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. RESUMEN

Los flavonoides son compuestos polifendlicos que se encuentran distribuidos en el reino
vegetal. Las propiedades antioxidantes de estos compuestos se relacionan con su capacidad
de atrapar radicales libres (ej. radical hidroxilo) y apagar especies excitadas (ej. oxigeno
singlete).

Los flavonoides poseen la capacidad de interactuar con distintas proteinas desde que se
administran, al estar en la circulacion sanguinea, con proteinas estructurales celulares,
pudiéndose modificar tanto su biodisponibilidad como sus efectos farmacoldgicos. Estudios
recientes sugieren que la unién con albdmina afecta la absorcion, biodisponibilidad y
actividad de los flavonoides, dependiendo de la estructura del polifenol.

El objetivo general de este trabajo es desarrollar metodologias cromatograficas HPLC para
la determinacidn del efecto antioxidante frente al radical hidroxilo, de polifenoles que estan
interactuando con albimina en medio acuoso tampon pH 7,4, siguiendo el consumo del
polifenol en funcién del tiempo.

Asi, se desarrollaron dos metodologias analiticas por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiencia (HPLC). Una fue desarrollada con la finalidad de lograr una &ptima separacién
del flavonoide vy sus respectivos productos de oxidacion. Para esta metodologia se utiliz6
una columna de fase reversa C8 y una gradiente de elucion isocratica. Por otra parte, el
seguimiento del consumo de cada flavonoide en funcion del tiempo se realiz6 en una
columna C18, donde estos compuestos eluyen a tiempos menores en comparacion con la
metodologia utilizada para la separacion de los posibles productos de oxidacion. Ambas
metodologias fueron validadas en forma preliminar utilizando concentraciones del rango
micromolar, presentando una adecuada relacion lineal entre la sefial cromatogréfica y la
concentracion.

La metodologia se aplico eficientemente para la determinacion del efecto antioxidante de
morina cuando esta interaccionando con albdmina en medio acuoso tampén pH 7,4 y se
compard con el medio homogéneo. Los resultados muestran que morina presenta una
mayor reactividad con el radical hidroxilo cuando esta interactuando con la proteina, lo que

indica que aumenta su eficiencia antioxidante.
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1. SUMMARY

Flavonoids are polyphenolic compounds that are distributed in the plant kingdom. The
antioxidant properties of these compounds are related to their ability to trap free radicals
(eg. hydroxyl radical) and quench excited species (eg. singlet oxygen).

Flavonoids have the ability to interact with different proteins since they are administered,
being in the bloodstream, with cellular structural proteins, being able to modify both their
bioavailability and their pharmacological effects. Recent studies suggest that binding with
albumin affects the absorption, bioavailability and activity of flavonoids, depending on the
structure of the polyphenol.

The general objective of this work is to develop HPLC chromatographic methodologies for
the determination of the antioxidant effect against the hydroxyl radical of polyphenols that
are interacting with albumin in aqueous buffer pH 7.4, following the consumption of
polyphenol as a function of time.

Thus, two analytical methodologies were developed by High performance Liquid
Chromatography (HPLC). One was developed with the purpose of achieving an optimum
separation of the flavonoid and its respective oxidation products. For this methodology, a
C8 reverse phase column and an isocratic elution gradient were used. On the other hand,
the monitoring of the consumption of each flavonoid as a function of time was carried out
in a C18 column, where these compounds elute at shorter times in comparison with the
methodology used for the separation of the possible oxidation products. Both
methodologies were validated in a preliminary way using concentrations of the micromolar
range, presenting an adequate linear relationship between the chromatographic signal and
the concentration.

The methodology was applied efficiently for the determination of the antioxidant effect of
morin when interacting with albumin in an aqueous buffer pH 7.4 and was compared with
the homogeneous medium. The results show that morin presents a greater reactivity with
the hydroxyl radical when it is interacting with the protein, which indicates that it increases

its antioxidant efficiency.
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1) INTRODUCCION

Los flavonoides son compuestos polifendlicos que se encuentran ampliamente
distribuidos en plantas, frutas, verduras y alimentos variados como el té negro, la cocoa, el
café, la cerveza y el vino M Estructuralmente pueden ser simples moléculas fendlicas
hasta compuestos polimerizados con pesos moleculares superiores a los 30.000 Dalton [2-4].
Poseen una estructura que presenta un esqueleto hidrocarbonado del tipo C6-C3-C6
(difenilpirano), compuesto de dos anillos bencénicos (A y B) ligados a través de un anillo
pirano C. Los atomos de carbono del anillo C y A se numeran del 2 al 8, y los del anillo B
desde el 2" al 6" (Figura 1) 24

Figura 1. Estructura bésica de los flavonoides.

Se han identificado mas de 5000 flavonoides, los cuales se pueden clasificar en
funcion de sus caracteristicas estructurales en flavonoles, flavonas, flavanonas, flavanoles,
chalconas, dihidrochalconas, dihidroflavonoles, antocianidinas, leucoantocianidinas,
isoflavonoides, biflavonoides, proantocianidinas o taninos condensados.

Quercetina, canferol y morina son tres flavonoides pertenecientes al subgrupo de
los flavonoles cuyo ndcleo estructural es la 3-hidroxiflavona. Presentan diferencias
estructurales importantes que son relevantes, como por ejemplo, el nimero y posicion de
los grupos hidroxilos (Figura 2).
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kaempferol H H OH
quercetin H OH OH
morin OH H OH

Figura 2. Estructura basica de flavonoles canferol, quercetina y morina

La actividad de los flavonoides como antioxidantes depende en parte de las
propiedades redox de sus grupos hidroxifendlicos y de la relacion estructural en diferentes
zonas del esqueleto de la molécula °®! Las propiedades antioxidantes de los flavonoides se
relacionan con su capacidad de atrapar radicales libres (ej. radical hidroxilo) y apagar
especies excitadas (ej. oxigeno singlete). Esta actividad aumenta en relacion a los grupos
hidroxilos sustituidos en el anillo B.

Se ha demostrado que la capacidad de atrapar radicales hidroxilos disminuye
en el siguiente orden: quercetina > morina >> canferol. Quercetina es el flavonoide mas
abundante encontrado en vegetales y frutas !, estando presente principalmente en su
forma glicosida 1 Ademas de su reportada actividad antioxidante, se ha demostrado que
quercetina actia como inhibidor de la oxidacion de lipoproteinas de baja densidad
mediada por neutréfilos ™.

En el afio 2012, Morales y col. y en 2015 Giinther y col. informaron sobre la
desactivacion de oxigeno singlete por flavonoles tanto en medios homogéneos como
heterogéneos 2. La desactivacion de esta especie por los flavonoles quercetina, canferol
y morina que se encontraban en la interfase de vesiculas y/o membranas de eritrocitos, no

mostraba diferencias significativas con valores reportados en medio homogeéneo.



Garcia y col. analizaron la estabilidad de flavonoides en presencia de especies
reactivas de oxigeno (ROS) generadas por foto-irradiacion de riboflavina y eosina.
Quercetina y rutina son los que presentaron mas baja actividad desactivadora de oxigeno
singlete, actuando principalmente como desactivadores fisicos, mientras que morina se
considera un "scavenger sacrificial”, ya que el 80% de la desactivacion de oxigeno singlete
corresponde a su degradacion ™. Turnaire y col. y Mukai y col. sugirieron posibles
mecanismos de foto-oxidacion de flavonoides por oxigeno singlete %,

Diversos estudios sugieren una relacion entre la interaccion de flavonoides con
membranas lipidicas y la actividad bioldgica de éstos (16221 Se ha reportado que algunos
flavonoides presentan actividad antitumoral, la cual es mediada por cambios funcionales
inducidos en diversas proteinas asociadas a membranas. La extension de la interaccion de
flavonoides con membranas lipidicas depende principalmente de su hidrofobicidad y
localizacién dentro de la bicapa lipidica. De acuerdo a la estructura quimica, grado de
sustitucion y pKa de sus grupos hidroxilos, los flavonoides pueden estar localizados tanto
en la zona hidrofobica de la bicapa lipidica o en la interface de la membrana, pudiendo
generar alteraciones en la fluidez o en su rigidez **?%. En cuanto al aumento de la
hidrofobia de los flavonoides, se ha indicado que la presencia de un grupo hidroxilo en
posicion 5 del anillo A incrementa significativamente su lipofilicidad cuando se compara
con la presencia de grupos hidroxilos en otras posiciones de la molécula .

Por otra parte, los antioxidantes poseen la capacidad de interactuar con distintas
proteinas desde que se administran (por ejemplo, algunas catequinas con la caseina de la
leche), al estar en la circulacién sanguinea (flavonoides con albumina), con proteinas
estructurales celulares (glicoforina de eritrocitos), pudiéndose modificar tanto su
biodisponibilidad como sus efectos farmacologicos. Una de las proteinas importantes para
la distribucion de compuestos bioactivos en el organismo es la proteina albumina de suero
humano (HSA). La union de sustancias a la proteina induce muchas veces modificaciones
de interacciones débiles, lo que resulta en cambios en la estructura y en la estabilidad de
HSA [30-33].

La albamina de suero bovino (BSA) es una de las proteinas mas estudiadas dentro
de los tipos de albuminas, debido principalmente a la similitud estructural que existe con la

alblimina de suero humana (HSA) B¥ (Figura 3). Esta proteina es utilizada con frecuencia



como modelo en estudios toxicolégicos y en la interaccion de moléculas bioactivas
(farmacos y moléculas naturales como los polifenoles) B> *¢. Estudios recientes sugieren
que la unién con BSA afecta la absorcion, biodisponibilidad y actividad de los flavonoides,
dependiendo de la estructura del polifenol &7,

HSA es una proteina globular compuesta de 585 aminoacidos con un peso
molecular de 66.500 Da, que se caracteriza por la presencia de estructuras alfa-hélices B2,
Posee tres dominios homologos (dominios I-111), a su vez divididos en 2 subdominios (A'y
B), con multiples sitios de unidon de ligando localizados en cada uno de estos subdominios
[38. 39 HSA tiene innumerables funciones: es una de las principales responsables de la
presion oncotica del plasma y la mas importante es el ser transportadora de compuestos
enddgenos y exdgenos presentes en el cuerpo humano “%. Su papel en el transporte de
sustancias en la sangre es tan importante que la biodisponibilidad de muchos compuestos
bioldgicamente activos esté relacionada con la interaccion y unién sucesiva con HSA ¥4,
La union de sustancias a macromoléculas induce muchas veces modificaciones de

interacciones débiles, lo que resulta en cambios en la estructura y estabilidad de HSA B2,

Figura 3. Estructura proteica de albimina de suero humana (HSA) y albiimina
de suero de bovino (BSA)

Si bien hay marcadas similitudes entre BSA y HSA en sus composiciones, HSA tiene solo
un residuo de triptéfano Trp-214, mientras que BSA contiene dos triptéfano Trp-212 y Trp-
134 como fluordéforos (Figura 3).

Existen varios estudios respecto a la interaccion de polifenoles con albimina,

[46],

destacando el de Fickel y col. en 2006 quienes han demostrado la alta afinidad que
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posee el 4cido tanico con proteinas, la cual se ve reflejada en base a un aumento de las
interacciones hidrofobicas entre el polifenol y las proteinas, tal como sefiala Hofmann y
col. en su trabajo en 2006 “7). Otras investigaciones han estudiado el efecto de los grupos
galoil en la afinidad con proteina ¥, donde los puentes de hidrégeno se forman a partir de
los 3 grupos hidroxilos proporcionados por cada grupo galiol, asi como las uniones
hidrofébicas debido al anillo benceno, inducen un aumento de la afinidad por BSA,
existiendo ademas prevalencia de un mecanismo estatico por sobre uno dinamico. En 2015,
Li y col. estudiaron la interaccion de catequina con HSA por técnicas de UV-Vis,
espectroscopia de fluorescencia, dicroismo circular y calorimetria de titulacion isotérmica
(91 La intensidad de fluorescencia de HSA disminuye en funcion a la cantidad de (+)-
catequina, indicando que la union del polifenol con HSA desactiva la fluorescencia
intrinseca de HSA.

Existen diversas metodologias analiticas que han sido empleadas para la determinacion de
flavonoides, tanto en plantas, como en fluidos humanos o productos alimenticios. Dentro de
ellas encontramos las técnicas de separacidn que permiten aislar e identificar componentes
de una mezcla, obteniéndose sefiales para realizar analisis cualitativos y cuantitativos.

En la actualidad la técnica de separacion méas empleada en estudios de flavonoides es la
cromatografia. El andlisis cualitativo de esta técnica se basa en la medicion de parametros
especificos como por ejemplo el tiempo de retencion (tr) y el analisis cuantitativo se basa
en mediciones de areas relacionadas con la concentracion de los compuestos.

La cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) es la técnica analitica mas utilizada para
la separacion e identificacion de compuestos polifendlicos. Dentro de sus variantes existe la
de fase reversa la cual se caracteriza por el empleo de una fase estacionaria de naturaleza
apolar y una fase movil de naturaleza polar. Se emplean fases estacionarias a base de silice
guimicamente modificada conteniendo usualmente cadenas hidrocarbonadas de 8 atomos
de carbono (C8) y de 18 atomos de carbono (C18). Dentro de los solventes organicos
polares mas comunes que componen la fase movil se encuentra el acetonitrilo (ACN) y el
metanol, los cuales se emplean teniendo en cuenta caracteristicas fisicoquimicas de los
polifenoles a analizar (solubilidad, grado de ionizacion, coeficiente de particion, entre

otros).



Existen diversos estudios que abarcan el empleo de esta técnica para el analisis de
flavonoides que se encuentran interactuando con proteina albumina de suero humano.
Dufour y col. informaron sobre la actividad antioxidante de quercetina y sus productos de
oxidacién en un modelo de interaccion con proteina HSA asociada a lipidos de &cido
linoléico mediante una metodologia por HPLC B9 Julianto y col. Desarrollaron una
metodologia por HPLC con deteccion UV para la determinacion del flavonoide a-tocoferol

en plasma humano realizando los tratamientos previos antes de la inyeccion 5.



2) OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de este trabajo es desarrollar metodologias cromatograficas
HPLC para la determinacion del efecto antioxidante frente al radical hidroxilo, de
polifenoles que estdn interactuando con albdmina en medio acuoso tampon pH 7,4,
siguiendo el consumo del polifenol en funcién del tiempo.

Los compuestos seleccionados en este estudio son los flavonoles quercetina y
morina (Figuras 4 y 5). Estos fueron escogidos debido a que se encuentran
comunmente presentes en productos de la dieta y ademas, por su relacién estructura

quimica-actividad antioxidante.

Figura 5. Estructura quimica de quercetina Figura 4. Estructura quimica de morina

3) OBJETIVOS ESPECIFICOS

v' Implementar un equipo HPLC recientemente adquirido para desarrollar las

metodologias analiticas propuestas

v Desarrollar metodologias analiticas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia
(HPLC) para la éptima separacion de los compuestos polifendlicos y sus productos

de oxidacion y/o seguimiento del consumo en funcion del tiempo.

v" Aplicar una metodologia para la determinacién del efecto antioxidante de los
polifenoles cuando estan interaccionando con albimina en medio acuoso tampon
pH 7,4.



4) PLAN DE TRABAJO

El plan de trabajo se estructurd de acuerdo al siguiente orden:

1.- Implementacion del equipo HPLC para desarrollar las metodologias analiticas

propuestas.

2.- Desarrollo de metodologia HPLC

e Oxidacion de los polifenoles en tampon pH 7,4 por reaccién con radical hidroxilo
generado por fotdlisis de perdxido de hidrégeno.

e Seleccion de condiciones cromatograficas de separacion ptima de los polifenoles y
sus productos de oxidacion (columna, fase mdvil, flujo, elucion por gradiente,
volumen de inyeccion)

e Seleccién de longitud de onda donde los compuestos obtuvieran una adecuada

sensibilidad.

3.- Aplicacién del método para la interaccion del polifenol con albdmina.
e Oxidacion del polifenol que esté interactuando con albumina en tampén pH 7,4 por
reaccién con radical hidroxilo generado por fotdlisis de perdxido de hidrdgeno.
e Extraccion del polifenol desde la muestra

e Aplicacion u optimizacion del método HPLC para ser aplicado.



5) MATERIALES

Reactivos

Los flavonoles seleccionados en este trabajo, quercetina dihidratada (sobre 98%),
morina dihidratada (sobre 98%) y morina monohidratada (sobre 99,9%) fueron adquiridas
en el comercio (Sigma Aldrich).

La albumina empleada corresponde a albumina de suero de bovino 100% (BSA
66000 gmol™) fraccién V adquirida en el comercio (CALBIOCHEM) y almacenada a una

temperatura menor a 4°C.

Solventes

Los solventes metanol (grado HPLC), acetonitrilo (grado HPLC), tetrahidrofurano
(grado HPLC), etanol (grado HPLC) y acido trifluoroacético (grado HPLC) fueron
adquiridos a Merck. El agua fue purificada y desionizada usando un sistema milli Q.

El tampdn TRIS pH 7,4 fue preparado para un volumen total de 500 mL, pesando
alrededor de 30,5 g de TRIS base (C4H;1NO3, adquirido en el comercio por WINKLER.)
ajustando a pH 7,4 utilizando HCI fumarico.

El tampon fosfato salino (PBS) fue preparado para un volumen total de 500 mL,
utilizando 4,03 g de NaCl, 0,11 g de KCI, 0,575 g de Na;,HPO, y 0,02 g de KH,POy,, que
posteriormente fue ajustado a pH 7,4 utilizando soluciones de NaOH y HCI.

Ademas, se prepard una solucion tampon pH 7,4 constituido por 50 mL de KH,PO,
y 39 mL de NaOH, ambas soluciones de concentracion 0,1 M. Se ocupd HCI fumante para

ajustar.



6) INSTRUMENTACION

El sistema de medicion cromatogréfica consistio de un equipo HPLC
SHIMADZU® con detector de Diodos (SPD-M20A). Las columnas cromatogréficas
utilizadas fueron una columna C-18 CHROMOLITH ® de 100 x 4,6 mm de diametro
interno, con poros de 2 um, una Columna C-8 KROMASIL ® (100-5C8) 150 x 4,6 mm de
didmetro interno y una columna C-18 INERTSUSTAIN ® de 250 x 4,6 mm de didmetro
interno y tamafio de particula de 5 um.

La centrifugacion de las muestras se realiz6 en una centrifuga Hermle Labotechnik
GmbH, modelo Z326K.

La fotolisis de las muestras fue realizada con una ldmpara de mercurio Black-Ray,
modelo B100AP.

7) METODOLOGIA

v' Implementacién del equipo HPLC para desarrollar las metodologias analiticas
propuestas.

Se dispuso de un equipo operativo HPLC marca SHIMADZU® el cual fue
adquirido en noviembre de 2016. La puesta en marcha del equipo se efectué en los meses
siguientes realizando los acondicionamientos previos correspondientes (filtrado vy
desgasificacion de fases, purga de bomba y de autosampler, lavado de inyector y
acondicionamiento de columnas empleadas, entre otros). Una vez llevadas a cabo las tareas
anteriores, se desarrollaron las metodologias correspondientes para la separacion de los
productos de fotodegradacién y consumo de los polifenoles.

Antes de desarrollar las metodologias que se proponen en este trabajo, se puso en
operacion el sistema HPLC, desarrollando para ello un instructivo tipo “procedimiento
operativo”, el cual se aplica a todo el personal (estudiantes, investigadores y/o profesores)
que tengan como objetivo realizar analisis en el equipo detallado. Se describié el
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funcionamiento basico del equipo de manera sistematica, estandarizada y concisa, para todo

tipo de procedimiento que requiera ser detallado. (Ver anexo).

NPROL Narion: 01

&j Funcionamiento equipo HPLC marca | Toel pign= ©
3 “SHIMADZU" Fechz: 02052017

Objetivos: describir =] funci onamiemn bisio del equipo de anilisis HPLC marcs SHIMADZU de
mmen i 2 todo tip que.

Figura 6. Procedimiento operativo de funcionamiento de HPLC marca SHIMADZU

El sistema HPLC consta de las siguientes unidades:

- DGU-20ASR: unidad desgasificadora

- Pump LC-20ATX2units (bomba): sistema de bombeo de solvente

- Autosampler SIL-20A: sistema de inyeccion automatico de muestra

- Column oven CTO-20A: columna de separacion

- Detector SPD-M20A: detector de sefial

- Labsolutions: software controlador del equipo, el cual incorpora funciones de alto
grado. En él se pueden realizar funciones especificas como por ejemplo el control
de datos instrumentales y analiticos, analisis y revision de datos, la creacion de

métodos y ajustes, entre otros.
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v Preparacion de soluciones stock de cada flavonoide

Se prepararon soluciones estandares de cada uno de los flavonoides estudiados,
pesando en balanza analitica en forma exacta, aproximadamente 1 mg de cada compuesto,
que posteriormente fue agregado a un matraz volumétrico de 5 mL. Luego los compuestos
fueron disueltos en metanol. Finalmente, cada una de las soluciones fueron sometida a

agitacion en vortex y luego fueron llevadas a volumen y guardadas a 5° C.

v Preparacién de solucion stock de albimina (BSA)

Se pes6 alrededor de 100 mg de proteina BSA (66000 g mol™) en forma exacta en
balanza analitica, en un matraz volumeétrico de 10 mL. La muestra fue disuelta en solucion
acuosa tampon pH 7,4, se agitd en vortex y se adicionaron gotas de etanol para disminuir
espuma antes del aforo. Se completé volumen con la misma solucion tamponante. La
solucion de BSA preparada se sometié a sonicacion por 5 min y se almacend a una

temperatura de 5°C.

v Fotodegradacion de los polifenoles en estudio

Este procedimiento se realiz6 ocupando una lampara de mercurio, la cual emite
radiacion UV suficiente para generar especies reactivas de oxigeno (radical hidroxilo)
mediante la degradacion de peroxido de hidrogeno (H,O>) a 254 nm.

Se adicionaron 2 mL de muestra de analisis a una cubeta de fluorescencia, junto con
el volumen necesario de perdxido para una concentracion de 1% (20 uL de H,0,). Se agit6
la muestra para homogenizar la solucion.

Se utilizé una distancia fija de 25 cm desde el foco de emisidn de la lampara hasta
la cubeta con la muestra y se tomaron los tiempos necesarios de exposicion con uso de

cronémetro.
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v Desarrollo de metodologias analitica HPLC

1) Linealidad

Como pardmetro analitico se determiné la linealidad en las metodologias HPLC
desarrolladas de la siguiente manera:

Se realizaron pruebas de linealidad con respecto a la columna C8 KROMASIL®
colocando a prueba tres medios diferentes (tampén TRIS 7,4; MEOH y tamp6n PBS 7,4).
Se prepararon soluciones estandares de cada uno de los compuestos por separado, pesando
en balanza analitica aproximadamente 1 mg de compuesto en un matraz volumétrico de 5
mL y disuelto en MEOH. Finalmente cada una de las soluciones fueron sometidas a
agitacion en vortex. Para la medicidén cromatogréafica, a partir de cada una de las soluciones
estandares se prepararon 5 diluciones de distinta concentracion aforando con los medios
mencionados anteriormente. Las 5 diluciones para cada medio se analizaron por HPLC.

Respecto a la columna C18 INERTSUSTAIN ® se realizaron estudios de
linealidad sélo con morina monohidratada en 2 medios distintos (agua milli Q y tampon pH
7,4 constituido por KH,PO, y NaOH). Para esto se prepararon soluciones stock de morina
pesando alrededor de 2 mg de compuesto en un matraz volumétrico de 5 mL y aforando
con metanol. Se prepararon 6 diluciones de distinta concentracion para los dos medios

empleados y se analizaron por HPLC.

2) Precision

Se realiz6 un estudio de precision respecto a la columna C18 INERTSUSTAIN ®
preparando dos soluciones stock de morina monohidratada en etanol, pesando alrededor de
4,8 mg de compuesto en matraces de 2 mL, aforando con etanol. Cada soluciéon madre se
diluy en triplicado a una concentracién objetivo de 2,47x10° M (24,7 uM) ocupando
tubos Eppendorf a un volumen final de 1800 pL. Las 6 diluciones se realizaron en tampon

pH 7,4 agitando en vortex cada tubo.
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v Interaccién de los compuestos con proteina albimina BSA

Este procedimiento se realizd como simulacion de la interaccion entre el polifenol y
la proteina albumina humana, a modo de evaluar la capacidad antioxidante que tendra el
compuesto cuando se encuentre distribuido en el organismo.

Se realizd un protocolo de interaccién entre el polifenol y la proteina albimina de
suero de bovino (BSA), seguido de la respectiva extraccion para inyectar el polifenol libre

de fraccion proteica. Los procedimientos se detallan a continuacion.

v Procedimiento de interaccién polifenol-BSA

En un matraz de 2 mL se adicionaron alicuotas respectivas de solucion stock BSA y
solucion stock de morina, de tal manera que ambos componentes estuvieran a una misma
concentracién (4x10™° M). Se llevé a volumen con solucién tampén pH 7,4, agitando en
vortex y dejando en reposo por un tiempo superior a 30 minutos, para llevar a cabo la
interaccion de manera eficiente.

Transcurrido el tiempo necesario de interaccién, se sacé un volumen de 500 pL de
muestra a un tubo Eppendorf para realizar el proceso de extraccion previo a la inyeccién en
HPLC.

v Extraccion del polifenol que esta interactuando con BSA

Este procedimiento se realizd con el objetivo de eliminar la fraccion proteica de la
muestra en interaccion, para evitar problemas instrumentales debido a la posible
precipitacion que puede tener la albdmina por accion de solventes organicos ocupados en la
metodologia. Para tal efecto, se debe preparar una solucion de extraccion compuesta por
solventes organicos que sea capaz de disminuir la solubilidad de la albumina en el medio de
interaccidn, facilitando su posterior precipitacion para dejar libre al polifenol en el medio.

Este proceso recibe el nombre de “desproteinizacion” %

14



Se prepard una solucion de extraccion adicionando en una probeta 30 mL de
acetonitrilo (ACN) y 20 mL de tetrahidrofurano (THF), obteniéndose una mezcla de
proporciones 3:2 ACN/THF Y,

Para realizar el proceso de manera eficiente, la proporcion entre los volimenes de
muestra y solucion de extraccion debe ser de 1:2. Para tal efecto se adicionaron 1000 pL de
solucion de extraccion a 500 puL de muestra en tubos Eppendorf, agitando en vortex por 2
minutos.

Las muestras fueron centrifugadas por 5 minutos a 20000 rcf Py luego fueron
filtradas en viales de analisis ocupando jeringas con filtros de 0,22 um.
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8) RESULTADOS

1. Desarrollo de una metodologia para la separacidon de supuestos productos de

degradacion de polifenoles ocupando una columna C18.

Para desarrollar una metodologia de seguimiento de los productos de degradacion
de los polifenoles en estudio, es necesario encontrar las condiciones adecuadas que
permitan obtener un buen rango de tiempo entre la sefial del frente de solvente y la sefial
caracteristica del polifenol. De esta manera se desarrolla una metodologia que trate de
extender en lo posible el tiempo de retencion del compuesto principal para dejar un buen
rango de observacion de los productos de degradacion.

Los posibles productos de degradacion que seran analizados, son los resultantes de
la oxidacion del flavonoide frente a una reaccion con radical hidroxilo. Estos productos se
caracterizan por tener una naturaleza mas polar en relaciéon al compuesto de origen, lo cual
se vera reflejado en los tiempos de retencion de sus sefiales que seran menores en relacion
al flavonoide.

El primer estudio se realizé ocupando una columna C18 marca CHROMOLITH ®
cuyas caracteristicas fueron descritas anteriormente. Las fases moviles a utilizar fueron
acetonitrilo (fase C) y una solucion acuosa acidificada con acido trifluoroacético al 0,05%
(fase D).

La metodologia de analisis desarrollada parte de los siguientes pardmetros
- 0-10 min: 22% fase C/ 78% fase D (isocrético)
- 10 - 20 min: 50% fase C/ 50% fase D (isocréatico)
- 20 - 25 min: 65% fase C/ 35% fase D (isocrético)
- 25-30 min: 22% fase C/ 78% fase D (isocratico - condicion inicial)
- Flujo: 1 mL/min
- Longitud de onda de analisis: 255 nm
- Volumen de inyeccion: 30 pL

- Temperatura de columna: 25°C
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La longitud de onda elegida para los analisis cromatograficos fue de 255 nm,
correspondiente a la primera banda de absorcion de los flavonoides en estudio y también es

la longitud de onda donde los productos de fotoxidacion presentan la mayor sensibilidad.
La concentracion de las muestras de polifenoles a analizar fue de 5x10° M en metanol.

Analisis de morina dihidratada

La sefial del compuesto se muestra en el siguiente cromatograma a 255 nm.

450005
40000
250003 morina 5x10-5 M
200001 1190763 UA

25000
20000]
150003
100003

impureza a TR: 16 min
£000]

-£000]
10000
-15000]

sefal solvente
MEOH

-200004

-25000]

T
0.0 1.0 20 3.0 40 50 6.0 7.0 80 9.0 10,0 1.0 120 130 140 150 16,0 17.0 180 190 20,0 min

Figura 7. Cromatograma de HPLC para el compuesto morina usando metodologia de analisis columna C18
CHROMOLITH ®

Se observo que la sefial de morina aparece a un tiempo de retencion (tr) de 5,4 min

y a su vez aparece una sefial de impureza caracteristica alrededor de los 16 min.
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Analisis de guercetina

La sefial del compuesto se muestra en el siguiente cromatograma a 255 nm.

90000
80000
70000 4

60000

quercetina 5x10-5 M
2885508 UA

50000 4
40000 4
30000 4
20000 4

10000

r‘w~

senal solvente
MEOH

-10000-]
-20000
~30000
-40000
-50000

50000

T T T T T T T T T T T
00 25 50 75 100 125 150 175 200 25 250 25 min

Figura 8. Cromatograma de HPLC para el compuesto quercetina usando metodologia de andlisis columna
C18 CHROMOLITH ®

Se observo que la sefial de quercetina aparece a un tiempo de retencion (tg) de 7,49
min, sin presentar sefial de impureza como en el caso de morina dihidratada.

Se realiz6 un primer procedimiento de fotodegradacién para los dos polifenoles
ocupando una concentracion de oxidante (H,O,) de 1% en un volumen total de muestra de

2 mL. El procedimiento de fotodegradacion se detalla a continuacion.

1.1 Fotodegradacion de polifenoles ocupando peroxido de hidrogeno (H,0y)
all%

Se tomaron alicuotas respectivas de soluciones stock de polifenol, las cuales se
traspasaron a un matraz de 2 mL (para una concentracién de 5x10° M) y se completd a
volumen con metanol. Se agitd la solucion y se traspasd a una cubeta de fluorescencia.
Luego se adicionaron 20 pL de oxidante peréxido de hidrégeno para que esté a una
concentracion de 1% en el volumen total de muestra (2 mL). Se agitd la solucién y se

sometio a exposicion luminica (lampara UV) a tiempos establecidos.
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Terminado el tiempo de exposicion necesario se agito la cubeta y se sacaron alrededor de
1000 pL de muestra fotolizada a un vial de anélisis HPLC.

Los resultados de los cromatogramas para las muestras fotolizadas a los respectivos
tiempos de exposicion se muestran a continuacion.

Fotodegradacion de morina dihidratada

705004
0 min fotolisis: 1047822 UA
50000 i =
10 min fotolisis: 892429 UA . AT

15 min fotolisis: 829020 UA /\——\7\—“
<y 30 min fotolisis: 679594 UA e R
200004 - 60 min fotolisis: 417813 UA h“—/r\ _____ v

som0d 90 min fotolisis: 251987 UA {,---—\: /_‘

: R coies . s Qo NG, 120 min fgtolisig 118125 UA St /

900

Figura 9. Cromatogramas de HPLC para morina bajo condiciones de fotoxidacion usando metodologia de
analisis columna C18 CHROMOLITH ®

Se observo que a los 10 minutos de fotodegradacion empieza a aparecer una sefial
con tg de 19,0 min. Esta sefial va aumentando su area a medida que progresa la fotolisis.

El area de la sefial de morina empieza a disminuir a medida que progresa la
fotodegradacion, generandose un ensanchamiento de banda que se ve reflejado en una
pérdida en la definicion de la sefial.

Se observa también que con el aumento en los tiempos de exposicion se van
generando nuevos productos de degradacion que aparecen antes de la sefial del compuesto
(tr 5,4 min), siendo necesario desarrollar una metodologia de tal manera que se puedan
sequir adecuadamente las sefiales respectivas.

A medida que progresa la fotdlisis, la sefial de la impureza (tg 16,5 min) empieza a
desaparecer, perdiendo su forma a los 90 minutos de foto exposicion.
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Fotodegradacion de quercetina
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o | @ f o\ 15 min fotolisis: 1803411 UA

30 min fotolisis: 1332274 UA

o ~\ E E 3 75 min fotolisis: 569418 UA
o

\ 90 min fotolisis: 442381 UA

—

§
[ |

120 min fotolisis: 353365 UA

¥ Y
L

Figura 10. Cromatogramas de HPLC para quercetina bajo condiciones de fotoxidacion usando
metodologia de analisis columna C18 CHROMOLITH ®

Se observé que a 15 min de fotodegradacidn aparece una sefial con un tg de 3,5 min,
que va incrementando su intensidad a medida que transcurren los tiempos de exposicion.
A simple vista se puede apreciar que el consumo de quercetina es mayor en

comparacién al de morina, lograndose ver una sefial poco perceptible a los 75 min de
fotodegradacion.
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1.2 Adaptacion de la metodologia para aumentar el tg de los polifenoles:

modificacion de la proporcién de la fase movil

Se realizaron cambios en la metodologia anteriormente descrita para aumentar los
respectivos tiempos de retencién de las sefiales de los compuestos en estudio, para poder
facilitar la separacién de sus productos de degradacion.

Para esto se decidio realizar una prueba con morina, ya que presenta menor tg en
comparacion a quercetina.

Se aumento la proporcidn de la fase acuosa (fase D TFA 0,05%) a 80% Yy por ende,
se disminuyd la proporcion de la fase organica (fase C acetonitrilo) a un 20% en los
primeros 15 min de corrida de muestra para ver si se prolongaba el tx de morina. Los

parametros de la hueva metodologia se muestran a continuacion.

- 0-15min: 20% fase C/ 80% fase D (isocratico)

- 15 - 20 min: 50% fase C/ 50% fase D (isocrético)

- 20 - 25 min: 65% fase C/ 35% fase D (isocratico)

- 25-30 min: 22% fase C/ 78% fase D (isocrético - condicidn inicial)
- Flujo: 1 mL/min

- Longitud de onda de analisis: 255 nm

- Volumen de inyeccion: 30 uL

- Temperatura de columna: 25°C

Los resultados se muestran a continuacién a una longitud de deteccion de 255 nm.
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Figura 11. Comparacién de Cromatogramas HPLC para el compuesto morina usando la modificacion
de la metodologia de analisis en columna C18 CHROMOLITH ®

Se observo que aumentando la proporcion de fase acuosa D (de 78 a 80%) y
prolongado el tiempo de inicio (hasta 15 min) en modo isocratico, se logra ver un
desplazamiento del tg de la sefial de morina de 5,7 a 7,6 min. Ademas se vio un aumento
del area del compuesto debido a un leve ensanchamiento de banda de la sefial.

A pesar de las modificaciones realizadas anteriormente, la sefial de impureza sigue
apareciendo de manera notoria, por lo tanto se decidid evaluar la influencia de ocupar

morina de distinto origen, reemplazando la morina dihidratada por una monohidratada.

1.3 Comparacion de la sedal

de morina dihidratada versus morina
monohidratada

Se preparé una solucion stock de morina monohidratada en un matraz de 5 mL
aforando con metanol. Se sacaron alicuotas correspondientes a un matraz de 2 mL para una

concentracion de 5x10™ M. Se agitaron y se sacaron alrededor de 1000 pL ocupando para
ello un vial de anélisis HPLC.

Los resultados de los cromatogramas se observan en la siguiente imagen, seguida a 255 nm.
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50001
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Figura 12. Comparacién de cromatograma HPLC de morina monohidratada versus morina dihidratada
usando la metodologia de analisis en columna C18 CHROMOLITH ®

Se observé que con morina monohidratada la sefial de impureza disminuye un 46 %
respecto a la impureza de morina dihidratada. En relacion a la sefial del compuesto también
se produce una reduccion en el valor del area en un 23,5%. La longitud de onda que otorga
un mayor valor de area de morina monohidratada es a 251 nm.

En base a estos resultados, se decidié cambiar el compuesto morina dihidratada
a morina monohidratada para todos los analisis presentes en este estudio.

En base al compuesto seleccionado se realizaron ajustes de flujo de fases para que la
sefial de morina tenga una forma mas perfilada.

1.4 Efecto del flujo de fase movil en la forma de la sefial de morina
monohidratada

Se mantuvo la misma metodologia creada (80% TFA 0,05/ 20% acetonitrilo, por 15

min) y se modificaron los valores de flujo de fase movil (mayor a 1 mL/min) para analizar
el cambio en la forma de la sefal.

Los valores de flujo a evaluar seran de 1,1; 1,3 y 1,5 mL/min, monitorizando a una

longitud de onda de deteccion de 251 nm (méxima &rea para morina monohidratada).
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(1) flujo 1,1 ml/min: 828884 UA. TR: 6,397 min
(2) flujo 1,3 ml/min: 770735 UA TR: 5,515 min

(3) flujo 1,5 ml/min: 693030 UA TR: 4,755 min

0.0 25 50 75 10,0 125 150 17.5 20,0 225 250 275 min

Figura 13. Comparacion de cromatogramas HPLC de morina monohidratada a diferentes valores de flujo de
fases usando la metodologia de analisis en columna C18 CHROMOLITH ®

Se observo que a flujo 1,5 mL/min (tercer cromatograma) se mejora la resolucion al
momento de disminuir la sefial de la impureza y a la vez al ajustar la sefial de morina por
disminucion del area. El problema que se presenta es la proximidad del tz de la sefial de
morina a medida que se aumenta el flujo de fase movil, de esta manera se esta reduciendo
el rango de tiempo entre sefial del solvente y del compuesto, lo que dificulta para observar
los productos de degradacion. Por lo tanto no se realizé modificacién en el flujo de fase en
la metodologia desarrollada

Surgi6 la necesidad de probar otra columna de diferentes caracteristicas a la anterior
en cuanto a polaridad y longitud. Se cambi6 la columna C18 a una columna C8 la cual se
caracteriza por tener una menor hidrofobia y un mayor largo de longitud. De esta manera se

espera una mejor resolucion de los productos de degradacion de los compuestos en estudio.
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2. Desarrollo de una metodologia para la separacion de supuestos productos de

degradacion de polifenoles ocupando una columna C8.

Para el desarrollo de esta metodologia se ocupé una columna C8 marca
KROMASIL® en la cual se realizaron los respectivos ajustes de proporcion de fases y
flujo de caudal. Para este estudio se utilizé una solucion de morina en metanol a una
concentracion de 5x107° M.

La proporcion de inicio fue de 70% solucion TFA al 0,05% (fase D) con 30% de
acetonitrilo (fase C) en modalidad isocratica a flujo 1 mL/min. Se realizaron ajustes
posteriores para prolongar el tg del compuesto y mejorar la resolucion de la sefial.

Los respectivos ajustes realizados para obtener esta metodologia se muestran en la

siguiente imagen, monitorizada a 255 nm.

35000, 70 fase D/ 30 fase C. isocratico. flujo Tml/min.
3000

80 fase D/ 20 fase C. isocratico. flujo 1 mifmin
2500
20000 L
1500H
1000 /

80 fase D/ 20 fase Chpor 22 min. 50/50 hasta 45 min. isocrafico. flujo 1 miimin
B00H

=3

S e AN,
60 fase D/ 20 fase C por/EE min. 70/30 hasta 50 min. isocratica. flujo 1 ml/min

80 fase D/ 20 fase C por 22 r}np 70/30 hasta 35 min. 80/20 hasta 40 min. flujo 1 ml/min

T T T [ T T T T [ T T T T T
50 10.0 15.0 0.0 250 0.0 5.0 40.0 45.0 50.0 5E0 0. Omiin

Figura 14. Cromatogramas HPLC correspondientes a morina, mostrando las diferentes
modificaciones de proporciones de fases para el desarrollo de metodologia en columna C8
KROMASIL®
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Se observd que con las condiciones iniciales establecidas (70% fase D y 30% fase
C) la sefial del compuesto aparece a un tg temprano (5,5 min), lo cual dificulta la
observacion de los posibles productos de degradacion. En base a lo anterior, se decidio
aumentar la proporcién de fase acuosa (fase D) a un 80%, aumentando de esta manera el tg
del compuesto a 20 min. Se obtuvo de esta forma un amplio rango de tiempo para el
seguimiento de los posibles productos. Se realizaron ciertas modificaciones sobrepasando
los 22 minutos de elucion, para disminuir el tz de impureza propio de la muestra. Esto se
observa en los respectivos cambios de proporciones a partir del tercer cromatograma. Para
esto, se aumentd la proporcion de fase organica después de los 22 minutos quedando
finalmente en 30% hasta 35 minutos, volviendo a su condicion inicial de 20% hasta 40
minutos finales para obtener 5 minutos de ambientacion de columna. El flujo de fase se
mantuvo en todo momento en 1 mL/min.

Los parametros de la nueva metodologia se muestran a continuacion:

- 0-22min: 20% fase C/ 80% fase D (isocratico)

- 22 -35min: 30% fase C/ 70% fase D (isocrético)

- 35-40 min: 20% fase C/ 80% fase D (isocratico - condicion inicial)
- Flujo: 1 mL/min

- Longitud de onda de analisis: 255 nm

- Volumen de inyeccion: 30 puL

- Temperatura de columna: 25°C

Se realizaron procedimientos de fotodegradacion para los dos compuestos en
estudio ocupando la nueva metodologia desarrollada, observando las diferentes nuevas

sefiales que van apareciendo en el rango de tiempo establecido.
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2.1 Fotodegradacién de morina monohidratada en metanol

Se realizé una fotodegradacion exhaustiva del compuesto en medio metandlico con
una duracién de tiempo méaximo de exposicion de 300 minutos.
Las sefiales respectivas de los productos se muestran en la siguiente imagen,

monitorizada a 255 nm:

400 -l' . i
wed | 0 min fotolisis: 1034666 UA
3000
20800 3 300 min fotolisis: 17392 UA
0 min fotolisis
 —
30 min fOTO}ISIS
60 min fotolisis
120 mimfot
20 min fotofisis

240 min fotolisis

300 min fotolisis

180 min fotolisis
f“iir

\J \J \J
8o Qs

-

Figura 15. Cromatogramas HPLC correspondientes a morina bajo una fotodegradacién exhaustiva en

medio metandlico, usando metodologia en columna C8 KROMASIL®

Se observd que con 60 minutos de fotodegradacién el consumo de morina
monohidratada en medio metandlico es de un 80 %. Este célculo se realiz6 comparando los
valores de areas del compuesto a tiempo inicial 0 min y tiempo final 60 minutos.

Con esta nueva metodologia desarrollada se logran separar algunos productos de
degradacién de una manera mas amplia en comparacién con la metodologia que utilizé una
columna C18.

En cuanto a los tiempos de exposicién empleados se observa que a los 30 min se
generaron nuevos productos de degradacion con tiempos de retencion de 10,0 min, 13,5
min y 22,5 min (sefial 1, 2 y 3, respectivamente). Las sefiales de estos productos empiezan
a desaparecer a medida que transcurren los tiempos de fotdlisis. Por ejemplo, las sefiales

que aparecieron a tg de 10,0 y 13,5 min ya no se encuentran a los 60 min de exposicién y la
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sefial a tg 22,5 min empieza a ir desapareciendo gradualmente hasta los 120 minutos de
exposicion.

Se generaron 2 nuevos productos a los 60 minutos de exposicion con tg de 5 min'y
25 min (sefal 5y 4 respectivamente). El producto correspondiente a la sefial 5 aumenté su
intensidad hasta los 240 min de exposicion, luego se empieza a consumir transcurridos los
300 minutos finales. El producto correspondiente a la sefial 4 disminuy6 por completo su
intensidad a 180 minutos de fotdlisis.

Se observo que a 180 minutos de exposicion, se generé un nuevo producto con tg
de 23,5 min (sefal 6), el cual obtuvo una gran intensidad a los 300 minutos de fotolisis.

En cuanto a este Ultimo tiempo de exposicidn se observaron tres nuevos productos
de degradacidn cuyos tiempos de retencion son de 8,0 min, 10,5 min y 29,0 min (sefial 7, 8
y 9 respectivamente). A este tiempo de exposicion la sefial de morina monohidratada ya es
casi imperceptible, alcanzando un valor de &rea de integracion de 17392 UA.

Por dltimo, se analizaron las variaciones correspondientes a las impurezas de la
muestra (sefial 10 y 11) las cuales obtienen distintos comportamientos. Para la sefial 10, se
observé un consumo completo a 60 minutos de exposicion. En cambio la sefial 11 que tiene
un tg de 27,5 min empieza a ir variando su forma en los distintos tiempos de

fotodegradacion.

2.2 Fotodegradacién de quercetina en metanol

Se realiz6 una fotodegradacion exhaustiva del compuesto en medio metanolico con
una duracién de tiempo maximo de exposicion de 300 minutos.
Las sefiales respectivas de los productos se muestran en los siguientes cromatogramas,

monitorizados a 255 nm.
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Figura 16. Cromatogramas HPLC correspondientes a quercetina bajo una fotodegradacién exhaustiva
en medio metandlico, usando metodologia en columna C8 KROMASIL®

Se observo que a 300 min de fotoxidacion la quercetina se consume en un 62,43%.
La nueva metodologia desarrollada también es apta para observar los nuevos productos de
degradacién que van apareciendo para el compuesto de origen quercetina.

A 30 min de exposicidn se observaron 3 nuevos productos que van aumentando su
intensidad a medida que transcurre el proceso. Estas nuevas sefiales aparecen con tg de 9,5
min, 15,5 min y 32,0 min (sefial 1, 2 y 3 respectivamente)

A 300 minutos de exposicion se generd un nuevo compuesto de baja intensidad con
tr de 16,5 min (sefial 4).

La sefial de quercetina empieza a perder forma a medida que transcurre la
fotoxidacidn, alcanzando un area de 244597 a los 300 min de exposicion. El cromatograma
que se generd en este tiempo empleado, se adelantd debido a que la fotdlisis de 300
minutos se realiz6 un dia posterior a los 5 tiempos anteriores.

En las siguientes tablas se muestra un resumen de las principales sefiales de los

posibles productos de degradacion de morina y quercetina en medio metandlico.
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Tabla 1. Sefiales de posibles productos de degradacién para morina en medio metanélico

sefial (tr)

NUmero de | Tiempo de retencion Descripcion

1 10 min Se genera a 30 min de fotodegradacion y se consume a 60 min.

2 13,5 min Se genera a 30 min de fotodegradacion y se consume a 60 min.

3 22,5 min Se genera a 30 min de fotodegradacién y se consume a 120 min de
exposicion

4 25 min Se genera a 60 min de fotodegradacion, disminuyendo por
completo su intensidad a 180 min de exposicion

5 5 min Se genera a 60 min de fotodegradacién, aumentando su intensidad
hasta 240 min de exposicién, luego disminuye.

6 23,5 min Se genera a 180 min de fotodegradacién, aumentando su intensidad
a 300 min de exposicién

7 8 min Se genera a 300 min de fotodegradacién

8 10,5 min Se genera a 300 min de fotodegradacién

9 29 min Se genera a 300 min de fotodegradacién

Tabla 2. Sefiales de posibles productos de degradacién para quercetina en medio metanélico

Descripcion

1 9,5 min Se genera a 30 min de exposicion, aumentando su intensidad a

medida que progresa la fotodegradacion

2 15,5 min Se genera a 30 min de exposicion, aumentando su intensidad a

medida que progresa la fotodegradacion

3 32 min Se genera a 30 min de exposicion, aumentando su intensidad a

medida que progresa la fotodegradacion

4 16,5 min Se genera a 300 min de exposicion con una intensidad baja
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2.3 Fotodegradacion de morina monohidratada en tampon pH 7,4

Se empled la metodologia para realizar una fotodegradacion en un medio acuoso pH
7,4 que sirva de simulacion de un medio bioldgico para el seguimiento de los posibles
productos de degradacion. Para tal procedimiento se utiliz6 una solucién stock de morina
(preparada en metanol), la cual se diluyé a una concentracién final de 5x10° M en un
matraz de 2 mL, aforando con tampon TRIS pH 7,4 preparado en forma previa. Para
controlar la solubilidad del compuesto en este medio acuoso, las muestras se sonicaron por

un tiempo de 5 minutos antes de llevar al vial.

En la siguiente imagen se compara la sefial del compuesto en los dos medios empleados.

#0004

Monna + TRIS 7 4

i’ TR: 19,785 min
i Morina + MEOH A1073822 UA
1800 TR: 18,12 min

A1031590 UA

H—— e .

e,

Figura 17. Comparacion de cromatogramas HPLC de morina en medio TRIS pH 7,4 y en medio metanélico
usando metodologia en columna C8 KROMASIL®
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Se observd que la sefial de morina en tampon pH 7,4 es mas perfilada en
comparacion con medio metandlico. De esta manera no se produce la deformacion
caracteristica que se observa cuando se encuentra diluida en metanol, disminuyendo su area
de integracion en un 1,6%.

Con respecto a las sefiales de impureza, estas mantienen su forma e intensidad en
los dos medios de estudio, sin sufrir grandes cambios.

Se evalud el consumo del compuesto en presencia del oxidante H,O, al 1% sin
exponer a luz UV (0 minutos de exposicion). Este procedimiento se realizd con la finalidad
de observar el consumo intrinseco del compuesto por reaccion con peroxido (sin presencia
de radical hidroxilo).

Los valores de area respectivos se muestran en la siguiente imagen, monitorizada a 255 nm.

_ blanco: TRIS 7.4 + H202 1% f'
aas), _1 L\ : . i g s
20 Morina + TRIS 7.4 ‘ | 1073822 VA
e INDRY e
il Morina + TRIS 7.4 +H202 1% | | 1032763 UA
e i 5 e -

Figura 18. Influencia del oxidante H,O, en la sefial de morina cuando esta en medio TRIS pH 7,4.
La sefial se compara con un blanco de muestra que contiene sélo el medio TRIS 7,4 més el
oxidante.

Se calcula que morina presenta un consumo intrinseco de 3,8% respecto a la sefial

del compuesto sin presencia de oxidante. Este resultado sirvio para realizar el
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procedimiento de fotodegradacion de manera rapida y sincronizada para cada muestra a
analizar.

La fotodegradacion del compuesto se realiz6é a un tiempo maximo de 240 minutos,
sonicando cada muestra 5 minutos previos a la adicion del oxidante. Los resultados se

muestran en los siguientes cromatogramas, monitorizados a 255 nm.

—
135
i 1 | 40 min fotolisis: 1120684 LA
- - e
e 30 min fololisis: 335120 UA
-\._‘_1_._,.-'" B
wme] | &0 rman fotalisis: 18816 LA
e
ax] | S0 min fotolisis: 17323 UA
240 min fotalisis: 6156 UA
1 S
3450 <

Figura 19. Cromatogramas HPLC de morina en medio TRIS pH 7,4 bajo una fotodegradacion por

reaccion de radical hidroxilo a un tiempo maximo de exposicion de 240 minutos.

Se observo que el consumo del compuesto en tampén TRIS pH 7,4 a 240 minutos
de exposicion fue de un 99,4%, muy distinto a lo ocurrido en medio metandlico donde a
300 minutos de exposiciéon el compuesto se consumid en un 98,3%. De esta manera se
aprecia que en medio acuoso pH 7,4 el consumo del compuesto es mucho mayor en
relacion a otros medios como el metandlico. Segtn literatura ®* cuando la morina se
encuentra en un medio tamponado pH 7,4, el hidroxilo ubicado en la posicion 2° del anillo
B se encuentra ionizado obteniendo una carga negativa (anién). La presencia de esta carga
contribuye a una cinética de reaccion mas rapida con el radical hidroxilo en comparacion
con otros medios de estudio como el metandlico, de esta manera se refleja un consumo

mayor en medio tamponado.
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En cuanto a la sefial de impureza que aparece a tgr de 34 min (sefial 1), se observo su
consumo completo transcurrido 30 minutos de exposicion. En medio metandlico, esta sefial
obtiene su consumo completo a los 60 minutos de exposicion.

A 30 minutos de exposicion se observaron 5 sefiales (2, 3, 4, 5y 6) de posibles
productos de degradacion, donde algunos coinciden con tiempos de retencion analizados en
medio metandlico.

La sefial nimero 2 aparece a un tg de 4,0 min. Esta sefial mejora su resolucion a
medida que transcurre el proceso de fotdlisis, obteniendo una buena visualizacion en este
medio, muy distinto a lo que ocurre en metanol donde esta sefial no se logra apreciar debido
a la poca definicion que otorga este medio.

Con respecto a la forma de los cromatogramas, se observé que en medio TRIS pH
7,4 se obtiene una mejor resolucion de las sefiales en comparacion a medio metandlico
donde las sefiales presentaban un ensanchamiento de banda que dificultaba la visualizacion
de los productos.

En la Figura 20 se muestra una comparacion de los cromatogramas
correspondientes a la fotoxidacién de morina en medio metandlico y en medio TRIS pH
7,4, observandose los cambios en las formas de las sefiales de los compuestos principales y

su respectiva resolucion.
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Figura 20. Comparacion de los cromatogramas correspondientes a fotodegradacion de morina en
medio metandlico y en medio TRIS pH 7,4 usando metodologia en columna C8 KROMASIL®

Comparando las sefiales que aparecen en los dos medios se observan 4
coincidencias que aparecen todas a 30 minutos de fotodegradacion (sefiales 1, 2, 3y 4).

Con respecto a la sefial 1, esta obtiene un tg de 10,0 min en los dos medios
estudiados consumiéndose a 60 min de exposicion en medio metanolico y a 90 min en pH
7,4.
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La sefial nUmero 2 tiene un tg de 12,5 min en medio pH 7,4 y de 13,5 min en medio
metandlico, su consumo se produce a los 60 min de exposicion en los dos medios.

Con respecto a la sefial nimero 3, esta tiene un tg de 6,0 min en los dos medios
estudiados. Se caracteriza por ser una sefial muy pronunciada en medio pH 7,4 que tiende a
disminuir su intensidad pasando los 240 min de exposicion.

La sefial numero 4 aparece a un tg de 27,5 min en los dos medios estudiados. Esta
sefial tiene una muy baja resolucion en medio metandlico lo cual impide seguir su
monitorizacion. Muy por el contrario, se observa con buena resolucién en medio pH 7,4

disminuyendo su intensidad a 90 min de exposicion.

2.4 Determinacion de la composicion del tampon pH 7,4 6ptimo para el
seguimiento del efecto antioxidante de flavonoides por HPLC

Para la determinacion del efecto antioxidante de un polifenol a través de la medida
de su consumo seguido por HPLC, es imprescindible realizar pruebas en un medio similar
al biolégico, es decir, en tampdn pH 7,4. Este tampon puede ser obtenido usando distintos
reactivos, siendo los mas utilizados el TRIS-HCI, el PBS y la mezcla de fosfatos. Asi, se
debid evaluar el efecto de estos medios en la determinacion del compuesto en estudio.

Primero se determiné la linealidad de la sefial cromatografica en funcion de la
concentracion. La linealidad de la metodologia desarrollada se debe establecer en un rango
de concentraciones de trabajo que muestre dicha relacién en base a los valores de areas.
Para este estudio se establecieron 5 puntos distintos de concentraciones (incluyendo la
concentracion de trabajo de 5x10™ M). Estas concentraciones se evaluaron en tres medios
diferentes (medio TRIS pH 7,4, medio PBS pH 7,4 y otro) determinandose de esta manera
el tampon ideal para una buena determinacion del compuesto.

Los 5 puntos definidos se prepararon en matraces de 2 mL, adicionando las
alicuotas respectivas de solucion stock (preparada en metanol) y aforando con los medios

especificados.
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1) Quercetina en medio TRIS pH 7,4

Se adicionan las alicuotas correspondientes de solucion stock de quercetina para
cada concentracion en matraces de 2 mL, y se afora con solucién TRIS pH 7,4 preparada
previamente. Las soluciones fueron sonicadas por 5 minutos y luego se traspasa a viales de
analisis HPLC.

Los cromatogramas y los valores reales de concentracion se muestran en la siguiente

imagen monitorizada a 255 nm.

blanco de TRIS 7.4

Quercetina 2,95x10-5M
e ———— - - = e _"-.\..-’{-'
/\ Cuerceting 3,9310-5 M
- —
‘;"” ., Cuercetina 4,92x10-5 M
;i R
AN Quercetina 5,90x10-5 M
e )
j‘\_ Quercetina 6,88x10-5 M

~ |

T T T T T T T T J T T T T T T T T
H 2 7 00 B Bl 4 20 =4 =0 s L] 0 0 s K0 o -

Figura 21. Cromatogramas HPLC para quercetina en medio TRIS pH 7,4 a diferentes
concentraciones lineales.

Se observé que la sefial de quercetina aparece a un tg de 27,5 min y presenta una
variacion en la forma de la sefial a las diferentes concentraciones establecidas, Ademas no
existe una relacion lineal entre el &rea de la sefial y la concentracién. Esto es debido a una
disminucion en la solubilidad del compuesto en este tampon y por lo tanto, se descarta este

medio para el desarrollo de una curva de linealidad.
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2) Quercetina en medio PBS pH 7.4

Bajo un procedimiento similar al anterior, se decide evaluar la variacion de la sefial
de quercetina a las mismas concentraciones, cambiando el medio a tampdn PBS pH 7,4.
Los resultados de las concentraciones reales y sus respectivos cromatogramas se muestran
en la siguiente imagen.

blanco de PBS

( Quercetina 2,95x10-5 M

Quercetina 4,92x10-5M

W | SERRCCRNN) M gy = o~ / G eaie g
m ' l\’ Quercetina 3,93x10-5 M / !
ook o § | b1 ESEPALY —
20000 4 ' |

.m.—"\q \l\& A A

12000 4
e I‘ . Quercetina 5,90x10-5 M .
il N l\—-.f\/\‘_l.\w._/ —— - / \_k_.
18000 4 Vi /\\ — |
14200 3 ’ Quercetina 6,88x10-5 M

b 1’] K'PK_AJMJA\I_»— ? = > S
13000 4 I
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Figura 22. Cromatogramas HPLC para quercetina en medio PBS pH 7,4 a diferentes concentraciones
lineales

En primera instancia se observa una sefial mucho mas definida y mas perfilada en
comparacion con medio TRIS pH 7,4. El aumento en la forma perfilada varia segin la
concentracion de trabajo, obteniéndose una sefial 6ptima a una concentracion cercana a la
de trabajo (cuarto cromatograma). Después de dicha concentracion se tiende a perder la
forma establecida, volviendo a generar problemas en la busqueda de linealidad de la
metodologia para quercetina.

Los principales problemas vistos anteriormente son reflejo de la poca solubilidad
que tiene quercetina en ambos medios estudiados (TRIS pH 7,4y PBS pH 7,4).

Se evalud las variaciones de la sefial de morina a distintas concentraciones en los
mismos medios tamponados vistos anteriormente.

38



1) Morina en medio TRIS pH 7,4

Se adicionaron alicuotas correspondientes de solucion stock de morina
monohidratada (en metanol) en matraces de 2 mL aforando con solucion tampén TRIS pH
7,4. Los matraces fueron sonicados por 5 minutos antes de adicionar la solucion en vial de
analisis HPLC.

Los valores de las concentraciones reales junto con sus respectivos valores de areas

y cromatogramas se muestran en la siguiente imagen.

0 blanco de TRIS
230000 i
_J 712090 UA Morina 2,92x10-5 M
225000 - l"‘hl‘—-_'_
894163 UA Morina 3,96x10-5 M
200000 +

1110761 UA Morina 4,99x10-5 M

175000 K
150000 1406380 UA J\ Morina 6,02)(10-5 M

125000 1578121 UA Morina 7,05x10-5 M

—

100000 -

T T
ag 3 L) 75 I'J a 125 15 a 1."5 2‘3 a ns 250 s o k] =1 ki) 400 23 min

Figura 23. Cromatogramas HPLC para morina en medio TRIS pH 7,4 a diferentes concentraciones
lineales

La sefial de morina aparece a un tg 15,7 minutos. Esta sefial es mucho més perfilada
e intensa en comparacion a la sefial de quercetina que aparece en este mismo medio. Se
logra ver una relacion lineal directa entre el aumento de la concentracion y el respectivo
aumento de area. Los valores de correlacion lineal y el respectivo grafico se observa en la

siguiente tabla.
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C. real AREA B
(LM) (UA)
20,2 712090 1400000 1 -
39,6 894163 S 1200000

g ~
49,9 1110761 &
1000000 W= 21745%+ 55669
60,2 1406380 ] - R®=0.9927
705 | 1578121 R
Tabla 3. Concentracion real sooooe - ' e ' i T e ' 70
de morina (uM) y area en Concentracion (um)

tampon TRIS pH 7,4

Figura 24. Relacion lineal entre concentracion de morina (uM) y area en
tampén TRIS pH 7,4

En base a los resultados mostrados anteriormente, es posible realizar un estudio de

Linealidad de morina en medio TRIS pH 7,4.

2) Morina en metanol

Se adicionaron alicuotas correspondientes de solucién stock de morina
monohidratada (en metanol) en matraces de 2 mL aforando con metanol. Los matraces
fueron sonicados por 5 minutos antes de adicionar la solucion en vial de analisis HPLC.

Los valores de las concentraciones reales junto con sus respectivos valores de areas

y cromatogramas se muestran en la siguiente imagen.
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wnd ol blanco de MEOH

= 752250 UA Morina 2.92x10-5 M

70000

1003931 UA Morina 3,96x10-5 M

£0000

50000

h /\ 1283442 UA Morina 4,99x10-5 M
40000 H
20000 ’ ’/L 1546198 UA Morina 6,02x10-5 M

20000

10000
(N
o]

1725082 UA Morina 7,05x10-5 M

Figura 25. Cromatogramas HPLC para morina en medio metandlico a diferentes concentraciones
lineales

Se observa que en medio metandlico se produce una deformacion de la sefial de
morina debido a una cierta interaccion que se genera con este solvente. Se mantiene la
misma forma de la sefial a medida que aumenta la concentracion, y los valores de areas
muestran una relacion lineal con dicho aumento.

Los valores de correlacion lineal y el respectivo grafico se muestran a continuacion.

C. real AREA I

1800000

(LM) (UA) 1 -
29,2 752250 1600000 -
39,6 1003931 1200000 -
499 | 1283442 =) : -
= 1200000
602 | 1546198 & ] y = 24109x + 59627
705 | 1725082 1000000 . "o
Tabla 4. Concentracion real saeeae _ |
de morina (UM) y area en 500000 . . . . . . . . |
medio metanélico 20 40 50 &0 70

Concentracion (ubd)

Figura 26. Relacion lineal entre concentracién de morina (UM) y area
en medio metanolico
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En base a los resultados mostrados anteriormente, es posible realizar una curva de

linealidad de morina en metanol a las concentraciones establecidas.

3) Morina en medio PBS pH 7,4

Bajo el mismo procedimiento, se aforaron los matraces de 2 mL con solucién

tampon PBS pH 7,4. Los resultados de las concentraciones reales y sus respectivos

cromatogramas se muestran en la siguiente imagen.

120000 4
110000
100000 <
20000 o
30000 3

70000

50000 o

50000 4

40000

30000

20000 o

10000

[

-10000

20000

30

I blanco de PBS
692586 UA i Morina 2,92x10-5 M
e 913097 UA k Morina 396¢10.5
‘ r 1171533 UA jk Morina 4,99x10-5 M
ﬁ 1438700 UA f\ Morina 6,02¢10-5 M
1601304 UA /k Morina 7,05x10-5 M

g 25

min

Figura 27. Cromatogramas HPLC para morina en tampon PBS pH 7,4 a diferentes concentraciones

rango de concentracion, con una asimetria del tipo “posterior” (tailing posterior). Esta

forma es muy distinta a la que se muestra en medio TRIS 7,4, donde la forma de la sefial

En cuanto a la forma de la sefial del compuesto se observa que es definida en todo el

era de tipo “gaussiana”.

observa una tendencia lineal con un valor R de 0,995 muy similar al valor dado en medio

metanolico.

Respecto a la relacion lineal existente entre el aumento de concentracion y area se

lineales.
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Los resultados de correlacion lineal y su respectiva curva se muestran a continuacion.

C. real AREA 1600000 4 -
(LM) (UA) .
29,2 692586 1400000 +
39,6 913097 —_
% 1200000 S
499 1171533 = u
=T
60,2 1438700 %
= 1000000 4 v = 22704x + 30969
70,5 1601304 | - R* =0,9947
Tabla 5. Concentracion real 500000 4
de morina (UM) y area en { =
medio PBS pH 7,4 600000 | . . . |
20 40 50 L] 7o

Concentracion (uM)

Figura 28. Relacion lineal entre concentracion de morina (UM) y area
en medio PBS pH 7,4

En base a los resultados mostrados anteriormente, es posible realizar una curva de
linealidad de morina en tampdn PBS a las concentraciones establecidas.

El medio tampo6n pH 7,4 méas adecuado para realizar un estudio de linealidad de la
metodologia es PBS, por lo tanto este estudio se llevé a cabo utilizando s6lo morina como
compuesto en estudio, debido a que presenta una solubilidad adecuada en los medios
descritos anteriormente.

Del analisis de las pendientes de la curvas de calibracién se observa que la

sensibilidad de la metodologia aplicada a los tres medios es idéntica.
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2.5 Estudio de linealidad de metodologia en columna C8 KROMASIL para

morina en tampon PBS pH 7,4

El rango de concentracion utilizado para este estudio fue de 25,8 uM hasta 103 uM
utilizando 5 puntos de medicion. El rango establecido fue un poco mas amplio que el
asignado para el estudio de determinacion de tampén pH 7,4 (29,2 uM — 70,5 uM) para
observar si la tendencia lineal se mantiene a rangos superiores.

El estudio se realizd en triplicado (3 series) colocando la alicuota respectiva de
solucion stock de morina (en metanol) en matraces de 2 mL aforando con solucion tampén
PBS pH 7,4. Para las tres series analizadas se observo una tendencia lineal entre las curvas
de dispersion en el rango de concentracion estudiado.

Los valores de concentracion real y area para cada punto se muestran en la siguiente
tabla (Tabla 6) con la respectiva curva de linealidad de acuerdo al promedio de las areas
(Figura 29).

Desviacion

C.real Areaserie Areaserie Areaserie | Promedio |estandar

(LM) A (UA) B (UA) C (UA) Area (UA)  (Areas)

25,8 1070276 1005963 1022497 1032912 33397,5
43,0 1539390 1573507 1496950 1536615 38353,8
60,2 1897435 1963554 1858155 1906381 53265,9
86,0 2578278 2680657 2559834 2606256 65089,4
103,2 2941901 3013072 2935418 2963463 43084,1

Tabla 6. Promedio y desviacion estandar de las areas para las tres series de morinaa 5
concentraciones diferentes en el estudio de linealidad.
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Figura 29. Relacion lineal del promedio de las areas para las 3 series de soluciones de morina
realizadas a 5 puntos de concentraciones distintas
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3. Desarrollo de una metodologia HPLC para el sequimiento del consumo de

flavonoides utilizando una columna C18

Se desarroll6 una metodologia HPLC para evaluar el consumo de los polifenoles en
estudio utilizando una columna C18 marca “INERTSUSTAIN ®”, donde solamente
interesa ver la sefial del compuesto y no sus productos de degradacién. De esta manera se
selecciond una longitud de onda de 360 nm correspondiente a la maxima absorcion de los
compuestos en estudio.

La metodologia desarrollada se debi6 optimizar de tal manera que sea de uso rapido
(las sefiales deben salir lo mas temprana posible) y que tenga buena resolucion (la forma de
la sefial debe ser lo mas gaussiana posible).

Se realiza una primera prueba con una muestra de quercetina en metanol a una
concentracion de 5x10™ M. La fase organica del método es acetonitrilo (ACN) mientras que
la fase acuosa consistié en una disolucién de acido trifluoroacético al 0,05% (TFA). Se
comienza con una proporcion de 90% ACN/ 10% TFA a un flujo inicial de 1 mL/min en
modalidad isocratica.

En los andlisis posteriores se fueron modificando los porcentajes de tal manera que
la fase organica disminuyera en unidades de 10% hasta obtener la sefial de quercetina en
un tiempo razonable y con la mayor resolucion posible.

En la siguiente imagen se muestra las respectivas variaciones en los porcentajes
tanto de fase organica como de fase acuosa y la variacion en el flujo para obtener una sefial
acorde a las caracteristicas buscadas:

46



275000

2500001

225000

2000007

175000}

90 Acn/10 TFA 1mi/m "‘1 [
1999 8 Acn/ 20 TFA L ml/m |
1250004 70 Acn/ 30 TFA 1mi/m
100000160 Acn/ 40 TFA 1ml/m _
2000 50 Acn/ 50 TFA 1ml/m S ) l | \

40 Acn/ 60 TFA 1ml/m N S ) I 1

50009330 Acn/ 70 TFA 1mi/m &
250001 30 Acn/ 70 TFA 1,5ml/m

30 Acn/ 70 TFA 1,5mi/m (2)

il e
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T
1.0 20 30 40 50 6.0 7.0 80 8.0 10,0 110 120 13,0 min

Figura 30. Variaciones en las proporciones de fase mavil y ajustes de flujo para el desarrollo de una metodologia
de consumo en una columna C18 INERTSUSTAIN ®

En la imagen anterior se observa que a mayor proporcion de fase organica (ACN) la
sefial del polifenol tiende a aparecer a menores tiempos de retencion, junto con la sefial del
frente de solvente (primer cromatograma). A medida que la fase organica va disminuyendo
su proporcidén y la fase acuosa va aumentando se observa que la sefial tiende a separarse del
frente de solvente, aumentando su tiempo de retencion y mejorando su resolucion (séptimo
cromatograma, cuyas proporciones fueron 30% ACN 'y 70% TFA a flujo 1 mL/min).

Para mejorar la rapidez de la metodologia se decide aumentar el flujo de fase movil
de 1 mL/min a 1,5 mL/min, obteniéndose una sefial de quercetina a un tiempo de retencion
de 8,7 min y con una resolucion adecuada. Esta ultima modificacion se analiza en
duplicado (octavo y noveno cromatograma).

Una vez desarrollada la metodologia para quercetina, se decidio adaptar el método
para morina, la cual se trabaja con la misma concentracion de compuesto en metanol (5x10°
> M). La muestra se analiza con la misma metodologia desarrollada para quercetina (30%
ACN/ 70% TFA a flujo 1,5 mL/min en modo isocratico).

Con el método detallado anteriormente se observa que la sefial de morina aparece a
tr de 6,6 min mostrando dos impurezas a tiempo de retencion 9,0 y 17,0 min. Surgio la
necesidad de aumentar la proporcion de fase organica (a 100%) pasando los 10 min de

corrida de muestra para acelerar la elucion de la impureza de 17 min y de esta manera se
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pueda optimizar el tiempo de andlisis. Los resultados de dichas modificaciones se muestran

en la siguiente imagen.

70000
650007
600005
550004

50000
450001
400007
350004

20000 ‘ 30 Acn/ 70 TFA 1,5 ml/min

25000 v

/

200003 L n 30 Acn/ 70 TFA 1,5 mi/min

30 Acn/ 70 TFA (10 m)/ 100 Acn (20 m)

150007

100004

£000]

== :
|
s iz
-50004
10 20 30 4

30 Acn/ 70 TFA {10-m)/ 100 Acn (20-m)

-100004
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.0 5.0 6.0 7.0 8.0 8.0 10.0 11.0 120 13.0 140 15.0 16.0 17.0 18.0 19.0 min

Figura 31. Modificaciones de proporcion de acetonitrilo después de 20 minutos para
adaptacién del método a morina monohidratada

Por lo tanto la metodologia de consumo desarrollada para los dos polifenoles en

estudio queda de la siguiente manera:

30% acetonitrilo/ 70% acido trifluoroacético (al 0,05% v/v) por 10 minutos
(isocratico)

- 100% acetonitrilo hasta los 20 minutos (isocratico)

- Flujo: 1,5 mL/min

- Longitud de onda: 360 nm

- Temperatura de columna: 25°C

La metodologia desarrollada anteriormente puede ser empleada para realizar el
seguimiento del consumo de los dos polifenoles en estudio (quercetina y morina). Pese a
que la metodologia se desarroll6 con quercetina en medio metandlico, no es posible
efectuar un seguimiento de este compuesto en medio acuoso pH 7,4 por la baja solubilidad
que presenta el compuesto en este tipo de medios (vista anteriormente en estudio de

determinacion de tampon pH 7,4 en columna C8 KROMASIL). Por lo tanto para los

48



estudios que vienen a continuacién, se realizard el seguimiento de consumo sélo con
morina por presentar una solubilidad adecuada en medios acuosos a pH 7.4

Como simulacion de medio biologico pH 7,4 se trabajard con un tampdn constituido
por una solucién acuosa de 50 mL de KH,PO, y 39 mL de NaOH ajustada al pH requerido.
De esta manera se excluye el uso de tampon PBS (utilizado en estudio) por tener una mayor

carga de sales que pueden contribuir a una disminucion de la solubilidad del compuesto.

3.1 Estudio de linealidad para metodologia de consumo de morina

La linealidad fue evaluada para 2 medios de dilucién (agua milli Q y tampo6n pH
7,4) tomando 6 puntos de concentracion para cada uno. Los puntos a tomar se encuentran
dentro de intervalos de concentracion distintos debido al uso de dos soluciones stock
distintas de morina para cada medio. Estos intervalos tomaron valores entre 2,8 uM — 43
UM para agua milli Q y entre 3,52 uM — 49 uM para tampo6n pH 7,4.

Los coeficientes de relacién lineal (R) dieron sobre 0,999 para los dos medios
evaluados obteniéndose la mayor linealidad para tampon pH 7,4 y los valores de
sensibilidad para los dos medios dieron sobre 1x10™. Estos resultados se muestran en las

siguientes tablas y graficos.
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Linealidad en agua Milli O

Concentracion | Alicuotas de | VVolumen Concentracion

stock (M) s. stock (uL) |final (uL) final (UM) Area (UA)
1,72x10° 3 1800 2,86 26768
1,72x10° 9 1800 8,60 82259
1,72x10° 15 1800 14,3 139688
1,72x10° 30 1800 28,6 270334
1,72x10° 40 1800 38,2 369795
1,72x10° 45 1800 43,0 420696

Tabla 7. Valores de concentraciones y areas para estudio de linealidad de morina en Milli Q usando
metodologia de consumo en columna C18 INERTSUSTAIN ®

450000
400000
350000
300000
250000
200000

AREAS (UA)

y =9734,5x - 1677,6

150000 V'S R? = 0,9995

100000
50000
0

0 10 20 30 40 50
Concentracion (uM)

Figura 32. Relacion lineal para las 6 concentraciones distintas de morina en agua milli Q
usando metodologia de consumo en columna C18 INERTSUSTAIN ®
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Linealidad en tamp6n pH 7,4

Concentracion | Alicuotas de | Volumen Concentracion
stock (M) s. stock (uL) |final (uL) final (UM) Area (UA)

3,18x10° 2 1800 3,52 43569
3,18x10° 5 1800 8,82 109739
3,18x10° 8 1800 14,1 185310
3,18x10° 11 1800 19,4 258831
3,18x10° 14 1800 24,7 331988
3,18x10° 28 1800 49.4 669444

Tabla 8. Valores de concentraciones y areas para estudio de linealidad de morina en
tampon pH 7,4 usando metodologia de consumo en columna C18 INERTSUSTAIN ®

800000
700000
600000
Z 500000
2
@ 400000
w
£ 300000
200000
100000
0

y:

13704x - 7460
R?=0,9999

0 10 20 30 40 50 60
concentracion (uM)

Figura 33. Relacion lineal para las 6 concentraciones distintas de morina en
tampon pH 7,4 usando metodologia de consumo en columna C18
INERTSUSTAIN ®
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3.2 Estudio de precision para metodologia de consumo de morina

La precisién del método indica el grado de dispersion en una serie de mediciones de
una misma muestra. Se evaluo la precision de la metodologia preparando dos soluciones
madres de morina en etanol que luego fueron diluidas (en triplicado) a una concentracion
de 2,47x10° M con tampén pH 7,4. La concentracion final de dilucién se encuentra dentro
del rango de linealidad de la metodologia. Las soluciones madres se prepararon pesando
alrededor de 4,8 mg de compuesto en un matraz de 2 mL aforando con etanol. Las

diluciones se llevaron a cabo utilizando tubos Eppendorf a un volumen final de 1800 pL.

Los resultados se muestran en la siguiente tabla:

Concentracion

EI(Y) tr (Min) Areas (UA)

2,47x107 6,641 326843
6,608 323208
6,591 335126
2,46x107 6,740 345086
6,704 328115
6,674 341847

promedio
(UA) 6,660 333371

Desviacion
estandar 0,057 8782,8

CV (%) 0,859 2,6346

Tabla 9. Valores promedios de areas y tiempos de retencion para las diluciones en triplicados de las
2 soluciones stock ocupadas en estudio de precision.
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4. Evaluacion de la interaccion de morina con albumina BSA en la metodologia

de consumo

Se evalta cémo influye el proceso de interaccion de morina con BSA en la sefial del
compuesto. Para esto se preparé una solucién stock de morina en etanol (9,26x10™ M) y
otra en metanol (3,18x10° M). Se trabajé con una concentracién de analisis cercana a
4x10™° M para morina y para BSA en medio pH 7.4. Se llevé a cabo la extraccion ocupando
la solucion de acetonitrilo / tetrahidrofurano (3:2) realizando el proceso de centrifugacion
(duracién 5 minutos a 20000 rcf) y posterior filtracion. A continuacién se analiza como

varia la forma de la sefial de morina en el proceso de extraccion.

25000
] stock morina en ETOH + BSA en

tampon 7.4 + solucion extraccion

325—:»:? area: 168070 UA

30000 I
] stock morina en MEOH + BSA en

tampon 7.4 + solucion extraccion area: 1767538 UA

stock morina en ETOH en tampon

7.4 + solucion extraccion (filtrada) area: 163555 UA

stock morina en ETOH en tampon 7.4

+ solucion extraccion (sin filtrar) area: 161423 UA

stock morina en ETOH en tampon 7.4
sin solucion extraccion

area: 150986 UA

- J

T T T T T
1.0 2.0 3.0 4.0 5.0

5.0 8.0

Figura 34. Variacion en la forma de la sefial de morina por uso de solucién de extraccion

Los cromatogramas mostrados anteriormente dan cuenta del origen de la
deformacion de la sefial de morina debido al uso de la solucion de extraccion empleada
para desproteinizar la solucion con albumina antes de la inyeccion.

Los dos primeros cromatogramas indican la posible influencia del solvente de
disolucién empleado para preparar las muestras stock de morina. En este caso se evalua si
metanol o etanol influyen en la deformacion de la sefial. Como estos cromatogramas

mantienen la misma forma, se descarta la influencia de estos solventes en la deformacién.
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El tercero y cuarto cromatograma muestran la posible influencia del proceso de
filtracion de la muestra antes de inyectar. Para esto se sacd una alicuota correspondiente al
stock de morina en etanol y se llevé a volumen (2 mL) con tampon pH 7,4 sin presencia de
albimina (para los dos cromatogramas). Luego se sacaron 500 pL de esta solucion y se
diluyeron con 1000 pL de solucion ACN/THF (3:2). Una de las muestras fue filtrada antes
de inyectar (tercer cromatograma) mientras que la otra se inyectd directamente (cuarto
cromatograma). Como resultado se mantuvo la misma forma de la sefial de morina descrita
anteriormente, descartando el efecto del filtrado en la deformacion de la sefial.

Por ultimo se decide preparar los mismos 2 mL de alicuota de stock de morina en
tampon pH 7,4 y sacar 500 pL de esta misma solucién para diluir con 1000 pL de tampon,
excluyendo el uso de solucidn de extraccion. De esta manera se obtiene una sefial perfilada
de morina indicando que la solucion de extraccion influye en la deformacion de la sefal.

Con respecto a las areas de las sefiales, se observa que todas mantienen unidades
cercanas, siendo la de menor valor la correspondiente a la muestra sin solucion de
extraccion.

Se decide realizar una solucion que contenga solo proteina BSA en tampon pH 7,4.
Para esto se adiciona la alicuota de BSA en un matraz de 2 mL y se afora con solucién
tampon. Luego se sacan 500 pL de esta solucion y se diluyen con 1000 pL de solucién de
extraccién, pasando por el proceso de centrifugacion y posterior filtracion. Los

cromatogramas se muestran en la siguiente imagen:
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Figura 35. Cromatogramas HPLC para la verificacion de posibles sefiales correspondiente a
albimina BSA

Los dos primeros cromatogramas corresponden a la sefial de morina con la
deformacion producida por el solvente de extraccion. EI primer cromatograma corresponde
a morina interactuando con BSA, en cambio el segundo corresponde a la sefial de una
muestra sin proteina BSA. El tercer cromatograma pertenece a la muestra de BSA descrita
anteriormente y en él se observa que no aparece la sefial correspondiente, indicando que

la BSA no presenta una sefial de interferencia en la determinacion de morina.

5. Determinacion del porcentaje de recuperacion de morina interactuando con

BSA aplicando la metodologia desarrollada

Antes de proceder a los estudios de eficiencia antioxidante, se calcula el porcentaje
de recuperacion de morina obtenido del proceso de extraccion. Para esto se prepararon 3
soluciones de referencia donde cada una contiene una alicuota de morina stock en etanol y
de proteina BSA, ambas a una concentracién de 4x10™° M, aforadas a 2 mL con solucién
tampon pH 7,4. Las muestras preparadas estuvieron en reposo por un tiempo mayor a 30

minutos antes de someterlas a extraccion.
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Para cada una de las soluciones preparadas se sacaron 500 pL en triplicado a un
tubo eppendorf y se mezclaron con 1000 pL de solucién de extraccion. Se llevaron a
vortex por 1 minuto y luego a centrifugacion por 5 minutos a 20000 rcf. Cada muestra fue
filtrada a un vial HPLC llevando a anélisis con la metodologia de consumo desarrollada.

De forma paralela se prepararon 3 soluciones estdndar en matraces de 2 mL con la
misma alicuota de morina stock en etanol sin presencia de albumina, aforando con tampon
pH 7.4. Estas soluciones fueron diluidas al mismo factor que las muestras de referencia con
solucion de extraccion, utilizando para ello tubos Eppendorf.

Los valores de areas promedio tanto para las muestras de referencia como para los

estandares se muestran en la siguiente tabla junto con el valor de recuperacion calculado.

Promedio  promedio %

solucion ~ Area (UA) Areas (UA) total (UA) recuperacion
156965

162469
158886 159440
165136
165743
161329 164069
164311
158787
150786 157961 160490
Estandar 1 170331
Estandar 2 171085
Estandar 3 169793 170403 170403 94,2

Wl Wl Wl N N N ) ) -

Tabla 10. Valores promedios de areas para las diluciones en triplicado de las 3
soluciones de referencia y soluciones estandares para calculo de porcentaje de
recuperacion
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En cuanto a los resultados mostrados anteriormente se observa que se recupera un
94,2% del compuesto extraido de la interaccion con albUmina, utilizando la solucion de

extraccion en las proporciones establecidas.

6. Evaluacién preliminar de la eficiencia antioxidante

Para evaluar la eficiencia antioxidante de morina frente al ataque del radical
hidroxilo generado por fotdlisis del perdxido de hidrdgeno, se determina el consumo del
compuesto en funcién del tiempo de acuerdo a la metodologia descrita anteriormente. Este
consumo se determina tanto en medio acuoso (agua Milli Q) y en tampén pH 7,4. Se
trabajo con una concentracion fija de morina y los analisis se hicieron en triplicado.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se observé que en medio acuoso (agua Milli
Q) la morina se degrada mas de la mitad (46,5 %) a los 25 minutos de exposicion, como se

presenta en la tabla y grafico siguiente:
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Figura 36. Variaciones en porcentajes de consumo de morina en agua Milli Q a los
respectivos tiempos de fotodegradacion.
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| Tiempo . Porcentaje
Concentracion Promedio

morina (M) exr-Josici()n Area (UA) (UA) Promedio
(min) (%)
3,87x10” 0 311913
0 338427
0 344931 331757 100
5 276643
5 280694
5 285467 280935 84,7
10 254561
10 249312
10 261894 255256 76,9
15 211630
15 192511
15 197706 200616 60,5
20 167032
20 172862
20 174684 171526 51,7
25 151200
25 161337
25 150169 154235 46,5

Tabla 11. Valores promedios de areas y porcentajes de consumo para los distintos tiempos de
exposicion de morina a una misma concentracion en agua Milli Q

El porcentaje de morina en tampdn pH 7,4 obtiene un valor mayor en comparacion
al medio de agua Milli Q en los mismos tiempos de exposiciéon. A los 25 minutos se
obtiene un porcentaje promedio de 61% en tampon pH 7,4, en comparacion a los 46,5%
obtenidos en agua Milli Q.

Los resultados obtenidos en tampon pH 7.4 se muestran en la siguiente tabla y grafico.
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.| Tiempo . Porcentaje
Concentracion Promedio

. exposicion  Area (UA) promedio
morina(M) (UA) -
(min) (%)

4,46x10° 0 517772
0 541553
0 534016 534016 99,5
5 484547
5 481297
5 477958 481267 90,1
10 434689
10 452260
10 442299 443083 83,0
15 384493
15 390057
15 398276 390942 73,2
20 352494
20 362870
20 354362 356575 66,8
25 327319
25 328019
25 320456 325265 60,9

Tabla 12. Valores promedios de areas y porcentajes de consumo para los distintos tiempos de
exposicion de morina a una misma concentracion en tampén pH 7,4
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Figura 37. Variaciones en porcentajes de consumo de morina en tampon pH 7,4 a los
respectivos tiempos de fotodegradacion.

Se evalta cémo influye la interaccion de morina con proteina BSA en el valor del
porcentaje de consumo. La interaccién se lleva a cabo en tampon pH 7,4

El porcentaje de consumo de morina en interaccion con BSA en tampon pH 7,4
mostré un valor menor a los dos valores vistos anteriormente, obteniendo un resultado del
33,2% de morina remanente. Cabe destacar que la concentracion fija de polifenol es tres
veces menor que la concentracion correspondiente a los andlisis anteriores debido a los

factores de dilucion implicados en el tratamiento de desproteinizacion.

concentracion stock  factor dilucion concentracion en vial de

morina (M) aplicado medicion

3,93x10° 1,31x10°

Los resultados se muestran en la siguiente tabla y gréfico.
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Tiempo Porcentaje

conceniracion exposicion  Area (UA) Fromedio promedio
(M) (min) (UA) )
1,31x10” 0 153158

0 153484

0 156964 154535 100

5 132894

5 131200

5 135079 133058 86,1

10 117704

10 117899

10 116789 117464 76

15 99503

15 94757

15 98338 97533 63,1

20 76027

20 72335

20 79647 76003 49,2

25 53500

25 47608

25 52812 51307 33,2

Tabla 13. Valores promedios de areas y porcentajes de consumo para los distintos tiempos de
exposicion de morina interactuando con BSA a una misma concentracion en tampon pH 7,4
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Figura 38. Variaciones en porcentajes de consumo de morina interactuando con BSA en tampén
pH 7,4 a los respectivos tiempos de fotodegradacion

En la siguiente figura se observa la comparacion entre la fotdlisis para los tres
estudios mostrados anteriormente, dando cuenta que en tampon pH 7,4 la morina obtiene el
menor fotoconsumo para todos los tiempos empleados. También se puede observar el
marcado consumo que obtiene morina cuando esta en este mismo medio interactuando con

BSA a los 25 minutos de exposicion, dando el valor mas bajo de porcentaje de compuesto.
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i A gua mili-Q
B Tampon pH 7.4
Bl Intcraccion BSA

porcentaje promedio (%)
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Figura 39. Comparaciones en los porcentajes de fotoconsumo de morina en los tres medios
estudiados

El marcado consumo que presenta morina a los 25 minutos de exposicion cuando
estd interactuando con albimina refleja la intensa degradacion que sufre al estar
reaccionando con el radical hidroxilo generado. De esta manera el compuesto estaria

protegiendo la oxidacion de la proteina en el medio homogéneo empleado.
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9. CONCLUSIONES

Se implemento eficientemente un sistema HPLC recientemente adquirido con el

cual se pudo desarrollar las metodologias analiticas propuestas en este trabajo.

Se desarrollaron dos metodologias analiticas por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiencia (HPLC). Una fue desarrollada con la finalidad de lograr una Optima separacion
del flavonoide y sus respectivos productos de oxidacion. Para esta metodologia se utilizd
una columna de fase reversa C8 y una gradiente de elucidn isocratica. Por otra parte, el
seguimiento del consumo de cada flavonoide en funcion del tiempo se realiz6 en una
columna C18, donde estos compuestos eluyen a tiempos menores en comparaciéon con la
metodologia utilizada para la separacion de los posibles productos de oxidacion. Ambas
metodologias fueron validadas en forma preliminar utilizando concentraciones del rango
micromolar, presentando una adecuada relacion lineal entre la sefial cromatografica y la

concentracion.

Las metodologias desarrolladas se utilizaron para el estudio de los flavonoides
quercetina y morina. Los efectos antioxidantes de ambos compuestos fueron estudiados en
metanol, soluciones tampon pH 7,4 de distinta composicién (Tris, PBS y solucién de
fosfatos) y dispersion de albdmina de bovino. Sin embargo, dadas las dificultades en la
determinacion de quercetina en las soluciones tampones pH 7,4 debido a problemas de

solubilidad, el estudio se enfoc6 fundamentalmente en morina.

La metodologia se aplico eficientemente para la determinacion del efecto
antioxidante de morina cuando esta interactuando con albdmina en medio acuoso tampdn
pH 7,4 y se compard con el medio homogéneo. Los resultados muestran que morina
presenta una mayor reactividad con el radical hidroxilo cuando esta interactuando con la

proteina, lo que indica que aumenta su eficiencia antioxidante.
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11. ANEXO

Procedimiento operativo estandar equipo HPLC marca
SHIMADZU®
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Ak N°PO 01/Version: 01
N

Funcionamiento equipo HPLC marca | Total pagina: 9
“SHIMADZU” Fecha: 08/06/2017

Universidad de chile
Facultad de ciencias quimicas y
farmacéuticas
Departamento de ciencias y tecnologia
farmacéutica

Objetivos: describir el funcionamiento basico del equipo de anélisis HPLC marca SHIMADZU de
manera sistematica, estandarizada y concisa, para todo tipo de procedimiento que requiera ser
detallado.

Alcance: el instructivo aplica a todo el personal (estudiantes, investigadores y/o profesores) que
tengan como objetivo realizar anélisis en el equipo detallado.

Definiciones:

- DGU-20ASR: unidad desgasificadora

- Pump LC-20ATX2units (bomba): sistema de bombeo de solvente

- Autosampler SIL-20A: sistema de inyeccion automatico de muestra

- Column oven CTO-20A: columna de separacion

- Detector SPD-M20A: detector de sefial.

- Labsolutions: es el software controlador del equipo, el cual incorpora funciones de alto
grado. En él se pueden realizar funciones especificas como por ejemplo; control de datos
instrumentales y analiticos, andlisis y revision de datos, creacion de métodos y ajustes.

Desarrollo:

Se enciende cada moédulo del equipo de manera sincronizada, procurando encender primero la
bomba, luego el autosampler, después la columna y por Gltimo el detector.

Se enciende el computador y se verifica que el icono del servicio del software “labsolutions” se
encuentre de color verde. En caso de estar amarillo significa que el controlador esta en proceso de
iniciarse, y en caso de estar rojo, significa que ha ocurrido un error y por lo tanto se debe reiniciar.

& "I

Se procede a iniciar el software labsolutions con un doble “click” y se ingresa el perfil deseado con
la contrasefia correspondiente. En caso de no poseer perfil, se entra en modo administrador sin
colocar contrasefia.
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Aparecen 4 ventanas principales al lado izquierdo con los siguientes nombres: instruments,
postrun, administration y manual. Se ingresa a la ventana “instruments” y se Selecciona el equipo
(farmacocinética). El software comienza a reconocer el equipo mediante un sonido (“beep”).

e ]

PR i Main (Systerm
File WView Process Window Help

& 7

Instrument Type  [ALL =

o . [Instrument 1]
LrEt flierisint =

%

ot r oy

]

A et ratior

Una vez reconocido el equipo, automaticamente se carga la ventana “data acquisition”, la cual
mostrara el estado de la columna (LC) y del detector (PDA). Si el estado se encuentra de color
verde (READY) indica que la columna y el detector estaran listos para utilizarse.

A continuacion se procede a realizar la purga manual para cada canal del equipo (canal A, B, Cy
D).

Procedimiento para purga manual

- Se abre la valvula manual de drenaje que se encuentra en la bomba

- En la ventana de la derecha del monitor se presenta una tabla con las siguientes columnas:
item, value, setting y units. En el pardmetro setting se modifica el valor “total flow” a 1

- ml/min, se presiona “enter” y se espera a que el valor se cargue en la columna “value”.

LC Ready
=8 i

hem | Val | Set| Uhm§
Wilawe | 254 | 254 | nm

Mode Iso Iso

Pump
Poumpe
Pump
FPump
Pump
Pump
Chwen
Temo

olelolo

ojo|o olojo oo
T
q
i

0

- A continuacién se modifican los valores de % para cada canal, colocando a todos el valor
cero 0 y presionando “enter” esperando a que se carguen los valores modificados en la
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columna “value”. Al colocar 0% en los canales mostrados, automaticamente se reconocera
por defecto como 100% para el canal A.

- Se procede a presionar el boton “purge” que se encuentra en el médulo Pump LC-20AT
del equipo para iniciar la purga del canal A. una vez presionado aparecerd un mensaje de
advertencia para abrir bien la llave de purga. En la pantalla de la bomba aparecera el
mensaje “purging line” el cual durara un periodo de 5 min. Terminado ese tiempo la
pantalla de la bomba vuelve a la normalidad.

- Terminada la purga del canal A, se modifica en la columna “setting” el valor del canal B a
100%. De la misma manera se presiona “enter” y se espera a que cargue el valor en la
columna “value”. Una vez cargado se presiona “purge” en la bomba para proceder a la
purga del canal B.

- Terminado el proceso para B, se modifica el porcentaje de B a 0% presionando “enter” y
esperando a que se cargue en “value”. De la misma manera se coloca 100% para el canal C.
una vez cargado el valor se procede a la purga del canal C.

- Para purgar el canal D se realizan las mismas modificaciones del paso anterior.

- Terminado el proceso de purga en canal D, se cierra la valvula de drenaje de la bombay el
proceso ha finalizado.

Nota: cuando se cambia la fase movil para implementar un nuevo método, es necesario efectuar la
purga del canal que se cambia en duplicado.

Acondicionamiento de la columna con la metodologia creada (de manera manual)

En la barra menu (parte superior), seleccionar “file”, luego en “select proyect folder” y seleccionar
carpeta donde se encuentra el método a trabajar, colocar “close” para cerrar.

En la misma barra de menu “file”, se selecciona “open method file” y se busca en la carpeta la
metodologia para acondicionar la columna. Se selecciona y se da click en abrir. El software
comienza a cargar la metodologia.

Una vez cargada la metodologia, se da click en “download” (ventana inferior del monitor) para que
los datos se carguen en el equipo.

Estabilizacion del sistema

- En la ventana de monitoreo del sistema, en columna “setting” se parte de un flujo bajo de
0,2 ml/min apretando “enter”. Se modifican los valores de % correspondientes a los canales
dependiendo de los valores colocados en la metodologia. Para modificar estos valores de %
se realiza de la misma manera que en la purga. Se presiona boton “pump” del modulo LC-
20AC (se enciende la bomba) y se presiona boton “oven” del médulo CTO-20A (se
enciende el horno de la columna). se espera hasta que la presion se estabilice en +/- 1 Barr
(se indica en médulo LC-20AC).

- Una vez estabilizada la presion, se modifica el flujo en la columna “setting” a 0,4 ml/min
esperando a que la presion se estabilice a +/- 1 barr.

- Una vez estabilizada la presion, se modifica el flujo en la columna “setting” a 0,6 ml/min,
esperando a que la presion se estabilice a +/- 1 barr.
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- Una vez estabilizada la presion, se modifica el flujo en la columna “setting” a 0,8 ml/min,
esperando a que la presion se estabilice a +/- 1 barr.

De esta manera se va aumentando el flujo en 0,2 unidades hasta llegar al flujo objetivo del método.
Es importante tener en cuenta que estos cambios en forma gradual generan cambios graduales en la
presion y se debe procurar que la presion siempre se estabilice en +/- 1 unidad de barr para realizar

el siguiente cambio.

También es importante destacar que una vez que se alcance la temperatura objetivo del método, se
debe apagar el horno de la columna presionando nuevamente “oven” en el moédulo CTO-20A. si ho
se apaga el horno, la temperatura de la columna seguira aumentando y el estado de LC en la ventana
“data acquisition” dira “oven wait” marcado con color amarillo.

Creacion de metodologia

En la ventana de monitoreo del instrumento “instrument parameters view” se selecciona la version

“advanced” (al lado de la version “normal”).
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Pump End Time: 10.00 | min
Mode: Binary gradient ~
Total Flow: 1.0000 | mLfmin Oven
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Seleccionar subventana “data acquisition”. En LC time program se introduce el tiempo
total de duracion del andlisis que se quiere estimar para la metodologia. Una vez definido,
apretar “apply to all acquisition time”.

Seleccionar subventana “pump” y colocar el modo de la metodologia: flujo Isocratico o
bajo gradiente de presion. Se introduce el flujo de la metodologia, y en el caso de elegir el
modo bajo gradiente de presidn se colocan los % correspondientes a cada canal.

En pressure limits (pump A) se establecen los valores minimos y maximos de presién. Se
recomienda colocar una P limite de 300 bar, para que no se produzca el mensaje de alerta
cuando se cambia el flujo.

Seleccionar subventana “LC time prog.” En columna “time” se especifican los tiempos de

accion, en columna “module” se especifican los moédulos del equipo que funcionaran
durante el tiempo establecido anteriormente. En la columna “Command” se establecen los
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comandos especificos para cada mddulo seleccionado, y en la columna “value” se colocan
los valores de funcionamiento para cada comando.

Seleccionar subventana “PDA”. En “lamp” se selecciona el tipo de lampara a usar (off, D2,
W, D2&W). En “Wavelength” se selecciona el rango de longitud de onda que abarcara el
método. Siempre se debe establecer como pardmetro minimo 200 nm.

Seleccionar subventana “column oven”. En “oven temperature” se selecciona la
temperatura de funcionamiento en la cual va a estar la columna y el rango maximo de
temperatura.

En la ventana “autosampler”, se marca el cuadro que dice autosampler, y se establece el
tiempo para realizar la purga del autosampler (por defecto estd asignado 25 min, pero se
puede modificar). Se puede modificar el modo de lavado del autosampler marcando las
opciones que se presentan en “rinse mode”, por ejemplo en “before and after aspiration” se
selecciona el tiempo “rinse Dip time” que es el tiempo de inmersion en el cual se realiza el
lavado.

En la ventana “autopurge” se puede disefiar una metodologia para que se realicen
funciones de purga y acondicionamiento antes de que se cargue el método creado.

v Purga automatica de bomba: se van modificando los tiempos y el orden de purga de
cada canal (por defecto est& asignado 5 min para cada canal, pero estos valores se
pueden modificar)

v' Marcar cuadro “autosampler”: acd se puede establecer el tiempo que durara la
purga del autosampler inmediatamente después de terminada la purga de los
canales de la bomba. La purga del autosampler y el lavado se realiza con solucion
50/50 de MeOH/H20 sometidos en el quinto canal.

v/ marcar la opcién int.conc-replacement: para que al finalizar la autopurga del
autosampler se inicie el acondicionamiento de la columna con las concentraciones
iniciales de la metodologia, de esta manera se establece un tiempo de
acondicionamiento.

v' La opcion “warm Up” es para realizar un acondicionamiento de la columna con el
solvente a utilizar en la metodologia una vez terminada la purga del autosampler.
Este acondicionamiento se debe realizar a un flujo bajo (por ejemplo a 0,2 ml/min)
y se debe especificar el tiempo. Este acondicionamiento dura hasta que la columna
alcance su temperatura establecida.

v" Se marca el cuadro que dice “activar sistema después de la autopurga” para que la
columna quede ambientada con el solvente a utilizar.

Obs: una vez que se prende el equipo, este se cargara con el método que se utilizé el dia anterior,

por lo tanto para iniciar la autopurga se presiona el bot6n

i

gue se encuentra en la barra de menu
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superior. Al iniciar la autopurga, no es necesario abrir la llave manual para purgar la bomba ya
gue este procedimiento se realiza de manera automatica. La autopurga se realizara en el siguiente

orden:

v
v
v

purga de bomba (canal A, B, Cy D)

purga de autosampler y lavado

“warm Up” de la columna a flujo bajo (0,2 ml/min) con las proporciones (%) de los
solventes a utilizar

Para establecer una longitud de onda caracteristica dentro del rango establecido
anteriormente, se da clic derecho a la ventana del cromatograma y se dirige a la opcién
“display setting”.
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Se selecciona la subventana PDA y se establece el rango de longitud de onda establecido
(200nm el minimo hasta el valor maximo) y se establecen las longitudes de ondas
especificas para iniciar el andlisis. se selecciona las longitudes en la tabla y se modifica el
valor. Una vez introducidos los valores, se presiona “aply to data processing parameters”
para que los cromatogramas generados se realicen a esas longitudes de ondas especificadas.
Luego se presiona boton “aplicar”, seguido de “aceptar”.

Se procede a guardar el método creado en la barra superior de ment, seleccionando “file” y
luego “save method file”.

ﬂ‘file Edit View Method Instrument Acquisition Data Toels Window Help

Inyeccion de muestra

En el panel principal de la izquierda se presiona la opcion “start single run” (icono de color verde).
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Una vez presionado aparecera la ventana de adquisicion de informacién. En esta ventana se colocan
los siguientes datos.

- Simple name: nombre de la muestra a analizar

- Simple ID: se puede colocar la fecha de analisis en forma de nimero, por ejemplo
18052017 para 18 de mayo del 2017.

- En “créate into” se selecciona la carpeta de destino donde se guardara el resultado de la
muestra analizada. El formato de archivo en el cual se guarda es .lcd.

- En la region llamada “sampler”, se modifica el nimero de vial de inyeccion (vial#) donde
se localizara la muestra y el volumen de inyeccién a tomar por el autosampler.

- Una vez modificado los parametros se presiona OK y empecera a correr la muestra.

En caso de que la temperatura de la columna establecida aln no se alcanza, se encendera el horno
de la columna (boton “oven” encendido) y el equipo esperara a que se alcance la temperatura (wait
oven) para seguir con el proceso de inyeccion. Una vez alcanzada la temperatura, se presiona el
boton “oven” en el equipo para apagar el horno y seguir con el proceso de inyeccion.

Shutdown (apagado del equipo)

- Para apagar el equipo, se debe crear una metodologia de lavado y apagado de columna.
Para esto se procede a crear la metodologia como se explico anteriormente.

- Una vez creada y guardada, se presiona el botén en la barra superior y se selecciona la
ubicacion del método guardado.

- En “cool down time”: se selecciona el tiempo necesario para que el método actue y se
enfrie la columna.

- Al seleccionar “desgassing unit”, se realiza una desgasificacion de la bomba al mismo
tiempo que la metodologia se estara efectuando.

- Una vez terminado el proceso (100%), cada modulo quedara en modo de suspensién (luz
naranja) y se procede a cerrar el programa “labsolutions”.

- Cuando se cierra el programa, sonara un sonido (“BEEP”) que indicara la seguridad de
apagar los modulos del equipo.

- Para apagar los mddulos se procede a la siguiente secuencia: primero se apaga la bomba,
luego el autosampler, luego la columna y por Gltimo el detector.

- Una vez apagado el equipo, se procede a apagar el computador.

Analisis de Postrun

El programa Postrun analiza los datos adquiridos para detectar los peak de los cromatogramas y
realizar célculos cuantitativos sobre estos peak.

Para entrar a este programa se acude a la barra asistente “realtime batch” (lado izquierdo) y se da

click al icono “Data analysis” @
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Una vez que se cargue la ventana “postrun”, apareceran las subventanas correspondientes a los
datos de la muestra analizada (folder, contour view, chromatogram view, spectrum view, results
view y method view)

En la ventana “folder” se procede a seleccionar la carpeta donde se encuentra el archivo de los
resultados guardados del analisis.

Una vez buscado el archivo, se selecciona y se mueve hasta soltarlo en la ventana “chromatogram
view”. Cuando se suelta, se cargaran todos los datos en las ventanas correspondientes.

Para ampliar una subventana especifica se procede a dar click al altimo icono superior izquierdo
(icono de ventana) en la subventana que se quiera ampliar. Para volver a reducirla, se vuelve a dar
click al mismo icono.

Para modificar datos y que estos queden guardados, se selecciona el modo “edit” que se encuentra
en el lado superior izquierdo de la subventana “method view”. Cuando se selecciona el modo
“view” es para observar los nuevos cambios que se modificaron anteriormente en el modo “edit”.

Integrar senales

Una vez cargados los datos que se quieran analizar, se amplia la ventana “chromatogram view” la
cual mostrara el espectro de la muestra analizada.

Se procede a seleccionar la sub barra de integracién manual la cual se encuentra en la barra superior

de mend. m

Una vez seleccionada, apareceran las distintas funciones que se pueden realizar para integrar.

Manual Integration Bar =]

@é%%ﬁ%%&@tﬂiﬁﬂm E Al

Se presiona el boton “reject peak” para eliminar peak de integracion. Una vez seleccionado, se
van marcando los peak que se desean eliminar en el cromatograma.

Cuando se terminan de eliminar los peak, se desenmarca el botén anterior y ahora se presiona el

boton “insert peak” . Una vez presionado, se selecciona el punto de origen del peak que deseo
integrar, y sin soltar el mouse se dirige hacia el final del peak.

De esta manera se indica el valor de la nueva area (arriba del peak) y su respectivo tiempo de
retencion.

Para ver los valores tabulados, basta con volver a presionar el boton de ventana ampliada para
reducirla y observar los valores en la subventana “results view”.
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