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RESUMEN

En la actualidad, Colombia ha ganado cada vez mas importancia dentro del sector
azucarero gracias a que es uno de los principales productores y exportadores de
este producto. Esto ha impactado de manera positiva la economia nacional, y
ademas gracias a que los cultivos se encuentran concentrados principalmente en
el Valle del Cauca también contribuyen a la economia local.

Durante el proceso productivo, ademas de la obtencién del azucar también se
obtienen algunos subproductos tales como la melaza, en la que algunos estudios
han identificado la presencia de compuestos fenélicos como los flavonoides, los
cuales hacen parte de los metabolitos secundarios de las plantas y a los que se
les ha atribuido propiedades antioxidantes. A pesar de que ya existen algunos
estudios sobre estos compuestos en la cafia de azulcar, la informacion sigue
siendo escasa. Es por esto que el objetivo principal de este proyecto es determinar
e identificar la presencia de flavonoides en la melaza residual de un ingenio
azucarero, utilizando técnicas cromatograficas y espectrométricas, para asi darle
valor agregado a este subproducto y aumentar la rentabilidad del sector.

Para lograr este objetivo fue necesario realizar un proceso de extracciéon, en el
cual se utilizaron diferentes condiciones en cuanto a los solventes y pH. Al final se
obtuvieron siete extractos, en los cuales fue posible detectar por medio de
cromatografia de alta eficiencia con un detector de fotodiodos (PDA) y por medio
de espectroscopia UV, la presencia de vitexina, 4',5'-Dimetil-luteolin-8-C-glucosido,
tricina-7-O-glicosido, tricina-4_-O-(treo or eritro guaiacilglicerl) eter- 7-O-
glucopiranoside, Schaftosido y tricina-7-O-neohesperidoside.

En cuanto a los resultados obtenidos mediante la técnica de espectrometria de
masas, fue posible establecer con certeza tres flavonoides presentes en el
extracto de licor de las torres de decoloracion los cuales fueron: Schaftoside-C-
glucosido, Diosmetina-8-C-glucésido y tricina-8-C-glucasido.

Palabras claves: Cafa de azucar, melaza, flavonoides, técnicas cromatograficas
y espectrométricas



ABSTRACT

Colombia has gained importance in the sugar sector because it is one of the
leading producers and exporters of this product in the world. This has impacted
positively the national economy, and also because the crops are concentrated
mainly in Valle del Cauca also contribute to the local economy.

During the productive process, besides of obtaining sugar also other by products
like the melaza are present, some studies have identified the presence of phenolic
compounds such flavonoids, which are part of secondary metabolites of the plants
and that has been attributed to them antioxidant properties. Altough there are
some studies in the field, the information remains very poor. The main objective of
this project it is to qualify and identify the presence of flavonoids in the molasses
from a sugar mill, using chromatographic and spectrometric techniques, and
ultimate adding value to this byproduct and increasing the rentability of the sector.

To achieve this goal was necessary an extraction process in which different
conditions were used as solvents and pH. Finally seven extracts were obtained, in
which it was possible to identify by high efficiency chromatography the presence of
vitexina, 4',5-Dimetil-luteolin-8-C-glycoside, tricina-7-O-glycoside, tricin-4_-O-
(threo or erithro guiacylglycerl) ether- 7-O-glycopiranoside, Schaftoside y tricin-7-
O-neohesperidoside.

It was possible to identify tree flavonoids present in the licor extractor of the
bleaching towers by mass spec, the flavonoids: Schaftoside-C-glycoside,
Diosmetin-8-C-glycoside vy tricin-8-C-glycoside.

Key Words: Sugar cane, melaza, flavonoids, chromatographic and spectrometric
techniques



1. INTRODUCCION

La cafia de azucar (Saccharum officinarum) es una Graminea procedente de las
regiones tropicales y subtropicales del sudeste asiatico (Diaz Montejo &
Protocarrero Rivera , 2002). Actualmente, en Colombia se encuentra concentrada
en el Valle geografico del rio Cauca y debido a que en su tallo tiene un alto
contenido de sacarosa, es posible producir azdcar a partir de esta, logrando
contribuir de manera positiva tanto a la economia local como a la nacional
(Asocafa, 2009).

Durante el proceso productivo del azUcar se obtienen algunos subproductos tales
como el bagazo, melaza, vinaza entre otras; los cuales se han aprovechado para
obtener otros productos Utiles para los seres humanos, como el bioetanol a partir
de la fermentacion de la melaza y energia a partir de la combustién del bagazo.
Ademas, algunos estudios recientes han demostrado que tanto en la cafia de
azucar como en estos subproductos existen compuestos aromaticos como los
flavonoides (Colombo, Yariwake, Queiroz, Ndjoko, & Hostettmann, 2005), los
cuales hacen parte de los metabolitos secundarios de la cafia de azucar y se
sintetizan a partir de una ruta biosintética mixta proveniente del &cido shikimico y
la ruta de los policétidos. Estos son pigmentos naturales presentes en los
vegetales y gracias a que en su estructura presentan algunos grupos hidroxilo,
tienen la capacidad de quelar algunos metales de transicion confiriéndoles una
capacidad antioxidante (Martinez, 2005).

La importancia atribuida a estos compuestos extraidos de la melaza, se basa
principalmente en un posible uso como agentes protectores frente a fenémenos de
dafio oxidativo. Esto le otorgaria otro valor agregado a este producto de desecho y
por lo tanto, también aumentaria la rentabilidad del sector azucarero.

La finalidad de este proyecto es determinar los flavonoides presentes en la melaza
residual proveniente del Ingenio Carmelita S.A. Para esto se desarrollé una
metodologia de extraccion utilizando solventes afines con las moléculas de estudio
y posteriormente se utilizé la técnica de extraccion en fase sélida (SPE). Para la
separaciéon e identificacion se utilizé la técnica de cromatografia liquida de alta
eficacia (HPLC) y por ultimo para la caracterizacion se llevo a cabo la técnica de
espectrometria de masas.



2. DESCRIPCION DEL PROYECTO

2.1. Planteamiento del problema

Actualmente, Colombia es un pais de gran importancia a nivel mundial en el
mercado azucarero, ubicAndose como el décimo tercer productor entre 120
paises, ademas también es uno de los principales exportadores de este producto.
Esto se evidencié segun estudios realizados en el 2007 por la organizacion
internacional del azucar (OIA) (Arbelaéz, Estacio, & Olivera, 2010).

A parte de ser de gran importancia a nivel mundial, el sector azucarero tiene un
impacto positivo sobre la economia nacional, influyendo de manera directa en el
empleo, en el pago de los impuestos y en el producto interno bruto (PIB) del pais
(Asocafia, 2009). Se puede decir que los cultivos de cafla de azucar se
encuentran concentrados principalmente en el Valle del cauca desempefiando un
papel importante y significativo en la economia local.

Durante el proceso de fabricacién del azlcar, se generan diferentes productos de
desecho tales como las hojas, el bagazo, melaza, vinaza, entre otras (Procafa
(Asociacion Colombiana de productores y proveesdores de cafia de azucar)).
Estos subproductos han cobrado cada dia mas importancia debido a que
actualmente a partir de ellos se pueden obtener productos utilizados por los seres
humanos, por ejemplo el bioetanol que se obtiene a partir de la fermentacion de la
melaza y la energia a partir de la combustién del bagazo, los cuales logran
aumentar la rentabilidad de este sector.

Ademas de esto, en la cafia de azlucar y en los productos derivados se han
encontrado compuestos aromaticos. Por ejemplo, en la melaza que se obtiene
durante el proceso de cristalizacion del azucar, se encuentran gran variedad de
compuestos que proveen el color caracteristico de este resido. Algunos de estos
son los flavonoides (Colombo, Yariwake, Queiroz, Ndjoko, & Hostettmann, 2005),
los cuales son pigmentos vegetales no nitrogenados que gracias a que en su
estructura quimica poseen grupos hidroxilo, tienen la capacidad de quelar algunos
metales de transicion, lo que les confiere una capacidad antioxidante (Martinez,
2005).

La importancia de lo anterior radica en que se puede pensar que en un futuro los
compuestos extraidos de la melaza se podrian utilizar para proporcionar
proteccion frente a los fendmenos de dafio oxidativo, lo cual le daria otro valor
agregado a este subproducto.
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Es por esto que la finalidad de este proyecto se basa en la identificacion y
caracterizacion de algunos de los flavonoides presentes en la melaza residual,
para asi dar una aproximacion de la estructura quimica de estos compuestos
mediante la técnica de espectrometria de masas.

2.2. Marco tedérico

2.2.1. Cafia de azucar

La cafia de azucar (Saccharum officinarum) es una Graminea procedente de las
regiones tropicales y subtropicales del sudeste asiético. Poco a poco se fue
expandiendo por todo el continente africano y por la Europa meridional hasta que
a finales del siglo XV llego a América (Diaz Montejo & Protocarrero Rivera , 2002)
y asi iniciaron las primeras plantaciones en este continente.

Entre los constituyentes de la planta de cafia de azlUcar se encuentra la raiz, la
cual es de tipo fibroso y se extiende hasta 80 cm de profundidad en los suelos.
Esta es una parte esencial en la planta, ya que ademas de proveer el anclaje,
también permite la absorcién de nutrientes y agua para su supervivencia. Otro
constituyente es el tallo, el cual es rico en sacarosa y por lo tanto es una parte
crucial para la produccion de azucar. La sacarosa es sintetizada por la cafia
mediante la energia tomada por el sol durante la fotosintesis. El tallo esta dividido
en dos: nudos y entrenudos (anexo 1), estos ultimos constan de dos partes, una
sélida llamada fibra (11-16%) la cual compone el bagazo una vez la cafia es
molida y una liquida que contiene sacarosa (8-15%) y agua (73%). Entre otros
componentes, se encuentran las hojas cuya funcion principal es proteger la yema.

2.2.2. Cafa de azucar en Colombia

Hoy en dia los cultivos de cafia de azlcar se encuentran concentrados en el Valle
del Cauca, siendo fuente de obtencién de mieles, panela y azicar como productos
de consumo. Anteriormente, solo se contaba con 3 ingenios en el Valle: Manuelita,
Riopaila y providencia, actualmente son 13 plantas productoras en la regién
(Cabafia, Carmelita, Manuelita, Maria Luisa, Mayaguez, Pichichi, Risaralda,
Sancarlos, Tumaco, Riopaila-Castilla, Incauca y Providencia) (Asocafa, 2012).

En Colombia existen algunas entidades que se encargan de regular las politicas
del sector azucarero adecuandolas a las nuevas tendencias. Entre estas entidades
se encuentra: ASOCANA (asociacion de cultivadores de cafia de azlcar
colombiana), PROCANA (asociacion de proveedores y de cafia de azlcar de
Colombia, TECNICANA (asociacién colombiana de técnicos de la cafia de azlcar)
CIAMSA (la Comercializadora Internacional de Azucares y Mieles S.A) vy
CENICANA (Asocafia s. a., 2009).

11


http://www.cenicana.org/

2.2.3. Obtencién de la melaza a partir del proceso productivo del aztcar

La melaza es un subproducto del proceso de cristalizacion final del azicar. Segun
la Norma ICONTEC 587 de 1994, es un liquido denso y viscoso del cual no se
puede cristalizar mas azucar por los métodos usuales.

Este residuo esta compuesto por una mezcla compleja que contiene sacarosa,
azucar invertido (sacarosa hidrolizada), sales y otros compuestos solubles en
alcali, ademas de los producidos durante la fabricacién del azacar.

La melaza se obtiene por una serie de pasos los cuales comienzan con la
extraccion del jugo, en el cual se utilizan unos molinos por los que pasa la cafa
para extraer mas del 90% del azucar, seguidamente se realiza el proceso de
clarificacion en donde se utiliza cal para neutralizar su acidez y calor hasta
ebullicién. Después de la extraccion, el jugo resultante se somete a un proceso de
cristalizacion en donde se forma una masa densa y finalmente se realiza el
proceso de centrifugacion en el cual los cristales de azucar son retenidos (Fajardo
Castillo & Sarmiento Forero, 2007) Anexo 2.

2.2.4. Flavonoides

Los flavonoides son pigmentos naturales presentes en los vegetales, fueron
descubiertos por el Nobel en Fisiologia y Medicina Dr. Albert Szent-Gyorgi, quien
los denominé como “vitamina P” por permeabilidad. Poco tiempo después, este
nombre fue descartado debido a que no se confirmé que estos compuestos
hicieran parte de las vitaminas. Szent-Gyorgi también descubri6 que estas
sustancias potenciaban la acciéon de la vitamina C, mejorando su absorcién y
protegiéndola del dafio oxidativo (Martinez Florez , Gonzales Gallego, Culbras , &
Tufién , 2002).

Los flavonoides hacen parte de los metabolitos secundarios de algunas plantas y
se sintetizan a partir de una ruta biosintética mixta, en este caso particular son
provenientes de la ruta del &cido shikimico (porcién cinamoilo) y la ruta de los
policétidos (porcion benzoilo) (Luengo, 2002). Estos compuestos le confieren
colores amarillos, naranja, rojo, violeta y azul a muchas flores, hojas y frutos; con
el fin de proteger a la planta frente a los rayos solares dafiinos y también filtran
algunas radiaciones para que con ayuda de la clorofila puedan ser utiles en el
proceso de la fotosintesis.

La estructura quimica de estos compuestos consta de dos anillos aroméaticos
(bencénicos), unidos a través de una cadena de tres carbonos que puede
encontrase como un anillo central heterociclico (¥-pironas) que es el mas comun,
o también con la cadena de tres carbonos abierta (Chalcona), CeC3Cs (Martinez,
2005) (Figura 1). También, contienen un nimero variable de grupos hidroxilo que
les confiere la propiedad de quelacién de hierro y otros metales de transicion.
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Gracias a esto, tienen un papel importante en la proteccién frente al dafio
oxidativo, influyendo positivamente en la mejora de algunas patologias tales como
la cardiopatia isquémica, la aterosclerosis o el cancer (Trease & Evans, 2009).

Figura 1. Figura 1. Estructura bésica de los flavonoides a) cadena de tres
carbonos abierta b) anillo central heterociclico (¥-pironas). (Martinez, 2005)
(Martinez Florez , Génzales Gallego, Culbras , & Tufién , 2002)

Ademas, gracias a los anillos bencénicos que poseen en su estructura, son
capaces de absorber radiacién ultravioleta. Esto sumado con la ruta biosintética
de la cual provienen, le confieren a la molécula sus caracteristicas espectrales. La
banda Il que se encuentra en el rango de 240 a 285 nm, corresponde a la porcién
benzoilo, y La banda | que se encuentra en el rango de 300-400nm, es decir de
mayor longitud de onda, corresponde a la porcién cinamoilo, la cual puede variar
de acuerdo al patréon de sustitucion y la conjugacion del anillo C (Ugaz,
1997)(Figura 2).

mAU
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Figura 2. Bandas caracteristicas de los flavonoides en los espectros UV.
(Colombo, Yariwake, Queiroz, Ndjoko, & Hostettmann, 2005)

La estructura basica de los flavonoides permite gran variedad de reacciones de
sustitucion y variaciones en el anillo C. La capacidad antioxidante de estos va a
depender de las propiedades redox de los grupos hidroxilos sustituyentes y de la
relacion estructural entre las diferentes partes de la estructura quimica. Con base
en esto, en la tabla 1 se puede observar su clasificacion (Escamilla Jimenéz,
Cuevas Martinéz, & Guevara Fonseca , 2009).
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Existen tres caracteristicas principales que van a determinar la funcion
antioxidante de los flavonoides: la primera es la presencia de la estructura catecol
u Orto-hidroxi en el anillo B, la segunda es la presencia de un doble enlace en la
posicion 2,3 y por ultimo la presencia de grupos hidroxilo en la posicion 3 y 5.
Como se puede observar en la tabla 1, la catequina solo presenta una de las tres
caracteristicas al igual que la diosmetina, mientras que la quercetina que es uno
de los flavonoides mas comunes presenta las tres caracteristicas (Martinez Flérez
, Gonzales Gallego, Culbras , & Tuiion , 2002).

Tabla 1. Clasificacion de los flavonoides segun sus caracteristicas estructurales.

Nombre Descripcion Ejemplo Estructura

Tiene un grupo —OH
unido en posicién 3,
pero ademas poseen
un doble enlace entre
los carbonos 3y 4 del
anillo C.

Antocianidinas Antocianidina

Con un grupo —OH en
Flavanos posicion 3 del anillo| Catequina
C.

Poseen un grupo
carbonilo en posicion
4 del anilo C vy

Flavonas Diosmetina
carecen del grupo
hidroxilo en posicion
Cs.
Grupo carbonilo en
osicion 4 y un grupo .
Flavonoles P y grup Quercetina

—OH en posiciéon 3
del anillo C.

(Escamilla Jimenéz, Cuevas Martinéz, & Guevara Fonseca , 2009)

Existen varias formas en las que se pueden encontrar los flavonoides en las
plantas: como agliconas que son los flavonoides en su forma libre, o como
glicésidos que son a los que se les une un azucar en la posicién C3 (en mayor
grado) o en la posicion C7 (menor grado) en el caso de los flavonoles y las
flavonas. Adicionalmente, de los glicosidos se derivan los O-glicésidos en los que
el azucar se une a través de atomos de oxigeno (enlace hemiacetal) y los C-
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glicésidos en los que el azlucar se une a traves de enlace C-C. Los glicésidos son
solubles en agua caliente, alcohol y disolventes orgénicos polares, mientras que
las agliconas son solubles en disolventes organicos ligeramente oxigenados
dependiendo de su polaridad. Esto es de gran importancia a la hora de realizar la
extraccion de estas sustancias (Rijke, Out, & Niessen, 2006)

Existen algunos métodos de identificacion que son netamente cualitativos, entre
los cuales se encuentran los ensayos de color, que permiten el reconocimiento de
flavonoides por un cambio en la coloracion (Martinez, 2005). Entre estos se
encuentran:

e Ensayo de Shinoda: este se utiliza para flavonoides con tengan es su
estructura un ndcleo benzopirona como las flavonas, flavonoles,
flavanonas, etc. producen coloraciones rojizas cuando a sus disoluciones
acuosas o alcoholicas. Se adiciona magnesio seguido de acido clorhidrico
(HCL) concentrado.

e Ensayo Zn/HCL: flavonoles producen coloraciones rojo-violetas. Mientras
que las flavanonas y flavanoles no producen color o producen coloraciones
rosadas débiles.

e Ensayo de Pacheco: Los flavonoles producen un color rojo caracteristico
mientras que las flavonas, chalconas, auronas, flavonoles y flavanonas dan
una respuesta negativa. El extracto solido que contiene flavonoides se
calienta con cristales de AcONa Y 0,1mL de anhidrido acético seguido de
dos gotas de HCL concentrado.

2.2.5. Flavonoides presentes en la cafia de azucar

Algunos estudios han evidenciado la presencia de compuestos fendlicos,
especialmente de flavonoides en la cafia de azucar y en diferentes productos
provenientes de esta, tales como el azlcar blanco, azicar morena, panela y miel
de cafia (melaza); haciendo énfasis en que los que conservan en mayor grado
estos compuestos que tienen actividad antioxidante y que le dan el color
caracteristico a estos productos son la panela y la miel de cafia (Universidad
politécnica de Valencia, 2013).

En el género Saccharum se han reportado cinco clases de flavonoides entre los
cuales se encuentran las antocianinas, catequinas, chalconas, flavonoles y
flavonas (Larrahondo, 1995). Y en la especie Officinarum se han encontrado
especialmente flavonas tales como la, diosmina, vitexina, orientina, derivados de
la tricina, apigenina entre otras (Colombo, Yariwake, & McCullagh, 2008). Ademas
de identificar la presencia de estos flavonoides, en sus estudios Renata Colombo,
también ha establecido algunos de los maximos de absorcion de estos
compuestos correspondientes a las dos bandas que los caracterizan (Tabla 3).
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Tabla 2. Estructura de los flavonoides encontrados en la especie Officinarum

Tricina

Diosmina

H h

O

HOY "0 0.0
M o on
OH

Vitexina

Orientina

OH O
Apigenina Luteolina
OH OH
OH

HO 9]

HO 8]
OH [

OH 8]

16




Tabla 3. Maximos de absorcion UV de los flavonoides reportados en la especie
officinarum de la cafia de azlcar

. Espectro UV (nm)
Flavonoide Banda | Banda ll

Diosmetin-8-C-glycoside-arabinoside 321 270
Diosmetin-8-C-glicoside 350 260
Tricin-7-O-rhamnosilgalactoronide 328 270
Tricin-4_-O-(threo or erythro guaiacylglyceryl)

ether- 340 270
7-O-glucopyranoside

'é’tr;]c;rr\-4_-o-(threo or erythro guaiacylglyceryl) 348 260
Tricin-7-O-neohesperidoside 351 265
Luteolin-8-C-(rhamnosylglucoside) 348 260
Vitexin 334 270
Orientin 324 242
Tricin-7-O-glycoside 346 253
Schaftoside/isochaftoside 330 269
4' 5'-Dimethyl-luteolin-8-C-glucoside 351 270

(Colombo, 2006) (Colombo, Yariwake, Queiroz, Ndjoko, & Hostettmann, 2005)

2.2.5. Técnica de extraccién en fase sélida (SPE)

Esta técnica se basa en la retencion del analito de interés que se encuentra en
una muestra liquida, sobre un adsorbente el cual se esta en una matriz sélida. Es
una técnica sencilla y rapida, emplea poco disolvente lo que hace que el impacto
sobre el medio ambiente y los costos sean menores. Existen diferentes tipos de
adsorbentes que se acoplan de acuerdo al analito que se desea extraer
(Rodriguez, 2008).

El éxito de esta técnica depende de seguir adecuadamente las siguientes etapas,
primero se encuentra la etapa de acondicionamiento del cartucho, en donde
ocurre la activacion del adsorbente y de los grupos funcionales, para activar los
adsorbentes hidrofébicos se usa generalmente metanol o acetonitrilo, mientras
gue para los hidrofilicos se utiliza hexano o cloruro de metileno. Posteriormente se
realiza la carga de la muestra, seguida de la etapa de lavado en la cual se da la
eliminacién de los compuestos de interferencia manteniendo los analitos en el
lecho del adsorbente, otro paso que permite mejorar el rendimiento de la
extraccion, es el secado, en donde se hace circular aire por un determinado
tiempo a traves del cartucho para eliminar trazas del solvente utilizado en la etapa
de lavado. Por ultimo se encuentra la etapa de elucion, en donde se utiliza un
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solvente con alta afinidad por los analitos, para asi obtener la mayor cantidad de
compuestos de interés (Cromlab S.L., 2014)(Figura 3).

LAVADO SECADO [ ELUCION |

ELUCGHH

Oasis HLB es un polimero versatil, muy hidrofilico, y facilmente humectable.
Tienen una capacidad de retencion elevada, incluso si se seca después de
acondicionamiento, es un adsorbente de fase reversa ideal para analitos neutros,
basicos y acidos.

1

—_—

¢ || Activacion o

Figura 3. Etapas de la técnica SPE(Cromlab S.L., 2014).
Cartuchos Oasis® HLB

Oasis® MCX Oasis® MAX

Ef,f,} 5

oo Tl

Oasis® HLB
pKa <1 p pKa >18
1 meq/ N 0.25 meq/
q/a Hydrophilic —d ) a/9

Retention of Polars w Lipophilic
RP Retention

QOasis® WCX

Oasis® WAX

Water-wettable
Stable from pH 0-14
No silanol interactions

pKa ~5 pKa ~6
0.75 meq/g 0.6 meq/g

Figura 4. Composicion de cartuchos Oasis.

2.2.6. Cromatografia liquida-espectrometria de masas (LC-MS)

Esta técnica se fundamenta en la separacion de iones moleculares por su
diferencia de masa, permite determinar la masa molecular y la formula de un
compuesto asi como también algunas de sus caracteristicas estructurales (Skoog,
Holler, & Crouch, 2001).
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Se utiliza para el analisis de muestras que contienen analitos poco volatiles.
Cuenta con unos sistemas de ionizacion especiales (ionizacion a presion
atmosférica) para lograr el desarrollo la técnica. Gracias a esto, es posible analizar
compuestos de alto peso molecular, con un rango de polaridades que va desde
analitos no polares hasta los muy polares. Los espectros que se obtienen a partir
de esta técnica, son mas sencillos que los obtenidos mediante la cromatografia
de gases acoplada a masas, debido a que el nivel de fragmentacion es menor. La
desventaja de esta técnica es que los espectros dependen en cierta medida, de
los parametros de ionizacion por lo que no se pueden considerar como “huellas
dactilares” del compuesto (Guzméan, 2011). Cabe resaltar que para esta técnica la
influencia del pH toma gran relevancia.

En los anexo 4 y 5, se mostrara la forma en que generalmente se fragmentarian
algunas flavonas de la especie Officinarum.
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2.3. Objetivos

2.3.1. Objetivo general

Determinar los flavonoides presentes en la melaza residual proveniente de un
ingenio azucarero por medio de la técnica de espectrometria de masas.

2.3.2. Objetivos especificos

2.3.3.

Estandarizar una metodologia para la extraccién e identificacion de algunos
flavonoides, utilizando técnicas cromatograficas.

Establecer una estructura aproximada de algunos de los flavonoides

presentes en la melaza residual utilizando la técnica de espectrometria de
masas.

Identificar potenciales aplicaciones de los flavonoides encontrados de
acuerdo a la estructura quimica.

Indicadores

Protocolo en el cual se definan las condiciones de obtencién de los
flavonoides utilizando como punto de partida la melaza.

Tiempo de retencién obtenido en el cromatograma.

Pico base de la estructura basica de los flavonoides.

Encontrar una referencia bibliografica relevante en la que asocien la
presencia de grupos funcionales en los flavonoides con aplicaciones
terapéuticas.
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2.4 Metodologia

2.4.1 Matriz de marco légico

Objetivo general: Determinar los flavonoides presentes en la melaza residual
proveniente de un ingenio azucarero por medio de la técnica de espectrometria

ambos recipientes.

Llevar las muestras
al sonicador vy
refrigerar

de masas.
Objetivos . .
. e Actividades Indicadores Supuestos
especificos
Obtencién de Ia
melaza proveniente
del proceso de
produccion de
azucar del ingenio
Carmelita S.A.
., Disponibilidad de
Preparacion de la
solventes y
muestra: tomar en | Protocolo en el , .
. . demas reactivos
dos recipientes | cual se definanlas | ..
. . . utilizados en el
Estandarizar  una | diferentes dos | condiciones de
. . proceso de
metodologia para la | muestras con | obtencion de los .
. . extraccion e
extraccion e | melaza y llevar una | flavonoides . .
. e . identificacion.
identificacion de | de estas a pH=2 | utilizando como
algunos utilizando acido | punto de partida la | . .
g . L. P P Disponibilidad y
flavonoides, fosforico. melaza.
. - estado del
utilizando técnicas .
> L . liofilizador.
cromatograficas. Extraccion de los | Tiempo de
flavonoides retencién obtenido | _.
. Disponibilidad y
utilizando como | en el
estado del
solvente el | cromatograma. .
y equipo  lIsolera
acetonitrilo 0
Flash-One.
acetato de
etilo:metanol en
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Concentracion de

la muestra
utilizando el
rotaevaporador.

Liofilizar para retirar
residuos de agua.

Separacion e
identificacion de los
flavonoides
utilizando
cromatografia
Liquida de alta

eficiencia (HPLC) y
TLC.

Establecer una | Llevar la muestra al
estructura espectrometro  de
aproximada de | masas.
algunos de los
flavonoides Tomar el espectro
presentes  en la . | Disponibilidad y
melaza residual | Elucidacién de una | Pico base de la estado del
utilizando la técnica | estructura estructura basica .
. . : espectrometro
de espectrometria | aproximada de | de los flavonoides.
: de masas.

de masas. algunos flavonoides

presentes después

del proceso de

separacion por

medio del software

MestReNova.
Identificar
potenciales Realizar busquedas | Encontrar al | No encontrar
aplicaciones de los | bibliogréficas en | menos una | referencias en
flavonoides donde asocien la | referencia las cuales
encontrados de | presencia de | bibliografica asocien de
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acuerdo a la | algunos grupos | relevante en la | alguna manera

estructura quimica | funcionales que asocien la|la estructura
presentes en los | presencia de | quimica con la
flavonoides y la | grupos actividad

estructura como tal | funcionales en los | terapéutica  de
con aplicaciones | flavonoides  con | los flavonoides.
terapéuticas. aplicaciones
terapéuticas.

2.4.2. Metodologia propuesta

2.4.2.1. Obtencién de la muestra
El material de partida para realizar los analisis respectivos es la melaza, la cual
sera suministrada por el ingenio Carmelita S.A.

2.4.2.2. Extraccion y purificacion de los flavonoides

Extraccion

Para la extraccion de los flavonoides presentes en la melaza residual, se tomo
como referencia el procedimiento realizado por Renata Colombo (Colombo,
Yariwake, & McCullagh, 2008), en el cual proponen utilizar una mezcla de
solventes polares debido a que la mayoria de flavonoides se encuentran en su
estado glicosilado, haciendo que estos sean solubles en dichos solventes.

Para este procedimiento se tomaron aproximadamente 300mL de la muestra, se
le adicionaron alrededor de 600 mL de la mezcla acetato de etilo:metanol 1:1 y
posteriormente se llevé al sonicador por 30 minutos para mejorar la solubilidad de
la muestra con el solvente, por dltimo se rotaevapor6 para su concentracion. Este
procedimiento se realiz6 por duplicado ajustando una de las muestras a pH &cido
(pH = 2,4) utilizando é&cido fosférico y la otra se dejéo con las condiciones
estandares (pH = 6,2), esto se realiz6 con el fin observar el comportamiento de la
muestra a diferentes condiciones. Con este mismo objetivo se repitid este
procedimiento pero esta vez utilizando como solvente acetonitrilo, el cual es un
solvente aprético que no dona ni acepta protones y por lo tanto mantiene la
identidad de los compuestos que se van a extraer.
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Figura 5. Extraccion liquido-liquido de los flavonoides.

Con motivo de tener otra muestra para realizar la comparacién, se utilizé el equipo
Isolera Flash-One para retener la mayor cantidad de azucar posible y asi obtener
un extracto libre de compuestos que no eran objetivo de estudio. Para este
procedimiento se tomé 1 kg de melaza diluida en 4500 mL de agua con 500mL de
metanol, se pasaron a través de una columna C18 y posteriormente para extraer
los analitos de interés se utilizé metanol grado HPLC el cuél es un solvente afin
con dichas moléculas. A este extracto se le realizé la prueba de Shinoda. Para
esta prueba se utilizaron 2 tubos de ensayo, a los cuales se les adicion6 la misma
cantidad del extracto (aproximadamente 2mL). A uno de los tubos se le agregd
una lamina de magnesio y posteriormente de 3 a 4 gotas de &cido clorhidrico
(HCL) concentrado.

Después de realizar estos procedimientos de extraccion, las muestras auln
conservaban cantidades considerables de agua y de azucar, por lo que fue
necesario utilizar métodos alternos para eliminarlas.

La muestra tratada por el equipo Isolera Flash-One, al igual que a las extraidas
con acetato de etilo:metanol 1:1, se les implementé la técnica de extraccion en
fase sdlida (SPE). Esta técnica permite la concentracion y purificacion de los
analitos en solucion por adsorcion de estos en una fase sélida (Rodriguez, 2008).
En este procedimiento se utilizaron ocho cartuchos Oasis® HLB con capacidad de
6 cm?3, los cuales se activaron con 3mL de metanol, posteriormente se hicieron
dos enjuagues con agua y por ultimo se cargaron los cartuchos con 1,5 mL de
muestra cada uno. Los compuestos que no son objeto de estudio, es decir los
azucares presentes, se eluyeron con dos enjuagues de 3mL de agua cada uno y
se dejé secar al vacio por una hora para eliminar toda el agua restante. Para
recuperar los flavonoides que quedaron retenidos en la fase sélida se utilizé 3mL
de metanol y se llevo a rotaevaporador para concentrar. Cabe resaltar que este
procedimiento se realizd con cada una de las muestras extraidas anteriormente.

24



Figura 6. Montaje de la técnica de extraccion en fase sélida (SPE).

Al residuo obtenido después de lavar con agua los cartuchos cargados con la
muestra se le realiz6 la prueba de Shinoda.

Las muestras extraidas con acetonitrilo y con acetato de etilo:metanol 1:1 se
llevaron a refrigerar a una temperatura de -80°C por 24 horas y posteriormente se
liofilizaron.

Para facilitar la escritura, a cada muestra se le asigné un nombre (Tabla 4).

Tabla 4. Nombres asignados a los extractos obtenidos

Nombre asignado al
Muestra

extracto
Muestra tratada con Isolera Flash-One Isolera A
Muestra acetato de etilo:metanol 1:1 SPE pH = 6,2 A
Muestra acetato de etilo:metanol 1:1 SPEpH=2,4 B
Muestra acetato de etilo:metanol 1:1 Liofilizada pH c
=6,2
Muestra acetato de etilo:metanol 1:1 liofilizada pH = D
2,4
Muestra acetonitrilo liofilizada pH = 6,2 E
Muestra acetonitrilo liofilizada pH = 2,4 F
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Deteccion e identificacion de flavonoides en la melaza residual de un ingenio
azucarero

Para la identificacion y deteccion, se llevo a cabo la técnica de cromatografia en
capa delgada (TLC) y cromatografia de alta eficiencia (HPLC).

Para la TLC, se sembraron aproximadamente 5 pL de las muestras extraidas, las
cuales se corrieron en una fase mévil que estaba constituida por una mezcla de
acetato de etilo: acido férmico: acido acético glacial: agua 100:11:11:26 de la cual
se prepararon 20 mL, y como fase estacionaria se utilizé una placa de silica gel.
Para revelar las placas después de haberlas sembrado, se utilizé una solucion al
1% de difenilboriloxietilamina seguida de una solucion al 5% de polietilenglicol-
4000 (PEG-4000) etandlico y su deteccién se realizé en una longitud de onda 365
nm (Wagner & Bladt, 2001).

En cuanto a la técnica de HPLC, se utilizé una columna ACQUITY UPLC® HSS T3
1,8 um 2.1 x 100mm y un detector de fotodiodos (PDA), el cual permite la
deteccién y cuantificacion de bajas concentraciones de analitos y también
permite comparar los espectros a distintas longitudes de onda en un amplio
intervalo de concentraciones (Waters, 2016) . Las condiciones durante este
procedimiento fueron las siguientes:

Tabla 5. Solventes, condiciones de presién y tiempo de corrida

Solventes Limites de presion | Tiempo de corrida
A |A + % Ac. Formi .
gua + 0,05% Ac. Formico 15000 Ib 15.00 minutos
B Acetonitrilo
Tabla 6. Proporcion de la fase movil en el tiempo
Tiempo Flujo (mL/min) %A %B Curva
Inicial 0,400 99,0 1,0 Inicial
0,50 0,400 99,0 1,0 6
7,00 0,400 80,0 20,0 6
11,00 0,400 65,0 35,0 6
11,10 0,400 99,0 1,0 6
15,00 0,400 99,0 1,0 6
2.4.2.3. Caracterizacion de flavonoides por Cromatografia

Liquida/espectrometria de masas (LC-MS)
El espectrometro de masas utilizado durante el proceso de caracterizacion de
flavonoides, se encuentra acoplado al UPLC. Para esta técnica se utilizé un
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detector PDA, con un rango de longitud de onda de 210 nm a 400 nm a una
resolucién de 1,2 nm y con una tasa de muestreo de 20 puntos/seg. El tiempo de
corrida fue de 0 a 14,99 minutos con una fuente de voltaje de 1,50 KV, con una
tension capilar de 30V y la temperatura de desolvatacion fue de 600°C. Los
espectros de masas se recogieron en un intervalo de 250 a 850 m/z, con un
voltaje de ionizacién de 70V y 20V. Este procedimiento se realiz6 en modo positivo
utilizando hidroxido de amonio el cual ademas de ayudar a ajustar el pH también
mejora la ionizacion y en modo negativo.

2.5 Resultados

A partir de la melaza residual del ingenio Carmelita S.A. se realiz6 la extraccion de
flavonoides con acetonitrilo y una mezcla de acetato de etilo: metanol 1:1. Ademas
también se tratd6 una muestra con una mezcla que constaba de 90% aguay 10%
metanol, la cual se pasoé por el equipo Isolera flash One para obtener un extracto
con la menor cantidad de azucar posible. Al extracto resultante, se le realizé la
prueba de Shinoda, que consiste en la identificacion de flavonoides por un cambio
en la coloracién. En la figura 7 se puede observar el cambio de coloracion del tubo
de ensayo A, con respecto al tubo de ensayo base.

Figura 7. Resultado positivo de la prueba de Shinoda, para el extracto obtenido
mediante el Isolera Flash-One. a) extracto con la prueba de Shinoday b) testigo.

Al observar que los extractos aun contenian cantidades considerables de agua y
azucar, se optd por utilizar la técnica de SPE con la cual fue posible eliminar los
compuestos de interferencia. A los extractos obtenidos a partir de este
procedimiento también se les realiz0 la prueba de Shinoda para conocer la
presencia o ausencia de flavonoides. Cabe resaltar que esta es una prueba
netamente cualitativa (ver Figura 8).
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Figura 8. Resultado negativo de la prueba de Shinoda, para les extractos
provenientes de la muestra Isolera A, y los tratados con acetato de etilo:metanol
1:1 a los cuales se les aplico la técnica de SPE. a) extractos con la prueba de
Shinoday b) testigos.

Los extractos Isolera A, A’, B, C, D, E y F; se sembraron en una placa de silica gel
y se corrieron en la fase mévil nombrada anteriormente en la metodologia, con el
fin de identificar los posibles flavonoides presentes. En la Figura 9 se puede
observar unas bandas de color verde azulado las cuales, segun la literatura
pueden corresponder a flavonoides luteolin-C-glicosidos.

Figura 9. TLC de los extractos Isolera A y extractos A’,B,C,D,E,F utilizando como
fase movil una mezcla de acetato de etilo: 4cido formico: acido acético glacial:
agua 100:11:11:26 y como agente derivatizante una solucién al 1% de
difenilboriloxietilamina seguida de una solucién al 5% de polietilenglicol-4000
(PEG-4000) etandlico

Aplicando las condiciones descritas en la metodologia para el analisis por HPLC,
se obtuvieron los respectivos cromatogramas con los espectros UV
correspondientes a cada a cada sefal caracteristica los cuales se muestran en su
totalidad en anexos, mientras que los mas relevantes se van describiendo durante
la discusion. En cuanto a los espectros de masas, se encuentran a lo largo de la
discusion.
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2.6. Discusion

La prueba de Shinoda, es una prueba cualitativa que permite el reconocimiento de
flavonoides que contienen en su estructura un nucleo benzopirona. En soluciones
acuosas o alcohdlicas esta prueba toma un color rojizo, indicando la presencia de
flavonoides (Martinez, 2005). Como se puede observar en la Figura 7, hubo un
cambio de coloracion con respecto al tubo de ensayo que se tomd como testigo;
esto es una buena sefal debido que confirma la presencia de dichos compuestos
en la muestra tratada en el equipo Isolera Flash One. Al analizar las
caracteristicas organolépticas de la muestra, se observd que aun contenia
cantidades considerables de agua y ademas su olor aun era dulce, revelando que
también contenia azlcar. Esto mismo sucedié con los extractos obtenidos a partir
de la mezcla de acetato de etilo: metanol y por eso se tomd la decision de
someterlas a la técnica de extraccion en fase solida.

Durante la etapa de lavado, se tomd el residuo resultante al cual también se le
realizé la prueba de Shinoda. En este caso el resultado arrojado fue negativo, que
era lo esperado debido a que los analitos de interés es decir, los flavonoides,
debian quedar retenidos en al adsorbente.

En la cromatografia planar, se sembraron los siete extractos resultantes y se
corrieron en la fase movil descrita en la metodologia. Los resultados obtenidos,
también fueron de gran ayuda para confirmar la presencia de flavonoides dado a
gue después de la derivatizacion, se observaron las bandas caracteristicas de los
derivados de luteolin-C-glicosidos y de apigenina-8-C-glucosidos. En donde los
primeros cuentan con bandas de color verde azulado con alta fluorescencia, y un
Rf de 0,70 vy los segundos tienen bandas del mismo color pero fluorescen con
menor intensidad y tienen un Rf de 0,77 (Wagner & Bladt, 2001) (ver Figura 9).
Entre los derivados de luteolin-C-glicosidos se encuentra la orientina con un Rf
obtenido de 0,71 y entre los derivados de apigenina-8-C-glucosidos esta la
vitexina con un Rf de 0,76.

En cuanto a los analisis de HPCL, se obtuvieron los cromatogramas
correspondientes a cada muestra y los respectivos espectros UV de las sefales
mas caracteristicas de acuerdo al tiempo de retencién. Debido a que no todos los
espectros se encontraron relevantes, se organizaron en la seccion de anexos.

Flavonoides identificados en el extracto Isolera A (muestra tratada con el equipo
Isolera Flas-One agua:metanol 90:10 extraidos mediante SPE)

En los espectros UV correspondientes a las sefiales mas caracteristicas del
cromatograma del extracto Isolera A, se encontraron algunas similitudes con
respecto a lo reportado por la literatura en los experimentos realizados por Renata
Colombo, por lo cual se pudieron realizar algunas identificaciones de flavonoides.
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Gréfica 1. Cromatograma correspondiente al extracto Isolera A.

Segun lo reportado en (Colombo, 2006), los flavonoides correspondientes a estos
maximos de absorcién, serian la vitexina a) y al 4',5"-Dimetil-luteolin-8-C-glucosido
b). Es posible hacer esta aproximacion, ya que segun la teoria los maximos de
absorcion de estos son de 334nm - 270 nm y de 351nm - 270 nm
respectivamente. A pesar de gque los valores no son exactamente los mismos, se
puede hacer esta equivalencia debido a que las condiciones de experimentacion
fueron diferentes (Gréfica 2).
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Grafica 2. Flavonoides identificados en el extracto Isolera A. a) vitexina, b) 4',5'-
Dimetil-luteolin-8-C-glucosido y c) Tricina-7-O-glicosido

Flavonoides identificados en el extracto B (Muestra tratada con acetato de
etilo:metanol 1:1 extraidos mediante SPE pH=2.,4)

En cuanto a los espectros UV correspondientes al extracto B, también se
encontraron algunas similitudes con las reportadas en la literatura que permiten la
identificacion de algunos de los flavonoides presentes en la muestra.

30



1,60 é
. T
1.40r] Tlﬁ
1:20-]
1.00-] |
= n |
oo
< 580 ]
i o =
- =1 (=)
] ]
060+ ] II
] E
] l S5 |E
i ] b
040 | b Rl
] Pl
- - =] l * Mo
020 = fra] A e
. & =t o | uy gl
] o N N
i e 4 o
0.00— - - FATLI — - iy o
———T—T— I S e e e e e B B e e S BN I e B S e LA
200 300 400 £00 &0 7.00 800 .00 40,00

Gréfica 3. Cromatograma correspondiente al extracto B.

En la gréfica 4 se puede observar que los maximos de absorcion corresponden
con 4'5'-Dimethyl-luteolin-8-C-glucoside a) y la tricin-4_-O-(threo or erythro
guaiacylglyceryl) ether- 7-O-glucopyranoside b) ya que son similares a los
reportados en (Colombo, 2006) que son 351 nm — 270 nm y 340 nm -270nm.
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Grafica 4. Flavonoides identificados en el extracto B. a) 4',5'-Dimethyl-luteolin-8-C-
glucoside y b) Tricina-4_-O-(treo o eritro guaiacilgliceril) eter- 7-O-glucopiranoside

A pesar de que en el cromatograma se apreciaron un gran numero de sefales, las
Gnicas que se pudieron establecer como posibles flavonoides fueron dos, ya que
los otros espectros no poseian las bandas caracteristicas y ademas tampoco
poseian un maximo de absorcion similar con el cual se pudiera establecer
relacion.
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Flavonoides identificados en el extracto C (Muestra tratada con acetato de
etilo:metanol 1:1 liofilizada pH=6,2)

En el extracto C, fue posible establecer una relacion con respecto a lo reportado
en la literatura, dado a que los maximos de absorcion reportados se asemejaban
en gran medida con los obtenidos experimentalmente.
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Gréfica 5.Cromatograma correspondiente al extracto C.

Los maximos reportados correspondientes a la vitexina y al 4',5'-Dimetil-luteolin-8-
C-glucosido, son 334 nm -270 nm y 351nm -270 nm respectivamente.
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Gréfica 6. Flavonoides identificados en el Extracto C. a) Vitexina y b) 4',5"-Dimetil-
luteolin-8-C-glucosido

Flavonoides identificados en el extracto D (Muestra tratada con acetato de
etilo:metanol 1:1 liofilizada pH=2.,4)

En el extracto D, sélo fue posible establecer una relacion respecto a la literatura,
ya que las otras bandas no tenian mucha similitud a las reportadas.
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Grafica 7. Cromatograma correspondiente al extracto D.

El flavonoide que se pudo identificar fue la Tricina-4 _-O-(treo o eritro
guaiacilgliceril) eter- 7-O-glucopiranoside (ver grafica 8), el cual tiene maximos de
absorcién ya reportados de 340nmy 270 nm.
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Gréfica 8. Flavonoide identificado en el extracto D. Tricin-4_-O-(threo or erythro
guaiacylglyceryl) ether- 7-O-glucopyranoside.

Flavonoides identificados en el extracto E (Muestra tratada con acetonitrilo
liofilizada pH=6,2)

Por otra parte, en el extracto E fue posible identificar la presencia de
Schaftosido/isochaftosido, Tricina-4 _-O-(treo o eritro guaiacilgliceril) eter- 7-O-
glucopiranoside, 4',5'-Dimetil-luteolin-8-C-glucosido y Tricin-7-O-neohesperidoside.
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Gréfica 9. Cromatograma correspondiente al extracto E.

Fue posible identificar estos cuatro flavonoides gracias a que en estudios
anteriores, han establecido los maximos de absorcion de estos compuestos que
corresponden a 330 - 369 nm, 340 - 270 nm, 351 - 270 nm; y a 351 - 265nm

respectivamente.
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Gréfica 10. Flavonoides identificados en el extracto E. a)
Schaftosido/isochaftosido, b) Tricina-4_-O-(treo o eritro guaiacilgliceril) eter- 7-O-
glucopiranoside, c) 4',5'-Dimetil-luteolin-8-C-glucosido y d) Tricina-7-O-
neohesperidoside
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Flavonoides identificados en el extracto F (Muestra tratada con acetonitrilo
liofilizada pH=2.4)

Por ultimo en el Extracto F, fue posible identificar a la Tricina-4_-O-(treo o eritro
guaiacilgliceril) eter- 7-O-glucopiranoside correspondiente a maximos de absorcion
reportados de 340 nm — 370 nm.
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Gréfica 11. Cromatograma correspondiente al extracto F.
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Grafica 12. Flavonoide identificado en el extracto F. Tricina-4_-O-(treo o eritro
guaiacilgliceril) eter- 7-O-glucopiranoside.

Como se puede observar, no se pudo identificar la misma cantidad de flavonoides
en cada una de las muestras, debido a que las condiciones de extraccién fueron
diferentes. A pesar de esto, si se encontraron flavonoides en comun entre ellas.
Por ejemplo el 4',5'-Dimetil-luteolin-8-C-glucosido y la Tricina-4_-O-(treo o eritro
guaiacilgliceril) eter- 7-O-glucopiranoside se encontraron en 4 de las siete
muestras estudiadas, lo que puede ser un indicador de que estos compuestos se
encuentran en mayor concentracion y que ademas, son menos susceptibles a los
cambios de condiciones. Otro flavonoide identificado fue la vitexina, que aunque
no se encontro en la mayoria de muestras, si se logro identificar al menos en dos
de ellas. Mientras que algunos derivados de la tricina como la Tricina-7-O-
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neohesperidoside se encuentran en menor concentracion, al igual que el
Schaftosido/isochaftosido.

Ademas de establecer la relacion por medio de los méximos de absorcion,
también hay que tener en cuenta el tiempo de retencion, el cual debe ser similar
en los diferentes espectros. Es decir, en el caso del 4',5-Dimetil-luteolin-8-C-
glucosido el tiempo de retencion se encuentra entre 5 y 5,5 min en todos los
espectros en los cuales se identificd, a excepcion del extracto B en el cual se
encontré 9,687 min. Esto puede poner en duda que este espectro corresponda a
dicho compuesto a pesar que los maximos de absorcién sean muy similares a los
reportados. Esto mismo sucedié con la tricina-4_-O-(treo o eritro guaiacilgliceril)
eter- 7-O-glucopiranoside, que se encontr6 en 3 espectros con un tiempo de
retencion entre 4,1 — 4,9 min pero en el extracto Juliana B el tiempo de retencién
fue de 9,970 min.

Por cada cromatograma, se obtuvo aproximadamente entre 5y 25 espectros UV y
de estos, solo se pudo identificar maximo 4 flavonoides por muestra. Esto no
quiere decir que no exista la presencia de mas flavonoides en ellas, si no que tal
vez aun no han sido estudiados o reportados en la literatura. Por ejemplo, en los
extractos B, C, D, E y F se encontrdé una banda con un maximo de absorcién de
322,6 nm en un tiempo de retencién de aproximadamente 5,8 minutos. Aunque
este espectro solo cuenta con una banda, podria corresponder a un flavonoide
gue contenga una sustitucién, una conjugacion en el anillo C o un estado de
glicosilacién que haga que las caracteristicas espectrales cambien. Al igual que
este, en los extractos C, D, E y F también se observé una banda con un maximo
de absorcién en 284,5 y con un tiempo de retencion de aproximado de 4,30 min, el
cual también podria corresponder a un flavonoide que adn no se encuentre
reportado. La posibilidad de que este ultimo corresponda a un flavonoide es alta
ya que en los extractos obtenidos de la torre de decoloracion del Ingenio
Manuelita, también se observd este mismo maximo de absorbancia.

Entre las actividades farmacolégicas que se le han asociado a los flavonoides, la
vitexina, uno de los flavonoides identificados anteriormente cuenta con capacidad
antiinflamatoria siendo capaz de reducir la migracidbn de neutrofilos al foco
inflamatorio por via de mediadores pro-inflamatorios a través de inhibicion de los
factores de transcripcion p-p38 (Rosa, Rios, Bagolun, & Martins, 2016). En cuanto
a la tricina, se le han asociado propiedades como agente quimiopreventivo en el
cancer, debido a que se ha encontrado que puede interferir de forma potente con
el crecimiento de células mamarias humanas y células de cancer de colon in vitro
(Hudson, Dinh, Kokubon, Simmonds, & Gescher, 2000). Se puede decir que n
general los flavonoides C-glicésidos se han asociado con actividades
antitumorales.
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Flavonoides identificados empleando la técnica de espectrometria de masas

Con el fin de obtener informacion estructural mas detallada y de conocer los pesos
moleculares de algunos flavonoides presentes en un extracto de licor de las torres
de decoloracion del Ingenio Manuelita, se llevéd a cabo la técnica de APCI
(ionizacion quimica a presion atmosférica) -LC-MS. Esta es una técnica de
ionizacion suave, que permite la obtencion de los iones moleculares [M + H] +, lo
que es de mucha importancia para la informacién estructural.

De los espectros obtenidos, fue posible identificar con certeza 3 flavonoides
glicosilados, los cuales se analizaron en modo positivo y negativo. Al pico base
que aparece en los espectros realizados en modo positivo se les resté el peso del
ion NH4 * que es 18 g/mol, ya que estos fueron tratados con hidroxido de amonio
con el fin de ajustar pH y de mejorar los parametros de ionizacion.

Uno de los flavonoides encontrados, fue la diosmetina-8-C-glucosido, el cual fue
posible identificar gracias a que en el espectro se observo la presencia de un ion
molecular [M + H] + de 480,5 m/z que restandole los 18 u correspondientes al ion
de amonio queda en 462,5 que es el peso de dicho compuesto. También se
observé un pico base de 301,4 m/z el cual fue asignado al peso de la aglicona [M
+ H — 161], la pérdida del 161 puede pertenecer a un azlcar, que segun la
literatura podria corresponder a un resto de hexosa (Gréafical3) (Colombo, 2006).
En cuando al espectro en modo negativo solo se observé la presencia del ion
molecular es decir del glucdsido mas no de la aglicona (anexo 12).
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Gréfica 13. Espectro de masas correspondiente a la Diosmetina-8-C-glucosido en
modo positivo
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Otro flavonoide que fue posible identificar en los espectros de masas, fue el
schaftosido-C-gicosido con un [M + H]+ de 565.5 m/z, esta molécula no fue
sensible al hidroxido de amonio por lo que el valor del ion molecular que aparece
en el espectro no cambia y ademas gracias a esto, tampoco fue posible identificar
otras sefales relevantes que mostraran la fragmentacion del flavonoide. Pero a
pesar de esto, gracias al espectro UV obtenido (Gréfica 15) y los datos que ya se
han reportado en algunos estudios, se pudo confirmar que si correspondia a este
compuesto.

Bugarcane11122015 (70VC) 2
Bugarcane 11122015 (T0VC) 2 237 (7.972) 1: Scan ES+
100~ OH 565 5 5.03e6

566.4

Ortreprens
250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850

Grafica 14. Espectro de masas correspondiente al schaftosido-C-glicosido en
modo positivo.

Tabla 6. HPLC-MS fragmentos de los flavonoides encontrados en especie
Saccharum Officinarum.

Table 2 HPLC-MS data of the flavonoids from Saccharum officinarum

Compound [M+HJ CID-MS fragment ions (% relafive intensity)

1 639 493 (31). 331 (100)

2 595 431 (91), 413 (40), 395 (29), 383 (100), 353 (51), 329 (35), 299 (15)

3 433 415 (100), 397 (45), 379 (21), 367 (81), 337 (44), 313 (26), 283 (4)

4 449 431 (100), 413 (34), 395 (10), 383 (29), 353 (11), 329 (15), 299 (3)

5 493 331 (62)

6 565 547 (45), 475 (81), 445 (100), 355 (45), 271 (3)

7 565 547 (21), 475 (100), 445 (45), 355 (28), 271 (5)

8 477 459 (100), 441 (28), 423 (24), 411 (70), 381 (43), 357 (14), 327 (6), 315 (3)
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Esta tabla es la que se encuentra en el estudio realizado por (Colombo, 2006), en
donde se muestran los iones moleculares de diferentes flavonoides con las otras
sefiales que se encuentran en abundancia. En este caso el de nuestro interés es
el compuesto niamero 6, el cual corresponde la Schaftoside, como se puede
observar el ion molecular representado alli corresponde con el que se obtuvo
experimentalmente.

Ademas en el espectro UV se pueden observar las bandas caracteristicas de
dicho flavonoide ya que los maximos de absorcion corresponden con los ya
reportados que se pueden observar en la Tabla 3.
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Grafica 15. Espectro UV correspondiente al Schaftoside-C-glucésido.

Por ultimo, el otro flavonoide que se encontré corresponde a la tricina-8-C-
glucosido con un ion molecular de 510.6 m/z y la diferencia de masa de este ion
molecular con el ion de amonio es de 492.6 m/z que corresponde al peso neto del
flavonoide gicosilado. En el cromatograma también se observa una sefal
abundante la cual corresponde a la aglicona 331.4 m/z, que al igual que la
Diosmetina-8-C-glucosido pierde un resto de hexosa correspondiente a 161 m/z.
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Gréfica 15. Espectro de masas correspondiente a tricina-8-C-glucésido en modo
positivo.

En general, en los espectros que se realizaron en modo negativo solo fue posible
identificar la sefial correspondiente al ion molecular. Estos espectros se muestran
en anexos.
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3. CONCLUSIONES

Los métodos de extraccion utilizados para el tratamiento de la melaza
residual fueron exitosos, ya que fue posible la identificacion de seis
flavonoides utilizando técnicas cromatografias y espectroscépicas.

El método de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas,
fue eficaz para la caracterizacion de Schaftoside-C-glucosido, Diosmetina-
8-C-glucésido y tricina-8-C-glucosido.

Algunos de los flavonoides identificados y caracterizados ya se han
asociado con algun tipo de actividad farmacdlogica, ya sea como
antiinflamatorios o antitumorales.
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4. RECOMENDACIONES

En el proceso de extraccion, se recomienda utilizar la técnica de extraccion
en fase sélida desde el inicio, ya que con esta es posible eliminar todos los
compuestos de interferencia sin necesidad de utilizar grandes cantidades
solvente.

Se recomienda que en futuros estudios, ademas de identificar y caracterizar
los flavonoides presentes en la melaza, también se realice una busqueda
exhaustiva de las propiedades farmacolégicas de los flavonoides
encontrados en esta, relacionandolos con su estructura quimica.
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8. ANEXOS

Evaluador

Focha de antrega: 03 - Jun- 2016 de |a cludad de Cali
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Anexo 1. Estructura general de las Gramineas (Universidad Politécnica de
Valencia, 2006)

Estructura general de las Gramineas -3

y Inflorescencia

’ Tallo

Ligula pilosa  Ligula membranosa

Hoja

Ligula
Entrenudo v

7>

Nudo

-
Vaina d

\ Raiz fasciculada

Anexo 2. Proceso de obtencion de la melaza (Fajardo Castillo & Sarmiento
Forero, 2007)

| Cafa de azdcar l—b[ Almacenamiento |—>| Extraccion del jugo |

|Extracdﬁndalazl‘.|car | Bagazo

h Y

Clarificacion ‘ Combustible de caldera

.

Jugo clarificado Residuos de espuma,
barro y desperdicios

Crigtalizacion

‘ Produccion de templa o "mazacote”™ |

Centrifugacion
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Anexo 3. Obtencién del bioetanol a partir de la melaza. En esta imagen también
se muestran de donde provienen el bagazo y la vinaza.

l Fabricacién de azucar ‘—} Azlcar

!

Cafa de Melaza

azucar '| EXUWCeion gl Jugo Pl I—Q Melaza excedente
Bagazo l

Destilacion — Alcohol hidratado

Vinaza €¢— y
deshidrataciéon

— Alcohol anhidro
(bioetanol)

Anexo 4. Fragmentacion de la disomina R1 = OH ; R2= OCH3; R3 = H (Colombo,
Yariwake, & McCullagh, 2008).

Anexo 5. Fragmentacion de la tricin-7-glucosido R1 = OCH3 ; R2= OH; R3 =
OCH3 (Colombo, Yariwake, & McCullagh, 2008).

CHaOH
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Anexo 6. Espectros UV correspondientes al cromatograma del extracto Isolera A.
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Anexo 7. Espectros UV correspondientes al cromatograma del extracto B.
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Anexo 8. Espectros UV correspondientes al cromatograma del extracto C.
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Anexo 9. Espectros UV correspondientes al cromatograma del extracto D.
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Anexo 10. Espectros UV correspondientes al cromatograma del extracto E.
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Anexo 11. Espectros UV correspondientes al cromatograma del extracto F.
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Anexo 12. Espectro de masas correspondiente a la Diosmetina-8-C-glucosido en
modo negativo.
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Anexo 13. Espectro de masas correspondiente al schaftosido-C-glicosido en
modo negativo.
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Anexo 14. Espectro de masas correspondiente
negativo.
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