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ACRONIMOS

HPLC Cromatografia liquida de alta eficiencia

UV /VIS  Espectrofotometria ultravioleta (UV) y visible (VIS)

RP Fase reversa

MS Espectrometria de masas

NMR Resonancia magnética nuclear

GC Cromatografia de gases

TLC Cromatografia de capa fina (o delgada)
ODS Octadecilsilil
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POJ Pro-Ost - Java (Variedad de cafia de azucar)
HPTLC Cromatografia de capa fina de alta eficiencia

SPE Extraccién en fase sélida



RESUMEN

En Colombia, con el objetivo de explorar y estudiar productos

agroindustriales se efectu6 un estudio de implementacion de técnicas rapidas
de extraccion y cuantificacion de flavonoides y fenoles en hojas, raices y
yemas de diferentes variedades de cafia de azucar, basadas en
cromatografia liquida (HPLC) y espectrofotometria (UV/VIS). Igualmente, se
evalu6 el contenido de fenoles y flavonoides totales, como agentes
antioxidantes de interés comercial en diferentes tipos de azucares.

Los resultados cromatograficos y espectrofotométricos indicaron que los
contenidos de flavonoides difieren con la variedad, encontrandose un rango
de flavonoides totales entre 0.080 y 1.40 mg/g de material vegetal. Entre los
principales flavonoides detectados via HPLC y de acuerdo con los
estandares comerciales disponibles, se pueden mencionar la rutina, la
guercetina, luteolina, naringina y apigenina.

Los contenidos de fenoles y flavonoides totales en los azlcares organicos y
crudos superaron a los presentes en el azucar blanco comercial. Los
flavonoides se encontraron en el rango de 27 y 100 mg/kg en los azucares
orgéanicos, niveles que son comparables al de otras fuentes nutricionales.
Palabras claves: Cafia de azucar, fenoles, flavonoides, cromatografia

liquida (HPLC), espectrofotometria (UV/VIS), azlcares, tejidos vegetales.
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1. INTRODUCCION

Colombia, al igual que Brasil, es hoy en dia uno de los mas importantes
productores de cafia de azUcar como fuente de azucar y mas recientemente,
a partir del 2005, para la produccion de etanol como agente oxigenante de la

gasolina.

La creciente apreciacion de los altamente diversos efectos biologicos de los
metabolitos secundarios o compuestos quimicos presentes en las plantas
con propiedades funcionales o tecnoldgicas, han cobrado gran importancia

en los mercados de alimentos, farmacéuticos y cosméticos.

Entre los metabolitos secundarios reportados en la cafia de azucar
(Saccharum officinarum Sp,, Gramineae), compuestos fendlicos como acidos
fendlicos y derivados C-glicosilicos, estan ampliamente distribuidos en flores,
hojas, corteza, azucar y han sido aislados desde materiales del proceso
azucarero’. Sin embargo, la produccién de flavonoides en las plantas
depende no solamente de varios factores externos tales como el clima,
condiciones de cultivo e interacciones ecoldgicas, pero también de

variaciones entre las especies o variedades. %>




Entre los compuestos organicos presentes en plantas de importancia
nutricional, los flavonoides han sido objeto de varios estudios debido a la
correlacion entre sus propiedades antioxidantes y su potencial para prevenir
desordenes cardiovasculares, cancer y otras enfermedades asociadas con el
estrés oxidativo causado por los radicales libres y otras especies reactivas

del oxigeno.*

Varias investigaciones han estado orientadas al disefio y desarrollo de
métodos eficientes, econdémicos y favorables al ambiente para la extraccion
de flavonoides y de otros antioxidantes de origen vegetal, presentes en
mezclas muy complejas. Técnicas basadas en HPLC (Cromatografia Liquida
de Alta Eficiencia) con deteccion UV o de arreglos de diodos, al igual que
otras tales como HPLC-UV-MS, han sido empleadas para obtener

informacién de los compuestos presentes en extractos vegetales.’

A pesar del gran potencial de las técnicas disponibles, la identificacion y
cuantificacion de los flavonoides en variedades y tejidos vegetales de la cafa
de azucar, mediante técnicas rapidas y sencillas, es un gran desafio y tarea,
en vista del gran numero de flavonoides y de sus glicésidos. En este
contexto, las extracciones asistidas por ultrasonido y mediciones basadas en
HPLC-UV y espectrofotométricas, especialmente UV, fueron estudiadas y

evaluadas para las condiciones del Sector Azucarero Colombiano.




2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL DEL PROYECTO
Proponer alternativas y procedimientos que permitan dar valor agregado al

azucar, cafla de azucar y productos relacionados.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Seleccionar los productos y/o derivados de la cafia de azlcar con
potencialidad comercial.

» Desarrollar técnicas analiticas para extraccion y caracterizacion de
metabolitos secundarios tales como fenoles y/o flavonoides, en
variedades de cafia de azucar de Colombia.

» Evaluar una técnica espectrofotométrica para determinar los compuestos
fendlicos, como metabolitos de valor agregado o importancia en el cultivo
de la cafia de azucar.

* Implementar y validar una metodologia analitica por cromatografia liquida
HPLC-UV que permita detectar y cuantificar los principales flavonoides

presentes en materiales vegetales y productos de la cafia de azlcar.




3. ANTECEDENTES

3.1 Flavonoides de la cafa de azUcar

Flavonoides (del latin flavus, "amarillo”), son una clase de pigmentos
naturales en la planta de cafa. Ellos son extraidos cuando la cafia es
triturada, presentando importantes implicaciones en estrategias de cultivo de
cafiay en los pasos de remocion del color en la produccién de azlcar.

3.1.1 Clases de flavonoides

Cinco clases de flavonoides: antocianinas, catequinas, chalconas, flavonoles
y flavonas, se han reportado en la cafia de azucar y en sus productos. Todos
estos metabolitos secundarios tienen en comun un esqueleto hidrocarbonado

Ce—C3—C; con dos anillos arométicos designados como Ay B.

Cada tipo de flavonoide se distingue por sus diferentes estados de oxidacion
en la cadena Cs. Las estructuras generales y numeracion para cada clase de

flavonoide se muestran en la Figura 1.




Antocianinas Catequinas

(0]

Chalconas Flavonoles

Flavonas

Figura 1. Estructuras y numeracion de las principales clases de flavonoides




3.2 Antocianinas

Las antocianinas (del griego anthos: "flor" + kyaneos: "azul"), son uno de los
grupos mas antiguamente conocidos de los pigmentos hidrosolubles que se
hallan en las vacuolas de las células vegetales. Desde el punto de vista
guimico, las antocianinas pertenecen al grupo de los flavonoides y sus
funciones en las plantas son multiples, desde la proteccion de la radiacion

ultravioleta hasta la atraccién de insectos polinizadores.®

Estos compuestos son responsables de la amplia gama de pigmentos rojos,
violeta y azul que se presentan en los tejidos vegetales de cafia de azlcar y
en otras plantas. Las agliconas o sea los residuos o estructuras libres de
azucares, llamados antocianidinas, son de caracter ionico y tienen una

estructura comun denominada cation flavilium (1)

I..Estructura cation flavilium




Las antocianinas son sales polifendlicas del cation flavilium (también
denominado 2-fenilcromenilio), enlazadas a unidades de azucares, las cuales
se originan de seis antocianidinas denominadas pelargonidin, cianidin,
delfinidin, peonidin, petunidin y malvidin (Por ejemplo, estructura Il ). Estos
compuestos difieren en la posicion y nimero de grupos hidréxidos en el anillo
B, pero todos tienen una unidad de azlcar enlazada a la posiciéon 3, la cual

incrementa la solubilidad de estos metabolitos secundarios en el agua.

II..Estructura glicésido del malvidin

Con excepcion del grupo petunidin en las antocianinas, representantes de
todos los otros grupos han sido encontrados en la cafia de azlcar.
Investigadores australianos fueron los primeros en aislar un pigmento
parpura de la corteza de la variedad de cafia de azlcar: “Purpura de
Mauricio” *. Smith y Hall” identificaron tentativamente las antocianinas de la

variedad NCo 310 como derivados del luteolidin. La aglicona de este
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pigmento se denomina también como 3-deoxiantocianidin debido a la
ausencia de un grupo hidroxilo en la posicion 3. Estos mismos investigadores
observaron que las concentraciones mas altas de antocianinas se presentan
en los puntos de crecimiento de las variedades de cafia de azucar’. Ellos
encontraron que estos compuestos, detectados en los jugos de cafia de
azucar, sin embargo, no estaban presentes en muestras del proceso
azucarero después de la etapa de clarificacién. No obstante, Tu y Onna®
habian reportado la posible presencia de antocianinas en cristales de
azucares crudos. Ellos basaron su identificacion en valores de R
(cromatrografia de papel) comparados con compuestos conocidos. Pero, es
posible que Tu y Onna (1959) detectaron leuco—antocianinas (compuestos
sin color), los cuales se convirtieron en antocianinas por medio de un
tratamiento de separacion e identificacion con una solucién &cida (por
ejemplo, acido clorhidrico diluido).

Timberlake® investigd los efectos de pH y temperatura en funcién de la
estructura y estabilidad de las antocianinas, demostrando que la acidez tiene
un efecto protector sobre la molécula. Ademas, incrementos de temperatura
resultan en pérdida del azlcar glicosilante en la posicion 3 de la molécula y

apertura del anillo con la consecuente produccion de chalconas incoloras.




3.2.1 Extraccion y fraccionamiento de Antocianinas

La extraccion de antocianinas se efectla comUnmente a temperatura
ambiente con metanol previamente acidificado. El empleo de una solucion
acida mantiene las antocianinas en su forma mas estable como ion flavilium
pero puede causar degradacion de las antocianinas aciladas.

El empleo de metanol con 1% de HCI puede inducir una hidrolisis parcial de
las antocianinas aciladas, mientras que 0.1% de HCI en metanol no causa
degradacién. Algunos investigadores han reportado, con éxito, el empleo de
acetona (60%) en agua como un extractante de antocianinas de las uvas.°

El fraccionamiento de flavonoides de extractos de uvas y del vino ha sido
efectuado mediante extraccion liquido—liquido o extraccion en fase sodlida
(SPE). La extraccion liquido—liquido mediante agua y éter etilico permite la
recuperacion de mondmeros de flavonol y agliconas de flavonoles en la fase
organica, mientras que las antocianinas, glicésidos de flavonoles vy
proantocianidinas permanecen en la fase acuosa. Los cartuchos SPE, C18

Sep — Pak™

permite separaciones similares con reduccion de volumenes de
solvente y tiempo de fraccionamiento. Sucesivas elusiones con éter etilico,
acetato de etilo y metanol permite también la separacion de mondémeros y
oligomeros de flavonoles, los cuales son recuperados respectivamente, en el

éter etilico y acetato de etilo, mientras que polimeros de proantocianidinas y

antocianinas son eluidos juntos con el metanol.
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3.3 Flavonas y Flavonoles

La distribucion de algunas flavonas y flavonoles, con sus metil éteres se
resumen en las Tablas 1 y 2. Como se observa, el nimero de especies
vegetales que acumulan estos compuestos se han venido incrementando

con el desarrollo de la investigacion cientifica.

Tabla 1. Algunos ejemplos de flavonas y sus metil éteres®

Flavonas Nombre trivial Fuente Vegetal

di-O-sustituidas

Varias.
5, 7-di-OH C Risina Ej: Artemisia campestris
(partes aéreas)
tri-O-sustituidas
5,7, 4 - ti-OH Apigenina Varias. Ej: Petroselinum
5, 7-di-OHy 4 -OMe Acacetina Varias plantas (Ej: Robinia)

tetra-O-sustituidas

5.6 7. 4- OH Escutelareina Centaurea jacea (_pa_rtes aéreas) Duranta
plumier (tallos)
57,4-tiOHy6- OMe Hispidulina Muchas plmt$
Fam. Compositaceae

. . Muchas fuentes vegetales
57 3, 4-tetra- OH Lutedlina (Ej: Reseda)
Artemisia iwayomogi,

5,7, 3-tri OHy 4 -OMe Diosmetina A. molinieri (Fam. Compositaceae.
Partes aéreas)

% Fuente: Flavonoids:Chemistry, biochemistry and applications.
Edited by O. M. Andersen et al. (2006)
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Tabla 2. Algunos ejemplos de flavonoles y sus metil éteres®

Flavonoles

Nombre trivial

Fuente Vegetal

Tri-O-sustituidos

Varias.
3,5, 7-1tri-OH Galangina Ej: Baccharis viminea (partes aéreas)
Especies Fam. Compositaceae
Tetra-O-sustituidos
3,5,7,4 -tretra-OH Kaemferol

Varias. Ej: Delphinium

Penta -O-sustituidas

3,5,7,8, 4 - penta-OH

3,5,7,3, 4- penta-OH

3,5,7,3, 4-tetra-OH y 7-OMe

Herbacetina

Quercetina

Ramnetina

Fam. Compositaceae
(Ej: Ozothamnus spp)

Varias (Ej: Quercus)

Artemisia campestris
(Fam. Compositaceae)

Hexa -O-sustituidos

3,5,7,8,3, 4- hexa-OH

Gossipetina

Gossypium

®Fuente: Flavonoids: Chemistry, biochemistry and applications.
Edited by O. M. Andersen et al. (2006)

Los representantes mas abundantes de los flavonoides naturales son las

flavonas y flavonoles (Figura 2). Se han aislado tanto libres como en forma

de glicésidos y estan distribuidos en todos los érganos de las plantas de una

gran variedad de géneros y familias.
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Figura 2. Estructuras generales de flavonas y flavonoles

Los compuestos mas frecuentes de estos grupos son: apigenina y apiina (7-
O-apioglucosido), luteolina y sus glicésidos, quercetina (de mayor
abundancia) y rutina (3-0O-rutindsido), kaemferol y sus glicosidos, donde

generalmente la unidad de azucar se encuentra en el anillo A (Figura 2).

3.3.1 Flavonoles

En un estudio efectuado por Farber y Carpenter ** se reporté la presencia de
tres flavonoles (Tabla 3) sobre la base de los valores de R¢(cromatografia de
capa fina), desplazamiento electroforético y comparacion con compuestos
conocidos. La estructura fundamental de este grupo de flavonoides, al igual

gue su fuente o tejidos de cafia de azUcar, se describe en la Tabla 3.
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Tabla 3. Principales flavonoides y/o sus derivados presentes en la cafia de azucar.

Compuestos R, R, R3 Fuente
Quercetina H H OH ez d,e Celiie el
azUcar
Rutina Rutinosa H OH oiss d(? cana
de azlcar
Kaemferol H H H AzUcar cruda
Quercetagetin C Flores de cafia
. - H OCH ,
3,6 - dimetil eter 8 3 LA de azlcar

3.3.2 Flavonas

[ll. Estructura basica de un flavonol y su patrén de derivados

en cafia de azUcar

Més de 20 flavonas han sido identificadas en el género Saccharum y en

productos como el azucar, todos ellos derivados de los grupos tricino,

luteolina y apigenina.
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El grupo tricino de los pigmentos vegetales estad ampliamente distribuido en
la familia Gramineae, de la cual la cafia de azUcar es un miembro importante.
La aglicona del tricino ha sido detectada al menos en 16 de los 20 géneros
de la familia Gramineae, donde en el género Saccharum (grupo botanico que
incluye las variedades de cafia de azulcar) se han identificado derivados del

tricino en hojas y material coloreado de las meladuras * (Tabla 4).

Tabla 4. Derivados del tricino en la cafia de azlcar

Compuestos R, R, Fuente
Sulfato de potasio del Tricin 7 - .
. Glu - SO
glucésido (T - 7GS) H u 3 Hojas
Tricin 7 - glucosil - glucésido .
(T - 7GG) H Glu - glu Hojas
Tricin 7 - Rhamnosil - glucésido .
(T - 7RG) H Rha - glu Hojas
Tricin 5 - glucésido Glu H Hojas
Tricin 7 - (2 Rhamnosﬂ) -a- H Rha - galur Meladura
galacturonido
Tricin 7 - glucosido H Glu Meladura

IV. Estructura basica de los derivados del grupo tricino, todos O-

glucosidos
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El grupo luteolino y apigenino de los pigmentos ocurren principalmente como

C-O (glicosidos en la cafia de azlcar; asi por ejemplo, algunos de los

azucares estan enlazados al anillo A por medio de enlaces C-C en las

posiciones 6 u 8, o en ambas. Las estructuras basicas, al igual que algunos

ejemplos de los compuestos de los grupos luteolino y apigenino identificados

en la cafia de azUcar se describen en la Tabla 5.

Tabla 5. Algunos derivados de los grupos luteolina y apigenina reportados en la

agroindustria azucarera®

Compuesto R, R, R3 R4 Rs Fuente
Grupo Luteolina
Luteolin G - C - Glucésido Glu H H H - Hojas
Luteolin G - C - Glucosil - 7 - 0 Glu Glu H H - Hojas
Glucosido (0 - 7 G) 6 - metoxiluteolinf| CH3O H H H - Meladura
Grupo Apigenina
Apigenin 5 - 0 - metil eter CHs H H H H Flores
Apigenin 5 -0 met_ll eter4'-0 - CHs H H H Gal Corteza
galactosido
Apigenin 5, 7- 0 - dlmetll eter4-0 - CH, H CHs H Glu Corteza y hojas
glucosido
Apigenin 6 - C - glucosido H Glu H H H Hojas

%Fuente: Peter Smith y Nancy H. Paton. Sugar Tech. Rev., 12 (1985) 117 — 142
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OR;

\% Vi

Grupo Luteolino Grupo Apigenino

A pesar de la diversidad de flavonoides identificados en tejidos de cafa de
azucar y en materiales del proceso azucarero, tales como la meladura, la
mayoria de estos compuestos conforman los siguientes patrones de
hidroxilacion, donde los grupos hidroxilos pueden encontrarse en forma libre

o sustituida (Tabla 6). De esta manera, tenemos:

i) Todos estan hidroxilados en las posiciones 5y 7 del anillo A.

i) El anillo B tiene tres patrones de hidroxilacion (4°; 37,47, 37,4, 5")
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Tabla 6. Patrones de hidroxilacion en algunos flavonoides

Patrén de Hidroxilacion
Clase de Flavonoide
4 34 345
Antocianinas Pelargondina Cianidina Malvidina
Flavonas Apigenina Luteolina Tricino

Los patrones comunes de hidroxilacion en las diferentes clases de
flavonoides indican que estos compuestos tienen también precursores
comunes durante su biosintesis en plantas como la cafia de aztcar’.

31213 an el Brasil,

Més recientemente, Renata Colombo y otros investigadores
reportaron la presencia de glicosidos de flavonas en extractos de hojas,
bagazo y jugos de cafia de azucar de variedades naturales y transgeénicas.
Mediante técnicas cromatograficas (HPLC-UV) y espectrometria de masas
(MS) estos investigadores demostraron la presencia de glicosidos de
metoxiflavonas y de sus agliconas. Las hojas de cafia de azlcar analizadas
en Brasil (2006) demostraron ser una fuente importante de flavonoides, con
un promedio de 1.10 mg de flavonoides totales por gramo de material vegetal
(hojas frescas). Ademas, se reportdé un contenido de flavonoides de 0.6 mg

/mL en jugos de cafia de azulcar, el cual fue comparable a otras fuentes de

alimentos ricos en flavonoides?®.
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3.4 Aislamiento e identificacion de los flavonoides

Como los compuestos fendlicos, los flavonoides son por lo general,
altamente polares y esta propiedad es aprovechada para su aislamiento. Se
ubican preferentemente en las vacuolas y por tanto son hidrofilicos. Sin
embargo, la extraccion con agua o0 solventes acuosos pueden presentar
desventajas como es la co-extraccion de otros compuestos hidrosolubles
dificiles de separar: azUcares, péptidos o enzimas. Mediante solventes
acuosos no es posible aislar aquellos flavonoides ocluidos en los cloroplastos
y otros organelos, pues se requiere de solventes lipidicos. Los polifenoles, a
menos que sean totalmente esterificados o eterificados, son solubles en
solventes polares (como por ejemplo metanol o etanol) y los glicosidos lo son

en agua®.

A pesar de las posibles desventajas o dificultades que puedan tener el
empleo de solventes polares, los flavonoides, debido a su alta solubilidad en
agua, se pueden extraer de los tejidos de la cafia de azlUcar mediante
maceracién o ultrasonido, con soluciones de metanol o agua *. Los extractos
acuosos resultantes han sido purificados mediante SPE seguido de analisis
cromatografico (TLC o HPLC). Las diferentes técnicas cromatograficas,
ademas de reducir el tiempo de separacion, simplifican los analisis y

tratamientos previos.
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El empleo de fases reversas (RP-8 y RP-18) en HPLC y de mezclas de
metanol-agua o acetonitrilo—agua tanto para las agliconas como para los
glicésidos de los flavonoides presentes en tejidos vegetales y materiales del
proceso azucarero de la cafia de azucar, han sido reportados tanto por

investigadores australianos®.

La espectroscopia UV ha sido utilizada con éxito en la caracterizacion y
cuantificacién de flavonoides en las plantas®. Las maximas absorciones de
los flavonoides no solo varian de acuerdo con el estado de oxidacion del
anillo central (anillo C), sino ademas con numero y posicion de los grupos
oxigenados (OH, OR), como resultado de los diferentes sistemas

conjugados.

Para las flavonas y los flavonoles la banda | (transiciones electronicas n —
*) se encuentra entre 320 y 380 nm mientras que la banda Il (transiciones
electronicas m — 1*) se localiza entre 240 y 270 nm. Sin embargo, estos
valores cambian con el solvente, siendo menores en agua que en metanol (o
etanol) y sufren un corrimiento del maximo de absorcion a mayores
longitudes de onda en medio acido. Al aumentar el nimero de grupos
hidroxilos conjugados con el sistema insaturado, la maximo de absorcion

también se desplaza a mayores longitudes de onda®.
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3.5 Estudios sobre nuevos productos en la agroindus tria azucarera

La cafia de azucar es un material extremadamente versatil. A partir de ella,
se obtiene principalmente la sacarosa en forma de cristales de azucar
comercial como producto principal. A Mayo de 2007, en Colombia se obtuvo
una produccion de 17.503.116 quintales de azlcar, con un rendimiento
comercial promedio de 11.6%.* A partir del afio 2005 se inicié la produccion
de alcohol carburante, con una proyeccion de 300 millones de litros de
etanol/afio, distribuido principalmente en cinco ingenios azucareros
colombianos®®. Otros subproductos como la cachaza, vinaza (proveniente de
la producciéon de etanol) y residuos de post-cosecha (hojas y cogollos
picados) se incorporan en el suelo como bioabonos o fertilizantes®. Por otra
parte, las mieles (final, virgen) que se producen (11.414 toneladas métricas,
dato del 2004) en el proceso azucarero en Colombia estan destinadas a la
produccién de alcohol, alimentacion animal y elaboracion de otros productos
de interés industrial como vinagre, levaduras, etc.!’ Existen, sin embargo,
otros productos o subproductos derivados reportados en la literatura 8 para
la agroindustria azucarera, tales como las dextranas, gomaxantana, sorbitol,
glicerol, ceras xilitol, anti-fungicidas, acido lactico, glutamato monosaodico,
etc. que merecen un estudio especial desde el punto de vista de su mercado
potencial, bajo las condiciones de Colombia (oferta/demanda nacional e
internacional). Otros productos de buen mercado y de interés comercial es el

acido citrico, que tiene el azicar como uno de sus principales insumos y cuya
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tecnologia ampliamente conocida es utilizada en Colombia por la empresa
Sucromiles. Los plasticos biodegradables a partir de la cafia de azucar y la
sintesis de sucroesteres como agentes surfactantes han llamado la atencion
de inversionistas e investigadores'® (Tabla 7). La creciente atencién en
productos de interés medicinal y/o fito nutrientes, tales como los flavonoides,

ha sido estimulada por sus potenciales beneficios en la salud humana.

Estudios previos han mostrado que la cafia de azlcar, es una fuente
potencial de flavonoides, principalmente en la forma de C-glucésidos®. Mas
recientemente en Brasil se han evaluado y reportado los resultados del
analisis cuantitativo de flavonoides en hojas, jugos y bagazo de cafia de
azucar de variedades transgénicas. Asi, por ejemplo, estos estudios
demostraron un contenido total de flavonoides de 1.705 mg /A en muestras

de hojas y de 0.695 mg./4 en muestras de jugo comercial.®

La terapéutica clinica ha reconocido el importante papel de los flavonoides
como agentes anti-oxidantes'®>. Como se mencioné anteriormente,*?® en la
cafa de azlcar se han reportado flavonoides, de los cuales varios han sido
identificados también en ciertos vinos®. El empleo de flavonoides como
agentes farmacéuticos para la prevencién de la arterosclerosis, anti-
inflamatorios, anti-virales y anti-cancerigenos ha sido reconocido, evaluado y

reportado por diferentes agencias o institutos de salud humana (Tabla 7).
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Tabla 7. Revision General de Productos y/o Derivados de la Cafia de Azlcar

Productos

Mercado actual y

Valor comercial

Origen ylo fuente o Uso y actividad . Método de analisis ;
principales potencial (si se conoce)
Marcadores genéticos
Anti - oxidantes
' - . HPLC
- Cafia Flavonoides Prevencion de la aterosclerosis
) Tricino (Tx, T7GS)  |Anti - inflamatorios naturales Ej: Eyesight con
- Hojas S . . HPTLC .
Apigenino Anticancerigenos flavonoides
) Luteolino Anti-virales, etc. Material base para la US $4.95 / paquete
: :{e::g:S(Jugos) Antocianinas Disminucion de la fragilidad elaboracion de B (5 tabletas)
capilar. medicamentos. Detectores: UV
Glicésidos de Proteccion de las plantas de la ' Mercado global de
, flavonoides radiaccion UV. Ej: Flavin 7 (previene fitonutrientes US$94
- Az(car . RMN ;
Cruda o morena Agentes protectores contra el enfermedades malignas) millones en el 2000
Isoflavonas ataque de patogenos. hasta US$ 114

- Mieles o extractos

Fenil - Propanoides

Actividades de NodD proteinas
(fijacion de Ny factores de

(necesario disponer
0 estudiar otros

millones en el 2008.

- . métodos)
reconocimiento para especies de
Rhizobia)
' p Control de calidad del
' . Calidad del aztcar (su ,
. Asociados con el potencial floc en ’ azlcar
Polisacéridos y : " presencia no es buena).
) . bebidas no alcohdlicas.
glicoproteinas. Importante detectar el el TR
Azlicar . problema. Métodos
7 Tensoactivos o surfactantes (para - Lyle.
Sucroesteres via . cromatogréficos.
AR control de plagas, cosméticos, . .
sintesis quimica. ) ) . P Sectores agricola, (necesario explorar =
alimentos, industria farmacéutica). alimentos y farmacéutico. |otros métodos) Prod. 2600 t/afio
y : © |us$105Kg
Suplemento nutricional.
Tallos P
) . Producto farmacedtico
Policosanol Protector cardiovascular
o ) natural.
(disminucion de los niveles de
Cachaza
colesterol).
Tallos -
) . Reguladores del crecimiento y
Hojas Terpenoides P f ars
2 . asociacion con la microflora del Cromatogréficos
Raices (sesquiterpenos) ) .
Flores suelo (presencia en las raices).
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3.6 Revisién de las técnicas analiticas de separaci  6n y cuantificacion de
compuestos fendlicos

Las separaciones preparativas de flavonoides de fuentes naturales son
todavia materia de desafio y estudio. No existe un método general, sencillo y
directo para la extraccion de productos naturales como los flavonoides, a
pesar de la disponibilidad de técnicas cromatograficas modernas. Cada
problema particular de separacién de compuestos de origen natural tiene que
ser considerado y evaluado y en este aspecto los flavonoides no son una
excepcion. Sin embargo, algunos procedimientos de separaciones analiticas
de flavonoides estan disponibles dentro de trabajos de rutina. Asi por
ejemplo, hoy en dia, se reporta el empleo de técnicas basadas en el empleo

de GCy HPLC.

La actual tendencia es hacia el empleo de mdultiples técnicas tales como
HPLC-UV-MS y HPLC-UV-NMR, las cuales tienen un amplio potencial en
investigacién de extractos vegetales®, pero que bajo las circunstancias de
nuestro medio son de alto costo. En un principio, TLC fue una de las técnicas
de separacion de mayor empleo para la caracterizacion de compuestos
fendlicos. Sin embargo, la mayoria de los actuales trabajos en tejidos
vegetales reportan aplicaciones cualitativas y cuantitativas de HPLC en los

analisis de extractos vegetales. La cromatografia de gases, por otra parte, es
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en general poco practica, debido a la baja volatilidad de muchos compuestos

fendlicos y a la necesidad de disponer o sintetizar derivados volatiles.

3.6.1 HPLC en la caracterizacion de flavonoides

El método de preferencia para analisis cualitativo y cuantitativo de
flavonoides es HPLC. Desde su introduccion en el afio 1970, HPLC fue
utilizada para todas las clases de flavonoides y cientos de aplicaciones han
sido publicadas'®. En los trabajos analiticos de HPLC para una determinada
subclase de flavonoides (flavonas, flavonoles, isoflavonas, antocianinas, etc),
la fase estacionaria, el solvente (fase mavil) y el gradiente (cuando ha sido
utilizado) han sido optimizados. Una muy alta proporcion de separaciones de
flavonoides se efectian mediante fases enlazadas de octadecilsilii (ODS,
RP-18 o C18). Algunos andlisis han reportado también el empleo de fases
enlazadas de octasilil (RP-8 o C8), pero estos son menos comunes. Los
glicésidos de flavonoides son eluidos antes que sus agliconas mediante
estas fases y flavonoides que poseen mas grupos hidroxilos son eluidos
antes que sus analogos menos sustituidos. Como solventes son comunes las
mezclas de acetonitrilo-agua o metanol-agua, con o sin pequefias cantidades
de un &cido organico (por ejemplo acido aceético). Estas mezclas son
compatibles con gradientes y deteccion UV. Ocasionalmente se han
empleado otros solventes tales como tetrahidrofurano, isopropanol, o n-

propanol. Los modificadores acidos son necesarios para suprimir la
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ionizacion de los grupos hidroxilos fendlicos, dando picos o sefales mas
finas con menores colas. Estudios también han demostrado que existen
grandes diferencias en la eficiencia de las columnas C18 para la separacion
de las agliconas y glicosidos de los flavonoides. Mientras algunas columnas
dan buenos resultados, otras producen bandas sustancialmente anchas y

asimétricas.

Fases estacionarias C8 con endcapping hidrofiicos se han también

desarrollado para las separaciones de analitos muy polares.

Las fases normales (silica gels no modificadas) raramente se emplean en la
separacion y cuantificacion de flavonoides, excepto para la separacion
ocasional de agliconas de flavonoides débilmente polares, flavonas
polimetoxiladas, flavononas o isoflavonas. C-glicosidos de flavonas
generalmente eluyen con menores tiempos de retencion que los
correspondientes O-glicosidos. Ademas, 8-C-glicosil flavonas eluyen a
menores tiempos de retencion que sus correspondientes 6-C-glicosil
flavonas. Asi pues, por ejemplo, el 8-C-glucosido del apigenin eluye mas

temprano que el 6-C-glucosido del apigenin®®.

Las flavononas eluyen antes que sus correspondientes flavonas debido al

efecto de insaturacion entre las posiciones 2 y 3. Las antocianinas existen en
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solucibon como varias formas en equilibrio, dependiendo del pH vy
temperatura. Con el propoésito de obtener resultados reproducibles en HPLC,
para la determinacion de esta clase de flavonoides, es esencial controlar el

pH de la fase mévil y trabajar con columnas termostaticamente controladas.

En general, de los métodos existentes para la caracterizacion y cuantificacion
de flavonoides, es importante mencionar que en el 90% de los casos, las

separaciones utilizan columnas C18 en HPLC.

3.6.2 Deteccion de flavonoides mediante TLC

TLC es una técnica rapida e ideal para un diagnostico de extractos
vegetales. Muchas clases de solventes han sido empleados para la
caracterizacion de flavonoides utilizando placas o cromatofolios de silica gel
(fase normal). Flavonas y flavonoles altamente metilados o acetilados
requieren solventes no polares tales como cloroformo — metanol (15:1).
Agliconas de flavonoides tales como apigenina, luteolina y quercetina,
pueden ser separados mediante una mezcla de cloroformo—metanol (96:4) y
con solventes de similar polaridad. Un sistema de solventes de amplia
aplicacion o uso para glicosidos de flavonoides consiste de la mezcla de
acetato de etilo—acido formico—acido acético—agua (100:11:11:26). Respecto
a la deteccion, los flavonoides aparecen como manchas oscuras bajo la

exposicion de luz ultravioleta, cuando se emplean placas o cromatofolios con
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indicadores de fluorescencia (tales como silica gel F2s4). Bajo luz UV de 365
nm, dependiendo de la clase de flavonoides, se evidencian manchas
amarillas (o color naranja), verdes o azules, las cuales se intensifican o
cambian con el empleo de soluciones reveladoras (por ejemplo cloruro de

aluminio al 5% en metanol)®.

En algunas ocasiones mejores resoluciones de una mezcla de flavonoides en
un extracto vegetal, se han obtenido mediante el empleo de cromatoplacas
de HPTLC (silica gel 60 Fus4, RP-18). Fases moéviles de metanol-agua se
recomiendan cuando se emplean estas placas de silica gel quimicamente
modificadas, pero se requiere a veces adicionar un poco de un acido

organico (por ejemplo &cido acético) para evitar la formacién de colas.
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4. JUSTIFICACION

En la cafla de azlcar (Saccharum officinarum Sp. Gramineae)

compuestos fendlicos como &cidos fendlicos y derivados C-glicosilicos de
grupos de flavonas y flavonoles, estan ampliamente distribuidos en flores,
hojas, corteza, azucar y han sido aislados desde materiales del proceso

azucarero. 1%

La industria de cafia de azlcar reconoce que es dependiente sobre la calidad
y rendimiento de la cosecha. Hay siempre una necesidad para mejoramiento
de rendimiento azucarero, resistencia de enfermedades y propiedades del
proceso. Asi, la industria ha desarrollado nuevas variedades continuamente.
El centro de Investigacion de Cafa de azlcar de Colombia, exhibe algunas

variedades hibridas que consisten de . g/fzcinarumn combinada con una
pequefia cantidad de cafia resistente Saccharum spontaneum para impartir

vigor y resistencia a enfermedades. Algunas otras especies son también
usadas en clonaciones de cafia. Claramente, hay una necesidad para
ampliar la base genética de variedades comerciales en programas de
mejoramiento genético futuro. El uso de flavonoides y otros marcadores
bioguimicos es util para identificar nuevos germoplasmas los cuales podrian

ser incorporados en nuevas variedades de cafia.
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Por otro lado, los manejos en las explotaciones comerciales de la cosecha en
verde sugieren la posibilidad de aprovechar los residuos de material vegetal
de cafia de azlcar. Asi por ejemplo, los residuos de cafia (especialmente,
hojas, cogollos y raices) los cuales representan en promedio entre el 20 y el
30% de la produccion por hectarea de la cafia de azucar, se acumula en el
campo después de la cosecha **?. La abundancia de material biolégico y la
presencia de compuestos fendlicos (a los cuales se les atribuye actividad
biolégica) en los tejidos vegetales no han sido ampliamente investigados. Por
tanto, el objetivo de este trabajo fue desarrollar una metodologia analitica
gue permitiera caracterizar y/o determinar el contenido de compuestos
fendlicos (especialmente flavonoides) implicados en la cualidades
sensoriales (color, olor y sabor) y a los cuales se les atribuye actividades de
importancia en la salud humana, tales como antioxidantes, antimicrobiales,
antialérgicas y antiinflamatorias presentes en los tejidos vegetales de las

variedades de cafia de azUcar, tanto comerciales como promisorios.

4.1 Funciones y acciones de los flavonoides como me  tabolitos
bioactivos

Ademas de su importante rol en las plantas y en las interacciones planta—
insecto, los flavonoides han sido investigados ampliamente durante las
tltimas dos décadas por sus posibles efectos en la salud humana con una

dieta rica en productos naturales de origen vegetal. Los flavonoides,
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especialmente flavanoles, flavonoles y antocianinas, son relativamente
abundantes en la dieta humana, parcialmente biodisponible y posiblemente
involucrada en mecanismos, relacionados con la prevencion de canceres,
enfermedades cardiovasculares, enfermedades neuro-degenerativas y

propiedades anti-oxidantes.

La interaccion flavonoide—proteina en las plantas es un factor importante,
como por ejemplo, en la biosintesis de flavonoides y en mecanismos de

defensa quimica mediada por los flavonoides.

En las plantas los flavonoides estan asociados con el desarrollo y estado de
los cultivos. Muchas de las tareas que desempefan tienen que ver con la
atraccion de animales (vectores) que contribuyen o colaboran con la
polinizacion o dispersion de las semillas, estimulo de bacterias del Rhizobium
para la fijacion del nitrogeno, asimilacion de nutrientes y resorcion de los
mismos de las hojas en estados de seneciencia. Los flavonoides también
participan y colaboran con las plantas frente a una variedad de estrés
abidticos y actian como agentes de defensa contra el ataque de patdgenos y
herbivoros e igualmente forman parte o son la base de las interacciones
alelopaticas con otras especies vegetales. Los flavonoides son

extremadamente Utiles para las plantas y no sorprende por tanto, que las
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especies de todas las ordenes del reino vegetal inviertan gran parte de su

energia metabdlica en la produccién de estos compuestos™.

En la pasada década ha ocurrido un resurgimiento de la actividad
investigativa sobre la funcion de los flavonoides en las plantas. Existen varias
razones para ello. Primero, los avances de la biologia molecular, acoplada
con estudios de la biosintesis de flavonoides y la produccion de plantas
transgénicas. En segundo lugar, el desarrollo de novedosas técnicas
analiticas para la caracterizacion de flavonoides ha estimulado la busqueda
de nuevos compuestos Utiles para la manipulacion del color de las flores. En
tercer lugar, el ensanchamiento de la capa de ozono y el incremento de la
exposicion de la biota a la radiacion UV ha conducido al conocimiento y
descubrimiento que algunos flavonoides juegan un papel muy importante en
la proteccion de las plantas a la accién dafiina de los altos niveles de

radiacion UV,
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5. METODOLOGIA ANALITICA

5.1 MUESTRAS

Las muestras consistieron de hojas, raices, tallos y yemas de S.
officinarum L. Gramineae, de 10 variedades CC y MZC, las cuales se

recolectaron en la estacion experimental de San Antonio de los Caballeros.
Igualmente, se analizaron 36 muestras de azucares blancos de cafia
organica y no organica (cultivo sin fertilizacion quimica) y crudos (10
muestras) obtenidos en el proceso azucarero de un ingenio azucarero del

Valle del Cauca.

5.2 MATERIALES Y EQUIPOS

5.2.1 TECNICAS CROMATOGRAFICAS
5.2.1.1 Cromatografia en capa fina (TLC)
Previo a los analisis de cromatografia liquida y espectrofotométrica, se
efectué un diagnostico preliminar mediante cromatografia en capa fina, de
extractos alcoholicos obtenido de hojas de una variedad de cafia de azucar
(CC 85-92) mediante maceracion durante ocho dias. Se utilizaron para ello

cromatofolios (60 placas) de fase reversa (HPTLC) de silical gel 60 Fus4
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(Marca Merck), con indicador de fluorescencia. Se empled para ello como
fase movil, acetato de etilo-metanol-agua-acido formico (50:2:3:6) y
estandares de los principales flavonoides disponibles para el estudio, tales
como: rutina, quercetina, naringina, luteolina y apigenina. Las muestras
fueron reveladas con una mezcla de tricloruro de aluminio al 2% en etanol y
observacion con una lampara de UV de corta y larga longitud de onda (366 y

252 nm).

5.2.1.2 Cromatografia liquida de alta eficiencia (H PLC)

Para la purificacion de los extractos obtenidos de los diferentes materiales
estudiados, se emplearon cartuchos C18 (Sep-Pak) y HLB Oasis (60 mg y 30
pm de particulas, marca Waters, Milford, MA, U.S.A.) En los andlisis de
HPLC para la caracterizacion de flavonoides se empledé una fase movil
constituida por metanol-acetonitrilo-agua (35:15:50) con 1% de acido acético,
con un flujo de 0.5 ml/min en forma isocratica a 25C. Se emplearon las
columnas de fase reversa Aquasil C18 (4.6 x 100 mm; 3 um de particula) y
Betasil C18 (4.6 x 100 mm; 3 um de particula). Los analisis cromatograficos
se efectuaron a dos longitudes de onda del detector (UV-VIS): 280 nm (para

Naringina y Apigenina) y 350 nm (para rutina, quercetina y luteolina).
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5.2.2 Equipos utilizados
Se utilizé un sistema de HPLC constituido por:
* 1 Bomba modelo 510 (Waters)
* 1 Bomba modelo 515 (Waters)
* 1 Detector de UV — VIS modelo Lambda Max 486 (Waters)
« 1 Inyector automatico (Waters™ 717 plus)
* 1 Software 2010 Chromatography Manager (Millenium login version

2.5).

Para las evaluaciones y determinaciones espectrofotométricas se empled un
espectrofotbmetro UV-VIS, Shidmazu 1601 PC, provisto de cubetas de
cuarzo de 1 cm y 1 mL de capacidad. Igualmente, se empled un equipo
bésico de laboratorio, incluyendo un bafio de ultrasonido (Modelo Ultrasonic

Cleaner).

5.2.3 Estandares de flavonoides
Se emplearon para el diagnostico y/o caracterizacion de los flavonoides, los
siguientes:

= Naringina (Cat. No. 46,074-5) de Aldrich (Germany)

* Rutina (Cat. No. 42,074-5) de Aldrich (Germany)

= Quercetina (Cat. No. 40,074-5) de Aldrich (Germany)
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= Luteolina de Aldrich (Germany)

=  Apigenina de Aldrich (Germany)

5.3 Técnicas analiticas de extraccién y separacion de los metabolitos
secundarios de estudio

El material vegetal fue secado en una estufa a 40°C seguido de trituracion y
tamizaje (diametro de malla, 20 mesh). Se efectio una maceracion
convencional de la muestra (sin agitacion y a temperatura ambiente de 25C)

durante ocho dias, con etanol (969 como solvente %°.

Inicialmente, con el objetivo de mejorar y agilizar la extraccion de los
compuestos de interés del material vegetal molido o preparado
anteriormente, se efectuaron extracciones mediante ultrasonido a
temperatura ambiente y a diferentes tiempos de sonicacion (2-30-60-120
min), utilizando 1.0-2.0 g de muestra con la adicion de 20 mL de metanol
(grado reactivo) y de una solucion 1:1 de etanol-agua o metanol:agua como
solventes de extraccion. Seguidamente se efectud la filtracion a través de
papel filtro cuantitativo 125 mm[. El extracto fue concentrado en un

rotaevaporador a presion reducida y a una temperatura de 50C.
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Con el objetivo de establecer comparaciones entre las variedades de cafa
de azucar, con relacion a sus niveles de flavonoides y/o fenoles en sus
tejidos vegetales (raices, tallos, yemas y hojas), se obtuvieron extractos
mediante maceracion de 1.0 g de muestra durante ochos dias, 0 extraccion
via ultrasoénica por dos minutos a temperatura ambiente, con 35 mL de
metanol (grado reactivo). Los extractos alcohdlicos fueron filtrados vy
concentrados en un rota evaporador a presion reducida y temperatura de

50C. 3?7

En la purificacion de los extractos se empled la técnica de SPE, descrita por
Colombo y otros autores®. Se utilizaron para ello cartuchos HLB Oasis™
(Waters), los cuales fueron preacondicionados haciendo pasar a través de
ellos en forma secuencial, 1.0 mL de Metanol y 1.0 mL de agua acidulada
(0.1 % de Acido acético). Después de cargar el extracto de muestra, los
cartuchos fueron lavados con 3.0 mL de metanol al 5% para eliminar los
compuestos interferentes. Finalmente la fraccion de flavonoides se obtuvo

por elucién con 3.0 mL de metanol y un ajuste a un volumen de 10.0 mL.
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5.4 Cuantificacion de compuestos fenolicos por espe ctrofotometria

UVIVIS.

5.4.1 Empleo de la espectroscopia UV /VIS

Es la técnica mas utilizada para la deteccion y cuantificacion de flavonoides,
aprovechando la intensa absorcion que presentan estos compuestos en esa
zona del espectro. Las longitudes de onda mas adecuadas, de acuerdo con
su absorcién, son las comprendidas entre 250 y 280 nm y entre 335 y 375
nm, teniendo en cuenta que los disolventes a emplear deben ser
transparentes en esas regiones, es decir, que no presenten absorcion a

estas longitudes de onda.

5.4.2 Determinacion de fenoles totales

La concentracion de fenoles totales en extractos fue medida por
espectrofotométrica UV fundamentada en una reaccion oxidacién/reduccion,
siguiendo el método descrito por Kim y Lee 28, El agente de oxidacién usado
fue el reactivo Folin & Ciocalteu (Anexo 6). Una alicuota (0.4 mL) de
extractos diluidos apropiadamente (1:100) o soluciones estandar de &cido
galico (20, 40, 60, 80 y 100 mg/L) fue adicionado a un frasco volumétrico de
10mL conteniendo 4.0 mL de agua destilada. Para una muestra de control se
prepar6 un blanco de reactivo usando agua destilada y desionizada. Se

adicion6 a cada una de las mezclas o soluciones 0.4 mL del reactivo de Folin
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& Ciocalteu. Después de 5 min, 4 mL de solucion de Na,COs3; al 7% fue
adicionado con agitacion. La solucion fue entonces diluida inmediatamente a
volumen (10 mL) con agua desionizada y mezclada directamente. Después
de incubacion por 90 minutos a 23°C, la absorbancia vs. el blanco preparado
fue leida a 750 nm. El contenido de fenoles totales en hojas de cafa de
azucar fue expresado como mg equivalentes de acido galico (EAG)/ 100g de

planta. Las muestras fueron analizadas en tres réplicas.

5.4.3 Determinacion de flavonoides totales

Los flavonoides totales fueron determinados mediante un ensayo
colorimétrico desarrollado por Zhishen, Mengcheng y Jianming®. Una
alicuota (1.0 mL) de muestras diluidas apropiadamente (1:100) o estandares
de soluciones de rutina (20, 40, 60, 80 y 100 mg/L) fue adicionada a un
frasco volumétrico de 10 mL conteniendo 4 mL de agua desionizada. A
tiempo cero, 0.3 mL de NaNO- al 5% fue adicionado al frasco. Después de 5
minutos, 0.3 mL de AICI; al 10% fue también adicionado. Transcurridos 6
minutos, 2 mL de NaOH 1M fue adicionado a la mezcla. Inmediatamente, el
contenido del frasco fue diluido a volumen con la adicién de 2.4 mL de agua
desionizada y mezclado directamente. La absorbancia de la mezcla, de color
rosado, fue determinada a 510 nm vs. el blanco. Los flavonoides totales
fueron expresados como mg/100g equivalentes de rutina (ER). Las muestras

fueron analizadas en tres replicas.
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5.4.4 Determinacion de antocianinas (o antocianost  otales)

Con el objetivo de cuantificar o evaluar de manera exploratoria, se determiné
el contenido de antocianinas en extractos de corteza de algunas variedades:
MZC 84-04, MZC 74-275, CC 85-92, POJ 28-78, POJ 27-14, CC 200-3068,

CC 82-27 y CC 82-26.

Se utilizé el método por diferencia de pH, descrito por Kuskoski y otros
investigadores™ para determinar la actividad antioxidante en pulpa de frutos.
Este método permite la estimacion del contenido de antocianinos totales,
mediante lecturas de absorbancia en dos sistemas tampoén: &cido
clorhidrico/cloruro de potasio de pH 1.0 (0.025 M en HCI) y &cido acético
/acetato de sodio de pH 4.5 (0.4 M). A 0.2 mL del extracto final obtenido en
5.3, se afadieron 1.8 mL de la correspondiente solucion tampon y se midio la
absorbancia frente a un blanco a 510 y 700 nm. Se calculé la absorbancia

final a partir de:

A:(A - A J —(A . —A J
max,vis 700 JpH1.0 { max,vis 700 pH4.5

La concentracion de antocianos monoméricos en el extracto se expreso

como cianidina-3-glucdsido en mg/100g.

AxPM x FD x100
€ x1

Antocianinas totales (mg/100g) =
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Donde:
A= Absorbancia final.
PM = Peso molecular (449.2 g/mol).
FD = Factor de dilucion (en este estudio es 10 porque se utilizdé 1.0 g
de planta, extraido y Illevado a un volumen final de 10 mL con
metanol acidificado con &cido clorhidrico 0.01%).

€ = Absortividad molar (26900)

5.5 Validacion de la técnica de HPLC para la cuanti ficacion de
flavonoides y fenoles totales en material vegetal d e variedades de cafia
de azucar

Se evaluaron principalmente los parametros de linealidad, precision
(repetitividad, reproducibilidad), exactitud y los limites de deteccion (LOD) y
cuantificacion (LOC). La linealidad del método se efectud con soluciones
patrones en el rango de 2.0 ppm a 100 ppm de cada flavonoide (naringina,
rutina, quercetina, luteolina y apigenina), con inyecciones de 10 pL por

triplicado.

Para evaluar la repetitividad del sistema se inyectd seis veces una soluciéon
estandar de concentracion 5, 15 y 30 ppm del flavonoides, se determiné el

coeficiente de variacion, la desviacion estandar y el promedio de los datos.
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Para determinar la reproducibilidad se efectuaron seis inyecciones de un
mismo patron estandar de concentracion de 5, 15, y 30 ppm del flavonoide
en tres dias diferentes y se calcularon los coeficientes de variacion, la

desviacion estandar y el promedio para los datos obtenidos.

La exactitud se determind mediante el porcentaje de recuperacion de dos
flavonoides (rutina y quercetina) en material vegetal de hojas de cafa de
azucar. Para ello se dopé el material vegetal con tres cantidades conocidas
del estandar (1.6, 2.0 y 2.4 ppm). EIl porcentaje de recuperacion se calculé a
partir de las areas de los flavonoides presentes en la muestra antes y

después de la adicion de los estandares.

Para la determinacién del LOD y LOC se utilizaron los datos de la curva de
calibracion para los cinco flavonoides disponibles y seleccionados en el

estudio (Anexo 1) .

5.6 Caracterizacion y cuantificacion de flavonoides totales via HPLC

5.6.1 Calibracion
Se preparé6 una solucion patréon de 400 mg/kg de cada estandar de
flavonoide en metanol. Se hicieron subsiguientes diluciones de la soluciones

en stock en matraces volumétricos de 10 mL para la construccidon de las
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curvas estandar (2.0-100 ppm). Se obtuvieron soluciones de mezcla de los
cinco flavonoides: NA (naringina), RU (rutina), QUE (quercetina), LUT
(luteolina) y APIG (apigenina) a partir de 0.25, 0.50, 1.0, 1.5y 2,0 mL de las

soluciones en stock.

5.6.2 Condiciones cromatograficas

La separacion HPLC cualitativa y cuantitativa de cinco flavonoides (Tabla 8)
fueron ejecutados de acuerdo con lo descrito en la seccién 5.2, utilizando
como fase movil metanol-acetonitrilo-agua (35:15:50) conteniendo 1.0% de
acido aceético. Esta fase movil fue filtrada a través de una membrana de 0.45

um y desgasificacion antes de usarla.

Todos los estandares y extractos se filtraron utilizando jeringas de 1 mL con
filtros de teflon PTFE (0.45um). Las muestras fueron preparadas y
analizadas por triplicado. NA, RU, QUE, LUT y APIG fueron separados por
HPLC seguidos de su deteccion UV a 280 nm para NA y APIG y 350 nm para
RU, LUT y QUE. La tasa de flujo y volumen de inyeccién fue de 0.5 mL/miny
10 pL, respectivamente. Los picos cromatograficos de los analitos de
flavonas libres (apigenina y luteolin), flavonoles (quercetina y rutina) vy
flavanona (naringina) fueron confirmados por comparacion de sus tiempos de

retencion y espectro UV con aquellos de los estandares de referencia.
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Igualmente, de manera exploratoria se intentd una separacion (Anexo 2) de
los flavonoides utilizados como estandares y de algunos extractos, mediante
gradiente de elucidén con una fase movil constituida por metanol y acetonitrilo.
Debido a su dificultad de implementacion y necesidad de métodos de
diagnostico rapidos y sencillos, este sistema de separacion y analisis fue

descartado y no sera discutido en el presente estudio.

5.6.3 Optimizacion y criterio de eficiencia del mét  odo cromatografico

Desde andlisis replicado 5 veces de una solucién en stock como estandar
control de mezcla de los flavonoides, factores de capacidad y resolucion
fureron calculados para especificar la eficiencia de la separacion y ejecucion
de la columna. Donde el factor de capacidad caracteriza la retencion de los

compuestos estudiados y fue calculado como & =(RTi-To)/To, siendo RT: el
tiempo de retencidén del componente y Toel tiempo de retencion del solvente.

El factor de resolucion significa la separacion entre dos componentes y fue

calculado por formula Ri=(RTi-RTi1) /0.5 (Wi1 +Wi), donde Wi es el ancho de

pico dado por la interseccion de la tangente y linea base.




Tabla 8. Estructura y Ayy maxima para confirmacién de compuestos en S. officinarum
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5.6.4 Proceso de cuantificacion

La cuantificacion fue llevada a cabo mediante integracion de los picos con el
Software 2010 Chromatography Manager Millenium login version 2.15
usando el meétodo del estandar externo. Todas las operaciones

cromatogréficas fueron llevadas a cabo a temperatura ambiente.

5.7 Determinacion del contenido de flavonoides y fe  noles en diferentes
tipos de azucares

Las muestras de azUcares analizadas consistieron de:

Dieciséis muestras de azucar organica

» Seis muestras de azUcar blanca organica

Catorce muestras de azlcar blanca no orgénica

» Diez muestras de azucar crudo

El contenido total de compuestos fendlicos y flavonoides se determind en
extractos obtenidos después de maceracion de 1.0 g de muestra, durante
ocho dias, con metanol-agua (1:1) y extraccion SPE (extraccién en fase
sélida)®. Para la cuantificacién de los fenoles y flavonoides se emplearon los

métodos de Folin — Ciocalteau® y Dae - Ok Kim, respectivamente 3.
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6. ANALISIS DE RESULTADOS

6.1 Proceso de extraccidon y aislamiento de compuest  os fendlicos en
extractos de la cafia de azUcar

Varios meétodos analiticos previamente usados para determinar compuestos
fendlicos especialmente flavonoides y proantocianidinas en diferentes
matrices naturales, tales como hojas de orégano, laurel y olivo®, hojas,
bagazo y jugos de cafia de azucar?, tejidos de soya®, asi como en frutas
citricas y vinos®, fueron la base para el estudio de las mejores condiciones
extractivas de estos compuestos en tejido vegetal de cafia de azucar. La
implementacién de un método para los compuestos fendlicos, especialmente
flavonoides, a través de extraccion por maceracion convencional y
ultrasonido y separacion por extraccion en fase solida, fue estudiada

teniendo en cuenta su facilidad de adopcioén y ejecucién en el laboratorio.

Aunque solventes alcohdlicos han permitido mejor recuperacién que agua
pura para extraer polifenoles de tejidos vegetales en cafia de azicar?,
solventes 4cidos tales como metanol acidificado con HCI 0.1%, etanol al 80%
acidificado con 0.5% de HCI| 0.1N o metanol al 80% en HCI 6M han sido

usados con frecuencia. En este trabajo, la mezcla de metanol y agua fue
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ensayada. La extraccion a temperatura ambiente estuvo acorde con la
literatura, puesto que altas temperaturas permiten una alta recuperacién o
extraccion de los compuestos fenodlicos, pero al mismo tiempo estos

compuestos pueden no ser estables por encima de 50°C.%°

El tipo de sorbente (cartuchos Oasis HLB) elegido para la extraccion en fase
sélida fue recomendado y clave para la limpieza del extracto de compuestos
fendlicos®. Debido a las propiedades de la matriz, caracterizada por un alto
contenido de azucares u otros metabolitos, el agua utilizada fue suficiente
(2 mL) para garantizar una remocion de estos compuestos y evitar posibles
interferencias  en los andlisis quimicos y/o determinaciones

espectrofotométrica y cromatograficas.

6.2 Efecto del tiempo de sonificacion en la extracc  i0n de compuestos

fendlicos totales en tejidos foliares de cafia de az  Ucar

En el estudio del efecto del tiempo de sonificacion sobre la concentracion de
fenoles totales, por el método espectrofotométrico UV/VIS no se encontraron
diferencias significativas para tiempos de 2 a 60 minutos (Figura 3). Sin
embargo, de acuerdo con el objetivo de encontrar un método rapido que
permita la extraccion y cuantificacion de flavonoides se escogio un tiempo de

sonicacion de dos minutos, sin descartar que en futuros estudios pueda
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utilizarse un tiempo estimado mayor, para obtener las formas agliconas de
los flavonoides, de acuerdo con la potencia y frecuencia del equipo que se

disponga.
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Figura 3. Efecto del tiempo de sonicacion en la extraccién de fenoles totales

Letras iguales no muestran diferencias significativas (p<0,05)
(Expresados como equivalentes de acido gélico en mg/100 g de planta)

Este método de extraccién desde soluciones sonificadas, permite ser
altamente recomendado para la extraccion de metabolitos secundarios, dado
gue aumenta la eficiencia y disminuye el consumo de solvente en

comparacion con extraccién por solvente y soxhlet.
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6.3 Cuantificacibn de compuestos fendlicos totales por

espectrofotometria UV-VIS

En la Figura 4, se indican los contenidos de compuestos fendlicos separados

por SPE previa extraccion mediante maceracion en metanol-agua (1:1).

Yemas MZC 74-275

Yemas CP 57-603

Hojas CC 85-92 O Flavonoides
totales (mg ER/

100 g planta)

Hojas CC 84-66

@ Fendlicos totales
(mg EAG/100 g

Hojas CC 84-75
planta

Hojas CC 85-15

Raices CC 85-92

T T T T 1

0 500 1000 1500 2000 2500 3000

Figura 4. Contenido de compuestos fendlicos totales y flavonoides en algunas variedades
comerciales de cafia de azucar (concentracion expresada como equivalentes de acido galico

para fenoles totales y equivalentes de rutina para flavonoides, en mg/100 g de planta).

La concentracion total de compuestos polifenolicos en material vegetal de
cafa de azucar vario entre 347 y 2520 mg/100 g equivalentes en &cido

galico. Todas las variedades evaluadas exhibieron diferencias en los
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contenidos de fenoles y flavonoides totales. Estas diferencias pueden
deberse no solo a sus caracteristicas varietales, si no a factores ambientales,
tales como temperatura, pH del suelo, humedad, etc., los cuales influyen en

la produccién de los metabolitos. 253

Basados en el contenido total de fenoles, las variedades estudiadas pueden
ser clasificadas en dos grupos, uno con niveles relativamente altos de
fitoquimicos fendlicos y el otro, con niveles mas bajos. Los tejidos vegetales
que presentaron concentraciones relativamente altas de fitoquimicos
fendlicos fueron las hojas de cafia encontrdndose muestras con contenidos
significativos de fenoles, correspondientes a las variedades CC 85-92, CC84-
66, CC 84-75 y CC 85-15. En las yemas de cafia el contenido de fenoles
resulté estar alrededor de 1.5 a 2.0 veces mas alto que las hojas de cafa en
las variedades mas destacadas, tales como MZC 74-275 y CP 57-603.
Mientras que los tejidos vegetales con bajas concentraciones de fenoles

fueron las raices.

Las antocianinas son el mayor y principal grupo de pigmentos flavonoides
gue son responsables de la pigmentacion roja, violeta y azul que ocurre en
cafia de azlcar y en otras plantas. Los resultados obtenidos para
antocianinas totales en diferentes variedades se pueden observar en la

Tabla 9. Los datos espectrofotométricos de extractos (metanol-agua 1:1) de
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la corteza de tallos de las variedades CC 82-26 y CC 82-27 sugirieron que
fueron las variedades de mayor concentracion de antocianinas con relacién a

otras variedades tales como CC 85-92 y MZC 74-275

Tabla 9. Niveles de antocianinas observadas en cortezas de diferentes variedades de cafna

de azlcar.

MZC 84-04 0.01-0.16 0,13 0,03

CC85-92 0.23-0.31 0,27 0,04

POJ 27-14 1.70-1.80 1,75 0,05

CC 82-27 5.00-5.50 5,25 0,25

SD . -z 7
= Desviacion estandar

De los polifenoles en plantas, los flavonoides son de particular interés debido
a su alta prevalencia en alimentos tales como frutas, vegetales, té, vinos, etc.

Las hojas jévenes son la fuente principal de compuestos fendlicos, porque
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los sintetizan como defensa contra predadores herbivoros que las prefieren
por su mayor calidad nutricional respecto a las hojas maduras. Sin embargo,
€eso no siempre ocurre porque no todos los metabolitos tienen el mismo
comportamiento durante el desarrollo®’. Por Ejemplo, los flavonoles
aumentan en concentracion conforme avanza el desarrollo de la hoja.
Probablemente las hojas maduras sean mas importantes para las plantas
porque proveen carbohidratos a las estructuras reproductoras y a los apices
de raiz y tallos. Los flavonoides estan presentes también en partes

anatémicas como corteza® y bagazo®.

Las determinaciones por el método espectofotométrico UV/VIS, muestran
gue el contenido total de flavonoides en las variedades evaluadas fue de 33
a 449 mg/100 g equivalentes en rutina. Con un promedio de 321 mg/100 g
para hojas, de 33 a 108 mg/100 g, con un promedio de 57 mg/100 g, para
raices y de 98 a 165 mg/100g, con un promedio de 142 para yemas.
(Figura 5). Las diferencias encontradas en la concentracion de polifenoles
en la cafa podrian deberse a numerosos factores, tales como variedad,
clima, terreno, cosecha temprana o tardia entre otros. La cuantificacion de
flavonoides mediante métodos espectrofotométricos permite cuantificar
flavonoides con estructuras similares y son convenientes y apropiados en
determinaciones practicas y sencillas, aunque puedan presentar limitaciones

en la sensibilidad y especificidad como ha sido reportado®. Las flavonas y
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flavonoles, desde el punto de vista reactivo, forman complejos estables con
el tricloruro de aluminio y son susceptibles de analizar mediante

espectrofotometria ultravioleta — visible 2.

o
&
=
&
o
(o))
o
=]
-
o
o
w
(o))
£
(%]
Q<
<
e
o
'_
(%]
9
°
o
=
(]
>
i
I

CC 84-75 CP 57-603 MZC 74-275 CC 85-92

Variedades de cafa

Figura 5. Contenido de Flavonoides Totales en extractos de yemas y raices de diferentes

variedades de cafia de azUcar.

6.4 Cuantificacion de flavonas y flavonoles en extr  actos via HPLC

Antes de iniciar y/o establecer un método de separacion y caracterizacion de
flavonoides en los extractos de metanol-agua (1:1) de tejidos vegetales, tales
como hojas o raices de cafia de azlcar, se efectué una exploracion via

HPTLC (capa fina de fase reversa, de silica gel 60 Fzs4). Los valores de R¢




para los principales flavonoides disponibles como estandares y presentes en

los extractos, se pueden observar en la Tabla 10.

Tabla 10. Valores de R; obtenidos via cromatografia en capa fina (HPTLC) para los

principales flavonoides, presentes en hojas de cafa de azucar (Variedad CC 85-92)

Flavonoide R;
Rutina 0.28
Luteolina 0.84
Quercetina 0.89
Naringina 0.41
Apigenina 0.88
Catequina 0.87

Fase estacionaria HPTLC - Silica gel 60 F254

Fase movil: acetato de etilo-metanol-agua-acido férmico (50:2:3:6)

El espectro tipico de flavonoides consistio en dos bandas de absorcion
maxima a 240-285 nm (banda Il) y 300-550 nm (banda I). La posicion exacta
y la intensidad relativa de estos maximos nos permitieron conocer la
naturaleza y patron de oxigenacion del flavonoide. En la Figura 6 se
muestran los espectros UV tipicos de los patrones de flavonoides utilizados,

en el presente estudio, como referencia para la cuantificacién experimental.
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Figura 6. Espectrogramas de absorcion UV-VIS de una mezcla de NA, RU, QUE, LU, APIG. (a)
para NA: naringina; (b) APIG: apigenina.; (c) LUT: luteolina; (d); RU: Rutina (e) QUE:
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En las Figuras 7-9 y Anexo 4, se muestran los cromatogramas tipicos
estandares y de extractos de muestras de material vegetal determinados a
280nm y 350 nm. Como pueden observarse, mediante el sistema de elucion
isocratica utilizado, se encontraron sefiales o bandas antes de los diez
minutos de retencién debido posiblemente a las diferentes formas
estructurales de glicésidos de los diferentes flavonoides y/o compuestos
fendlicos presentes en la compleja matriz del tejido vegetal (raices y hojas).
El patron cromatogréafico observado fue en general muy similar al reportado

por otros autores del area azucarera 2.
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Figura 7. a) Cromatograma HPLC-UV de mezcla de estandares de NA, RU, QUE, LUy
APIG. Elucién isocratica (fase movil: metanol-acetonitrilo-agua (35:15:50) conteniendo 1.0%
de &cido acético) Deteccidon UV a 350 nm.

b) Cromatograma HPLC-UV de estandares de NA, RU, QUE, LU y APIG. Elucién isocratica
(fase movil: metanol-acetonitrilo-agua (35:15:50) conteniendo 1.0% de &cido acético)
Deteccién UV a 280 nm.
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Figura 8. Cromatograma HPLC-UV de extracto de hojas CC 84-75. Deteccién UV a 350nm

Sefiales principales

Nombre UISEE ((j;irne)tencién Area (UV *sec) Altura (V) Cantidad
NA 4,700 214750 10529 63,104
RU 5,100 359075 20214 16,776

QUE 13,300 13385 669 0,451
LUT 15,617 185894 5215 3,112
APIG 20,983 9005 317
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Figura 9. Cromatograma HPLC-UV de extracto de hojas CC 84-75. Deteccién UV a 280nm

Sefiales principales

Nombre UIETTES El;irne)tenci()n Area (UV *sec) Altura (UV) Cantidad
NA 4,317 78546 5512 12,676
RU 4,900 186217 14366 16,776

QUE 11,883 9277 437 0,451
LUT 14,317 130538 3488 3,112
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El contenido de flavonoides totales fue calculado como la suma de los
compuestos flavonas y flavonoles individuales, estimado por el método
espectrofotométrico. Debido a la complejidad de las sefales o bandas de los
extractos evaluados, la mayoria de los compuestos no fueron identificados
por HPLC y por tanto no fueron cuantificados, por lo cual los valores
determinados fueron bajos en comparacion al método UV. Sin embargo, el
meétodo colorimétrico de absorcion o espectrofotométrico UV podria
sobreestimar el contenido de flavonoides totales y fenoles debido a

interferencia de otras sustancias presentes en los extractos “°.

La Tabla 11 muestra que el contenido de flavonoides determinados en
extractos metandlicos de hojas, por HPLC, difiere con la variedad, donde se
encontro un rango de flavonoides totales entre 0.080 y 1.40 mg/g (Anexo 4).
Estos resultados estuvieron de acuerdo con los datos reportados por
Colombo y otros investigadores del Brasil®; quienes reportaron contenidos de
1.70 y 0.38 mg de flavonoides/g de material vegetal (hojas y bagazo,
respectivamente) en muestras obtenidas en una plantacion de Araraquara, S.
P, Brasil donde se evaluaron tanto plantas de control como plantas
transgénicas modificadas con dos genes inhibidores de proteinasa
(“Bowman-Birk” y “Kunitz”). De igual manera, estos resultados fueron
comparables con los de otras fuentes vegetales reportadas en la literatura,

tales como manzanas, con niveles de 0.98-1.43 mg flavonoide/g de material
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fresco®, cebollas con 0.71-0.80 mg flavonoides/g de material fresco *,

tomates con 0.005-0.03mg flavonoide/ g de material fresco** y miel de abejas

con contenidos de 0.03 mg flavonoide/g de material fresco®>*.

Tabla 11. Contenido de Flavonoides Totales en extracto metandlico de hojas de cafia de

azucar obtenido por sonicacion a 2 minutos. (Método Cromatogréfico de alta resolucion).

Flavonoides Totales

Variedades de Cafa mg /g planta .
(Hojas) Purificacion con
metanol: agua: acido acético

CC 85-92 1.40
CC 93-4418 0.33
CC 84-56 0.29
CC 93-3895 0.38
CC 92-2358 0.08
CC 92-2393 0.13
CC 93-4223 0.08

Las concentraciones de rutina, naringina, quercetina, luteolina, y apigenina
fueron en general mayores en las hojas, pero las concentraciones de los tres
ultimos flavonoides se encontraron en niveles muy inferiores a los de rutina.

(Anexo 4).
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En raices se encontré también naringina, rutina y quercetina, pero a niveles
inferiores a los encontrados en hojas siendo este tejido vegetal, al igual que
las yemas, muy viables para la extraccion de estos compuestos
antioxidantes, principalmente de rutina (Anexo 4) .

Por otra parte se encontr0 en el presente estudio, que los mayores
contenidos de flavonoides totales en las hojas de cafia de azlcar, fueron
observados en las variedades CC 85-92, CC 93-4418 y CC 84-56

(Figura 10).

Hojas de cana de azlcar de variedades comerciales

Figura 10. Cuantificacién total de flavonoides enh  ojas de cafia de azucar

determinados via HPLC .

-63-



6.5 Validacion del método cromatografico HPLC para cuantificacion

de flavonoides totales

El cumplimiento de todos los criterios estadisticos de aceptacion
establecidos, indica que el método es lineal, exacto y preciso en el intervalo
de concentraciones de 2.5-100 mg/kg para los flavonoides naringina y rutina;
y de 2.0-100 mg/kg para los flavonoides quercetina, apigenina y luteolina. El
factor de respuesta (f) en las curvas de calibracion (Figuras 11-15,
Anexo 1), para cada flavonoide, presentod un coeficiente de variacion (CV) o
desviacion estandar relativa (RSD) inferior al 5.0%, el cual fue aceptable;
igualmente se cumplié con los criterios de proporcionalidad del intercepto y
de la pendiente, lo que permitié establecer el rango lineal optimo evaluado en
la implementacion del método cromatografico para los flavonoides

estudiados(Anexo 1).

Los resultados del andlisis de varianza por flavonoide y concentracion
demostro que no existen diferencias significativas al nivel del 95% entre cada
concentracion de 5, 15 y 30 mg/g de flavonoide evaluado. La reproducibilidad
y repetibilidad interdia e intradia del sistema con respecto a los promedios de

areas fue igualmente validada con un criterio de aceptacion de RSD <3.0 y
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no se reportan diferencias significativas en el andlisis de varianza entre cada

concentracion estudiada del flavonoide (Anexo 1y 3).

Por otra parte, en cuanto a la exactitud del método en la cuantificacion de
flavonoides en los extractos de hojas de cafia de azlcar se encontraron
porcentajes de recuperacion que oscilaron entre 87.25 — 99.38 %, los cuales
de acuerdo con la literatura®, fueron aceptables para una matriz compleja

como la presente en tejidos vegetales de cafia de aztcar* (Anexo 1) .

6.6 Optimizacion y criterio de eficiencia del métod o cromatografico

De los datos interdia para la elucion cromatogréfica de los 5 flavonoides con
deteccion UV a 280 nm, un valor promedio de factor de resolucion y factor de
capacidad fue calculado con sus desviaciones estandar relativa. El factor de
resolucion es considerado a ser mas alto que 1 o igual a 1 y debe no ser mas
alto que 10 (un factor de resolucion de 1 significa dos picos separados por
alrededor del 98%)*.

Los factores de capacidad para caracterizar la retencién de los flavonoides
detectados estuvieron dentro del criterio de eficiencia de la columna: 2 a 10

(Tabla 12), indicando un método de elucion cromatogréfica rapida.
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En general el perfil de separacion en la resolucion de los flavonoides fue

optimo, encontrando solo baja resolucion para naringina-rutina (Tabla 13), lo

gue indica parcial separacion de compuestos altamente polares en la elucion

isocratica.

Tabla 12. Valores de factor de retencién (KX) del estudio de eficiencia del método

cromatogréfico.

Tiempo de retencion

Flavonoide _ _ .
(min), siendo t , =2.15 min
Naringina 4.250
Rutina 4.833
Quercetina 11.700
Luteolina 13.767
Apigenina 21.533

Factor de retencién

K
1.0

1.2

4.4

5.3

8.9

RSD
(%)
8.55

7.09
6.62
6.50

5.85

Tabla 13. Valores de factor de resolucion (Rs) del estudio de eficiencia del método

Cromatograéfico.

Separacién entre dos
flavonoide s

Naringina-rutina
Rutina-quercetina
Quercetina-luteolina

Luteolina-apigenina

Factor de
resolucioén
Rs
0.78
1.71
2.07

6.67

RSD

(%)
6.61

0.71
3.60

2.27
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6.7 Flavonoides y fenoles en diferentes tipos azlica  res

Los contenidos de fenoles totales de todos los azucares analizados se
encontraron en el rango de 4.5 a 300 mg/kg. Por otra parte, los niveles de
flavonoides oscilaron entre 3.5 y 100 mg/kg. Los azucares organicos y
crudos exhibieron en promedio los contenidos méas altos tanto de fenoles
como de flavonoides (Tabla 14), presentando diferencias estadisticas
significativas con relacion al azucar blanca, procedente del procesamiento
azucarero comercial de cultivos de cafia no organica. La concentracion de
flavonoides, reconocidos por su accién anti — oxidante®®*’*® oscil6 en
promedio entre 58.0 y 78.0 m/kg en los azucares organicos y crudos (Tablas
14 y 15). Estos niveles de flavonoides fueron comparables a los reportados
para las mieles chilenas (14-138 mg/kg), las cuales mostraron una marcada
actividad anti-oxidante (andlisis ORAC) de acuerdo con los protocolos

descritos por Orlando Mufioz y otros investigadores®* 484°,

Las diferencias observadas en los contenidos de flavonoides y fenoles entre
los diferentes tipos de azUcares podrian estar relacionadas, principalmente
con el proceso azucarero. Se ha reportado que los compuestos fendlicos,
tales como los flavonoides, son compuestos especificos de los jugos de cafa
de azlcar y que su remocion y/o degradacion (Figura 11) durante la etapa

de clarificacion lleva a la produccion de azucares de diferentes tipos con
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relacion al color. Los compuestos fenodlicos estan fuertemente ligados al color
de los azucares y es asi como el alto contenido de fenoles en los azucares
morenos, se debe al licor madre el cual esta relacionado con el color del

azUcar final. Carta trimestral Cenicaria 31°%%!

R =Azucar M = Grupo meatilo

Figura 11. Descomposicidn térmica de las antocianinas presentes en la cafia de azlcar.

FUENTE: Smith y Paton, 1985
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Tabla 14. Contenido promedio de fenoles, flavonoides y potasio total en azlcares crudos,

organicos y no organicos (Ingenio Providencia).

Tioo de muestra No. Fenoles Flavonoides
P Muestras (mg/kg) (mg/kg)

Azlcar crudo 10 185 a 78 a
Azlcar organica 16 88 bc 63 a
Azcar blanca 6 122 ab 58 a
organica
Azcar blanca no 14 28.2¢ 325b
organica
! Letras iguales indica que no existen diferencias s ignificativas
con un nivel de significancia del 5%. (Prueba de Tu  key)

Tabla 15. Valores observados en los contenidos de fenoles, flavonoides y potasio en

azlcares crudos, organicos y no organicos (Ingenio Providencia)

Tipo de muestra

Fenoles (mg/kg)

Flavonoides (mg/kg)

Valor Valor Valor Valor
Minimo Maximo Minimo Maximo

AzuUcar crudo 125 235 37 100
AzUcar organica 16.4 299 27 98
PeANEL ol 9.0 296 29 89
organica

PeALR IDIEEE) 9 45 01 3.5 72
organica
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1.

2.

3.

4.

7. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Las hojas y/o material vegetal de la cafia de azucar puede ser una fuente
importante de compuestos de valor agregado, tales como los flavonoides,
lo cual puede representar un mejor aprovechamiento de la biomasa
vegetal, especialmente los residuos de post-cosecha, de un cultivo

comercial como la cafia de azUcar.

La cuantificacion de los compuestos fendlicos o flavonoides en tejidos
vegetales como las yemas pueden constituirse en buenos marcadores
guimicos para predecir los grados de susceptibilidad o resistencia al
ataque de patégenos, tales como el hongo Ustilago scitaminea H. y P.
Sydow causante del carbon como enfermedad de importancia comercial

en la cafia de azUcar.

Las técnicas de ultrasonido y SPE pueden utilizarse como método sencillo
y rapido para un diagnostico del contenido total de fenoles y/o flavonoides

en tejido vegetal de cafa de azUlcar.

El método espectrofotométrico para la determinacion cuantitativa de
flavonoides, aunque presente limitaciones en su especificidad para un

tipo de flavonoide, permite estimar los contenidos totales de flavonoides
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5.

6.

en tejidos o extractos vegetales de cafia de azucar de una forma
conveniente y apropiada en las determinaciones rutinarias en el
laboratorio. Por consiguiente, la adopcion del método espectrofotométrico
como metodo rapido es recomendable y deseable en estudios futuros en

el sector agroindustrial de la cafa de azucar.

El método de analisis por HPLC, con una composicion de una fase movil
sencilla y econdmica (Solvente: Metanol-acetonitrilo-agua (35:15:50)
conteniendo 1.0% de acido acético, en una combinacién de elucion
isocratica), permitido obtener una resolucion razonable de los flavonoides
en estudio; esto, en asocio con un corto tiempo de analisis (25 minutos) y
a una alta reproducibilidad. Este hecho hace que el método sea
aceptable para el diagnostico y analisis de extractos vegetales, tan
complejos vy dificiles de resolver, y asi mismo sea clave para el estudio

exploratorio de variedades de la especie de Saccharum y de sus hibridos.

El método cromatografico utilizado en el presente estudio, permitid no
solo cuantificar, sino cualificar la composicion de los extractos vegetales
con relacion a los contenidos de flavonoides de importancia biolégica o
de valor agregado en cafla de azucar, tales como naringina, rutina,

guercetina, apigenina y luteolina.
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7. Basados en los resultados de la validacion del método cromatogréafico

10.

11.

para los flavonoides rutina y quercetina, teniendo en cuenta su mejor
resolucion, se puede concluir que los niveles de recuperacion fueron del
mismo orden (92.14-93.22 %) de los reportados por investigadores del

Brasil 3.

La separacion cromatografica via isocréatica con deteccion UV se estudio
para dos longitudes de onda (280 y 350 nm), pero seria deseable en
futuros estudios se efectuara y/o ensayara un analisis cuantitativo
mediante gradiente de elucidon, con el objeto de obtener mejores

resultados para tiempos de retencion inferiores a los diez minutos.

Los mayores contenidos de flavonoides totales en hojas de cafia de
azucar, fueron observados en las variedades CC 85-92, CC 93-4418 y

CC 84-56.

En las yemas de cafia el contenido de fenoles resultd estar alrededor de
1.5y 2.0 veces mas alto que el presente en las hojas de cafia, como se
pudo observar en las variedades MZC 74-275 y CP 57-603.

El contenido total de flavonoides en las variedades evaluadas fue de 0.33

y 4.49 mg/g equivalentes en rutina (ER).
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12.

13.

14.

15.

Los niveles y diferencias encontrados en los contenidos de fenoles de las
raices, es de gran valor en la busqueda de asociaciones entre la
microflora del suelo y la asimilacion de nutrientes en diferentes

variedades de cafa de azUcar.

La concentracion total de compuestos polifendlicos en el material vegetal
evaluado (principalmente hojas) de cafia de azucar varié entre 3.5y
25.20 mg/g equivalentes en acido galico (EAG). Este rango observado,
el cual incluye compuestos de interés como los flavonoides, puede
reflejar las diferencias que exhiben las variedades de cafia de azUcar,
con relacién a la presencia de otros metabolitos diferentes a los

azlcares.

Tanto el método espectrofotométrico, previamente validado, como el
método cromatografico desarrollado hasta la fecha pueden constituirse
en valiosos métodos primarios para futuras calibraciones y validaciones
en espectrofotometria de infrarrojo cercano (NIR), como un método
secundario rapido y de actual disponibilidad en el sector azucarero
colombiano.

Los contenidos de fenoles y flavonoides en los azlcares organicos
superan a los observados en el azucar blanco comercial. En particular,

los flavonoides como potenciales agentes anti — oxidantes se encontraron
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16.

en el rango de 27 y 100 mg / kg en los azucares organicos, los cuales
son comparables al de otras fuentes nutricionales como las mieles

chilenas.

Los andlisis de fenoles y flavonoides mostraron diferencias significativas
entre los azucares analizados y por tanto estos componentes podrian ser

utilizados como marcadores del tipo de azlcar.

17.Los niveles apreciables de fenoles y especialmente de flavonoides en los

18.

azucares organicos pueden otorgarles un valor agregado, desde el punto
de vista nutricional, y por consiguiente evaluaciones que determinen la
capacidad anti-oxidante de estos constituyentes de los azUcares son

altamente recomendables en el corto o mediano plazo.

Los contenidos de fenoles y flavonoides en los azucares organicos y
crudos superan a los observados en el azucar blanco comercial. En
particular, los flavonoides como potenciales agentes anti — oxidantes se
encontraron en el rango de 27 y 100 mg / kg en los azlcares organicos,
los cuales son comparables al de otras fuentes nutricionales como las

mieles chilenas.
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19. Los analisis de fenoles y flavonoides mostraron diferencias significativas
entre los azucares analizados y por tanto estos componentes podrian ser

utilizados como marcadores del tipo de azlcar.

20.Los niveles apreciables de fenoles y especialmente de flavonoides en los
azucares organicos y crudos pueden otorgarles un valor agregado, desde
el punto de vista nutricional, y por consiguiente evaluaciones que
determinen la capacidad anti-oxidante de estos constituyentes de los

azucares son altamente recomendables en el corto o mediano plazo.
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ANEXO 1

VALIDACION DEL METODO CROMATOGRAFICO HPLC PARA
CUANTIFICACION DE FLAVONOIDES TOTALES

Linealidad

En las curvas de calibracién (Figuras 12-16) se indica el rango lineal, es
decir, el intervalo comprendido entre la concentracibn minima y maxima de
analito para el cual el método ha sido probado.

Los coeficientes de correlacion (r) y de determinacion (r?) fueron superiores
a 0.999 y se cumplio el test de linealidad para la pendiente y el intercepto por

el criterio de t calculado (Tabla 16):

— Al aplicar la prueba de linealidad se obtuvo que el t calculado es mayor
que el t tabla para la pendiente, lo que indica que la pendiente es distinta de
cero (tcalculado 122.27 >t tabla 2,45,a = 0,05 gl =5).

— En el criterio de proporcionalidad el t calculado es menor que el t tabla, lo
que indica que el intercepto es estadisticamente similar a cero

(t calculado 0,097 < t tabla 2,45, a = 0,05 gl=5).
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Tabla 16. Resumen de los parametros estadisticos del criterio de linealidad para las curvas de calibracion de
flavonoides

Ecuacion de Ia

Recta

RED%

f

Intervalo

a
-5223.47

Testa

Intervaio

b
THSYE.13

na | ooses | ooogs | y=17i208me 35653 | 243 [ oz-o0 | P2 d foomieams | 10301 174312226 0.36
Me | oooog | oaser | y= 1718143 17070 270 | ozezo | ERET [ papezsy | 17T 132.97+2.57 0.42
NA | 00908 | 00995 | y= 17118460 +50087 | z&6 | 1.0-100 }Lﬂiﬁﬁ? 0.083<7 36 lgggggg 141.32=2.36 0.43
NA [ o0.0007 | nooes [ y=1711320c +mes0e | zos | zs-i00 [ BIMET fooaresss [ 5220 122.27+2.45 0.48
RU | oogss | ooss7 | y=z1413009y 165262 | 164z | 02100 jggg;f -0.382.26 glggigg 122.24°2.76 0.32
RU [ o0.o006 | 00903 [ y=ziosssmctooros | sas | osezo [ RSl [ oe<aze [ ZNTERAY 81.04-278 0.65
RU | 0ooos | ooses | y= 2141557-1@aer | ez20 | 10100 '15052913_'5?1? -0.3142.36 %] ggggg 180.14°2.46 0.38
RU |oosss | oooes | y= 2140985141808 407 | 25100 '1&3%?5? -0.20<2 45 %}gaifg 8595245 0,44
QUE [09995| 0.9990 | v=404Ba0mk-43030.03 | 287 | s0-100 | CGENEd [ rapaas | JTEREY 41.18=3.18 113
QUE | 00995 | 0osst | y= s0458 083282565 | 322 | 20100 'gﬁﬁfgf 1.00=2.78 i?g;gjg 4538275 1.01
aP16 | 09907 | 0.0995 [y=6710634+ 144833 | 222 [ 20200 [ ADEENR [ oawezye | DSIEID 88242 78 0.59
apIG | 0ooa7 | 0.oass |y= 6421 7o +GRSES 52 | 480 2100 ;%g%g?é% 137<318 E;jg;ga 77 63-3.18 069
LuT | 00997 | 0.0994 | v=ee440.07x-5628517 | 2.2 20z | TIESS | nezezsy | 21500 95 482 57 0.62
Lot | oooag | 0.oaos | y= 71407.23%-1328.04 | 448 w100 | oadid | ooze<zre [ 7053 97 B7=2.78 0.45

[Ecuacion de larecta: y=bX +a siendo X, concentracién en ppm (mg/kg solvente) ; vy, area

pico (UV seg)
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CURVA CALIBRACION NA (2.5-100 ppm)
—— —— — 1.0x10*
1800000
Equation y=a+bx
T Adj. R-Square  0.99945 I
1600000 Value Standard Error
4 a Intercept 865.08375 4421.70157 - 8 OX].OVS
1400000 | b Slope 17113.29448 84.06814 )
=)
2 ] L
g 1200000
2 1 08 - o b 5 g [eoxio®
© 1000000 A H
<T 4 L
§ 800000
= | - 4.0x10°
= 600000 4
= i L
‘S 400000
@ . - 2.0x10°
200000 4
O -
T T T T T T T T T T T 0.0
0 20 40 60 80 100
Concentracion NA (ppm) ® Sefial analitica
O Factor de respuesta

(44) e1sandsai ap 1010eq

Figura 12 . Curva de calibracién para el flavonoide naringina (NA) en el rango de

concentracion de 2.5-100 ppm

CURVA CALIBRACION RU (2.5-100 ppm)
2500000 — 1.
B Equation y=a+b*x L
Adj. R-Square 0.99956
Value Standard Error
2000000 7 a Intercept -1419.05025 4927.71383 - 8
b Slope 21409.88998 93.68876
> 1 L
[}
12
£ 1500000
c) - 6.
[ 4
<4
I L
S 1000000
= 4.
S ]
©
& 500000 I
&
i 2.
04 L
-— 0.
0 20 40 60 80 100
Concentracién RU (ppm) ; ?:?;Jri’”eaf:scsuesta

ox10*

0x10°

(14) eysandsai ap 1010e4

0

Figura 13. Curva de calibracién para el flavonoide rutina (RU) en
concentracion de 2.5-100 ppm

el rango de
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CURVA CALIBRACION QUE (2.0-100 ppm)
4500000 T . T . . r . r r T T 1.0x10*
4000000 Equation y=a+b* L
Adj. R-Square  0.99913
1 Value Standard Error 5

3500000 a Intercept  -32825.65028 17638.42831 - 8.0x10
S g b Slope 40458.0776]  344.35265
;3 3000000 i n
% 1 -5 ,8.
= 2500000 - m6.0x10" §
< aQ
(] 1 )
< F =
& 2000000 o
£ 1 L 40x10° &
T 1500000 e
s ] Iy
T r =
' 1000000 ~
@ 1 - 2.0x10°

500000 -{
04
T T T T T T T T T T T 0.0
0 20 40 60 80 100
Concentracién QUE (ppm) ® Sefial analitica
O Factor de respuesta

Figura 14 . Curva de calibracion para el flavonoide quercetina (QUE) en el rango de

concentracion de 2.0-100 ppm

CURVA CALIBRACION APIG (2.0-100 ppm)
: — —_— T 1.0x10"
7000000 Equation y=a+bx
] Adj. R-Square | 0.99934 i
Value Standard Error
6000000 a Intercept 66564.51696  24221.34604 - 8.0x10°
—_ E b Slope 68421.70454 470.89033
=] -
ﬁ 5000000 N
> ] s B
= F6.0x10° S
« 4000000 — a
E @
P | I 3
S 3000000 g
s - 4.0x10° &
T 1 4]
c 3]
S 2000000 L =
[ =
i ~
& 1 s
1000000 2.0x10
0 -
T T T T T T T T T T T 0.0
0 20 40 60 80 100
Concentracion APIG (ppm) ; ﬁzgfolradrflrisscsuem

Figura 15. Curva de calibracién para el flavonoide apigenina(APIG) en el rango de

concentracion de 2.0-100 ppm
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CURVA CALIBRACION LUT (2.0-100 ppm)

8000000 ; . ; . T . T T T - T 1.0x10™
1 Equation y=a+b*x
7000000 Adj. R-Square  0.99975
4 Value Standard Error -
a Intercept | 1328.94449  16698.03739 - 8.0x10
5 6000000 b Slope 71407.22872  326.45327
$ ] 7
% 5000000 o
5 Q
€ ] - 6.0x10° 8
§ 4000000 1 g
< . @
8 8
£ 3000000 L 5 =
= 4.0x10 2
S 1 &
< 2000000 =
i ~
] 1 5
1000000 - " 2.0x10
i x|
0 -
T T T T T T T T T T T 0.0
0 20 40 60 80 100
Concentracién LUT (ppm) @ Sefial analitica

O Factor de respuesta

Figura 16 . Curva de calibracion para el flavonoide luteolina (LUT) en el rango de
concentracion de 2.0-100 ppm.

Precision

Repetitividad del sistema

Con los datos obtenidos de las seis inyecciones de mezcla de los cinco
flavonoides estandares (NA, RU, QUE, LUT, APIG) de concentraciones de
5.0, 15.0 y 30.0 ppm, se encontré que los coeficientes de variacion para la
todos los flavonoides evaluados, estuvieron en el rango de 0.2 % a 2.80.
Igualmente, a partir del andlisis estadistico de SAS system, se demostré que

la precision Intradia de los tiempos de retencion y éreas de los flavonoides
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presentaron un %RSD menor al 3.0%, el cual es un buen criterio de

aceptacion para la precision en la repetitividad del sistema.

Reproducibilidad del sistema

A partir de los valores para las areas y tiempos de retencion de los
flavonoides estandares evaluados (NA, RU, QUE, LUT, APIG) de
concentraciones de 5.0, 15.0 y 30.0 ppm, inyectados en tres dias diferentes,
se encontré buena reproducibilidad del sistema cromatografico de acuerdo a

un valor de RSD inferior menor al 3.0%.

Reproducibilidad del método

Se encontrd que el método de extraccion por SPE y analisis cuantitativo via
HPLC para la determinacion de los flavonoides totales en una muestra de
extracto vegetal de hojas de cafa de la variedad CC84-56, presentdé una
buena reproducibilidad (Tabla 17). Al relacionar la RSD maxima aceptable
(4.90 %) para el método analitico calculada por la ecuacién de Horwitz' en
funcion de los limites de aceptacion y del numero de replicas (10) de
muestras tratadas de forma independiente, desde la preparacion hasta la
lectura instrumental bajo las mismas condiciones, el mismo dia y el mismo
analista, el valor medio del contenido de flavonoides esta dentro del criterio

de aceptacion para un nivel de confianza del 93-107 % (Tabla 18).
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Tabla 17. Reproducibilidad del método a partir de una muestra de hojas de

cafa de azucar (Variedad CC 84-56)

MUESTRA CC84-56

mg Flavonoide totales
/g planta

0.27

0.28

0.26

0.26

0.27

0.26

0.25

0.27

OO |N|O |0 |~ |[W|N|F-

0.25

10

0.27

A Media

0.26

Des Est

0.010

RSD/DER

3.70

! Ecuacion de Horwitz RSC (%) = 1 (1-0.5 log c)

Donde C = concentracion del analito en la muestra

Tabla 18.Criterios de aceptacion

Simple Duplicado
Limites de Aceptacion | RSD Método |RSD Sistema | RSD Método | RSD Sistema
98,5-101,5 0,6 0,4 0,8 0,6
97-103 1,2 0,8 1,6 1,2
95-105 1,9 1,4 2,7 1,9
93-107 2,7 1,9 3,8 2,7
90-110 3,9 2,8 5,5 3,9

El criterio de aceptacion puede ser variable y estara dictado por los objetivos

buscados. Asi, la USP indica en general una RSD del sistema no mas de 2%

inyectando 5 veces una solucién estandar, aunque pueden obtenerse en

condiciones apropiadas valores inferiores al 1% e incluso menores.
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En la Tabla 18 se relacionan la RSD méxima aceptable para un método

analitico en funcion de los limites de aceptacion y del numero de replicas.

Por ejemplo para un intervalo de aceptacion de 95-105% para efectuar una

determinacion por duplicado, la RSD debera ser menor de 2.7%.

Por otra parte el grado de concentracion del analito y la complejidad de la
matriz resulta también de importancia y para el analisis de trazas o para el
ensayo de una droga en fluidos biolégicos puede no ser posible la precision

indicada, resultando apropiadas RSD de 5% a 10% o mayores.

Exactitud

En la evaluaciéon para el estudio de la exactitud del método en la
cuantificacion de flavonoides en extractos vegetales de hojas de cafia de
azucar, se encontraron porcentajes de recuperacién que oscilaron entre
87.25-99.38% para los flavonoides de quercetina y rutina en tres niveles de
dopaje de acuerdo con un contenido estimado del 50-100% en la muestra.
Como puede observarse (Tabla 19), los extractos dopados con rutina
exhibieron los porcentajes de recuperacion mas altos (94.17-99.38%) con
relacion a los porcentajes para la quercetina. De acuerdo con la literatura

(Colombo, R. et. al. 2006) estos niveles de recuperacion son aceptables para
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un matriz compleja (niveles reportados de 92.14-93.22 %) como la presente

en tejidos de cafia de azucar en este estudio.

Tabla 19. Porcentajes de recuperacion en los analisis cuantitativos del
flavonoides rutina y quercetina en muestras de hojas de cafia de azlcar
(Variedad CC 85-92)

Compuesto  Cantidad adicionada ng/g) Porcentaje de recuperacion (%) RSD. (%)

RU 16 A17 11
20 B3 37

24 03B 04

QUE 16 81.29 25
20 81.25 10

24 817 18

Tabla 20. Resultado estadistico del porcentaje de recuperacion.

VALOR MEDIO FLAVONOIDE RUTINA 96.29
S 2.74
RSD 2.84

Al realizar una prueba t para determinar la confiabilidad de los resultados,
con los valores de recuperacion del estandar del flavonoide rutina
(Tabla 20), se asume la siguiente hipétesis:

“no existe diferencia significativa entre el 100% y el % recuperado”.
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Tabla 21. Resultado estadistico del estudio de aceptacion del criterio t para
exactitud en la determinacién del contenido de un flavonoide (rutina) en un

extracto de hojas de cafa de azucar.

tcalc 2.26

Como teac < que el tap, (Tabla 21) se acepta la hipotesis y por tanto, no existe
diferencia significativa entre el 100% y el porcentaje de recuperacion
obtenido, por ende el método para determinaciéon de Flavonoides, como la

Rutina, presenta una buena exactitud con un nivel de confianza del 95%.

Sensibilidad

Dado que la determinacion de estos limites de deteccion y cuantificacion
(LOD y LOC respectivamente) supone un trabajo importante, en general solo
se efectla para el andlisis de impurezas o trazas o cuando el rango analitico
se encuentra muy préximo al limite de deteccion. En caso contrario, sélo se
estudia la precision y exactitud en la menor concentracion probable para el

analito.

Empleando otra aproximacion, el limite de deteccion (LOD) para un analito

es aquella concentracion que proporciona una sefial (y) significativamente
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diferente a la sefial de una muestra en "blanco” o "sefial de fondo". Los
limites de deteccion y cuantificacion por tanto pueden estimarse a partir de la

curva de regresion para concentraciones bajas de analito®.

Experimentalmente, se utilizaron los limites de confidencia de la regresion,

empleando soluciones patron de 0.2-25% de NA, RU, QUE, LUT, APIG.

En la Tabla 22 se resumen los resultados para estimar los limites de
deteccion (LOD) y Limites de cuantificacion (LOC) en unidades de ppm para
los flavonoides evaluados en el presente estudio. Se puede observar que la
mejor sensibilidad en términos de LOD, correspondio al flavonoide naringina
(NA) (0.054 ppm). En general, el rango encontrado para el minimo nivel de
deteccion (LOD) utilizando el método isocratico HPLC, en la cuantificacion de
flavonoides, estuvo entre 0.054-0.55 ppm de flavonoides. Por otra parte, el
rango en los niveles de cuantificacion (LOC), estuvo entre 0.18-3.33 ppm de

flavonoides en el presente estudio.
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Tabla 22. Parametros para el calculo de los limites de deteccion y

cuantificacion de flavonoides via HPLC (método isocratico).

Componente b o LOD? LOC"
(ppm) (ppm)

NA 17113.29 | 308,04 0.054 0,18

RU 21409.89 | 635,16 0.089 0,30

QUE 40458.08 | 13486,03 1.00 3,33

LUT 71407.23 | 13091,33 |  0.55 1,83

APIG 68421.70 | 2274,06 0.10 0,33

& Limite de deteccién (LOD): la pendiente individual (b) y desviacion estandar media (o) fueron
analizadas y el LOD calculado por la ecuacién =3.0 a/b.

P Limite de cuantificacion (LOC): la pendiente individual (b) y desviacion estandar media (o)
fueron analizadas y el LOC calculado por la ecuacién =10 a/b.
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ANEXO 2

CONDICIONES DE ANALISIS CROMATOGRAFICO PARA LA SEPA RACION, DETECCION Y
CUANTIFICACION DE FLAVONOIDES

1. Condiciones de ensayo preliminares

P Fase Deteccion Flujo y >
Fase movil . ; Temp Volumen Resojucion
estacionaria v . =
inyeccion

-Solvente A acido formico 0.2% Columna 360 nm 40 °C 1.0mLs rin Altos tiempos de
-Solvente B: acetonitrilo Betasil C18 (4.6 x 100 290 nm 20l retencian vy baja
Separacion _Extractos de hojas mm; 3 pm de resolucion.
0-8min, 10-13%E; 8-28min, 13-20%B; | particula). Pico de [utedlina
25-40min, 20-40%8 v 40-45min, 40- eluye con el de
60%E quercetina

Haloes v yemas:
0-8min, 10-13%B; 8-25min, 13-20%E;
253-40min, 20-40%8 v 40-45min, 40-

B0%E

-Sokvente A acido formico 0.1% en | Columna 330 nm 40 *C | 1.0mLf min Altos tiempos de
agua Betasil C15 (4.6 x 100 280 nm 20l retencion para el
—Solvente B: acido formico 0.1% en | mm; 3 um de flavonoide rutina
acetonitrilo particula).

Gradiente lineal 10-60%B en 60min
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Continuacion condiciones de ensayo preliminares

Fase movif

Fase
estaclonaria

Deteccion

v

Temp.

Flujo y
Yolumen

Resolucion

inyeccion

particula)

—Solvente A : metanal; acido acético: | Columna 350 nrm 40 °C 1.0 mbLs min Picos no resuelven

agua, 5:5:90 Betasil C18 (4.6 ¥ 280 nm 20uL W No presentan

—Solvente B metanol acido acético: | 100 mm; 3 ym de buena simetria,

agua, 90:5:5 particula). flavonoles eluyen a

Programa de elucian: 8min solvente A, 40 minutas

gradiente  lineal desde 0-50%EB en

FOminutos.

Metanol: Acetonitrilo: Agua Aguasil C18 (4.6 ¥ 365 nm 25°C 0.2 L rnin Mejora tiempos

se pruetan distintas proporciones 100 rmm; 3 pm de 287 nm 10uL inmesurados pero

30: 20: 80 con 1% de (acido acetico) particula) cantinda

40:45:14 con 1% de (&cido acetico) insatisfactorio la

A0:45:14 con 1% de (acido acetico) resalucion de los
picos

Metanol Acetonitrilo: Agua AfQuasil C18 (4.6 ¥ 350 nm 25 °C 0.5 mbfmin Resolucion no es

35 13 30 con 1% de acido acetico 100 mm; 3 pm de 280 nm 10uL Enteramente

satisfactoria. Pero
valores de K
dptimos estan
cdentro del criterio
de 2 a10.
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2. Perfil de elucién gradiente lineal, con columna

Betasil C18.

RU-APIG-LUT-QUE .DETECCION FLAV 350. TEMPERATURA 40 °C

Processing Mahhad. <BE*7

0.0600_"] g‘
0.0400 ] L
= ] =
0.0200_] 1
0.0000 | \ L ) —
T T T T T T I T T
0.00 20.00 40.00
Minutes
Peak Results
Ret Time Area Height Start Time | End Time
# | Name (min) (uv*sec) (av) % Area ¥ Ht (min) {(min)
1| RU 23.700 229890 30642 11.52 14 .37 23 .433 23.983
2| APIG 34.517 647958 70531 32.48 33.09 34.200 34.633
3| LUT 34.733 381365 38514 19.12 18.07 34.633 35.117
4 | QUE 38.783 735643 73494 36.88 34.47 38.467 39.183

Dordr Docesltca
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ANEXO 3

RESULTADOS DEL ANALISIS DE VARIANZA POR

FLAVONOIDE Y CONCENTRACION

1. Resultados de las significancia de los flavonoid

es determinados por
dia para cada nivel de concentracion

Flavonoide Conc. (mg/g) Variable I\:/:zr;tceié(ie Sig’\r|1ii\fliila?1iia

5 Area Dia <0.0001

Apigenina 15 Area Dia <0.0001
30 Area Dia 0.0846
5 Area Dia 0.0031

Luteolina 15 Area Dia <0.0001
30 Area Dia 0.3487
5 Area Dia 0.0002
Naringina 15 Area Dia 0.0057
30 Area Dia 0.0029
5 Area Dia 0.0001

Quercetina 15 Area Dia <0.0001
30 Area Dia 0.0007

5 Area Dia <0.0001

Rutina 15 Area Dia <0.0001

30 Area Dia <0.0001
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2. Comparacion de promedios de area por dia para la
determinacion de flavonoides via HPLC

Promedio Area ( *10000)
Flavonoide Dia Numero
Concentracion (mg/ g planta)
5 15 30

1 6 29.5¢* 100.6a 20.4b

2 6 30.3a 94.8b 20.9a
Apigenina

3 6 30.0b 93.7c 20.6b

4 6 29.4c 99.9a 20.4b

1 6 30.6¢ 100.9a 20.6a

2 6 32.3a 96.5b 21.1a
Luteolina

3 6 31.7ab 95.9b 20.7a

4 6 31.1bc 100.5a 20.9a

1 6 1.6b 4.95bc 9.83b

2 6 1.8a 5.11ab 11.26a
Naringina

3 6 1.72a 4.85c 10.8a

4 6 1.64b 5.22a 10.65a

1 6 16.4b 55.0b 110.3b

2 6 17.1a 52.4c 118.0a
Quercetina

3 6 16.6b 52.4c 116.3a

4 6 16.3b 55.8a 112.3b

1 6 10.2c 33.0b 66.1b

2 6 10.5b 31.8c 69.6a

Rutina
3 6 10.7a 32.0a 69.3a
4 6 10.3c 33.6a 67.1b

* Letras iguales no difieren estadisticamente (Duncan al 5%)
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ANEXO 4

RESULTADOS DEL ANALISIS DE VARIANZA PARA LOS CONTEN IDOS
DE ALGUNOS FLAVONOIDES Y FLAVONOIDES TOTALES EN
DIFERENTES VARIEDADES DE CANA DE AZUCAR

1. Comparacion de promedios de flavonoides en hojas de cafna de
azucar para algunas variedades comerciales y promis  orias

Variedad N Concentracion ( mg/g de planta )

Total NA RU QUE LUT AP|G**
CC 85-92 2 1.40a* 0.90a 0.31a 0.028f 0.056a 0.10a
CC 85-63 2 0.74b 0.49b 0.23c 0.001j 0.02e 0.007gh
V 71-51 2 0.73c 0.37c 0.26b 0.04d 0.03c 0.017d
CC 84-75 2 0.67d 0.37c 0.19e 0.07a 0.04b 0.001i
CC 93-3895 2 0.38e 0.11g 0.18f 0.06¢c 0.02f 0.03b
CC 93-4418 2 0.33g 0.21d 0.033i 0.07b 0.02f 0.01f
CC 84-56 2 0.29h 0.13f 0.09h 0.04e 0.03d 0.001i
CC 89-2000 2 0.20i 0.09gh 0.09h 0.008i 0.0049 0.01¢df
CC 92-2393 2 0.13k 0.04ji 0.02ji 0.01h 0.03c 0.017d
CC 93-4223 2 0.08l 0.03j 0.02j 0.007i 0.02f 0.004ih
CC 92-2358 2 0.08l 0.03j 0.02j 0.006i 0.02f 0.004ih
POJ 2714 2 0.36f 0.19%e 0.10g 0.01h 0.03c 0.03c
CC 84-66 2 0.35f 0.001k 0.27b 0.02g 0.04b 0.02ed
CC 85-15 2 0.349g 0.06i 0.21d 0.02g 0.04b 0.01¢df
CC 86-33 2 0.15j 0.08h 0.01j 0.001j 0.04b 0.01ef

* Letras iguales no difieren estadisticamente (Duncan al 5%)
** NA (Naringina), RU (Rutina), QUE (Quercetina), LUT (Luteolina),
APIG (Apigenina )
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2. Comparacién de promedios de flavonoides en hojas , yemas y raices
para algunas variedades de cafa de azucar

Grupo \;ng; W Flavonoide (mg/g de planta )*

NA RU QUE LUT APIG TOTAL

Hojas CC 85-92 0.90a** 0.31a 0.03f 0.06a 0.10a 1.40a

Hojas CC 93-4418 0.21d 0.03i 0.07b 0.02f 0.01f 0.33g

Hojas CC 89-2000 0.09h 0.08h 0.01i 0.004g 0.01f 0.20i

Hojas CC 84-56 0.13f 0.09h 0.04e 0.03d 0.01f 0.29h

Yemas MZC 74-275 1.29a 0.11a 0.04a 0.03a 0.01a 1.44a

I Yemas CP 57-603 0.47b 0.07b 0.04a 0.01b 0.001b 0.62b
Raices CC 85-92 0.02¢ 0.04c 0.02b 0.001c 0.001b 0.10c

. NA Naringina RU Rutina QUE Quercetina
LUT Luteolina APIG Apigenina

** |_etras iguales no difieren estadisticamente (Duncan al 5%)
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ANEXO 5
Cromatogramas HPLC — UV de extractos de muestras

de material vegetal de algunas variedades de
cafa de azucar

Cromatograma HPLC-UV de mezcla de patrones de flavo noides y
extracto raiz de cafia (CC 93 - 3895)

Detecciéon 350 nm

" Channel: 486
0.01000_=

1 = 3\ o .
0.00800. A I " ) Ao
" "z (1? £y " | ,,Ivo ot bt J
E 2 5o | ey OO
0.00600 moan LT B / I h ey
5 = n [See oL It
L = f‘ i l i
0.00400_= i i O ‘ !
b i [ Loy
B | Lo
- = I ! .‘ i}
0.00200_ 2| bl I
- g [ Y [ .
0.00000 —-— ”\_-'u—‘/i W G 2o S S S -
' T 7 ! T T T T T T .
10.00 20.00
Minutes
Channel: 486
0.00200_ i :
E W B |
0.00150 " f = | |
i W |
2 = [ r
< 0 00100 J | | o
= kY
0.00050 [\ Y\ A A
: ShFl o AT
- o N e
0.00000 ] i
T T T T T
10.00 20100
Minutes

NA = Naringina; RU = Rutina; QUE = Quercetina; LU =  Luteolina;
APIG = Apigenina
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Cromatograma HPLC — UV de extracto de hojas de la

Variedad CC 92-2393

CC 92 — 2393 Detecciéon a 350 nm
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CROMATROGRAMA HPLC — UV de extractos de hojas de la

Variedad CC 93- 4223

CC 93- 4223 Deteccidon a 280 nm
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CROMATROGRAMA HPLC — UV de extractos de hojas de la

Variedad CC 92- 2358

CC 92- 2358 Deteccién a 280 nm
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CC 92- 2358 Deteccién a 350 nm
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CROMATROGRAMA HPLC — UV de extractos de hojas de la

Variedad CC 84 - 56

CC 84 - 56 Deteccion a 280 nm
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AU

CROMATROGRAMA HPLC — UV de extractos de yemas

de la Variedad MZC 74 - 275

MZC 74 - 275 Deteccion a 280 nm
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ANEXO 6

Determinacion espectrofotométrica (UV) de fenolest  otales

Reaccion general del reactivo de Folin con compuest  os fendlicos

Reactivo de Folin
( w-l- , M°G+ )
(color amarilio)

Reactivo de Folin
reducido

( Wet |, Mo®+)

0 (color azul)
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