivos y toxicologicos de estos compuestos
naturales. [125, 126]. Paralelamente otros estudios
demostraron la capacidad de los compuestos de romero de
inhibir la iniciacion y promociéon de tumores cutaneos
inducidos en ratones, o la actividad antitumoral frente al

cancer de mama en ratas [29, 127]. Los datos derivados de
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estos estudios apuntan a varios mecanismos moleculares
qguimiopreventivos de los compuestos de romero. Por un lado
la capacidad antioxidante de estos compuestos evita la
formacién de aductos en el ADN. Sin embargo por otro lado,
diversas evidencias apuntan a que los efectos mostrados van
mas alld de su potente actividad antioxidante, pudiendo
actuar sobre la expresion y/o actividad de enzimas
detoxificadoras hepdticas de fase | (las cuales pueden
provocar la activacion metabdlica de  sustancias
procarcindgenas y su transformacion en carcinégenos finales)
y de fase Il (las cuales pueden inhibir el proceso de activacion
de procarcinégenos producido por las enzimas de fase |) [128,
129]. Esto también se ha corroborado en estudios mas
recientes sobre el efecto de compuestos del romero en lineas
de leucemia y cancer de colon, donde se han realizado un
estudio transcriptomico con ayuda de microarrays y un
estudio metabolémico mediante CE/UPLC-TOF-MS. En ellos se
puso de manifiesto por una parte, diferencias
transcripcionales que mostraban la activacion de genes que
codifican las enzimas antioxidantes y detoxificadores de fase
Il, y por otra diferencias en los perfiles metabdlicos, ambos
indicios de que los polifenoles de romero poseen un efecto

guimiopreventivo sobre distintas lineas celulares [130, 131].
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3.2.2 Infeccion microbiana.

Una infeccion se define como la colonizacién de un
organismo huésped por especies patdgenas, viéndose
afectadas el correcto funcionamiento y supervivencia del
huésped. Este proceso de infeccién puede ser localizado,
cuando sélo se ve afectado parte del organismo huésped, o
generalizada si esta infeccion estd extendida por todo el
huésped.

Hay multitud de factores que afectan la aparicion y
desarrollo de una infeccidn, las principales son la via de
entrada del organismo patogeno, la carga bacteriana, el
periodo de incubacién, la virulencia, toxicidad y poder
invasivo del patégeno, asi como el estado inmune del
huésped. Cuando se produce el proceso infeccioso, los
patégenos comienzan a reproducirse rdapidamente en el
organismo huésped, excretando toxinas que dafan los
tejidos, lo que provoca la afluencia de neutrdfilos o gldbulos
blancos que fagocitaran a estos microorganismos agresores,
lo que desencadena una respuesta inflamatoria asociada a la
infeccion.

Las bacterias pueden dividirse en dos grandes grupos
dependiendo de su envuelta celular, al responder de manera

positiva o negativa a la tincion de Gram. Pueden encontrarse
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bacterias Gram positivas, cuando se tifien de azul en la tincidn
de Gram, gracias a la presencia deuna uUnica membrana
lipidica y una gruesa pared de peptidoglicanos, como es el
caso de Staphylococcus aureus; o bacterias Gram negativas,
como Escherichia coli, las cuales no se tifen de azul en la
tincion de Gram debido a la presencia de una membrana
lipidica externa recubierta de polisacaridos que rodea a una
membrana ilipidica interna, existiendo entre ambas una fina
pared de peptidoglicanos (Figura 10).

En la actualidad existen una gran variedad de
tratamientos para erradicar los microorganismos patégenos
que afectan a los humanos.Sin embargo, estos tratamientos
fracasan en muchas ocasiones debido a la resistencia a los
farmacos que son capaces de desarrollar estos patdgenos
causados en parte por el uso indiscriminado que se realiza de
estos agentes antimicrobianos. Por esta razén existe una
urgente necesidad de desarrollar nuevas sustancias que
posean gran actividad antimicrobiana para el desarrollo de

nuevos tratamientos. [132].
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Membrana celular externz

Bacteria Gram - : ALU- LN
(Escherichia coli) v Ve L., Peptidoglicanos

Membrana celular interna

Bacteria Gram +

Peptidoglicanos
(Staphylococcus aureus)

Membrana celular

Figura 10. Tincidon de Gram (izquierda) y esquema simplificado de la pared
celular (derecha) de una bacteria Gram negativa como E. coli (superior)

y una bacteria Gram positiva como S. aureus (inferior)

Es de especial interés estudiar el potencial
antibacteriano de distintas matrices vegetales que ayuden a
combatir o frenar estas infecciones, con el objetivo de
desarrollar nuevos tratamientos que usen los componentes
activos de estas plantas solos o combinados con los
tratamientos tipicos basados en antibidticos. Numerosos
estudios se han llevado a cabo para tal fin ensayando
multitud de matrices vegetales ricas en compuestos fendlicos
[133-136]. Las conclusiones derivadas de estos estudios
ponen de manifiesto que los compuestos fendlicos que
poseen un grupo galoil en su estructura, como es el caso de la

epigalocatequina galato, manifiestan una potente actividad
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antimicrobiana. Por otro lado, la actividad antibacteriana de
los compuestos fendlicos ha sido también relacionada con su
polaridad, ya que cuanto mayor sea su hidrofobicidad mas
facilmente penetran en el interior celular a través de la
membrana. También se ha puesto de manifiesto una
tendencia general de la actividad antibacteriana de los
compuestos fendlicos, por lo general su efecto
antimicrobiano es superior frente a bacterias gram positivas,
ya que las bacterias gram negativas dificultan la
permeabilizacion de los polifenoles al poseer una capa de
lipopolisacdridos que recubren su membrana lipidica externa.

En el caso del Hibiscus sabdariffa, matriz vegetal para
la cual hemos estudiado su actividad antimicrobiana, se ha
visto cierta relaciéon entre algunos compuestos fendlicos
presentes en su composicidon y su actividad antimicrobiana.
En este sentido la quercetina, ha mostrado ser un potente
agente antimicrobiano, mostrando efectos sinérgicos con
eritromicina frente Propionibacterium acnes [137]. Otros
compuestos presentes en esta matriz, como el acido
protocatecuico ha mostrado una potente actividad frente a
Enterobacter cloacae yHelicobacter pylory [138], también ha
sido descrita la actividad antimicrobiana del dcido clorogénico

en literatura.
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3.2.3 Obesidad.

La obesidad se define como una enfermedad crdénica
multifactorial caracterizada por un aumento de masa grasa, y
por lo tanto también de peso corporal, como consecuencia de
un balance energético positivo mantenido en el tiempo.
[139]. El incremento de peso supone normalmente un
aumento de las reservas del organismo en forma de grasa
dentro de las células del tejido adiposo, produciéndose como
consecuencia un aumento del numero de adipocitos
(hiperplasia) y del tamafio de los mismos (hipertrofia).

La obesidad se considera una de las alteraciones
metabdlicas de mayor repercusién desde el punto de vista
sanitario, econémico, social e incluso psicolégico del enfermo
[140]. Esta enfermedad tiene un origen multifactorial,
abarcando, entre otros, factores genéticos, neuroendocrinos,
dieta, sedentarismo, y el uso de algunos farmacos
(antidepresivos, anticonceptivos o glucocorticoides).

Actualmente este trastorno se define como pandemia,
con creciente prevalencia, y supone una grave amenaza para
la salud publica debido al riesgo de desarrollar enfermedades
asociadas como la diabetes, hipertension, enfermedades

cardiovasculares, alteraciones inflamatorias, aumento del
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riesgo de padecer cancer, insuficiencia respiratoria vy
osteoartritis, entre otras (Figura 11).

Se han llevado a cabo numerosos estudios utilizando
extractos vegetales y compuestos fenélicos purificados con el
objetivo de prevenir o disminuir la obesidad. Cabe destacar
los que usaron flavonoides extraidos del té, mayoritariamente
catequinas como la epigalocatequina galato (EGCG),
quedemostraron que diversos extractos de hojas de té
poseen una importante actividad hipolipemiante en ratas
[141]. También se ha observado que la administracion
intraperitoneal de EGCG
provocd una disminucidon de
peso corporal en ratones
alimentados con una dieta rica
en grasa [142], e inhibid la
proliferacion de forma dosis-
dependiente en adipocitos
3T3-L1 [143]. En resumen, los
mecanismos moleculares

encontrados muestran que los

compuestos fendlicos del té

Figura 11. Enfermedades

relacionadas con la obesidad ayudan a prevenir la obesidad

modulando la absorcion de
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glucosa en el tejido adiposo y en el musculo esquelético,
ademas de suprimir la expresién de factores de transcripcion
relacionados con la adipogénesis [144].

Muchos otros polifenoles como flavanoles, taninos y
chalconas inhiben la lipasa pancreatica (LP) [145-147], clave
en la digestion de los triglicéridos al ser la responsable de la
hidrolisis del 50-70 % de las grasas ingeridas cuando es
secretada en el duodeno [145]. También se ha observado que
las proantocianidinas bloquean la absorcion de lipidos
procedentes de la dieta disminuyendo asi la concentracion de
triglicéridos en plasma [148], e inhiben enzimas digestivos
como la amilasa, lipasa y tripsina [149]. Otros compuestos
fendlicos con demostrada bioactividad frente a la obesidad
son los polifenoles presentes en la uva [150-152], las
catequinas del té verde [153], la curcumina [154, 155], y la
qguercetina [151]. En el caso del Hibiscus sabdariffa, se ha
observado que extractos de esta planta inhiben la oxidacién
de las LDL, y disminuyen la concentracion sérica de
triglicéridos, colesterol y LDL-colesterol en modelos animales

[156, 157].
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3.3 Ensayos in vitro para la evaluacion de
bioactividad.

Para la evaluacion de la bioactividad de un extracto
vegetal o de sus componentes se necesita estudiar su eficacia
y mecanismo de accion en las diferentes patologias que se
pretende abordar. Para ello es necesario el uso de diferentes
ensayos in vitro e in vivo que nos acerquen a comprender
como actuaran frente a una patologia en el organismo. Por un
lado, los ensayos in vitro se definen como aquellos que se
realizan fuera de un sistema vivo y en un ambiente
controlado. Por el contrario, los ensayos in vivo son los que se
realizan en organismos vivos, como su propio nombre indica.

Ambos tipos de ensayos tienen sus ventajas e
inconvenientes, dado que en la presente memoria sélo se
utilizan ensayos in vitro nos centramos en las ventajas e
inconvenientes que estos presentan frente a los ensayos in
vivo. Las principales ventajas se detallan a continuacién:

e Ambito ético y moral: la experimentacién animal
suscita en la sociedad cierta animadversién por
lo que ello supone, y es por esto que este punto
tal vez sea la mayor ventaja frente a los ensayos

in vivo.
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e Ambito legal: segln se recoge en el Directiva del
Consejo 86/609/CEE y en el Real Decreto
1201/2005, “no deberd realizarse un
experimento con animales si se dispone de otro
método  cientificamente  satisfactorio y
contrastado que permita obtener las mismas
conclusiones sin implicar la utilizacion de
animales.”

e Ambito econdmico: el uso y mantenimiento de
los animales de experimentacién conlleva un
coste mucho mas elevado que el de los ensayos

100 in vitro.

e Ambito cientifico: los ensayos in vitro permiten
una gran versatilidad en el disefio experimental
y la realizacion de un numero elevado de
réplicas, su monitorizacion y automatizacion,
obteniendo asi resultados de forma rapida vy
fiable. Esto es mas dificil cuando se utilizan
animales de experimentacion, ya que la
variabilidad bioldgica existente entre ellos hace
gue los resultados no siempre sean totalmente

reproducibles, ademds de que se necesita de
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personal muy cualificado para planificar y llevar

a cabo los experimentos.

Por el contrario los principales inconvenientes de los
ensayos in vitro estriban en una necesidad de validacién de
los métodos y la imposibilidad en muchas ocasiones de
extrapolar los resultados, ya que no se tiene en cuenta el
organismo al completo y no se pueden estudiar por tanto
patologias paralelas, reacciones adversas y otras
complicaciones que a menudo pueden desarrollarse en un
organismo vivo. Ademas en el caso de nuevos compuestos
bioactivos el estudio de la dosis y posologia, la cinética de
absorcion y metabolismo, o las incompatibilidades y efectos
secundarios sélo pueden estudiarse en animales de
experimentacion. También son necesarios los animales de
experimentacion en otro tipo de estudios, como en los
realizados para establecer la eficacia de vacunas, estudiar las
respuestas conductuales a psicofarmacos, a implantes, o para

producir anticuerpos mono y policlonales, entre otros.

3.3.1 Determinacion de la capacidad
anticancerigena.

Para la valoraciéon de los efectos anticancerigenos de

extractos de plantas que contienen compuestos bioactivos se
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suelen realizar cultivos celulares in vitro en los que se
estudian la viabilidad, proliferacion y supervivencia celular en
modelos de distintos tipos de cancer.Para ello se llevan a cabo
ensayos de viabilidad con azul de tripan y de proliferacién
celular con MTT, asi como analisis del ciclo celular mediante

citometria de flujo, los cuales vamos a comentar brevemente.

e Ensayo de azul de tripan.

Este ensayo de viabilidad permite diferenciar las
células vivas de las muertas gracias a que el colorante usado,
el azul de tripan, no es absorbido por las células vivas, que al
tener la membrana intacta son muy selectivas respecto a los
compuestos que dejan penetrar la misma. Sin embargo este
colorante atraviesa la membrana de las células muertas, que
se muestran de un distintivo color azul bajo el microscopio.
Debido a que las células vivas son excluidas de la tincion, este

método también es llamado método de tincidn por exclusion.

e Ensayo de reduccion del MTT.

Este método simple se usa para determinar Ila

viabilidad celular, condicionada por el numero de células
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viables presentes en el cultivo, que puede determinarse
mediante la formacién de un compuesto coloreado , debido a
una reaccion que tiene lugar en las mitocondrias de las células
viables [158]. Para ello se utiliza el bromuro de 3(4,5-dimetil-
2-tiazoil)-2,5-difeniltetrazélico (MTT), que es captado por las
células y reducido por la enzima succinato deshidrogenasa
mitocondrial formando un compuesto insoluble, el formazan.
Este producto de reaccion queda retenido en las células,
pudiendo liberarse mediante la lisis de las mismas, de manera
gue puede ser cuantificada la cantidad de MTT reducido
mediante un método colorimétrico, ya que se produce como
consecuencia de la reaccidon un cambio de coloracion del
amarillo al azul [159].

La capacidad de las células para reducir al MTT
constituye un indicador de la integridad de las mitocondrias, y
su actividad funcional es interpretada como una medida de la
viabilidad celular. La determinacidon de la capacidad de las
células de reducir el MTT a formazan después de su
exposicidon a un compuesto permite obtener informacién

acerca de la toxicidad del compuesto que se evalla.
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e Analisis del ciclo celular mediante citometria de

flujo.

La citometria de flujo es una técnica de analisis celular
multiparamétrico que permite la medida simultdnea de
multiples caracteristicas celulares al hacer pasar una
suspension de células alineadas una a una por delante de un
haz laser focalizado. Algunos de los parametros que pueden
medirse, son el tamafio y forma celular, la granularidad del
citoplasma, la estructura del citoesqueleto, el contenido de
pigmentos o proteinas totales, o el contenido de ARN y ADN ,
entre otros.

Para la determinacion del contenido de ADN se utiliza
una sustancia fluorescente o fluorocromo, que se une
estequiométricamente con el ADN. Las células marcadas
fluorimétricamente se introducen en el citémetro de flujo,
donde el fluorocromo es excitado a una determinada longitud
de onda y emite fluorescencia, sefial analitica que se puede
relacionar con la cantidad de ADN presente en cada célula.

Dado que el contenido de ADN es dependiente de la
fase del ciclo celular en la que se encuentre la célula, a
excepcion de las fases G2 y M, este analisis puede indicarnos

la fase del ciclo en la que se encuentra cada organismo.
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Ademas, el marcage de ciertas proteinas especificas de cada
fase del ciclo con anticuerpos unidos a fluorocromos permite
establecer con mayor precision la fase del ciclo celular en la

gue se encuentra la célula.

3.3.2Determinacion de la capacidad
antimicrobiana.

Para el estudio de la capacidad antimicrobiana de
extractos vegetales o compuestos fendlicos se realizan
ensayos antimicrobianos con el objetivo de calcular la
concentracion minima inhibitoria (MIC50) del extracto vegetal
o del compuesto a la cual el 50 % de las bacterias mueren.
Generalmente estos ensayos se realizan utilizando Escherichia
colicomo modelo de bacteria gram negativa y Staphylococcus
aureus como bacteria gram positiva.

El fundamento de esta determinacién consiste en
incubar las bacterias en un medio de cultivo basado en agar a
37 °C en presencia de diferentes concentraciones del
extracto. Se usa como colorante una sal de tetrazolio, el
cloruro de 2-(p-iodofenil)-3-(p-nitrofenil)-5-feniltetrazolio
(INT), que se reduce rapidamente por las deshidrogenasas de
la cadena de transporte de electrones asociada a |la

respiracion de las bacterias.Esta sal, al reducirse, precipita
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formando un complejo insoluble de color rojo intenso, que
puede detectarse espectrofotométricamente a una longitud
de onda de 570 nm.

Otra forma de determinar la actividad antimicrobiana
es el denominado método de Kirby-Bauer o de difusion en
agar, que consiste en inocular una cantidad estandarizada de
bacterias sobre una placa de agar, sembrandolas de manera
pareja para obtener un “césped bacteriano”. A continuacion
se colocan discos de papel de filtro impregnados con
concentraciones conocidas de las sustancias a ensayar, y se
incuba la placa. Trascurrido el periodo de incubacidn, los
halos de inhibicion formados se miden, cuanto mayor sea
dicho halo mayor serd la actividad antimicrobiana del agente

estudiado.

3.4 Absorcion, metabolismo Yy
biodisponibilidad de compuestos fendlicos.

Para poder establecer una relacion directa entre el
consumo de compuestos fendlicos y un efecto beneficioso en
la prevencion y tratamiento de diversas enfermedades, es
vital entender el proceso de absorcion, metabolismo y

biodisponibilidad de estos compuestos en el organismo, lo
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que les permitird que alcancen los tejidos diana donde
ejerceran su accion.

El concepto de biodisponibilidad expresa la fraccién de
la dosis administrada o ingerida de un compuesto que accede
en forma inalterada a la circulacion sistémica y la velocidad a
la que se produce, alcanzando de esta manera los tejidos
diana donde ejerceran su accion. De forma general, la
biodisponibilidad de los polifenoles va a estar determinada
por la facilidad que tengan estos compuestos de atravesar la
barrera epitelial del intestino, las modificaciones metabdlicas
qgue sufran durante este proceso, y su eliminacién antes de
alcanzar los tejidos diana.

Una vez ingeridos los compuestos fenodlicos, llegan al
intestino delgado, donde se produce su absorcion mediante
procesos de difusion pasivos y activos. La mayoria de
compuestos fendlicos, a excepcion de las agliconas, no
pueden ser absorbidos en su forma nativa ya que se
encuentran formando ésteres, glicdsidos o polimeros, vy
necesitan de una hidrdlisis previa que dé lugar a la aglicona
correspondiente.En las células epiteliales existen dos rutas
por las cuales los compuestos fendlicos conjugados con
glucosa se hidrolizan, denominados “LPH/difusion” vy

“Transporte/CBG” [160]. En el primero, la hidrdlisis se
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produce en el borde en forma de cepillo de las células
epiteliales del intestino delgado por accion de la lactasa
floricin-hidrosilasa (LPH). La LPH muestra una elevada
especificidad por los flavonoides-O-B-D-glucésidos, los cuales
una vez hidrolizados pueden penetrar en las células
epiteliales mediante difusion pasiva gracias al aumento de su
lipofilicidad. En el segundo mecanismo, la hidrdlisis es
producida en el interior de los enterocitos por la fB-
glucosidasa citosdlica (CBG), para lo cual los compuestos
glucosados deben penetrar al interior de las células
epiteliales, posiblemente a través del transportador de
glucosa dependiente de sodio (SGLT1).

Por tanto, en esta primera etapa solo las agliconas y
algunos glucésidos son absorbidos en el intestino delgado, el
resto de compuestos fendlicos ingeridos pasan al intestino
grueso donde la microbiota del colon hidroliza los conjugados
produciendo las agliconas. En este proceso la eficiencia de la
absorcion de las agliconas se reduce por dos razones, la
primera es que estas agliconas pueden seguir degradandose
por accidon de la microbiota generdndose acidos aromaticos
simples, y la segunda es que la zona de intercambio en el
colon es mds pequeiia y hay una menor densidad de sistemas

de transporte.
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Las agliconas absorbidas en el intestino delgado, antes
de pasar al torrente sanguineo pueden sufrir una serie de
transformaciones por accion del metabolismo de fase | y de
fase I, proceso de desintoxicacion metabdlica comun a
muchos xenobidticos para restringir su toxicidad potencial y
facilitar su eliminacién biliar y urinaria mediante un aumento
de su hidrofilicidad. En la fase | del metabolismo, las
reacciones que tienen lugar son oxidaciones y reducciones
producidas por la accién del sistema enzimdatico del citocromo
P450. La fase Il del metabolismo consiste en reacciones de
conjugacién que originan metabolitos metilados, sulfatados,
y/o glucuronidados, mediante la accion de las enzimas
catecol-O-metiltransferasas (COMT), las sulfotransferasas
(SULT) y las uridin-5-O-difosfato glucuroniltransferasas
(UGTs), respectivamente. Otras enzimas que catalizan
reacciones de acetilacién (N-acetiltransferasas), y de
conjugacion con el glutatién (glutation transferasas), no
tienen demasiada importancia en el metabolismo de los
compuestos fendlicos y su papel es minoritario (Figura 12).

[161].
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Lumen Intestinal

Al colon
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microbiota)

Figura 12. Esquema del proceso de absorcién de los compuestos

fendlicos glicosados y su transformacién metabdlica

Estos mecanismos de conjugacién son altamente
eficaces, y las agliconas estdn ausentes en el torrente
sanguineo o presentes en muy bajas concentraciones cuando
se ingieren estos compuestos en dosis consideradas
nutricionales. Bien es cierto, que pueden encontrarse a altas
concentraciones cuando se saturan los mecanismos de
conjugacién por una dosis ingerida elevada, como es el caso

de dosis farmacoldgicas. [162].
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Los metabolitos formados en los enterocitos pueden
en ocasiones volver al lumen del intestino delgado a través de
los transportadores ABC (complejo de unién a ATP), o por lo
general pasar al torrente sanguineo, llegando al higado junto
con las agliconas absorbidas en el colon, donde pueden sufrir
posteriores transformaciones metabdlicas tanto de fase |

como de fase Il antes de ser excretadas.

4. Determinacion de compuestos fendlicos.

Como ya se ha indicado, los compuestos fendlicos
naturales constituyen un grupo compuestos de gran
complejidad, que abarca desde moléculas simples, como son
los acidos fendlicos, hasta compuestos altamente
polimerizados, como es el caso de los taninos. A esta
complejidad se suma el hecho de que en la naturaleza se
presentan principalmente en forma conjugada, con uno o mas
residuos de azucar unidos a los grupos hidroxilo. Ademas, los
azucares asociados pueden presentarse como monosacaridos,
disacaridos e incluso oligosacaridos. Aunque la glucosa es el
residuo de azlcar mas comun, también pueden unirse a
galactosa, ramnosa, xilosa y arabinosa, asi como a acidos

glucurdnico y galacturénico, entre muchos otros. Son
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comunes también las asociaciones con otros compuestos
tales como dacidos carboxilicos y organicos, aminas vy lipidos,
asi como las uniones con otros fenoles [163].

En consecuencia, la identificacion de los compuestos
fendlicos presentes en una matriz de origen vegetal o en una
muestra de origen bioldgico, es una tarea sumamente
compleja que requiere el empleo conjunto de técnicas
analiticas sofisticadas que nos ofrezcan informacién
complementaria. En general, un procedimiento analitico para
caracterizacion de compuestos fendlicos implica tres etapas
basicas: tratamiento de muestra, separaciéon analitica vy
finalmente su deteccién e identificacion. A continuacién se
detallan cada una de estas etapas del procedimiento

analitico.

4.1 Tratamiento de muestra para |la
determinacion de compuestos fenolicos.

La etapa de tratamiento de muestra es una de las mas
cruciales dentro del proceso analitico, de ella depende en
gran medida la calidad y reproducibilidad de los resultados
analiticos.

Para el caso concreto de la determinacion de

compuestos fendlicos, el tratamiento de muestra esta
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orientado a extraer dichos compuestos de la matriz en la que
se encuentren, ya sea vegetal (donde suelen estar dentro de
estructuras y células vegetales de donde debemos extraerlos)
o de origen bioldgico (donde pueden estar unidos a diversos
compuestos, como proteinas, que pueden interferir en la
determinacion). Durante esta etapa de tratamiento de
muestra, es necesario eliminar todos los interferentes
presentes en la matriz que puedan afectar en |Ia
determinacion, asi como asegurarse de que la muestra se
convierta en un extracto compatible con la técnica analitica
qgue se va a utilizar para la determinacién. En el caso de
muestras de origen biolégico, como plasma, suero u orina, la
concentracion de compuestos fendlicos que se encuentran en
estos fluidos bioldgicos es baja, por lo que es frecuente que
en el tratamiento de muestra se incluya una etapa de
preconcentracion con el objetivo de que estos compuestos
superen los limites de deteccion o cuantificacidon de la técnica
analitica.

A continuacién en la Figura 13se resumen los
principales procedimientos y técnicas de tratamiento de
muestra para la determinacién de compuestos fendlicos en

matrices de origen vegetal y bioldgico.
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SISTEMAS DE EXTRACCION

Extraccidn con Extraccion con

Filtracion ;
disolventes fases solidas

Extraccion en fase
solida (SPE)

e e Extraccién sélido-
liquido (SLE)
Extraccion liquido-
liquido (LLE)
Extraccion con fluidos
presurizados (PLE)
Extraccion con fluidos
supercriticos (SFE)
Extraccion asistida por
microondas (MAE)

Figura 13. Diagrama de los principales sistemas de extraccion.

Microextraccion en

Dialisis fase sélida (MSPE)

114

4.1.1Extraccion de compuestos
fenolicos en matrices vegetales.

Las matrices vegetales son por lo general muy
complejas, por lo que normalmente no es posible abordar el
analisis directo de la matriz en su conjunto y es necesario un
paso previo de extraccidon de los componentes de interés, en

este caso, los compuestos fendlicos. Un proceso de extraccidon
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consiste en la separacion de dichos compuestos de interés de
una matriz solida o liquida basandonos en la diferencias de
solubilidades relativas de estos compuestos frente al resto de
componentes de la matriz.

Este proceso de extraccidn es especialmente critico
cuando se realizan andlisis cuantitativos. En el caso de los
compuestos fendlicos es un paso de vital importancia ya que
su distribucion tisular en las plantas no es uniforme,
encontrdndose en niveles elevados en las partes externas.
Ademds a nivel celular, estos compuestos se localizan
fundamentalmente en las vacuolas en el caso de los
polifenoles hidrofilicos o en las paredes celulares en el caso
de los polifenoles insolubles [164].

Generalmente, antes de llevar a cabo el proceso de
extraccion de los compuestos fendlicos, se somete a las
matrices vegetales a un proceso de homogenizacién, seguido
de distintos procesos de secado, liofilizacion o congelacién.
Una vez que la muestra ha pasado por estas etapas previas
estd preparada para someterlaal proceso de extraccion.
Existen numerosos factores que afectan a la etapa de
extraccion, siendo algunos de los mas importantes el tipo de

disolventes empleados, temperatura, presién, nimero de
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ciclos de extraccion, etc.,, aunque la influencia de estos
factores dependera del tipo de técnica seleccionada.
Actualmente han sido descritos en bibliografia
numerosos procedimientos para la extraccién de compuestos
fendlicos en matrices vegetales, en su mayoria utilizando
extraccion liquido-liquido (LLE) y extraccion sdlido-liquido
(SLE) [165]. En este tipo de extracciones juega un papel
decisivo la solubilidad de los compuestos fendlicos en los
disolventes utilizados. Esta solubilidad esta condicionada por
la naturaleza quimica del compuesto, que en el caso
particular de los polifenoles puede variar segun la familia a la
que pertenezcan. También hay que tener en cuenta las
posibles interacciones con otros componentes de la matriz,
como azucares o proteinas, lo cual puede dar lugar a
complejos bastante insolubles. Los disolventes mads utilizados
suelen ser alcoholes (metanol, etanol, propanol),
dimetilformamida, acetona, acetato de etilo y sus
combinaciones. Sin embargo, para la extraccion de
compuestos mas polares, como acidos fendlicos que no
suelen extraerse con disolventes orgdnicos, a menudo se
utilizan mezclas de estos disolventes con distintas
proporciones de agua. Factores como la temperatura, el

tiempo de extraccidn, el nUmero de extracciones sucesivas, la
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proporcién entre volumen de disolvente y la cantidad de
muestra o las caracteristicas de la misma, son determinantes
en la recuperacion de los compuestos fendlicos en este tipo
de extracciones. [166, 167].

En ocasiones durante estas extracciones otros
compuestos no deseados, como azucares, acidos organicos o
proteinas pueden co-extraerse junto a los compuestos
fendlicos, por lo que estas etapas de extraccion pueden ir
seguidas de otra etapa adicional de purificaciéon, como puede
ser una extraccion en fase sdlida (SPE), que generalmente se
suele realizar utilizando como fase sélida rellenos de fase
reversa como C-8 o C-18 [168].

Estas técnicas de extraccidn convencionales presentan
una serie de inconvenientes: tienen baja selectividad vy
porcentajes de recuperacién, son muy laboriosas y requieren
mucho tiempo, y ademds utilizan grandes cantidades de
disolventes que en muchos casos pueden ser téxicos. Debido
a estos inconvenientes, en los ultimos afos estas técnicas
convencionales se han ido sustituyendo por métodos de
extraccidon mas novedosos, que por lo general utilizan alguna
fuente de energia para aumentar la transferencia de los
analitos al disolvente. Ademas también se buscan técnicas

gue sean mas cuidadosas con el medio ambiente y no utilicen
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disolventes organicos. En el caso de los compuestos fendlicos
la extraccion con fluidos presurizados (PLE), la extraccidn con
fluidos supercriticos (SFE), y la extraccién asistida por
microondas (MAE), se han utilizado para extraer este tipo de
compuestos de matrices vegetales [169].

Se puede concluir que debido a la amplia variedad de
estructuras y propiedades de los compuestos fendlicos, su
distribucion desigual en la planta y el hecho de que puedan
encontrarse unidos a otros compuestos en las matrices
vegetales, no es posible hablar de procedimientos de
extraccion generales, sino que la eleccion de un
procedimiento concreto dependera de la matriz de la que se
trate, de los compuestos que se quieran determinar y del tipo
de informacidn que se desee obtener (cualitativa o
cuantitativa) [170]. De todos los sistemas de extracciéon
utilizados para este fin (Figura 13), cabe destacar la extraccién
con fluidos presurizados (PLE), la extraccién con fluidos
supercriticos (SFE), y la extracciéon asistida por microondas
(MAE),tres técnicas muy novedosas quese detallan a
continuacion y que fueron utilizadas en esta memoria para

obtener extractos de romero con diferente composicion.
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e Extraccion con Fluidos Presurizados (PLE).

La PLE se basa en la extraccidn a temperatura y presion
suficientemente elevadas para mantener el disolvente en
estado liquido durante todo el proceso de extraccion. Existen
diferentes denominaciones para esta técnica: extracciéon
acelerada con disolventes (ASE), extraccion con fluidos
presurizados (PLE), extraccion con disolventes calientes
presurizados (PHSE), extraccion con disolventes a elevada
presion (HPSE), extraccion con disolventes a elevadas
presiones y elevadas temperaturas (HPHPSE) y extraccidn
subcritica con disolventes (SSE). También hay que destacar
gue cuando se emplea agua como disolvente de extraccion,
los autores tienden a usar una terminologia diferente para
resaltar el uso de este disolvente no agresivo con el medio
ambiente, usando términos como extraccion con agua
subcritica (SWE), extraccion con agua caliente (HWE),
extraccidon con agua caliente presurizada (PHWE) y extraccién
con agua a elevadas temperaturas (HTWE). El uso de tan
variada terminologia puede dar lugar a confusién, por lo que
en esta tesis se usara la designaciéon PLE que es la mas

ampliamente aceptada.
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En la PLE la muestra se pone en contacto con el
disolvente empleado para la extraccién a elevadas presiones y
temperaturas (por encima del punto de ebullicion del
disolvente). Al trabajar con temperaturas elevadas se mejora
la solubilidad de los analitos en el disolvente y se aumenta la
cinética de desorcion de los mismos en la matriz donde se
encuentran.

La PLE puede llevarse a cabo en dos modos: estatico y
dindmico. En el modo estatico, la muestra y el disolvente se
mantienen durante un tiempo programado por el usuario a
una presion y temperatura constantes; mientras que en el
modo dindamico el disolvente fluye a través de la muestra de
una forma continua. En la mayoria de los casos el modo
dindamico usa agua como disolvente de extraccién. Algunos
estudios han demostrado que la combinacion de ambos
modos puede mejorar la eficiencia de las extracciones.

El diagrama esquematico de un equipo de PLE se

muestra en la siguiente Figura 14:
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Diagrama esquematico del equipo de PLE.

Figura 14. Diagrama esquematico de un equipo de PLE.

Antes de introducir la muestra en la celda de
extraccidon es necesario llevar a cabo un pre-tratamiento. Este
proceso generalmente consiste en una molienda y posterior
tamizado, ya que la difusiéon de los analitos de la matriz al
disolvente aumenta considerablemente al reducir el tamafio
de particula. El secado de la muestra también es un factor
importante, ya que la humedad puede disminuir
considerablemente la eficiencia del procedimiento de
extraccidon, especialmente cuando se usan disolventes no
polares. En estos casos es habitual incorporar algin agente
desecante en la celda de muestra, los mas comunes son el

sulfato sddico, la tierra de diatomeas o la celulosa; aunque
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también se suelen emplear hornos a presidon o secado
mediante congelacion o liofilizacion, aunque éstas ultimas no
son recomendables en el caso de compuestos volatiles.

La optimizacion del procedimiento de extraccion
comienza con la eleccion del disolvente de extraccidén, que
debe ser capaz de solubilizar los analitos de interés,
minimizando la co-extraccion de otros componentes de la
matriz. En esta eleccidon es muy importante tener en cuenta la
volatilidad del disolvente y la compatibilidad con las
siguientes etapas de tratamiento de muestra, como podrian
ser limpieza, pre-concentraciéon o la propia técnica analitica
gue se vaya a emplear. En cuanto a la polaridad del disolvente
ésta deberia ser parecida a la de los compuestos de interés, y
en el caso de que los analitos abarcaran un amplio rango de
polaridad las mezclas de disolventes de baja y alta polaridad
suelen proporcionar extracciones eficaces, aunque también
existe otra alternativa, que consiste en llevar a cabo dos
extracciones PLE, una con un disolvente no polar y otra con
un disolvente polar.

Algunos autores han logrado mejorar el proceso de
extraccion mediante la adicién de modificadores al disolvente
utilizado, como pueden ser tensioactivos, dcidos o bases,

sobre todo en el caso de que se usen disolventes organicos.
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Otras condiciones de extraccion que pueden
optimizarse son el tamafo de particula de muestra, volumen,
naturaleza y flujo del disolvente, temperatura, tiempo de
extracciéon, numero de ciclos y presidon. De todas ellas la
naturaleza del disolvente y la temperatura son generalmente
las que ejercen una mayor influencia.

Algunas ventajas que presenta esta técnica de
extraccién son:

v Es mas réapida que los procedimientos de
extracciéon convencionales con liquidos, su
duracién suele ser menor de 15 minutos.

v' Se realiza un minimo empleo de disolventes
organicos.

v' Se obtienen mayores rendimientos que con
técnicas de extraccidén tradicionales.

v’ La extraccién se realiza en condiciones libres de
oxigeno y luz, lo que lo hace especialmente dutil
para sustancias que se oxiden facilmente o que
sean fotosensibles.

v Permite extracciones eficaces
independientemente de la matriz.

v' Es automatizable y permite extraer muestras

secuencialmente.
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v' Ademds al no requerir etapas adicionales de
filtracion, puesto que la matriz queda separada
del disolvente usado en la extraccidon, es un
punto a favor que nos permite el acoplamiento

on-line con alguna técnica separativa.

Sin embargo, presenta una serie de inconvenientes
como son:
x Extracciones poco selectivas.
x Requiere el empleo de temperaturas elevadas
(mas altas que en la extraccion con fluidos
supercriticos, SFE).

x El equipo tiene un precio elevado.

Desde su introduccién en 1996 sus aplicaciones se han
focalizado en la extraccion de contaminantes ambientales,
pero gracias a las ventajas que presenta, como la disminucion
en el volumen de disolvente consumido y en el tiempo de
extraccion, recientemente se estd introduciendo en
diferentes areas, como la biologia, el analisis farmacéutico y
la industria alimentaria. En el caso de los compuestos
fendlicos se ha utilizado la extraccidon con agua subcritica para

extraer antioxidantes del romero y la salvia, antocianinas de
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la piel de uva y diversos frutos rojos, catequinas de las hojas
de té y semillas de uvas, flavonas de la piel de naranja, o

lignanos de las semillas de lino, entre otros. [171]

e Extraccion con Fluidos Supercriticos (SFE).

A partir de estudios realizados esencialmente en los
ultimos cincuenta afos, se sabe que la solubilidad de una
sustancia depende criticamente de la densidad del disolvente,
de forma que, la solubilidad de una sustancia aumenta
cuando aumenta la densidad del disolvente a temperatura
constante.

Este razonamiento indica que se podria controlar el
poder disolvente del fluido si se pudiera variar a voluntad su
densidad. Podria pensarse "a priori" que un modo de lograrlo
seria modificar la presion del fluido. Sin embargo, basandonos
en el diagrama de fases, cuando se intenta esta maniobra
utilizando liguidos comunes y temperaturas cercanas a la del
ambiente, se observa que al disminuir la presion se alcanza un
valor de temperatura, propio de cada liquido, en que este
cambia abruptamente de fase, pasando al estado gaseoso,

proceso que estda acompafiado por un dramatico cambio de
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su densidad y, en consecuencia, de su capacidad de actuar
como disolvente.

Los fluidos supercriticos representan la respuesta a
este problema al poderse regular su capacidad como
disolventes de manera sencilla mediante variaciones de
presion y de temperatura, sin que ocurra la transicion de fase.
Esto sélo es factible cuando la temperatura del disolvente es
superior a la llamada temperatura critica (Tc), debido a que
en estas condiciones el liquido se convierte en un fluido
supercritico.

Se entiende como fluido supercritico (FSC) a aquella
sustancia que se encuentra a unas condiciones operativas de
presidon y temperatura superiores a las de su punto critico. Si
partimos de una mezcla liquido-vapor en equilibrio vy
aumentamos simultdneamente su presion y temperatura, al
aumentar la presiéon aumenta la densidad de la fase de vapor
y al mismo tiempo al aumentar la temperatura disminuye la
densidad de la fase liquida. Cuando se alcanza la temperatura
critica se adquieren valores de densidad y presion también
llamados criticos, que son caracteristicos de cada fluido, y en
estas condiciones el fluido se encuentra en el llamado punto
critico. Al llegar a este punto desaparece la fase vapor y

liguido, y tenemos una Unica fase denominada fase
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supercritica o fluido supercritico, en la que las propiedades de
la fase liquida y gaseosa se hacen tan similares como para ser
indistinguibles.

En estas condiciones, los FSC presentan propiedades
hibridas entre un liquido y un gas: presentan densidades
similares a los liquidos, viscosidades similares a los gases, y
difusividades intermedias entre los dos estados, propiedades
que les hacen poseer buenas caracteristicas como disolventes
y adecuadas propiedades de transporte. Por tanto, gracias a
su baja viscosidad y relativamente alta difusividad, los FSC
poseen mejores propiedades de transporte que los liquidos,
pueden penetrar mas facilmente a través de los materiales
sélidos, y como consecuencia la velocidad de transferencia
del soluto en el FSC es mayor permitiendo extracciones mas
rapidas. Ademads al ser compresibles, pequefios cambios de
presién pueden originar importantes cambios de densidad y
poder disolvente. [172].

Por tanto se puede decir que la naturaleza de un fluido
supercritico se encuentra a medio camino entre un gas y un
liguido. En la Figura 15, se muestra el diagrama de fases de
una sustancia pura: la regién supercritica no queda definida
por linea continua porque no tiene lugar cambio de fase. Hay

una transicién continua desde el estado liquido a FSC por
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aumento de la temperatura a presién constante, o desde el

estado gaseoso a FSC por incremento de la presion

temperatura constante

Presion

Fase solida

Presion critica
,
PCT .l

p Punto wiple;

Ttp

Liquido
conpresible

Fase
liquida

Fase gaseosa

Fluido supercritico

Punto critico

Vapor sobrecalentado

Temperatura
critica
TCT

-

Temperatura

Figura 15.Diagrama de fases de una sustancia pura.

a

Un hecho importante a tener en cuenta es que cuando

se emplean FSC, la separacion de soluto y el disolvente se

consigue eficientemente mediante un simple proceso de

expansion. Esto evita tener que aumentar la temperatura

para eliminar el disolvente por evaporaciéon, como sucede con

los disolventes tradicionales.

Para que la solubilizacidon de las sustancias sea eficaz,

muchas veces se hace necesario recurrir al agregado de co-

solventeso modificadores. Estos habitualmente son sustancias

volatiles con afinidad por el soluto que se agregan en una
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concentracion mucho mayor que la del soluto pero mucho
menor que la del disolvente. Lo cual nos amplia la posibilidad
de interacciones entre las moléculas de disolvente, soluto y
cosolventes. A veces, las sustancias que se adicionan
favorecen otras propiedades de interés para que los procesos
sean industrialmente atractivos; por ejemplo, los granos de
café se mojan con agua para acelerar el proceso de liberaciéon
de la cafeina antes de disolverse en el FSC.

La instrumentacidn necesaria para realizar una
extraccion con fluidos supercriticos puede ser relativamente
simple o altamente compleja, dependiendo de si la
instrumentacion es para sistemas a escala analitica o sistemas
preparativos (escala piloto o industrial). Basicamente, el
sistema de extraccidon consiste en una bomba de alta presidn,
una celda de extraccidn, una zona en la que se produce la
descompresion del fluido, y por ultimo un sistema adecuado
de coleccién de analitos. En general los sistemas comerciales
estan constituidos por bombas que permiten trabajar a
presiones comprendidas entre 100 y 700 atm, siendo capaces
de suministrar el fluido a presién y flujo constantes, y de
mantener la presion seleccionada a lo largo de todo el
sistema de extraccion. El extractor propiamente dicho consta

de una o varias celdas de extraccién, donde se situa la
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muestra, y de un sistema adecuado que permite fijar y
mantener la temperatura del fluido durante toda la etapa de
extraccion. Las temperaturas usuales de trabajo oscilan entre
30 y 150 °C. El tamano de las celdas de extraccidon puede
variar ampliamente, aunque los volumenes tipicos de las
mismas oscilan entre 0.5y 10 ml. [171].

La parte del equipo donde se produce Ia
descompresion del fluido se suele llamar restrictor. Puede ser
de dos tipos, o bien consiste en un simple tubo capilar de
pequeiio diametro interno, metdlico o de silice fundida, es el
caso del llamado restrictor fijo; o bien en una serie de valvulas
micrométricas que permiten controlar de forma mecanica el
didmetro del orificio de salida del restrictor, caso conocido
como restrictor variable. La temperatura de la zona del
restrictor también suele estar controlada con el fin de evitar
qgue los analitos extraidos precipiten dentro de él y lo
obstruyan, ya que cuando se utilizan fluidos que son gases a
presiéon ambiente (que es lo mas usual), la expansién de éstos
durante el proceso de descompresion produce un fuerte
enfriamiento.

El diseno del sistema utilizado para recoger los analitos
es un factor decisivo para conseguir que las extracciones sean

efectivas. Este puede consistir en un simple vial o tubo de
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ensayo conteniendo un pequeifio volumen de disolvente
organico, en el que se hace burbujear el fluido a la salida del
restrictor; o en sistemas mas complejos, como aquellos que
utilizan cartuchos de un material adsorbente enfriados

criogénicamente.

El esquema del proceso de extraccion es el siguiente:
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Figura 16.Esquema basico de un equipo de SFE (Herrero,M. 2006)

Las principales variables que intervienen en el proceso
son:

e Densidad del fluido: presion y/o temperatura.
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Tipo de extraccidén:dinamica, cuando el FSC se deja fluir
de forma continua a través de la celda de extraccién al
mantener las valvulas de entrada y salida del extractor
abiertas durante el proceso; o estatica, cuando la celda
de extraccién es presurizada con el fluido manteniendo
cerrada la valvula de salida del extractor.

Volumen y velocidad del fluido o tiempo de extraccién.
Modificador: influyen el tipo y forma de adicion.
Caracteristicas de la muestra: tales como el tamafio de
particula, grado de humedad, etc.

Tipo de restrictor: fijo o variable.

Sistema de coleccién: donde interviene el tipo vy
volumen de disolvente o material adsorbente,

temperatura, etc.

Hay una amplia variedad de disolventes que pueden ser
utilizados como FSC, los mas habitualesjunto con sus

constantes criticas se muestran en la Tabla 1:
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l Disolvente

Temperatura (°C)  Presién (atm)  Densidad (g/ml) Solubilidad (cal®/2 cm3/2)

I Eteno

10.1 50.5 0.200 5.8
I H,0 101.1 217.6 0.322 13.5
I Metanol -34.4 79.9 0.272 8.9
| co, 31.2 72.9 0.470 7.5
| Etano 32.4 48.2 0.200 5.8
I Oxido Nitroso 36.7 71.7 0.460 7.2
| SF, 45.8 37.7 0.730 5.5
| n-buteno -139.9 36.0 0.221 5.2
| n-pentano -76.5 33.3 0.237 G

Tabla 1. FSC mas habituales y sus constantes criticas ([172])

De todos ellos el CO, y el agua son los mds empleados.

En cuanto al uso del agua en este tipo de extracciones cabe

destacar que:

v’ El agua liquida a temperatura ambiente disuelve

muy bien las sustancias idnicas, porque poseen
carga eléctrica, pero no es buen disolvente para
gases, hidrocarburos y polimeros no polares.

Cuando el agua esta a temperaturas superiores
a su temperatura critica (Tc = 374°C), la
solubilidad en ella de sustancias organicas poco
polares es mucho mayor y la de las sustancias

idnicas es mucho menor que la solubilidad tipica
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del agua a temperatura ambiente. Resulta pues
evidente que, si se toma en cuenta todo el
intervalo de las densidades que puede alcanzar,
la potencialidad del agua como disolvente es
formidable.

v" Sin embargo, la aplicacién en la practica estara
limitada a aquellos procesos que no se vean
afectados por las temperaturas relativamente
altas que hay que emplear debido al elevado

valor de Tc del agua.

134 El dioxido de carbonopresenta unas importantes
ventajas practicas que han hecho que sea, con diferencia, el
fluido mas ampliamente utilizado en las aplicaciones de la
técnica. Algunas de ellas son:

v La temperatura critica de 31,2 °C es cercana a la
ambiente, lo que lo convierte en el disolvente
apropiado para manejar sustancias termolabiles,
como, por ejemplo, muchas esencias naturales y
productos farmacéuticos. Ademas adquiere el
estado supercritico a una presiéon de facil

manejo, 73 atm.
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v' El CO,es un gas a presion atmosférica, por lo
gue se puede dejar escapar a la atmosfera tras
la etapa de extraccidn, pudiéndose recoger los
analitos en un pequeio volumen de disolvente,
lo cual nos permite llevar a cabo extracciones
sin utilizar practicamente disolventes organicos,
y obtener extractos finales listos para ser
analizados sin necesidad de efectuar posteriores
etapas de concentracién.

v" No deja residuos en la matriz a extraer, por lo
que es un disolvente adecuado para su
utilizacién en la industria agroalimentaria 135
(incluido en la lista FDA de productos quimicos
reconocidos como inocuos para la salud).

v' Presenta una baja viscosidad, alta difusividad,
baja tension superficial y elevada velocidad de
transferencia de materia.

v' Elevado poder de extraccion de compuestos
organicos, dependiente de la densidad,
facilmente modificable por variacion de P y T.
Ademds presenta una alta solubilidad para
compuestos organicos voldatiles de bajo peso

molecular (cetonas, ésteres, alcoholes vy
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aldehidos). Esto lo convierte en un disolvente
adecuado para la extraccion de la fraccion volatil
responsable del aroma en diversas matrices.

v' Permite obtener extractos de un elevado grado
de pureza (el aroma, sabor, color y textura del
producto extraido es similar al del producto
original o "fresco").

v Ademads es inerte, no inflamable, no téxico,
barato y puede adquirirse con un alto grado de

pureza.

Realmente la Unica desventaja que presenta el
CO,frente a otros fluidos supercriticos es su caracter apolar,
lo que hace que pueda no ser adecuado para extraer analitos
de elevada polaridad, ya que son insolubles en CO,, incluso a
altas densidades. Para evitar este inconveniente suele
afadirse en pequefias cantidades modificadores o co-
solventes, como ya se ha comentado previamente.

Cabe decir que en términos generales los procesos que
emplean FSC son, en general, mascaros que los
convencionales debido al costo de la etapa de compresién de
los fluidos. Esto estd parcialmente compensado en el caso del

CO,, cuyo bajo costo resultante de su abundancia y facilidad
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de obtencién, junto con su posible recuperacién tras la
extracciéon, compensa en parte la inversidbnen el
equipamiento que es necesario para comprimirlo y retenerlo
en ese estado.

Hay un gran numero de ventajas y algunos
inconvenientes respecto al uso de FSC, todas ellos asociados a
sus propiedades en estado supercritico que se muestran a

continuacion en la Tabla 2.

VENTAIJAS INCONVENIENTES

Propiedad disolvente

Elevad i
controladapor Py T SUAERE RESORES

FSC pueden ser facilmente aislados Gasto energético

FSC No téxico Inversion en equipamiento

Realizar separaciones no posibles por
métodos clasicos

Extraccién de compuestos
termolabiles

Disolventes baratos y reutilizables

Tabla 2.Ventajas e inconvenientes del uso de FSC.

Estas ventajas se traducen en beneficios
medioambientales, incremento en seguridad e higiene

ymejora de los procesos de extraccion.
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En cuanto a sus usos, el principal campo de aplicacién
de esta técnica se encuentra en el sector de la alimentacion y
la agricultura (32%), dentro del cual la obtencion de
compuestos naturales ocupa el primer lugar, seguido de la
extraccidon de aceites y aromas esenciales [173]. En cuanto a
los compuestos fendlicos, esta técnica se ha utilizado con
éxito para la extraccion de estos compuestos de semillas de
uva, de naranjas, de hojas de romero y olivo, extractos de

propolis, ginkgo biloba, etc. [174].
e Extraccion asistida con Microondas (MAE).

La extraccién asistida con microondas (MAE) es otra de
las técnicas de extraccion que se ha desarrollado
recientemente. La MAE fue utilizada como técnica de
extracciéon por primera vez en 1986, cuando se utilizd un
microondas de uso doméstico para el tratamiento de

muestras antes de su analisis mediante cromatografia [175].

Las microondas son ondas electromagnéticas de alta
frecuencia (0.3-300 GHz) localizadas dentro del espectro
electromagnético entre la radiofrecuencia y el infrarrojo.
Debido a su naturaleza electromagnética las microondas
poseen un campo eléctrico y otro magnético perpendiculares

entre si. El campo eléctrico interacciona con la materia
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produciendo calentamiento mediante dos mecanismos
simultaneos, rotacion dipolar y conduccién idnica. La rotacién
dipolar esta relacionada con el alineamiento del campo
eléctrico con las moléculas de disolvente o muestra que
poseen un momento dipolar, ya sea permanente o inducido
por el campo eléctrico de las microondas. Esta oscilacidon
produce colisiones con las moléculas adyacentes liberandose
de este modo energia térmica, lo que se traduce en un rapido
calentamiento del medio. Por tanto, cuanto mayor es la
constante dieléctrica del disolvente de extraccién mayor es el
calentamiento.

A diferencia de otros procesos de extraccidn en los que
interviene una etapa de calentamiento, donde el calor
penetra desde el exterior hacia el interior de la matriz, la
energia microondas calienta la muestra de manera
simultdnea y homogénea. En el caso de la extraccién
utilizando energia microondas, la ventaja se encuentra en la
ruptura de los débiles enlaces de hidrégeno producida por la
rotacion dipolar de las moléculas [176].

Debido a que el agua absorbe la energia microondas,
ésta puede por tanto interaccionar con el agua presente en
las células de matrices vegetales produciendo su

calentamiento y causando la ruptura de la pared celular,
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facilitando de esta manera la transferencia de las sustancias
de interés al medio y la penetracion del disolvente dentro de
la matriz vegetal, mejorandose asi el rendimiento de
extraccién. Por tanto, la energia microondas puede mejorar
los rendimientos de extraccion de compuestos bioactivos de
muestras de origen vegetal, utilizando un menor volumen de
disolvente y en un menor tiempo de extraccion.

El rendimiento de la extraccion en MAE esta
determinado por el tipo de disolvente a utilizar, la potencia y
el tiempo de irradiacidn, y las caracteristicas de la muestra,
principalmente tamano de particula y distribucion.

Dentro de los parametros de control en MAE uno de
los factores mas determinantes para obtener un alto
rendimiento de extraccion es la eleccién adecuada del
disolvente. La seleccién del mismo es clave para una
extraccion Optima, y en ella se deben considerar las
interacciones del disolvente con la matriz, las propiedades de
absorcion de las microondas por el mismo, y su momento
dipolar. Cuanto mayor sea el momento dipolar del disolvente
mas rdpido ascenderd la temperatura en el mismo bajo la
irradiacion de las microondas. Sin embargo existe la teoria
opuesta que sustenta que los disolventes que no absorben la

energia microondas mejoran el proceso de extraccion, ya que
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gracias al contenido en humedad de la muestra, el calor es
distribuido rapidamente a través de la misma y es transmitido
al disolvente, el cual se encuentra a menor temperatura y
enfria a la muestra [177]. En ocasiones para mejorar el
rendimiento de extraccion, se utilizan mezclas de disolventes
con distinta capacidad para absorber la radiacion microondas
(como hexano, con bajo momento dipolar y metanol, con alto
momento dipolar). Otros factores a tener en cuenta son la
selectividad del disolvente y la compatibilidad con el método
analitico usado para el anadlisis del extracto. Algunos de los
disolventes mds empleados, junto a sus constantes

dieléctricas y momentos dipolares aparecen en la Tabla 3.

Momento Dipolar

Disolvente (20°C, Debeye)

Constante Dieléctrica (20°C) l

Hexano 1.89

Tolueno 2.40

Diclorometano 8.90

Acetona 20.70

Etanol 24.30

Metanol 32.60

Agua 78.50

e e e | —
I ey —

Tabla 3. Disolventes mas empleados en MAE.
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Otro parametro que influye el rendimiento de
extraccion por MAE es la potencia de la radiacién microondas
y el tiempo de irradiacion, factores ambos muy dependientes
entre si. Generalmente para optimizar un método de MAE, se
suele utilizar una combinacion de potencias bajas o
moderadas con tiempos de extraccion altos [178]. Esto es
debido a que el uso de potencias elevadas esta asociado con
una alta degradacidon de compuestostermolabiles, como es el
caso de los compuestos fendlicos, de hecho
experimentalmente se ha observado que un aumento de la
potencia desde 500 a 1000 W no aumenta de manera
significativa el rendimiento de extracciéon de flavonoides
[179].

Las caracteristicas de la matriz, como su naturaleza y el
tamafio de particula, afectan de manera considerable la
eficiencia de la extraccion. La extraccion serd tanto mas eficaz
cuanto menor es el tamafo de particula, ya que el area
superficial sera mayor y de esta forma las microondas
penetraran mejor en la muestra a extraer [180]. En ocasiones
para mejorar el rendimiento de extraccidon se realiza una
etapa de lixiviacion previa, agitando la muestra con un

disolvente adecuado durante cierto tiempo [181].
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Instrumentalmente hay dos tipos de sistemas MAE
disponibles comercialmente, aquellos que poseen celdas de
extraccion selladas, lo que se denomina MAE presurizada
(donde toda la cavidad y la muestra que contiene son
irradiadas de manera aleatoria y uniforme con microondas); o
abiertas, lo que se conoce como MAE atmosférica (en donde
s6lo una parte de la celda de extraccion que contiene la
muestra es irradiada con energia microondas) [182]. En la
extraccion MAE presurizada, la temperatura conseguida
durante la extraccion es de 2 a 3 veces mayor que el punto de
ebullicién, lo que facilita y mejora la eficacia de la extraccién
del analito de la muestra. Actualmente existen equipos MAE
presurizados que permiten hacer la extraccion simultanea de
hasta 14 muestras. En la Figura 17 se muestra un esquema de
ambos sistemas. Sean de uno u otro tipo, estas celdas de
extracciéon para microondas deben cumplir una serie de
caracteristicas, las mas importantes son que no deben

absorber energia microondas, ser inertes y resistentes.
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DhifTwsed microway os ichosed sysiom )
Magsiom

Figura 17.Modos y sistemas de MAE: (A) MAE presurizado, (B) MAE atmosférico

Podemos diferenciar 3 etapas en la MAE presurizada:
la primera comienza con un calentamiento a temperaturas
superiores al punto de ebullicion del disolvente, esta etapa
vaseguida de un enfriamiento y despresurizacion, con guias
de aire integradas en el rotor que ayudan a acelerar el
proceso y reducir el sobrecalentamiento, para finalmente
llevar a cabo una etapa de filtracion y separacién. Existen en
la actualidad equipos que llevan integrados un dispositivo de
filtracion que se conecta directamente a la celda de
extraccidon y que simplifica el proceso.

Esta técnica de extraccion presenta una serie de
ventajas e inconvenientes. Entre las ventajas que posee
destacan: los tiempos de extraccidon cortos (oscilan entre 30

segundos a 10 minutos), elevada eficiencia, pequefia cantidad
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de muestra y volumen de disolvente que utiliza,
practicamente no necesita tratamiento previo de la muestra
antes de la extraccion, y ademas permite extracciones de
muestra multiples. Entre las principales desventajas se
encuentran la baja selectividad que presenta, la posible
degradacion térmica que pueden sufrir ciertos compuestos, la
etapa de separacidn necesaria tras la extraccidon para obtener
un extracto limpio, y finalmente Ila dificultad de
automatizacion y de acoplamiento con las técnicas analiticas.
Este tipo de extraccion se aplica a compuestos polares,
pero no es viable para matrices secas o demasiado humedas
cuando se utilizan disolventes no polares. Fundamentalmente
esta técnica de extraccidn se utiliza para obtener terpenos de
la uva, carotenoides del pimiento, aceites esenciales de
diversas plantas (romero, salvia, albahaca, menta, entre
otras) y en el ambito de los compuestos fendlicos es una
técnica de reciente implantacién para la extraccion de dichos
compuestos de hojas de olivo, de romero, de orégano, de

soja, asi como de otras plantas medicinales [177, 183-187].
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4.1.2 Tratamiento de muestras para
estudios metabolémicos.
Debido a la gran complejidad de los sistemas
bioldgicos, las muestras para estudios metaboldmicos deben
someterse a una etapa de tratamiento previo a su analisis que
elimine interferentes presentes en la matriz y puedan afectar
a su determinacidn. Es comun en este tipo de muestras que
se produzca un efecto matriz originado por la co-elucién de
distintos componentes de la muestra cuando se realiza su
analisis mediante técnicas separativas, siendo especialmente
crucial cuando se utiliza la espectrometria de masas para su
deteccion, ya que estas co-eluciones del analito junto a otros
componentes de la muestra afectan a la ionizacidon de los
compuestos de interés, pudiendo producirse supresion idnica.
Los procedimientos para el tratamiento de estas muestras
utilizan técnicas de extracciéon que se muestran en la Figura
13, y que en algunos casos ya han sido mencionados
previamente, como son LLE, SPE, SFE, PLE, MAE o
ultrafiltracion o dialisis.
En cuanto a la eleccién de la técnica de extraccién a
utilizar para el caso particular de los compuestos fendlicos
presentes en muestras bioldgicas, ésta dependera

fundamentalmente de la naturaleza de la muestra, dada la
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gran diversidad existente de fluidos bioldgicos, como son
orina, citoplasma, plasma, o suero, entre otros.

En el caso de muestras de orina, el elevado contenido
gue este fluido presenta en sales puede interferir en los
procesos de ionizacién cuando se utilizan analizadores de
masas, por lo que es conveniente eliminar estos electrolitos,
ademas de otros posibles interferentes de la muestra
mediante técnicas de extraccién. Aunque algunos
investigadores no realizan tratamiento de extraccién previo al
analisis, sino simplemente diluyen la muestra y realizan una
centrifugacion para eliminar particulas en suspensién [188,
189], muchos otros si consideran necesario una etapa de
tratamiento. Basicamente para estas muestras suelen
realizarse LLE, utilizando como disolvente generalmente
acetato de etilo [190-194], o SPE, donde la fases estacionarias
de silice modificada C-18 son las mds ampliamente usadas
(Figura 18) [195-198].

Para el andlisis de fluidos bioldgicos que poseen un
elevado contenido proteico, como es el caso de muestras de
plasma, suero o citoplasma, es vital realizar una precipitacién
de proteinas, ya que estos compuestos son grandes
interferentes, especialmente cuando se utiliza como técnica

separativa la cromatografia liquida, donde las proteinas
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pueden quedar retenidas de manera irreversible en la
columna. Para el analisis de compuestos fendlicos, |la etapa de
desproteinizacion es un paso aun mas critico debido al hecho
de que estos compuestos se pueden encontrar unidos a
proteinas, de hecho se cree que son transportados in
vivomediante su unién a proteinas plasmaticas [199]. Esta
desproteinizacion o precipitacion de proteinas puede
realizarse a través de distintos procedimientos, bien mediante
una desnaturalizacién por calentamiento o disminuyendo el
pH con el uso de 4acidos, o bien utilizando disolventes
organicos como metanol, etanol, acetonitrilo y sus mezclas
[196, 200-202]. El uso de uno u otro método dependera del
tipo de estudio a realizar. Asi, en estudios de perfiles
metabolicos, donde se pretende analizar el mayor nimero de
metabolitos posibles, el uso de metanol para realizar Ia
precipitacion de proteinas ha dado buenos resultados [201,
202]. Sin embargo, cuando se pretende analizar la presencia
de un compuesto fendlico o una familia de estos se debera
estudiar cual de ellos proporciona mayor porcentaje de
recuperacion, lo cual dependerd de la interaccién de dichos
compuestos con las proteinas y su solubilidad en los

disolventes utilizados.
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Dada la complejidad de este tipo de fluidos bioldgicos,
la precipitacion de proteinas no es suficiente para evitar que
se produzca efecto matriz, por lo que esta etapa de
desproteinizacion suele ir seguida de una etapa de limpieza o
extraccion de los compuestos de interés.

Al igual que ocurre para el tratamiento de orina, en
este tipo de muestras suele emplearse LLE con acetato de
etilo u otros disolventes organicos [194, 196, 200, 203]. Sin
embargo la técnica de extraccibn mds usada para los
compuestos fendlicos y sus metabolitos en estos fluidos
biolégicos es la SPE, utilizando principalmente como relleno
fases de silice alquilada C-18 o resinas poliméricas con grupos
funcionales polares [198, 204, 205]. Recientemente se ha
comenzado a usar este tipo de resinas en placas de
microextraccidon en fase sdélida (USPE), ya que posee la ventaja
de que ademas de ser un
proceso rapido y utilizar
menores cantidades de
muestra que una SPE

convencional (Figura 18),

algo de vital importancia

Figura 18.Cartuchos y estaciéon para SFE en estos estudios, al

izquierda - ~
(izq ) utilizarse pequenos
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volumenes de eluyente se elimina el paso posterior de pre-
concentracion de los analitos antes del analisis, algo que
puede ser crucial para aumentar los porcentajes de
recuperaciéon de algunos compuestos fendlicos que son

bastantes inestables [206].

4.2 Técnicas analiticas para la determinacion
de compuestos fendlicos

La Quimica Analitica dispone de un amplio abanico de
técnicas que se fundamentan en las distintas propiedades
fisico-quimicas que poseen los componentes de una muestra
para lograr su separacion y determinacién. En el caso de
mezclas complejas, como pueden ser los extractos vegetales o
muestras bioldgicas, el uso de técnicas continuas u “on-line”,
donde la deteccidn o determinacion de los analitos se realiza
de manera continua a la separacion, es el mas extendido.
Para el anadlisis de compuestos fendlicos, dentro de estas
técnicas separativas continuas, entre las mas utilizadas se
encuentran técnicas cromatograficas como la cromatografia
liguida (LC) o la cromatografia de gases (GC); y técnicas no
cromatograficas como la electroforesis capilar (CE). Los
sistemas de deteccidn acoplados a estas técnicas separativas

son de indole muy diversa, pero los mas utilizados son la
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deteccion espectrofotométrica UV-Vis y la espectrometria de

masas (MS).

4.2.1Técnicas separativas para el analisis de
compuestos fendlicos: Cromatografia

Liquida (LC).
Como ya se ha comentado anteriormente, el uso de
técnicas separativas continuas es el mas extendido a dia de
hoy para el analisis de compuestos fendlicos, especialmente

la EC, CG, y LC.

La electroforesis capilar (EC) es una técnica separativa
basada en la separacién de los componentes de una muestra
en funcion de la diferencia de velocidad de migracion de los
mismos a través de un tubo capilar al ser sometidos a la
accion de un campo eléctrico. Es una técnica alternativa al
uso de técnicas cromatograficas que esta ganando
popularidad gracias a su velocidad, resolucién y relativo bajo
coste. Esta técnica se ha utilizado para el andlisis de
compuestos fendlicos en aceite de oliva [207], vino [208], té
[209], zumos [210], entre otros extractos de plantas [211,
212].

La cromatografia de gases (GC) es una técnica
cromatografica donde la separacién de los componentes de

una muestra se produce gracias al equilibrio de distribucidn
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existente entre una fase movil que es un gas y una fase
estacionaria, que generalmente es un liquido. Es una técnica
analitica que presenta ciertas desventajas en cuanto al
analisis de compuestos fendlicos, ya que al ser compuestos
caracterizados por la presencia de grupos hidroxilo con
capacidad de formar enlaces de hidrégeno, esto se traduce en
un aumento de su punto de ebullicién y como consecuencia
poseen una baja volatilidad. Ademads el tratamiento de
muestra para el andlisis de estos compuestos mediante GC es
complejo, ya que ademas de incluir etapas de extraccién o
limpieza que se han comentado en apartados anteriores, hay
que eliminar los lipidos presentes en la muestra, realizar una
hidrodlisis acida, basica o enzimatica para liberar los enlaces
glicosidicos, y finalmente realizar un proceso de
derivatizacion que transforme a los compuestos fendlicos en
compuestos mads volatiles [166]. A pesar de estas desventajas,
la GC se ha utilizado para el andlisis de compuestos fendlicos
en matrices vegetales como vino [213-215], arandanos [216],
zumos [217, 218], etc, asi como en muestras bioldgicas como
plasma [219] y orina [220].

Sin embargo, a pesar de las aplicaciones que tiene la
cromatografia de gases para el analisis de compuestos

fendlicos, es la cromatografia de liquidos (LC) la técnica
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separativa por excelencia para el analisis de estos
compuestos. Esta técnica separativa suele acoplarse a
distintos sistemas de deteccidon, fundamentalmente a la
espectroscopia UV-Vis y a la espectrometria de masas (MS),
aungue también se utilizan la deteccién electroquimica (ECD),
fluorimétrica (FD) e incluso resonancia magnética nuclear
(RMN). [198, 221]. Es gracias a esta versatilidad por lo que se
ha seleccionado esta técnica separativa para los estudios
realizados en esta memoria, y es por esto que se le dedica

especial atencion.
4.2.1.1 Fundamentos de la LC.

La Cromatografia Liquida (LC) es una técnica de
separacion donde los componentes de la muestrase
distribuyen entre una fase mavil liquida (el disolvente) y una
fase estacionaria (el relleno de la columna). El fendmeno de
separacion se basa en las distintas afinidadesque presentan
los constituyentes de la muestra hacia cadauna de estas fases.
La fase estacionaria puede ser un sélido poroso,
generalmente particulado, o bien una sustancia liquida ligada
a un soporte sélido formando una capa fina en su superficie.
Estas fases estacionarias suelen estar contenidas en el interior

de un tubo habitualmente metalico, que es lo que se conoce
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con el nombre de columna cromatografica. La fase movil es
un disolvente o mezcla de ellos a los que en algunas ocasiones
se les modifica el pH mediante adicidon de acidos, bases o

disoluciones reguladoras.

En una separacion llevada a cabo mediante esta
técnica, la fase movil liquida es impulsada con ayuda de una
bomba a través del sistema hacia la columna cromatografica
donde se lleva a cabo la separacion. Esta fase movil es la
encargada de transportar la muestra hacia la columna, donde
sus componentes quedan retenidos en menor o mayor
extensiéon en la fase estacionaria dependiendo de sus
propiedades fisico-quimicas, eluyendo de la columna los
compuestos menos retenidos por la fase estacionaria y que
sienten mas afinidad por la fase movil, produciéndose de esta
forma la separacién de los analitos. Una vez que la separacion
de los componentes de la muestra ha tenido lugar en el lecho
cromatografico, los analitos ya separados eluyen
progresivamente de la columna y deben ser detectados
produciendo una sefial medible. Las caracteristicas de la
seifal, como la intensidad o duracidn, estardn relacionadas
con la naturaleza o cantidad de analito que produce la sefial.

Generalmente esa sefal es amplificada, registrada vy
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transformada en un cromatograma que nos permite
identificar y cuantificar los analitos.

En cuanto a la instrumentaciéon, comercialmente
existen distintas configuraciones de equipos, sin embargo
todo equipo de LC debe constar de una serie de componentes
basicos que son comunes a todos los modelos: bomba,
inyector, columna cromatografica, horno termostatizado,
detector y sistema de adquisicion de datos. En la Figura 19 se
representa el esquema basico de un equipo de HPLC y se

muestra el aspecto de uno comercial.

h
"j Disolventes —\
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o
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de datos

Figura 19. Esquema simplificado de un equipo de LC junto a uno comercial
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De acuerdo a la naturaleza de la fase estacionaria se
pueden diferenciar distintos modos de LC, que se recogen en

la siguiente tabla.

MODO DE LC FASE ESTACIONARIA

Cromatografia de particidn Liquide retenido enun soporte sélido

Cromatografia de adsorcién Sdlido con propledades superficiales

Cromatografia de cambio iénico Sélido con propledades cambiadoras de lones

Cromatografia de exclusién por tamafios Sdlido con porosidad controlada

Sélido con propiedades de

Cromatografia de afinidad i =
retencidn bicespecificas

Reactivo quiral unido a fase mdvil

Cromatografia quiral o ol soporte sdlido

= m{ | - e —f
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Tabla 4. Modos de LC en funcién de la fase estacionaria empleada.

De todos ellos, el mas ampliamente utilizado es la
cromatografia de particién, para la cual dependiendo de la
polaridad de la fase mdvil y estacionaria se distinguen dos
modalidades:

e C(Cromatografia en fase normal, donde la fase

estacionaria presenta una naturaleza polar y la
fase movil es apolar. En esta modalidad los
analitos apolares son poco retenidos por la fase

estacionaria y eluyen en primer lugar, mientras




INTRODUCCION

que los analitos polares son fuertemente
retenidos por la fase estacionaria y eluyen
posteriormente.

e Cromatografia en fase reversa, donde la fase

estacionaria es de naturaleza apolar y el
disolvente de elucion o fase moévil es polar. En
este caso el proceso de separacion es el inverso
al que ocurre en fase normal, ya que los
compuestos apolares seran retenidos durante
mas tiempo por la fase estacionaria y los
analitos polares abandonardn la columna al

comienzo de la separacion.

No sélo podemos distinguir los modos de LC en funcién
de las polaridades de fases movil y estacionaria, sino que en
funciéon del flujo de fase moévil y las caracteristicas de la
columna donde se encuentra la fase estacionaria podemos
diferenciar las técnicas de LC en diversas categorias conocidas
como UPLC o RRLC, HPLC, micro-LC, LC capilar y nano-LC
(Tabla 5).
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| UPLC/RRLC I HPLC I Micro-LC I LC Capilar I Nano-LC
| Bt 1.5-45 1.5-4.5 0.8 0.18-0.32 0.075-0.1
interno (mm)
Longitud 3-30 5.25
(mm)
Tamafio
particula (pm) I I 3-40 I 3-5 I I
Flujo fase 0.2-5 0.2-2.5 10-100 1-10 0.1-1
movil ml/min ml/min pl/min pl/min pl/min

Tabla 5.Principales diferencias entre los distintos tipos de LC.

Dependiendo del didmetro de la columna, se
denomina nano-LC cuando las columnas empleadas poseen
diametros de entre 10 y 100 um, LC capilar si los diametros
oscilan entre 100 y 500 um, micro-LC cuando las columnas
usadas tienen didmetros un poco superiores, alrededor de
800 pum y finalmente HPLC cuando se emplean columnas con
didmetro interno de entre 1.5 a 4.5 mm.

Dentro de la categoria de HPLC, en funcién del tamafio
de particula de la fase estacionaria, podemos diferenciar
entre HPLC convencional cuando el tamafio de particula de
los rellenos de las columnas oscila entre 3-40 um, vy la
denominada cromatografia liquida de ultra alta resolucién
(UPLC) o cromatografia liquida de resolucion rapida (RRLC)
cuando se utilizan fases estacionarias con tamafos de

particula inferiores a 2 um. La ventaja del uso de estos
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tamanos de particula tan pequefios es que al utilizar flujos
relativamente elevados y longitudes de columna menores, se
puede mantener la eficacia de la separacion en menor tiempo
o conseguir mayor eficacia en el mismo tiempo de analisis.
Gracias a las presiones tan elevadas a las que trabajan los
equipos disponibles comercialmente, algunos de hasta 1.250
bares, y los didametros de particula tan pequefos que
presentan las columnas, se consigue aumentar la eficacia de
la separacién de manera significativa, aumentando los platos
tedricos desde los 15.000-25.000 que presenta la HPLC
convencional hasta los 100.000 platos tedéricos que consigue

la UPLC/HPLC [222].

4.2.1.2Analisis de compuestos

fendlicos mediante HPLC/UPLC.

Los compuestos fendlicos son acidos débiles que
presentan cierta hidrofobicidad en su forma neutra, por lo
gue su andlisis mediante LC suele realizarse mediante
cromatografia de particion en fase reversa, aunque se han
empleado métodos de cromatografia en fase normal para la
separacion de algunas familias de compuestos fendlicos,

como las antocianinas [223].
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Como se ha comentado previamente, en cromatografia
en fase reversa se utilizan como fases moviles disolventes
polares, generalmente mezclas binarias de disoluciones
acuosas acidificadas con distintos acidos (acido acético,
féormico, fosfdrico, etc) con disolventes organicos polares,
fundamentalmente acetonitrilo o metanol. Aunque se han
optimizado métodos para separar compuestos fendlicos de
una misma familia utilizando gradientes isocraticos[194, 224,
225], la mayoria de aplicaciones emplean elucién en
gradiente. Los gradientes utilizados para los compuestos
fendlicos comienzan con un bajo porcentaje de fase organica,
entre un 0-10 % (v/v) si se utiliza acetonitrilo o 5-10 % en el
caso del metanol, y terminan con porcentajes elevados, entre
40-100 % de metanol y entre 30-90 % de acetonitrilo. El tipo
de acido empleado para acidificar la fase mévil depende por
un lado del tipo de detector empleado, y por otro de la
naturaleza de los analitos. En cuanto al sistema de deteccion,
cuando se utiliza espectroscopia de absorcion UV-Vis se
permite el uso de acidos fuertes como el acido fosfdrico y
ajustar el pH de la fase modvil a valores muy bajos, sin
embargo si el detector usado es un espectrémetro de masas,
la concentracién de acido debe ser mucho menor para no

afectar a la deteccion. Por otro lado, dada la gran diversidad
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de los compuestos fendlicos, para la separacién de los mas
polares, como los acidos fendlicos, se utilizan acidos débiles
ya que se mejora la separacion al evitar que estos
compuestos se ionicen en la columna. Sin embargo para
compuestos fendlicos menos polares, como los flavonoides, al
presentar menor tendencia a ionizarse no es necesario el uso
de acidos y se pueden separar con fases moviles neutras.
Aunque la selecciéon de fases moviles dependera de cada
problema analitico, se ha observado que cuando se utiliza
acetonitrilo como disolvente organico el uso de acido férmico
conseguia mayor sensibilidad, y cuando se emplea metanol el
acido acético es preferible [226].

La fase estacionaria en la cromatografia en fase reversa
es de naturaleza apolar, las mas empleadas en el caso del
analisis de compuestos fendlicos son las que tienen rellenos
de silice modificada quimicamente con cadenas de
hidrocarburos, generalmente de n-octilo (C-8) o n-octadecilo
(C-18). Respecto a dimensiones de columnas y tamanos de
particula, comercialmente hay disponibles una gran variedad
de ellas. En el caso del analisis de polifenoles las columnas de
HPLC convencional son las mas usadas, con tamafios de
particula que oscilan entre 3 y 5 um [189, 191, 192, 205],

aunque recientemente el uso de UPLC O RRLC se ha
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extendido ampliamente para el analisis de polifenoles en

matrices vegetales y muestras bioldgicas [185, 202, 206, 227].

4.2.2Sistemas de deteccion.

Una vez llevada a cabo la separacion de los
componentes de la muestra por alguna de las técnicas
separativas, se requiere la presencia de un detector que
produzca una sefial medible cuando los analitos eluyan tras la
separacion. Sistemas de deteccion los hay muy diversos, pero
todos ellos deberian cumplir una serie de requisitos que

definen un detector ideal, y son los siguientes:

v’ Elevada sensibilidad.

v" Alta relacidn sefal ruido, es decir una elevada
sensibilidad que nos asegure sefiales analiticas
intensas en respuesta al analito combinado con
una baja fluctuacion de la sefial de fondo o
ruido. Idealmente la sefal deberia ser nula en
ausencia de analito, sin embargo
instrumentalmente no es factible. Para que la
sefial analitica no sea perturbada conviene que

el ruido de fondo sea lo mas pequeiio y
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constante posible. Esto se traduce en bajos
limites de detecciodn.

v Respuesta rapida ante pequefios cambios en la
concentracion del analito.

v' Debe proporcionar sefiales reproducibles y
estables, o lo que es lo mismo, sefiales que se
traduzcan en resultados fiables.

v' Debe poseer un amplio intervalo de respuesta
lineal.

v’ Ser selectivo, aunque en algunas aplicaciones no
es necesario una elevada selectividad.

v No debe afectar la eficacia de la separacién

alcanzada en la técnica separativa.

Los detectores disponibles comercialmente no
cumplen todas estas caracteristicas, pero cuanto mayor
numero de estos requisitos cumplan mas se acercaran a ser
un detector ideal. Como ya se ha comentado, detectores los
hay muy diversos, la eleccién del detector idoneo para cada
aplicacion se hace en base a la naturaleza y propiedades de
los analitos a determinar asi como a la sensibilidad requerida
y tipo de informacién que se desea obtener (estructural,
cuantitativa, etc.). Los sistemas de deteccién mds usuales se

pueden englobar en tres grandes grupos: O&pticos,
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electroquimicos y de otro tipo. Los ejemplos mas
representativos de estos grupos se muestran en el diagrama

de la Figura 20.

[ SISTEMAS DE DETECCION
| | 1
l Técnicas Opticas [ Elec-:ré:;lij?njicas l Otras Técnicas

l Absorcién UV-Vis "[ Conductimetria
I Fluorescencia I Potenciometria
l Fosforescencia " Amperometria
I Quimiolumin I Voltamperometria
164

| Infrarrojo

RMN

-I Dispersion Raman
-l Termooptico
"I Ind de Refraccion

Figura 20. Diagrama de los principales sistemas de deteccién

Radiometria

En el caso de la determinacién de compuestos
fendlicos los mas utilizados son la  deteccidon
espectrofotométrica UV-Vis y la espectrometria de masas

(MS), ambas utilizadas en esta memoria acopladas a la LC y
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por lo que le dedicamos una especial atencidén. A pesar de
que estos detectores son los mas frecuentes, los detectores
electroquimicos, de fluorescencia o la resonancia magnética
nuclear también han encontrado su aplicacion en el analisis

de compuestos fendlicos [189, 190, 197, 198, 221].

4.2.2.1 Espectroscopia de absorcion

UV-Vis

La deteccién mediante la espectroscopia de absorcion
UV-Visse fundamenta en la interaccion que se produce entre
la radiacion UV-Vis y la materia, lo que origina fendmenos de
absorcion de determinadas longitudes de onda de dicha
radiacion por parte de los analitos. Los detectores de
absorcion UV-Vis pueden ser de longitud de onda fija, donde
soélo se mide la radiacion absorbida de una longitud de onda
fijada; o de longitud de onda variable, también conocidos
como detectores de diodos en fila o “diodo array” (DAD), los
cuales adquieren los espectros completos de absorcion UV-
Vis de los analitos que pasan a través de la celda de
deteccion. Estos Ultimos son los mas usados para el

acoplamiento a técnicas separativas, en especial a LCy CE.

Son muchas las moléculas que pueden absorber

radiacion de esta zona del espectro electromagnético, por lo
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que este detector se puede considerar universal. Este
comportamiento presenta la ventaja de que pueda emplearse
para resolver una gran cantidad de problemas analiticos, pero
también puede resultar un inconveniente en aquellos casos
en los que se requiere selectividad. La deteccién UV-Vis es
muy robusta, lo que lo convierte en uno de los detectores
mas usados en andlisis cuantitativos. Para analisis cualitativos,
dado que no proporciona informacién estructural, no permite
identificar de manera inequivoca compuestos si no se dispone
de patrones comerciales, lo cual es un inconveniente. Sin
embargo su sencillez, rapidez y relativo bajo costo hacen que
su uso esté ampliamente extendido.

En el caso de los compuestos fendlicos, los multiples
enlaces conjugados presentes en dichos compuestos los
convierten en cromoéforos que presentan bandas de absorcién
en la regién UV e incluso en el visible, como es el caso de las
antocianidinas y algunos flavonoles. En general los
compuestos fendlicos presentan un espectro con dos bandas
principales de absorcion, comunmente denominadas banda |
(300-380 nm) y banda Il (240-280 nm) [228]. A pesar de estas
bandas de absorcién comunes, cada familia de compuestos
fendlicos posee unas bandas de absorcidn caracteristicas que

se muestran en la Tabla 6. Esta informacion, a pesar de no ser
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estructural, nos puede ayudar en andlisis cualitativos a acotar
la busqueda del compuesto al proporcionarnos informacién

sobre la familia a la que pertenecen los analitos.

COMPUESTOS I BANDAS UV (nm)
Acidos Benzoicos l 270-280
Acidos cindmicos l 305 - 325
Cumarinas I 220-230 310-350
Chalconas l 220-270 340 -390
Dihidrochalconas l ~220 ~280
Auronas l 240-270 340-370 167
Flavonas l 250-270 330-350
Flavonoles I 250-270 350- 380
Flavanonas I 270- 295
Flavanoles l 270-280
Antocianidinas . 240-280 450 - 560
Isoflavonas I 245-270 300 - 340
Proantocianidinas l ~ 280

Tabla 6. Bandas de absorcidn caracteristicas de diversas familias de compuestos
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4.2.2.2 Espectrometria de masas (MS).

La espectrometria de masasse basa en la separacion a
vacio de iones en fase gaseosa de acuerdo a su relacion
masa/carga (m/z). En los ultimos afios este sistema de
deteccidon ha experimentado un auge espectacular, lo cual se
debe a las ventajas que posee, principalmente a su
selectividad y al hecho de que es uno de los pocos sistemas
de deteccidn que proporciona informacion estructural (la
RMN proporciona este tipo de informacion pero tiene la
desventaja de su falta de sensibilidad). A esto se le suma el
hecho de que cuando se acopla a una técnica separativa,
como puede ser la LC, el uso de este detector proporciona
una segunda dimensiéon de separacion, ya que tras la
separacion de los analitos en la técnica separativa, se produce
una segunda separaciéon de los mismos en el espectrometro
de masas en funcién de su relacion m/z.

Existen diversos tipos de espectrometros de masas,
pero todos incluyen los siguientes elementos bdsicos: un
sistema de introducciéon de muestra, un sistema de ionizacion,
un acelerador de iones a través de un campo eléctrico, un
analizador que dispersa los iones en funcién de su relaciéon

masa/carga, un detector de ionesy finalmente un sistema de
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adquisicion de datos que procesa la senal generada por el
detector.

Existen distintos sistemas de ionizacién y analizadores
de masas, los mas utilizados, especialmente para el

acoplamiento con LC, son los que se muestran en |la Tabla 7.

SISTEMAS DE IONIZACION l ANALIZADORES DE MASAS

lonizacién quimica a

presidn atmosférica (APCI) cusciipoiofell

lonizacién por electrospray (ESI) Triple Cuadrupolo (QgqQ)

Desorcién/ionizacién asistida por

una matriz (MALDI) Trampa de lones (IT) 169

Flujo continuoy bombardeo con

atomos rapidos (CF-FAB) T

Cuadrupolo-tiempo de vuelo
(QTOF)

Plasma acoplade
inductivamente (ICP)

Transformada de Fourier-
Resonancia ciclotrénica (FT-ICR)

lonizacion por
termonebulizacion (TS)

| e e — | —

Tabla 7. Sistemas de ionizacidn y analizadores de masas

mas utilizados en el acoplamiento HPLC-MS

Para el trabajo experimental que se recoge en la
presente memoria se ha utilizado como sistema de ionizacién

la ionizacién por electrospray (ESI), y los analizadores de
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masas tiempo de vuelo, cuadrupolo-tiempo de vuelo vy
cuadrupolo-tiempo de vuelo de ultra-alta resolucién, a los

cuales se les dedica un apartado.

e Sistemas de ionizacion: Ionizacion por

electrospray (ESI).

Para llevar a cabo el acoplamiento de una técnica que
trabaja en fase liquida, como es la LC, con un espectrometro
de masas, en el que las sustancias para ser analizadas deben
entrar en fase gaseosa, es necesaria una interfase adecuada.
Se han desarrollado diferentes tipos de interfases como
puede observarse en la Tabla 7, siendo la mds empleada la
ionizacion por electrospray (ESI), especialmente en la
determinacion de compuestos fendlicos gracias a que es muy
eficaz en el anadlisis de compuestos polares, labiles y/o con

bajo peso molecular, como lo son estos compuestos.

En el proceso de formacion del electrospray, el cual se
lleva a cabo a presién atmosférica, intervienen diversos
mecanismos al mismo tiempo. La muestra en estado liquido,
procedente de la técnica empleada para su separacion, es
conducida a través de un capilar de acero inoxidable de

pequeio didmetro cuyo extremo se encuentra sometido a un
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potencial eléctrico elevado (3-6 kV). Con la ayuda de un gas
nebulizador, generalmente nitréogeno, que fluye a través de
un tubo coaxial al capilar por donde es transportada la
muestra, y gracias al campo eléctrico formado por la
aplicacion del potencial en el capilar principal, la muestra
forma una serie de microgotas cargadas eléctricamente. El
disolvente de las microgotas formadas se va evaporando en
un proceso conocido como desolvatacidon, y éstas van
aumentando su densidad de carga eléctrica. Como
consecuencia, se reduce el area superficial de las gotas y los
iones se ven forzados a aproximarse entre si, aumentando la
densidad de carga sobre la superficie. En cierto momento, las
fuerzas de repulsion de los iones de signo contrario superan la
tension superficial que mantiene unidas las microgotas,
alcanzando el denominado limite de Rayleigh, momento en el
gue las gotas se vuelven inestables y comienzan a sufrir el
proceso conocido como “explosiones de Coulomb”. Este
proceso se repite de manera sucesiva hasta que finalmente se
forman iones cargados en fase gaseosa con una o mas cargas,
gue son atraidos hacia la entrada del espectrémetro de masas
debido al voltaje aplicado (Figura 21).

En el proceso de ionizacidn se pueden formar iones

mono- o multicargados, por lo que utilizando analizadores de
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masas que trabajan con un rango de valores de m/z limitado
es posible detectar compuestos con pesos moleculares
elevados.La ionizacién se puede llevar a cabo en modo
positivo o negativo. En el modo positivo, se podran formar
iones multiplemente protonados [M+nH]", donde n es el
numero de protones cargados positivamente en la molécula.
Del mismo modo, es posible también la formacion de aductos
con iones sodio, litio, potasio, amonio, etc. En el modo
negativo, se observa normalmente la desprotonacién de las
moléculas, pudiéndose formar también iones multiplemente

desprotonados [M-nH]™".
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Figura 21. Esquema de proceso de formacion del electrospray.
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El disefio especifico de la interfase ESI es distinto segun
la técnica separativa a la que se acople. En el caso del
acoplamiento LC-MS, el principal problema que debe
solventarse es que el flujo de fase mdvil procedente del
cromatégrafo es demasiado elevado y no puede introducirse
en la mayoria de los casos directamente en el espectrémetro
de masas. Generalmente los flujos de fase mdvil en la
separacion cromatografica oscilan entre 0.2-0.8 ml/min, pero
en algunos casos pueden emplearse flujos mayores que
alcanzan los 3 ml/min. A pesar de que las interfases ESI
comerciales admiten flujos comprendidos entre 1 pl/miny 1
ml/min, el flujo recomendado a la entrada del espectrometro
de masas es menor, oscila entre 0.2-0.5 ml/min, dependiendo
del analizador. La solucién a este problema radica en el
empleo de divisores de flujo entre el cromatégrafo de liquidos
y el espectrometro de masas, donde sélo parte del eluyente
es introducido en el analizador de masas. El principal
inconveniente es que al desecharse parte de la muestra antes
de entrar en el sistema de deteccion se produce una
disminucion de sensibilidad. Para evitar este inconveniente
en algunas aplicaciones se utilizan flujos de fase moévil de 0.2
ml/min, los cuales se pueden introducir directamente en el

analizador de masas sin que se vea mermada la ionizacion.
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e Analizadores de masas: Tiempo de vuelo (TOF),
Cuadrupolo-tiempo de vuelo (QTOF) vy
Cuadrupolo-tiempo de vuelo de ultra-alta

resolucion (UHR-Qq-TOF).

Una vez que en la interfase se ha llevado a cabo la
transformaciéon de los iones procedentes de la técnica
separativa desde la fase liquida a la fase gaseosa, los iones
son dirigidos hacia el interior del analizador de masas. Estos
analizadores de masas permiten la separacion, deteccion vy
cuantificacion de los analitos en estudio con un grado de
sensibilidad y selectividad muy elevado, proporcionando

informacion sobre su masa molecular.

Existen diversos tipos de analizadores: cuadrupolos,
trampas de iones, sectores magnéticos, analizadores de
tiempo de vuelo, etc. En el desarrollo experimental de esta
memoria, se han utilizado los analizadores de tiempo de
vuelo (TOF), cuadrupolo-tiempo de vuelo (QTOF) vy
cuadrupolo-tiempo de vuelo de ultra-alta resolucion (UHR-

Qg-TOF).
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0 Tiempo de vuelo (TOF)

El analizador de tiempo de vuelo (TOF) separa los
iones segun la distinta velocidad que adquieren en el interior
del tubo de vuelo en funcién de su relacion m/z. En primer
lugar, los iones son extraidos de la cdmara de ionizacidn vy
dirigidos hacia el tubo de vuelo, lugar en el que se aceleran
por aplicacién de un campo electrostatico que les aporta una
elevada energia cinética. Los iones de mayor m/z “volaran” a
menor velocidad que los de menor m/z a lo largo del tubo de
vuelo, consiguiéndose su separacién. La resoluciéon entre los
iones de diferente m/z serda mayor cuanto mayor sea la
longitud del tubo de vuelo del espectrémetro de masas
(habra una mayor separacion de los iones en el tiempo) y
cuanto menor sea la dispersién en energia cinética de los
iones.

A continuacion se muestra el esquema del interior de

un espectrometro de masas TOF.
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Figura 22. Esquema detallado de las partes de un espectrémetro de masas TOF

Los iones formados en la camara de nebulizacion son
atraidos hacia la unidad de desolvatacion, y la atraviesan
conducidos en el interior de un capilar de vidrio. Esta unidad
de desolvacion consta ademads del capilar de vidrio de un
calentador de gas de secado. Esta zona conecta la camara de
ionizacidon, que se encuentra a presidon atmosférica con la
zona de transmisiéon de iones, que se encuentra a alto vacio.
La zona de transferencia dptica o transmision de iones est3

formada por tres zonas de alto vacio diferenciadas separadas
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entre si por dos skimmers. Los iones son transportados a lo
largo de la zona de transferencia por dos hexapolos, y las
lentes son las encargadas de focalizarlos y dirigirlos hacia el
analizador TOF propiamente dicho.

El analizador TOF consta de tres zonas diferenciadas: la
zona de aceleracién ortogonal, el reflector y el detector. Una
vez que los iones atraviesan la zona de transferencia optica
llegan a la zona de aceleracion ortogonal, donde son
acelerados por aplicaciéon de un campo eléctrico intermitente
hacia el tubo de vuelo. Los iones gracias a su energia cinética
viajan por el tubo de vuelo hasta alcanzar el reflector, la
segunda zona del analizador, que permite corregir la
dispersidn en la energia cinética de los iones, consiguiendo de
esta manera un aumento de la resolucién. Detras del mismo
existen unas zonas de tensidon que repelen los iones que le
llegan y los dirigen hacia el ultimo componente del
analizador, un detector de impacto eléctrico, que convierte el
impacto de los iones que lo alcanzan en sefales eléctricas. El
detector consta de una serie de placas a alto voltaje que
presentan una gran nimero de poros recubiertos de una capa
semiconductora, de manera que cada uno de estos poros se
convierte en un multiplicador de electrones independiente.

También hay un detector de referencia, que nos indica la
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existencia de algun problema en la transferencia de los iones,
ya que una ausencia de sefal en este detector indica que los
iones no estan llegando a la zona de aceleracién ortogonal.

Las principales ventajas de este detector es que es un
detector rdpido, sensible, de gran resolucién que proporciona
valores de masa muy exactos. Ademas la combinacién de los
valores de masas exactas que proporciona junto con la de la
distribucion isotopica, permite la determinacién de la formula
molecular del analito, lo cual facilita en gran manera la
identificacion.

Algunas de las especificaciones de los analizadores TOF
comerciales son un rango de masas de 50-3.000 m/z, una
resolucién de 10.000-15.000 FWHM, y una exactitud de 3
ppm en el caso de que se realice calibracién interna o de 5

ppm cuando es una calibracién externa.

O Cuadrupolo-tiempo de vuelo (QTOF).

El analizador de masascuadrupolo-tiempo de vuelo
(QTOF) es muy parecido al analizador de masas tiempo de
vuelo (TOF), la principal diferencia es que a los componentes
basicos de un TOF se le suma un cuadrupolo y una celda de

colision. Los skimmers que separaban los distintos mddulos
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de la zona de transmisién en el TOF, se sustituyen por
funnels, que son anillos concéntricos apilados en forma de
embudo, que evitan la pérdida de iones, mejorando la
transmisién dptica y como consecuencia la sensibilidad. El
cuadrupolo tiene la misién de seleccionar determinados iones
para posteriormente fragmentarlos en la celda de colision
con la ayuda de un gas de colisiéon, que generalmente es
nitrégeno. Los iones fragmentados se separan de la misma
manera que en un analizador TOF, en funcién de su relacién
m/z. En la Figura 23 se muestra el esquema bdsico de un
QTOF.

La ventaja principal de un analizador de masas QTOF es
que anade un tercer nivel de informacion para |la
identificacion de compuestos con la posibilidad de hacer
analisis de MS/MS, lo que se suma a la exactitud de masas y a

la distribucién isotdpica que ya proporcionaba el TOF.

Ademas gracias a las pequenas modificaciones en su
disefio mejora algunas de las especificaciones técnicas del
TOF, como el rango de masas, que es mdas amplio (50-20.000
m/z), o la resolucion que es mas elevada (17.500-20.000
FWHM). A esto se le suma la posibilidad de llevar a cabo

analisis de MS/MS para estudiar el patrén de fragmentacién
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de los compuestos, con una exactitud de 3 ppm en el caso de
calibracion interna o de 5 ppm para calibracién externa tanto

de iones precursores como de fragmentos.

Analizador TOF

Reflector

Cémarade Unidadde Zona de transmisién Cuadrupolo

nebulizacion desolvatacion de iones

Funnel 2

Cuadrupolo

Acelerador
ortogonal Detector
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Figura 23. Esquema detallado de las partes de un espectrémetro de masas QTOF.

O Cuadrupolo-tiempo de vuelo de ultra-

alta resolucion (UHR-Qq-TOF).

El analizador de masas cuadrupolo-tiempo de vuelo
de ultra-alta resolucion (UHR-Qg-TOF) es muy parecido al

analizador de masas cuadrupolo-tiempo de vuelo (QTOF), las
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principales diferencias en base a los componentes basicos de
un QTOF es la mayor longitud del tubo de vuelo, un nuevo
disefio de los funnels, sustituyéndose éstos por un disefio
dual, asi como de la celda de colision y un nuevo
compartimento denominado “ion cooler”, situado tras la
celda de colisidn. Este nuevo disefio dual del funnel mejora la
transmisidén Optica y como consecuencia la sensibilidad. En
nuevo disefio de la celda de colisidn permite una mayor
sensibilidad en los experimentos de MS/MS. Ademas el ion
cooler situado tras la celda de colision disminuye la dispersiéon
de energia de los iones antes de ser acelerados
ortogonalmente en el tubo de vuelo, lo que unido a la mayor
longitud de éste en el disefo del UHR-Qg-TOF con respecto al
QTOF, se traduce en una mejora de la resolucidn (Figura 24).
Gracias a las pequeiias modificaciones en su disefio
mejora algunas de las especificaciones técnicas del QTOF,
como una exactitud inferior a una ppm y una resolucién
mayor de 75.000 FWHM. A esto se le suma una extremada
sensibilidad a lo largo de todo el rango de masas, abarcando
desde moléculas muy pequefias hasta proteinas completas,

ademas de ser un sistema muy robusto y facil de usar.
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Bloque I: Rosmarinus officinalis

1. Reactivos.

Todos los reactivos usados en esta memoria fueron de
grado analitico. Para la extraccién de los compuestos
presentes en las hojas de romero se utilizé etanol
suministrado por VWR BDH Prolabo (Madrid, Espafia), agua
Milli-Q obtenida de un equipo de purificacion Millipore
(Bedford, MA, USA), metanol proporcionado de Panreac
Quimica (Barcelona, Espaia) y CO, licuado a elevada presién
(N-48) suministrado por Praxair (Madrid, Espana). Para la
extraccion con MAE se utilizaron distintos disolventes,
metanol, etanol, acetona, acetato de etilo, asi como acido
clorhidrico y d4cido acético proporcionados por Centrohem
(Vuka Karadzica bb, 22300 Stara PAzova, Serbia).

Para el aislamiento y purificacion de los compuestos
mediante cromatografia semipreparativa, asi como para los
analisis mediante HPLC-MS se utilizé acido férmico adquirido

de Fluka, Sigma Aldrich (Steinheim, Alemania), acetonitrilo de
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calidad masas de Fisher Scientific (Madrid, Espafia) y agua
doblemente desionizada obtenida de un sistema Milli-Q de
Millipore (Bedford, MA, USA). Finalmente para disolver las
muestras se utilizaron etanol de Panreac (Barcelona, Espafia),
metanol y dimetilsulféoxido (DMSO), ambos procedentes de
Fisher Scientific (Madrid, Espaiia).

Para la cuantificacién de los extractos de romero de los
Capitulos 2 y 3 se han utilizado como estandares luteolina,
luteolina-7-O-glucdsido, diosmetina, acido rosmarinico,
genkwanina, neohesperidina, epigalocatequina, y 4cido
ursélico de Extrasynthese (Genay, Francia);
homoplantagenina proporcionada por Chengdu Biopurity
Phytochemicals (Chengdu, Sichuan, China); acido quinico de
Acros Organics (Geel, Bélgica), y finalmente apigenina, acido
siringico, carnosol y acido carndsico adquiridos de Fluka,
Sigma Aldrich (Steinheim, Alemania). Las disoluciones de
estos patrones se prepararon en DMSO vy metanol

proporcionados por Fisher Scientific (Madrid, Espaiia).

2. Muestras.

Las muestras para los capitulos 1 y 3 son hojas de

Rosmarinus officinalis L. obtenidas de Herboristeria Murciana
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(Murcia). Estas hojas fueron secadas siguiendo un método
tradicional, que consiste en que una vez recolectadas se
airean para eliminar la humedad, se cubren con una
blanqueta para evitar que le dé la luz del sol y se dejan secar
en una habitacidon ventilada durante 20 o 30 dias,
dependiendo de la estacion del afio en la que nos
encontremos. Posteriormente, una vez secadas las hojas, se
procede a su molienda usando nitrégeno liquido y se realiza
un tamizado de la muestra molida seleccionando un tamafio
de particula adecuado, que normalmente oscila entre 500 y
999um. Una vez hecho esto las muestras se almacenaron a -
20 oC.

En cuanto a las muestras para el capitulo 2, éstas son
hojas de Rosmarinus officinalis L. obtenidas mediante un
muestreo al azar en diferentes zonas geograficas de Serbia
(Figura 25), y cuyos datos se recogen en la Tabla 8. De cada
punto de recoleccion se tomd una muestra compuesta que
pesaba alrededor de unos 3 kg. Las hojas fueron separadas
cuidadosamente del resto de materia vegetal, y secadas
mediante un método tradicional, como en el caso de las
muestras de los capitulos 1 y 3, durante dos semanas a
temperatura ambiente y en oscuridad. Posteriormente las

hojas secas fueron molturadas, homogeneizadas, v
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finalmente tamizadas (tamano de particula entre 500 y 999
um) formando muestras representativas de cada punto.
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Figura 25.Mapa de Serbia mostrando las diferentes

zonas de recoleccidn de losextractos del Capitulo Il .
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Tabla 8. Codificacién de los extractos de romero del Capitulo Ill, junto con

origen geografico, altitud y fecha de recoleccion.

Codificacion
muestra

Origen

Fecha recoleccion

Altitud (m)

LoodOU B WNE

ol e R R
v~ WM RO

Sokobanja 1 (sur de Serbia)
Sokobanja 2 (sur de Serbia)
Backa Palanka (Vojvodina)
Backa Palanka (Vojvodina)
Novi Sad 1 (Vojvodina)
Novi Sad 2 (Vojvodina)
Silbas (Vojvodina)
Glozan (Vojvodina)
Celarevo (Vojvodina)
Fruska Gora (Vojvodina)
Zrenjanin (Vojvodina)
Vranje (sur de Serbia)
Stara Planina (sur de Serbia)
Leskovac (sur de Serbia)
Nis (sur de Serbia)

Enero 2012
Enero 2012
Diciembre 2011
Diciembre 2011
Diciembre 2011
Diciembre 2011
Diciembre 2011
Diciembre 2011
Diciembre 2011
Diciembre 2011
Diciembre 2011
Diciembre 2011
Diciembre 2011
Diciembre 2011
Diciembre 2011

400
415
80
80
72
80
85
83
76
539
80
487
764
225
194
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3. Procesos de extraccion.

Los procesos de extraccion utilizados para la obtencién
de extractos fendlicos a partir de hojas de romero fueron SFE,
PLE y MAE. Para los capitulos 1 y 3 se utilizaron extractos
obtenidos mediante SFE y PLE, mientras que para el capitulo 2

los extractos fueron obtenidos mediante MAE.

3.1 Extraccion con Fluidos Supercriticos (SFE).

Las extracciones con fluidos supercriticos se llevaron a
cabo en un extractor de fluidos supercriticos de escala piloto
(modelo SF2000, Thar Technology, Pittsburg, PA, USA),
formado por una celda de extraccion cilindrica de 2 L y dos
separadores, cada uno de 0.5 L de capacidad, con un control
independiente de presién y temperatura. El equipo posee un
sistema de recirculacién de CO,, donde el CO, se condensa y
se bombea a la presion deseada para la extraccidon. A
continuacion en la Figura 26 se muestra una foto del equipo

utilizado.
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Figura 26.Extractor SFE modelo SF 2000, Thar Technology.

Para cada extraccion se llené la celda con 0.5 kg de
romero seco y molturado como se describe en el apartado 2.
Se llevaron a cabo dos experimentos de extraccién, en ambos
se fijo una temperatura de 40 °C en la celda de extraccion asi
como en los dos separadores, un flujo de CO, de 60 g/min y
un tiempo de extraccion de 5 horas para asegurarnos
elevados rendimientos de extraccion. El parametro que se
varié en los dos experimentos fue la presion de extraccion.
Para el primero se fijé6 una presion de extracciéon de 400
bares, una presidon de 100 bares en el primer separador y en
el segundo separador se llevd a cabo una descompresién
hasta alcanzar la presién de recirculacién. En el segundo

experimento la presién de extraccién fue de 150 bares, y se
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usé un 7 % de metanol como modificador organico y sélo un
separador, llevando a cabo la descompresién hasta la presién
de recirculacion.

Para llevar a cabo la evaporacién del disolvente en el
caso en que se afnadid etanol como modificador, se utilizé un
Rotavapor (R-210, Bichi Labortechnik AG, Flawil,
Suiza).Posteriormente ambos extractos se diluyeron en etanol
y se mantuvieron a -20 °C, protegidos de la luz hasta el

analisis.

3.2 Extraccion con Fluidos Presurizados (PLE).

La extraccion de las muestras de romero mediante PLE
se llevd a cabo usando un extractor de disolventes acelerados
(ASE 200, Dionex, Sunnyvale, CA, USA), equipado con un

controlador de disolvente (Figura 27).
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Con el objetivo de obtener extractos de distinta
composicion se usaron dos disolventes de diferente
polaridad, etanol y agua. Ambos disolventes fueron sonicados
durante 15 minutos para eliminar el oxigeno disuelto y asi
evitar cualquier posible degradacidon de compuestos mediante
reacciones de oxidacion.

Las extracciones fueron llevadas a cabo a tres
temperaturas diferentes, 100, 150, y 200 °C, usando como
disolvente de  extraccibn agua, etanol y agua
respectivamente. En todos los casos la extraccién con fluidos
presurizados se realizé en modo estatico, con un tiempo de
extraccion de 20 minutos.

Antes de proceder al proceso de extraccion se llevd a
cabo una etapa previa de calentamiento de la celda de
extraccion, cuya duracion varié en funcién de la temperatura
deseada. Asi, para la extraccién realizadaa 100 °C se calenté
durante 5 minutos, 7 minutos fueron necesarios para alcanzar
150 °C y cuando la temperatura empleada era de 200 °C el
tiempo trascurrido fueron 9 minutos.

La celda de extraccidn utilizada era de un volumen de
11 ml, en ella se puso un 1 g de muestra obtenida segun se
detalla en el apartado 2 de esta seccién, que se encontraba

almacenada a - 20 °C.En los casos donde el disolvente de
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extraccion usado fue agua (100 y 200 °C), se cubrid la parte
superior de la muestra con una capa de arena, concretamente
con 2 g, para prevenir un posible atasco del sistema.

El procedimiento de extraccion empleado consta de los
siguientes pasos: el primero es la colocacién de la muestra en
la celda, tras el cual se llena la misma con disolvente hasta
alcanzar una presiéon de 1500 psi, y se procede a su
calentamiento. Una vez alcanzada la temperatura deseada se
lleva a cabo el proceso de extraccidon estdtica, que dura 20
minutos, durante el cual las valvulas del sistema se mantienen
cerradas, y se lava la celda con disolvente de extraccién hasta
alcanzar un 60 % del volumen de la misma. Finalmente se
purga el disolvente de la celda con ayuda de N, gaseoso y se
produce la  despresurizacion. Para evitar posibles
“contaminaciones” o arrastre de componentes entre distintas
extracciones se realiza una limpieza completa del sistema.

Los extractos obtenidos mediante esta técnica fueron
tres: PLE 100 (100 °C, H,0), PLE 150 (150 °C, EtOH) y PLE 200
(200 °C, H,0). Estos extractos se protegieron de la luz y se
almacenaron refrigerados hasta que se secaron. En el caso del
extracto obtenido con etanol, se realizdé la evaporacion del
disolvente en un Rotavapor (R-210 Biichi Labortechnik AG,

Flawil, Suiza), y en el caso de los extractos acuosos se llevd a
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cabo en un liofilizador (Labcondo Corporation, Missouri, USA).

Todos los extractos se mantuvieron a -20 °C hasta su analisis.

3.3 Extraccion asistida con Microondas (MAE).

Para la extraccion asistida con microondas se utilizé un
horno microondas domeéstico modificado (marca LG), de
manera que opera como un sistema MAE atmosférico vy
continuo. Las celdas de extraccién son abiertas, formadas por
un matraz de vidrio acoplado a un condensador de vapor de
Allin, de manera que el disolvente es calentado junto con la
muestra, se evapora y condensa, produciéndose un reflujo
gue mejora la eficiencia de la extraccion.

En este proceso se optimizaron las condiciones de
extraccion para conseguir un rendimiento de extraccién lo
mas elevado posible utilizando una de las muestras de
romero descritas en el apartado anterior. Para ello
seprobaron diferentes disolventes, potencias y tiempos de
extracciéon, manteniendo constante dos etapas de
precalentamiento de la muestra a 160 Wy a 320 W, ambas de
un minuto de duracién para evitar un sobrecalentamiento del
sistema. Para seleccionar el disolvente de extraccion éptimo
se probaron diferentes mezclas de etanol, metanol, acetona y

acetato de etilo con agua a distintas proporciones, asi como

197



198

METODOLOGIA

metanol acidificado con acido clorhidrico y acido acético, en
ambos casos al 1 %. Los mejores rendimientos de extraccién
se obtuvieron con MeOH/H,0 (70:30, v/v), por lo que éste fue
el disolvente usado para la extraccion. También se llevd a
cabo un estudio sobre la influencia de la potencia de Ia
energia microondas en la extraccion, variandose desde 160
hasta 800W. En este caso los mejores rendimientos se
consiguieron aplicando la mdaxima potencia, 800 W. Para
optimizar los tiempos de extraccién, ademas de las dos etapas
de precalentamiento, se realizaron dos etapas de extraccion a
800 W, con una duracién que osciléd de 1 a 15 minutos. Los
mayores rendimientos de extraccién se consiguieron con
etapas de extraccion de 5 minutos de duracion.

Por tanto, el método d6ptimo para la extraccion de las
muestras de romero consistid en la utilizacién de una mezcla
de MeOH/H,0 (70:30, v/v), dos etapas de precalentamiento
de 1 minuto de duracidn, la primera a 160 W y la segunda a
320 W, seguidas de dos etapas de extraccién a 800 W de 5
minutos cada una. Entre estas etapas se dejaba reposar 15
segundos.

Para realizar el proceso de extraccion se colocd 2 g de
muestra en el matraz de extraccién y se afiadié 25 ml de

MeOH/H,0 (70:30, v/v). Posteriormente se realizaron las dos
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etapas de precalentamiento y la primera etapa de extraccién
a 800 W durante 5 minutos. En este paso se separd el
disolvente de extraccidon de la matriz vegetal y se realizdé una
segunda extraccién con 25 ml de disolvente fresco durante 5
minutos a 800 W. Ambos extractos se unieron, se filtraron a
través de un filtro de pliegues y se evaporaron con la ayuda
de un rotavapor (R-210 Biichi Labortechnik AG, Flawil, Suiza).

Estas muestras se conservaron a -80 °C hasta su analisis.

4. Aislamiento y purificacion de compuestos de romero
mediante Cromatografia Semi-preparativa.

La cromatografia semi-preparativa se utilizé en el
capitulo 3 para el aislamiento y purificacion de los
compuestos de romero del extracto obtenido con SFE a 150
°C, como se describe en el apartado 2. Este extracto se
prepard a una concentracion de 50 mg/ml en etanol y
seguidamente se filtré utilizando un filtro de acetato de
celulosa de 0.45 um.

Posteriormente dicho extracto se fracciond utilizando
un equipo de cromatografia semi-preparativa Gilson GX 281,
equipado con sistema de bombeo (331/332 Gilson), un

inyector automatico, un detector DAD (modelo 171/172) y un
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colector de fracciones (GX-281) (Figura 28). Para la separacién
se utilizdé una columna Supelco Ascentis C-18, de tamafio de
particula 10 um, y dimensiones 21.2 x 250 mm. El volumen de
inyeccion fue de 1 ml, las fases moviles utilizadas fueron
como fase mévil A agua acidificada con un 0.1 % de acido
féormico, y como fase moévil B acetonitrilo. El gradiente se
optimizd con la intencion de conseguir la maxima eficacia y
resolucién en la separacion, de manera que las fracciones
recolectadas fueran lo mds puras posible. Finalmente se
consiguié esta separacion utilizando un flujo de fase mévil de
15 ml/min y el siguiente gradiente: se comenzé con un
porcentaje de fase movil B del 5 %, el cual se fue
incrementando progresivamente hasta alcanzar un 45 % en
los primeros 10 minutos, un 55 % a los 20 minutos, un 60 % a
los 26 minutos, un 73 % a los 46 minutos, a los 50 minutos un
80 %, y finalmente a los 55 minutos se alcanzé un 100 % de B
gue se mantuvo hasta los 60 minutos. Seguidamentese volvio
a alcanzar un 5 % de fase moévil B y finalmente se acondicioné

la columna durante 5 minutos mas para el siguiente analisis.
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Figura 28.Equipo de cromatografia semi-preparativa Gilson GX-281.

Las fracciones se colectaron en intervalos de tiempo de
1 minuto, recolectandose un total de 60 fracciones, que se
secaron con ayuda de N, y en oscuridad para evitar la 201
degradacion de los compuestos de romero, algunos de ellos
muy termoldabiles y fotosensibles.

La pureza de las fracciones recolectadas se determind
mediante analisis por HPLC-MS como se describe en el

siguiente apartado.

5. Analisis de extractos y fracciones de romero.

Los extractos de romero obtenidos mediante distintos
sistemas de extraccion, asi como las fracciones de romero

obtenidas mediante cromatografia semi-preparativa se
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analizaron mediante HPLC-MS como se detalla a

continuacion.

5.1 Analisis mediante HPLC-DAD-ESI-TOF-MS.

Los extractos de Rosmarinus officinalis del capitulo
lobtenidos mediante SFE y PLE se analizaron mediante HPLC-
DAD-ESI-TOF. Los extractos obtenidos por PLE tenian un
aspecto pulverulento, mientras que los obtenidos por SFE
eran gelatinosos.En ambos casos, para llevar a cabo su
analisis, se prepararon disoluciones a una concentracion de
10 mg/ml, siendo los disolventes usados para cada extracto
los siguientes: para los extractos obtenidos con PLE a 100 y
200 °C se utiliz6 agua, y para el extracto obtenido mediante
PLE a 150 °C y los extractos obtenidos con SFE se utilizd
etanol. Antes de inyectar estas muestras en el HPLC se
filtraron con filtros de jeringa de acetato de celulosa con un
tamaio de poro de 0.45 um. Una vez disueltas vy filtradas, las
muestras se conservaron a -20 2C en recipientes de topacio
para evitar la fotodegradacién de los compuestos fendlicos.

Para el anadlisis de los extractos mediante HPLC-DAD-
ESI-TOF, se empled un cromatégrafo de liquidos Agilent de la

serie 1200 de resolucion rdpida (Agilent Technologies, Palo
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Alto, CA, USA) acoplado a un espectrometro de masas
microTOF Il de Bruker Daltonik (GmbH) con una interfase ESI
de la misma casa comercial. El cromatdgrafo de liquidos esta
compuesto por los siguientes mddulos: un desgasificador de
micro-vacio, una bomba binaria SL, un automuestreador
estandar, un compartimento termostatizado de columna y un
detector DAD, todos ellos de la serie 1200 de Agilent. En la

Figura 29 se muestran los equipos utilizados.
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Figura 29. Equipo de RRLC 1200 de Agilent y microTOF Il de Bruker Daltonik

Existen en bibliografia una amplia variedad de métodos
para el analisis de compuestos fendlicos en extractos
vegetales, y mas concretamente en extractos de romero. En

la mayoria de ellos se utilizan como fases mdviles agua
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acidificada con acido férmico o acético como fase movil A, y
metanol o acetonitrilo como fase movil B.

Es por ello por lo que se probaron distintas
combinaciones de estas fases moviles, seleccionando
finalmente como dptimas agua con 0.1 % de acido formico
como fase moévil A y acetonitrilo como fase moévil B.Las
condiciones del gradiente optimizado fueron las siguientes:
de 0 a 45 minutos, se pasé de un 5 a un 100 % de B, de 45 a
55 minutos se volvid a condiciones iniciales con un 5 % B, y se
mantuvo esta composicion de fase movil durante 5 minutos
mas. Entre cada inyeccidon de muestra se hicieron inyecciones
de fase mévil como blanco.

Para la separacidon se utilizd una columna analitica
ZORBAX Eclipse Plus Cig con unas dimensiones de 4.6 x 150
mm y un tamano de particula de 1.8 um. El flujo de fase mavil
era de 0.80 ml/min, manteniendo una temperatura constante
de separacion de 20 2C,e inyectando 10 pl de muestra.

Como ya se ha indicado, uno de los detectores usados
fue un DAD de la serie Agilent 1200, dotado con una lampara
de descarga de arco de deuterio para el rango de longitud de
onda ultravioleta y una lampara del wolframio para el rango
visible, asi como de una celda de flujo donde se realiza la

deteccion. En este detector, la luz se dispersa sobre la matriz
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de diodos mediante una red de difraccidn holografica, lo que
permite tener un acceso simultaneo a toda la informacién de
las longitudes de onda, es decir, se recogen los espectros
completos de absorcién UV/visible durante todo el analisis.

En lo referente a la deteccidon mediante TOF-MS, ésta
se realizd en ambos modos de ionizacidn, positivo y negativo,
abarcando un rango de masas de 50 a 1000 m/z.

El flujo maximo de entrada al espectrémetro de masas
es de unos 300 pl/min. A valores superiores el volumen de
disolvente que llega a la entrada de la cdmara de nebulizacién
es excesivo, y la interfase no puede evaporar totalmente el
disolvente. Esto provoca la formacién de gotas y el paso de
humedad a la zona de transferencia, empeorandose con ello
la exactitud de masa. Ademas esta entrada de humedad hace
que los valores de presion de vacio no se mantengan
constantes. Para solventar este problema, en este caso dado
que el flujo fue de 0.8 ml/min fue necesario el empleo de un
divisor de flujo 1:3, de forma que a la entrada del
espectrometro de masas el flujo se redujo de a 0.2 ml/min.

Este flujo de entrada determind los valores
seleccionados como dpticos de la interfase ESI, como sonla
presion del gas nebulizador y el flujo y temperatura del gas de

secado. Otros parametros adicionales de la fuente de
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ionizacion que deben controlarse son los voltajes en la
camara de nebulizacion (End Plate offset) y a la entrada del
capilar (Capillary). También hay que establecer una serie de
voltajes y radiofrecuencias que se aplican en la zona de
transferencia idnica a los diferentes skimmers, hexapolos y
lentes. Los valores de todos estos parametros se recogen en
la Tabla 9, indicando el signo + y — de dichos valores en
funcién del modo de ionizacion aplicado, positivo o negativo

respectivamente.

PARAMETROS DEL DETECTOR TOF

FUENTE DE iONIZACION TRANSFERENCIA

Presidn Gas Nebulizador: 2 bar Capillary exit: + 150 V

Flujo Gas Secado: 7 I|/min Skimmer 1: £ 50V

Temperatura: 190 °C Hexapolo RF: 100 Vpp

End Plate offset: £ 500 V Skimmer2:£20V

I | —

Capilar: 4.500 V Transfer time: 52 ps

Pre-pulse storage: 5 us

Tabla 9. Parametros de la fuente de ionizacién y de la zona de transferencia del

método de MS utilizado para el detector TOF.
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Para conseguir la exactitud de masas necesaria para la
caracterizacidon de los compuestos se utilizé una calibracién
externa. Debido al amplio rango de masas que se queria
detectar, se utilizd como calibrante formiato sédico 10 mM,
gue cubre un rango de m/z de 50 a 1200. Este calibrante se
preparé mezclando en una proporcién 1:99 (v/v) una
disolucién 1 M de NaOH y otra de agua:isopropanol (50:50,
v/v) con 0.1 % de acido férmico. Este calibrante se introdujo
al principio de cada andlisis con ayuda de una bomba de
jeringa Cole Palmer 74900-00-05 (Vernon Hills, lllinois, USA).

Los datos de masas exactas de los iones analizados se
procesaron con el software DataAnalysis 3.4 (Bruker
Daltonik), el cual es capaz de ofrecer una lista de posibles
formulas moleculares usando el editor
GenerateMolecularFormula™. Este editor utiliza un algoritmo
CHNO, que posee una serie de funcionalidades como el rango
elemental minimo/maximo, la configuracidon electrdnica,
equivalentes de dobles enlaces y anillos, asi como una
compleja comparacién del patréon isotépico tedrico y
experimental (Valor Sigma) para conseguir una mayor
seguridad en la formula molecular propuesta. El umbral de
exactitud mas ampliamente aceptado por la comunidad

cientifica para la confirmacién de la composicidon elemental se
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establecid en 5ppm. Es importante remarcar que incluso con
una exactitud de masas muy elevada (< 1 ppm) pueden
obtenerse un gran numero de féormulas moleculares
guimicamente factibles, por lo que una elevada exactitud de
masas por si sola no es un criterio suficiente para excluir
suficientes candidatos con composiciones elementales
complejas. En este sentido, el uso de los patrones de
abundancia isotdpica supone una importante restriccion,
eliminando mas del 95 % de falsos candidatos. Este filtro
ortogonal es capaz de reducir varios miles de candidatos a un

pequefio numero de férmulas moleculares.

5.2 Analisis mediante HPLC-ESI-QTOF-MS.

Las fracciones de romero aisladas mediante
cromatografia semi-preparativa, el extracto de romero
obtenido como fuente para la purificacion de dichos
compuestos del capitulo 3 y los extractos de romero extraidos
mediante MAE del capitulo 2 se analizaron mediante HPLC-
ESI-QTOF-MS.

El extracto de romero utilizado como fuente de
compuestos bioactivos es el extracto obtenido mediante SFE

a 150 bares del capitulo 1, de manera que para su analisis se
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prepar6 como se ha descrito anteriormente, a una
concentracion de 800 y 5000 ppm. En cuanto a las fracciones
de romero, una vez secadas con nitrégeno, se reconstituyeron
para evitar posibles degradaciones inmediatamente antes de
su andlisis a una concentracidon de 100 ppm utilizando como
disolvente DMSO. Finalmente todas las muestras se filtraron a
través de filtros de jeringa de acetato de celulosa de 0.45 um
de tamafio de poro y se prepararon en viales para su analisis.

Por su parte los extractos de romero extraidos con
MAE, se reconstituyeron hasta conseguir una concentracion
de 800 ppm utilizando una mezcla de MeOH:H,0 (50:50, v/v),
y se filtraron igualmente con filtros de acetato de celulosa
(0.45um). También en este caso, para evitar una posible
degradacion, estos extractos se prepararon justo antes de su
andlisis.

Para el analisis de estas colecciones de muestras se
utilizd un cromatodgrafo de liquidos UPLC Acquity (Waters,
Millford, MA, USA) equipado con un compartimento de
muestras  termostatizado, una bomba binaria, un
desgasificador 'y un compartimento de muestras
termostatizado. La salida de la columna cromatografica se
acopld a través de un divisor de flujo a la interfase de un

espectrometro de masas microTOF Q-ll (Bruker Daltonik,
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Bremen, Alemania). La columna empleada para la separacion
tanto de los componentes de las fracciones como de los
extractos de romero fue una Zorbax Eclipse Plus C-18, de
dimensiones 4.6 x 150 mm y tamafio de particula de 1.8 um.
En ambos casos las fases moviles fueron las optimizadas en el
capitulo 1 de la presente memoria, agua acidificada con un
0.1 % de acido formico como fase mévil A y acetonitrilo como
fase movil B, a un flujo de trabajo de 0.8 ml/min,e inyectando
un volumen de muestra de 5 pl. En la Figura 30 se muestran
el cromatdgrafo de liquidos y del espectrometro de masas

utilizado.

Figura 30. Equipo de UPLC Acquity Waters y
microTOF Q-Il de Bruker Daltonik
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El gradiente cromatografico empleado en el capitulo 1
se modificé ligeramente para ambos conjuntos de muestras,
optimizandose un gradiente multipaso en cada caso. Para el
analisis de las fracciones de romero el gradiente optimizado
fue el siguiente: se comenzd con un 5 % B como condiciones
iniciales, y se fue aumentado progresivamente el porcentaje
de fase moévil B, hasta un 40 % B en 5 minutos, un 60 % a los
10 minutos, y un 95 % a los 30 minutos. Finalmente, se
reestablecieron condiciones iniciales en dos minutos y medio,
y éstas se mantuvieron para el siguiente analisis. En el caso de
los extractos de romero extraidos con MAE, se consiguid
reducir el tiempo de analisis de 35 a 30minutos.El gradiente
empleado en la separacidn fue el siguiente: en 12 minutos se
paso de un 5 a un 50 % de B, a los 17 minutos se alcanzd un
75 % de B, y a los 22 minutos un 95 %. Posteriormenteen 3
minutos se volvid a condiciones iniciales y éstas se
mantuvieron durante cinco minutos mas para equilibrar la
columna.

La deteccion mediante espectrometria de masas se
realizdé en modo de ionizacién negativo, con un rango de
masas de 50-1100 m/z y utilizando formiato sédico como
calibrante externo, de igual manera que en el apartado

anterior. Debido a las pequefias modificaciones en el disefio
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del QTOF respecto del TOF, algunos parametros de
transferencia se modifican.Los valores dptimos para ellos son
los que se muestran en la Tabla 10. En los analisis de
masas/masas para la fragmentacion de los iones de interés
también se utilizd6 nitrégeno como gas de colisidon. Las
energias de colisién para estos analisis fueron ajustados de la
siguiente manera: m/z 100, 20 eV; m/z 500, 35 eV; m/z 1000,
50 eV.

PARAMETROS DEL DETECTOR QTOF

FUENTE DE iONIZACION TRANSFERENCIA

Presion Gas Nebulizador: 2 bar Capillary exit: - 170 V

Flujo Gas Nebulizador: 9 |/min Funnel 1 RF: 150.0 Vpp

Temperatura: 210 °C Funnel 2 RF: 200.0 Vpp

End Plate offset: - 500 V Hexapolo RF: 100.0 Vpp

Capilar: 4.000V Transfer time: 70 ps

I e e e e —

Tabla 10. Pardmetros de la fuente de ionizacion y de la zona de

transferencia del método de MS utilizado para el detector QTOF.

Los datos obtenidos en estos analisis se procesaron con
el software DataAnalysis 4.0 (Bruker Daltonik), una versién

mas actualizada del software utilizado en el apartado
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anterior, pero con la misma funcionalidad, ya que ofrece una
lista de posibles férmulas moleculares usando el editor

GenerateMolecularFormula™.

6. Cultivos celulares.

Tanto las fracciones de romero obtenidas mediante
cromatografia semipreparativa (capitulo 3) como el extracto
obtenido con fluidos supercriticos a 150 bares (capitulo 1) se
ensayaron en las lineas celulares HT-29, SW480 y HGUE-C-1
modelo de adenocarcinoma de colon, con el objetivo de
estudiar la actividad antiproliferativa de los compuestos
aislados de romero y ver si existen posibles efectos sinérgicos
entre ellos. Dichas lineas celulares fueron conseguidas del
IMIM (Instituto Municipal de Investigacion Médica, Barcelona,
Espafia), del ATCC (American Type Culture Collection, LGC
Protochem, UK) y del Hospital General Universitario (Elche,
Alicante), respectivamente.

Estas células se dejaron crecer en DMEM con piruvato
(Medio de Cultivo Eagle Modificado de Dulbecco)
suplementado con un 5 % de suero bovino fetal inactivado
por calentamiento, 2mM de L-glutamina, 50 U/ml de

penicilina G, y 50 pg/ml de estreptomicina, a 37 °C en
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atmoésfera humidificada con un 5 % de CO,. Cada tres dias a
las células se les anadid tripsina siguiendo las
recomendaciones del proveedor, y fueron sembradas en
placas de 96 pocillos, a una densidad de 5 - 10°
células/pocillos. Seguidamente se dejaron incubando durante
la noche a 37 °C para conseguir su adhesién, y finalmente
fueron tratadas tanto con el extracto y como con las

fracciones de romero objeto de estudio.

7. Ensayos de actividad antiproliferativa.

Para estudiar el efecto de las fracciones de romero y
del extracto completo (SFE 150) sobre la proliferacion celular
de HT29, SW480 y HGUE-C-1, estas lineas celulares se
cultivaron como se detalla en el apartado anterior y se
trataron con el extracto de romero y las fracciones
seleccionadas a unas concentraciones de 30 y 60 pg/ml
durante 24y 48 h.

Tras la incubacién con el extracto de romero y las
fracciones, la proliferacion celular fue calculada mediante un
ensayo MTT, un ensayo sencillo y fiable que se utiliza para
determinar la funcionalidad mitocondrial de la célula. Tras el

periodo de incubacién, que en nuestro caso fue de 24 o0 48 h,
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las células se lavaron con PBS y se incubaron con el reactivo
MTT durante 3 h a 37 °C en atmdsfera humidificada con un 5
% de CO,. Tras la incubacién se aspird el medio y se anadio
100 puL de DMSO a cada pocillo, agitando durante 15 minutos
para disolver los cristales de formazdn formados.
Posteriormente se midid la absorbancia de este producto
generado a una longitud de onda de 570 nm en un lector de
placas (SPECTROstar Omega, BMG LabTech GmbH, Offenburg,

Alemania).

8. PCA.

Los datos generados mediante HPLC-ESI-QTOF-MS del
capitulo 2 fueron evaluados con el software ProfileAnalysis
(Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Alemania) para llevar a cabo
un andlisis por PCA con un escalado Pareto. Los datos
obtenidos mediante LC-MS se prepararon para el analisis por
PCA usando el algoritmo FindMolecularFeature (FMF) asi
como un “bucketing” avanzado. El rango de m/z seleccionado
fue de 100-800, vy el tiempo de analisis entre 1.5 y 30

minutos.
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Bloque Il: Hibiscus sabdariffa

1. Reactivos.

Todos los reactivos usados en esta memoria fueron de
grado analitico. En todos los capitulos de este bloque se
utilizé para preparar las fases moéviles usadas en los analisis
mediante LC-MS acido formico adquirido de Fluka, Sigma
Aldrich (Steinheim, Alemania), acetonitrilo de calidad masas
de Fisher Scientific (Madrid, Espafia), y agua doblemente
desionizada obtenida de un sistema Milli-Q de Millipore
(Bedford, MA, USA)

Para el capitulo 4 de la presente memoria para la
preparacién de extractosse utilizé etanol y acido clorhidrico
(Lab-Scan). Los estandares utilizados para la identificacion de
los compuestos detectados fueron acido clorogénico,
quercetina y quercetina-3-glusésido adquiridos de Fluka,
Sigma Aldrich (Steinheim, Alemania) y Extrasynthese (Genay
Cedex, France). Las disoluciones de estos patrones fueron
preparadas en metanol (Lab-Scan). Para la determinacién de
polifenoles totales, flavonoides, antocianinas, cianidina y
delfinidina también se usaron reactivo de Folin, acido galico,

carbonato sdédico, cloruro de aluminio, acetato potasico,
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quercetina, 2,2-difenil-picrilhidracil (DPPH), y acido 6-hidroxi-
2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico (trolox)
proporcionados por Sigma Aldrich (Steinheim, Alemania), asi
como cloruro de cianidina y delfinidina de Extrasynthese
(Lyon, Francia).

En el capitulo 5, para la preparaciéon del extracto de
Hibiscus sabdariffaenriquecido en compuestos fendlicos se
utiliz6 una resina de Amberlita FPX66 (Rohm and Haas,
Philadelphia, USA), etanol al 95 % y dacido trifluoroacético de
Panreac. Para la preparacion del extracto de Hibiscus
sabdariffa liposomado ademas de lo anterior también se usé
fosfatidilcolina de soja suministradapor Sigma Aldrich
(Steinheim, Alemania). Se utilizaron también quercetina,
qguercetina-3-glucdsido, quercetina-3-glucurénido adquiridos
de Fluka, Sigma Aldrich (Steinheim, Alemania), y N-
feruloiltiramina adquirido de Chem Faces (Wuhan, China).
Para la disolucién de los patrones se utilizé metanol y DMSO,
ambos de Fisher Scientific (Madrid, Espafia), asi como medio
de cultivo Hank’s Balance (HBSS) de Gibco (Life Technologies,
Madrid, Espafia).

Para el capitulo 6 se utilizaron, naringenina como
patrén interno, quercetina y quercetina-3-glucurdnido

adquiridos de  Fluka, Sigma Aldrich (Steinheim,
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Alemania).Estos patrones fueron disueltos en metanol de
Fisher Scientific (Madrid, Espafa) para la preparacion de
patrones utilizados en lacuantificacién, y en DMSO a una
concentracion de 100 uM para la incubacién con las células
preadipociticas.

En el capitulo 7 se utilizd el extracto enriquecido en
compuestos fendlicos de Hibiscus sabdariffa preparado en el
capitulo 5, encapsulado con ayuda de una encapsuladora
Cap.M.Quik (Sanderson and Co, Berry Creek, California,
EE.UU). Para la optimizacion de los protocolos de tratamiento
de plasma y suero se utilizé suero bovino fetal de Sigma
Aldrich (Steinheim, Alemania), y orina recolectada de un
voluntario sano justo antes del tratamiento de muestra. Para
los tratamientos de suero y plasma se utilizé acido féormico de
Sigma Aldrich (Steinheim, Alemania), etanol, metanol y
acetonitrilo de Fisher Scientific (Madrid, Espaifia). Para la
optimizacién de los protocolos de tratamiento de orina se
utilizdé metanol, acetonitrilo, acetato de etilo, acido
clorhidrico, acido trifluoroacético (TFA) 'y cloruro
sodicosuministrados por Fisher Scientific (Madrid, Espafia),
ademas de cartuchos de SFE Discovery DPA-6S y Supel-Select
HLB SPE ambos de Sigma Aldrich (Steinheim, Alemania), y

Spe-ed Advanta RP 105 de Teknokroma (Barcelona, Espaiia).
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2. Muestras.

En el capitulo 4 se recolectaron un total de 25
muestras de Hibiscus sabdariffa de distintas variedades
procedentes de las principales zonas productoras de Méjico
durante los afios 2007-2010, siendo algunas de ellas
proporcionadas por el INIFAP Campus de Tecoman,
informacién que se detalla en la Tabla 11 y Figura 31. Las 25
variedades recolectadas se establecieron en una zona
controlada bajo las mismas condiciones pedoclimaticas hasta
su maduracién fisiolégica, momento en el cual los cadlices
fueron recolectados y secados en un horno de convecciéon de
aire caliente. Dichos cdlices, una vez secados se molturaron y
se sometieron a un proceso de extraccion, utilizando metanol
acidificado (70 % de metanol con un 0.1 % de HCI) en una
proporcion disolvente-muestras de 10:1. Trascurridas 72 h de
la extraccién, el disolvente fue evaporado a 40 °C usando un
rotavapor (R-210 Bichi Labortechnik AG, Flawil, Suiza). Los
extractos resultantes fueron utilizados posteriormente para el
resto de determinaciones segun se detalla a continuacion.

Para el andlisis cualitativo mediante HPLC-DAD-ESI-
TOF-MS los extractos se diluyeron en agua ultrapura hasta

alcanzar una concentracién de 25 mg/ml, mediante agitacion




en un vortex. Previo a su andlisis, las disoluciones de los
extractos se filtraron con filtros de jeringa de acetato de
celulosa de tamafo de poro 0.45 um, tras lo cual fueron

directamente analizadas en el cromatégrafo de liquidos.
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Figura 31.Mapa de Méjico con las provincias resaltadas

en donde se recolectaron los extractos del Capitulo IV.
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Tabla 11. Codificacidn de los extractos de HS del Capitulo IV, junto con variedad, origen geografico e imagen de los célices.

HS 14

HS 15

HS 16

HS 17

HS 18

Sudan

Medis Luna

Pisila

JB 00001 SM

JCPOOO1T

Mutante
Blanca

Colima

Colima

Colima

Guerrero

Guerrero

Guerrero

HS 20

HS 21

HS 22

HS 23

HS 24

HS 25

JROOO01C

Americana

Puerta de
Anzar

Variedad
Blanca

Real

Reyna

Colima

Colima

Jalisco

Veracruz

Nayarit
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Para los capitulos 5y 7 se prepard un extracto primario
acuoso de Hibiscus sabdariffa a partir de los calices de flores
de esta planta procedentes de Guerle (Senegal) secados de
manera tradicional, mediante exposicidon solar. Estos calices
secos se molturaron, y de este material se tomaron 650 g, los
cuales fueron calentados hasta ebullicion en 5 | de agua
destilada durante 5 minutos. La infusidon obtenida fue filtrada,
enfriada a temperatura ambiente y centrifugada.
Seguidamente, el sobrenadante obtenido fue liofilizado vy
almacenado a 4 °C. El extracto de Hibiscus sabdariffa
enriquecido en compuestos fendlicos (PEHS) se preparé a
partir de este extracto primario eliminando la fibra y los
polisacaridos presentes en su composicidon. Para ello, se
realizé una precipitacion con etanol al 85 % (v/v), y se realizé
una purificaciéon clasica en columna. Se cargd una
concentracion de 170 mg/ml en una columna cromatografica
de 1.5 x 25 cm que contenia la resina Amberlite FPX66. La
fraccidon fendlica retenida en la columna se eluyé con etanol
al 95 % acidificado con un 0.01 % de TFA, se evapord en un
rotavapor (R-210 Bichi Labortechnik AG, Flawil, Suiza) y se
congeld. Para el capitulo 5, a partir de la muestra dePEHS se
prepard un extracto liposomadopartiendo de PEHS a una

concentracion de 2.500 ppm vy afadiendo 2 mM de
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fosfatidilcolina de soja, etanol al 10 % para permeabilizar la
membrana y HBSS para disolverlo, manteniéndose en
agitacion durante 10 minutos. Trascurrido este tiempo se
filtrd utilizando filtros de jeringa de 0.45 um de tamafio de

poro, repitiéndose esta operacion dos veces mas.

3. Cultivos celulares.

3.1 Cultivo de bacterias Gram positivas y Gram
negativas.

En el capitulo 4 de la presente memoria se ensayaron
los extractos metandlicos de 25 variedades de Hibiscus
sabdariffa frente a Escherichia coli (ATCC 25922), Salmonella
enteritidis (ATCC 14028), Staphylococcus aureus (ATCC 25923)
y Micrococcus luteus (ATCC 9341) para determinar las
actividades antibacterianas que presentaban dichos extractos
frente a diferentes microorganismos. Para la determinacion
de la actividad antimicrobiana de los extractos, se selecciond
una colonia de cada cepa bacterianaque se encontraba
aislada en medio agar, y se dejé crecer en 5 ml de medio de

cultivo durante 24 horas a 37 °C.
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3.2 Cultivo de células Caco-2.

En el capitulo 5 se estudia la absorcion de un extracto
de Hibiscus sabdariffa enriquecido en compuestos fendlicos
(PEHS) libre y liposomado, y de cuatro compuestos puros
presentes en su composicidn, quercetina, quercetina-3-
glucdsido, quercetina-3-glucrurdnido y n-feruloiltiramina
utilizando un modeloin vitro que simula la barrera intestinal.
Para ello se cultivaron células de adenocarcinoma de colon
Caco-2 adquiridas del ATCC en DMEM vy se preparé una
monocapa celular sembrando 4 - 10° células/pocillo en placas
de 6 pocillos. El cultivo se realizé a 37 °C, en una atmodsfera
humidificada un 90 % y con un 5 % de CO,. El cultivo se
prolongd durante unos 19-22 dias para asegurar la
confluencia de la monocapa, y la integridad de la misma se
comprobd antes y después del experimento mediante una
medida de la resistencia eléctrica transepitelial (TEER) con un
voltimetro epitelial (EVOM, World Precision Instrument,
Sarasota, FL, USA).

La monocapa celular se cultivd sobre una membrana
de policarbonato de un tamaino de poro de 0.4 um y un area
superficial de 4.7 cm’. Esta se dispone entre dos
compartimentos, la camara apical situada en la parte

superior, y la camara basolateral, situada en la parte inferior.
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En esta investigacion se estudié la permeabilidad en ambos
sentidos, apical-basolateral y basolateral-apical, con el
objetivo de determinar el tipo de transporte de estos
compuestos. Para ello, tras lavar dos veces la monocapa de
células Caco-2 con HBSS calentado previamente, se ensayaron
tanto los extractos como los compuestos puros en ambas
camaras, tomdandose muestras al inicio (tiempo 0 minutos) y
al final del ensayo (tiempo 150 minutos) en la cdmara donora
(apical o basolateral seglin el ensayo), y a distintos tiempos
(30, 60, 90, 120 minutos) en la camara receptora para
estudiar la evolucién en el transporte de estos compuestos. Al
final del ensayo la monocapa celular se recogio, y se realizo
un lisado celular mediante ciclos de congelacion-
descongelacion, recolectando tanto el citoplasma celular
como las membranas, para de esta manera comprobar si
estos compuestos pueden quedar retenidos en ellos. Todas
las muestras se almacenaron a -80 °C hasta su posterior

analisis.

3.3 Cultivo de células pre-adipociticas 3T3-L1.

En el capitulo 6 se estudid la absorcidén de quercetina y
qguercetina-3-glucurdnido, dos compuestos relacionados con

la composicidon de Hibiscus sabdariffa, por parte de células
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pre-adipociticas 3T3-L1. Estas fueron adquiridas del ATCC
(American Type Culture Collection, Manassas, VA, USA),
cultivadas en medio DMEM, propagadas y diferenciadas de
acuerdo a procedimientos previamente descritos en
bibliografia [229].

Para llevar a cabo el estudio sobre la absorcién de
qguercetina y quercetina-3-glucurénido, se anadieron estos
patrones al medio de cultivo al principio del periodo de
induccidn, a una concentracion de 100 uM en DMSO, y se
recolectaron muestras a distintos tiempos (3, 6, 12 y 18
horas) para estudiar la evoluciéon de estos compuestos en el

citoplasma.

4. Recoleccion de muestras de orina, suero y plasma.

Un voluntario adulto y sano, de 28 afios de edad fue
reclutado para participar en el estudio de biodisponibilidad y
excrecion urinaria de los compuestos fendlicos del extracto
PEHS. El participante dio consentimiento por escrito para
participar en el estudio, y el procedimiento fue aprobado y
seguido por el Comité Etico del Hospital Universitario Sant
Joan de Reus. El participante fue advertido para que evitase la

ingesta de compuestos fendélicos, tanto de alimentos como de
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bebidas, durante al menos dos dias antes del ensayo, y de
realizar ayuno desde la noche anterior al mismo. El voluntario
ingirié una cdpsula de 500 mg de PEHS, tras lo cual sélo ingirid
agua las horas siguientes.

Posteriormente se le tomaron muestras de sangre a
tiempo 0 y transcurridos 30 minutos, 1, 2, 3 y 6 horas tras la
ingesta. Estas muestras se recolectaron en tubos con EDTA a
partir de los cuales se obtuvieronmediante centrifugacion las
muestras de suero y plasma, que se almacenaron a -80 °C en
alicuotas sin acidificar y acidificadas con 30 uL de acido
formico al 50 % (v/v) y 100 pL de acido ascérbico 10 mM. Por
otra parte, se tomaron muestras de orinaalas 0, 2,4,y 6
horas tras la ingesta del extracto, que se almacenaron hasta

su analisis a -80 °C afiadiendo 200 uL de acido clorhidrico 6 M.

5. Protocolos de tratamiento de muestras biologicas.

5.1 Protocolos de tratamiento de medio de
cultivo, citoplasma y membrana de células

Caco-2.
Como se detalla en el apartado anterior, en el capitulo

5 se estudid la absorcion de un extracto de Hibiscus sabdariffa

enriqguecido en compuestos fendlicos (PEHS) libre vy
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liposomado, asi como de cuatro compuestos puros
relacionados con su composicion, quercetina, quercetina-3-
glucdsido, quercetina-3-glucurdnido y n-feruloiltiramina. Para
ello se recolectaron muestras de medio de cultivo a distintos
tiempos, y muestras de citoplasma y membrana celular al
final del ensayo.

Las muestras celulares de este ensayo fueron lisadas
mediante tres ciclos consecutivos de congelacidn, en
nitréogeno, y descongelacién, durante un periodo de 10
minutos para cada etapa. Tras este proceso se realizd una
centrifugacion durante 15 minutos a 14.000 rpm,
manteniendo la temperatura a 4 °C. Tanto el sobrenadante
correspondiente al citosol, como el pellet correspondiente a
la membrana se conservaron a -80 °C hasta su analisis.

Para las muestras de medio de cultivo, al ser bastante
limpias, se optimizd un protocolo de tratamiento de muestra
muy simple, que consistid en una centrifugacion refrigerada a
4 °C, durante 15 minutos a 12.000 rpm. El sobrenadante
obtenido se dopd con apigenina como patrdn interno a una
concentracion de 10 ppm, y se almacend a -80 °C en viales
hasta el momento inmediatamente anterior a su andlisis para

evitar un posible degradacion.
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En el caso de las muestras de citoplasma y membrana
celular, el tratamiento fue un poco mas complejo puesto que
estas muestras requieren de una precipitacion previa de su
contenido proteico. Asi, haciendo uso de los resultados
obtenidos en trabajos de investigacion previos realizados por
nuestro grupo de investigacién [230], se llevd a cabo una
precipitacion de proteinas utilizando MeOH. Este disolvente
se anadid en un volumen cinco veces superior al de muestra,
y tras su agitacién se dejé reposarla mezcla durante 2 horas a
-20 °C. Posteriormente las muestras se centrifugaron durante
15 minutos a 12.000 rpm y 4 °C, y los sobrenadantes se
evaporaron a vacio. Por dltimo, las muestras se
reconstituyeron en 100 pl de MeOH, se dopd con apigenina
como patrén interno a una concentracion de 10 ppm y se
almacenaron a -80 °C hasta el momento inmediatamente

anterior a su analisis para evitar degradacion.

5.2 Protocolo de tratamiento de citoplasma de
células pre-adipociticas 3T3-L1.

En el capitulo 6 se estudid la absorcién de quercetina y
qguercetina-3-glucurdnido en células pre-adipociticas 3T3-L1.
Estas células fueron lisadas mediante tres ciclos consecutivos

de sonicacién-congelacién a -80 °C, de 10 minutos de
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duracidon cada etapa. Tras este proceso las muestras se
centrifugaron durante 15 minutos a 14.000 rpm,
manteniendo la temperatura a 4 °C. El sobrenadante
correspondiente al citosol se liofilizd, y se conservé a -80 °C
hasta su tratamiento.

Los citoplasmas recolectados tuvieron que someterse a
una precipitacion de proteinas. Para ello, basandonos en la
estructura de estos compuestos y de la experiencia previa de
nuestro grupo de investigacién, se seleccionaron dos
protocolos distintos basados en una precipitacién en frio con
ayuda de alcoholes, los cuales se ensayaron en suero bovino
fetal para calcular el porcentaje de recuperacion de ambos
compuestos.

En el primer protocolo ensayado se afiadié HCl 0.2 M
disuelto en MeOH en una relacién muestra-disolucion 1:5
(v/v). Esta mezcla se agitd durante 10 segundos en un vortex
y se dejo en reposo 2 h a -20 °C. Transcurrido este tiempo la
muestra se centrifugé durante 10 minutos a 14.000 rpom y 4
°C, el sobrenadante se neutraliz6 hasta un pH 5.5 con
amoniaco al 30 %, repitiéndose el proceso de centrifugacion.
Finalmente, el sobrenadante se evaporé a vacio, se

reconstituyd con fase mavil A (H,0-AcN (90:10) con 0.5 % de
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acido férmico), se dopd con 50 ppm de naringenina como
patrén interno, y se conservo refrigerado hasta su analisis.

El segundo protocolo consistié en una precipitacion de
proteinas anadiendo un volumen cinco veces superior al de la
muestra de una mezcla MeOH:EtOH (50: 50, v/v). Los viales se
agitaron 10 segundos en un vortex y se dejaron en reposo
durante 2 h a -20 °C. Seguidamente, las muestras se
centrifugaron durante 15 minutos a 14.000 rpm en una
centrifuga refrigerada a 4 °C, y el sobrenadante se evaporé a
vacio. Una vez evaporadas las muestras, al igual que en el
protocolo anterior, se reconstituyeron en fase movil A, se
doparon con la misma concentracién de patrdn interno, y se
conservaron refrigerados hasta su analisis.

Finalmente, las muestras obtenidas mediante el
tratamiento con estos dos protocolos se analizaron mediante
HPLC-DAD-ESI-TOF-MS, y se calcularon los porcentajes de
recuperacion de ambos compuestos. Los resultados pusieron
de manifiesto que el segundo protocolo proporcionaba
mayores porcentajes de recuperaciéon para los dos
compuestos estudiados, por lo que fue el seleccionado para

tratar las muestras citoplasmaticas de adipocitos.
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5.3 Protocolos de tratamiento de suero vy
plasma.

Tras la ingesta de 500 mg de PEHS por un voluntario
adulto y sano, se recolectaron muestras de suero y plasma,
qgue se almacenaron a -80 °C, en alicuotas sin acidificar y
acidificadas con 30 pL de acido férmico al 50 % (v/v) y 100 uL
de acido ascérbico 10 mM.

Para optimizar el protocolo de desproteinizacidon para
estas muestras, se realizé una prueba dopando suero bovino
fetal con el extracto PEHS a una concentracion de 2500 ppm
antes y después del tratamiento. Seguidamente, en base a
resultados previos de nuestro grupo de investigacién, estas
muestras se sometieron a una precipitacion de proteinas con
disolventes organicos.En concreto, se trataron alicuotas de
200 pl de suero con 1 ml de AcN, MeOH, EtOH y una mezcla
50:50 (v/v) de MeOH:EtOH. Se agitaron durante 10 segundos
en el vortex y se dejaron en reposo 2 horas a -20 °C.
Trascurrido este tiempo, durante el cual se consiguid la
precipitacion de proteinas, las muestras se centrifugaron
durante 10 minutos a 14.000 rpm en una centrifuga
refrigerada a 4 °C. Finalmente, se recolectaron los
sobrenadantes y se evaporaron a vacio, se reconstituyeron en

100 pl de fase movil A (H,0-AcN 90: 10 v/v con 1 % de acido
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féormico), se doparon con 30 ppm de naringenina como
patrén interno, tras lo cual se conservaron refrigeradas hasta
su analisis.

Las muestras se analizaron mediante HPLC-ESI-UHR-
Qg-TOF-MS, vy se calcularon los porcentajes de recuperaciéon
de los principales compuestos presentes en el extracto PEHS
obtenidos con los distintos protocolos. Los resultados
pusieron de manifiesto que el protocolo que utiliza MeOH
proporciona mejores porcentajes de recuperacidon para la
mayoria de los compuestos estudiados, por lo que fue éste el
seleccionado para el tratamiento de las muestras de suero y
plasma humano.

El uso de dos métodos de conservacidon de suero y
plasma distintos, en alicuotas acidificadas y sin acidificar, se
realizd en un intento por detectar el mayor niumero de
compuestos posibles, ya que tanto la estructura como la
naturaleza de los compuestos presentes en el extracto de

PEHS son muy variadas.

5.4 Protocolos de tratamiento de orina.

En el caso de las muestras de orina, se decidié hacer
una optimizacién previa de protocolos de tratamiento de

muestra. Para ello, haciendo uso de la bibliografia y de la
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informacién  disponible, se seleccionaron  distintos
tratamientos que consistian en el uso de una extraccion LLE y
SPE. Para poder realizar estos tratamientos se recolectaron
muestras de orina de un voluntario adulto y sano, y se
doparon con el extracto PEHS objeto de estudio, con el fin de
calcular el porcentaje de recuperacion de los compuestos con
los distintos protocolos.

En cuanto a la extraccidon LLE, se probaron cuatro
protocolos distintos basados todos ellos en una extraccién
por duplicado con acetato de etilo, a la que se le realizaron
pequeiias modificaciones. El protocolo base consistid en
tratar 500 pl de orina con un 1 ml de acetato de etilo al que
se le anadieron distintos modificadores para intentar
desplazar el equilibrio quimico entre las dos fases y que los
compuestos polares del extracto pasen al acetato de etilo. Los
distintos modificadores anadidos es lo que diferencié un
protocolo de otro. Asi, en el primer protocolo se afiadié 10 pl
de HCl 1M; en el segundo 10 pl de HCI 1M y 10 pl de NaCl 1M;
en el tercero se anadié 10 pl de TFA 1M; y finalmente en el
cuarto 10 pl de TFA 1My 10 pl de NaCl 1M. En todos los casos
se agité la mezcla en un vortex durante 2 minutos, y se
centrifugé durante 10 minutos a 14.000 rpm. A continuacion,

se tomo la fase organica y a la fase acuosa se le repitid el
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proceso de extraccion con otro ml de acetato de etilo. Ambas
fases orgdanicas se unieron y se llevaron a sequedad en un
evaporador a vacio. Por ultimo, las muestras se
reconstituyeron con 250 pl de fase moévil A, (H,O-AcN (90:10,
v/v) con 0.5 % de 4acido férmico), y se conservaron
refrigeradas hasta su analisis.

Para la extraccién con SFE se utilizaron cartuchos con
tres rellenos diferentes, Discovery DPA-6S, Supel-Select HLB
SPE y Spe-ed Advanta RP 105, todos ellos disefiados para
retener compuestos polares de matrices polares, como es el
caso de los compuestos fendlicos en orina. Para los cartuchos
Discovery DPA-6S se realizd un acondicionamiento con 2 ml
de MeOH y 2 ml de H,0. Posteriormente se cargaron los
cartuchos con 2 ml de orina previamente centrifugada, y se
lavaron con 2 ml de MeOH-H,0 (50:50, v/v). Finalmente se
llevé a cabo la elucidn de los compuestos retenidos con 2 ml
de acetato de etilo. Para los otros cartuchos utilizados,las
etapas el protocolo de extraccion fueronlas mismas, a
diferencia de que el lavado se realizd con un 5 % de AcN
acuoso, y la elucién con 2 ml de MeOH-AcN (50:50, v/v). Los
eluidos de todos los protocolos se evaporaron a vacio y se
reconstituyeron en 1 ml de fase moévil A, conservandose

refrigerados hasta su anlisis.
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Una vez analizados todas las pruebas de protocolo se
seleccioné como protocolo éptimo la LLE que utilizaba como
modificador TFA y NaCl por proporcionar los porcentajes de

recuperacién de compuestos fendlicos mds elevados.

6. Analisis de extractos y muestras bioldgicas.

Los extractos de PEHS libre y liposomado obtenidos y
las diferentes muestras bioldgicas procedentes de los ensayos
detallados en apartados anteriores se analizaron mediante

HPLC-MS como se detalla a continuacion.

6.1 Analisis mediante HPLC-DAD-ESI-TOF-MS.

Los extractos de Hibiscus sabdariffa procedentes de
Méjico del capitulo 4 se analizaron mediante HPLC-DAD-ESI-
TOF-MS. El cromatégrafo de liquidos usado de resolucion
rapida (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA) se acopld a
un espectrometro de masas microTOF Il (Bruker Daltonik,
Bremen, Alemania) con una interfase ESI de la misma casa
comercial. El cromatdgrafo de liquidos estaba compuesto por
los siguientes moédulos: un desgasificador de micro-vacio, una
bomba binaria SL, un automuestreador estandar, un

compartimento termostatizado de columna vy un detector
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DAD, todos ellos de la serie 1200 de Agilent. EIl método
cromatografico se optimizé como se detalla en [60]. Las fases
moviles utilizadas fueron H,0-AcN (90:10, v/v) con 1 % de
acido formico (A) y acetonitrilo (B).En cuanto al gradiente
cromatograficoseleccionado, éste fue el siguiente: de 0 a 20
minutos se pasé de un 5 a un 20 % de B, de 20 a 25 minutos
se alcanzé un 40 % de B, de 25 a 30 minutos se volvié a
condiciones iniciales hasta alcanzar un 5 % B, composicién
que se mantuvo durante 5 minutos mas para el
acondicionamiento de la columna para el siguiente analisis.
Entre cada inyeccion de muestra se hicieron inyecciones de
fase movil como blanco para evitar contaminaciones de
muestra. Para las separacién se empled una columna analitica
ZORBAX Eclipse Plus Cig con unas dimensiones de 4.6 x 150
mm y un tamafo de particula de 1.8 um. El flujo de trabajo
seleccionadofue de 0.50 ml/min, se mantuvo una
temperatura constante de separacion de 20 2C y se utilizé un
volumen de muestrade 10 pl.

Como ya se ha indicado, uno de los detectores
utilizados fue un DAD de la serie Agilent 1200 dotado con una
[dmpara de descarga de arco de deuterio para el rango de
longitud de onda ultravioleta, y una ldmpara de wolframio

para el rango visible. En este detector, la luz se dispersa sobre
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la matriz de diodos mediante una red de difraccién
holografica, lo que permite tener un acceso simultdaneo a la
informacién de todas las longitudes de onda de absorcion, es
decir, se recogen los espectros completos de absorcidon
UV/visible durante todo el analisis.

La detecciéon mediante MS se realizdé en modo de
ionizacidn negativo, en un rango de masas de 50 a 1000 m/z.
Para evitar que el electrospray formado en la interfase fuese
inestable, el flujo a la salida del cromatdgrafo pasé por un
divisor 1:3.Los valores éptimos de los principales parametros
tanto de la fuente como de la transferencia en el

espectrometro de muestras se muestran en la Tabla 12.

PARAMETROS DEL DETECTOR TOF

FUENTE DE iONIZACION TRANSFERENCIA

Presion Gas Nebulizador: 1.5 bar Capillary exit: - 120V

Flujo Gas Secado: 7 |/min Skimmer 1: - 40V

Temperatura: 200 °C Hexapolo RF: 100 Vpp

End Plate offset: - 500 V Skimmer 2:-225V

Capilar: 4.500V Transfer time: 50 ps

o e e e —

Tabla 12. Pardmetros de la fuente de ionizacion y de la zona de

transferencia del método de ESI-TOF-MS.
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Para conseguir la exactitud de masas necesaria para la
identificacion de los compuestos se utilizd una calibracién
externa. Debido al amplio rango de masas que se queria
detectar se utilizé como calibrante formiato sédico 10 mM,
que cubre un rango de m/z de 50 a 1200. Este calibrante se
preparé mezclando en una proporcién 1:99 (v/v) una
disolucién 1 M de NaOH y otra de agua:isopropanol (50:50,
v/v) con 0.1 % de acido férmico. Estadisolucion se introdujo al
principio de cada analisis con ayuda de una bomba de jeringa
Cole Palmer 74900-00-05 (Vernon Hills, Illinois, USA).

Los datos de las masas exactas de los iones analizados
se procesaron con el software DataAnalysis 3.4 (Bruker
Daltonik), que proporciona una lista de posibles féormulas
moleculares usando el editor GenerateMolecularFormula™.

Las muestras del capitulo 6 se analizaron mediante
HPLC-DAD-ESI-TOF-MS utilizando la misma instrumentacion
que se detalld para las muestras del capitulo 4, salvo algunas
modificaciones en el método analitico. Se modificé la
composicidon de fase movil A, pasando de un 1 % de acido
formico a un 0.5 %, vy el flujo de fase movil se disminuyé a 0.3
ml/min. El gradiente cromatografico se también se modificod
ligeramente y quedd como sigue: de 0 a 20 minutos se paso

de un 5aun 20 % de B, de 20 a 25 minutos se alcanzé un 40
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% de B, y de 25 a 40 minutos se volvié a condiciones iniciales
con un 5 % B, manteniéndose esta composicion de fase movil
durante 5 minutos mas para el acondicionamiento de la
columna. La deteccion mediante MS se realizd6 en modo de
ionizacion negativo, modificando Unicamente la presién del
gas nebulizador, que se aumenté a 2 bares, y el flujo de gas
de secado, que se aumentdé a 9 I/min. El incremento de estos
parametros se realizé para conseguir un electrospray estable,
ya que en este caso no se utilizé divisor de flujo. El volumen
de inyecciéon se mantuvo en 10 ul, y la calibracién y el

tratamiento de datos se realizaron de igual manera.

6.2 Analisis mediante HPLC-ESI-QTOF-MS.

Para el analisis de parte de las muestras del capitulo 5,
en concreto para aquellas en las que se estudid la
permeabilidad de los compuestos puros, se utilizd el mismo
cromatégrafo de liquidos de resoluciéon rapida (Agilent
Technologies, Palo Alto, CA, USA) descrito previamente. La
salida de la columna cromatogréfica se acoplé a través de un
divisor de flujo a un espectrémetro de masas microTOF Q-II
(Bruker Daltonik, Bremen, Alemania). La columna utilizada

para la separacion fue una Zorbax Eclipse Plus C-18, de
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dimensiones 4.6 x 150 mm y 1.8 um de tamafio de particula.
Las fases moviles empleadas fueron H,0-AcN (90:10, v/v) con
0.5 % de acido formico como fase movil A, y acetonitrilo como
fase movil B, a un flujo de trabajo de 0.5 ml/min, e inyectando
un volumen de muestra de 5 pl. El gradiente cromatografico
utilizado para el andlisis de las muestras del capitulo 6
descrito anteriormente se modificd ligeramente: se comenzé
con un 5 % B como condiciones iniciales, se aumentdé hasta un
35 % B en 10 minutos, un 75 % a los 32 minutos, y finalmente
se reestablecieron condiciones iniciales a los 37 minutos,
manteniéndose esta composicidon durante tres minutos mas
para acondicionar el sistema antesdel siguiente analisis.

La deteccion mediante espectrometria de masas se
realizdé en modo de ionizacidn negativo, seleccionando un
rango de masas de 50-1000 m/z y utilizando formiato sédico
como calibrante externo, de igual manera que en el apartado
anterior. Debido a las pequefias modificaciones en el disefio
del analizador QTOF respecto del TOF, algunos parametros de
transferencia se modifican, los valores éptimos para ellos son

los que se muestran en la Tabla 13.
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PARAMETROS DEL DETECTOR QTOF
FUENTE DE iONIZACION I TRANSFERENCIA
Presién Gas Nebulizador: 2 bar I Capillary exit: - 170 V
Flujo Gas Secado: 9 |/min l Funnel 1 RF: 200.0 Vpp
Temperatura: 200 °C I Funnel 2 RF: 150.0 Vpp
End Plate offset: - 500 V I Hexapolo RF: 100.0 Vpp
Capilar: 4.500V I Transfer time: 70 ps

Tabla 13. Parametros de la fuente de ionizacidn y de la zona de

transferencia del método de ESI-QTOF-MS.
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Los datos obtenidos en estos analisis se procesaron con

el software DataAnalysis 4.0 (Bruker Daltonik), una versién
mas actualizada del software utilizado en el apartado
anterior, pero con la misma funcionalidad, ya que ofrece una
lista de posibles férmulas moleculares usando el editor

GenerateMolecularFormula™.

6.3 Andlisis mediante HPLC-ESI-UHR-Qq-TOF-
MS.

Para estudiar la permeabilidad de los compuestos del

extracto PEHS libre y liposomado del capitulo 5, asi como las
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muestras de suero, plasma y orina del capitulo 7 se utilizdé un
cromatoégrafo de liquidos Dionex Ultimate 3000, acoplado a
un espectrémetro de masas de tiempo de vuelo de ultra-alta
resolucién (UHR-QQg-TOF) maXis de la marca Bruker Daltonik

(Bremen, Alemania) (Figura 32).

Sl
=R

Figura 32. Equipo de UPLC Dionex Ultimate 3000 y

UHR-QTOF maXis de Bruker Daltonik.

En la separacidon cromatografica se utilizo, por un lado
una columna Zorbax Eclipse Plus C-18, de 4.6 x 150 mm y
tamafio de particula de 1.8 um para las muestras del capitulo
5, y por otro una columna Zorbax C-18 de 3x250 mm y un
tamano de particula de 5 um para las muestras de suero,
plasma y orina. Las fases moviles usadas fueron H,0-AcN

(90:10, v/v) con 0.5 % de acido formico como fase mévil Ay
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acetonitrilo como fase movil B. El flujo de fase maovil fue 0.3
ml/min, y se acopld directamente la salida del cromatdgrafo a
la interfase del espectrometro de masas. El volumen de
inyeccion seleccionado fue de 5 pl en todos los casos, y el
gradiente usado fue el mismo que se describid para el analisis
de las muestras del capitulo 5.

La deteccion mediante espectrometria de masas se
realizd6 en modo de ionizacidon negativo para las muestras del
capitulo 5, y en modo de ionizacién positivo y negativo para
las muestras del capitulo 7. El rango de masas analizado fue
de 50-1000 m/z y se utilizdé formiato sddico como calibrante
externo, de igual manera que en los apartados anteriores.
Debido a las pequefias modificaciones en el disefo del
analizador UHR-QQ-TOF, algunos parametros de transferencia
se modifican, los valores 6ptimos para los principales
pardmetros de la fuente y de transferencia se detallan en la

Tabla 14.
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PARAMETROS DEL DETECTOR UHR-QTOF (maXis)

FUENTE DE iONIZACION TRANSFERENCIA

Presion Gas Nebulizador: 2 bar lon Energy: 4.0 eV

Flujo Gas Secado: 8 |/min Funnel RF: 300.0 Vpp

Temperatura: 200 °C Collision Energy: 8.0 eV

End Plate offset: 500 V Collision RF: 400.0 Vpp

Capilar: 4.500V

Transfer time: 65 ps

Pre-pulse storage: 6 pus

lon Cooler: 40.0 Vpp
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Tabla 14. Pardmetros de la fuente de ionizacién y de la zona de

transferencia del método ESI-UHR-QQq-TOF-MS.

Los datos obtenidos en estos analisis se procesaron con
el software DataAnalysis 4.1 (Bruker Daltonik), una versién
mas actualizada del software utilizado en el apartado
anterior, pero con la misma funcionalidad, ya que ofrece una
lista de posibles féormulas moleculares usando el editor

GenerateMolecularFormula™.




250

METODOLOGIA

7. Determinacion de capacidad antioxidante mediante el
método DPPH.

Para la determinacién de la capacidad antioxidante de
los extractos de Hibiscus sabdariffa del capitulo 4 se utilizé el
método DPPH. Este método se basa en el uso del radical libre
2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH-"), el cual presenta un color
violeta oscuro. Este radical, cuando se pone en contacto con
una sustancia capaz de donar un atomo de hidrégeno se
reduce, produciéndose la pérdida de este color caracteristico,
lo que se traduce en un descenso de la absorbancia.

Para tal determinacion los ensayos se realizaron tal y
como se describe en [231]. Para llevar a cabo este ensayo se
anadieron 50 pl de cada extracto en placas de 96 pocillos
junto con 200 ul de una solucidon metandlica de DPPH- 0.1
mM, y se dejdé reaccionar en oscuridad a temperatura
ambiente durante 1 hora. El descenso de la absorbancia del
radical DPPH- se midi6 durante 30 minutos utilizando un
lector  Multi-Modal de Microplacas  basado en
Monocromadores SynergyTM Mx de Bioteka una longitud de
onda de 515 nm, hasta que la sefal se estabiliz6. Como
blanco se utilizd6 50 ul de metanol. Para determinar la

actividad antioxidante de los extractos se utilizd una curva
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patrén de trolox preparada utilizando concentraciones
crecientes de dicho patréon (0, 25, 50, 75, 100, 125 y 500
ug/mil). Los resultados se expresaron como pmol

equivalentes de trolox/g de extracto seco.

8. Determinacion de polifenoles totales, contenido en
flavonoides, antocianinas, cianidina y delfinidina.

El contenido en polifenoles totales de los extractos de
Hibiscus sabdariffa del capitulo 4 fue determinado mediante
el método de Folin-Ciocalteau, el cual se basaen la reduccién
de una mezcla de acido fosfotungstico (H3PW;,0:0) Yy acido
fosfomolibdico (H3;PMo04,040) por los polifenoles presentes en
la muestra, a una mezcla de éxidos de tungsteno (Wg0O,3) y de
molibdeno (MogO,3), que presentan color azul. Esta
coloracion azul puede determinarse midiendo la absorcién de
radiacion a una longitud de onda de 765 nm, la cual se
relaciona de manera directa con la cantidad de polifenoles
presentes en la muestra.

Para llevar a cabo esta determinacion se siguid el
protocolo descrito en [232]. Se mezclaron 50 pl de los
extractos, a diferentes concentraciones, con 450 ul de

reactivo de Folin 1 N disuelto en agua (1:1, v/v) preparado
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momentos antes del ensayo. Para la curva de calibrado se
utilizaron diferentes concentraciones de acido galico, que
oscilaban desde 20 hasta 180 pg/ml. Se dejo reaccionar el
reactivo de Folin con los extractos o con las disoluciones
patréon de acido gdlico durante 5 minutos a temperatura
ambiente, y posteriormente se anadié 500 upl de una
disolucion de carbonato sédico al 15 %, se agitd
vigorosamente y se incubd durante una hora a temperatura
ambiente y en oscuridad. La absorbancia se determind a una
longitud de onda de 765 nm en un lector de microplacas
Synergy™ Mx de Biotek. Los resultados fueron expresados
como mg equivalentes de acido galico (GAE)/ g de extracto
seco.

En lo referente a la determinacidon del contenido en
flavonoides totales de las muestras del mismo capitulo, se
utilizdé un método colorimétrico segin se detalla en [233].
Para ello se mezclaron 500 pl de cada extracto preparado a
una concentracion de 50 mg/ml con 1.5 ml de metanol, 0.1 ml
de cloruro de aluminio al 10 %, 0.1 ml de acetato potasico 1
My 2.8 ml de agua destilada. La mezcla se dejé reaccionar
durante 30 minutos a temperatura ambiente, y se midié la
absorbancia a 415 nm con el lector de placas descrito

anteriormente. Para el calibrado se utilizd una disolucion
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patron de quercetina disuelta en metanol, en
concentraciones que abarcan el rango 10-100 ug/ml. Los
resultados obtenidos se expresaron como miligramos de
equivalentes de quercetina/ g de extracto seco.

La determinacion de antocianinas se realizd6 en los
extractos de Hibiscus sabdariffa hidrolizados del capitulo 4,
mediante un sistema HPLC acoplado a un detector UV-Vis de
diodos en fila (Thermo Finigan), segun se describe en [234].
Para realizar la hidrdlisis de los componentes presentes en los
extractos, se disolvieron 100 mg de extracto seco en una
disolucion 2 N de HCl en metanol-agua 50:50 (v/v), se filtraron
con filtros de jeringa de nylon (Millipore) y se incubaron a 100
°C durante 60 minutos. Trascurrido este tiempo, los extractos
se enfriaron inmediatamente a temperatura ambiente para
su analisis. Estos analisis se llevaron a cabo empleando una
columna Zorbax C-18 de 250 x 4.6 mm, con un tamafo de
particula de 5 um. La separacion de las antocianinas se realizo
utilizando un gradiente isocratico de 20 minutos de duracién
en el que la fase moévil estaba compuesta por una mezcla de
metanol-agua (50:50, v/v) acidificada con un 0.01 % de acido
trifluoroacético. La deteccion se realizé a 522 nm, siendo
identificadas las antocianinas mediante comparacion de los

tiempos de retencién y los espectros de absorcion
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registrados, en un rango de 490-590 nm, con los obtenidos de
los estandares, cloruro de cianidina vy delfinidina
(Extrasynthese, Lyon, France). Las curvas de calibraciéon se
prepararon disolviendo los estandares en una disolucién
acuosa de HCl al 1 %, en concentraciones que oscilaron entre
0.2-100 mg/l. El calculo del contenido en cianidina vy
delfinidina (mg/g) de las muestras se realizd por interpolacion
del area de pico en la correspondiente recta de calibrado (por
triplicado). El contenido total en antocianinas se calculé de
manera indirecta utilizando los factores de conversién 2.07 y
2.15 para el contenido en delfinidina-3-sambubidsido vy
cianidina-3-sambubidsido respectivamente, ya que el
contenido de ambas antocianinas constituye mas del 99 % del

contenido en antocianinas totales.

9. Ensayos de actividad antimicrobiana.

Las actividades antimicrobianas de los extractos
etandlicos de Hibiscus sabdariffadel capitulo 4se realizaron
mediante el método Kirby-Bauer de difusidén en placas de agar
de acuerdo a las directrices del “Clinical and Laboratory
Standards Institute” (CLSI, 2005). El medio de cultivo Mieller-

Hinton con agar (Bio Rad, México DF) se dejo solidificar en
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placas petri asépticas. Las cepas bacterianas se prepararon
por inoculacién de los cultivos de 24 horas obtenidos segun se
detalla anteriormente mediante el método de siembra en
césped a una densidad de 108UFC/ml. Se humedecieron
discos de papel estériles de 6 mm de didmetro con 20 ul de
disolucién conteniendo 7.6 mg de cada extracto. Se utilizaron
como controles positivos cinco antibidticos diferentes:
gentamicina (10 pg), eritromicina (15 pg), vancomicina (30
ug), tetraciclina (30 pg) y clindamicina (2 pg) (Sensi-Disc BBL,
USA), mientras que los discos humedecidos con etanol fueron
usados como controles negativos. Las placas de agar fueron
incubadas a 37 °C durante 24 horas, y la actividad
antibacteriana se determiné midiendo los halos de inhibicién

en milimetros.

10.Analisis estadistico.

Para el capitulo 4, los datos obtenidos segun se detalla
en apartados anteriores, se analizaron usando el software
Origin (versién Origin Pro 8 SRO, Northampton, MA) para
realizar un analisis de varianza (ANOVA) con un nivel de
confianza del 95 % (p < 0.05), con el fin de identificar

diferencias significativas en el contenido de polifenoles,

255



256

flavonoides y antocianinas totales, cianidina y delfinidina

individuales, asi como capacidad antioxidante y actividad
antimicrobiana de los extractos de Hibiscus sabdariffa de

distintas variedades.
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Bloque I: Rosmarinus officinalis

Capitulo 1: Caracterizacion de compuestos fenoélicos
bioactivos en extractos de Rosmarinus officinalis
obtenidos con distintos sistemas de extraccion
mediante RP-HPLC-DAD-ESI-TOF.

Los extractos de romero obtenidos mediante PLE y SFE
como se describe en apartados anteriores fueron analizados
mediante HPLC utilizando dos detectores, un DAD y un TOF
acoplado a través de una interfase ESI. Para llevar a cabo una
caracterizacion completa de los compuestos fendlicos
bioactivos presentes en los extractos la deteccidn se realizd
utilizando modo de ionizacidon positivo y negativo. La
identificacion se llevd a cabo en base a los tiempos de
retencion de los compuestos, sus bandas de absorcion en el
espectro UV-Vis, su espectro de masas proporcionado por el
detector TOF-MS, y usando informacidon disponible en
bibliografia.

En la Figura 1 se muestra como ejemplo representativo de

ambos sistemas de extracciéon el cromatograma de pico base
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(BPC) del extracto de romero obtenido bajo condiciones
supercriticas a 150 bares usando etanol como co-solvente
(extracto SFE 150), y el extracto obtenido mediante PLE
usando agua como agente extractante a 200 °C (extracto PLE
200), en ambos modos de ionizacién. Los perfiles
cromatograficos de los extractos de romero obtenidos
mediante HPLC-DAD-ESI-TOF poseen numerosos picos
correspondientes a compuestos fendlicos asi como a otros
compuestos polares, de los cuales 50 compuestos fueron
tentativamente identificados. Dichos compuestos se recogen
en la Tabla 1, donde se muestra su tiempo de retencion,
féormula molecular, m/z experimental y calculado, error,
bandas de absorcion en el espectro UV-Vis, modo de
ionizacion, asi como los extractos en los que fueron
encontrados.

En bibliografia pueden encontrarse algunas
investigaciones que estudian la composicién de extractos de
romero mediante HPLC-MS, sin embargo en estos estudios
sélo algunos compuestos mayoritarios han sido identificados,
en concreto en un rango que abarca de tres a dieciséis [26,
235-238]. A pesar de que en un trabajo mas reciente fueron
identificados un mayor niumero de compuestos, en concreto

treintaiséis, en un extracto de romero obtenido mediante SLE
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(36), la mayoria de trabajos sélo identifican los compuestos
mayoritarios de romero, omitiendo otros que forman parte
de su composicion en menor proporcién, y que podrian ser
responsables de parte de los efectos beneficiosos atribuidos a
esta planta. Es por esto que en la presente memoria se ha
llevado a cabo una caracterizacién pormenorizada de los
compuestos fendlicos presentes en los extractos de romero
objeto de estudio.

Los compuestos con mayor actividad antioxidante
descritos previamente en esta planta pertenecen a diferentes
familias, fundamentalmente diterpenos fendlicos vy
flavonoides, descritos en bibliografia como potentes
secuestradores de radicales libre [239-241]. El principal
compuesto antioxidante presente en el romero es el acido
carndsico, diterpeno fendlico a partir del cual se derivan el
resto, como son el carnosol, rosmadial, rosmanol y sus
isdmeros, entre otros, todos ellos caracterizados por una
estructura  basica diterpénica tipo abietano. Otros
compuestos fendlicos presentes en su composicion son
flavonoides como apigenina o scutelareina; flavonas
metiladas como  genkwanina, cirsimaritina o 4’-
metoxitectocrisina; distintos flavonoides glicosilados como la

homoplantagenina; asi como compuestos pertenecientes a
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distintas familias, como el acido rosmarinico, un derivado de

acido hidroxicinamico. Las estructuras de dichos compuestos

se muestran en la Figura 2.
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Figura 1. BPC de los extractos de romero obtenidos mediante SFE a 150 bar (izquierda) y PLE a 200 °C (derecha)

en modo de ionizacién positivo (arriba) y negativo (abajo)
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Tabla 1 Compuestos propuestos detectados en extractos de romero obtenidos mediante SFE y PLE analizados por HPLC-

DAD-ESI-TOF-MS.
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23
24

25

26

27
28
29
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32
33
34
35
36
37
38
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41

14,9
15,7
15,9
16
16,1

16,4

16,7
17,6
19,8
20
20,4
21,1
22,6
23
23,2
23,6
24,1
24,9
25,1
25,4
29,2

29,6

683,1652
653,1523

503,0844

477,1387
623,1414

503,0856

503,0856

285,0409
269,0434
301,07
151,112
287,2206
299,0557
313,0716
345,1726
315,0853
345,1712
299,1642
345,1721
283,0621
329,1043

343,1554

683,1618
653,1512

503,0831

477,1391
623,1406

503,0831

503,0831

285,0405
269,0455
301,0707
151,1117
287,2228
299,0561
313,0718
345,1707
315,0863
345,1707
299,1653
345,1707
283,0612
329,102
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275

264, 338

280, 330 (sh)
267,335

265, 339

267,334

240, 275 (sh)
246, 325 (sh)
266, 330
250, 325
255, 329 (sh)
250, 325 (sh)
279, 330
282
248, 334
271
285
290, 335
266, 342
275, 331

235, 289

- W @ Z W@ W @ @ Z Z U U W m @

=

3,4,5
4,5
3,4,5
4,5
1,35
1,235
4,5
Todos
Todos
1,2,4,5
Todos
L2
Todos
Todos
1,2

2L

NI

Feruloilnepitrina isémero 1
Luteolina 3°-0-(0-acetil)-p-D-
glucurdnide Isémero 1
Cirsimaritina 4"-glucésido
Feruloilnepitrina isomero 2
Luteclin 3°-0-(0-acetil)-B-D-glucurdnido
Isémero 2
Luteclin 3'-0-(0-acetil)-B-D-glucurdnido
Isomero 3

Scutelareina
Apigenina
Diosmetina / Hispidulina
Timol
NI
Diosmetina / Hispidulina
Cirsimaritina
Rosmanol
Ladanein
Epiisorosmanol
Artepillin C / Miltipolone
Epirosmanol
Genkwanina
Salvigenina

Rosmadial / Galdosol / Carnosol p-
quinona / Safficinolide

35
55

44
35

55

55

31
15
51/52
33

51/52
16
16
35
31

48/49
31
31
36

32/38
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Figura 2.Estructuras de compuestos de romero.

Es conocido por tanto que el mayor compuesto
antioxidante del romero es el acido carndsico, un compuesto

gue ha demostrado una gran inestabilidad en presencia de
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oxigeno. Esta inestabilidad es la responsable de la formacidn
de nuevos compuestos resultantes de la degradacién del
acido carnésico, como son el carnosol, rosmanol,
epirosmanol, epiisorosmanol, rasmadial o 4cido 12-
metoxicarndsico [242].

En los extractos analizados, ademds de estos
compuestos, se han detectado otros compuestos que ya se
han descrito en esta planta, como son galocatequina,
luteolina 7-O-rutindsido, nepitrina, apigenina, apigenina 7-O-
glucésico, ladanein, salvigenina, anemosapogenina,
rosmaridifenol, shogaol o hinokione.

La galocatequina ha sido descrita en diferentes
fracciones de romero obtenidas por PLE usando agua
subcritica analizadas mediante CE-ESI-MS [243]. La luteolina
7-O-rutinésido y la apigenina 7-O-glucdsido, dos flavonoides
comunes, han sido identificadas en un extracto de romero
obtenido mediante SLE analizado por LS-ESI-MS/MS [244]. Por
su parte, la nepitrina, conocida como 6-metoxiluteolina 7-
glucdsido, encontrada por primera vez en los afos setenta en
extractos obtenidos mediante soxhlet de Salvia tormentosa
(Labiatae) [39], también ha sido detectada posteriormente de
hojas de Rosmarinus officinalis [245]. En este mismo

estudiotambién se ha detectado un flavonoide conocido
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como ladanein en hojas de romero [245]. La apigeninay 4'-
metoxitectocrisina, un flavonoide derivado de la apigenina,
fueron aisladas en un estudio sobre las plantas de romero
silvestres e irrigadas, asi como en subproductos resultantes
de la destilacion del aceite esencial de esta planta [26]. La 5-
hidroxi-6,7,4"-trimetoxiflavona  denominada  salvigenina,
también se ha identificado en extractos de romero obtenidos
con agua caliente, donde se estudiaba Ila actividad
antimutagénica de estos compuestos [246]. El triterpeno
acido 23-hidroxibetulinico, conocido comuUnmente como
anemosapogenin, también ha sido aislados de las partes
aéreas de Rosmarinus officinalis [247] . El rosmaridifenol
también ha sido encontrado en la fraccion antioxidante de
extractos de romero obtenidos mediante SFE con CO, a 35
MPa y 100 °C analizados mediante HPLC-DAD-ESI-TOF-MS
[237]. También en nuestros extractos se ha encontrado un
compuesto que ha sido descrito como procedente de la
degradacion del rosmanol y sus isdmeros a partir de la
ruptura del enlace intramolecular de sus estructuras en
medio acido, cuyo nombre es 2,3,4,4a,10,10a-hexahidro-5,6-
dihidroxi-1,1-dimetil-7-(1-metiletil)-(4aS, 10aR)-9(1H)-
phenanthrenone [242]. Adicionalmente, otros autores han

descrito la presencia de [9]-shogaol en la fraccidn
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antioxidante aislada a partir de hojas secas de romero
extraidas mediante SFE con CO,supercritico a 100 °Cy 30 MPa
[238]. Por otro lado, el compuesto hinokione ha sido
identificado en extractos de hojas de romero obtenidos
mediante SFE a distintas temperaturas (30, 40 y 50 °C) y
presiones (100, 200 y 300 bares), asi como en extracciones
mediante soxhlet usando como disolventes etanol y hexano
[248].

Los analisis llevados a cabo en los extractos objeto de
estudio pusieron de manifiesto la presencia de otros
compuestos previamente descritos en otras especies
pertenecientes a la familia Lamiaceae, de la cual forma parte
el romero. Estos compuestos fueron acido quinico, 6-O-
Cafeoil-B-D-fructofuranosil-(2—>1)-a-D-glucopiranésido, acido
12-hidroxijasmadnico, hesperidina, cirsimaritina 4’-glucdsido,
timol, notohamosin By salviol.

De estos compuestos, el dacido quinico ha sido
identificado y cuantificado mediante HPLC-DAD en una
infusion de Ballora nigra usada generalmente con fines
medicinales, siendo este acido organico uno de los principales
componentes de esta infusion [249]. Por otro lado, en una
investigacion sobre Salvia officinalis, una especie de la familia

Lamiaceae conocida como salvia, se descubrieron 3 nuevos
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compuestos fendlicos glicosilados, entre los que se
encontraba el denominado 6-0-Cafeoil-B-D-fructofuranosil-
(2->1)-a-D-glucopirandsido, un compuesto identificado
tentativamente en esta memoria. En el caso del acido 12-
hidroxijasmodnico, su presencia se ha detectado en Origanum
vulgare, una especie culinaria usada comuUnmente en la
cuenca mediterrdnea, mas concretamente en extracciones
SLE usando como disolvente una mezcla MeOH-H,0 (5:1, v/v)
[250]. Se han llevado a cabo distintos estudios para la
caracterizacién cualitativa y cuantitativa de los componentes
de distintos tés comerciales de hojas de menta (Menthae
piperitae folium), hojas de melisa (Melissae folium), hojas de
salvia (Salviae officinalis folium), y hojas de orégano
(Origanum vulgaris folium), en los que se han usado distintas
técnicas analiticas. En ellos se ha detectado la presencia de
hesperitina 7-O-rutindsido, conocida como hesperedina, en
extractos realizados con una mezcla de acetona acuosa al 50
% en hojas de menta, y la cirsimaritina 4’-glucésido se ha
encontrado que es uno de los constituyentes mayoritarios de
las partes aéreas de orégano [251]. Por otro lado el timol se
ha encontrado en tomillo en un estudio donde se
identificaron un total de 38 compuestos fendlicos en

extractos de cinco especies de la familia Lamiaceae obtenidos
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mediante SLE: romero, orégano, salvia, albahaca y tomillo
[244]. Por su parte, el notohamosin B fue uno de los tres
nuevos triterpenoides aislados por primera vez en los
extractos metandlicos de la planta Notochaete hamosa Benth.
[252]. También se ha detectado en los extractos de romero
salviol, un compuesto tipo abietatrieno con un grupo alcohol
en su estructura, que ha sido encontrado en especies del
género Salvia, concretamente en Salvia aegyptiaca, Salvia
lanigera, Salvia moorcroftiana y Salvia officinalis [253].

En ocasiones con la metodologia analitica utilizada no
ha sido posible diferenciar entre dos o mas compuestos
propuestos para el mismo tiempo de retencién, como ha sido
el caso de primiverina/primulaverina,
pterogynoside/kaempferide 3-0-(2""-0-galoilrhamnésido),
luteolina  7-glucurdnido/scutelareina  7-O-B-glucurdnido,
diosmetina/hispidulina, artepillin C/miltipolone, 7-
etoxirosmanol/epiisorosmanoletiléter, acido augustico/acido
bentamico, rosmadial/galdosol/carnosol p-quinona/
safficinolide, dos isdmeros de feruloilnepitrina ytres isémeros
de luteolina 3"-0O-(0-acetil)-B-D-glucurénido. En la Figura 3 se
muestra la estructura de algunos de estos isdomeros

tentativamente identificados en el estudio.
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Los isémeros primiverina y primulaverina son
compuestos caracteristicos del género Primula, y no pudieron
distinguirse usando la informacion proporcionada mediante
DAD y TOF-MS [254]. Por otro lado pterogynoside, un
derivado del kaempferol [255] y el flavonol glicosilado
kaempferide 3-O-(2""-O-galoilrhamnésido) [256], poseen
importantes similitudes en su estructura que descartan su
identificacion de manera inequivoca con la informacion
disponible. La luteolina 7-glucurdnido ha sido determinada en
preparados herbales comerciales y especies de la familia
Lamiaceae [257], mientras que la scutelareina 7-0-B-
glucurénido, también conocida como scutelareina, fue
encontrada en las partes aéreas de Scutellaria baicalensis,

también de la familia del romero [258].
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Luteolina 7-glucurdnido: R1 OH, R2 H

Scutelareina 7-O-B-glucurdnido: R1 H, R2 OH 7-etoxirosmanol Epiisorosmanol etil éter

Hispidulin: R1 OMe, R2 OH, R3: H Acido Augistico: R1 OH, R2 Me, R3: H, R4: H
276 Diosmetin: R1 H, R2 OMe, R3 OH Acido Bentdmico: R1H, R2H, R3 Me, R4: OH

-

Primiverin: R1 OMe, R2 H

Pterogindsido Kaempferide 3-0-(2""-galoilrhamndsido Primulaverin: R1H, R2 OMe

Figura 3.Estructuras de compuestos isoméricos

encontrados en los estractos de romero
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La diosmetina y la hispidulina son dos isémeros
encontrados ambos en romero [210, 259]. Los a&cidos
triterpénicos acido augustico, un oleanano, y el acido
bentamico, un ursano conocido también con el nombre de
acido pomolico, fueron identificados en extractos etandlicos
de Perilla frutescens [260] y no pudieron diferenciarse en esta
memoria. Asimismo no han podido distinguirse entre el 7-
etoxirosmanol y el epiisorosmanoletiléter, dos
diastereoisdmeros previamente descritos en romero [261,
262]. En los analisis de los extractos de romero también se
han encontrado dos isémeros de la feruloilnepitrina, de ellos
el isomero propuesto como 6°'-O-(E)-feruloilnepitrina ha sido
descrito en romero [245]. También se han propuesto tres
isomeros de luteolina 3"-0-(0-acetil)-B-D-glucurdénido, dos de
ellos, en concreto la luteolina 3°-O-(3""-O-acetil)-B-D-
glucurdnido y la luteolina 3°-0-(4""-0-acetil)-B-D-glucurdnido,
han sido descritos en romero [263]. Artepillin C, un acido
fendlico presente en Baccharis dracunculifolia, y miltipolone,
un diterpenoide encontrado en Salvia miltiorrhiza, también se
han encontrado en los extractos de romero estudiados (49,
50). Finalmente también se ha detectado la presencia de
rosmadial compuesto ya descrito en romero, junto con

galdosol, carnosol p-quinona y safficinolide encontrados
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todos en salvia (34, 35), los cuales no han podido
diferenciarse con la informacion obtenida.

En la Tabla 1 se encuentran todos los compuestos
identificados tentativamente asi como los extractos en donde
todos estos compuestos fueron detectados. De acuerdo a los
resultados encontrados, podemos concluir que el mejor
procedimiento para extraer dichos compuestos va a depender
de cada caso, y en concreto de la polaridad del compuesto de
interés. En este sentido, los compuestos de mayor polaridad
solo se encontraron en los extractos obtenidos mediante PLE
a 100y 200 °C utilizando agua como disolvente de extraccion.
Estos compuestos polares aparecen con tiempos de retencion
qgue oscilan en un rango entre 2 y 12.8 minutos. En el resto de
extractos obtenidos mediante PLE usando bien agua o etanol
se encontraron otros compuestos de polaridad menos
elevada, los cuales poseen tiempos de retencién que oscilan
entre 13 y 20 minutos. Por otro lado, los compuestos de
polaridad intermedia, encontrados a tiempos de retencion de
entre 23 y 33 minutos, fueron detectados en todos los
extractos, independientemente de la técnica de extraccion.
Finalmente, los compuestos menos polares fueron
fundamentalmente extraidos mediante SFE. Estos resultados

estan en concordancia con el comportamiento esperado para
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estas técnicas de extraccidn, ya que mientras que el CO,es un
disolvente de muy baja polaridad, el etanol o el agua
empleada en PLE permiten extraer compuestos de mayor
polaridad. Adicionalmente se ha observado que PLE es una
técnica que proporciona mayores porcentajes de
recuperaciéon, mientras que SFE es una técnica de extraccién
mas selectiva gracias al uso de co-solventes y mas respetuosa
con el medio ambiente.

Los compuestos mayoritarios del extracto de romero
son como era de esperar el acido carndsico, y sus derivados,
principalmente carnosol, aunque también se encuentran
cantidades significativas de rosmanol e isémeros, rosmadial, y

genkwanina.
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Capitulo 2: Caracterizacion de extractos obtenidos
mediante extraccion asistida con microondas de hojas
de Rosmarinus officinalis recolectadas en diferentes
zonas geograficas de Serbia.

2.1. Identificacion y cuantificacion de los
extractos de hojas de romero.

Los extractos obtenidos mediante MAE como se
describe en apartados anteriores fueron analizados mediante
UPLC-QTOF. El andlisis de estos extractos reveld la presencia
de 34 compuestos, la mayoria de ellos flavonoides vy
diterpenos fendlicos, aunque también se encontraron algunos
acidos orgdnicos y triterpenos tipo abietano. En la Figura 1 se
muestra el cromatograma de pico base de algunos extractos
de romero representativos de las composiciones encontradas,
donde los compuestos identificados se encuentran
numerados segln su tiempo de retencidn.

Los compuestos fueron identificados comparando sus
tiempos de retencion y espectros de MS/MS proporcionados
por el analizador de masas Q-TOF en los casos en los que se
disponian de estandares comerciales (carnosol, 4acido
carndsico, acido rosmarinico, homoplantagenina,
genkwanina, acido quinico y acido siringico). Para el resto de

compuestos la identificacidon se realizé en base a los espectros




RESULTADOS

de MS y MS/MS registrados y usando la informacién
disponible en bibliografia y bases de datos. En la Tabla 1 se
recogen los compuestos identificados en los extractos de
romero numerados segun su orden de elucién, junto con su
tiempo de retencion, m/z tedrico, formula molecular y los
principales fragmentos obtenidos en los analisis de MS/MS.

La mayoria de estos compuestos han sido previamente
descritos en hojas de romero, como es el caso de los
diterpenos fendlicos carnosol, acido carndsico, rosmanol y sus
isdmeros, al igual que otros compuestos derivados como el
metilcarnosato, el éter metilico del epirosmanol o un
producto de degradacion del acido carndsico, el 5,6,7,10-
tetrahidro-7-hidroxi-rosmariquinone.

El rosmanol y sus correspondientes isémeros (m/z 345)
fueron identificados en base a sus tiempos de retencién y a
sus espectros de MS/MS, en los cuales se observaban los
fragmentos m/z 301 (Unicamente en el caso del rosmanol) y
283, correspondientes a los iones [M-H-CO,]" y [M-H-CO,-
H,O], respectivamente, ya reportados en bilbiografia [261,
264]. Por su parte el metilcarnosato también se identifico por
su espectro de MS/MS, que proporciona dos fragmentos
correspondientes a la pérdida de una molécula de diéxido de

carbono (m/z 301), y una subsiguiente pérdida del grupo
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metilo (m/z 286) [244]. También el patrén de fragmentacion
encontrado para el éter metilico del epirosmanol concuerda
con los resultados publicados en bibliografia [26]. En cuanto
al compuesto 5,6,7,10-tetrahidro-7-hidroxi-rosmariquinona,
de m/z 301, su fragmentacién origina iones de m/z 283 y 258,
correspondientes a la pérdida de agua y el grupo isopropilo
respectivamente, datos en concordancia con la trabajos
publicados previamente [265].

Otros compuestos presentes cominmente en romero
como el acido rosmarinico, el rosmadial, el rosmaridifenol, los
flavonoides homoplantagenina, cirsimaritina, genkwanina,
galocatequina, nepetrina, hesperidina, 6-hidroxiluteolina-7-
glucésido, o los isémeros luteolina 3°-0-(3""-O-acetil)-B-D-
glucurdnido y la luteolina 3’-0-(4""-0-acetil)-B-D-glucurdnido,
también se han encontrado en estos extractos [25, 236, 242,
245, 261, 263].

El rosmadial mostré un patron de fragmentacion
correspondiente a la pérdida de los grupos etileno y propilo,
resultando en iones de m/z 315 y 299 [244]. La cirsimaritina
mostré dos pérdidas sucesivas de grupos metilo, lo que
resultdé en fragmentos de m/z 298 y 283 [244]. De igual
manera, la pérdida de dos grupos metilo fue observada para

el rosmaridifenol, originando un fragmento de m/z 285. En




RESULTADOS

cuanto a la galocatequina, los fragmentos encontrados
presentaban m/z de 97 y 225, lo que concuerda con los datos
encontrados en bibliografia y bases de datos [244]. Los
patrones de fragmentacion de la nepetrina y la 6-
hidroxiluteolina-7-glucdsido, se corresponden con un
fragmento de m/z 315 y 301 respectivamente, debidos a la
pérdida de glucosa; al igual que en el caso de la hesperidina,
donde el principal fragmento posee un m/z de 301 debido a la
pérdida en este caso de rutinosa [26, 266].

En cuanto a los isémeros de luteolina 3°-O-(0O-acetil)-B-
D-glucurénido se detectaron 2 de ellos a tiempos de
retencion 10.07 y 10.28 minutos. El primer isomero pudo
identificarse como luteolina 3’-0-(2"'-O-acetil)-B-D-
glucurdnido gracias al patrén de fragmentacidén que presentd,
con rupturas de m/z 285 y 399 correspondientes a [M-H-
CgH1007] v [M-H-C5H,0,] (Figura 2A). Sin embargo para el
segundo isdmero no pudo dilucidarse si se trataba del
isdmero luteolina 3°-0-(3""-O-acetil)-B-D-glucurénido o de
luteolina 37-0-(4""-O-acetil)-B-D-glucurénido, ya que sus
patrones de fragmentacion son similares, generando
fragmentos correspondientes a la pérdida de
acetilglucuronido y acetilo (m/z 285 y 443); y ademas ambos

compuestos han sido encontrados en romero.
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Los triterpenos anemosapogenina, y los acidos

micromeérico, betulinico y ursdlico, previamente descritos en
esta planta, también se han encontrado en estos extractos.

[15, 17, 247, 267].
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285

Tabla 1. Tabla de compuestos identificados en los extractos de romero obtenidos mediante MAE.

. Tiempo Formula
Pico e E o m/z . Fragmentos Compuesto Propuesto
1 2.06 191.0561 C;H ;06 93.0338 (3.7), 127.0423 (10.2) Acido Quinico
2 2.45 197.0455 CoH 1005 135.0731 (100.0), 179.0516 (57.9) Acido Siringico
3 7.48 305.0666 CisH 14,04 96.9595 (47.1), 225.1178 (100.0) Galocatequina
4 8.43 463.0882 C;1H 200 12 301.0414 (63.3) 6-Hidroxiluteolina 7-glucdsido
323.0774 (68.7), 359.0801 (53.3), . s o
5 8.85 521.1300 Cy4H 20 13 477.1052 (100.0) Acido Rosmarinico-3-0O-glucésido
6 8.90 477.1038 C2H 0, 315.0528 (36.5) Nepetrina
7 9.20 609.1824 C28H 340 55 301.0732 (100.0) Hesperidina
161.0294 (32.8), 283.0258 (100.0), .
8 9.36 461.1089 C»H»0 297.0408 (14.3) Homoplantagenina
9 9.53 461.0725 C;1H 130 13 285.0417 (100.0) Luteolina-7-glucurénido
123.0445 (19.9), 161.0244 (100.0), : L.
10 9.79 359.0772 CigH 1505 179.0357 (29.6), 197.0463 (12.7) Acido Rosmarinico
11 1007 503.0831  CpHOy  285.0370 (29.1),399.0737 (100.0)  -uteolina 3-0-(2"-O-acetil)-B-D-
glucuronido
12 1028 503.0831  C,3H1004  285.0418 (100.0), 443.0654 (20.0) butenling &-EH{Oscebl-£-0-
glucurdnido Isémero
13 13.81 313.0717 Ci17H 1405 283.0272 (100.0), 298.0503 (85.4) Cirsimaritina
14 13.92 345.1707 CoH 205 283.1718 (49.4), 301.1833 (100.0) Rosmanol
15 14.40 345.1707 €zl @ 283.1713 (48.0) Epiisorosmanol
16 15.00 345.1707 CoH 205 283.1712 (32.6) Epirosmanol




RESULTADOS

0211054 OpIdY
odlujniag oply
02I2WOUIA 0PIy
|oedoys-[6]
o4awos| |joedoys-[6]
0lesouled|l1a
02ISQUIED OPIIY
0o13snény oploy
odlWejuag opYy
euouinbuewsol
-IX0Jp1Yy-£-0JpIYel1l-0T°L’9’S
|ousjipliewsoy
eujuaSodesowauy
|elpeWwSoYy
0J3Wos| [osoule)
|osouse)
J219|132W |ouewsodid]
0J13eIsy opy
BUIUBMYUID

(8'7S) 6£02°£8C “(L'6T) CT'8L'6LT

(5'09) 902" £8¢ ‘(8'€2) ¥9T8'6LT

(0'00T) 6€22°'TOE ‘(1°9Z) 6661'98¢
(0'001) 8£07°£8T

(£'S7) ST69°€8T ‘(9'TY) £8%79°8SC
(8'2¥) ££81°58C

(T'%2) vE9T'STE (6'2T) ¥P9T'66C
(0"00T) £881°S82
(0'00T) S881'58¢

(9°T2) 159¢°6¢¢€ ‘(2'SE) PELT €8C

(0°00T) TOY0'89Z

mOWﬂ.IOmU
mOvaDmU
mDvach
mOchcNU
chmIQNU
vDOmI,EU
wOwNIDNu
wavIomU
qOm.wIch

mOmNImﬁU

mOwNIQNU
wO.w.wI.umU
mDvNIQNU
wOwNIcNU
wOwNIDNU
mmeIﬁNU
mOMﬂ.IOmU
mONﬂIo._"U

0ESE’asty
0ESE'SSY
PLEE'ESY
[AATAVA R
cClICLlE
TLOT SPE
pI6T'1EE
6LVE'TLY
6LVE'TLY

6081°TOE

S961°G1E
6LPETLY
0SST'eve
89/1°6CE
8SLT'6C¢E
€98T'65¢€
8The L8Y
TT90'€E8C

ST'0t
S0'6C
66°LC
s0'Le
A-T4
v8've
€9°CC
SEyEe
16'1¢

£8'TC

SE'TC
v0'Te
ze0e
00°0¢
stel
69'8T
09T
v1'st

143
€€
(43
TE
113
6¢
8¢
4
9z

T4

ve
£€¢
(14
T¢
174
6T
81
LT

"JYIAl 91UBIPAW SOPIUSICO 0JIWOJ P SOIIBIIXD SO| U SOPEIIJIIUaP! soysandwod ap ejgel °T ejqel

286




RESULTADOS

Otros compuestos encontrados en los extractos no han
sido descritos para esta matriz vegetal pero si en otras plantas
de la misma familia que el romero. Estos compuestos son los
acidos quinico y siringico, el dcido rosmarinico-3-O-glucdsido,
la luteolina-7-glucurénido, el [9]-shogaol y los acidos
triterpénicos asiatico, bentamico y augustico [110, 237, 249,
257, 268-271].

En cuanto al patron de fragmentacion del &acido
rosmarinico-3-O-glucdsido, este mostré tres fragmentos
mayoritarios, de m/z 477, 359 y 323, previamente descritos
en bibliografia, correspondientes a las rupturas [M-H-
COO0] , [M-H-CgH1¢0s] "y [M-H-C¢H1o0s] = [272]. El patrdn de
fragmentacion propuesto se muestra en la Figura 2B. Por otro
lado, la Iluteolina-7-glucurénido presentd la ruptura
correspondiente a la pérdida de 4acido glucurdnido,
produciendo un fragmento de m/z 285. En cuanto al
compuesto [9]-shogaol, se encontraron dos isémeros con
idéntico patron de fragmentacion, con fragmentos de m/z
287 y 179 correspondientes a la pérdida de [M-H-OCHs] y [M-
H-CioH19] respectivamente, por lo que no pudieron
diferenciarse entre ellos, apareciendo en la tabla como [9]-

shogaol y [9]-shogaol isdmero.
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Figura 2.Patrén de fragmentacion propuestos para la luteolina

3’-0-(2""-0O-acetil)-B-D-glucurdnido y el acido rosmarinico-3-0-glucdsido (B).
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Dichos compuestos identificados fueron cuantificados
utilizando para ello curvas patron de estandares comerciales
de &cido carndsico, carnosol, acido wursdlico, 4cido
rosmarinico, genkwanina, luteolina-7-0-glucésido,

homoplantagenina, epigalocatequina, acido quinico, acido
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siringico y neohesperidina. Las curvas de calibracién fueron
preparadas usando luteolina en una concentracion de 5 ppm
como patron interno. Todas mostraron buena linealidad en
los distintos rangos de calibracién para cada estandar. Los
limites de deteccion (LODs) y los limites de cuantificacién
(LOQs) de los compuestos individuales fueron determinados
utilizando disoluciones patrdn, y considerando como S/N =3y
S/N = 10, respectivamente, donde S/N es la relacidon
sefal/ruido.Todos estos datos se muestran en la Tabla 2.

La repetibilidad del método se calculé como desviacidn
estandar relativa (% RSD) en términos de concentracion. Uno
de los extractos objeto de estudio fue analizado sucesivas
veces (n = 6) el mismo dia para el célculo de la precision
intraday, y otras 3 veces en los dos dias consecutivos (n = 12)
para la precision interday. El intervalo de precision intraday
oscila para todos los analitos desde 0.15 hasta 4.57 %,

mientras que la precision interday lo hace entre 0.23 y 4.69 %.
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Tabla 2.Informacién de calibracién, patrones, LOD,

LOQ, Rango de calibracidn, curva de calibrado y r>.

Rango de
LOD LoQ )
Analito calibracion  Curva de Calibrado r
(ng/ml)  (ng/ml)
(ng/ml)
5 y=94.036 x +
Acido Carnésico 0.018 0.06 0.5-70 0.9907
0.0152
y =84.476 x
Carnosol 0.019 0.06 0.1-25 0.989
+0.3537
Acido Ursélico 0.07 0.22 0.5-50 y= 10° x + 56483 0.9763
; y=40352 x -
Acido Rosmarinico 0.035 0.09 0.5-15 0.9909
0.0142
y=147.37 x -
Genkwanina 0.014 0.04 0.1-15 0.9803
0.0399
Luteolina-7-O-
290 0.08 0.25 0.5-15 y=14.22x+0.088 0.9818
glucésido
y =62.358 x +
Homoplantagenina 0.016 0.05 0.5-5 0.9912
0.0308
y=12.584x -
Epigalocatequina 0.08 0.26 0.5-15 0.9887
0.0429
y=17.158x -
Neohesperidina 0.03 0.1 0.5-15 0.9882
0.0018
B y=15.223 x -
Acido Quinico 0.08 0.3 0.5-15 0.9918
0.0244
; y=1.8012 x +
Acido Siringico 0.24 0.8 0.8-15 0.9909
0.0022

La concentracion de los compuestos identificados en

los extractos de romero fue determinada usando el area

corregida de cada compuesto individual (3 replicados) e
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interpolando en la curva de calibracidn correspondiente. Los
compuestos acido carndsico,carnosol, acido ursélico, acido
rosmarinico, genkwanina, homoplantagenina, acido quinico y
acido siringicofueron cuantificados con curvas de calibracién
obtenidas con sus correspondientes estandares. El resto de
compuestos, para los que no existen patrones comerciales,
fueron  tentativamente cuantificados usando  otros
compuestos con estructuras similares. El patron de acido
carndsico también se utilizé para cuantificar el metilcarnosato
y el compuesto 5,6,7,10-tetrahidro-7-hidroxi-rosmariquinona.
Por su parte el rosmanol, sus isémeros epiisorosmanol vy
epirosmanol, el éter metilico del epirosmanol, el rosmadial y
el rosmaridifenol presentes en los extractos fueron
cuantificados usando carnosol como estandar. El patréon de
acido ursdlico se usé ademads para cuantificar tentativamente
los acidos asiatico, augustico, bentamico, micromérico vy
betulinico, ademds de la anemosapogenina. El acido
rosmarinico también se utilizé para estimar el contenido en
acido rosmarinico-3-0-glucésido y los isdmeros [9]-shogaol.
La luteolina-7-O-glucésido fue el estdndar usado para
cuantificar varios compuestos, en concreto la 6-
hidroxiluteolina-7-glucdsico, nepetrina, luteolina-7-

glucurénido y los isémeros de luteolina 3°-O-(0O-acetil)-B-D-
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glucurdénido. Finalmente la genkwanina se utilizdé como
estandar para el flavonoide cirsimaritina, la epigalocatequina
para la galocatequina y la neohesperidina para la hesperidina.
Debido al hecho de que la respuesta de los estdndares puede
ser distinta de la de los analitos presentes en los extractos a
pesar de su semejanza estructural, la cuantificacidon de estos
compuestos para los que no existe patron comercial es una
estimacion de su concentracidon real, aunque puede ser
considerado como una aproximacién util para cuantificar
estas muestras.

Los compuestos mayoritarios en los extractos fueron
los acidos quinico y siringico para algunos extractos en los que
estaban presentes, y para el resto como era de esperar los
diterpenos acido carndsico y carnosol, y los dcidos
triterpénicos micromérico, betulinico y ursdlico. El contenido
en algunos flavonoides, como la nepetrina o galocatequina
también es muy elevado en algunos extractos.

En cuanto al contenido en los acidos quinico y siringico,
su presencia soélo se ha detectado en unos pocos extractos, en
concreto en los extractos 1, 2, 8, 11, 13 y 14 en el caso del
acido quinico y en los extractos 2 y 14 para el acido siringico.

Los extractos 1 y 2, recolectados en la region de

Sokobanja durante el mes de enero han mostrado los valores
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de concentracion mds elevados para la mayoria de
compuestos: flavonoides como homoplantagenina,
galocatequina (junto con el extracto 12), 6-hidroxiluteolina-7-
glucdsido, genkwanina, o los isdmeros luteolina 3-0-(2""-O-
acetil)-B-D-glucurdénido y la  luteolina 3°-0O-(0O-acetil)-B-D-
glucurénido; ademds de otros compuestos como el acido
quinico, 4acido rosmarinico, rosmaridifenol, carnosol vy
rosmadial (para estos ultimos junto con el extracto 15), 4cido
carndsico, metilcarnosato y [9]-shogaol. También el extracto
niamero 1 presenta un contenido mds elevado de acido
betulinico, mientras que el extracto 2 es el que presenta
mayor contenido en acido siringico, luteolina-7-glucurdnido,
rosmanol, acido asidtico, 5,6,7,10-tetrahidro-7-hidroxi-
rosmariquinona, y cirsimaritina.

Por el contrario otros compuestos se han encontrado
en mayor concentracion en el extracto nimero 8 procedente
del norte de Serbia, de la provincia de Vojvodina, recolectado
a finales de diciembre. Estos compuestos son la nepitrina y
los triterpenoides anemosapogenina, acido bentamico, acido
augustico, acido betulinico (junto con el extracto 1), acido
micromérico y acido ursdlico. Es destacable el elevado
contenido que presenta este extracto en derivados

triterpénicos, compuestos para los que el resto de extractos
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presentan contenidos bastante menores. Esto lo convierte en
el candidato por excelencia de la coleccion de extractos para
convertirse en la fuente de estos compuestos bioactivos, con
demostrada capacidad antiinflamatoria y anticancerigena.

Asimismo, el extracto nimero 15, procedente Nis en el
sur de Serbia, es el que presenta el contenido mas elevado en
hesperidina, en los isGmeros epiisorosmanol y epirosmanol.
Ademas en el caso del carnosol y rosmadial, el contenido en
este extracto fue de los mayores, junto con los extractos
procedentes de Sokobanja, como ya se ha comentado
previamente.

Unicamente el contenido maximo de 4cido
rosmarinico-3-O-glucdsido se encontrd en otros extractos que
no eran los procedentes de Sokobanja, Vojvodina o Nis, en
concreto en los extractos 9 y 12 procedentes de Celarevo y
Vranje, provincias del norte y sur de Serbia, respectivamente.

Por tanto, podemos concluir que para este conjunto de
muestras los extractos de la regidon de Sokobanja son muy
ricos en flavonoides y compuestos tipicos de romero como
carnosol, rosmaridifenol, rosmadial y los acidos rosmarinico y
carndsico. Por el contrario los  triterpenoides
anemosapogenina, acido bentdmico, dcido augustico y acido

ursolico son mas abundantes en el extracto 8 recolectado a
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finales de diciembre en la region de Vojvodina, al norte de
Serbia. Como se ha comentado en apartados anteriores el
contenido en compuestos fendlicos puede verse afectado por
diversos factores. Estos contenidos elevados en compuestos
fendlicos pueden ser motivados por condiciones
pedoclimaticas. En concreto las muestras recogidas en la
region de Sokobanja provienen de un parque nacional
protegido, alrededor del rio Morava, caracterizado por un
tipo de suelo muy fértil, una mezcla de Terra rosa y Vertisol.
Las condiciones climaticas de esta regidon son mas tipicas de
un clima mediterrdneo, con menos precipitaciones que en el
resto de regiones. Esta combinacién de suelos y condiciones
climaticas mas propias del habitat natural de la planta, la
cuenca mediterranea, puede ser lo que justifique en parte los
elevados contenidos en compuestos fendlicos que mostraron

los extractos de esta region.
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Figura 1b Cromatograma de pico base del extracto de romero de Serbia 8 (Glozan, Vojvodina, norte,
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34 30.25 Acido Ursdlico 0.11+0.04 4211 18704 ND 30404

Valor: Media + SD mg/ g extracto
ND: No detectado

< LQ: Detectado pero no cuantificado por encontrarse por debajo del limite de cuantificacién.
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28 22.63 Acido Carnésico 2.11+0.02 3.4+04 14+1 5.8+0.8 8.5+0.6

32 27.99 Acido Micromérico 25+0.2 ND 16.2+0.9 1141 4.47 £0.06

et | ! ;
34 30.25 Acido Ursélico 4.35 £ 0.06 0.11 +0.04 42+1 26%1 5.2+0.7

Valor: Media + SD mg/ g extracto
ND: No detectado

< LQ: Detectado pero no cuantificado por encontrarse por debajo del limite de cuantificacién.




RESULTADOS

euouinbuewso.

an an an an an P OAPIUE BV OT L S G €812 114
€00 FLEO 100 7610 L00°0 T E8E°0 £00°0 F85T'0 8000 ¥ 9020 |ouayipleWSOY SETT 124
an an 100 % ¥8°0 an an eujuadodesolwauy v01Z £2
100 ¥920 an 6000 ¥92T°0 an an [elpewsoy TE0OT [44
€00 FVED an P00 F LS50 007 S0 $00'0 7 182°0 013WOS| [0S0UIE) 0002 1z
¥ T¥0T SOFTBT E0+8%6 1T |osouIE) ST'6T 0z
¥0'0 FOT'T ¥0'0 F£9°0 €00 F£9°0 TO0 FSTO T00 F¥ED 12159|139W |ouewsold3 69°8T 6T
an an €07 an an 0313BISY 0PIy v0'9T 81
6000 ¥ TESO 00T IED S0'0F950 pO'0F VED €00 F 20 BUlUBMA{UID ¥T'ST LT
600'0 ¥ 9€9°0 800°0 7 86T1°0 €007 0 £00°0 7 ¥60°0 €00°0 79210 |ouewsodidl 00'ST 9T
TOFS'T £00°0 7 Z6%'0 ¥00'0 7 598'0 1007920 1007 E0 |ouewsouos|id] ov'rT ST
Z00F8L0 100 6£°0 vO0T PET 800°0 ¥ TZH0 ¥0'0 ¥ 69°0 |oueLISOY TE'ET vT
ZO'0FES0 600°0 7 942°0 €007 150 SO0 THO 1007 €0 BURLIBWISID I8'ET €T
I _— I I N 0.3WOS| opIugININ|3 i
800 7 68°0 £078'S £0%99T 60788 L0FT0T -0--{199¢-0)-0-.£ euoRM 8701 [41
N S I T oplugunan|d .
an SO0F9rT £0%CS v00'0  £9E°0 TOFTE ey, AR LOOT 1T
7079 90506 L#E€C rOFLE 90%5L 0JULIEWSOY OPRY BL'6 ot
E0FTE YO0 FVEE 60FE6 YOFSS 80FEL opIuRINaN|S-£-eUlj0aIN] €56 6
LOOFOTT €0°07650 T0FHT 6007560 SO0 650 eujuadelue|dowoy 9£'6 8
TOFVY SO0FTIOT 8007F6ZT 9007 €6'C TOFET eujpuadsaH 0z'6 L
an E0FLE €07 L6 an TOFET eupjaday 06'8 9
9'07 0T Z0'0 7 06°0 an 1791 an OpISOIN|E-0-E-03IUIBWISOY OPIdY 58'8 =
an an v0'0F 6170 an an OpISEIN|3-£ BUII03IN|IXOIPIH-G £7'8 v
L0T96 TOFLE 70799 90F 2Tl S0759 euinbajeaojen 8yL €
an an 0T F012 an an 0213upig opy Sty z
an S0F89T EFOF an 80FTYT 031UINY Opiny 90'C 1
ST SY P SY ETSY TT 5y TT Sy oisandwo) v 0d1d
odway :

“JVIN 21uelpall sOpiualgo 0JaWoJ 9p SO1JIeJIXD SO| Ua sopedijinuend sojsandwod op e|qe] "¢ e|jqel

302




303

26 2191 Acido Bentamico ND 1302 3.86£0.07 ND 1.37£0.07

34 30.25 Acido Ursdlico ND 2741 5.5+0.7 ND 3.61 4 0.05

Valor: Media + SD mg/ g extracto
ND: No detectado

< LQ: Detectado pero no cuantificado por encontrarse por debajo del limite de cuantificacion.
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2.2Analisis multivariante de los extractos de
romero.

Con el fin de realizar una distribucién de los extractos
de romero recolectados en diferentes zonas geograficas de
Serbia y estudiar la existencia de marcadores quimicos que
ayuden a esta clasificacidn se realizé un andlisis estadistico de
componentes principales (PCA).

Para ello el primer paso fue aplicar a los
cromatogramas adquiridos de los distintos extractos de
romero un algoritmo denominado “peak finder”, que
combina los distintos iones correspondientes a un mismo
compuesto, como pueden ser aductos, is6topos o iones de
distintas cargas. Los cromatogramas adquiridos para estos
extractos se prepararon para el andlisis estadistico generando
la tabla de variables o tabla de “buckets”. En ella se recogen,
como su propio nombre indica, los denominados “buckets”,
que son parejas de valores de tiempo de retencion-m/z, y sus
correspondientes intensidades para cada muestra, de manera
qgue el andlisis PCA se realiza basandose en los valores de
dicha tabla.

La representacidon del anadlisis PCA de los 15 extractos
de Serbia (con 3 réplicas de cada extracto) muestra una

separacién entre los extractos analizados en cuatro grupos,




RESULTADOS

dos de ellos recolectados en el norte (de color azul) y otros
dos en el sur de Serbia (de color rojo) (Figura 2).

La representacion de la Figura 2 B nos muestra como
las componentes principales estan relacionadas con las
parejas de valores de tiempo de retencidon-m/z, de manera
qgue aquellas parejas de valores o “buckets” que se alejan de
la nube de puntos central son los responsables de la varianza
existente entre los datos. La posicion de estos puntos dentro
de la representacién se corresponde con la distribucion de los
analisis en el “score plot” (Figura 2 A), por lo que esta
representacion nos permite la identificacién de compuestos
que pueden ser los principales responsables de las
diferencias encontradas entre los extractos de distinto origen

geografico.
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Figura2Analisis PCA de los extractos de romero. A) Representacién de la
componente 1 frente a la componente2. B) PCA loading plot, los nimeros se

corresponden con los compuestos identificados en la Tabla 2.
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De esta forma, los extractos de romero 1, 2 y 13,
correspondientes al sur de Serbia (en la Figura 2A en la parte
inferior derecha) se diferencian del resto principalmente por
4 compuestos, correspondientes al acido quinico (1), acido
rosmarinico (10), al isémero luteolina 3-0-(2""-O-acetil)-B-D-
glucurdnido (11) y al acido carndsico (28). Como ejemplo se
muestra la representacion del bucket correspondiente al
acido quinico, donde puede observarse que la intensidad de
este compuesto en los extractos 1, 2 y 13 es muy superior al
resto (Figura 3). De igual manera los extractos 3, 8 y 9 (en la
Figura 2A parte superior), correspondientes al norte de Serbia
se diferencian del resto por su contenido en carnosol (20) y 307

acido betulinico (33).

Figura3. Representacién “Bucket statistic” correspondiente al

compuesto acido quinico.
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A pesar de que el resto de extractos, divididos en otros
dos subgrupos, presentan menores diferencias con el resto, el
que corresponde a los extractos 12, 14 y 15, recolectados en
el sur se diferencia del resto por su contenido en genkwanina
(17), hesperidina (7) y epirosmanol (16).

Como ya se ha comentado previamente, a pesar que
de no se han podido diferenciar claramente en dos grupos, si
se han observado diferencias entre los extractos recolectados
en el norte y en el sur, y también entre extractos cercanos en
cuanto a su proximidad geografica, especialmente en los
extractos procedentes del sur, ya que los del norte fueron

recolectados en un area geografica mas reducida.
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Capitulo 3: Aislamiento y purificacion de compuestos
bioactivos de romero con actividad anticancerigena
frente a lineas celulares de cancer de colon.

3.1 Caracterizacion cuantitativa del extracto
de hoja de romero.

El extracto obtenido mediante SFE a 150 bares en el
Capitulo 1 fue el seleccionado tras un “screening” previo
como el de mayor bioactividad frente a lineas celulares de
adenocarcinoma de colon. Dado que el principal objetivo del
estudio es investigar el efecto del extracto y de sus
compuestos aislados en lineas celulares de adenocarcinoma
de colon, una vez conocida su composiciéon cualitativa
(Capitulo 1 de la presente memoria), se llevé a cabo la
cuantificacidén de los compuestos mayoritarios presentes en el
extracto con el fin de conocer la concentracidn exacta de
compuestos bioactivos. En la Figura 1 se muestra el
cromatograma de pico base del extracto registrado mediante
UPLC-ESI-QTOF donde los picos mayoritarios se encuentran
numerados segun su tiempo de retencion.

Las curvas de calibracidon de carnosol, acido carndsico,
acido ursdlico, acido rosmarinico, genkwanina, diosmetina y
apigenina fueron preparadas usando luteolina en una

concentracion de 5 ppm como patrdén interno. Las curvas de
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calibracion mostraron buena linealidad entre distintos rangos
de concentracion dependiendo del analito estudiado (Tabla
1). Se calcularon los limites de deteccién (LODs) y los limites
de cuantificacion (LOQs) de los compuestos individuales
utilizando disoluciones patrén, calculandose como S/N =3y
S/N = 10, respectivamente, donde S/N es la relaciéon

sefal/ruido.

Tabla 1.Informacion de calibracion, patrones, LOD,

LOQ, Rango de calibracion, curva de calibrado y r

Rango de
LOD LoQ N
Analito calibracion Curva de Calibrado r
310 (ug/ml)  (ug/ml)
(ng/ml)
Carnosol 0.019 0.06 0.1-25 y =84.476 x +0.3537 0.989
Acido
0.018 0.06 0.5-70 y =94.036 x + 0.0152 0.9907
Carnésico
Acido .
0.07 0.22 0.5-50 y =10" x + 56483 0.9763
Ursdlico
Acido
0.035 0.09 0.5-15 y =40352 x - 0.0142 0.9909
Rosmarinico
Genkwanina 0.014 0.04 0.1-15 y = 147.37 x-0.0399 0.9803
Diosmetina 0.028 0.09 0.1-5 y =51.106 x—0.0386 0.9906
Apigenina 0.016 0.05 0.5-5 y=62.358 x +0.0308  0.9912

La repetibilidad del método se calculé como desviacion
estdndar relativa (% RSD) en términos de concentracién. El

extracto objeto de estudio fue analizado sucesivas veces (n =
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6) el mismo dia para el calculo de la precisidn intraday, y otras
3 veces en los dos dias consecutivos (n = 12) para la precisiéon
interday. El intervalo de precisidn intraday oscila para todos
los analitos desde 0.09 hasta 3.67 %, mientras que la
precision interday lo hace entre 0.16 y 4.21 %.

La concentracién de los compuestos fendlicos y de
otros compuestos polares del extracto fue determinada
usando el drea corregida de cada compuesto individual (3
replicados) e interpolando en la curva de calibracién
correspondiente. Los compuestos apigenina, diosmetina,
genkwanina, carnosol, acido carndsico y acido ursdlico fueron
cuantificados con curvas de calibracion obtenidas con sus
correspondientes patrones comerciales. El resto de
compuestos, para los que no existen patrones comerciales,
fueron  tentativamente cuantificados usando  otros
compuestos con estructuras similares. El rosmanol, sus
isomeros epiisorosmanol y epirosmanol, el miltipolone, el
rosmadial, y el rosmaridifenol presentes en el extracto
fueron cuantificados usando carnosol como estandar. Por su
parte el 4cido carndsico también se utiliz6 como patrén para
cuantificar el 3acido 12-metoxcicarnésico e hinokione. El
patréon de dacido ursdlico se usé ademds para cuantificar

tentativamente los acidos augustico, bentamico, micromérico
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y betulinico, ademas de la anemosapogenina. Finalmente la
genkwanina se utilizd como estandar para el flavonoide
cirsimaritina, el [9]-shogaol se expres6 como acido
rosmarinico, y la diosmetina fue el patrén seleccionado para
calcular la concentracién de hispidulina y cirsiliol. Debido al
hecho de que la respuesta de los estandares puede ser
distinta de la de los analitos presentes en el extracto a pesar
de que su estructura sea parecida, la cuantificacidon de estos
compuestos para los que no existe patréon comercial es una
estimacion de su concentracion real, aunque puede ser
considerado como una aproximacion util para cuantificar el
extracto de romero.

En la Tabla 2 se recogen los resultados cuantitativos de
los compuestos mayoritarios presentes en el extracto de
romero, junto con sus tiempos de retencion, m/z
experimental y tedrico, error, mSigmay férmula molecular.

Como es de esperar el compuesto mayoritario del
extracto es el acido carndsico, con una concentracidon que
duplica a los siguientes compuestos presentes en mayor
cantidad, el acido micromérico, el dcido betulinico y el acido
ursolico, triterpenos descritos en el romero. A pesar de que el
resto de compuestos estan presentes en el extracto en una

concentracidon muy inferior, destaca la presencia de carnosol,
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el derivado 6-lactona del acido carndsico. El rosmanol, la
genkwanina, el rosmadial, la anemosapogenina, los acidos
augustico, bentamico y 12- metoxicarndsico y el [9]-shogaol
se encuentran en concentraciones que oscilan entre 1.36-10.1
mg/g extracto. El resto de los compuestos se encuentran en
muy baja concentracidn, presentando el extracto cantidades

inferiores al mg/g extracto.
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Tabla 2 Tabla de compuestos cuantificados en el extracto de romero obtenido mediante SFE analizado por UPLC-ESI-QTOF. Valor (X £ SD)

315

g L LLLLLTY ] N £ SAN iy & van :uﬁ.._.._u niaigina Molecular CUIIPUSIW :.-.._W\.Wu
1 11.84  269.0461 269.0455 2.2 17.7 o i@ Apigenina 0.50 +0.02
2 12.18  299.0565 299.0561 -1.2 36.8 EqsHqg 0% Hispidulina 0.31+0.01
3 12.40 329.0665 329.0667 0.6 iR Ci7H1304 Cirsiliol 0.34£0.01
4 13.55 289.0553 299.0561 2.8 7.3 CisH12,04 Diosmetina 0.62 £0.04
5 13.83 313.0721 313.0718 0.9 8.5 Ci7H 1404 Cirsimaritina 0.78 £0.07
6 13.94 3451714 3451707 1.9 7.9 CpHxOs Rosmanol 4.4+0.1
7 14.43 345.1708 345.1707 0.5 7.6 CpH605 Epiisorosmanol 0.80 £ 0.05
8 15.01 345.1709 345.1707 0.5 7.6 C g Hug O Epirosmanol 0.38+0.02
9 15.16 283.0620 283.0612 27 15.7 CisH1205 Genkwanina 2.61 £0.05
10 18.36 299.1652 299.1653 0.3 5.5 CigH 0, Miltipolone 0.321£0.04
11 19.18 329.1770 329.1758 3.5 1.0 CxH50, Carnosol 10£1
12 20.35 343.1548 343.1551 0.9 12.1 CypHuO0; Rosmadial 1.36 £0.06
13 21.04 471.3471 471.348 19 24.8 CaypH4 04 Anemosapogenina 6.5+0.5
14 21.38 315.1960 315.1966 1.9 13.9 CxoH0; Rosmaridifenol 0.25+0.05
15 21.91 471.3471 471.3480 1.8 34.4 CypH4 04 Acido Augustico BISEENS
16 22.35 471.3474 471.3480 13 25.1 CypHa 04 Acido Bentamico 21%0.2
17 22.65 331.1935 331.1915 6.2 12.6 Tl ez @ Acido Carnésico 83+4
18 24.89 345.2083 345.2071 3.3 13.6 CyH30, Acido 12-metoxicarndsico 7.20+£0.01
19 27.11 317.2128 317.2122 157 27.7 CxpH30; [9]-Shogaol 10.1+£0.3
20 28.04 453.3356 453.3374 4.0 10.5 CiH403 Acido Micromérico 47 £2
21 28.40  299.2015 299.2017 0.4 2.3 CypH0, Hinokione 0.95 +0.08
22 29.19 455.3519 455.3531 2.5 18.6 CipHauO3 Acido Betulinico 383
23 30.20  455.3519 455.3531 2.5 18.6 CipHas03 Acido Ursélico 21.5+0.6
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El contenido en compuestos fendlicos en extractos
vegetales depende en gran medida de las condiciones de
cultivo de la planta y del procedimiento de extraccidén usado
para obtener el extracto, como ya se ha comentado
previamente. En el caso del romero es especialmente critico
el proceso de conservaciéon, ya que muchos de sus
compuestos, especialmente los diterpenos fendlicos, se
degradan con facilidad en presencia de oxigeno, luz o calor
[273]. En bibliografia las técnicas de extraccion mds usadas
para los compuestos fendlicos de romero son SLE, PLE y SFE.
En cuanto al contenido en &cido carndsico, el compuesto
mayoritario de nuestro extracto, nuestro estudio puso de
manifiesto la presencia de una concentracion mayor que la
encontrada en otros estudios en los que se realizaba
extracciones mediante PLE o SFE [236, 237], aunque el
contenido en este diterpeno es un poco inferior al encontrado
por otros autores para extractos obtenidos mediante SFE
[274]. El resto de diterpenos derivados del acido carndsico se
encuentran en contenidos menores a los reportados por otros
autores [236, 264]. En cuanto al contenido de flavonoides,
como genkwanina o hispidulina, la concentraciéon en este
extracto es también algo inferior a la encontrada en extractos

obtenidos mediante extraccién con disolventes [264].
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3.2. Analisis de las fracciones aisladas.

El extracto obtenido mediante SFE a 150 bares en el
Capitulo 1 fue el que se utilizd6 como fuente para el
aislamiento y purificacion de compuestos bioactivos de
romero, en un intento por estudiar la bioactividad de los
compuestos mayoritarios aislados y determinar si la actividad
qgue presenta el extracto completo es debida a la presencia de
uno o varios compuestos concretos, y si existen efectos
sinérgicos entre ellos que le confieren una mayor bioactividad
al extracto.

De las 60 fracciones recolectadas segun se detalla en
apartados anteriores, se seleccionaron 12 fracciones en
funcion del cromatograma UV registrado, aquellas que
corresponden a los compuestos mayoritarios del extracto. A
continuacion en la Figura 2 se muestra dicho cromatograma
registrado a una longitud de onda de 280 nm, donde se
encuentran marcadas las fracciones recolectadas para los
estudios de bioactividad.

Tras el secado de estas fracciones seleccionadas con N,
para evitar su degradacion se llevd a cabo su analisis
mediante HPLC-QTOF como se detalla en apartados

anteriores, con el fin de determinar la composicién y pureza
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de dichas fracciones obtenidas. Sus composiciones se

muestran en la siguiente tabla (Tabla 3).
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Figura 2. Cromatograma UV registrado a 280 nm del extracto de romero obtenido mediante SFE a 150 bar

y fracciones seleccionadas para estudio de su bioactividad.
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Los compuestos detectados en las fracciones han sido
cuantificados en el extracto, a excepcion del notohamosin B y
taxodione, ya que se encontraban en pequefia cantidad en el
extracto. Las fracciones 15, 19, 22, 32, 35, 41 y 48 presentan
un Unico compuesto, apigenina, rosmanol, epiisorosmanol,
genkwanina, carnosol, rosmadial, acido carnésico, y acido 12-
methoxicarndsico respectivamente. Por el contrario la
fraccion 18 presenta 2 flavonoides en su composicion,
diosmetina y cirsimaritina. En el caso de la fraccién 30 no se
pudieron purificar aisladamente los compuestos miltipolone,
notohamosin B y anemosapogenina. Por su parte, las
fracciones 54 y 58 presentan dos compuestos cada una,
taxodione y [9]-shogaol la primera, e hinokione y acido
betulinico la segunda. Tanto el taxodione como el hinokione
presentan un esqueleto muy parecido al carnosol, por lo que

podrian ser productos derivados del mismo.

3.3 Efectos del extracto de romero y de las

fracciones aisladas en la proliferacion celular.
Las fracciones seleccionadas y el extracto de romero se
ensayaron en las lineas celulares de adenocarcinoma de colon

como se describe en apartados anteriores.
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En todas las lineas celulares se observd una mayor
inhibicion de la proliferacién celular a la concentracidn
ensayada mas elevada, 60 pg/ml, y cuando el tiempo de
incubacién fue el mas largo, 48 horas. En la Tabla 4 se
recogen los porcentajes de inhibicién de la proliferacién
celular y en la Figura 3 se muestran los porcentajes de
viabilidad celular que mostraron el extracto y las fracciones

de romero para las tres lineas de adenocarcinoma de colon.
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Tabla 4. Inhibicidn de la proliferacién celular del extracto

y las fracciones de romero en las lineas celulares de

adenocarcinoma de colon HT-29, SW480 y HGHE-C-1.

LINEA
CELULAR
Tiempo de
24 horas 48 horas
incubacion
Concentracion 30 pg/ml 60 pg/ml 30 pg/ml 60 pg/ml
Extracto Romero 74.0£3.4 84.1+1.3 74.2%+2.5 94.4+0.2
F19 20.3+2.1 68.418.1 35.6+8.0 77.9£5.3 373
F 20 22.2+4.2 53.2+6.0 20.1+5.6 51.5+3.4
F 22 0.7£5.5 26.1+5.3 19.4 +2.6 52.9+7.4
F 30 13.0+1.7 50.95.6 29.8+3.3 80.5+3.6
F32 73.1+4.1 86.2+1.2 92.4+1.2 94.8+0.5
F 35 26.1+3.5 62.1+3.2 49.7+4.1 77.313.1
F41 84.6+1.3 86.3+1.5 93.1+1.4 94.6+0.2
F48 58.4+0.9 86.8+1.5 70.4+1.1 95.2+1.2
F 54 87.1+0.8 82.2+2.2 94.4+0.2 93.7+0.6
F 58 79.4+1.2 83.5+2.2 92.2+2.3 92.7+2.2




RESULTADOS

Tabla 4. Inhibicidn de la proliferacién celular del extracto

y las fracciones de romero en las lineas celulares de

adenocarcinoma de colon HT-29, SW480 y HGHE-C-1 (Continuacidn).

LINEA
CELULAR
Tiempo de
24 horas 48 horas
incubacién
Concentracion 30 pg/ml 60 pg/ml 30 pg/ml 60 pg/ml
Extracto Romero 91.7+0.8 92.8+0.7 95.2+0.2 95.2+0.8
324 F19 41.8+8.7 88.2+1.8 65.0+6.2 96.0+0.5
F 20 9.8+0.9 54.5+3.1 15.545.3 68.9+4.9
F 22 43.4+4.9 71.9+0.7 40.1+1.8 76.3+6.4
F 30 3.9+5.9 51.8+5.6 13.2+3.7 84.7+3.2
F 32 91.4+1.5 92.8+0.9 95.2+0.2 94.9+0.4
F 35 64.4+4.5 91.3+1.0 57.0+1.1 94.2+0.8
F41 93.610.2 93.9+0.6 95.6+0.3 95.2+0.6
F 48 81.4+1.0 95.0+0.3 87.9+1.0 95.7+0.9
F 54 94.4+0.8 92.5+0.4 95.7+0.3 94.6+0.5
F 58 89.6+0.5 91.9+0.2 94.8+0.9 94.5+1.1
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Tabla 4. Inhibicidn de la proliferacién celular del extracto

y las fracciones de romero en las lineas celulares de

adenocarcinoma de colon HT-29, SW480 y HGHE-C-1 (Continuacidn).

LINEA
HGUE-C-1
CELULAR
Tiempo de
24 horas 48 horas
incubacién
Concentracion 30 pg/ml 60 pg/ml 30 pg/ml 60 pg/ml
Extracto Romero 88.0%1.5 89.1+1.3 93.2+0.7 93.4+0.4
F19 81.3+3.6 89.0+1.7 90.1+0.7 92.6+0.5 325
F 20 12.943.6 33.1+2.6 21.9+4.2 49.9+7.5
F 22 41.6+2.7 53.7+2.5 39.5+6.9 59.7+4.0
F 30 12.6+2.9 26.8+2.5 29.5+2.8 69.9+3.4
F 32 86.8+1.0 87.4+0.8 92.5+1.3 92.3+1.3
F 35 62.4+2.5 84.9+0.7 72.5+¢1.9 89.6+0.7
F41 89.8+1.0 88.8+0.5 91.2+0.7 92.2+0.2
F 48 60.5+2.6 90.8+0.2 81.1+0.6 93.2+0.3
F 54 88.9+0.2 84.3+0.4 92.5+0.6 90.5+0.7
F 58 78.6+5.2 83.4+0.5 88.8+2.9 91.3+0.5
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Figura 3. Vabilidad celular tras el tratamiento con el extracto
y las fracciones de romero en las lineas celulares de

adenocarcinoma de colon HT-29, SW480 y HGHE-C-1.
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Las fracciones 15 y 18 finalmente no se ensayaron en
las lineas celulares por la pequefia cantidad recolectada
durante el aislamiento de las fracciones, de ahi que no se
muestren en la Tabla 4 y en la Figura 3.

En concreto, para la linea celular HT-29, las fracciones
gue mostraron mayor inhibicion de la proliferacion celular
fueron la F32, F41, FA48, F54 y F58. En el caso de la F48 ésta
Unicamente mostré una inhibicion de Ila proliferacion
significativa cuando se incubd a la concentracidon mas elevada.
Como se observa en la Tabla 3 las tres primeras fracciones se
corresponden al acido carndsico y sus derivados carnosol y
acido 12-metoxicarndsico. En cuanto a la composicion de las
ultimas fracciones corresponden a los compuestos taxodione
y [9]-shogaol en la F54, y los compuestos hinokione y acido
betulinico para la F58. Ademas de las fracciones el extracto de
romero ensayado mostrd gran inhibicion de la proliferacién
celular, con un valor muy similar a la fraccién mas bioactiva.

Para la linea celular SW480 ademas de las fracciones
mencionadas para la linea celular HT-29 y del extracto de
romero completo, también mostré una actividad destacable
la F35, correspondiente al compuesto rosmadial, a Ila

concentracion ensayada de 60 pg/ml.
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Para la linea celular HGUE-C-1, las fracciones mas
bioactivas fueron las mencionadas para las lineas celulares
anteriores mas la fraccion 19 correspondiente a rosmanol,
otro diterpeno caracteristico de romero derivado del acido
carndsico. También en este caso el extracto de romero
obtenido con SFE mostré un porcentaje de inhibicion de la
proliferacion celular similar al de las fracciones mas
bioactivas.

Por su parte, diferentes extractos de romero han sido
estudiados por su potencial anticancerigeno frente distintos
tipos de cancer. Dichos estudios han puesto de manifiesto
una significativa actividad antiproliferativa por parte de estos
extractos frente a diferentes lineas de cancer, destacando su
bioactividad frente al cancer de mama, leucemia, proéstata,
higado, pulmén, ovario y colon [130, 131, 275-277]. Por su
parte, los compuestos mayoritarios de romero, en especial el
acido carndsico, el carnosol y el acido rosmarinico también
han sido ensayados en diferentes lineas celulares de
leucemia, cancer de mama, de piel, y de colon [245, 278].
También los triterpenos acido betulinico y acido ursélico han
demostrado poseer diferentes acciones frente al cdncer, que

incluyen el sistema inmune y el entorno tumoral [279].
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Es por esto que los resultados mostrados por las
fracciones y por el extracto de romero estan en concordancia
con resultados previos encontrados en bibliografia. Queda
por tanto justificado el hecho de que las fracciones de mayor
bioactividad en las tres lineas celulares fueron aquellas que
presentaban acido carndsico, carnosol y acido betulinico.
Otros compuestos que presentan una estructura similar al
acido carndsico también se encuentran formando parte de
estas fracciones, por lo que la actividad de las mismas puede
estar justificada por la presencia de dichos compuestos con
cierta similitud estructural, como son el taxodione, hinokione
y el derivado dacido 12-metoxicarnosico. Otros compuestos
gue han mostrado cierta actividad anticancerigena frente a
las lineas SW 480 y HGUE-C-1 han sido el rosmadial y el
rosmanol en el caso de la ultima linea celular. Ambos
compuestos, especialmente el rosmanol, presentan
semejanzas estructurales al carnosol, por lo que su
bioactividad podria estar sustentada en este hecho.Dichas
estructuras se muestran en la Figura 4, donde puede
observarse esa similitud.

Queda patente el importante efecto antiproliferativo
tanto del extracto de romero como de ciertos compuestos

bioactivos presentes en su composicién frente a las lineas
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celulares de adenocarcinoma de colon, por lo que seria
interesante continuar dichos estudios en modelos animales
para ver si los resultados obtenidos son esperanzadores y se
podrian extrapolar a ensayos clinicos, lo que nos haria pensar
en un futuro uso de extractos de romero como componente
de nutracedticos o farmacos utilizados como terapia
antitumoral, bien solos o administrados junto con otros

agentes quimioterapeuticos.

Figura 4.Estructuras de los compuestos presentes en las fracciones mas

bioactivas.
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Bloque Il: Hibiscus sabdariffa

Capitulo 4: Caracterizacion de 25 extractos de Hibiscus
sabdariffa de distintas variedades procedentes de Méjico
con actividad antimicrobiana.

4.1 Caracterizacion de compuestos fendlicos en
extractos de distintas variedades de Hibiscus
sabdariffa mediante HPLC-DAD-ESI-TOF.

Los andlisis de los extractos de Hibiscus sabdariffa (HS)
preparados seglin se detalla en apartados anteriores fueron
realizados mediante HPLC-DAD-ESI-TOF, y revelaron la
presencia de una amplia variedad de polifenoles asi como de
otros compuestos polares. Los compuestos detectados fueron
tentativamente identificados gracias a la férmula molecular
proporcionada por el software usado, al uso de estandares
comerciales y la bibliografia disponible para esta matriz. En la
Tabla 1 se recogen el nimero de pico, el tiempo de retencidn,
m/z observado y féormula molecular de cada compuesto
detectado, asi como en qué extracto se encuentra presente.
Como puede observarse el numero de compuestos
identificados en cada extracto varia desde 24 a 42

dependiendo de la variedad.
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Tabla 1 Compuestos propuestos detectados en extractos de HS analizados por HPLC-DAD-ESI-TOF-MS.

23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37

15.11
15.46
15.50
16.22
17.10
17.85
18.00
18.60
21.75
21.90
22.95
24.70
24.92
26.40
27.70

475.0882
461.0725
463.0882
381.1191
381.1191
475.0882
319.0823
489.1038
317.0303
489.1038
609.125
385.0919
312.1241
385.0929
301.0354

nqu u.oo 12
ﬁu 1 H ~ND 12
ﬁm 1 H mao 12
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c 18 H quw
ﬁm NI uoo 12
n_ 6 I nmo 7
.nu wI uno 12
ﬁnmIpDOm
c 2 w_n_ 2 wo 12
c w.uI umo 14
ﬁnnI HwOm
nnm H 19 ZO._
ﬁnnI HwOm
n—m H ._:UO 7

Acido Kaempferol-3-0-glucurénico methil ester (isémero 2)
Kaempferol 3-0-B-glucurénido
Quercetina-3-glucdsido
Etilclorogenato (isdmero 2)
Etilclorogenato (isémero 3)
Luteolina-7-0-B-D-glucurénido metil éster
Metilepigalocatequina
Kaempferol 3-0-(6"-0-acetil)glucdsido
Miricetina
4"-0-Acetilquercitrina
Prodelfinidina B3
Cleomiscosin (isémero 1)
N-feruloiltiramina
Cleomiscosin (isomero 2)
Quercetina

21
1,4-12, 14-24
2, 3,13,19
1-25
1-25
10,11, 15,17, 21
SN
1-3,12,11,13,19,24
2,3,12,13
1,4,5,15,17
3,23-25
2,8,18,22-25
1-25
1, 5-10, 12-25
1-5, 8, 11-13, 15, 18-20, 23-25
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De la composicidon encontrada destaca la presencia en
todos los extractos estudiados de distintos derivados del
acido hibiscico, en concreto el hidroxietiléster, dimetiléster e
hidroxietildimetiléster, ademds de un compuesto nitrogenado
denominado N-feruloiltiramina.

El compuesto 1, identificado como acido hidroxicitrico,
ha sido detectado en todos los extractos exceptuando HS 2,
11, 16, 20, 23 y 25; sin embargo el acido hibiscico (compuesto
2) Unicamente no fue detectado en el extracto 25. Ademas se
detectaron 3 isémeros de otro derivado del acido hibiscico, el
acido trimetilhidroxicitrico, en la mayoria de los extracto. Los
dos primeros isomeros fueron detectados a 6.39 y 6.69
minutos respectivamente en todos los extractos analizados
excepto en HS 3, 4, 5, 12, 13 para ambos, y el segundo
isdmero se encontraba ausente ademas en el extracto 20 y
23. Por su parte el tercer isdmero se detectd en los extractos
HS 6,9, 10, 19, 21, 22, 23.

También se detectd la presencia de acido clorogénico y
derivados de éste en los extractos de HS. El dcido clorogénico,
o acido 5-cafeoilquinico, es un compuesto de demostrada
actividad antibacteriana que ha sido caracterizado en esta

matriz vegetal junto con dos de sus isomeros, el acido 3-
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cafeoilclorogénico (conocido con el nombre de acido
neoclorogénico) y el acido 4-cafeoilclorogénico (conocido
como acido criptoclorogénico). La identificacién del acido
clorogénico fue confirmada por comparacién con el estandar
del tiempo de retencidn, 7.85 minutos, asi como de los
espectros de absorcion UV-Vis y de MS. Sus isémeros, el acido
neoclorogénico (tiempo de retenciéon 6.13 minutos) y el acido
criptoclorogénico (tiempo de retencion 8.31 minutos), se
diferenciaron en base a sus espectros de masas y a la
bibliografia disponible [280]. El acido criptoclorogénico
presenta en su espectro de masas un pico de m/z 173
correspondiente a [acido quinico-H-H,0]  mientras que el
acido neoclorogénico no presenta esta pérdida. El primer
isdmero (acido neoclorogénico) se encontré en los extractos
3,5, 12, 13, 19, 23, 24; el acido clorogénico se identificé en
los extractos 3, 4, 5, 13, 19, 20, 23, 24; mientras que el acido
criptoclorogénico resultd ser el mas abundante, estando
presente en todos los extractos en los que se encuentran sus
isomeros y ademas en los extractos 2, 8 y 18.

Ademds se han encontrado mas compuestos
relacionados estructuralmente con este agente
antimicrobiano que es el acido clorogénico, como son el

acido clorogénico metil éster y el etil éster, conocidos
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comunmente como metil y etil clorogenato. Es légico pensar
gue si estos compuestos son los ésteres metilico y etilico del
acido clorogénico respectivamente, y en los extractos se han
encontrado tres isdmeros de acidos clorogénico se pueda
observar la presencia de tres isobmeros de estos ésteres.
Respecto al metilclorogenato se han detectado tres is6meros
que eluyen a 9.70, 12.30 y 13.50 minutos. El primer isémero
no fue detectado en los extractos 1, 3, 4, 5, 13 y 15; mientras
gue el segundo tampoco estaba presente en los extractos 3,
4, 5, 7, 9, 10, 14, 15; finalmente el tercer isbmero no se
encontré en los extractos 1-10, 12, 13, 14, 15 y 21. Por el
contrario los tres isdmeros de etilclorogenato fueron
detectados en todos los extractos estudiados a los tiempos de
retencién 13.77, 16.22 y 17.10 minutos.

Asimismo, otros compuestos fendlicos descritos para
esta matriz vegetal han sido detectados, como es el caso del
acido 2-O-trans-cafeoil-hidroxicitrico a 9.50 minutos (en
extractos 1, 2, 3, 8, 13, 19, 22, 23, 24, 25), el &cido
cumaroilquinico a 11.07 minutos (extracto 12), el acido 5-O-
cafeoilshikimico a 14.00 minutos (extractos 3, 5, 12, 19, 20,
21, 23, 24, 25), la quercetina-3-glucdsido a 15.5 minutos
(extractos 2, 3, 13, 19), la metilepigalocatequina a 18.00

minutos (extractos 3 y 12), miricetina a 21.75 minutos
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(extractos 2, 3, 12 y 13), prodelfinidina B3 a 22.95 minutos
(extractos 3, 23, 24, y 25); y por ultimo quercetina a un
tiempo de retencién de 27.70 minutos (presente en todos los
extractos exceptoen 6, 7,9, 10, 14, 16, 17, 21, 22).

Ademads de estos compuestos conocidos de HS, en los
extractos analizados se han encontrado otros compuestos
polares: acido 3-Deoxi-D-lixo-heptulosarico (en todos los
extractos a 5.28 minutos excepto en los extractos 2, 4, 5, 7, 14
y 15), siringetina-3-0-glucdsido (en los extractos 17, 21, 22 a
11.40 minutos), kinsendsido (a 11.80 minutos en todos los
extractos exceptuando 1-5, 12, 13, 19, 20), luteolina-7-0O-B-D-
glucurénido metil éster (en extractos 10, 11, 15, 17 y 21,
donde eluye a 17.85 minutos), 4" "-O-acetilquercitrina (en los
extractos 1, 4, 5, 15 y 17 a un tiempo de retencion de 21.90
minutos), asi como dos isdmeros de cleomiscosin, conocidos
como cleomiscosin Ay B (a 24.70 minutos en los extractos 2,
8, 18, 22, 23, 24, 25 en el primer caso, y a 26.40 minutos en
todos los extractos exceptuando el 2, 3, 4 y 11 para el
segundo isémero).

También se han encontrado en los extractos de HS
diferentes compuestos derivados del kaempferol, en concreto
se han detectado dos isomeros del acido kaempferol-3-O-

glucurdénico metil éster, que aparecen a 14.44 y 15.11
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minutos (Unicamente en el extracto 21); keampferol 3-O-B-
glucurdnido a 15.46 minutos en todos los extractos excepto
en el 2, 3, 13 y 25; asi como kempferol 3-O-(6"-O-
acetil)glucdsido en los extractos 1, 2, 3, 11, 12, 13,19y 24 a
un tiempo de retencién de 18.60 minutos.

A pesar del esfuerzo puesto en la caracterizacién de los
extractos de HS, con la informacién disponible, fue imposible
identificar todos los compuestos detectados, y algunos siguen
siendo desconocidos. En la Tabla 2 se recoge la informacién
proporcionada por el detector TOF-MS relacionada con estos
iones, incluyendo su tiempo de retencidn, su m/z tedrico y
calculado, su férmula molecular, error y valor mSigma, asi
como los extractos de HS en los que fueron detectados. En
este sentido, se necesitaria llevar a cabo otros estudios para
lograr la identificacidon de estos compuestos, como analisis de
MS/MS.

Basandonos en esta caracterizacidn cualitativa de los
extractos de HS de diferentes zonas geograficas no puede
concluirse que existan diferencias significativas de
composicion dependiendo del origen geografico de los
extractos, siendo en muchos casos bastante similar la
composicion de muchos extractos con diferente procedencia,

como es el caso de los extractos HS 20 y 23 (de Guerrero y




RESULTADOS

Jalisco), como puede observarse en la Figura 1. Sin embargo si
hay que destacar que la composicidon de algunos extractos es
bastante mas compleja que la de otros, véase el caso del
extracto HS 2 (Michoacan), en comparacién con otros

extractos como el HS 20 o0 23 (Guerrero y Jalisco).
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Figura 1 BPC de extractos de HS analizados por HPLC-DAD-ESI-TOF-MS.
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4.2 Contenido de compuestos fendlicos totales,
flavonoides, antocianinas, delfinidina y cianidina en las
distintas variedades de Hibiscus sabdariffa.

El contenido total de compuestos fendlicos de los
extractos de HS determinado mediante el método de Folin-
Cioucalteau se muestra en la Tabla 3. Como puede observarse
dicho contenido de polifenoles totales mostré una gran
variacion entre los extractos, encontrandose un rango de
entre 2.380 + 30 hasta 9.793 + 4 mg equivalentes de acido
galico (GAE)/ 100 g de extracto seco. El mayor nivel de
polifenoles totales fue encontrado para el HS 24 procedente
de Veracruz, seguido por el HS 3 de Jalisco. No se ha podido
establecer ninguna correlacion entre la procedencia de los
extractos de HS y el contenido fendlico determinado debido
al hecho de que uno de los extractos que presentd mayor
contenido en polifenoles totales y el extracto con un nivel
mas bajo en compuestos fendlicos pertenecen a la misma
area geografica, sumado a que para el resto de extractos
tampoco se observd que existiera ninguna tendencia en
cuanto a relacion entre origen geografico y polifenoles

totales.
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Tabla 3 Extractos de HS analizados con variedad, origen, contenido en polifenoles totales, flavonoides,
cianidinas, delfinidina y cianidina, asi como su capacidad antioxidante

Compuestos Flavonoides Antocianinas Contenido Contenido Capacidad
Extracto Variedad Origen fendlicos totales totales totales Delfinidina Cianidina Antioxidante
HS (mg GAE/ (mg Quercetina/ (mg/100 g (mg/100 g (mg/100 g (umol trolox/
100 g extract) 100 g extracto) extracto) extracto) extracto) g extracto)
HS 1 Americana Jalisco 2991+6" 813+5' 969 " 444 525" 104+9°
HS2  Tepalcatepec Michoacan 9200 +200° 692 + 8™ 1673 1083 589" 83.0+0.6%
Hs 3 Diamante Jalisco 9790+ 10° 1695+ 8° 2967 ¢ P 734° 112+8°
HS 4 Colima Colima 9380+90° 1310+ 40° 2306 1658 ¢ 648 ° 60+1"
HS5  Tempranilla 4130+30° 429 +5" 4408 ° 3535° 873° 40+2"
HS 6 Talpa Jalisco 3770508 419+2" 4085 ¢ 3300° 784° 45+8'
HS 7 Violenta Jalisco 6500 + 100 ¢ 720+ 30’ 4246° 3495 ° 750 486+0.4'
HS 8 Queseria Colima 5730+90° 530+ 20" 1781" 1223° 5588 105.8+0.3°
HS 9 Criolla Tala Jalisco 6360+20° 890 +10" 1369’ 825" 5438 80+2%*
HS 10 Tecoman Colima 4240+ 40° 470+ 10" 1013 " 511" 501' 37+1"
Hs 11 El Bordo Colima 3390+30" 1030+ 70 " 1308 ¢ 783" 525" 76.6+0.3 %
HS12  Tempranila  Colima 4478+9" 1140+50 " 2613° 1956 ° 657 ° 84 +2 >
HS 13 Ssudan Colima 4330+40° 488.0+0.6" 929" 436" 492" 36.3+0.3°
HS14  MediaLuna Colima 6700+ 100 ° 681+7" 1500’ 940" 560° 38.540.1'
HS15  Pisila/Colima  Colima 6800 + 300 ° 740+ 20" 1361* 791" 569 % 56+2 "
HS16  JBOOOOLSM  Guerrero 8300+ 100°¢ 1050+ 30° 0" o' o' 8448
HS17  JCPO00LT  Guerrero  8880.8+0.6 950+30" 1058 " 552/ 505 ' 56+3
HS 18 ﬁ__%”“m Guerrero 8100100 ° 1270+10° 0" 0' 0! 49.2+0"
HS19  JJ00001SM  Guerrero 8300 100° 810+50" 1216" 663" 5538 486405
HS20  JRO0O00LC  Guerrero  3720+50° 1070+10" 1147' 633" 514" 85.0+0.9 ™
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Con respecto al contenido en flavonoides (Tabla 3) se
ha observado un comportamiento similar, encontrandose
valores entre 419 + 2 hasta 2.260 + 70 mg quercetina / 100 g
de extracto seco. El mayor contenido se encontrd en el HS 25
de Nayarit, seguido por el HS 3 de Jalisco con un valor
bastante mas inferior (2.260 + 70 y 1.695 * 8 mg quercetina /
100 g de extracto seco respectivamente). El contenido mas
bajo en flavonoides se encontrd para el HS 6 de Jalisco,
seguido por el HS 5 y el HS 10, aunque no presentan
diferencias significativas entre ellos. Respecto al contenido en
flavonoides y el origen geografico podemos concluir que no se
observado correlacion en este caso.

En la determinacién del contenido en antocianinas
(Tabla 3) el mayor valor lo presenté el HS 5, asi como para el
contenido individual de cianidina y delfinidina, con valores de
4.408, 3.535 y 873 mg / 100 g de extracto seco. Otros
extractos de la misma regidn, Jalisco, mostraron elevados
niveles de estos compuestos, en particular los extractos HS 6
y HS 7. Por el contrario, en los extractos 16 y 18 de Guerrero,
23 de Jalisco y 25 de Nayarit no se detectaron cianidina,
delfinidina ni antocianinas. Estos extractos, a excepcion del
HS 25 fueron obtenidos a partir de variedades de HS blancas,

debido a que es por todos conocido que las antocianinas son

347



348

RESULTADOS

responsables del color rojo de esta planta, es de esperar que
no se detecten este tipo de compuestos en estos extractos. Al
contrario de lo que ocurria para el contenido total de
polifenoles y flavonoides, se ha encontrado que existe una
correlacién entre la regidn geografica de Méjico de donde
proceden los extractos y el contenido individual de cianidina,
delfinidina y de antocianinas totales. Las mayores
concentraciones de estos compuestos las mostraron extractos
recolectados en Jalisco, especificamente los extractos HS 3, 5,
6y 7, seguidos de los extractos HS 4, 8, 12 y 21 de Colima. Los
niveles mas bajos de estos compuestos fueron encontrados
como ya se ha comentado previamente en las variedades
blancas, independientemente de la regidn geografica,

excepto para el HS 28.

4.3 Capacidad antioxidante de las distintas variedades
de Hibiscus sabdariffa.

La capacidad antioxidante de los extractos de HS (Tabla
3) fue determinada mediante el método DPPH. Los valores
obtenidos oscilan en un rango entre 27.4 + 0.3y 112 £ 8 umol
de trolox / g extracto seco. La menos capacidad antioxidante
la mostré el extracto HS 23, una variedad blanca de Jalisco,

seguida por el extracto HS 21 de Colima. Por el contrario, las
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mayores actividades antioxidantes las mostré el extracto HS 3
de Jalisco, seguido de los extractos HS 8 de Colima e HS 1 de
Jalisco, a pesar de que entre ellos no muestran diferencias
significativas. Al igual que ocurre con el contenido de
compuestos fendlicos y flavonoides, el origen geografico de
los extractos parece no afectar a la capacidad antioxidante

mostrada por los extractos.

4.4 Actividad antimicrobiana de las distintas
variedades de Hibiscus sabdariffa.

Los resultados de los ensayos de actividad
antimicrobiana pusieron de manifiesto que todos los
extractos etandlicos de Hibiscus sabdariffa presentan un gran
potencial como agentes antimicrobianos frente a bacterias
Gram positivas y Gram negativas. Algunos de estos extractos
presentan una actividad antimicrobiana similar a la de
algunos los antibidticos, usados como control positivo (Tabla
4). A pesar de estos resultados, la respuesta a los extractos de
algunos de los microorganismos patégenos estudiados fue
diferente. Los extractos de esta planta mostraron poseer una
mayor actividad antimicrobiana frente a S. aureus y M.
Luteusque frente aE. coli y S. enteritidis (Figura 2). Estos

resultados estdn en concordancia con otros estudios
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disponibles en bibliografia en los que se ha puesto de
manifiesto que los efectos inhibitorios de los compuestos
fendlicos de extractos naturales son mas potentes frente a

bacterias Gram positivas que Gram negativas.
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Tabla 4 Actividad antibacteriana de los extractos de HS frente a E. coli, S. enteritidis, S. aureus y M. luteus.

Hs 23 Variedad Blanca Jalisco 12+0° 11306 M 22:0° 13+0°%
HS 24 Real Veracruz 10+0° 10.3+0.6’ 10+0° 103+06'
HS 25 Reyna Nayarit 12+0° 10.7+0.6" 13+0% 13306
Clindamicina 0 22 0 33
Eritromicina 0 24 0 35
Antibidtico Gentamicina 20 16 14 23
Tetraciclina 24 28 13 28

Vancomicina 2 18 0 21




354

RESULTADOS

Como puede observarse en la Figura 2 y en la Tabla 4,
la bacteria S. aureus fue la que se vio mas afectada por los
extractos, presentando halos de inhibicion de entre 16-22
mm, seguido por las otras bacterias, S. enteritidis y M. luteus,
con zonas de inhibicién que oscilan entre 10 a 18 mm y de 10
a 21 mm respectivamente, y finalmente por E. coli, que fue la
bacteria menos sensible con halos de inhibicién de entre 10-
16 mm. Es importante destacar que algunos de los extractos
etandlicos presentaron una capacidad antibacteriana similar a
la que mostraron antibiéticos de amplio espectro como la
gentamicina. Por tanto estos resultados sugieren que dichos
extractos de Hibiscus sabdariffa podrian ser usados como
antibidticos de origen natural frente a una amplia variedad de
microorganismos.

Por otro lado, también podemos concluir que estos
extractos etandlicos de Hibiscus sabdariffa presentan una
mayor accién antimicrobiana que otras plantas, como por
ejemplo E. officinalis, la cual presenta halos de inhibicidn que
oscilan entre 11-16 mm frente a cinco bacterias diferentes,
aungue para algunas de ellas no presenté ningun efecto
[281]. De igual manera, estos extractos también han
mostrado un mayor poder antibacteriano comparado con

extractos etandlicos de P. emblica y A. sativum, de acuerdo a
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los resultados obtenidos por [282], quienes ensayaron esta
actividad frente a ocho bacterias Gram positivas y Gram
negativas. Otros estudios han mostrado que los extractos de
las hojas de M. arvensis presentan una actividad similar a la
gue presentan los extractos de Hibiscus sabdariffa, aunque la
concentracion de M. arvensis era mucho mayor [283].

Puede observarse que uno de los extractos etandlicos
de HS presentan una gran efecto frente a todas las bacterias
estudiadas, dicho extracto es de la variedad Tepalcatepec. Los
ensayos pusieron de manifiesto que esta variedad poseia un
elevado contenido de compuestos fendlicos (Tabla 3), a pesar
de que no presentaba un elevado valor de capacidad
antioxidante ni de antocianinas. Es presumible que este
elevado contenido en polifenoles sea responsable de la
actividad exhibida por este extracto [284].

A la luz de estos resultados, podemos decir que los
extractos mads potentes en la inhibicion del crecimiento
bacteriano fueron HS 2 y HS 20 para E. coli, HS 11 para S.
enteritidis, HS 23 para S. aureus, y finalmente HS 2 para M.
luteus. Tres de estos extractos con mayor capacidad
antimicrobiana pertenecen a variedades rojas de la planta,
mientras que soélo el HS 23 es una variedad blanca. Si nos

centramos en el origen geografico de los extractos, los cuatro
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pertenecen a diferentes zonas geograficas de Méjico, HS 2 fue
recolectado en Michoacdn, HS 11 en Colima, HS 20 en
Guerrero e HS 23 en Jalisco.

Para E. coli, los extractos HS 2, 20 y 3 son
significativamente mas efectivos frente al crecimiento
bacteriano, presentando halos de inhibicion de 16 mm en los
dos primeros extractos y de 15.7 mm para el ultimo; seguidos
de los extractos 1, 9, 11, 12 y 18, con halos de inhibicidn de 16
mm en todos los casos. Estos resultados son similares a los
encontrados por [285] para la bacteria Gram negativa H.
pylori usando un extracto etandlico de Terminalia chebula.

Por otro lado nos encontramos que el HS 11 inhibe en
gran extension el crecimiento de S. enteritidis, presentando
un halo de inhibicion de 18 mm. El resto de extractos
mostraron un actividad antimicrobiana significativamente
menor frente a este microorganismo con respecto al HS 11,
siendo los extractos HS 15, 2 y 16 con halos de inhibicion de
16.3, 15.3 y 16 mm respectivamente los que siguen al
extracto HS 11 en cuanto a poder antibacteriano.

En el caso de los microorganismos Gram positivos,
concretamente para S. aureus, el HS 23 demostré una
significativa actividad inhibitoria del crecimiento con halos de

22 mm, seguido de HS 20 (con halo de inhibicién de 16.7
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mm), e HS 2 y 6 (ambos con halos de inhibicion de 16 mm).
Estos extractos fueron cultivados en Jalisco, Guerreo y
Michoacan. En el estudio de la inhibicion de M. luteus, el HS 2
procedente de Michoacdn fue el que mostré mayor capacidad
antibacteriana (halo de inhibicién de 21 mm). Los extractos
HS 18 de Guerrero (halo de inhibicion 18.7 mm), HS 9 de
Jalisco (halos de inhibicion de 18 mm) e HS 15 de Colima (con
17.7 mm de halo de inhibicidn) también poseen una
significativa actividad antimicrobiana frente a esta bacteria.
Como ocurria en el caso del contenido en polifenoles y
flavonoides totales y en actividad antioxidante, la capacidad
antimicrobiana no esta relaciona con el origen geografico de
las plantas de HS. A pesar de esto ciertos extractos mostraron
una potente actividad antimicrobiana frente a todas las
bacterias estudiadas, como es el caso de HS 2 de Michoacan e
HS 3 de Jalisco. Por el contrario, otros extractos sdlo
inhibieron el crecimiento bacteriano de algunos tipos de
microorganismos, ejemplo de ello es el HS 23, una variedad
blanca procedente de Jalisco que sélo mostré una actividad
antibacteriana significativa frente a S. aureus. De la misma
manera, el extracto HS 11 sdlo mostrd una potente actividad
antibacteriana frente a S. enteritidis, aunque frente a E. coli y

M. luteus mostrd una inhibicién del crecimiento algo menor.
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Asimismo el extracto HS 20 sélo mostréo una destacada

actividad frente a la inhibicidn de E. coliy S. aureus; mientras
que el extracto HS 15 sélo la mostré para S. enteritidis y el HS

18 frente a M. luteus.
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Capitulo 5: Estudio de permeabilidad de un extracto
enriquecido en compuestos fendlicos de Hibiscus
sabdariffa libre y liposomado, y de distintos compuestos
presentes en su composicion.

5.1Permeabilidad del extracto de Hibiscus sabdariffa
enriquecido en compuestos fendlicos libre y liposomado.

Para el estudio de la permeabilidad del extracto de
Hibiscus sabdariffa enriquecido en compuestos fendlicos, el
primer paso fue realizar un andlisis para estudiar su
composicidon. Este extracto ya habia sido caracterizado
previamente por nuestro grupo de investigacion [61], pero se
necesitaba un nuevo perfil del mismo adquirido con la nueva
instrumentacién mds sensible que iba a utilizarse para
analizar las muestras recolectadas en el estudio.

El andlisis del extracto de PEHS con esta nueva
instrumentacidn revelé la presencia de 7 nuevos compuestos
no identificados previamente, lo que sumdé un total de 32
compuestos. El cromatograma de pico base del extracto se
muestra en la Figura 1, y los compuestos identificados
tentativamente se muestran en la Tabla 1.

Algunos de los nuevos compuestos identificados ya
fueron detectados anteriormente, pero no pudieron

identificarse. Gracias al uso de un analizador de masas UHR-
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Qg-TOF, han podido identificarse los compuestos con tiempo
de retencion de 4.30 y 15.50 minutos. El primero corresponde
a un m/z de 235, y fue identificado como acido hibiscico
hidroxietiléster, y el segundo es un compuesto de m/z 381 y
se corresponde con etilclorogenato. Ambos compuestos
fueron identificados en los extractos de esta misma planta
procedentes de Méjico analizados en el capitulo 4.

Ademas de estos compuestos otros cinco nuevos
fueron detectados por primera vez en el extracto. Pudieron
identificarse tentativamente como la quinona del acido
clorogénico (tiempo de retencion 4.80 minutos), un nuevo
isomero de dacido clorogénico (tiempo de retencién 8.20
minutos), acido hibiscico hidroxietildimetiléster (tiempo de
retencién 9.70 minutos), acido 2-O-trans-feruloilhidroxicitrico
(tiempo de retenciéon 12 minutos) y finalmente kaempferol
(tiempo de retencion 29.10 minutos).

El resto de compuestos ya fueron descritos
previamente para el extracto. Se identificaron acidos
organicos como el acido hidroxicitrico y el acido hibiscico y
derivados como son el acido 2-O-transcafeoilhidroxicitrico, el
acido 2-O-transferuloilhidroxicitrico, los ésteres dimetilico,
hidroxietilico e hidroxietildimetilico del acido hibiscico, o el

acido cumaroilquinico. También se identificaron  gran
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cantidad de acidos fendlicos y derivados, como son el acido
clorogénico, sus isdmeros y sus derivados quinona vy
etilclorogenato, asi como el metildigalato. Otros compuestos
detectados fueron flavonoides y sus derivados glicosilados,
como la quercetina y sus derivados glucdsido, rutinésido y
sambubidsido, kaempferol y sus derivados glucdsido y
sambubidsido, la miricetina y su derivado arabinogalactdsido,
asi como la metilepigalocatequina. Otros compuestos
encontrados también son las antocianinas delfinidina-3-
sambubidsido y la cianidina-3-sambubidsido, ademas del
compuesto nitrogenado N-feruloiltiramina.

A pesar de los esfuerzos realizados para conseguir la
identificacidon de todos los compuestos detectados, para tres
de ellos fue imposible conseguir dilucidar su identidad. Estos
compuestos aparecen en la Tabla 1 como UK, y corresponden
a los compuestos de m/z 236, 385 y 457 con tiempos de
retencién 9.2, 13.1 y 17.7 minutos respectivamente. En
futuros estudios se intentara esclarecer la identidad de estos

compuestos.
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Tabla 1.Compuestos detectados en el extracto PEHS.

. Tiempo Férmula .
Fico retencion Molecular [M-H] Compuesto
1 3.4 CgHgOg 207.0146 Acido Hidroxicitrico
2 3.6 CeHsO,  189.0041 Acido Hibiscico
3 43 CsH1208 235.0459 Acido hibiscico hidroxietilester
4 4.5 CyHys016  595.1305 Delfinidina-3-sambubidsido
5 4.8 CisH1609  315.0722 Acido Clorogénico quinona
6 5.3 CH1;0,  353.0878 Acido Neoclorogénico
7 5.5 CyHy5015  579.1355 Cianidina-3-sambubidsido
8 6.0 CgH1005 217.0354 Acido hibiscico dimetiléster
9 6.3 CiHis09  353.0878 Acido Clorogénico
10 6.7 CisH1s09  353.0878 Acido Criptoclorogénico
11 7.1 CisH1,09  335.0409 Metildigalato
12 7.9 CisH1,01;  369.0463  Acido 2-O-transcafeoilhidroxicitrico
Acido Clorogénico Isémero

13 8.2 Cy6H150 353.0878 . . S

1677189 (4cido 1-O-cafeoilquinico)
14 8.5 CyHys0,; 611.1254 Miricetina-3-arabinogalactdsido
15 9.0 CiH1s0g  337.0929 Acido Cumaroilquinico
16 9.2 C;1Hi3NOs  236.0564 UK
17 9.7 C10H1608 263.0772 Acido hibiscico

’ hidroxietildimetilester

18 10.7 CyHy5016  595.1305 Quercetina-3-sambubidsido
19 11.3 CiH160g  335.0772 Acido 5-O-Cafeoilshikimico
20 12.0 C10H1605 263.0772  Acido 2-O-transferuloilhidroxicitrico
21 12.3 Cy;H30046  609.1461 Quercetina-3-rutindsido
22 13.1 CiHp»0;  385.1140 UK
23 13.6 CyHys015  579.1355 Kaempferol-3-O-sambubidsido
24 14.0 C,1H»00.,  463.0882 Quercetina-3-glucésido
25 15.3 C,;H3005  593.1512 Kaempferol-3-O-rutindsido
26 15.5 C15H2,09 381.1191 Etilclorogenato
27 17.1 CiHi0;  319.0823 Metilepigalocatequina
28 17.7 CyH301  457.1715 UK
29 20.3 CisHig0g  317.0303 Miricetina
30 24.5 CigHigNO, 312.1241 N-feruloiltiramina
31 26.4 CyisH1005 301.0354 Quercetina
32 29.1 C15H1006 285.0404 Kaempferol
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Una vez determinada la composicién del extracto se
llevaron a cabo los estudios de permeabilidad tal y como se
detalla en apartados anteriores. Se estudio la permeabilidad
del extracto libre y liposomado en un intento por esclarecer si
la formulacion liposomada aumentaba la permeabilidad de
los compuestos polares del extracto PEHS a través de Ia
monocapa de células Caco-2 que simulan la barrera intestinal.

Con ambos extractos, libre y liposomado, se
detectaron todos los compuestos identificados previamente
en la muestra tomada en la cdmara donora (camara apical o
basolateral dependiendo del caso) al comienzo del ensayo.
Sin embargo en las muestras tomadas en la cdmara receptora
tanto en el estudio de la permeabilidad en sentido apical-
basolateral como basolateral-apical para ambos extractos
so6lo fuimos capaces de detectar unos pocos compuestos, y
todos ellos se encontraban por debajo de los limites de
cuantificacion. Esto concuerda con los resultados de los
analisis de las muestras tomadas al final del ensayo en la
camara donora, donde todos los compuestos del extracto
seguian presentes. Los compuestos detectados en cada caso
se resumen en la Tabla 2.

Estos compuestos detectados para el extracto PEHS

libre en el sentido apical-basolateral fueron los acidos
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clorogénico, neoclorogénico, criptoclorogénico y 5-O-
cafeoilshikimico, n-feruloiltiramina y quercetina. En el sentido
basolateral-apical, ademas de estos compuestos también se
detectaron metildigalato, acido cumaroilquinico y
metilepigalocatequina.

A pesar de que con la formulacion de un extracto
liposomado se perseguia aumentar la permeabilidad de los
compuestos del extracto, los resultados pusieron de
manifiesto que no sélo no se aumentaba el nimero vy
concentracion de compuestos que traspasaban la monocapa
celular, sino que se disminuia. En el sentido apical-basolateral
sélo se detectaron los acidos neo y criptoclorogénico, asi
como la n-feruloiltiramina. A pesar de que en el sentido
basolateral-apical se detectaron algunos compuestos mas,
algo que ya ocurria con el extracto libre, el nimero de
compuestos y la cantidad permeabilizada era menor con
respecto al extracto libre, detectandose Unicamente los acido
neoclorogénico, clorogénico, criptoclorogénico y 5-O-
cafeoilshikimico, el metildigalato y la N-feruloiltiramina.

En cuanto a las muestras de la membrana de la
monocapa celular recolectadas al final de los ensayos,
Unicamente se detectaron quercetina en el sentido apical-

basolateral con el extracto libre, y el éster dimetilico del acido
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hibiscico y el acido cumaroilquinico cuando se estudiaba la
permeabilidad del extracto liposomado, aunque este ultimo
solo se detectd en el sentido basolateral-apical.

Por otro lado, el analisis del contenido citosdlico de las
células de la monacapa sdélo revelé al igual que las
membranas la presencia de una pequefia cantidad de
qguercetina cuando se estudid la permeabilidad del extracto
libre en el sentido apical-basolateral, y de 4dcido
criptoclorogénico en el caso del extracto liposomado en el
sentido basolateral-apical. Sin embargo los compuestos
detectados en el citoplasma celular para el estudio de la
permeabilidad del extracto liposomado en sentido
basolateral-apical fueron mas numerosos, identificdandose un
total de siete compuestos: dacido hibiscico y su éster
dimetilico, los 4cidos neoclorogénico, clorogénico y

criptoclorogénico, metildigalato y quercetina.
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Tabla 2. Compuestos detectados en el los ensayos de permeabilidad de los extractos PEHS libre y

liposomado en la cdmara receptora.

Extracto PEHS Libre PEHS Liposomado

Permeabilidad Apical-Basolateral Basolateral-Apical Apical-Basolateral Basolateral-Apical

Tiempo (min) 30 60 90 120 30 60 90 120 30 60 90 120 30 &0 90 120

Acido Hidroxicitrico
Acido Hibiscico
Acido hibiscico hidroxietilester
Delfinidina-3-sambubidsido
Acido Clorogénico guinona

Acido Neoclorogénico X | X | X X X | X | X X X | X X X | X X
Cianidina-3-sambubidsido
Acido hibiscico dimetiléster

Acido Clorogénico X [ x| x [ x| x| x X | X
Acido Criptoclorogénico X | X X X | X | X X X X X | X X
Metildigalato X X X | X X

Acido 2-O-transcafeoilhidroxicitrico
Acido Clorogénico Isémero
(4cido 1-O-cafeoilquinico)
Miricetina-3-arabinogalactésido

Acido Cumaroilquinico X X
Acido hibiscico hidroxietildimetilester
Quercetina-3-sambubidsido
Acido 5-0-Cafeoilshikimico X X | X | X X X X | X X
Acido 2-O-transferuloilhidroxicitrico
Quercetina-3-rutindsido
Kaempferol-3-0-sambubidsido
Quercetina-3-glucésido
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Tanto en el estudio del extracto libre como liposomado
s6lo unos pocos compuestos son capaces de traspasar la
monocapa celular, pasando de la camara donora a la
receptora. Este hecho puede estar justificado en parte por la
composicion tan compleja del extracto y la presencia de
muchos de estos compuestos en concentracion elevada, lo
que puede conducir a la saturacién de los mecanismos de
transporte de estos compuestos fendlicos a través de la
monocapa celular.

Dado que los compuestos detectados en las muestras
de la cdmara receptora en todos los ensayos se encontraban
por debajo de los limites de cuantificacién no se pudieron
estimar las concentraciones a las cuales se encontraban los
compuestos a los distintos tiempos de recoleccidn, siendo
imposible por tanto calcular la permeabilidad en ambos
sentidos y determinar asi el tipo de transporte de cada
compuesto (difusion pasiva, transporte mediante absorcién
activa o transporte por secrecion).

Sin embargo, a pesar de que no se pudo determinar el
tipo de transporte de los compuestos fendlicos presentes en
el extracto, los resultados derivados de estos ensayos son
utiles para conocer los compuestos presentes en esta matriz

gue son absorbidos por la monocapa celular, que simula la

369



370

RESULTADOS

barrera intestinal, algo que puede servirnos como una
primera aproximacién para conocer los compuestos que
pueden ser metabolizados por el organismo y que son los que
alcanzaran los tejidos diana y ejerzan la accién mostrada por
el extracto. Ademas también se puso de manifiesto que la
formulacidn del extracto liposomado no es exitosa en cuando
al aumento de la permeabilidad de los compuestos polares,
traspasando mayor numero de compuestos y en mayor

extensién cuando el extracto no se encontraba liposomado.

5.2Permeabilidad de los compuestos puros de
Hibiscus sabdariffa.

Dado que los resultados derivados del estudio de la
permeabilidad del extracto completo de Hibiscus sabdariffa
enriguecido en compuestos fendlicos nos hace pensar en la
posibilidad de que los mecanismos de transporte podian
encontrarse saturados debido a la presencia de un gran
nimero de compuestos, algunos de ellos en gran cantidad,
llegamos a la conclusion de que el siguiente paso en la
investigacion seria estudiar la permeabilidad de compuestos
individuales. Debido a que el extracto presenta una
composicidon bastante compleja, con mdas de 32 compuestos

detectados, el estudio individual de la permeabilidad de cada
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uno de ellos es una tarea ardua y laboriosa. Es por esto, que
se decidid seleccionar solo algunos de los compuestos
presentes en su composicion, con el fin de obtener una
primera aproximacion de la permeabilidad de los compuestos
de esta matriz. La seleccion de los mismos se realizd en base a
los resultados del estudio de la permeabilidad del extracto
completo, asi como de resultados obtenidos en otros estudios
llevados a cabo por nuestro grupo de investigacion, algunos
de ellos que forman parte de la presente memoria.

Se decidié por tanto seleccionar varios compuestos
encontrados en los ensayos de permeabilidad que
traspasaban la monocapa y de los que se disponian de
patrones comerciales, en concreto la N-feruloiltiramina y la
qguercetina. Ademas de estos compuestos, se decidié estudiar
la permeabilidad de dos derivados de la quercetina, la
qguercetina-3-glucdsido, también presente en el extracto, y la
quercetina-3-glucurénido, un compuesto identificado como
uno de los metabolitos mayoritarios presentes en plasma de
rata tras la ingesta forzada del mismo. La razén por la cual se
seleccioné también el derivado glucosado de la quercetina,
radica en el hecho de que otros estudios han puesto de
manifiesto que este derivado presenta una mejor absorcion

que la quercetina aglicona, por lo que seria interesante

371



372

RESULTADOS

estudiar la permeabilidad de este compuesto individual sin la
presencia de otros que podrian interferir en los mecanismos
de absorcidon [286, 287]. También es interesante estudiar la
permeabilidad de la quercetina-3-glucurdnido, un compuesto
derivado de la metabolizacién de fase Il de quercetina y sus
derivados glucosados, ya que se conoce que una vez que los
metabolitos son generados en los enterocitos pueden pasar
de vuelta al lumen del intestino delgado por accién de los
transportadores ABC (complejo de unidn a ATP), aunque lo
mas comun es que pasen al torrente sanguineo.

Las muestras de medio de cultivo de la camara
receptora, los contenidos citoplasmaticos y la membrana de
la monocapa celular se analizaron seglin se detalla en los
apartados anteriores. El contenido de quercetina, quercetina-
3-glucdsido, quercetina-3-glucurdnido y n-feruloiltiramina de
los distintos ensayos se cuantificaron mediante el uso de
curvas de calibrado preparadas con los correspondientes
patrones.

Las curvas de calibracion de dichos patrones fueron
preparadas usando apigenina en una concentracion de 10
ppm como patréon interno. Las curvas de calibracién
mostraron buena linealidad entre distintos rangos de

concentracion dependiendo del analito estudiado (Tabla 3).
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Se calcularon los limites de deteccidon (LODs) y los limites de
cuantificaciéon (LOQs) de los compuestos individuales
utilizando disoluciones patrén, calculandose como S/N =3y
S/N = 10, respectivamente, donde S/N es la relacién

sefal/ruido.

Tabla 3.Informacién de calibracién, patrones, LOD,

LOQ, Rango de calibracion, curva de calibrado y r

Rango de
LOD LOQ )
Analito calibracion Curva de Calibrado r
(ng/ml)  (ug/ml)
(ng/ml)
y=13.372x—
Quercetina 0.05 0.17 0.17-20 0.998
0.0038
Quercetina-3- y=2.5235x+
0.07 0.23 0.23-55 0.988
glucosido 0.0113
Quercetina-3- y=11.545x +
0.03 0.11 0.2-45 0.992
glucurénido 0.0087
y=14.995x +
N-feruloiltiramina 0.014 0.048 0.2-40 0.990
0.1088

La concentracidon de los compuestos identificados en
las muestras fue determinada usando el area corregida de
cada compuesto individual (3 replicados) e interpolando en la
curva de calibracidon correspondiente. Los contenidos de los

compuestos monitorizados encontrados en la cdmara
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receptora a los distintos tiempos en los que se recogieron
muestras se detallan en la Tabla 4.

En algunas muestras no se detectaron los compuestos
para los que se estudiaba la permeabilidad, como es el caso
de las muestras de quercetina-3-glucurénido tomadas a los
30, 60 y 90 minutos cuando se ensayaba la permeabilidad en
el sentido apical-basolateral. En otros casos si se detectaba la
presencia de estos compuestos pero su contenido era inferior
al limite de cuantificacidn encontrado para dicho compuesto.

La evoluciéon encontrada para cada compuesto en
sentido apical-basolateral y basolateral-apical se recoge en los

graficos de la Figura 2.
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Tabla 4. Concentracion (ppm) de los compuestos en los ensayos de permeabilidad en la cdmara receptora.

Permeabilidad

Apical-Basolateral

Basolateral-Apical

Tiempo (min) 60 20 60 20
Quercetina 028+0.02 | 0491003 | 1.33+£0.02 | 1.32+0.01 | 1.1+04 |3.6£0.5 6.71£0.2 6.6+0.3
Quercetina-3-glucésido <LQ <LQ <La 0.47 +0.03 <LQ 16%0.2 22104 3.91 £0.05
Quercetina-3-glucurénido ND ND ND <LQ <La <LQ 0.150 £ 0.006 | 0.32 £ 0.06
N-Feruloiltiramina 0.69+0.02 | 23402 42+05 6.6+0.8 |1.35+0.04 | 44+05 76+0.4 82+03

ND: No detectado.

< LQ: Detectado, pero inferior al limite de cuantificacion.
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Los resultados muestran que para todos los patrones la
permeabilidad basolateral-apical es mayor que Ia
permeabilidad apical-basolateral. En el caso de los
compuestos qguercetina-3-glucésido y guercetina-3-
glucurdnido, dicha permeabilidad se da en tan poca
extension, que la cantidad de compuesto es indetectable en
la camara basolateral en el caso del glucurénido o se
encuentra por debajo del limite de cuantificacion para el
derivado glucosado.

Para la quercetina, el maximo de concentracién se
alcanza trascurridos 90 minutos del ensayo, tanto en el
sentido apical-basolateral como basolateral-apical, aunque la
permeabilidad basolateral-apical es cinco veces superior a la
encontrada en el sentido inverso. Para el resto de
compuestos, las concentraciones maximas se encontraron al
final del ensayo, tras 120 minutos. Estos resultados ponen de
manifiesto una absorcion intestinal mas rdpida de la
guercetina que de sus derivados glucurdénido y glucosado.

En el caso de la quercetina y n-feruloiltiramina, los
resultados encontrados sugieren la existencia de absorcion de
estos compuestos a través de la membrana intestinal

mediante difusién pasiva. Sin embargo en el caso de la

377



378

RESULTADOS

quercetina-3-glucésido y glucurénido dicha absorcion se da
en pequeia extension.

Por el contrario la mayor permeabilidad en el sentido
basolateral-apical encontrada para todos los patrones, indica
la existencia de un mecanismo de transporte por secrecion
hacia el lumen intestinal de dichos compuestos, lo que origina
una reduccion de la absorcion neta de los mismos.

Estos resultados estan en concordancia con datos
publicados en bibliografia para la quercetina y distintos
derivados glucosados, donde se observa que la permeabilidad
de la quercetina es mayor que la de estos derivados. Ademads
también se ha reportado previamente que la permeabilidad
en el sentido basolateral-apical es mayor que en sentido
inverso. [288, 289]. En cuanto al compuesto nitrogenado n-
feruloiltiramina, este es el primer ensayo disponible que
estudia la permeabilidad a través de una monocapa de células
Caco-2.

A pesar de que existen evidencias que indican que la
quercetina y la quercetina-3-glucdsido es absorbida por
células Caco-2, en los analisis de las muestras citoplasmaticas
y de membrana, en ninguno de los ensayos, se detectaron los
compuestos monitorizados, lo que indica que dichos

compuestos no son absorbidos por dichas células [290].
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Capitulo 6: Estudio de absorcion de quercetina y
guercetina-3-glucurdnido en células pre-adipociticas 3T3-
L1.

En este capitulo se estudia la absorcion en células pre-
adipociticas 3T3-L1 de quercetina y quercetina-3-glucurénido.
En la actualidad el estudio de la absorcion de compuestos
fendlicos y sus correspondientes metabolitos por parte de
distintas lineas celulares, asi como sus posteriores
transformaciones mediante interacciones celulares, es un
campo de estudio en creciente expansion debido al reciente
concepto de que los flavonoides asi como otros compuestos
fendlicos ejercen un importante papel como moduladores de
cascadas de sefnalizacidn vitales para la funcionalidad celular
[291]. El interés que tiene el estudio de estos compuestos
fendlicos en particular, quercetina y quercetina-3-
glucurdnido, radica en trabajos previos realizados por nuestro
grupo de investigacion sobre un extracto de Hibiscus
sabdariffaenriquecido en compuestos fendlicos, entre los que
se encuentra la quercetina, objeto de estudio de otros
capitulos de la presente memoria.

En uno de estos trabajos se puso de manifiesto que

dicho extracto inhibid sustancialmente la adipogénesis
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disminuyendo la acumulacién de triglicéridos en adipocitos
maduros e hipertrdéficos resistentes a insulina [61]. El extracto
también mostré una notable accidon antioxidante vy
antiinflamatoria, ambos efectos destacables en el tratamiento
de las alteraciones metabdlicas relacionadas en este proceso
de adipogénesis, ya que se conoce que la acumulacién
excesiva de triglicéridos en adipocitos produce un exceso de
especies reactivas de oxigeno (ROS) que desencadena el
proceso inflamatorio [292]. Adem3ds este extracto resultd ser
particularmente efectivo en la inhibicién de la secrecidon de
leptina y MCP-1, adipokinas importantes que regulan la
migracion de macrofagos al tejido adiposo y al metabolismo
sistémico global [293]. Esta inhibicidn en la secrecion de MCP-
1 también se habia observado previamente tras Ia
administracion de un extracto acuoso de esta planta en
humanos [44].

En un intento por esclarecer qué compuestos o
metabolitos derivados de este extracto eran responsables de
los efectos beneficiosos que éste presenta, se llevd a cabo un
estudio de biodisponibilidad tras la administracién de este
extracto en ratas. Presumiblemente, tras el metabolismo de
los compuestos fendlicos por parte de la microbiota

intestinal, seran los metabolitos generados presentes en el
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torrente sanguineo los que alcancen los tejidos diana y
ejerzan su accion. En este estudio algunos de los principales
metabolitos encontradas en el plasma tras la administracion
del extracto fueron la quercetina y sus derivados, entre los
gue destaca la quercetina-glucurdnido.

Es por esto que es de especial interés estudiar si se
produce por parte de los adipocitos la absorcion de estos
compuestos, en concreto de la quercetina y la quercetina-
glucurénido, ambos metabolitos encontrados en plasma tras
la ingesta del extracto de Hibiscus sabdariffa, y determinar el
contenido intracelular de estos compuestos fendlicos
presentes a diferentes tiempos de incubacién (3, 6, 12, 18 h)
en células adipociticas. Si es asi presumiblemente estos
compuestos seran responsables de algunos de los efectos que
ha mostrado el extracto de esta planta en adipocitos.

Para conseguir tal fin, las muestras de citoplasma
recolectadas y tratadas como se describe en apartados
anteriores, fueron analizadas mediante HPLC-ESI-TOF, ya que
dado que el contenido de los analitos estudiados en estas
muestras bioldgicas se presumia bajo se requeria gran
sensibilidad. Las curvas de calibracion de quercetina y
guercetina-3-glucurénido  fueron  preparadas  usando

naringenina en una concentracion de 30 ppm como patrén
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interno. Las curvas de calibracion mostraron buena linealidad
entre distintos rangos de concentracion dependiendo del
analito estudiado (Tabla 1). Se calcularon los limites de
deteccidon (LODs) vy los limites de cuantificacién (LOQs) de los
compuestos individuales utilizando disoluciones patrén,
calculandose como S/N = 3 y S/N = 10, respectivamente,
donde S/N es la relacidn sefial/ruido. La concentracién de los
compuestos en las muestras fue determinada utilizando el
area corregida de cada compuesto individual (3 réplicas) e

interpolando en la curva de calibracidn correspondiente.

Tabla 1.Informacion de calibracion, patrones, LOD,

LOQ, Rango de calibracidn, curva de calibrado y r>.

Rango de
LOD LOQ )
Analito calibracion Curva de Calibrado r
(ng/ml)  (ug/ml)
(ng/ml)
Quercetina 0.004 0.012 0.1-45 y =3.5734 x + 0.0035 0.997
Quercetina-
3- 0.004 0.012 0.05-40 y =4.2045 x + 0.0041 0.996
Glucurénido

Se analizaron las muestras de citosol, en las muestras
control no se detectaron quercetina ni quercetina-3-
glucurdnido, mientras que en el resto de muestras en ambos
ensayos se observo la absorcidon de quercetina y quercetina-3-

glucurdnido por parte de los adipocitos. Ademds también se
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detectd la presencia de quercetina-3-glucurénido como
metabolito cuando se monitorizaba la absorcion de
quercetina, y de quercetina cuando el compuesto estudiado
era la quercetina-3-glucuronido. En la siguiente tabla se
muestran los resultados cuantitativos de ambos ensayos,
donde puede observarse no sdélo la absorcion de estos dos
compuestos sino también su respectiva aparicién como

metabolito en el citoplasma de estas células adipociticas.

Tabla 2.Informacidn cuantitativa de la absorcion de quercetina y

quercetina-3-glucurdnido en células adipociticas 3T3-L1.

Compuesto

Quercetina Quercetina-3-glucurénido

ensayado 383

Quercetina-3-

Quercetina-3-

Tiempo de Quercetina Quercetina
glucurénido glucuronido
incubacién (h) (ng/ml) (ng/ml)
(ng/ml) (ng/ml)
Control ND ND ND ND

3 38.4+0.6 0.8+0.1 0.54 + 0.04 0.5+0.1
6 7.0+0.2 1.63+0.05 1.00+0.10 0.28 +0.04
12 3.6+0.2 0.3+0.1 2.0+0.1 0.50 + 0.02
18 0.4+0.1 0.11+0.01 2.42 +0.03 0.52 +0.06

En cuanto a la absorcién de estos compuestos, en
ambos casos puede observarse que presentan un
comportamiento dependiente del tiempo, aunque ambos

compuestos alcanzan su concentracibn maxima en el
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citoplasma a distintos tiempos de incubacion. Mientras que la
quercetina alcanza su maximo trascurridas 3 horas de
incubacion (38.4 + 0.6 ug/ml), la absorcién de quercetina-3-
glucurdénido es mas lenta, y la concentracion maxima es
detectada al final del ensayo, tras 18 horas de incubacién
(2.42 + 0.03 pg/ml).Asimismo puede observarse que la
absorcion de quercetina se produce en mayor extension que
su respectiva forma glucuronizada, siendo su concentracién
maxima en el citoplasma casi veinte veces superior. Ambos
comportamientos se han observado en otras lineas celulares,
donde la absorcién de derivados glucuronizados no se
producia o lo hacia en menor extension y mas lentamente
debido a la mayor polaridad que presentan estos derivados
respecto a su aglicona, lo cual dificulta su absorcién celular
[291, 294].

De estos resultados puede concluirse que la
eliminacion de quercetina del citosol celular se produce
rapidamente, reduciéndose a las 6 horas de ensayo mas de 5
veces la concentracion maxima observada a las 3 h horas de
incubacién. Esta rapida eliminacién de quercetina ya ha sido
observada en otras lineas celulares, en concreto en una linea
celular humana de hepatocarcinoma, en donde se atribuia

esta desaparicion a su metabolismo/degradacion oxidativa al
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detectarse compuestos de degradacidon resultantes de este
metabolismo [290]. En nuestro estudio no se han detectado
estas o-quinonas resultantes del metabolismo oxidativo de
qguercetina, aunque si se ha cuantificado quercetina-3-
glucurdnido, aunque en concentraciones pequefias respecto a
la absorciéon de la correspondiente aglicona. Esto podria
indicarnos un transporte activo al exterior celular de estos
metabolitos generados, en especial de la quercetina-3-
glucurdnido, algo ya observado en hepatocitos y en células
del sistema nervioso central [295].

Por otro lado la apariciéon de quercetina y quercetina-3-
glucurénido como metabolitos en el citoplasma de los
adipocitos sigue la misma tendencia que el compuesto del
que proceden. La quercetina-3-glucurdénido alcanza su
maximo a tiempos de incubacién mds cortos que la
guercetina resultante de su respectiva forma glucuronizada,
algo que va en concordancia con la cinética de absorcién del
compuesto del que proceden. Mientras que la forma
glucuronizada alcanza su maximo tras 6 horas de incubacion
de las células con quercetina (1.63 * 0.05 pg/ml), por el
contrario la quercetina alcanza su punto maximo al final del
ensayo (0.52 + 0.06 pg/ml). Estas tendencias pueden verse

claramente en la Figura 1. La apariciéon de metabolitos
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resultado de la glucuronizacion de flavonoides ha sido
observada previamente para otros flavonoides en otras lineas
celulares, como por ejemplo en fibroblastos expuestos a
hesperidina o naringenina [296]. Este hecho sugiere que la
glucuronizacién puede ocurrir in vivo en tejidos distintos del
intestino delgado y del higado, de hecho la isoforma UGT2B11
de la UDP-glucuronosiltransferasa se ha encontrado en
distintas lineas celulares del organismo [297-299].

Queda confirmada por tanto la absorcion de
guercetina y de quercetina-3-glucurénido por parte de las
células adipociticas 3T3-L1, por lo que podria pensarse que
estos compuestos podrian ser responsables en parte de los
efectos que el extracto enriquecido en polifenoles de Hibiscus
sabdariffa ha mostrado. Este hecho ademas se sustenta con
otros estudios en donde también se ha observado una
actividad anti-adipogénica de quercetina en adipocitos [300].
Sin embargo debe tenerse en consideracion que la absorcién
celular de estos compuestos fendlicos en modelos celulares in
vitro no refleja completamente su absorcidn in vivo. Esto es
debido en parte al hecho de que las células durante el cultivo
crecen como una monocapa celular, por lo que el compuesto
estudiado generalmente se ve expuesto Unicamente a una de

las caras de la pared celular, con lo que su absorcion es
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subestimada. Ademas, en el medio de cultivo pueden
producirse reacciones de oxidacién o degradacidon de estos
compuestos que pueden reducir la concentracion efectiva del
compuesto estudiado, algo que no ocurre in vivo, ya que la
presencia de oxigeno esta restringida en el entorno celular. A
pesar de las limitaciones existentes estos estudios son muy
utiles como wuna primera aproximacion para obtener
informacidn sobre qué compuestos y sus metabolitos pueden

penetrar al interior celular y ejercer su accidn.
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Capitulo 7: Andlisis de muestras de suero, plasma y orina
tras la ingesta de un extracto enriquecido en compuestos
fenolicos de Hibiscus sabdariffa en humanos.

7.1Analisis de muestras de suero y plasma.

Dado que las muestras de suero y plasma se
caracterizan por la presencia de una gran cantidad de
proteinas que pueden interferir en su andlisis mediante
distintas técnicas analiticas, es necesaria una etapa de
desproteinizacion previa. Esta etapa es critica, ya que los
compuestos fenodlicos pueden estar unidos mediante enlaces
no covalentes a las proteinas, por lo que la precipitacién de
dichas proteinas puede conllevar en ocasiones la pérdida de
parte de nuestros analitos durante este proceso. Es por esto
que el primer paso de nuestro estudio fue desarrollar un
procedimiento de desproteinizacion eficiente que presentara
porcentajes de recuperacidon aceptables para los compuestos
presentes en esta matriz. Para ello se probaron distintos
protocolos de desproteinizacion en suero bovino fetal dopado
con el extracto utilizando distintos disolventes organicos
como se detalla en apartados anteriores, en concreto AcN,

EtOH, MeOH y una mezcla 50:50 (v/v) de EtOH-MeOH.
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La composicidn del extracto de PEHS es la que se
detalla en el capitulo 5 de la presente memoria, por lo que no
vamos a profundizar en ella. Los porcentajes de recuperacion

obtenidos para los compuestos identificados del extracto con

los distintos protocolos ensayados se muestran en

siguiente Tabla 1.

Tabla 1. Porcentajes de recuperacion de los compuestos del extracto PEHS

obtenidos con los diferentes protocolos ensayados.

Compuesto

MeOH

Acido Hidroxicitrico 0 0 0 0
Acido Hibiscico 0 0 0 0
Acido hibiscico hidroxietilester 0 0 0 0
Delfinidina-3-sambubiésido 0 0 0 0
Acido Clorogénico quinona 0 0 0 0
Acido Neoclorogénico 74.6 56.5 97.8 84.2
Cianidina-3-sambubiésido 0 9.4 0 0
Acido hibiscico dimetiléster 33.2 83 19.2 11.1
Acido Clorogénico 60.0 68.6 92.6 95.0
Acido Criptoclorogénico 75.2 74.8 98.9 97.0
Metildigalato 51.2 44.8 87.6 67.2
Acido 2-0- 0 0 0 0
transcafeoilhidroxicitrico
Acido Clorogénico Isémero 0 0 0 0
(acido 1-O-cafeoilquinico)
Miricetina-3-arabinogalactésido 15.5 24 5.3 83
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Acido Cumaroilquinico 80.0 0 98.0 99.9
Acido hibiscico 0 0 0 0
hidroxietildimetilester
Quercetina-3-sambubiésido 53.4 51.5 98.3 78.7
Acido 5-0-Cafeoilshikimico 411 14 14 0
Acido 2-0- 0 0 0 0
transferuloilhidroxicitrico
Quercetina-3-rutinésido 46.9 60.9 74.8 79.6
Kaempferol-3-O-sambubiésido 0 0 0 0
Quercetina-3-glucésido 59.6 59.6 88.6 73.1
Kaempferol-3-0-rutinésido 52.5 68.0 74.1 66.4
Etilclorogenato 84.4 95.6 93.4 98.9
Metilepigalocatequina 0 0 0 0
Miricetina 0 0 0 0
N-feruloiltiramina 52.2 79.4 95.2 75.0
Quercetina 0 0 11.2 0.4
Kaempferol 0 0 0 0

De los compuestos identificados en el extracto PEHS,
16 fueron recuperados con alguno de los protocolos
estudiados. Sin embargo el resto de compuestos, la mayoria
muy minoritarios o muy polares no pudieron detectarse en
ninguno de los protocolos estudiados.

De estos tratamientos el que mostré porcentajes de
recuperacion mds elevados para la mayoria de los
compuestos fue el que utilizaba MeOH para precipitar las
proteinas. En concreto mostrd los porcentajes mas altos para
los acidos neo y criptoclorogénico, metildigalato, kaempferol-

3-O-rutindsido, quercetina y sus derivados sambubidsido y
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glucdsico, asi como para la N-feruloiltiramina. Para el resto de
compuestos, a pesar de que no fue el protocolo que mostro
las recuperaciones mas elevadas los porcentajes siguen
siendo aceptables. Es por esto que fue el tratamiento de
muestra seleccionado para tratar las muestras de suero y
plasma humano recolectadas tras la ingesta del extracto.

Las muestras de suero y plasma, recolectadas de un
voluntario sano tras la ingesta del extracto de Hibiscus
sabdariffa enriquecido en polifenoles, y almacenadas
mediante dos procesos de conservacién, acidificadas y sin
acidificar, fueron tratadas utilizando MeQOH para precipitar las
proteinas. Dichas muestras, tras su desproteinizacién fueron
analizadas mediante UPLC-UHR-qQ-TOF en modo de
ionizacion negativo y positivo. El analisis de estas muestras
conservadas sin acidificar reveld la presencia de cuatro
compuestos intactos del extracto en plasma y suero, a los
diferentes tiempos de recoleccidn, excepto en las muestras
control tomadas en el momento de la ingesta del extracto. Sin
embargo en las muestras conservadas en presencia de acido
solo se pudo detectar uno de estos compuestos presentes en
las muestras sin acidificar, por lo que este método de
conservacion parece que afecta de manera negativa al

contenido en compuestos fendlicos. En la siguiente figura se




observa el cromatograma de pico base de la muestra de

plasma control y la muestra tomada dos horas tras la ingesta

del extracto.
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Figura 2. Cromatogramas de ién extraido de los compuestos del extracto PEHS

detectados en las muestras de plasma a distintos tiempos.
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Los compuestos identificados en las muestras de suero
y plasma conservadas sin acidificar son los acidos
hidroxicitrico e hibiscico, asi como los ésteres hidroxietilico y
dimetilico de este ultimo. A pesar de que se utilizé una
instrumentacién muy avanzada, con gran sensibilidad para la
deteccion de analitos, los compuestos se encontraban en
concentraciones inferiores al limite de cuantificacion, por lo
qgue no se pudo estimar su concentracion. A pesar de esto, la
concentracion maxima para todos los compuestos tanto en
las muestras de plasma como en las de suero se detectd 1
hora tras la ingesta del extracto, excepto para el éster
hidroxietilico del acido hibiscico, que se detectd trascurridas
dos horas. En la Figura 2 se muestran los cromatogramas de
ion extraido de estos cuatro compuestos, para las muestras
de plasma recolectadas a los distintos tiempos.

Estos resultados estan en concordancia con el estudio
de biodisponibilidad llevado a cabo con el mismo extracto en
ratas, donde se encontraron entre otros metabolitos los
acidos hidroxicitrico, hibiscico y el éster dimetilico del acido
hibiscico en las muestras de plasma recolectadas tras la
ingesta forzada del extracto. Estos metabolitos mostraron sus
concentraciones maximas en las muestras recolectadas a los

120 minutos tras la ingesta del extracto, sin embargo en este
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estudio en humanos la concentracién maxima se alcanzo a
tiempos mas cortos, en concreto en las muestras de suero y
plasma recolectadas trascurrida una hora la ingesta del
extracto.

Considerando que en el estudio de biodisponibilidad
en ratas la ingesta de PEHS fue de 1.200 mg/kg, y que en esta
primera aproximaciéon en humanos la dosis total fue de 500
mg de extracto, la deteccidon de estos cuatro metabolitos en
plasma es un gran logro que supone el primer paso de puesta
a punto de protocolos de tratamiento de muestra vy
metodologia analitica para la realizacion de un ensayo de
biodisponibilidad en humanos, con mas voluntarios, donde se
monitorice la farmacocinética de los compuestos individuales

del extracto a lo largo del tiempo.

7.2 Analisis de muestras de orina.

Como ya se ha comentado previamente la orina es una
matriz biolégica compleja que requiere en la mayoria de los
casos un tratamiento de muestra previo. Es por esto que la
primera etapa que se abordd en este estudio de la excrecidn
urinaria de los compuestos del extracto de Hibiscus sabdariffa

fue poner a punto un protocolo de tratamiento de muestra
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que nos proporcionara los mayores porcentajes de
recuperacion de los compuestos objeto de estudio.

Se ensayaron un total de 7 protocolos de tratamiento
de orina basados en extracciones LLE y SPE. Se probaron 4
protocolos de tratamiento con extracciones LLE usando
acetato de etilo con distintos modificadores, y 3 protocolos
de SPE con distintas fases sdlidas, tal y como se describe en
apartados anteriores. En cuanto a LLE los distintos
modificadores afadidos es lo que diferencia un protocolo de
otro, en el primer protocolo se afiadié 10 pl de HCl 1M; en el
segundo 10 ul de HCI 1M y 10 ul de NaCl 1M; en el tercero se
afadio 10 pl de TFA 1M; y finalmente en el cuarto 10 pl de
TFA 1My 10 pl de NaCl 1M. Para la SFE se utilizaron cartuchos
con tres rellenos diferentes, Discovery DPA-6S, Supel-Select
HLB SPE y Spe-ed Advanta RP 105, todos ellos disefiados para
retener compuestos polares de matrices polares, como es el
caso de los compuestos fendlicos en orina.

Los porcentajes de recuperaciéon de los compuestos del
extracto PEHS con los distintos protocolos se recogen en las

siguientes tablas.
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Tabla 2.Porcentajes de recuperacion de los compuestos del extracto PEHS

obtenidos con los diferentes protocolos LLE ensayados.

Compuesto HCI HCI + NaCl TFA TFA + NaCl
Acido Hidroxicitrico 3.7 4.8 10.4 10.7
Acido Hibiscico 11.0 14.3 32.6 34.6
Acido hibiscico hidroxietilester 0 0 0 0
Delfinidina-3-sambubiésido 0 0 0 0
Acido Clorogénico quinona 0 0 0 0
Acido Neoclorogénico 39.9 54.5 54.9 51.6
Cianidina-3-sambubidsido 0 0 0 0
Acido hibiscico dimetiléster 0 63.4 83.1 54.3
Acido Clorogénico 59.6 70.5 74.8 86.5
Acido Criptoclorogénico 65.3 65.3 72.3 80.4
Metildigalato 76.3 94.6 99.6 99.8
Acido 2-0- 47.2 67.3 98.9 93.0
transcafeoilhidroxicitrico
Acido Clorogénico Isdmero 0 0 0 0
(acido 1-O-cafeoilquinico)
Miricetina-3-arabinogalactésido 0 0 0 0
Acido Cumaroilquinico 54.2 82.6 17.8 98.9
Acido hibiscico 0 0 0 0
hidroxietildimetilester
Quercetina-3-sambubidsido 20.8 0 0 7.6
Acido 5-O-Cafeoilshikimico 80.6 85.2 0 0
Acido 2-0- 0 0 0 0
transferuloilhidroxicitrico
Quercetina-3-rutinésido 0 0 21.5 0
Kaempferol-3-O-sambubidsido 0 0 0 0
Quercetina-3-glucésido 90.8 87.0 98.0 100
Kaempferol-3-O-rutinésido 0 0 0 73.3
Etilclorogenato 0 0 0 0
Metilepigalocatequina 90 0 0 0
Miricetina 58.3 78.3 71.0 67.0
89.4 72.3 95.6 92.7

N-feruloiltiramina
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Quercetina 68.0 79.9 61.8 99.4

Kaempferol 99.2 91.2 86.3 98.5

Tabla 3.Porcentajes de recuperacién de los compuestos del extracto PEHS

obtenidos con los diferentes protocolos SPE ensayados.

Supel-
Compuesto Discovery Spe-ed Advanta
Select
Acido Hidroxicitrico 0 0 0
Acido Hibiscico 0 0 0
Acido hibiscico hidroxietilester 0 0 0
Delfinidina-3-sambubiésido 76.3 20.7 74.4
Acido Clorogénico quinona 0 0 0
Acido Neoclorogénico 59.9 39.2 0
400 Cianidina-3-sambubiésido 65.0 0 63.6
Acido hibiscico dimetiléster 91.8 0 28.2
Acido Clorogénico 36.9 98.7 0
Acido Criptoclorogénico 46.0 0 0
Metildigalato 81.9 0 0
Acido 2-0- 98.4 0 0
transcafeoilhidroxicitrico
Acido Clorogénico Isémero 0 0 0
(acido 1-0-cafeoilquinico)
Miricetina-3-arabinogalactdsido 0 0 0
Acido Cumaroilquinico 0 0 0
Acido hibiscico 0 0 0
hidroxietildimetilester
Quercetina-3-sambubidsido 16.2 0 0
Acido 5-0-Cafeoilshikimico 0 0 0
Acido 2-0- 0 0 0
transferuloilhidroxicitrico
Quercetina-3-rutinésido 30.4 0 3.10

Kaempferol-3-O-sambubiésido 0 0 0
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Quercetina-3-glucésido 81.8 0 24.2
Kaempferol-3-O-rutinésido 20.2 0 0
Etilclorogenato 0 0 0
Metilepigalocatequina 0 0 0

Miricetina 98.7 0 99.2
N-feruloiltiramina 57.5 64.1 0

Quercetina 99.3 18.6 97.3
Kaempferol 0 0 0

Al igual que ocurria con los protocolos de
desproteinizacion de suero, con estos tratamientos de las
muestras de orina se pierden compuestos del extracto, la
mayoria muy minoritarios.

En cuanto a los protocolos de LLE, los que recuperaron
mayor nimero de compuestos fueron los que usaban HCl y
TFA mas NaCl, con un total de 16 compuestos, frente a los 15
que se lograban recuperar con los otros protocolos. Sin
embargo fue el protocolo nimero cuatro, el que usaba como
modificadores TFA y NaCl, el que logré unos porcentajes de
recuperaciéon mas elevados para un total de 9 compuestos,
superando con creces al resto de protocolos para la mayoria
de los compuestos del extracto.

Por otro lado, los protocolos que wusaban SFE
recuperaron un menor niumero de compuestos del Hibiscus

sabdariffa, sélo se lograron recuperar 5y 7 compuestos con
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los cartuchos Supel-Select HLB SPE y Spe-ed Advanta RP 105
respectivamente. Unicamente los cartuchos de extraccién en
fase solida Discovery DPA-6S recuperaron un numero de
compuestos comparable a los protocolos de LLE, en concreto
15 compuestos. Ademds, de estos 15 compuestos
recuperados, esta fase solida proporciond los mayores
porcentajes de recuperacién para 12 de ellos, comparados
con los otros cartuchos de distintos rellenos.

Sin embargo, si comparamos el mejor protocolo de LLE
y de SFE, tenemos que el que utiliza LLE con acetato de etilo y
como modificadores TFA y NaCl recuperd un total de 16
compuestos, frente a los 15 compuestos que se lograron
recuperar con los cartuchos Discovery DPA-6S. En cuanto a
los porcentajes de recuperacion, el protocolo de LLE mostré
mayores recuperaciones para un total de 11 compuestos, en
concreto para los acidos hidroxicitrico, hibiscico, clorogénico,
criptoclorogénico y cumaroilquinico, ademds de para
metildigalato, guercetina, guercetina-3-glucodsido,
kaempferol, kaempferol-3-O-rutindsido y N-feruloiltiramina.
Ademds con este protocolo de LLE se consiguieron recuperar
cuatro compuestos que no se encontraron en los analisis de
las muestras de SFE, frente a los tres que se detectaron

Unicamente con este ultimo protocolo. Es por esto que el
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protocolo seleccionado para el tratamiento de las muestras
de orina recolectadas de un voluntario a distintos tiempos
tras la ingesta de 500 mg de PEHS consistié en una LLE con
acetato de etilo usando HCl y NaCl como modificadores.

Por tanto, tras el tratamiento de las muestras de orina
recolectadas tras la ingesta del extracto con este protocolo
Optimo se llevd a cabo su analisis mediante UPLC-UHR-gQ-
TOF con el método cromatografico que se detalla en
apartados anteriores, tanto en modo positivo como negativo.
En las muestras tomadas tras la ingesta de la cdpsula con el
extracto consiguieron detectarse un total de 10 compuestos
procedentes de Hibiscus sabdariffa, mientras que en la
muestra control tomada momentos antes de la toma del
mismo no se detectaron ninguno de estos analitos. En la
Figura 3 se muestran los cromatogramas de pico base de la
orina control y la tomada 2 horas tras la ingesta del extracto.

Los compuestos identificados en las muestras tomadas
a distintos tiempos fueron los acidos hidroxicitrico,
clorogénico 'y  sus isdmeros neoclorogénico vy
criptoclorogénico, el d4cido hibiscico y sus ésteres
hidroxietilico y dimetilico, ademds de metildigalato, acido
cumaroilquinico y N-feruloiltiramina. Todos los compuestos

pudieron detectarse en las muestras recolectadas trascurridas
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2,4y 6 horas de la ingesta del extracto, excepto en el caso del

metildigalato, donde a las 6 horas es indetectable en la orina.

En la siguiente tabla se detalla esta informacion.
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Figura 3 Cromatograma de pico base de la muestra de orina control y la muestra tomada 2 horas tras la ingesta del extracto.
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Figura 4. Cromatogramas de ién extraido de los compuestos del extracto PEHS

detectados en las muestras de orina a distintos tiempos.
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Tabla 4.Compuestos del extracto PEHS detectados en las muestras de orina.

Antes de la Tras la ingestion

Compuesto

ingestion

N
>
S
=
(<))
=

Acido Hidroxicitrico ND X X X

Acido Hibiscico ND X X X

Acido hibiscico hidroxietilester ND X X X

Acido Neoclorogénico ND X X X

Acido hibiscico dimetiléster ND X X X

Acido Clorogénico ND X X X

Acido Criptoclorogénico ND X X X
Metildigalato ND X X ND

Acido Cumaroilquinico ND X X X

N-feruloiltiramina ND X X X

A pesar de que los compuestos detectados no se
pudieron cuantificar por el mismo motivo que en el caso de
las muestras de suero y plasma, el maximo de excrecidn
urinaria se encontré en algunos casos en las muestras
tomadas a las 2 horas de la ingesta (éster hidroxietilico del
acido hibiscico, acido neoclorogénico y metildigalato) y en
otros tras 4 horas de la toma del extracto (acidos
hidroxicitrico, hibiscico, éster dimetilico del acido hibiscico,
acidos clorogénico, criptoclorogénico, cumaroilquinico y N-

feruloiltiramina).
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Estos resultados ponen de manifiesto la potencialidad
de la metodologia analitica optimizada, que revelé la
presencia de un total de 10 compuestos procedentes del
extracto ingerido en las muestras de orina recolectadas tras 2,
4y 6 horas de la toma del mismo. Al igual que en el apartado
anterior, este es un paso previo de optimizacidn necesario
antes de llevar a cabo un estudio de excrecidn urinaria de
compuestos fendlicos procedentes del extracto PEHS en
humanos. Dado que a las 6 horas todos los compuestos, a
excepcion del metildigalato, se encontraban en cantidades
detectables en las muestras de orina, en estos futuros
estudios se monitorizara en varios voluntarios la excrecién
urinaria de estos compuestos prolongandose en el tiempo al

menos 24 horas.
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CONCLUSIONES

Se han caracterizado de forma cualitativa los
compuestos bioactivos de cinco extractos de
Rosmarinus officinalis obtenidos utilizando SFE y PLE
mediante HPLC-DAD-ESI-TOF-MS, demostrando la
complementariedad de la informacion proporcionada
por la espectroscopia UV-vis y la espectrometria de
masas con analizador de tiempo de vuelo para la
identificacion de compuestos fendlicos en esta
matriz. El método empleado permitid la separacién
simultdnea de una gran cantidad de compuestos
fendlicos, entre los que destacan compuestos
pertenecientes a las familias de diterpenos fendlicos,
flavonoides, acidos fendlicos, asi como a otras clases
de compuestos naturales, como triterpenoides. Es
importante destacar que 21 de los compuestos
identificados tentativamente en este estudio han sido

encontrados por primera vez en esta matriz vegetal.

En la busqueda de nuevas fuentes de compuestos
bioactivos se obtuvieron 15 extractos de romero de

diferentes zonas geograficas de Serbia mediante un

413



414

CONCLUSIONES

método optimizado previamente de MAE. Estos
extractos se analizaron cualitativa y
cuantitativamente mediante UPLC-QTOF, revelando la
presencia de 34 compuestos, la mayoria de ellos
flavonoides, diterpenos fendlicos y triterpenos tipo
abietano. El analizador de masas QTOF ha
demostrado ser un sistema de deteccidn muy potente
para la determinacién de compuestos fendlicos, ya
gue proporciona exactitud de masas y distribucion
isotépica tanto en los espectros de masas como de
masas/masas. Podemos concluir que los extractos de
la region de Sokobanja son los mas ricos en
flavonoides 'y compuestos como  carnosol,
rosmaridifenol, rosmadial y los acidos rosmarinico y
carndsico. Por otro lado es destacable el elevado
contenido que presenta el extracto procedente de

Glozan (Vojvodina) en derivados triterpénicos.

Se han evaluado los efectos en la proliferacién celular
del extracto de romero obtenido con SFE a 150 bares
caracterizado previamente y de algunos de sus
compuestos aislados mediante cromatografia semi-

preparativa en lineas celulares de adenocarcinoma de
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colon HT-29, SW 480 y HGUE-C-1. Los compuestos de
dicho extracto fueron cuantificados, resultando ser el
acido carnésico el compuesto mayoritario, con una
concentracion muy superior al resto, seguido por los
acidos micromérico, betulinico y ursélico. En cuanto
al efecto en la viabilidad celular, en las tres lineas
celulares, tanto el extracto de romero completo como
las fracciones que presentan los compuestos
carnosol, acido carndsico, acido 12-metoxicarndsico,
taxodione, hinokione y acido betulinico fueron las

mas bioactivas.

Se ha estudiado la composicion de 25 extractos de
Hibiscus sabdariffa de diferentes variedades
procedentes de diferentes areas geograficas de
Méjico mediante HPLC-DAD-ESI-TOF. También se
determinaron el contenido total de compuestos
fendlicos, flavonoides, antocianinas, los contenidos
individuales de cianidina y delfinidina, asi como su
actividad antioxidante. Se encontré una correlacion
entre el origen geografico de la planta y el contenido
total de antocianinas e individual de cianidina y

delfinidina, siendo los extractos de HS procedentes de
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Jalisco y Colima los que mayor contenido presentaban
en estos compuestos, a excepcion de las variedades
blancas de esta planta. Se evalué la actividad
antibacteriana de dichos extractos frente a bacterias
Gram negativas y Gram positivas, los resultados
pusieron de manifiesto que todos los extractos
etandlicos de Hibiscus sabdariffa presentan un gran
potencial como agentes antimicrobianos,
presentando algunos de ellos una actividad similar a

la de algunos antibidticos.

Se ha realizado un estudio de permeabilidad en un
modelo celular de absorcion intestinal de dos
formulaciones de un extracto de Hibiscus sabdariffa
enriquecido en polifenoles, libre y liposomado, y de 4
compuestos puros relacionados con su composicion,
n-feruloiltiramina, quercetina y sus derivados
quercetina-3-glucurdnido y quercetina-3-glucésido. El
analisis de dicho extracto mediante la potente
plataforma analitica UPLC-ESI-UHR-QQ-TOF reveld la
presencia de 7 nuevos compuestos no identificados
previamente. En cuanto a la permeabilidad de las dos

formulaciones del extracto de Hibiscus sabdariffa, se
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encontrd que sélo algunos compuestos atravesaron la
monocapa celular, y que la formulacién liposomada
presentaba una menor permeabilidad que el extracto
libre. En cuanto a los compuestos puros, a pesar de
que se observaron permeabilidades moderadas
mediante absorcion pasiva, en todos ellos la
permeabilidad en sentido basolateral-apical fue
mayor que en sentido inverso, lo cual indica la
existencia de un mecanismo de transporte por

secrecion.

Se ha desarrollado un estudio de la absorcién y
metabolismo in vitro de quercetina y quercetina-3-
glucurénido en células pre-adipociticas 3T3-L1. El
contenido intracelular de estos compuestos fendlicos
presentes a diferentes tiempos de incubacién (3, 6,
12, 18 h) se determind mediante HPLC-ESI-TOF. El
analisis de las muestras citosdlicas reveld la presencia
de ambos compuestos en el citoplasma celular, asi
como la presencia de quercetina cuando las células se
exponian a quercetina-3-glucurénido, y viceversa
cuando el compuesto estudiado era a

correspondiente aglicona. La absorcion de ambos

417



418

CONCLUSIONES

compuestos presenta una dependencia con el tiempo
de incubacién, aunque la absorcién de |Ia
correspondiente aglicona alcanza su maximo a
tiempos de incubacién mas cortos que la quercetina-
3-glucurénido. También se puso de manifiesto una
rapida eliminacion de quercetina del citoplasma, bien
gracias a reacciones de metabolizacién en el interior
celular y/o a su posterior transporte al exterior

celular.

Se han evaluado diferentes procedimientos de
extraccion para el analisis de compuestos fendlicos en
suero, plasma y orina mediante UPLC-UHR-qQ-TOF.
Los procedimientos examinados incluyeron diferentes
agentes precipitantes de proteinas en el caso de
suero y plasma, y extracciones LLE y SFE utilizando
diferentes modificadores y resinas para el
tratamiento de orina. Tras esta puesta a punto de la
metodologia analitica, se ensayd la misma en
muestras reales de suero, plasma y orina humanas
recolectadas de un voluntario tras la ingesta de 500
mg de PEHS, consiguiéndose detectar un total de 4

compuestos del extracto en las muestras de suero y
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plasma (acidos hidroxicitrico e hibiscico, asi como los
ésteres hidroxietilico y dimetilico de este ultimo), y 10
compuestos en las muestras de orina (acidos
hidroxicitrico,  clorogénico 'y sus  isébmeros
neoclorogénico y criptoclorogénico, el acido hibiscico
y sus ésteres hidroxietilico y dimetilico, ademas de
metildigalato, acido  cumaroilquinico 'y  N-

feruloiltiramina).
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Bioactive compounds from five differentrosemary
(Rosmarinus  officinalis)  extracts have been
qualitatively characterized by HPLC-DAD-ESI-TOF-MS,
showing the complementarity nature of the
information provided by UV-Vis spectroscopy and
mass spectrometry with time-of-flight analyser. The
method used enabled the simultaneous separation of
a wide range of phenolic diterpenes, flavonoids, and
phenolic acids, as well as other types of natural
compounds such as triterpenoids. The tentative
identification of these extracts includesinformation
regarding some compounds which have not

previously been reported in this plant matrix.

Fifteen rosemary plants were harvested at different
sites in Serbia, and the leaves were subsequently
extracted by MAE using apreviously optimized
extraction method. These extracts were qualitatively
and quantitatively characterized by UPLC-ESI-QTOF-
MS. The QTOF mass analyser has proven to be a

valuable detection system for identifying phenolic

423



424

FINAL CONCLUSIONS

compounds, since it provides mass accuracy and true
isotopic pattern in both MS and MS/MS spectra. This
coupling has enabled the tentative characterization of
morethan 30 different phenolic compounds, including
flavonoids, phenolic diterpenes and abietan-type
triterpenes. Extracts from Sokobanja presented the
highest levels in flavonoids and other compounds
such as carnosol, rosmaridiphenol, rosmadial,
rosmarinic acid and carnosic acid. On the other hand,
higher contents in triterpenes were found in the

extract from Glozan (Vojvodina).

3. An initial approach was used for determining which

compound or compounds might be responsible for
the cytotoxic activity of therosemary extract obtained
by SFE (150 bar).For this, the rosemary-leaf extract
under study was firstly quantitatively characterized by
HPLC-ESI-QTOF-MS, whereupon carnosic acid proved
the most abundant compound, followed by
micromeric, betulinic and ursolic acids. Then,
different fractions were obtained by semi-preparative
chromatography and assayed together with the

complete extract in order to study their effects on cell
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proliferation in HT-29, SW 480 and HGUE-C-1 colon-
cancer cells. These findings suggest that the main
agents responsible for the cytotoxic activity of the
rosemary-leaf extract are carnosic acid, carnosol, 12-
methoxycarnosic acid, taxodione, hinokione and

betulinic acid.

A study was focussed on the composition of different
extracts obtained from 25 varieties of roselle
(Hibiscus sabdariffa) collected in different places of
Mexico. The qualitative characterization was
performed by HPLC-ESI-TOF-MS. The total content of
phenolics, flavonoids, anthocyanins, as well as the
individual contents of delphinidin and cyanidin were
subsequently determined. The total content in
anthocyanins and the individual contents of
delphinidin and cyanidin proved to be correlated with
the origin of the plant, showing higher levels for
extracts harvested in Jalisco. Furthermore, the
antioxidant capacity and the antibacterial activity of
the extracts was assayed against Gram-negative and
Gram-positive microorganisms, demonstrating that all

the extracts were effective against all the test

425



426

FINAL CONCLUSIONS

bacterial strains, showing similar antibacterial

capacity to broad-spectrum antibiotic.

A study was conducted to examine the intestinal
epithelial-membrane permeability of a phenolic-
enriched Hibiscus sabdariffaextract, free and
liposomed, and four pure compounds related to its
composition, using the Caco-2 human colon-cell line,
in @ model of human intestinal absorption. Initially
the phenolic-enriched Hibiscus sabdariffa extract was
analysed by UPLC-ESI-UHR-Qg-TOF, a powerful
analytical platform, which enabled the identification
of 7 new compounds for the first time in this extract.
In the permeability study of the free and liposomed
extracts, only a few compounds crossed the cell
monolayer, and this permeability was lower when the
liposomed extract was assayed. With respect to the
pure compounds (quercetin, quercetin-3-glucoside,
quercetin-3-glucuronide and n-feruloyltyramine), a
moderate absorption was foundin all cases. However,
all the assays showed a higher basolateral-apical

permeability than in the other direction, suggesting




FINAL CONCLUSIONS

the existence of a transport efflux mechanism of

these compounds.

6. A study of in vitro uptake and metabolism of
quercetin and quercetin-3-glucuronide by 3T3-L1
preadipocytes was performed. The intracellular
concentration of these phenolic compounds at
different incubation times (3, 6, 12 and 18 h) was
determined by HPLC-ESI-TOF. The analysis of the
cytoplasm revealed the presence of these compounds
and their metabolites (quercetin when quercetin-3-
glucuronide was incubated and vice versa). The 427
absorption of these compounds by the adipocytes
proved time-dependent, although the quercetin
showed a maximum concentration in a shorter time
than did quercetin-3-glucuronide. Quercetin was
more rapidly eliminated from the cytoplasm,
apparently by metabolization inside the cells and/or

transport outside the cells.

Different extraction procedures were assessed to
analyse phenolic compounds in serum, plasma and

urine by UPLC-UHR-qQ-TOF. The procedures tested
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included different protein-precipitation agents for
serum and plasma treatments,together with LLE and
SPE using different solid phases in the case of urine.
After the optimisation of these procedures, the best
treatments were verified for extracting phenolic
compounds from human serum, plasma and urine
after oral administration of an encapsulatedroselle
extract. The subsequent analysis of those samples by
UPLC-UHR-gQ-TOF allowed the identification of four
intact compounds previously found in the
administered extract in serum and plasma samples,
and ten of these compounds in urine samples. The
compounds detected in serum and plasma samples
were hydroxycitric acid, hibiscus acid, hibiscus acid
hydroxyethylesther, and hibiscus acid
dimethylesther.In the case of urine, the compounds
found were hydroxycitric acid, hibiscus acid, hibiscus
acid hydroxyethylesther, hibiscus acid
dimethylesther, chlorogenic acid, neochlorogenic
acid, cryptochlorogenic acid, metildigallate,

coumaroylquinic acid and N-feruloyltyramine.
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	De todos ellos el CO2 y el agua son los más empleados. En cuanto al uso del agua en este tipo de extracciones cabe destacar que:

