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RESUMEN
El género Desmodium ha sido muy estudiado debido a su amplio uso etno-farmacoldgico. La
literatura reporta que los flavonoides son los principales compuestos de este género; los
mismos que son identificados generalmente por cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC). Dado que para el desarrollo de esta técnica es importante tomar en cuenta las variables
cromatograficas mas relevantes y debido a la escasa existencia de investigaciones en las que se
recopila y compara informacion sobre las diferentes metodologicas cromatogréaficas, se realizé
esta revision bibliografica narrativa cuyo objetivo fue establecer una base de datos informativa
acerca de las distintas metodologias del fingerprint cromatografico y sus diferencias, en las
principales especies del género Desmodium. Se inicié con una busqueda exhaustiva de articulos
originales, en inglés y espafiol publicados desde el 2010 sobre la metodologia y los resultados
obtenidos a partir de las huellas dactilares mediante cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) para las principales especies del género Desmodium. El anélisis de un total de 18
articulos permitio obtener una base de datos comparativa, dando como resultado el destacado
uso de extractos hidroalcoholicos, ademaés existe la particularidad que en todos los casos se
empleo las columnas de particulas C18 junto a una fase movil conformada por un disolvente
organico y una solucién acuosa acidificada, y se verifico que la mayoria de los estudios
determing flavonoides como sus principales metabolitos secundarios, de los cuales la vitexina,
isovitexina, schaftoside e isoschaftoside se presentan como picos comunes entre los

cromatogratogramas.

PALABRAS CLAVE: Desmodium. Huella digital. Cromatografia liquida de alta resolucion.

HPLC. Flavonoides.
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ABSTRACT
The Desmodium genre has been extensively studied due to its wide pharmacologic use
associated to flavonoids; which are generally identified by the high performance liquid
chromatography (HPLC), since for the development of this technique is important to take into
account the most relevant chromatographic variables and due to the scarce existence of
investigations in  which information is collected and compared on the different
chromatographic methodologies, this bibliographic review was made with the main objective
of establishing an informative database about the different chromatographic fingerprint
methodologies and their differences, between the principal species of the Desmodium genre. It
began with an exhaustive search for original articles that have been published in English and
Spanish since 2010 about the methodology and the results obtained from the fingerprints by
the high performance liquid chromatography (HPLC) for the main species of the Desmodium
genre. The analysis of a total of 18 articles allowed to obtain a comparative database, the same
that facilitated the determination of the most relevant variables like the extractive processes,
the analyses conditions, and the identified metabolites, resulting in the prominent use of C18
particle columns along with a mobile phase made up of an organic solvent and an acidified
aqueous solution, and it was verified that most of the studies determined flavonoids as their main
secondary metabolites, of which vitexin, isovitexin, schaftoside and isoschaftoside appear as common

peaks among the chromatograms.

KEY WORDS: Desmodium. Fingerprint. High performance liquid chromatography. HPLC.

Flavonoids.
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CAPITULO |
1.1.INTRODUCCION

Habitualmente las plantas han sido empleadas como farmacos, pues durante muchos afios los
remedios naturales y en especial las plantas medicinales fueron el principal e inclusive el Unico
recurso disponible para el tratamiento de enfermedades. En la actualidad, las plantas
medicinales contintGan formando parte principal de las estrategias llevadas a cabo por la
poblacion, sobre todo de aquellos paises en vias de desarrollo, para hacer frente a una variedad
de enfermedades.

El género Desmodium es integrante de la familia Fabaceae mismo que abarca alrededor de 350
especies encontrandose ampliamente distribuido alrededor de todo el mundo. El creciente
estudio de este género se debe a su amplio uso en la medicina tradicional, dichos estudios han
evaluado los usos etnofarmacoldgicos, la fitoquimica, la farmacologia y la toxicologia de las
especies de Desmodium (Farid etal., 2018; Ma etal., 2011). Como consecuencia del
incremento de los estudios efectuados en este género surgid la necesidad de desarrollar
procedimientos eficaces que confirmen la identidad de las especies, aseguren la confiabilidad
y precision de las investigaciones farmacolodgicas y clinicas para conocer su bioactividad y
posibles efectos colaterales de los principios activos, asi como mejorar el control de calidad de
productos provenientes de este género (Lucio Gutiérrez, 2012).

En los Gltimos afios, varios investigadores han establecido al fingerprint cromatografico de las
plantas medicinales como un procedimiento eficaz para su identificacion quimica. La técnica
denominada “huella dactilar o fingerprint", tiene como objetivo establecer, analizar y comparar
patrones de metabolitos en un sistema bioldgico dado, como los presentes en una planta,
proporcionando la composicion completa de todos los componentes de cada individuo, los
cuales permitiran relacionar con las propiedades farmacologicas de las distintas especies (Chen

et al., 2020; Lucio Gutiérrez, 2012). El fingerprint puede ser generado mediante cromatografia
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liquida de alta resolucién (HPLC), debido a su alta sensibilidad, exactitud y precision, siendo
ésta la herramienta més adecuada para identificar los principales metabolitos secundarios
reportados dentro de un género. Esta técnica consiste en la separacién de componentes de una
mezcla mediante la utilizacion de una fase estacionaria llamada columna que generalmente esta
compuesta de sélidos adsorbidos en un soporte solido y una fase moévil compuesta por liquidos
que junto con la muestra es inyectada y se desplazaran por la fase estacionaria mediante presion
y por un mecanismo de adsorcion, reparto, afinidad quimica y/o tamafio de los solutos; los
componentes de la mezcla se separardn y podran ser identicados por un detector a la longitud
de onda especifica para el metabolito analizado (Araceli et al., s. f.; Chavez, 2018; Chen et al.,
2020).

El empleo de esta técnica es aprobada por organizaciones como la Administracion de
Medicamentos y Alimentos de los Estados Unidos (FDA), la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) y la Agencia Europea de Medicamentos (EMA), como una de las primeras valoraciones
que deben ser aplicadas a las plantas para poder corroborar su autenticidad y calidad (Lucio

Gutiérrez, 2012).

1.2.0BJETIVOS GENERALES Y ESPECIFICOS
1.2.1. Objetivo general
Establecer una base de datos informativa acerca de las distintas metodologias del fingerprint

cromatografico y sus diferencias en las principales especies del género Desmodium.

1.2.2. Obijetivos especificos

e Comparar las metodologias del fingerprint por cromatografia liquida de alta resolucion
descritas para las principales especies del género Desmodium.

e Establecer las principales diferencias metodologicas entre los analisis aplicados a distintas

especies del género Desmodium.
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CAPITULO II

2. CONTENIDO TEORICO

2.1. DESMODIUM

2.1.1. Fundamento botanico y taxonémico

El género Desmodium fue descrito por Desvaux en 1813, en la actualidad es uno de los mas

importantes y con mayor diversidad dentro de la familia Fabaceae, este género esta

representado por alrededor de 350 especies, las cuales se encuentran distribuidas

principalmente en paises tropicales y subtropicales en todo mundo, pero es poco comun en las

regiones templadas del hemisferio norte, en donde crecen con precipitaciones entre 500 y 1000

mm, temperaturas entre 12 y 30 °C y con una humedad atmosférica entre 70 y 90% (Ma et al.,

2011; Ohashi et al., 2021; Rastogi et al., 2011). Los centros de diversidad de este género se

encuentran en el Sureste de Asia y en América principalmente en México y Brasil (Lima et al.,

2014; Torres-Colin et al., 2015).

Dentro del género Desmodium se encuentran especies como: Desmodium adscendens, D.
blandum, D. canum, D. caudatum, D. gangeticum, D. gyrans, D. microphyllum, D. oxyphyllum,
D. podocarpum, D. pulchellum, D. sambuense, D. styracifolium, D. tiliaefolium, D. triflorum,
D. uncinatum entre otras. En Ecuador también se ha reportado D. procumbens, D. intortum, D.
uncinatum, D. tortousum, D. molliculum, entre otras y en los potreros de la costa y los valles
bajos de la sierra abundan especies nativas como D. barbatum, D. canum, D. heterocarpum,
D. discolor, comiunmente conocidas como pega-pega, amor seco, amor fino, por la
caracteristica de sus semillas de pegarse a la ropa de las personas o la piel de los animales. En
nuestro pais, la distribucion de este género abarca muchas provincias, en alturas que van desde
el nivel del mar hasta los 4000 m.s.n.m, es muy comun en campos abiertos, pastizales e incluso

en zonas de cultivos (Ledn et al., 2018; Lima et al., 2014; Rolando, 1978).
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Fenotipicamente, este género se caracteriza por ser “arbustos o hierbas que poseen estipulas
libres o unidas, hojas folioladas o pinnadas, inflorescencias axilares o terminales, falsamente
racemosas o paniculadas, caliz pequefio (tubo generalmente de 1-2 mm, I6bulos de 1-5 mm),
de 5 I6bulos, ya sea con l6bulos subiguales, ovario sésil, vaina articulada transversalmente,

aplanada a menudo con pelos en forma de gancho” (Lima et al., 2014).

2.1.2. Perfil fitoquimico

Debido a sus multiples usos en medicina tradicional y su importancia en la misma, cada dia
existen mas estudios fitoquimicos en las plantas de este género, por lo que se han descrito
alrededor de 200 compuestos como flavonoides, alcaloides, esteroides, taninos, terpenoides y
saponinas, entre otros. Varias investigaciones fitoquimicas de las principales especies de
Desmodium han mostrado que los flavonoides, especialmente isoflavonoides, y alcaloides de
tipo indol son los compuestos mas abundantes; ademas, se consideran responsables de la
mayoria de actividades farmacoldgicas descritas para este género (Leon et al., 2018; Ma et al.,

2011; Olascuaga-Castillo et al., 2020).

Las plantas medicinales, incluyendo las de este género, difieren significativamente en la
cantidad de metabolitos secundarios seguin su ubicacion geografica. Aunque entre las mismas
especies comparten patrones similares, las concentraciones de los picos comunes que se
presentan en los cromatogramas varian, esto no solo por la ubicacién de la planta sino, por
variaciones en los afios de cultivo, época de cosecha, climas y medio ambiente. Segun estudios
y de forma general, se ha determinado que las muestras que presentan concentraciones mas

altas de flavonoides procedian de regiones a menor altitud (Xianduo Sun et al., 2018).

2.1.3. Usos
Como se ha observado en fuentes bibliogréaficas, las especies de este género poseen diversas

caracteristicas, lo que les proporciona una gran cantidad de utilidades que pueden ir desde

16
Mariuxi del Cisne Asanza Aguilar
Josselyn Stephanny Gutiérrez Yaguana



_— -

cultivos, abonos verdes, forrajes, hasta una amplia gama de aplicaciones con fines medicinales.
Los usos tradicionales del género Desmodium se han transmitido a lo largo de los afios, sus
distintas especies son comunmente utilizadas para aliviar inflamaciones respiratorias,
infecciones de la piel, micosis, cicatrizacion de heridas, como antiséptico, diarrea, dolor de
estbmago, neutralizar toxinas, mejorar la circulacion sanguinea, para el tratamiento de
enfermedades como el asma, reumatismo, abscesos, desnutricion infantil, enfermedades
reumaticas, entre otras (Ma et al., 2011; Olascuaga-Castillo et al., 2020; Rahman & Rahman,

2012).

A nivel de nuestro pais se ha reportado principalmente los usos de D. molliculum comdnmente
conocida como hierba del infante y de D. tortousum conocida como hierba de San Antonio. La
primera se usa como especie sedativa y para aliviar inflamaciones respiratorias, infecciones
persistentes de la piel, micosis y acné. Mejora las funciones de rifiones y es diurética. Para D.

tortousum se describe su uso en enfermedades respiratorias (Ledn et al., 2018).

En cuanto a las estructuras empleadas, la planta entera es la més utilizada, seguida de las hojas
y raices, generalmente se preparan por decoccion o infusion y pueden administrarse por via

oral o topica en las zonas afectadas (Leon et al., 2018; Ma et al., 2011).

2.2. CROMATOGRAFIA

En el siglo XXI la cromatografia se ha convertido en el principal método analitico en varias
disciplinas de la ciencia, cuyo descubrimiento se atribuye al boténico ruso M.S. Tswett a
principios del siglo XX en 1906, con el paso de los afios y la necesidad de nuevas técnicas
confiables que faciliten la separacion, aislamiento, purificacion y cuantificacion de
componentes presentes en muestras liquidas, sélidas o gaseosas muchos investigadores
realizaron importantes avances y notables mejorias que ayudaron a la evolucion de la

cromatografia, convirtiéndose en una técnica de analisis mediante el acoplamiento de
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dispositivos para monitorear los compuestos separados (Cazes & Scott, 2002; Lough &

Wainer, 1995; Miller, 1993; Poole, 2003; Wixom, 2001).

2.2.1. Definicion

Keulemans en 1959 definié a la cromatografia como un proceso fisico de separacion la cual se
logra por la distribucion de los compuestos a separar en dos fases inmiscibles como lo son una
fase movil o fluido y una fase estacionaria o lecho cromatografico en el cual los analitos
recorreran dicho lecho con la ayuda de la fase moévil para poder ser retenidos (Cazes & Scott,

2002; Poole, 2003).

2.2.2. Generalidades

El proceso de las técnicas cromatograficas abarca la disolucion de la muestra o analito en la
fase movil que puede estar conformado por un liquido o gas (liquida o de gases
respectivamente), esta fase junto a la muestra se desplazaran por el lecho cromatogréfico que
contiene una fase estacionaria (sélido o liquido) que se van a mantener fijos en una columna o
superficie plana; ambas fases son completamente inmiscibles entre si, lo que facilita el
transporte de los componentes de la muestra (llamados solutos o analitos) a separar. La clave
del proceso cromatogréfico radica en la velocidad con la que se mueve cada soluto de la
muestra y la afinidad de éstos por cada fase; siendo asi que una estrecha afinidad de los solutos
por la fase estacionaria avanzaran de manera lenta por ser mayormente retenidos en esta fase,
a diferencia de los solutos con mayor afinidad a la fase movil que se moverdn con mayor
rapidez por la fase estacionaria al no ser retenidos por la misma, por tal razon, la separacion de
los componentes va a ser el resultado de los continuos movimientos de éstos a su paso por la
fase estacionaria a diferente velocidad, originando que cada componente tenga tiempos de

retencion diferentes (Cazes & Scott, 2002; Lindsay, 1992; Sgariglia et al., 2010).
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3. HPLC

2.3.1. Principios

La evolucién de la cromatografia toma un precedente importante en 1930 con el
redescubrimiento del trabajo del botanico M.S. Tswett; en 1941 Martin y Synge narran el
descubrimiento de la cromatografia liquida-liquida (LC), fundamentaron los principios de la
cromatografia liquido-gas (GLC), y de la cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC),
esta Ultima técnica cobra importancia en 1964 cuando Csaba Horvath construyd el primer
dispositivo HPLC para el aislamiento de compuestos; en su fase inicial necesita el uso de altas
presiones de operacion y de pequefias particulas de empaquetamiento. Actualmente, esta
técnica es considerada como una de las més utilizadas en la industria, predominando en la
farmacéutica, también es de importancia su uso en la evaluacion y seguimiento en el proceso
para nuevas formulaciones, de la misma manera es usado en el control de calidad en multiples
preparaciones farmacéuticas a base de productos naturales para lograr la autenticidad de los
principios activos debido a su alto poder de resolucion y eficiencia para analizar y separar
componentes de una mezcla (Heftmann, 2004; Lee, 2011; Pryde & Gilbert, 1979, 1979;

Sgariglia et al., 2010).

Su técnica emplea una fase movil y estacionaria (inmiscibles entre si), un liquido conforma la
fase mévil mientras que la fase estacionaria es una columna que contiene particulas sélidas; los
componentes de la muestra primeramente se diluiran en un disolvente adecuado que junto a la
fase movil pasaran por la columna a elevadas presiones provocando que el tiempo de
permanencia en la fase estacionaria y el tiempo de difusion dentro de la fase disminuyan,
debido a la afinidad de los componentes por la fase estacionaria, es asi que los componentes
con mayor afinidad a esta fase se desplazaran a menor velocidad mientras que los que no tengan
afinidad a la fase su velocidad ser& mayor, la diferencia de velocidades originaré la separacion

de los componentes en una mezcla; finalmente al término de la columna existe un detector que
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va a permitir detectar cuanto soluto sale (Braithwaite & Smith, 1995; Giddings, 2002; Scott,
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2003).

2.3.2. Informacién sobre la composicion de la muestra para establecer el objetivo del
analisis HPLC.

Para el desarrollo de un método cromatogréafico, inicialmente se debe obtener informacion de
la muestra, principalmente su composicién quimicay la naturaleza de la misma. La recoleccion
de la informacidén ayudara al investigador a conocer el nimero de compuestos presentes en la
muestra asi como sus estructuras quimicas, espectro UV de cada compuesto, rango de
concentracion de compuestos, la solubilidad de la muestra, impurezas, productos de
degradacion y metabolitos, el conocimiento de éstas y mas variables permitira al investigador

establecer el/los objetivos del analisis (Snyder et al., 1997, 2010).

2.3.3. Obtencion del extracto a utilizar.

Este paso es considerado como un punto critico dentro de la metodologia porque de la
preparacion de la muestra dependera la exactitud, precision y cuantificacion del analito(s)
objetivo(s), e influenciara en los resultados obtenidos y las metas de estudio a cumplir (Ahuja

& Rasmussen, 2007; C. Yang et al., 2013).

Los componentes de las muestras como materias primas deben diluirse y/o extraerse en
disolventes (menstruo) adecuados segun la solubilidad del analito a identificar y/o analizar para
eliminar interferencias, las técnicas de extraccion en el analisis fitoquimico incluyen a la
homogenizacién de tejidos vegetales, extraccion exhaustiva en serie, soxhlet, maceracion,
decoccion, infusion, percolacion, digestion y filtracion. La eleccion del método de extraccion
dependera de la estabilidad del material vegetal al calor, la naturaleza del disolvente, la
duracion de la extraccion y el volumen final requerido por el analista (Ahuja & Rasmussen,

2007; Banu & Cathrine, 2015; Chemat et al., 2017).
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En la eleccidn del menstruo, se debe considerar que el disolvente a utilizar debe de ser seguro
(no toxico e inflamable), no puede reaccionar con el extracto, de facil recuperacion y
eliminacion del extracto, baja viscosidad para penetrar facilmente y su temperatura de
ebullicion lo més baja posible para evitar degradaciones (Abubakar & Haque, 2020). Se puede

utilizar una secuencia de disolventes desde el menos polar al mayor polar comenzando desde

éter < cloroformo < acetona < etanol < metanol < agua (Altemimi et al., 2017).

Comunmente en investigaciones se utiliza la maceracion y percolacion como métodos de
extraccion; se sugerie la maceracion como el método mas aplicable debido a su simplicidad y
menor costo, aunque el tiempo de exposicion del material vegetal al menstruo es mayor en
comparacion con otros méetodos modernos, como por ejemplo la extraccion asistida por
ultrasonido en donde el tiempo de contacto es menor debido a que favorece la ruptura de la
pared celular produciendo un aumento en la penetracion del solvente (Abubakar & Haque,

2020; Nn, 2015).

La muestra lista para ser inyectada en el equipo cromatografico debe de cumplir con los

siguientes criterios (Ahuja & Rasmussen, 2007; C. Yang et al., 2013):

e Debe ser representativa de la muestra original.

e Presentar solubilidad completa en la fase mavil.

e Debe de ser estable durante todo el tiempo del analisis cromatografico.

e Debe ser libre de impurezas y contaminantes que afecten al equipo HPLC.

e La concentracion de la muestra debe de ser la adecuada y compatible con el método de

deteccion elegido.

2.3.4. Método
La revision de las caracteristicas generales de HPLC permite desarrollar una metodologia

adecuada para el andlisis fitoquimico. En la separacion de los componentes de una mezcla es
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necesario conocer las condiciones experimentales como columna, temperatura, fase movil,

entre otras (Snyder et al., 1997, 2010).

2.3.4.1. Eleccion del modo de operacion HPLC.

La eleccion de una técnica se realiza en funcion al tipo de interacciones moleculares que se dan
entre los compuestos del analito y la columna cromatografica. La afinidad de los componentes
del analito por la fase estacionaria conduciran a la separacion adecuada de los elementos de la
muestra permitiendo su posterior deteccion (Kazakevich & LoBrutto, 2007; S. C. Moldoveanu

& David, 2013).

Fase Normal: En este tipo de cromatografia la fase estacionaria (Silice o alumina) es polar ya
que su superficie esta cubierta por grupos OH, o quimicamente ligada a grupos tales como
Amino (NHy), ciano (CN), diol (20H) que le otrogan la polaridad. Las fases moviles son
apolares, asi se emplean solventes organicos como hexano, cloruro de metileno, cloroformo,
éter, tetrahidrofurano o mezclas de estos (S. C. Moldoveanu & David, 2013). La mayoria de
los compuestos apolares eluyen primero y los mas polares al final debido a que las interacciones
entre la fase estacionaria y el analito son fuertes contrariamente a las interacciones analito

disolvente (Kazakevich & LoBrutto, 2007; S. C. Moldoveanu & David, 2013).

Fase Reversa: Es la técnica de separacion mas utilizada debido a su variedad de aplicaciones,
simplicidad y versatilidad, que permiten el analisis de sustancias con diversas polaridad y peso
molecular; este modo de operacion utiliza una fase estacionaria hidrofobica y una fase movil
de polaridad moderada que emplea generalmente soluciones a base de agua. La fase
estacionaria es obtenida por la unién de largas cadenas de hidrocarburos sobre una superficie
solida (silice), cominmente se utiliza la columna C8 o C18. Las fases moviles generalmente

son acuosas, tamponadas; tipicamente se mezcla con solventes organicos como acetonitrilo,
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metanol o tetrahidrofurano las cuales tienen tampones o &cidos para poder controlar el pH

UNIVERSIDAD DE (CUENCA

(Kazakevich & LoBrutto, 2007; S. C. Moldoveanu & David, 2013; Venn, 2000).

2.3.4.2.Seleccion del detector a utilizar

La identificacion de la variedad de compuestos presentes en las muestras necesita de detectores
que provean un perfil cromtogréfico con picos limpios, generalmente se utilizan detectores UV
por su alta sensibilidad y porque la mayoria de compuestos fitoquimicos se encuentran dentro
del rango de absorbancia de 190 a 800 nm y su monitoreo es a una sola longitud de onda. Para
la eleccidn del detector se puede considerar los siguientes criterios (Boligon & Linde, 2014;

Kumar, 2017; Parriott, 1993; Scott, 2003)

e Sensibilidad o concentracién minina detectable.

e Debe de usar pequefios voliumenes para su deteccion, debido a que un gran flujo
destruiria la resolucion cromatogréfica.

e Esquema de deteccidn con respuestas adecuadas al método cromatografico.

e Debe de tener correlacién con las fases mdviles usadas debido a que estas proveen
sefiales de alta intensidad al detector; por ejemplo, agua y metanol no son compatibles
con la deteccion IR.

e Alta selectividad para poder segregar un compuesto de otro, como por ejemplo

detectores como deteccion UV, espectrometria de masas, detector de matriz de diodos.

El tipo de detector méas usado son los de absorbancia, debido a que proporcionan una buena
sensibilidad de los compuestos que absorben la luz, ademés por ser faciles de operar. El
detector UV es de uso muy comun para el analisis de HPLC, debido a que la mayoria de
compuestos absorben en la region UV o visible, estos detectores son de tres diferentes tipos:

detectores de longitud de onda fija, detectores de longitud de onda variable y detectores de
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diodos. Un detector UV estandar permite elegir una longitud de onda entre 195 y 370 nm en

donde el mas utilizado es el de 254 nm (Dark, 1986; Smith, 1971; Sunil, 2018; Swartz, 2010).

2.3.4.3.Condiciones generales

Se debe tener en cuenta varias condiciones sobre las columnas cromatograficas, ya que la fase
estacionaria es denominada como el corazén del sistema HPLC. Existe una gran variedad de
columnas para diferentes tipos de muestras, generalmente son de acero inoxidable con
longitudes de 3 a 30 cm, el diametro interno (ID) puede variar entre 4 a 10 mm y tamafios de
particulas de 1,5 a 10 um y finalmente el tamafio de los poros en la columna generalmente varia
entre 60— 300 A. La retencion de la muestra y la superficie de la columna aumenta a medida
que el tamario de los poros disminuye, generalmente se prefiere que el tamafio de los poros sea
un poco estrecho; ya que su disminucién aumenta la eficiencia. Las longitudes de columna
corta provocan un tiempo de analisis reducido, menor consumo de solventes, ahorro de costos
y mayor sensibilidad y finalmente el diametro interno de la particula determina la escala del
HPLC a utilizar, entre menor sea el ID menor sera el flujo de la fase movil (McPolin, 2009;

Snyder et al., 1997, 2010).

Una segunda condicion a considerar es la temperatura de trabajo de la columna, la cual permite
que la fase movil se encuentre a la temperatura deseada; generalmente se trabaja con
temperatura ambiente hasta 50°C. El aumento de la temperatura puede provocar ciertas
condiciones beneficiosas que se deben de manejar con cuidado como la disminucidn del tiempo
de ejecucion mientras se mantenga la eficiencia de la columna, también influye en la
disminucion de la viscosidad de la fase movil permitiendo mayor velocidad de flujo para la
misma presion, pero el coeficiente de disolucion del soluto aumenta. El tamafio de la muestra
también es un parametro importante dentro de las condiciones de separacion, generalmente se
trabaja con volimenes de muestra muy pequefios para que no influyan en la altura o area de

los picos del cromatograma asi como en la resolucion ni tiempos de retencion de la muestra;
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las separaciones con volimenes de muestra grandes provocan sobrecarga en la columna y en
el detector, lo mas adecuado seria diluir la muestra para volver a realizar un nuevo analisis

(McPolin, 2009; Snyder et al., 2010).

La eleccion de las fases maviles es un paso critico en el fingerprint cromatografico para poder
generar una separacion exitosa, la seleccion de una determinada fase movil dependera de la
columna cromatografica elegida de acuerdo al modo de operacion de HPLC, debido a que los
materiales de empaque de las columnas estan hechos para fases madviles organicas y otras para

fases acuosas (S. C. Moldoveanu & David, 2013; Snyder & Dolan, 2006).
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CAPITULO Il
3. METODOLOGIA

3.1. Disefioy tipo de estudio

El presente trabajo es una revision de literatura con acompafiamiento tabular en el cual se
realiz6 una busqueda exhaustiva de articulos publicados desde el 2010 sobre la metodologia y
los resultados obtenidos a partir de las huellas dactilares mediante HPLC para las principales

especies del género Desmodium.

3.2. Estrategias de basqueda

- Bases de datos analizadas

La busqueda de los documentos bibliograficos de articulos sobre gradientes cromatograficas
de las principales especies de Desmodium se se realizé en las bases de datos digitales: Scopus,

ScienceDirect, PubMed, SciELO, Google Académico, SpringerLink, EBSCOHost.

- Terminologia de busqueda

La basqueda en cada una de las bases ya mencionadas se realizo en inglés y espafiol, mediante
el empleo de palabras clave como “Desmodium”, “fingerprint”, “High Performance Liquid
Chromatography”, “HPLC”, “huellas dactilares”. Se utilizaron los operadores booleanos

“AND” y “OR”. Las ecuaciones de busqueda a emplear en cada una de las bases de datos son:

1) “Desmodium” AND (“High Performance Liquid Chromatography” OR “HPLC” OR
“fingerprint™).
2) “Desmdium” AND (“HPLC” OR “‘cromatografia liquida de alta resolucion” OR “huellas

dactilares”).
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3.3. Criterios de seleccion

Primero se procedié a la lectura del titulo y resumen de cada articulo que se obtuvo como
resultado de la busqueda con las ecuaciones ya mencionas, en donde se emplearon lo siguientes

criterios de inclusién y exclusion.

3.4. Criterios de Inclusion

- Articulos originales, priorizando estudios con disefios de investigacion experimentales.
- Atrticulos en inglés y espafiol.

- Atrticulos con fecha de publicacidn a partir del afio 2010.

3.5. Criterios de exclusion
- Articulos que no permitan acceso al texto completo.
- Articulos con informacion no relacionada al tema de investigacion

- Articulos duplicados.

3.6. Seleccién de articulos

Todos los articulos encontrados en cada una de las bases de datos y que cumplieron con los
criterios de inclusién y exclusion fueron descargados, almacenados y ordenados segun la base
de datos de la cual se obtuvieron. Una vez almacenados se procedio a la lectura de cada articulo

seleccionado.

e Universoy muestra

Al finalizar la basqueda en las bases de datos se obtuvo un total de 60 articulos, los mismos

que luego de realizar la lectura y el analisis se seleccionaron de la siguiente manera:

- Incluidos: Se incluy6 en el trabajo un total de 18 articulos
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- Excluidos: Se excluy6 22 articulos que hacia referencia a hplc preparativo o semi-
preparativo; y ademas se excluyeron 20 articulos que se repetian entre las bases de

datos.

3.7. Recoleccion de datos

Los articulos incluidos fueron analizados de manera detallada y la informacion relevante de
cada uno fue registrada en una base de datos en EXCEL. La base de datos se realiz6 agrupando
los articulos por especies para poder realizar la respectiva comparacion y discusion.
Posteriormente estas tablas enumeradas de 1 a 14 fueron trasladadas al presente documento
como exposicion del resultado de una busqueda exhaustiva de las gradientes cromatogréficas

utilizadas en el andlisis HPLC de las principales especies del género Desmodium.
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CAPITULO IV
RESULTADOS
Tabla 1. Desmodium adscendens
Muestra Extracto Estandar Metodologia Fase Movil Gradle_n,te de VeI._De Resultados Autor
elucion flujo
HPLC Ultimate | Soya Inicialemente 0,25 | Solo la fraccion
Hojas La Saponinas y Vitexina, 3000 saponinas: 88:12 (A:B)y | ml/min | metandlica exhibié la | (Baiocchi
proporciona | muestra | flavonoides, extraccién | saponarina Ac. Acético al | graduado de presencia significativa de | etal.,
das por fue con agua, metanol, (apigenina-8- | Columna C18 0.5% enagua | 0:100 (A: B) flavonoides y saponinas, | 2013)
Reform secaday | cloruro de metilenoy C-7-0- Phenomenex Ay en 38 min. los alacaloides, siendo
(Parma, triturada; | n-hexano. diglucdésido), Luna (150 x 2 ac.acético al constituyentes menores de
Italy). se tomo vitexina 2-O- | mm, 3 pum). 0.5% en D. adscendens.
2,50 para ramnosido y acetonitrilo Se identificaron cuatro
mezclar apigenina-7- Sistema de (B). saponinas 'y  cuatro
con2,5g O-glucésido deteccion alcaloides; a diferencia de
de gel de | 0.2g de polvo se coloco duplicado: Alcaloides Inicialmente la cantidad de flavonoides
silice con HCl al 1% a Dtector UV Ac. 7: 93 (A: B) identificados fue de 35
funcional | temperatura ambiente DAD a 330 nm | Heptafluorobu | graduado a picos, detallados en el
izado con | de tres a cuatro dias, se y tanoico en 71:29 en 21 anexo 1.
octadecil | centrifugé y se realizd espectrotometro | agua 5mM min.
0. la extracion de fase de masas de alta | (A)y
solida (SPE) con una resolucion acetonitrilo
columna de ac. (HRMS). (B).
Sulfénico aromatico, se
prepar6 lavando con Flavonoides: Inicialmente
metanol al 80% y agua Ac. Acético al | 90:10 (A: B)
destilada, después el 0.5% en agua | durante 36
sobrenadante de la Ay min, 88:12 (A:
muestra se cargo en la ac.acético al B) durante 25
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columna para adsorber 0.5% en min, 85:15 (A:
alcaloides, esta se acetonitrilo B) durante 10
enjuagd con HCl al 1% (B). min, 82:18 (A:
y metanol. Los B) durante 14
alcaloides fueron miny
eluidos usando etanol / finalmente se
NH40H al 10% en cambi6 a
metanol (1:1). El 70:30 (A: B).
disolvente se evapor6 y
el residuo se disolvié
en 50 uL. de metanol.
Plantas La muestra fue secada, pulverizada HPLC Perkin Acido férmico | (0 -10 min) 1,0 El analisis fitoquimico (Amoaten
enteras y macerada con etanol al 70%. Se Elmer Flexar en agua al 100:0 (A:B); ml/min | mostré la presencia de getal.,
recolectadas | evapora a 50 °C el producto 0,1% (A) y (10 — 50 min) saponinas, glucasidos, 2017)
del Aburi resultante. Bondapak C18 | acetonitrilo 50:50 (A:B) y alcaloides, taninos y
Botanical El extracto semi seco se congel6 a - (300 x 2,1 mm, | (B). finalmente (50 flavonoides. Los dos
Gardens, 20°Cy liofiliz6 para la obtencion de 10 um). —52 min) se picos principales con
Ghana en un extracto crudo seco con un vuelve a retenciones tiempo (en
marzo del rendimiento del 10%. Deteccion UV a 100:0 (A: B). minutos) de 28.02 y
2015. Se mantiene el extracto en un 315 nm. 30.06 obtenido del
desecador. analisis de HPLC tienen
bandas de absorcion en el
UV en regiones de A 220-
350 nm que se pueden
asociar con la presencia
de flavonoides.
Hojas Todo el material vegetal se seco, Apigenina, Sistema Dionex | Acido (0-10 min) 0,75 Los espectros obtenidos (Zielinska
recolectadas | molié y tamiz6 (Imm) para luteolina, Columna C18 | trifluoroacétic | 85:15 (A:B); | ml/min | se compararon con los de | -Pisklak
(marzo almacenarse a 4 °C. keampferol, (Phenomenex, | o en agua al 5(31002%)0(? rlg)' L%Sr:gt?é‘s‘l"’l‘{zsg?gdo etal.,
2009) en la quercetina, 0.1% (A)y (20-25min) ’ identificacion de vitexina 2015)
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region de Se tom6 200 g de muestra se vitexina, 250 x 4,6 mm, 5 | &cido 80:20 (A: B); e isovitexina con tiempos
Brong- extrajo con 700 ml de etanol al isovitexina, um) trifluoroacétic | (25-45 min) de retencion de 2,5y 1,5
Ahafoenel | 60% por tres veces, durante 5h a vitexina 2"- 0al0,1%en | 10:90 (A:B); min, respectivamente.
sur de 90°C, mediante filtracion se obtuvo | O- ramnosido, | 30°C acetonitrilo (1%5;)%5(2| rg). gﬁ?t;:gndse(: Zi\?:%(;[tr;ron
Ghana. un extracto el cual se evapora el apigenina 7- (B). (55—65 m.in) ’ dos compuestos que no se
disolvente. O-glucosido, | Deteccion UV a 85:15 (A: B). ajustaban al de los
Se redisuelve el extracto en dos ml | apigenina 7- 214,224,270y estandares disponibles,
de metanol y se filtr6 (filtro de O-diglucésido | 336 nm. por ello su identificacion
membrana Millipore) antes de su y apigenina 7- y confirmacion se realizo
inyeccion. O ramnoglucé glnediante espectroscopia
sido. e resonancia magnética
nuclear, en donde se
indica que se trata de
flavonoides isoméricos
identificados como
isovitexina-2-O-xilésido
y vitexina-2”-O-xilosido.
Hojas La muestra fue secada y molida a Genisteinae | Sistema Waters | Acido Inicialmente 0,7 Identificacion de (de
recolectadas | temperatura ambiente, se macerd isovitexina (a) | Alliance 2690. | trifluoroacétic | 70:30 (A:B); | mi/min | genisteina e isovitexina | Morais
en dos por 36 h con metanol en proporcion | e lsovitexina 0 en agua al (0'_3 m.m) 8:52 para muestra (a) e etal.,
estados del | 1:20 (p/v). Se filtrd y se eliminé el | y luteolina (b) | Columna C18 0,01% (A) y Sﬁngs(i;' :z%\égter):?k?)ynl]%tggr:?s |Zn 2017)
sur de disolvente. El residuo se re (Nova-Pak ®, acido (A: B): (4-6 comparacion entre los
Brasil, suspendié en 10 ml de agua 250 x 3,9 mm, 4 | trifluoroacetic | min) 40:60 picos de muestras
estado de desionizada para ser liofilizado, se pm). oal0.8%en | (A:B); (6-8 estandar y el extracto
Campo volvieron a diluir y filtrar con acetonitrilo min) 45:55 mediante el tiempo de
Largo (8) y | metanol para obtener soluciones de Detector UVa | (B). (A:B); (8-10 retencion y perfil UV
enel estado | 1 mg/ml. 254 nm. min) 78:22 como parametros de
de Aguas (A: B); (10-14 identificacion.
min)  70:30
Mornas (b) (A:B).
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Tabla 2. Desmodium affine Schltdl

Muestra Extracto Estandar Metodologia Fase Movil Gradle_n,te de | Vel _De Resultados Autor
elucion flujo
Hojas La muestra fue secada y molida a Isovitexina, | Sistema Waters | Ac. Inicialmente 0,7 Identificacion de | (de
recolectada | temperatura ambiente, se maceré por vitexina 'y Alliance 2690. trifluoroacétic | 70:30 (A: B); ml/min | compuestos isovitexina, | Morais
s en dos 36 h con metanol en proporcién 1:20 | apigenina () 0 en agua al (0-3 min) 8:52 vitexina y apigenina para | et al.,
estados el (p/v). Se filtr6 y se elimind el | Apigenina (b). | Columna C18 0,01% (A) y (A:B); (3-4 la muestra (2) y apigenina | 2017)
sur de disolvente. El residuo se re suspendid (Nova-Pak ®, ac. min) 55:45 en muestra (b) mediante la
Brasil, en 10 ml de agua desionizada para ser 250 x 3,9 mm, 4 | trifluoroacétic | (A: B); (4-6 comparacién entre los
estado de liofilizado, se volvieron a diluir y um,). 0al 0.8% en min) 40:60 picos de muestras estandar
Campo filtrar con metanol para obtener acetonitrilo (A: B); (6-8 y el extracto mediante el
Largo (a) y | soluciones de 1 mg/ml. Detector UV a (B). min) 45:55 (A: tiempo de retencién vy
en el estado 254 nm. B); (8-10 min) perfil UV.
de Aguas 78:22 (A: B);
Mornas (b). (10-14 min)
70:30 (A: B) .
Tabla 3. Desmodium barbatum
Muestra Extracto Estandar Metodologia Fase Movil Gradle_n,te de VeI._De Resultados Autor
] elucion flujo
Hojas La muestra fue secada y molida a Vitexina Sistema Waters | Ac. Inicialmente 0,7 Identificacion de vitexina | (de
recolectada | temperatura ambiente, se macer6 por Alliance 2690. | trifluoroacétic | 70:30 (A: B); ml/min | mediante la comparacion | Morai
senelsur | 36 hcon metanol en proporcion 1:20 0 en agua al (0-3 min) 8:52 entre los picos de |s
de Brasil (p/v). Se filtr6 y se elimind el Columna C18 0,01% (A), ac. | (A: B); (3-4 muestras estandar y el | etal,
en el estado | disolvente. El residuo se re suspendi6 (Nova-Pak ®, trifluoroacétic | min) 55:45 extracto mediante el | 2017)
de Capao en 10 ml de agua desionizada para ser 250x3,9mm, 4 | oal 0.8% en (A: B); (4-6 tiempo de retencion vy
da Canoa. | liofilizado, se volvieron a diluir y pm,). min) 40:60 perfil UV.
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filtrar con metanol para obtener
soluciones de 1 mg/ml.

Detector UV a
254 nm.

acetonitrilo

(B).

(A: B); (6-8
min) 45:55
(A: B); (8-10
min) 78:22
(A: B); (10-14
min) 70:30
(A: B).

Tabla 4. Desmodium cuneatum

Muestra Extracto Estandar Metodologia Fase Movil Gradle'n,te de VeI._De Resultados Autor
elucion flujo

Hojas La muestra fue secada y molida a | Isovitexina, | Sistema Waters | Ac. Inicialmente 0,7 Identificacion de | (de
recolectada | temperatura ambiente, se macer6 por vitexina 'y Alliance 2690. | trifluoroacétic | 70:30 (A: B); ml/min | isovitexina, vitexina en | Morai
s en dos 36 h con metanol en proporcion 1:20 | flavona (a). 0al0,01%en | (0-3 min) 8:52 ambas muestras, también | s
estadosen | (p/v). Se filtr6 y se elimind el | Isovitexinay | Columna C18 agua (A)yac. | (A:B); (3-4 se identifico flavona solo | etal.,
del surde | disolvente. El residuo se re suspendio | vitexina (b). | (Nova-Pak ®, trifluoroacétic | min) 55:45 en la muestra (a) mediante | 2017)
Brasil, en 10 ml de agua desionizada para ser 250x3,9mm, 4 | 0oal 0.8% en (A: B); (4-6 la comparacién entre los
estado de liofilizado, se volvieron a diluir y pm,). acetonitrilo min) 40:60 picos de muestras
Viaméo (a) | filtrar con metanol para obtener (B). (A: B); (6-8 estandar y el extracto
yenel soluciones de 1 mg/ml. Detector UV a min) 45:55 mediante el tiempo de
estado de 254 nm. (A: B); (8-10 retencion y perfil UV.
Osorio (b). min) 78:22

(A: B); (10-14

min) 70:30

(A: B).
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Tabla 5. Desmodium gangeticum

Muestra Extracto Estandar Metodologia Fase Movil Gradle_nlte de VeI._De Resultados Autor
) ] elucion flujo ]
Plantas La muestra fue secada, molida y Acido HPLC Hitachi Ac. férmico al | (0 — 10 min) 0,7 Acido clorogénico y la (Tsai
enteras triturada, se tomd 500 g se extrajo clorogénico, | L-7100 0.2%enagua | 95:5a86:14 ml/min | rutina estan presentesen | etal.,
maduras de | con 2 L de etanol al 70% tres veces. rutina y Ay (A:B); (10— D. gangeticum, el 2011)
varias Los filtrados se recogieron y vitexina Columna acetonitrilo 20 min) 86:14 primero present6 un tg de
regiones de | concentraron a presion reducida, la LiChroCART (B). (A:B); (20— 17.36 min.
Taiwn. solucion restante se liofilizé antes de Purospher Star 60 min) 86:14
obtener el extracto final. RP-18e (250 x a72:28 (A: B)
4 mm, 5 um). y (60 -85
min) 72:28 a
Detector de 45:55 (A: B).
PAD a 330 nm.
Raices de La preparacion de la muestra se | Alcaloide Columna C18 Metanol al 0,81 Identificacion del
D. realizd en cloroformo, metanol y | gangenoide 20% en agua. ml/ min | compuesto mediante | (Yada
gangeticum | agua; en cada disolvente se aplico Detector UV a cromatografia, también se | v &
percolacion, extraccién en caliente, 280nm. realiz6 la determinacion | Gupta,
ultra sonicacion y finalmente la del contenido porcentual | 2014)
asistida por microondas. del alcaloide. Observar
anexo 2.
1.3Kgde | A 100 mg de material vegetal seco y | Rutina, HPLC Ac. acético al 1,0 Obtencién de un
las partes pulverizado se sometié a extraccion | kaempferol-3- | (Shimadzu, 0.5% en agua ml/min | cromatograma mediante | (Yada
aéreas de con etanol y agua mediante varias | O- Japdn) (A) y metanol PDA tridimensional que | v
las plantas | técnicas como percolacion con | robinobidsido (B). demuestra el perfil de | etal.,
se etanol, extraccion en caliente vy |y nicotiflorina. | Columna fitogquimicos separados en | 2012)
recolectaro | ultrasonicacion  durante  30min, Waters condiciones optimizadas
n Spherisorb que permiten la
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localmente | finalmente la extraccion asistida por ODS2 (250 x 4, identificacion de tres
en microondas durante 20 min a 50 °C. 6 mm, 10 um). compuestos mediante la
Lucknow comparaciéon  de  sus
en 30°C tiempos de retencion con
diciembre el de los estandares,
de 2006. Detector de adicionalmente  fueron
matriz de cuantificados
fotodiodos porcentualmente.
(PDA) a 350 Observar anexo 3.
nm.
Partes A 200 g de polvo seco con 2,5 L de | Rutina, LC-100, Agua (A)y 0.5 El tiempo de retencion | (Malik
aéreas disolvente se tomaron en un matraz y | quercetina, Cyberlab TM metanol (B) 30:70 (A: B) mL/min | (Tr) de varios flavonoides | et al.,
recolectada | se extraen durante 24 horas. Una vez | genisteinay se comparé con los | 2019)
S completada la extraccion se secO. | daidzeina. Columna C-18 estandares. Se encontrd
del jardin Luego, el residuo se extrajo con otros (250 x 4,6 mm, quelaTrdela
de hierbas | disolventes sucesivamente de la 5 um) rutina, quercetina,
de misma manera. El extracto se tomd genisteina y daidzeina era
Dehradun | en un plato de porcelanay el solvente 25°C de 5482, 796, 947 y
(Green se evapord, finalmente se redujo a 11,001, respectivamente.
Biotech). sequedad para obtener extracto seco. Detector UV
Debido al estudio de la literatura, los 254 nm.
flavonoides se caracterizaron a partir
del DC (extracto acuoso) mediante el
método RP-HPLC.
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Tabla 6. Desmodium incanum

Extracto Estandar Metodologia Fase Movil Gradlep,te de VeI._De Resultados Autor
Muestra elucion flujo
Plantas A dos semanas de germinacion las Sistema HPLC | Ac. formico al | Inicialmente 1,0 Se identificaron 6-C- | (Hoop
enteras plantas se lavarony colocaronenuna |  Vicenin 2, de la serie 5% en agua 95:5 (A:B);a | ml/min | galactosil-8-C- er
obtenidas soluciéon hidropdnica (40% Long vitexina, Shimadzu VP (A) y metanol | los 3 mi 85:15 glucosilapigenina con un | etal.,
de semillas | Ashton). Después de un mes la | isoschaftoside. | ACE AQ. (B). (A: B); alos tr de 14.30 min, vicenin 2 | 2015)
que se solucion hidroponica pas6 a 5 ml/ 13 min 75:25 (6-C-glucosil-8-C-
cultivaron | min usando una bomba de peristalsis Columna C18 (A: B); alos glucosilapigenina) con un
en suelo a través de una pipeta Pasteur que (250 x 4.6 mm, 25 min 70:30 tr de 16.21, isoschaftoside
arenoso por | contenia polimero XAD-4 Amberlite 5 um). (A: B); 45:55 (6-C-arabinosil-8-C-
varias para atrapar el material organico. (A: B); alos glucosilapigenina) con un
semanas de | La trampa se lavé con metanol, se Detector UV a 46 min 5:95 tr de 19.72 min, 6-C-
germinacio | elimind el disolvente. 350nmy (A: B); glucosil-8-C-
n. El residuo se disolvié en 1 ml de espectofotometr finalmente a galactosilapigenina  con
metanol. 0 de masas. los 60 min un tr de 16.72 min, 6-C-
95:5 (A: B). galactosil-8-C-
arabinosilapigenina con
un tg de 18.44 miny 6-C-
arabinosil-8-C-
galactosilapigenina  con
un tr de 19.72 min.
Hojas La muestra fue secada y molida a | Genisteina, | Sistema Waters | Acido Inicialmente 0,7 Identificacion de | (de
recolectada | temperatura ambiente, se macerd por vitexina 'y Alliance 2690. | trifluoroacétic | 70:30 (A: B); ml/min | genisteina, vitexina y | Morai
sen dos 36 h con metanol en proporcion 1:20 | luteolina (a) oal 0,01%en | (0-3 min) 8:52 luteolina en la muestra (a) | setal.,
estados del | (p/v). Se filtr6 y se elimind el Columna C18 agua (A),y (A: B); (3-4 e isovitexina y apigenina | 2017)
sur de disolvente. El residuo se re suspendi6 (Nova-Pak ®, acido min) 55:45 en la muestra (b),
36
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Brasil, en en 10 ml de agua desionizada para ser | Isovitexinay | 250 x 3,9 mm, 4 | trifluoroacétic | (A: B); (4-6 mediante la comparacion
el estado de | liofilizado, se volvieron a diluir y | apigenina (b) | pum,). 0al 0,08% en | min) 40:60 entre los picos de
Mandiritub | filtrar con metanol para obtener acetonitrilo (A: B); (6-8 muestras estandar y el
a (a) y enel | soluciones de 1 mg/ml. Detector UV a | (B). min) 45:55 extracto mediante el Tr y
estado de 254 nm. (A: B); (8-10 perfil UV.
Aguas min) 78:22
Mornas (b). (A: B); (10-14

min)  70:30

(A: B).

Tabla 7. Desmodium intortum
Muestra Extracto Estandar Metodologia Fase Movil Gradle_n,te de VeI._De Resultados Autor
) elucion flujo
Plantas A dos semanas de germinacion las Sistema HPLC | Ac. formico al | Inicialmente 1,0 Se identificaron vicenin 2 | (Hoop
enteras plantas se lavaron y colocaron en una Vicenin 2, de la serie 5% en agua 95:5 (A:B);a | ml/min | (6-C-glucosil-8-C- er
obtenidas solucién hidropénica (40% Long vitexina, Shimadzu VP (A) y Metanol | los 3 mi 85:15 glucosilapigenina) con un | etal.,
de semillas | Ashton). Después de un mes la | isoschaftoside. | ACE AQ. (B). (A: B); alos tr de 16.21 e | 2015)
que se solucion hidroponica pas6 a 5 ml/ 13 min 75:25 isoschaftoside (6-C-
cultivaron | min usando una bomba de peristalsis Columna C18 (A: B); alos arabinosil-8-C-
en suelo a través de una pipeta Pasteur que (250 x 4.6 mm, 25 min 70:30 glucosilapigenina) con un
arenoso por | contenia polimero XAD-4 Amberlite 5 um). (A: B); 45:55 tr de 19.72 min.
varias para atrapar el material organico. (A: B); alos
semanas de | La trampa se lavé con metanol, se Detector UV a 46 min 5:95
germinacio | eliminé el disolvente. 350nmy (A: B);
n. El residuo se disolvié en 1 ml de espectofotometr finalmente a
metanol. 0 de masas. los 60 min
95:5 (A: B).
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1
Plantas La muestra fue secada, molida y Acido HPLC Hitachi Ac. formico al | (0 — 10 min) 0,7 Se detemrind la presencia | (Tsai
enteras triturada, se tomo 500 g se extrajo clorogénico, | L-7100 0,2% enagua | 95:5a86:14 ml/min | de vitexina con un tr de etal.,
maduras de | con 2 L de etanol al 70% tres veces. rutina y Ay (A: B); (10— 35.41 min. 2011)
varias Los filtrados se recogieron y vitexina Columna acetonitrilo 20 min) 86:14
regiones de | concentraron a presién reducida, la LiChroCART (B). (A: B); (20 -
Taiwn. solucién restante se liofiliz6 antes de Purospher Star 60 min) 86:14
obtener el extracto final. RP-18e (250 x a72:28 (A: B)
4 mm, 5 um). y (60-85
min) 72:28 a
Detector de 45:55 (A: B).
PAD a 330 nm.
Tabla 8. Desmodium leiocarpum
Muestra Extracto Estandar Metodologia Fase Movil Gradle_n,te de VeI._De Resultados Autor
] elucion flujo
Hojas La muestra fue secada y molida a Vitexina (a) | Sistema Waters | Acido Inicialmente 0,7 Identificacion de | (de
recolectada | temperatura ambiente, se macero por Alliance 2690. | trifluoroacétic | 70:30 (A: B); ml/min | isovitexina, luteolina y | Morai
s en dos | 36 h con metanol en proporcion 1:20 | Isovitexina, 0al 0,01%en | (0-3 min) 8:52 vitexina en la muestra (b), | setal.,
estados en | (p/v). Se filtro y se eliming el vitexina y Columna C18 agua (A),y (A:B); (3-4 el ultimo compuesto | 2017)
el sur de | disolvente. El residuo se re luteolina (b). | (Nova-Pak ®, acido min) 55:45 también fue identificado
Brasil, suspendi6 en 10 ml de agua 250 x 3,9 mm, 4 | trifluoroacétic | (A: B); (4-6 en la muestra (a),
estado de | desionizada para ser liofilizado, se pm,). 0al 0,08% en | min) 40:60 mediante la comparacion
Campo volvieron a diluir y filtrar con acetonitrilo (A: B); (6-8 entre los picos de
Largo (a) y | metanol para obtener soluciones de 1 Detector UV a | (B). min) 45:55 muestras estandar y el
estado de | mg/ml. 254 nm. (A: B); (8-10 extracto  mediante el
Jaguariaiva min) 78:22 tiempo de retencion y
(b). (A: B); (10-14 perfil UV.
min)  70:30
(A: B).
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Tabla 9. Desmodium ovalifolium

Muestra Extracto Estandar Metodologia Fase Movil Gradle_n’te de VeI._De Resultados Autor
elucién flujo
Partes Las muestras fueron secadas (< 60 | Biochanina A, | Dionex Summit | Ac. Inicialmente 0,8 Deteccion de 3 | (Leun
aéreas de °C), molidas y pulverizadas; se | genisteinay | HPLC trifluoroacétic | 85:15 (A: B), ml/min | isoflavonas mediante | er
plantasen | afiadi6 flavona (0,5 mg/g) como daidzeina. 0 al0,1%en | pasaa30:70 cromatogramas obtenidos | et al.,
floracion, patron interno antes de la extraccion. Columna agua (A) y (A: B) durante comparados con los | 2013)
etapas En la extracion tipo Soxhlet se uso6 Gemini C18 acetonitrilo 40 min. estandares,
vegetativas | metanol acuoso al 90%, luego de de (250 x, 4,6 mm, | (B) adicionalmente se realiz6
y 1h (10 min de inmersion y 50 min de 5 um). la  cuantificacion  de
fructiferas; | lavado) se elimino el solvente biochanina A, genisteina
recolectada | El residuo se diluyd posteriormente 45°C y daidzeina, dando como
sen en fase movil y se filtro a través de un resultados los valores de
Pucallpa, filtro de jeringa de 0,45 um. Detector de 3.9, 10.6, 8.7 por ug/g de
Pert (mayo matriz de materia seca,
- agosto diodos a 250 y respectivamente para cada
2008). 260nm. isoflavona.
Tabla 10. Desmodium styracifolium
Muestra Extracto Estandar Metodologia Fase Movil Gradle_n,te de | Vel _De Resultados Autor
) elucion flujo

Planta La muestra seca se suspendi6 en 300 | Formononetin | AcquityTM Ac. acéticoal | (010 min) 1,0 Se identificaron y | (Liu
entera ml de etanol (95%) y se someti6 a | ay Sistema UPLC | 0.4%enagua | 78:22a67:33 | ml/min | analizaron formononetina | et al.,
obtenida en | reflujo, se extrajo a 85°C durante 3 | aromadendrin Ay (A:B); (10— y la aromadendrina como | 2015)
China. horas. Se elimind el disolvnte y el | a Columna C18 acetonitrilo 20 min) 67:33 inhibidores de la ADH.

residuo (1,25 g) fue disuelto en 150 SunFireTM (B). Este método demostro ser
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ml de agua para extracciones (250 x4.6 mm, a60:40 rapido y eficaz para la
sucesivas con volimenes iguales de 5 um) (A: B). identificacion de
éter de petroleo, acetato de etilo y n- compuestos activos en
butanol. 25°C productos naturales.
El extracto de acetato de etilo
evaporado (0,19 g) se disolvié en 150 Detector UV a
mL de agua, se filtr6 a través de una 254nm.
membrana de 0,45 pm.
31 lotesde | Se pulverizd y se tamiz6 (N°60). A | Schaftoside, | Water e2695 Ac. formico al | Inicialmente 0,8 Los cromatogramas | (Chen
partes 0,2 g de muestra se afiadio 25ml de | isoorientina, | system 0.5%enagua | (0—20min) ml/min | completos fueron | etal.,
aéreas de la | metanol al 80% y se colocd en un | isoschaftoside Ay 87:13 (A: B); generalmente consistentes | 2020)
planta bafio de ultrasonido por 20 min. La e Columna C18 acetonitrilo (20 — 35 min) y estables entre plantas
proveniente | mezcla se evaporo y se diluyé con 10 isovitexina | Phenomenex (B). 85:15 (A: B); derivadas de diferentes
snde las ml de metanol al 50% vy se filtr6 a Polar (250 x 4.6 finalmente (35 ubicaciones. Varias
provincias | través de una membrana de 0.22 pum. mm, 5 um) — 60 min) muestras compartian
de 84:16 (A: B). patrones cromatograficos
Guangdong 30 °C similares. Se
(GD) a8 - determinaron un total de
21 msnmy Detector UV 11 picos comunes y segln
Guangxi PAD a 335nm. la comparacién de los
(GX) a 182 tiempos de retencion con
msnm en los estandares se
China. identificaron como
schaftoside, isoorientina,
isoschaftoside e
isovitexina
respectivamente.
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15 La muestra fue pulverizada, 0,59 del Vicenin 2, LC-2010 liquid | Ac. formico al | Inicialmente 1,0 Se observaron mas de 35 | (Zhou
muestras polvo se diluyd con 30 ml de metanol | homoadoniver | chromatograph. | 0.1% enagua | 88:12 (A: B) ml/min | picos en el fingerprint, de | etal.,
proveniente | al 80% y se colocd en un bafio de | nita, vicenin 1, Ay durante 8 min, los cuales 20 fueron | 2012)
sde China. | ultrasonido durante 40min. El | schaftoside, | Columna acetonitrilo 86:14 (A: B) definidos como  picos
No extracto se evaporo y el residuo se vicenin 3, Ultimate XB-C- | (B). durante 37 comunes, observar anexo
especifica | disolvio en metanol al 50%, se aforé | isovitexinay | 18 (250 x 4.6 min, 85:15 (A: 4. Ademas, el anélisis de
parte de la | hasta 10ml y se filtr6 la solucién a genistina mm, 5um). B) durante 10 similitud sugirié que la
planta través de una membrana de 0.45 pum. min, 65:35 (A: mayoria de las muestras
usada. 30°C B) durante 15 de diferentes habitats
min, 50:50 (A: compartian patrones
Detector UV B) durante 10 cromatogréaficos
PAD a 272nm min, similares.  El pico de
finalmente abundancia comudn vario,
45:55 (A: B) lo que podria deberse a
durante 10 variaciones en los afios de
min. cultivo, época de cosecha,
climas geograficos vy
medio ambiente.
25 0,59 de cada muestra se extrajo con Vicenin-1; Agilent Infinity | Ac férmico al | Inicialmente 1,0 Se detectaron 39 picos | (Xiand
muestras 20 ml de metanol al 80% en un bafio | schaftoside, | 1260 Il HPLC 0.1%enagua | 88:12 (A: B) ml/min | comunes y las | uo
de partes de agua ultrasdnico durante 30 min. | isoschaftoside, Ay durante 15 concentraciones de los | Sun
aéreas de la | La muestra se volvié a pesar y el | vicenin-3e | Columna acetonitrilo min, 86:14 (A: compuestos estandar en | etal.,
planta, liquido perdido se volvié a llenar con | isovitexina. | Agilent TC-C18 | (B). B) durante 20 las 25 muestras eran | 2018)
recolectada | metanol al 80%. (250 x 4.6 mm, min, 81:18 (A: diferentes  entre i,
s de La solucion de muestra se filtro a 5 um) B) durante 10 particularmente en
Guangxi través de un filtro de membrana de min, 80:20 (A: muestras de diferentes
(182 0,45 pm. 30°C B) durante 5 regiones. Los tr fueron
msnm), min, 65; 35 30.5 para vicenin 1, 35
Guangdong (A: B) durante para schaftoside, 42 para
41

Mariuxi del Cisne Asanza Aguilar

Josselyn Stephanny Gutiérrez Yaguana




UNIVERSIDAD DE (CUENCA

ﬁg'lh-. /i
L

-l
[ et
=t

B8-21 Detector UV a 15 min, isoschaftoside, 44.5 para
msnm) y 272 nm. finalmente vicenin-3 'y 49 para
Hainan 100 de A isovitexina. Las muestras
(154 durante 17 con concentraciones mas
mshm) en min. altas de los
China. compuestos estandar

procedian de regiones a

menor altitud.
Seis lotes Una alicuota de 25 mg del TFEHDS | 25 estdndares | Sistema LC Ac.acético al Inicialmente 1,0 Se identificaron | (Guo
de extracto | se re disuelve hasta 50 ml con 50% (anexo 5) Agilent 1200 0.1%enagua | 75:25 (A: B), ml/min | cualitativa y | etal.,
total de etanol acuoso a temperatura (A) y metanol | (0-35min) cuantitativamente 25 | 2015)
flavonoides | ambiente, finalmente se recupera a su Columna C18 (B). 58:42 (A: B), compuestos mediante
de D. volumen méximo con 50% de etanol ZORBAX SB- (35 a 47 min) comparacién del tiempo
Styracifoliu | acuoso y se filtr6 a través de un filtro (250 x 4,6 5-95 (A: B). de retencion con los datos
m millipore de 0.45 um antes del mm,5 um) del cromatograma
(TFEHDS) | andlisis. obtenido de los
preparados 25°C estandares, que se detallan
previament en el anexo 5.
e por la Deteccion
técnica de mediante
resinas de Espectrometria
adsorcion de masas.
macroporos
a.
Plantas Se tomo 110 g de muestra picada Acido Dionex Ac. acéticoal | Inicialmente 1,0 Obtencion de un (Su
obtenidas para una extraccion de dos veces (3h | vanilico, B- Ultimate 3000 0.4%enagua | 78:22 (A:B), ml/min | cromatograma a 254 nm | etal.,
de Yiyang | cada una) con 550 ml de etanol al sitosterol, Ay (0-10 min) gue muestraa 4 2013)
Hengkang | 95%. Luego todos los extractos se formononetina Columna Cis acetonitrilo 33:67 (A:B), compuestos
Medicine combinaron, filtraron y evaporan y SunFireT™M (B). (10-25 min) completamente separados

hasta sequedad obteniéndose 4.67g 2250 )x 4.6 mm, 45:55 (A:B) con Rt (aproximados) de
pm
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por evaporacion rotatoria a 55 °C
bajo presion reducida. El residuo
concentrado fue diluido con 0,5 L de
agua y se extrajo sucesivamente con
acetato de etilo.

aromadendrin
a

25°C

Deteccion
mediante
Eespectrometria
de masas a 190-
400 nm.

5,5; 8; 17 y 20,5 min, son
identificados como acido
vanilico, B-sitosterol,
formononetina y
aromadendrina
respectivamente, su
identificacion estructural
por espectrometria de
masas.

Partes Los glucésidos de flavona totales se Vicenin-2, HPLC (LC-20, | Ac. Fosforico 0.2 El contenido de tres | (K.
aéreas de la | extrajeron con agua, precipitacion | schaftoside e | Shimadzu, enagua (A)y ml/min | glucésidos de flavona en | Yang
planta. con alcohol y filtracion de forma | isovitexina. | Japdn) acetonitrilo los extractos concentrados | et al.,

rutinaria. Luego a través de una (B). de D. styracifolium es de | 2020)

membrana de microfiltracion (0,2 Columna C18 4.88%, 9.76%, 1.89%

um). Posteriormente, se hizo fluir a (250 x 4.6 mm) respectivamente.

través de wuna membrana de

ultrafiltracion. Finalmente, el 35°C

producto se secd mediante secado

rapido al vacio. Detector UV a

280 nm.
Tabla 11. Desmodium subsericeum
Muestra Extracto Estandar Metodologia Fase Movil Gradle_n,te de VeI._De Resultados Autor
) elucion flujo
Hojas La muestra fue secada y molida a Vitexina y Sistema Waters | Acido Inicialmente 0,7 Identificacion de vitexina
recolectada | temperatura ambiente, se macero por luteolina. Alliance 2690. | trifluoroacétic | 70:30 (A: B); ml/min | y luteolina mediante la | (de
senelsur | 36 hcon metanol en proporcion 1:20 o0al0,01%en | (0-3 min) 8:52 comparacién entre los | Morai
de Brasil (p/v). Se filtré y se elimind el Columna C18 agua (A),y (A: B); (3-4 picos de muestras | s
en el estado | disolvente. El residuo se re (Nova-Pak ®, acido min) 55:45 estandar y el extracto
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de Campo | suspendi6 en 10 ml de agua 250 x 3,9 mm, 4 | trifluoroacétic | (A: B); (4-6 mediante el tiempo de | etal,
Largo. desionizada para ser liofilizado, se pm,). 0al 0,08% en | min) 40:60 retencion y perfil UV. 2017)
volvieron a diluir y filtrar con acetonitrilo (A: B); (6-8
metanol para obtener soluciones de 1 Detector UV a | (B). min) 45:55
mg/ml. 254 nm. (A: B); (8-10
min) 78:22
(A: B); (10-14
min)  70:30
(A: B).
Tabla 12. Desmodium tortuosum
Muestra Extracto Estandar Metodologia Fase Movil Gradle_n,te de VeI._De Resultados Autor
) elucion flujo
Partes Las muestras fueron secadas (< 60 | Daidzeinay | Dionex Summit | Ac. Inicialmente 0,8 Deteccion de 2
aéreas de °C), molidas y pulverizadas; se | formononetina | HPLC trifluoroacétic | 85:15 (A: B), | mL/min | isoflavonas mediante | (Leun
plantasen | afladié flavona (0,5 mg/g) como 0 al0,1%en | pasaa30:70 cromatogramas obtenidos | er
floracion, patron interno antes de la extraccion. Columna agua (A) y (A: B) durante comparados con los | etal.,
etapas En la extracion tipo Soxhlet se utilizd Gemini C18 acetonitrilo 40 min. estandares, 2013)
vegetativas | metanol acuoso al 90%, luego de de (250 x, 4,6 mm, | (B). adicionalmente se realizd
y 1h (10 min de inmersion y 50 min de 5um). la  cuantificacion  de
fructiferas; | lavado) se elimino el solvente daidzeina y
recolectada | El residuo se diluyd posteriormente 45°C formononetina, dando
sen en fase movil y se filtr6 a través de un como  resultados  los
Pucallpa, filtro de jeringa de 0,45 um. Detector de valores de 50.6 y 3.0 por
Per( (mayo matriz de ug/g de materia seca,
- agosto diodos a 250 y respectivamente para cada
2008). 260nm. isoflavona.
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1
Plantas La muestra fue secada, molida y Acido HPLC Hitachi Ac. formico al | (0 -10 min) 0,7 Se determino la presencia | (Tsai
enteras triturada, se tomo 500 g se extrajo clorogénico, | L-7100 0.2%enagua | 95:5a86:14 ml/min | de vitexina con un tr de etal.,
maduras de | con 2 L de etanol al 70% tres veces. rutina y Ay (A: B); (10— 35.41 min. 2011)
varias Los filtrados se recogieron y vitexina Columna acetonitrilo 20 min) 86:14
regiones de | concentraron a presion reducida, la LiChroCART (B). (A: B); (20 -
Taiwn. solucién restante se liofilizé antes de Purospher Star 60 min) 86:14
obtener el extracto final. RP-18e (250 x a72:28 (A: B)
4 mm, 5 um). y (60 - 85
min) 72:28 a
Detector de 45:55 (A: B).
PAD a 330 nm.
Tabla 13. Desmodium triflorum
Muestra Extracto Estandar Metodologia Fase Movil Gradle_n,te de VeI._De Resultados Autor
) elucion flujo
Planta La muestra fue secada y triturada, a Vitexina. Water HPLC Ac. formico al | 80:20 (A: B) 0,8 El tiempo de retencién de | (Lai
entera 1800 g se colocd 2L de metanol, se 2695 0.2% en agua ml/min | la vitexina fue de 8.71 | etal.,
madurade | evaporé para obtener 253g de LiChroCART | (A)y minutos. La presencia de | 2010)
Taichung, | extracto de metandlico crudo, se RP- acetonitrilo la misma se encontro en el
Taiwan a disolvié y suspendié en 500ml de (B). extracto metandlico con
112 msnm. | agua. Finalmente se fracciono con: n- Endcapped un tiempo de retencion de
hexano, cloroformo, acetato de etilo column C18 8.64 minutos, acetato de
y n-butanol, y se recogieron las (250 x 4.6 mm, etilo con un tiempo de
fracciones. 5 um). retencion de 8.62 minutos
Para el analisis de fingerprint se usé y n-butanol con un tiemo
la faccion de acetato de etilo, la Detector de de retenciébn de 8.74
faccion de n-butanol y el extracto Matriz de minutos, este ultimo tenia
crudo de metanol. fotodiodos a un contenido mayor de
336nm. vitexina.
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Plantas La muestra fue secada, molida y Acido HPLC Hitachi Ac. formico al | (0 -10 min) 0,7 Se identifico la presencia | (Tsai
enteras triturada, se tomo 500 g se extrajo clorogénico, | L-7100 0.2%enagua | 95:5a86:14 ml/min | de vitexina, &c. etal.,
maduras de | con 2 L de etanol al 70% tres veces. rutina y Ay (A: B); (10— Clorogénico y rutinas, y | 2011)
varias Los filtrados se recogieron y vitexina Columna acetonitrilo 20 min) 86:14 se reportar un tr de 35.41
regiones de | concentraron a presién reducida, la LiChroCART (B). (A: B); (20 - para vitexina y 17.35 para
Taiwn. solucién restante se liofilizd antes de Purospher Star 60 min) 86:14 ac. Clorogénico.
obtener el extracto final. RP-18e (250 x a72:28 (A: B)
4 mm, 5 um). y (60 - 85
min) 72:28 a
Detector de 45:55 (A: B).
PAD a 330 nm.
Tabla 14. Desmodium uncinatum
Muestra Extracto Estandar Metodologia Fase Movil Gradle_n,te de VeI._De Resultados Autor
) ] elucion flujo
Plantas La muestra fue secada, molida y Acido HPLC Hitachi Ac. férmico al | (0 -10 min) 0,7 Se reporta la presencia de | (Tsai
enteras triturada, se tomd 500 g se extrajo clorogénico, | L-7100 0.2%enagua | 95:5a86:14 ml/min | vitexina con un tr de etal.,
maduras de | con 2 L de etanol al 70% tres veces. rutina y Ay (A: B); (10— 35.41 minutos. 2011)
varias Los filtrados se recogieron y vitexina Columna acetonitrilo 20 min) 86:14
regiones de | concentraron a presién reducida, la LiChroCART (B). (A: B); (20 -
Taiwn. solucidn restante se liofiliz6 antes de Purospher Star 60 min) 86:14
obtener el extracto final. RP-18e (250 x a72:28 (A: B)
4 mm, 5 um). y (60 — 85
min) 72:28 a
Detector de 45:55 (A: B).
PAD a 330 nm.
Plantas A dos semanas de germinacion las Sistema HPLC | Ac. formico al | Inicialmente 1,0 Se identificaron vicenin 2 | (Hoop
enteras plantas se lavaron y colocaron en una de la serie 5% en agua 95:5 (A:B);a | ml/min | (6-C-glucosil-8-C- er
obtenidas | solucién hidroponica (40% Long Shimadzu VP los 3 min glucosilapigenina) con un
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de semillas | Ashton). Después de un mes la Vicenin 2, ACE AQ. (A) y metanol | 85:15 (A:B); a tr de 16.21, isoschaftoside | et al.,
que se solucién hidropénica pas6 a 5 ml/ vitexina, (B). los 13 min (6-C-arabinosil-8-C- 2015)
cultivaron | min usando una bomba de peristalsis | isoschaftoside. | Columna C18 75:25 (A:B); a glucosilapigenina) con un
en suelo a través de una pipeta Pasteur que (250 x 4.6 mm, los 25 min tr de 19.72 min, 2”0O-
arenoso contenia polimero XAD-4 Amberlite 5um). 70:30 (A:B);a glucosil-8-C-
hasta para atrapar el material organico. los 35 min glucosilapigenina con un
aproximada | La trampa se lavé con metanol, se Detector UV a 45:55 (A:B); a tr de 20.15 min y vitexina
mente eliming el disolvente. 350nmy los 46 min (8-C-glucosilapigenina)
varias El residuo se disolvio en 1 ml de espectofotometr 5:95yalos 60 con un trde 26.43 min.
semanas de | metanol. 0 de masas. min 95:5.
germinacio
n.
Hojas La muestra fue secada y molida a Luteolina (a). | Sistema Waters | Acido Inicialmente 0,7 Identificacion de luteolina | (de
recolectada | temperatura ambiente, se macero por Alliance 2690. | trifluoroacétic | 70:30 (A: B); ml/min | en ambas  muestras | Morai
s en dos 36 h con metanol en proporcion 1:20 | Isovitexina, 0al0,01%en | (0-3 min) 8:52 mientras que isovitexina, | S
estados del | (p/v). Se filtro y se eliming el vitexina y Columna C18 agua (A),y (A:B); (34 vitexina solo en la|etal,
sur de disolvente. El residuo se re luteolina (b). | (Nova-Pak ®, acido min) 55:45 muestra (b), mediante la | 2017)
Brasil, en suspendio6 en 10 ml de agua 250 x 3,9 mm, 4 | trifluoroacétic | (A: B); (4-6 comparacion entre  los
el estado de | desionizada para ser liofilizado, se um,). 0al 0,08% en | min) 40:60 picos de muestras
Campo volvieron a diluir y filtrar con acetonitrilo (A: B); (6-8 estdndar y el extracto
Largo (a) y | metanol para obtener soluciones de 1 Detector UV a | (B). min) 45:55 mediante el tiempo de
en el estado | mg/ml. 254 nm. (A: B); (8-10 retencion y perfil UV
de Aguas min) 78:22 como  parametros de
Mornas (b). (A: B); (10-14 identificacion.
min)  70:30
(A: B).
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ANALISIS DE RESULTADOS

Esta revision bibliografica permitio el analisis de 18 articulos originales que mencionan las
diferentes condiciones cromatograficas que pueden ser utilizadas en el analisis de las especies
del género Desmodium. En donde se observo que las especies D. adscendens, D. gangeticum'y
D. styracifolim han sido las méas estudiadas dentro de estos articulos. De los cuales se
sustrajeron 38 corridas cromatograficas, en donde se observé que en la mayoria de los analisis
HPLC se emple6 como material vegetal las plantas enteras, hojas y/o las partes aéreas para la
obtencion de los extractos, debido a que en estas estructuras se encuentran la mayor parte de
metabolitos secundarios del género Desmodium. Para la obtencion de estos extractos que en su
mayoria fueron hidroalcoholicos los investigadores utilizaron la maceracion y la percolacion
principalmente, ya que son los métodos mas usados debido a su facil realizacién y alcance, los
mismos que son sugeridos por la Farmacopea (Rockville. US. United States Pharmacopeial
Convention, I, 2008); a diferencia de tres articulos en los cuales reportan usar la extraccion
asistida por ultrasonido como se detalla en la Tabla 10 para las muestras 2, 3 y 4, este método
favorece la ruptura de la pared celular, dando como resultado un aumento en la penetracion del
solvente lo cual representa una ventaja frente a otros métodos tradicionales como la extraccion
por solventes, debido que ha demostrado una mayor eficacia en el proceso extractivo y permite
disminuir el tiempo del mismo (Campo Vera et al., 2018; Chemat et al., 2017; Medina, 2017,
Xianduo Sun et al., 2018; Zhou et al., 2012). Tambien en tres articulos detallados en la tabla 9
y 10 para la muestra 1 y la tabla 12 igualmente en la muestra 1 reportan usar extraccion por
Shoxhlet, finalmente en una sola metodologia descrita en la tabla 13 para la muestra 1 los
investigadores deciden realizar la extraccion por evaporacion, en donde los autores

consideraron que es un método sencillo y de rapida realizacion para la obtencion del extracto.

Stecher y colaboradores mencionan que los principales objetivos de la preparacion de la

muestra para el analisis cromatografico son la disolucién de los analitos y la eliminacién de los
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compuestos interferentes tanto como sea posible; por ello es comun que se utilice la extraccion
en fase sélida para la preconcentracion y limpieza de las muestras (Stecher etal., 2003);
Baiocchi y colaboradores en su estudio reportan usar este método para la concentracion de
alcaloides, a traves de la retencion de estos en columnas de DVB (Divinilbenceno) de
poliestireno modificado con &cido sulfonico de extraccion en fase solida, con lo cual en esta
investigacion se logrd una precision en la identificacion cualitativa y cuantitativa de los

alcaloides, flavonoides y saponinas (Baiocchi et al., 2013).

Para la separacion por HPLC de las especies de Desmodium analizadas, todos los
investigadores han utilizado columnas tipo C18 de particulas de distinto didmetro, en donde se
ha observado que a mayor longitud de la columna mayor resolucion en los picos identificados,
debido a que se da una mayor interaccion entre los metabolitos de la muestra y la fase
estacionaria, en donde la mas utilizada fue la columna C18 (250 x 4,6 mm, 5um) con 14
determinaciones seguido de la cloumna C18 ( 250 x 3,9 mm, 4um), el resto de las columnas
fueron utilizadas entre 1 o dos veces entre las determinaciones.(Nufiez, 2008). La fase movil,
también juega un papel importante, en cromatografia de fase reversa, ya que por su polaridad
y capilaridad va a solubilizar al mayor nimero de metabolitos del extracto, las 38 corridas
cromatograficas utilizaron soluciones hidro-organicas tamponadas de las cuales se usaron 7
metanol que fueron usadas en la tabla 5 en las muestras 2,3 y 4 al igual que en la tabla 7 muestra
1, también en la tabla 10 muestra 5 y finalmente en la tabla 14 muestra 2; el resto de los analisis
cromatograficos (30) usaron acetonitrilo, esto se puede observar en cada uno de los estudios
resumidos en las tablas de resultados. Ademas, la teoria nos indica que se puede agregar
modificadores de pH a la fase mavil, estos pueden ser acidos o bases, asi como lo reportan la
mayoria de los autores haber usado acido acético, trifluoroacético o férmico, debido a que se
logra una mayor sensibilidad frente a los analitos basicos cuando este ya esta ionizado en una

fase movil acida; a diferencia de los autores de las metodologias descritas en la tabla 5 para la
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muestras 2 y 4 en los cuales no se utilizd ningin modificador de pH. La retencion

cromatogréafica de las sustancias ionizables depende de la diferencia entre el pH de la fase
movil y el pKa del analito en la misma fase mdvil (S. C. Moldoveanu & David, 2017; S.

Moldoveanu & David, 2016).

Para la identificacion de los compuestos en cada uno de los extractos ulitilizaron
principalmente detectores tipo UV y por medio de patrones se realizd la comparacion para la
determinacion de los compuestos. Los metabolitos secundarios presentes en este género fueron
los flavonoides detectados en un rango de longitud de onda entre 214 y 350 nm, se identificaron
vitexina, isovitexina, schaftoside, vicenin 2, genisteina, isoschaftoside, luteolina, apigenina,
isoorientin, hidroxinaringenina, floretina, nothofagina, daidzin, formononetina 2, biochanina,
entre otros que no se presentaron en todas las especies. La vitexina, isovitexina, schaftoside e
isoschaftoside se presentan como picos comunes entre los cromatogratogramas en varias
especies de este género, es decir que la mayoria de las muestras de diferentes habitats
comparten patrones cromatograficos. Aunque, la concentracion de estos picos fue diferente, lo
que podria deberse a variaciones en la época de cosecha, climas geograficos y polucion
medioambiental. Segun Xianduo y colaboradores las muestras con concentraciones mas altas
de los flavonoides procedian de regiones a menor altitud (8 — 182 msnm) (Xianduo Sun et al.,

2018).
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CONCLUSION

Desmodium es un género gque presenta excelentes propiedades terapéuticas contra muchas
enfermedades como antiinflamatorio en las vias respiratorias, infecciones de la piel, dolor
estomacal entre otras; por lo que en la presente revision bibliografica se recopil6 18 articulos
cientificos, de los cuales se extrajeron distintas metodologias para 14 especies del género, que
permitieron la elaboracion de una base de datos informativa; la misma que facilitd la
determinacion de las variables mas relevantes a analizar como los procesos extractivos,

condiciones del analisis cromatografico y metabolitos identificados.

Dentro de la revision bibliogréafica se concluye que la especie mas analizada es Desmodium
styracifolium con siete analisis cromatograficos. La comparacion de las distintas metodologias
cromatograficas permitié concluir que las plantas enteras fueron las més utilizadas con doce
determinaciones seguida de las hojas con diez analisis dejando en tercer lugar a las partes aéreas
como muestras que pueden usarse para el HPLC, al igual que la maceracion y percolacion para
el tratamiento de las mismas fueron los dos metodos mayormente utilizados en los analisis
cromatograficos, dando mejores resultados los extractos hidroalcoholicos con etanol y metanol
para este género. En cuanto a las condiciones de analisis se recomienda el uso de la columna
de particulas de fase reversa C18, siendo la mas usada la C18 (250 x 4,6 mm, 5um), con una
fase movil que contenga un solvente organico como el acetonitrilo que fue utilizado en 30 de
las 38 fases mdviles y un solvente acuoso acidificado para lograr una mayor sensibilidad del

metabolito ionizado.

El mayor grupo identificado han sido los flavonoides en un rango de deteccion que va desde
los 200 hasta 350 nm, y segun las investigaciones requieren diferentes métodos extractivos, en
donde las diferencias metodoldgicas radican en la clase de flavonoides a identificar, asi como
la investigacion de otros metabolitos como alcaloides y saponinas. Los resultados analizados

permitieron concluir que los principales flavonoides e isoflavonoides de este género son la
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vitexina, isovitexina, schaftoside e isoschaftoside ya que se presentan como picos comunes en

varias especies, aunque con diferentes concentraciones debido a la region, condiciones

ambientales y epoca de cosecha.
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RECOMENDACIONES

e Realizar estudios investigativos sobre fingerprint en las principales especies del género
Desmodium a nivel de latinoamerica, debido a la poca disponibilidad de informacion
en dicha region.

e Realizar estudios experimentales para poder comprobar la reproducibilidad de los
métodos descritos en la base de datos.

e Realizar investigaciones experimentales para determinar los fingerprint en plantas

endémicas y lograr la identificacion de nuevas especies y compuestos.
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Anexo 1. Metabolitos identificados en D. adscendens. Tabla 1 (Baiocchi et al., 2013).

NGmero | Identidad asignada | tr

Soyasaponinas
1 Soyasaponina | 26. 6 min.
2 Deshidrosoyasaponina | 28.9 min.
3 Soyasapogenol B 41.8 min
4 Soyasaponina Il1. 27.6 min

Alcaloides
1 Hordenin -
2 Dimetiltriptamina -
3 Dimetoxifeniletilamina -
4 Salsoline -

Flavonides
1 6C, 8C-dihexosil-kaempferol 10.7 min
2 5-O-hexosil-apigenina 12.3 min
3 6-C, 8-C-dihexosil-apigenina 18.1 min
4 6-C-pentosil-8-C-hexosil-kaempferol 20.5 min
5 6-C-hexosil-8-C-pentosil-kaempferol 22.5 min
6 5-O-hexosil-kaempferol 24.5 min
7 6-C-hexosil-8-C-pentosil-diosmetina 25. 2 min
8 6-C-pentosil-8-C-hexosil-kaempferol 25.6 min
9 6-C-hexosil-8-C-pentosil-kaempferol 27.7 min
10 6-C-pentosil-8-C-hexosil-apigenina 27.9 min
11 8-C-hexosil-kaempferol 31.9 min
12 6-C-pentosil-8-C-hexosil-kaempferol 32.1 min
13 6-C-pentosil-8-C-hexosil-apigenina 35.5 min
14 6-C-hexosil-8-C-ramnosil-kaempferol 38.6 min
15 6-C-hexosil-8-C-pentosil-apigenina 44.3 min
16 5-O-pentosil-1,6-ramnosil-kaempferol 44.8 min
17 Saponarina (6-C_-hex_osi|-7-0-hexosiI- 46.4 min

apigenina)

18 7-O-pentosil-1,6-ramnosil-kaempferol 47.1 min
19 6-C-hexosil-8-C-pentosil-apigenina 48.6 min
20 Vitexina (8-C-hexosil-apigenina) 52.5 min
21 5-O-ramnosil- (1-6) -hexosil-apigenina 53.2 min
22 5-O-pentosil- (1-6) -hexosil-apigenina 54.5 min
23 6-C-hexosil-8-C-pentosil-kaempferol 54.6 min
24 Astragalina (3-O-hexosil-kaempferol) 57.9 min
25 6-C-hexosil-8-C-ramnosil-apigenina 61.7 min
26 5-O-pentosil- (1,6) -hexosil-diosmetina 62.3 min
27 6-C-hexosil-8-C-pentosil-apigenina 64.9 min
28 6-C-ramnosil-8-C-hexosil-apigenina 65.2 min
29 6-C-hexosil-7-O-ramnosil-apigenina 67.8 min
30 7-O-rhamnosil-quercetina 70.2 min
31 6-C-ramnosil-8-C-hexosil-apigenina 71.2 min
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32 7-O-hexosil-kaempferol 72.5 min
33 1,6-ramnosil-7-0O-hexosil-7-apigenina 74.7 min
34 7-O-hexosil-apigenina 76.1 min
35 7-O-pentosil-1,6-hexosil-diosmetina 78.1 min

Anexo 2. Contenido porcentual del alcaloide gangenoide en diferentes extractos de la raiz
de D. gangeticum (Yadav et al., 2012).

% de contenido de gangenoide cuantiticado (p/p)?
Técnica de extraccion
Solvente i i
Per??;:,f on Ex(t:;allicecr']?; en Ultrasonicacion® Microondas®
Cloroformo 0.0110 0.0170 0.0119 0.0168
Metanol 0.1296 0.1981 0.1919 0.1808
Agua 0.1716 0.2636 0.1956 0.2054

aSobre la base del peso seco de la planta

® Durante la noche a temperatura ambiente.
¢ Durante 30 min a 100 °C.
d Durante 30 min a temperatura ambiente.
¢ Durante 15 min a 50 °C (350W).

Anexo 3. Tiempo de retencion y contenido porcentual de los compuestos identificados en
D. gangeticum

Técnica de extraccion

Anélisis
HPLC-PDA. % cuantificado (p/p)?
Compuestos Ext —
. Percolacion fria® x raf:uonc N | Ultrasonicacién® | Microondas®
Rt (min) caliente
Etanol | Agua | Etanol | Agua | Etanol | Agua | Etanol | Agua
Rutina 8.60 0,0058 ND | 0.0117 | 0,0087 | 0,0021 | 0,0045 | 0.0133 | 0,0085
Kaempferol-3- 11.16 0,005 | ND | 0,0021 | 0,0014 | 0,0003 | 0,0005 | 0,0027 | 0,0012
O-robinobitsido
Nicotiflorina 12.33 0,0029 ND | 0,0032 | 0,0031 | 0,0006 | 0,0009 | 0,0035 | 0,0026
aSobre la base del peso seco de la planta
b Durante 20 horas.
¢ Durante 30 min a 100 °C.
d Durante 30 min a temperatura ambiente.
¢ Durante 20 min a 50 °C (365W).
Rt: Tiempo de retencion.
Anexo 4. Compuestos identificados en D. Styracifolium (Zhou et al., 2012)
NUmero Identidad asignada (tr)
1 Desconocido 15.4 min.
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1
2 Vicenin 2 21.6 min.
3 Homoadonivertina 24.3 min
4 Vicenin 1 29.5 min
5 Schaftoside 33.8 min
6 Desconocido 40.2 min
7 Isoschaftoside 41.7 min
8 Vicenin 3 45.9 min
9 Isovitexina 52.5 min
10 Isoorientina 58.6 min
11 Desconocido 61.7 min
12 Genistin 66.4 min
13 2'-hidroxigenisteina 71.2 min
14 7,4'-Dihidroxi-3'-metoxi-isoflavona 72.9 min
15 Luteolina 73.2 min
16 Apigenina 77 min
17 Chrysoeriol 77.8 min
18 5,7-Dihidro_xi-?_‘-metoxi-3 ' 4'- 8.9 min

metilendioxiisoflavanona
19 5,7-dihidr(_)xi-2 ', 3, 4'-trimetoxi- 85 4 min
isoflavanona
20 Homoferreirina 86.6 min

Anexo 5. Cuantificacion de 25 componentes en 6 lotes de extracto total de flavonoides de

D. Styracifolium (Guo et al., 2015).

Contenido (ug/g) 2

Compuesto Lotes de extracto
1 2 3 4 5 6
Acido 37.45+0.44 37.02£0.46 36.76 £ 0.40 38.14+0.77 37.91+£0.62 37.55+0.53
protocatéquico
Acido cafeico 630.13+£5.04 | 629.75+4.87 625.98 £4.23 | 630.54+5.43 | 628.70+4.56 626.46 £ 4.45
Acido ferulico 388.72+£2.92 | 387.45+%2.29 386.91+2.22 | 389.80+3.29 | 387.85+2.73 385.42+2.04
Liquiritigenina | 22.88 £0.27 23.70+£0.39 22.75+0.16 23.00+0.2 22.65+0.11 21.89£0.05
Apigenina 250.72+£1.90 | 251.12+2.11 250.26 £ 1.89 | 252.70+2.70 | 250.82 +2.65 254.38 £2.45
Genisteina 150.91+1.29 | 151.85+1.27 150.80+1.19 | 152.18+1.74 | 150.79 +£0.97 156.10 £ 2.26
Naringenina 20.23 £0.25 22.20+£0.14 21.25+£0.06 21.34 £ 0.08 23.58 £0.28 20.66 £ 0.07
Acacetina 75.46 £ 1.61 76.22+1.10 76.09 £ 1.05 72.83 £ 0.50 75.44 + 0.85 74.86 £ 0.62
Kaempferol 5448 +1.44 53.82+£1.09 52.56 £0.92 53.73+£1.02 54,21 +1.40 55.52+1.53
Luteolina 458.92 +3.24 | 458.86 + 3.37 460.97 £3.54 | 461.90+3.55 | 459.78 +3.34 459.05 + 3.05
Diosmetina 18.87+0.14 17.75+£0.09 19.62+0.34 19.12+0.32 16.86 £ 0.05 18.90 £ 0.08
Quercetina 24.16 £ 0.04 23.75+0.20 24.23 £0.46 24.05+0.31 23.89+0.22 21.96 £ 0.08
Isorhamnetina | 154.80+0.75 | 152.77 +0.64 156.83+0.89 | 157.47+1.04 | 156.89 +0.97 152.68 £ 0.56
Acido 93.45+0.54 90.76 £ 1.11 94.12 £0.73 93.62 £0.52 92.79+0.3 90.15+2.21
clorogénico
Genistina 1.51+0.04 1.60+£0.06 1.59 £ 0.05 1.48 £0.00 1.51+£0.05 1.50+£0.03
Vitexina 255.16 £ 0.75 230.00+1.49 256.83+1.23 | 258.42 +1.45 | 255.57+£0.92 254.76 £ 0.80
Isovitexina 6.25+0.15 5.89 £ 0.05 6.03+£0.12 5.95+0.06 6.75+£0.20 6.45+0.18
Homoorientina | 3.25+0.00 3.33+0.03 3.31+0.02 3.27 +0.01 3.13+0.00 3.44 +0.06
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Isoquercitrina 1.87 £0.03 1.52 £0.00 1.55+0.00 2.07 £0.04 1.72+£0.01 2.13+0.06
Hiperina 50.49+£0.47 047.56+0.25 | 48.22+0.26 46.21+0.14 | 49.58+0.29 50.32+0.32
Schaftoside 113.83+1.34 | 110.39+1.07 112.95+1.55 | 114.01+1.49 | 113.94+1.37 113.52+1.18
Isoschaftoside | 883.33+5.31 | 884.01+6.02 | 880.84+4.01 | 883.67+5.91 | 882.80+4.07 | 883.62+5.78
Diosmina 2.07 £0.01 2.12+0.03 2.08 £ 0.00 2.33+0.05 2.45+0.08 2.57+0.12
Rutina 272.00 £ 2.05 269.59 +1.23 271.57+1.75 | 270.45+1.46 | 272.60%+2.19 272.49+2.12
Hesperidina 80.81+0.78 81.23+1.03 78.54 £ 0.69 76.94+0.47 | 81.01+0.94 80.70+1.11
2 Contenido = media £ SD (n = 3).
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