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RESUMEN

El muérdago es una planta hemiparéasita ampliamente distribuida alrededor del mundo;
considerada como el segundo agente de deterioro de arboricola. Parasita diversas especies de
arboles incluyendo jacarandas, dlamos, fresnos, olmos, ficus, algunos arboles frutales, entre
muchas otras. En la ciudad universitaria de la BUAP, se encuentran en diferentes especies de
arboreas, provocando su progresiva disfuncion y muerte. En este trabajo de tesis se reporta
la identificacion taxonomica del muérdago hospedado en arboles del parque bicentenario, asi
como el andlisis fisicoquimico de los compuestos bioactivos presentes en sus hojas. La
extraccion de los compuestos se llevo a cabo mediante la técnica de maceracion, mientras
que la separacion de estos se llevd a cabo por cromatografia preparativa tipo Flash. La
caracterizacion cualitativa y cuantitativa de los compuestos se efectudé por medio de HPLC
acoplado a espectrometria de masas con detector de arreglo de diodos (HPLC-MS-DAD-
QgQ-ToF). Se identificaron veinticuatro compuestos bioactivos siendo los de mayor
concentracion el dcido gélico, el kaempferol, el hidrato de rutina, el hidrato de catequina y la
quercetina; destacando que el kaempferol es el metabolito predominante en los extractos.
Ademas, estos compuestos demostraron actividad antioxidante frente al radical DPPH y

actividad antifingica contra el hongo Aspergillus niger.
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INTRODUCCION

Los muérdagos son plantas hemiparasitas que obtienen nutrientes de sus hospederos, arboles
de un gran numero de especies; en la mayoria de los casos, su presencia origina la muerte del
hospedero, causando dafio al ecosistema, lo que origina la disminucion de fuentes
generadoras de oxigeno.

Se ha detectado la presencia de mas de 1600 especies de muérdago alrededor del mundo. En
Meéxico, las plantas hemiparasitas son el segundo agente causal de dafio en los ecosistemas
forestales. Se estima que existen 18 millones de hectareas con presencia de estas plantas [1].
Los estados considerados de muy alto riesgo debido a su presencia son: Oaxaca, Durango,
Guerrero, Chihuahua y Michoacan; el estado de Puebla se halla en clasificacion alta. Las
areas verdes de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla no son la excepcion; una
gran cantidad de arboles se encuentran infestados por este hemiparasito. Su presencia suele
confundirse con la frondosidad del arbol, asociandolo a un crecimiento saludable.

Si bien existen métodos para combatir a estas plantas, es importante sefialar que, al aplicarlos,
la materia organica del muérdago es desaprovechada y en la mayoria de los casos, las bayas
son consumidas por animales y diseminadas en arboles sanos; esto provoca un circulo
reservorio-vector-huésped. Los métodos empleados para combatir al muérdago representan
un dafio al ecosistema, ya que se emplean quimicos abrasivos y toxicos en busca de inhibir
el crecimiento de este hemiparasito; o bien, se emplean métodos de control fisico, como la
generacion de incendios para erradicar la plaga. Ninguno de ellos resulta eficiente, ni
amigable con el medio ambiente.

El muérdago ha sido ampliamente estudiado en Europa y Africa; se ha empleado por afios en
la medicina tradicional, asi como en la medicina contemporanea, al recuperar sus extractos y
utilizarlos en pro de la salud. En México, existen investigaciones que describen las
caracteristicas sobre esta planta, pero también hay ausencia de esfuerzo para aprovecharla.
Por lo que las investigaciones enfocadas en la descripcion de las propiedades bioactivas del
muérdago mexicano son escasas.

En ciudad universitaria BUAP resulta un problema la continua dispersion de esta planta y
hasta ahora, ha sido poco estudiado y no se le ha prestado la atencion suficiente para atender

y/o aprovechar a este hemiparasito.
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El muérdago se ha usado en multiples paises durante cientos de afos para tratar afecciones
como la epilepsia, el asma, la hipertension, los dolores de cabeza, los sintomas de la
menopausia, la esterilidad, la dermatitis, la artritis y el reumatismo [2].

Considerando el poco conocimiento que se tiene sobre el muérdago mexicano y el gran
impacto forestal que ocasiona su constante propagacion, es de gran interés estudiar sus
caracteristicas; si bien no para erradicarla, si para aprovecharla. Tomando en cuenta estas
consideraciones, en esta tesis se extraen sus componentes bioactivos y se analiza su

funcionalidad como antioxidantes y antifingicos.

HIPOTESIS

Es posible obtener componentes bioactivos a partir del muérdago con potencial actividad

funcional.

OBJETIVO GENERAL

Extraer y analizar los componentes bioactivos del muérdago.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Recolectar hojas de muérdago de arboles del parque bicentenario.

e Obtener el extracto de muérdago.

e Separar los compuestos del muérdago mediante cromatografia flash.
e Identificar y cuantificar los compuestos del muérdago.

e FEvaluar la funcionalidad del extracto obtenido.
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CAPITULO 1

MARCO TEORICO

1.1 Generalidades del muérdago

Las plantas hemiparasitas, también llamadas muérdagos, son plantas que se adhieren a la
corteza de sus hospederos, los cuales suelen ser arboles de gran ntimero de especies de donde
aprovechan sus nutrientes y el agua necesaria para su supervivencia; gracias a estos recursos,
los muérdagos son capaces de realizar su propia fotosintesis. Estas plantas son conocidas por
crecer sobre las ramas de otros arboles o arbustos, donde su presencia en la mayoria de los
casos pasa desapercibida. Segun la literatura, las especies mdas estudiadas pertenecen

principalmente a las familias Viscanceae y Loranthaceae [3].

1.1.1 Descripcion botéanica
La morfologia del muérdago incluye las siguientes caracteristicas: hojas pequeiias, de forma

concavo-convexa y de color verde oscuro; tallos articulados, adaptados para fijarse a los
arboles mediante estructuras especializadas llamadas haustorios, que crecen sobre las ramas;
como se muestra en la Figura 1 suelen tener flores pequenas, agrupadas en racimos,
generalmente de color blanco o verde; y frutos en forma de bayas esféricas, de color blanco

o verde, que contienen una semilla de consistencia pegajosa [4].

Figura 1. Ejemplar de muérdago CU BUAP a) Hojas y fruto rojizo, b) Hojas y racimos.
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1.1.2 Distribucion geografica
El muérdago estd presente en multiples héabitats y en casi todos los continentes, algunas

especies de muérdago son endémicas, mientras que otras se distribuyen en multiples zonas
geograficas [5]. Se conocen alrededor de 1400 especies de muérdagos alrededor del mundo.
En Europa, Asia y el norte de Africa se haya la especie Viscum dlbum [6]; en América central,
en paises como Peru, Argentina, Uruguay y Brasil, predomina la especie Ligaria cuneifolia
[7], en América del norte, en Estados Unidos y México, especies como Phoradendron

Leucarpum, Cladocolea y Struthanthus son comunes [8].

1.1.3 Especies de muérdago
Los muérdagos pertenecen principalmente a la familia Loranthacea, aunque también se

encuentran en las familias Misodendraceae y Santalaceae. La Figura 2 ilustra algunas de las

especies mas conocidas de cada familia.

Figura 2. Especies: a) Loranthacea Struthanthus polyrrhizus, b) Loranthacea Psittacanthus cordatus, c)
Misodendron punctulatum, d) Santaleceare Viscum album.
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Familia Loranthaceae
Es una familia de plantas generalmente arbustivas, hemiparasitas u holoparasitas; de arboles

y arbustos. Presentan hojas simples y bien desarrolladas, enteras carnosas verdes o verde
amarillentas a negruzcas, flores unisexuales o hermafroditas, frutos por lo comun en baya y
semillas. La mayoria intertropicales [9]. Distintos estudios alrededor de mundo han

identificado alrededor de 1400 especies repartidas en 74 géneros [10]. Consultar Anexo A.

Género Struthanthus
Este género agrupa alrededor de 70 especies. Distribuidas por México se conocen 14 especies

[10]. Son plantas frondosas que crecen en forma de enredadera y se caracterizan por sus tallos
cilindricos y hojas opuestas, producen inflorescencias en forma de espigas o racimos y sus
frutos son bayas que contienes semillas cubiertas de una sustancia pegajosa llamada viscina
[11]. La Figura 3 muestra una variedad de especies del género Struthanthus, destancando sus
hojas verdes brillantes, gruesas y correosas, asi como la presencia de frutos de color rojizo,

similitudes que poseen al pertenecer al mismo género.

Figura 3. Género Struthanthus a) Struthanthus venetus, b) Struthanthus uraguensis, c) Struthanthus
polyrhizus. (Regino Zamora 2024).

1.2 Relacién ecologica

El muérdago se adhiere a los arboles mediante una estructura llamada haustorio, que penetra
la corteza del hospedero para absorber agua y nutrientes. Aunque el muérdago es capaz de
realizar fotosintesis, depende en gran medida de su arbol hospedero para sobrevivir [12].

La infestacion por muérdago puede reducir significativamente el crecimiento de los arboles,

con pérdidas estimadas del 47 % en altura y alrededor del 22 % en diametro [13]. Ademas,
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puede causar deformaciones en el tallo y las ramas, afectando la integridad estructural del
hospedero y aumentando su susceptibilidad a plagas y enfermedades [14]. En muchos casos,
estos efectos pueden llevar a la muerte del arbol. A pesar de su impacto negativo en los
hospederos, el muérdago desempefia un papel ecolégico importante, ya que proporciona
alimento y refugio a diversas especies de aves y mamiferos, contribuyendo a la biodiversidad

de los ecosistemas [15].

1.2.1 Impacto forestal
Las plantas pardasitas son el segundo agente causal de dafio en los ecosistemas forestales. Se

estima que existen 18 millones de hectareas con presencia de estas plantas. La Figura 4
muestra el nivel de riesgo que representa la infestacion de muérdago [1], categorizado en

bajo, moderado, alto y muy alto.

COMISION NACIONAL FORESTAL
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GERENCIA DE SA

Simbologia
Area gecestadistica estatal

Pais extranjero

Nivel de Riesgo

I Vuy Ao
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MAPA DE RIESGO DE PRESENCIA DE
PLANTAS PARASITAS
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Figura 4. Mapa de riesgo por presencia de muérdago [1].

1.2.2 Control del muérdago
Dentro de los métodos tradicionales para controlar la infestacion y propagacion del muérdago

en arboles sanos se encuentra:
¢ Quimico: Se emplea la sustancia 2, 4-D, MCP 4-2-metil-4-cloro-fenoxi y Ethepon

[16]; este producto causa abscision de brotes y la muerte foliar en un periodo de 15 a
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45 dias, sin embargo, los resultados llegan a ser poco exitosos ya que no dafian el
sistema endofitico [17].

Bioldgico: Se utilizan hongos fitopatdgenos; los mas promisorios son Colletotrichum
gloesporoides, Neonectria neomacrospora y Pestalotiopsis spp.

Fisico: Las podas consisten en eliminar las ramas con presencia de muérdago,
mitigando hasta un 50 por ciento de la copa total del arbol; el producto resultante se
pica, entierra o quema para evitar la maduracion de los frutos y con ello la dispersion

de la semilla hacia areas sanas.

1.3 Historia, simbolismo y usos del muérdago
El muérdago es una planta rica en historia de uso en diversas culturas, destacando su

simbolismo y sus aplicaciones en rituales y tradiciones.

Culturas celtas y druidas: para estas culturas el muérdago era una planta sagrada
debido a su capacidad de crecer sin tocar el suelo. Lo consideraban un puente entre
el cielo y la tierra; el muérdago, era considerado una planta magica con propiedades
curativas y protectoras [18].

Mitologia nérdica: en la mitologia nordica, el muérdago esta asociado al dios Baldr
y su madre Frigg, la diosa del amor. La historia relata como el beso bajo el muérdago
se convirtidé en un gesto de carifio tras una tragedia familiar, convirtiéndose en una

tradicion que se expandio por Europa y América en el siglo XVIII [19].

1.3.1 Usos tradicionales
El muérdago ha sido apreciado a lo largo de los siglos en la medicina tradicional de diversas

culturas debido a sus numerosas propiedades terapéuticas. Entre sus principales aplicaciones

se destacan el apoyo a la fertilidad y a la regulacion del ciclo menstrual [20]; se empleaba

para tratar una variedad de dolencias, como los dolores de cabeza, y para favorecer la

cicatrizacion de heridas, ayudando a prevenir infecciones.

1.3.2 Usos contemporaneos
Al contener compuestos bioactivos se ha descubierto que el muérdago posee propiedades

altamente funcionales; se ha utilizado en la medicina contemporanea especialmente en el

ambito de las terapias complementarias.
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Los extractos de muérdago se utilizan en la medicina alternativa como tratamiento
complementario para pacientes con cancer. Estudios preclinicos han mostrado que el
muérdago puede destruir células cancerosas in vitro y estimular el sistema inmunologico en
animales [21]. El muérdago también se utiliza para mejorar la digestion, aliviando problemas
como la indigestion y los colicos. Sus extractos pueden ayudar a regular la funcidn intestinal

y promover una digestion saludable [22].

1.4 Componentes del muérdago

Entre los principales componentes del muérdago destacan los compuestos bioactivos, como
proteinas, polisacaridos y flavonoides. Estos constituyentes son responsables de las multiples
propiedades atribuidas a la planta, como su potencial antioxidante, inmunomodulador y

antibacteriano [23].

1.4.1 Compuestos bioactivos
Los compuestos bioactivos, también conocidos como fitoquimicos, son moléculas

producidas a partir del metabolismo secundario de las plantas. A diferencia de los metabolitos
primarios, que estan directamente involucrados en el crecimiento y desarrollo, los
metabolitos secundarios cumplen funciones ecoldgicas esenciales, como la defensa contra
patdégenos y herbivoros, la atraccion de polinizadores y la adaptacion a condiciones
ambientales adversas [24]. Estos compuestos no solo contribuyen a las propiedades
sensoriales de las plantas, como el color, el aroma y el sabor, sino que también poseen efectos
funcionales y protectores [24].

Los compuestos bioactivos pueden clasificarse de diversas maneras, sin embargo, entre las

categorias mas destacadas se encuentran las siguientes:

1.4.1.1 Compuestos fenolicos
Son un grupo amplio y variado de moléculas orgdnicas que se distinguen por tener uno o mas

grupos hidroxilo (-OH) enlazados a un anillo aromatico Figura 5, [27] [25].

18



OH

Figura 5. Estructura quimica del fenol.

Caracteristicas

o Presencia en el reino vegetal: Se encuentran en una gran variedad de fuentes naturales,
como frutas, verduras, cereales, raices y plantas medicinales.

o Funciones en las plantas: Desempenan un papel clave en su desarrollo, reproduccion y
defensa frente a patdogenos y condiciones adversas.

o Impacto en los alimentos: Influyen en el color, sabor y textura de muchos productos
vegetales, contribuyendo a su calidad sensorial.

o Propiedades bioactivas: Se ha demostrado que poseen efectos antioxidantes,
antimicrobianos, antiparasitarios y antiproliferativos, lo que los hace de interés para la

salud humana [23].

Clasificacion

Se han identificado mas de 8,000 tipos de compuestos fendlicos, los cuales desempefian un
papel clave en diversos procesos biologicos. Estos compuestos pueden clasificarse segin
distintos criterios, siendo uno de los mas utilizados el basado en su complejidad quimica.
Fenoles simples

Este grupo de compuestos se caracteriza por contener un anillo aromadtico y grupos
hidroxilicos en su estructura quimica (Cs). La presencia de fenoles en el medio ambiente es
consecuencia tanto de acciones naturales como del aporte antropogénico de cardcter
industrial. La mayoria de los compuestos fendlicos que se pueden encontrar en las aguas
residuales son el resultado de diversas actividades industriales y agricolas.

Acidos fenélicos

Los é4cidos fenolicos forman un subgrupo dentro de los compuestos fenolicos y se
caracterizan por la presencia de un anillo aromatico, un grupo hidroxilo (-OH) y un grupo
carboxilo (-COOH) en su estructura quimica.

Representan aproximadamente un tercio de los fenoles presentes en la dieta y pueden

encontrarse en las plantas tanto en su forma libre como unidos a otros componentes vegetales
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[26].Cuando estos compuestos estan ligados, lo hacen a través de enlaces éster, éter o acetal
con diferentes moléculas dentro de la planta [27]. Segun su estructura, los acidos fendlicos
se dividen en derivados del 4cido benzoico (Cs-Ci) y derivados del acido cindmico (Cs-Cs).
Los compuestos derivados del 4cido benzoico son comunes en la naturaleza, principalmente
en su forma libre, ya sea como 4cidos, como el acido vanillico, gélico y protocatéquico, o en
forma de aldehidos, como la vainillina y el anisaldehido [28]. Por otro lado, los derivados del
acido cinamico, entre ellos los dcidos p-cumarico, cafeico, fertlico y sindpico, desempefian
un papel crucial en la biosintesis de estructuras fenolicas mas complejas debido a su alta
concentracion y distribucion en diversas fuentes naturales.

Ademas, los 4cidos cinamicos pueden presentarse en formas conjugadas, tales como amidas,
ésteres (especialmente de acidos hidroxilicos como el acido tartarico y algunos derivados de
azucar) y glicésidos [29]. Las tablas (B1-B3) ubicadas en el Anexo B muestra las estructuras
quimicas basicas de los compuestos fenolicos.

Cumarinas

Las cumarinas son un grupo de compuestos ampliamente distribuidos en el reino vegetal y
reconocidos por sus diversas y valiosas actividades biologicas [26] [30]. Todas las cumarinas
comparten una estructura quimica caracteristica denominada 2H-1-benzopiran-2-ona (Cs-C3)

como se muestra en la Figura 6, conocida comunmente como cumarina.

HO O-__0o

=

Figura 6. Estructura simple de las cumarinas.

La mayoria de las cumarinas, excepto la cumarina simple, presentan un grupo hidroxilo libre
en la posiciéon 7 de su estructura, como ocurre en compuestos como la umbeliferona, la
esculetina y la escopoletina. Ademads, es habitual que en las posiciones 6 u 8 se encuentren
sustituyentes isoprenilicos compuestos por 5, 10 o, en menor medida, 15 atomos de carbono
[25]. Estos radicales pueden dar lugar a la formacion de anillos adicionales de tipo furanico
o piranico, debido a su elevada reactividad. Por esta razon, este grupo de cumarinas con
cadenas isoprenilicas recibe el nombre de cumarinas complejas, destacando por la diversidad

estructural que presentan, especialmente por la presencia de furano y piranocumarinas.
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Las cumarinas se encuentran distribuidas en el reino vegetal, presentes especialmente en
frutas y hortalizas [31]. Estos compuestos son reconocidos por sus diversas y valiosas
actividades bioldgicas, entre las que destacan sus propiedades antioxidantes y
antibacterianas. Un ejemplo de ello es la umbeliferona, que ha demostrado una actividad

antioxidante considerable [32], asi como efectos antibacterianos [33].

Flavonoides
Los flavonoides son compuestos de bajo peso molecular que contienen quince atomos de

carbono organizados en una estructura Ce-C3-Ce. Su con figuracion basica incluye dos anillos
aromaticos conectados por una cadena de tres carbonos, que generalmente forma un anillo
heterociclico como se muestra en la Figura 7. Uno de los anillos se origina a partir de la via

del acetato/malonato, mientras que otro anillo proviene de la fenilalanina a través de la ruta

del shikimato [34].

Figura 7. Estructura basica de los flavonoides.

Las modificaciones en uno de los anillos dan lugar a las principales clases de flavonoides,
como flavonoles, flavonas, flavanonas, flavanoles (catequinas), isoflavonas, flavanonoles y
antocianidinas [35]. Entre ellas, las flavonas y flavonoles presentan la mayor diversidad
estructural y el mayor numero de compuestos [36]. Ademas, las variaciones en los anillos A
y B generan distintos compuestos dentro de cada clase de flavonoides [37], mediante
procesos como oxigenacion, alquilacion, glicosilacion, acilacion y sulfonacion [38].
Taninos

Son compuestos fenolicos de elevado peso molecular y representan el tercer grupo mas
relevante dentro de esta categoria. Se clasifican principalmente en dos tipos: taninos
hidrolizables y taninos condensados [39].

Los taninos hidrolizables reciben este nombre porque pueden descomponerse mediante
procesos de hidrélisis quimica o enzimatica, separandose en las unidades estructurales que

los conforman. Estan formados por una fraccion polialcohdlica —comunmente glucosa,
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aunque también puede ser dcido quinico, glicosidos u otros fenoles— y una fraccion fendlica,
como el acido galico, unidas entre si mediante enlaces tipo éster [40].

Los taninos condensados son polimeros constituidos por dos o mas unidades de flavan-3-ol.
Cuando estos compuestos se encuentran en medio acido originan antocianidinas (reaccion de
Bate-Smith), de ahi que también sean conocidos como proantocianidinas [41]. La estructura
de los principales flavan-3-ols presentes en la naturaleza varia con el nimero de grupos
hidroxilo del anillo B y con la estequiometria del carbono 3 del heterociclico C. Asi,
dependiendo de la estequiometria del carbono 3, podemos tener, por ejemplo (+)-catequina

o (-)-epicatequina, como se observa en la Figura 8.

OH

Rs

R,

Figura 8. Estructura basica de un tanino condensado.

1.4.1.2 Alcaloides

Los alcaloides son un grupo diverso de compuestos orgdnicos naturales que se encuentran
principalmente en plantas, pero también en algunos hongos, bacterias y animales. La
caracteristica quimica mas distintiva de los alcaloides es la presencia de uno o mas atomos
de nitrégeno en su estructura, que generalmente forma parte de un anillo heterociclico como
se muestras en la Figura 9. Este nitrogeno les confiere propiedades bésicas (alcalinas), de ahi

su nombre alcaloide.
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Figura 9. Estructura clésica de los alcaloides.

Caracteristicas
o Origen Natural: Se encuentran predominantemente en plantas especialmente en
angiospermas, pero también en hongos, bacterias y animales.
o Estructura Quimica:
Nitrogeno: Contienen uno o mas atomos de nitrogeno, generalmente en un anillo
heterociclico. La mayoria de los alcaloides son bésicos debido al par de electrones no
enlazantes del nitrogeno, aunque algunos pueden ser neutros o incluso acidos.
Heterociclicos: La mayoria de los alcaloides son compuestos heterociclicos, lo que
significa que el nitrogeno forma parte de un anillo [42].
o Complejidad Estructural: Poseen estructuras quimicas muy diversas y a menudo
complejas.
o Actividad Fisiologica: Se caracterizan por tener una notable actividad farmacologica o
toxica en dosis bajas, lo que les confiere un gran interés en farmacologia y medicina [43].
o Formacion de Sales: Debido a su basicidad, reaccionan con acidos para formar sales, que
suelen ser mds solubles en agua que las bases libres. Esto es importante para su extraccion
y formulacion farmacéutica.
o Precursores Biosintéticos: Se derivan biosintéticamente de aminodcidos, algunos

pseudoalcaloides y protoalcaloides tienen rutas biosintéticas diferentes.

Clasificacion

De acuerdo con la estructura molecular y su ruta biosintética, los alcaloides se dividen en tres
grupos:

Alcaloides verdaderos

Cumplen estrictamente con las caracteristicas de la definicion de alcaloides: tienen siempre

un nitrogeno intraciclico, son de caracter basico y se presentan en la naturaleza normalmente
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formando sales con el acido acético, oxalico, lactico, malico, tartdrico y citrico y tal vez lo
que mas la diferencia de los demas grupos es que se forman a partir de un aminoacido [44].

Protoalcaloides

Pueden ser considerados aminas simples, poseen reaccion basica y se forman in vivo a partir
de aminodcidos, pero, a diferencia de los alcaloides verdaderos, poseen el nitrogeno en una
cadena lateral de la molécula (extraciclico), es decir que no estd formando parte del nicleo
heterociclico.

Pseudoalcaloides

Poseen normalmente todas las caracteristicas de los alcaloides verdaderos, pero no se forman

a partir de aminodacidos. En la mayoria de los casos conocidos se trata de isoprenoides [45].

1.4.1.3 Terpenos y terpenoides

Los terpenos, junto con los compuestos fenolicos, conforman una de las familias mas
extensas de metabolitos secundarios en las plantas, estando presentes en distintas partes como
hojas, flores, tallos y raices. Los terpenoides se originan a partir de modificaciones quimicas
como la oxigenacion, la hidrogenacion o la deshidrogenacion de los terpenos. La unidad
estructural fundamental de estos compuestos es el isopreno [C5]n donde “n” representa la
cantidad de unidades de isopreno en la molécula, cuya estructura se muestra en la Figura 10.
Esta variabilidad permite la existencia de una amplia gama de terpenos, que va desde los

hemiterpenos [C5]1 hasta los tetraterpenos [C5]8 e incluso los politerpenos [C5]>8 [46].

Figura 10. Isopreno, estructura basica de los terpenos.

Caracteristicas

o Presencia en el reino vegetal: Los terpenos y terpenoides son compuestos organicos
naturales que se encuentran principalmente en plantas [47].

o Funciones en las plantas: Los terpenos y terpenoides desempenan diversas funciones en

las plantas, como: Funciones defensivas y protectoras, actuando como compuestos de
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defensa contra herbivoros e insectos [48]. Funciones ecologicas, como la atraccion de
polinizadores y la comunicacion entre plantas. Funciones antioxidantes, protegiendo a
las plantas contra el estrés oxidativo [49].

o Impacto en los alimentos: Los terpenos y terpenoides presentes en las plantas pueden
tener un impacto en los alimentos, ya que: Contribuyen a los aromas y sabores de los
alimentos vegetales. Pueden tener propiedades beneficiosas para la salud, como actividad

antibacteriana, antioxidante y antitumoral [50].

Clasificacion

Monoterpenos
Estan compuesto por dos unidades de isopreno C10; se han reportado formas aciclicas,

monociclicas y biciclicas. Son componentes de compuestos de aceites esenciales que otorgan
aroma y sabor a las plantas y son vitales para una variedad de ingredientes activos usados en
aplicaciones agricolas, medicinales, cosméticas y alimenticias. Estos ingredientes incluyen

el pineno, carveol, alcanfor, mentol y limoneno [51].

Diterpenos
Son hidrocarburos no volatiles (C20) derivados de cuatro unidades de isopreno, que pueden

tener formas lineales, biciclicas, tetraciclicas, pentaciclicas o macrociclicas. Los diterpenos
se caracterizan por tener grupos cetonicos e hidroxilo polioxigenados ([51]). En los residuos
de destilacion de plantas aromaticas, los diterpenos fendlicos identificados mas importantes

son el acido carnoésico, el carnosol y el derivado de metil carnosato.

Propiedades bioldgicas
Los compuestos bioactivos tienen la capacidad de interactuar con sistemas bioldgicos y

producir un efecto en la salud. Sus propiedades bioldgicas son diversas y dependen de su
estructura quimica, dosis y biodisponibilidad. Entre sus principales beneficios se encuentran
su actividad antioxidante, antiinflamatoria, antimicrobiana y anticancerigena, lo que ha
despertado un gran interés en diversas areas, incluyendo la industria farmacéutica, la

alimentaria y la cosmética [52].

Ejemplos de sus propiedades bioldgicas
o Actividad Antioxidante: muchos compuestos bioactivos, especialmente los polifenoles,

carotenoides y vitaminas como la C y la E, actian como antioxidantes. Su mecanismo
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principal radica en la neutralizacién de radicales libres, moléculas altamente reactivas
que pueden dafar células, proteinas, lipidos y ADN, contribuyendo al estrés oxidativo y
al desarrollo de enfermedades cronicas como el cancer, enfermedades cardiovasculares y
neurodegenerativas [53].

o Propiedades Antiinflamatorias: muchos compuestos bioactivos poseen la capacidad de
modular las vias inflamatorias, reduciendo la produccién de mediadores proinflamatorios
como citoquinas, prostaglandinas y leucotrienos.

o Actividad Antimicrobiana: algunos compuestos bioactivos exhiben propiedades
antimicrobianas, lo que significa que pueden inhibir el crecimiento o matar bacterias,
hongos, virus y parasitos. Esto los convierte en candidatos prometedores para el
desarrollo de nuevos agentes antimicrobianos en un contexto de creciente resistencia a
los antibidticos.

o Propiedades Anticancerigenas: un area importante de investigacion es el potencial
anticancerigeno de los compuestos bioactivos. Pueden actuar a través de multiples
mecanismos, incluyendo la induccidon de apoptosis en células cancerosas, la inhibicion
de la proliferacion celular, la supresion de la angiogénesis y la modulacion de vias de

sefializacion asociadas al cancer [54].

1.5 Fundamentos de técnicas de extraccion

El proceso de extraccion puede definirse como la separacion de los componentes activos o
de interés de una planta u otra fuente; existen desde métodos que utilizan diversos solventes
hasta métodos que aprovechan el ultrasonido, las microondas y otras tecnologias a con la
finalidad de maximizar la extraccion de compuestos bioactivos [55]. El objetivo de la
extraccion es obtener moléculas que puedan tener diversas aplicaciones, incluyendo fines
terapéuticos o como ingredientes funcionales. La variabilidad de los compuestos en las
plantas es muy amplia, lo que resalta la importancia de la extraccion para su estudio y

aplicacion [56].

1.5.1 Métodos convencionales
Los métodos de extraccion convencionales son utilizados ampliamente por las industrias y

por los investigadores que buscan la extraccion de compuestos obteniendo rendimientos altos
y al mismo tiempo, utilizando equipos y/o material simple y accesible. Estos métodos

incluyen: la maceracion, la extraccion por Soxhlet, entre otros; generalmente se utilizan
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grandes volimenes de solventes organicos y la extraccion se logra mediante tiempos de

extraccion prolongados [57].

1.5.1.1 Maceracion
La maceracion es un método de extraccion sencillo que consiste en remojar el material

vegetal crudo previamente pulverizado en un solvente de interés, a temperatura ambiente,
durante al menos tres dias con agitacion intermitente la Figura 11 ilustra este proceso [58].
Una vez completada la extraccion, la mezcla se filtra ya sea a través de tamices o una malla
con orificios pequeios. Posteriormente se prensa el residuo y el extracto liquido se limpia
mediante filtraciéon o decantacion después de dejarlo reposar. La maceracion se realiza
preferentemente en un recipiente tapado para minimizar la pérdida del solvente por
evaporacion. Es indeseable obtener un extracto ya concentrado por la evaporacion del
solvente durante el proceso de extraccion. El producto se concentra con frecuencia mediante

evaporacion al vacio.

EXTRACCION SOLIDO-LIQUID0.  ——

= e —

Macerado

Figura 11. Esquema extraccidén por maceracion (elaboracion propia).

Es crucial seleccionar un solvente adecuado en la maceracion, ya que este determinard las
clases de fitoquimicos recuperados de las muestras. El solvente también puede permitir la
extraccion de fitoquimicos termolébiles. El procedimiento tiene como desventaja principal
su baja eficiencia y la larga duracion del proceso de extraccion [58]. Sin embargo,

condiciones optimizadas pueden atribuir una eficiencia significativa a esta técnica [59].

Ventajas de la maceracion
o Simplicidad: Requiere equipo minimo y es facil de realizar.

o Costo-efectividad: Generalmente menos costosa que otras técnicas de extraccion.
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o Bajadegradacion: Al realizarse a temperatura ambiente (o suavemente calentada), reduce
el riesgo de degradacion térmica de compuestos sensibles al calor.
o Adecuada para grandes volumenes: Puede escalarse para procesar grandes cantidades de

material.

Desventajas de la maceracion

o Eficiencia de extraccion: Generalmente menos eficiente que técnicas como Soxhlet o la
extraccion asistida por ultrasonido, ya que no utiliza solvente fresco continuamente.

o Tiempo prolongado: Requiere largos periodos de tiempo para una extraccion Optima.

o Consumo de solvente: Puede consumir grandes volimenes de solvente.

o Extraccion de impurezas: Puede extraer compuestos no deseados junto con los de interés.

1.5.1.2 Extraccion Soxhlet
La extraccion Soxhlet es una técnica utilizada para separar uno o mas componentes de una

muestra solida mediante un solvente especifico. Es un método ampliamente reconocido y
sirve como modelo para evaluar el rendimiento de otras técnicas de extraccion [60]. El
material vegetal molido se coloca en un dedal (una bolsa porosa) hecho de papel filtro
resistente o celulosa [61]. Este dedal se inserta en el compartimento del aparato Soxhlet. El
solvente de extraccion, como etanol o metanol, se coloca en el matraz inferior. Luego, el
solvente se calienta, se vaporiza y asciende hasta el dedal que contiene la muestra. Alli, los
vapores se condensan en el condensador ubicado en la parte superior del equipo y gotean
nuevamente sobre la muestra, facilitando asi la extraccion de los fitoquimicos, la Figura 12
muestra el esquema de este método de extraccion. Este proceso ciclico permite obtener un

rendimiento mayor en comparacion con las técnicas de extraccion por maceracion.
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Figura 12. Esquema de extraccion Soxhlet (Weggler et al., 2020 [62]).

Ventajas de la extraccion Soxhlet

o

Alta eficiencia de extraccion: El solvente fresco recircula continuamente sobre la
muestra, disolviendo los analitos y asegurando una extraccion casi completa de los
compuestos solubles.

Uso reducido de solvente: Aunque el equipo se llena con un volumen inicial de solvente,
este se recicla y reutiliza a lo largo del proceso.

Adecuado para muestras mequefias: Es eficaz para extraer compuestos de cantidades
relativamente pequefias de muestra sélida.

Concentracion del mxtracto: Los analitos extraidos se concentran en el matraz de
ebullicion, lo que facilita la recuperacion y analisis posterior.

Reproducibilidad: Cuando se realiza bajo condiciones controladas (temperatura de
ebullicion del solvente, tiempo, etc.), los resultados de la extraccion Soxhlet suelen ser

altamente reproducibles.

Desventajas de la extraccion Soxhlet

o

(@]

Degradacion de compuestos: La extraccion se lleva a cabo a la temperatura de ebullicion
del solvente utilizado. Si los compuestos de interés son termosensibles, pueden
degradarse, descomponerse o alterarse quimicamente.

Tiempo de extraccion prolongado: es un proceso lento que puede tardar desde varias

horas hasta varios dias.
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o Consumo de energia: Requiere un calentamiento constante para mantener el solvente en
ebullicion y un sistema de refrigeracion para la condensacion.

o No selectiva: Extraerd todos los componentes solubles en el solvente seleccionado,
incluidos los compuestos no deseados, lo que puede requerir pasos adicionales de
purificacion.

o Equipamiento especifico: Aunque es estandar en muchos laboratorios, requiere un
montaje de vidrio especifico (extractor Soxhlet, refrigerante, matraz de fondo redondo,

cartucho de tiocelulosa o papel de filtro).

Seleccion del solvente
La eleccion de solventes para la extraccion de compuestos bioactivos depende de la tasa de

extraccion, la diversidad de los compuestos extraidos, el objetivo de la extraccion, la
seguridad y el costo de estos. Los alcoholes como etanol y metanol son conocidos como
disolventes universales empleados en la extraccion de compuestos bioactivos para la
investigacion de sus fitoquimicos [63].
No importa cudl sea el método de extraccion utilizado, la naturaleza quimica de los
disolventes de extraccion resulta ser una consideracion primordial ya que una correcta
eleccion favorecera la solubilidad de los compuestos y la selectividad de la extraccion [64].
Algunas de las propiedades ideales de los solventes utilizados son:

e Baja toxicidad

e Evaporacion facil a bajas temperaturas

¢ Buena solubilidad

e Alta volatilidad

La Tabla 1 presenta los solventes mas utilizados en la extraccion de compuestos bioactivos.
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Tabla 1. Compuestos bioactivos extraidos con diversos solventes [66].

Solvente Compuesto bioactivo extraido
Acua Antocianinas, taninos
g Terpenoides (saponinas)
Taninos, acidos fenolicos, flavonoides
Etanol Alcaloides
Terpenoides
Acidos fendlicos, taninos
Metanol . .
Terpenoides (saponinas)
Terpenoides
Cloroformo rpenot
Flavonoides
Diclorometano Terpenoides
Eter Alcalou}es
Terpenoides
Acetona Acidos fenélicos, flavonoides

Entre los solventes existen aquellos considerados verdes, como el agua, que es el mas
utilizado; si bien el agua es considerada un solvente universal, este no resulta ser selectivo,
ya que por su naturaleza quimica es capaz de separar todas las sustancias hidrofilas, como
las saponinas, los polisacaridos y los compuestos fenolicos [65].

El etanol tiene una accion selectiva y se utiliza ampliamente en la extraccion de fenoles y
flavonoides, por otro lado, el metanol presenta propiedades toxicas inherentes; sin embargo,

es un buen disolvente en la extraccion de flavonoides, saponinas y fenoles [66].

1.6 Fundamentos de técnicas cromatograficas
1.6.1 Cromatografia Liquida de alta resolucién (HPLC)

La cromatografia es una técnica analitica de separacion ampliamente utilizada en quimica,
bioquimica, farmacia y ciencias ambientales. Su principio se basa en la interaccion entre los
componentes de una mezcla y las fases movil y estacionaria. En este proceso, los
componentes son transportados por la fase movil a través de la fase estacionaria, donde se

separan en funcion de su distinta afinidad por cada una de ellas [67].

Fase estacionaria
La fase estacionaria en HPLC consiste en particulas porosas empaquetadas dentro de una

columna, generalmente de acero inoxidable. El tamafio de particula tipico es de 1.7 a 5 um,
lo que proporciona una gran area superficial para la interaccion con los analitos y contribuye

a la alta eficiencia de separacion [68].
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e Fase Reversa (RP-HPLC): Es el modo més comun. La fase estacionaria es no polar
(ej. cadenas de alquilo como C18 o C8 unidas a silice), mientras que la fase moévil es
polar (ej. mezclas de agua con metanol o acetonitrilo). Los compuestos mas polares
eluyen primero, y los no polares se retienen mas tiempo debido a las interacciones
hidrofdbicas.

e Fase Normal (NP-HPLC): Utiliza una fase estacionaria polar (ej. silice desnuda, diol,
amino) y una fase mévil no polar (ej. hexano, cloroformo). Los compuestos mas
polares se retienen mas tiempo. Este modo es menos comun que la RP-HPLC y se

usa para separar compuestos muy polares o isomeros [69].

Fase movil
La fase moévil ya sea un solo solvente o una mezcla de solventes transportan a la muestra a

través de la columna. Es crucial para la separacion, ya que su composicion, fuerza idnica y
pH afectan la retencion de los analitos. Se bombea a través de la columna a altas presiones,
hasta 400 bares, para asegurar un flujo constante y eficiente [70].

e FElucién Isocratica: La composicion de la fase movil se mantiene constante durante
toda la corrida.

e FElucién por Gradiente: La composicion de la fase mévil se cambia de forma
programada durante la corrida. Esto es util para separar mezclas complejas con
analitos de polaridad muy diferente [70].

Proceso de separacion

Una vez que la muestra es inyectada, los analitos son transportados por la fase movil a través
de la columna. La separacion ocurre debido a las interacciones diferenciales de los analitos
con la fase estacionaria y la fase movil. Los analitos que interactian més fuertemente con la
fase estacionaria se retienen mas tiempo, mientras que aquellos que interactian mas con la

fase movil eluyen més rapidamente [71].

El equipo cromatografico en HPLC esta compuesto por diversos dispositivos:
e Compartimento de fase mévil, conectados a la bomba por una serie de tuberias junto
con un sistema de desgasificacion.
e Bomba, mantiene constante el flujo de la fase mévil a través de la columna y hacia el

detector.
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e Inyector, introduce la muestra al sistema sin necesidad de interrumpir el flujo de la
fase movil.

e Columna, donde ocurre la separacion. Este dispositivo suele estar acompafiado de un
termostato con la funcion de mantener y controlar la temperatura en la columna.

e Detector, encargado de convertir y traducir alguna propiedad fisica de los analitos en
una sefial medible.

e Equipo de coémputo, encargado de procesar las sefales eléctricas en datos

digitalizados que pueden ser analizados [72].

La Figura 13 muestra cada uno de los componentes comunes en un equipo de

cromatografia de liquidos HPLC.

Solventes —>
Compartimento de
( solventes
(— Desgasificador
Bomba _) Equipo de computo
———
N
Inyector —>
x
Columna — V)
Termostato
<— Detector

Figura 13. Componentes del equipo HPLC (Bramhadevu S Chandrashekar).
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Deteccion
Después de pasar por la columna, los analitos separados llegan a un detector que mide una

propiedad fisica o quimica de cada componente a medida que eluye. Los detectores comunes
incluyen:
e Detector de UV-Vis (Ultravioleta-Visible): Mide la absorbancia de la luz ultravioleta
o visible por los analitos. Es ampliamente utilizado porque muchos compuestos
absorben en este intervalo y es relativamente sensible [73].
e Detector de Indice de Refraccion (RID): Mide los cambios en el indice de refraccion
de la fase mévil a medida que los analitos eluyen. Es universal, pero menos sensible
y no es compatible con elucion por gradiente.
e Detector de Masas (MS): Proporciona informacioén sobre el peso molecular y la
estructura de los analitos, ofreciendo alta sensibilidad y especificidad. Es uno de los

detectores mas potentes y se utiliza en combinacion con HPLC (LC-MS) [74].

Detector DAD UV-Vis
Un detector Diode Array Detector (DAD) es un tipo de detector de absorbancia UV-Vis

utilizado en HPLC que permite adquirir un espectro completo de absorbancia en un rango de
longitudes de onda, tipicamente de 190 nm a 800 nm para cada punto de tiempo durante una
corrida cromatografica. A diferencia de los detectores UV-Vis de longitud de onda fija o
variable, que miden la absorbancia en una o unas pocas longitudes de onda a la vez, el DAD
utiliza una matriz de fotodiodos para medir simultdneamente la absorbancia en todo el rango
de longitudes de onda [67].
Componentes:
e Lampara de Deuterio y Tungsteno: Proporciona la fuente de luz UV y visible.
e Celda de Flujo: Un capilar o celda con una trayectoria Optica definida a través del
cual fluye el efluente de la columna.
e Red de Difraccion (Grating): Dispersa la luz transmitida a través de la celda de flujo
en sus longitudes de onda constituyentes.
e Matriz de Fotodiodos (Diode Array): Una serie lineal de pequenos fotodiodos
colocados después de la red de difraccion. Cada fotodiodo detecta una estrecha banda
de longitudes de onda, lo que permite la adquisicién simultdnea de un espectro

completo [69].
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La Figura 14 ilustra los componentes claves en los detectores DAD.

RED DE DIFRACCION

LAMPARA DE DEUTERIO
MATRIZ DE FOTODIODOS

Figura 14. Esquema del detector DAD (Figura adaptada de la referencia [75]).

Detector de masas

La espectrometria de masas estd basada en la obtencion de iones a partir de moléculas
organicas en fase gaseosa; una vez obtenidos estos iones, se separan de acuerdo con su masa
y su carga y finalmente se detectan por medio de un dispositivo adecuado. Su fundamento
radica en la aplicacion de un voltaje a las moléculas de una muestra para la formacion de
iones que son separados eléctria y/o magnéticamente de acuerdo con su relacion masa-carga
(m/z), cuya abundancia es registrada por un procesador de datos [76].

Fuente de ionizacion

La ionizacién por electrospray (ESI) es una de las ionizaciones mas suaves. Los iones se
generan mediante la aplicacion de una diferencia de potencial en un spray formado con la
disolucion de la muestra y un gas inerte (N2). El disolvente que hay en las pequeiias gotas
cargadas se va evaporando en una camara de secado y las moléculas de analito se aproximan
y se repelen, hasta que finalmente, cuando la repulsion de las cargas del mismo signo es
mayor que la tension superficial, las gotas explotan. Este proceso permite que los analitos

queden libres de disolvente.

Analizadores de masa
o Cuadrupolo: consiste en pares de varillas metalicas dispuestas simétricamente alrededor

de un eje. Se genera un campo eléctrico al aplicar tension continua a un par de varillas y
tension continua de polaridad opuesta a las otras. Al afiadir tension a ambos pares de

varillas, se pueden inducir oscilaciones en los iones que circulan por el instrumento.
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Moderando la tension de aplicada se puede ajustar qué iones atraviesan el sistema y
cudles se filtran. Los espectrometros de masas de un solo cuadrupolo utilizan un
cuadrupolo para filtrar los iones antes de la deteccion, lo que ofrece capacidades
cualitativas y cuantitativas basicas [77].

o Triple cuadrupolo (QqQ): un instrumento basico de triple cuadrupolo consta de dos
analizadores cuadrupolo lineales que estan conectados a un tercer cuadrupolo, donde se
introduce gas de colision para fragmentar los iones. Los iones de analitos no de interés
se descartan en el primer cuadrupolo, el segundo cuadrupolo fragmenta el analito
seleccionado y dirige los iones fragmentados al tercer cuadrupolo, donde se escanean de
la misma manera que un instrumento de un solo cuadrupolo (Figura 15). Esto produce un
espectro MS/MS que puede usarse para confirmar la identidad de los analitos.
Alternativamente, el tercer cuadrupolo puede configurarse para monitorear solo iones
especificos. Esto aumenta considerablemente la sensibilidad y especificidad del

analizador, lo cual es excelente para el analisis cuantitativo.

ANALIZADOR 1 ANALIZADOR 2 DETECTOR

Energia de colision

FUENTE DE IONIZACION Cuadrupolo filtro de masa l Cuadrupolo filtro de masa

AP

|
¥

1} 03
q2

Selector m/z Selector de fragmentos m/z
Fragmentacion

Figura 15. Esquema analizador QqQ (Elaboracion propia).

o Tubo de tiempo de vuelo (ToF): es un analizador de masas que utiliza un campo eléctrico
para acelerar los iones generados a través del mismo potencial eléctrico y mide el tiempo
que tarda cada ion en llegar al detector (Figura 16). Si todos los iones tienen la misma
carga, sus energias cinéticas seran idénticas, por lo tanto, la velocidad de cada ion
dependera tinicamente de su masa. Esto significa que los iones mas ligeros llegan primero
al detector, mientras que los mas pesados en un tiempo mayor, estos previamente

separados por la cromatografia [78].
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- DETECTOR
9

GENERACION DE ELECTRONES TUBO DE TIEMPO DE VUELO

Figura 16. Esquema del analizador ToF [79].

1.6.2 Fundamentos de Cromatografia Flash (Flash-LC)

La cromatografia flash se basa en los mismos principios de la cromatografia liquida de

columna: la separacion de los componentes de una mezcla debido a sus diferentes afinidades

por la fase estacionaria y la fase movil [80]. La diferencia mas notable de esta técnica es la

capacidad de recolectar los fragmentos de mezcla durante el proceso de separacion esto

facilitando su purificacion.

Fase Estacionaria: Generalmente se utiliza silice (SiO2) como fase estacionaria,
empacada en una columna de vidrio o plastico. [81].

Fase Movil: La eleccion de la fase movil es crucial y se basa en la polaridad de los
compuestos a separar y la fase estacionaria utilizada.

Adsorcion y Desorcion: Cuando la mezcla de compuestos se introduce en la columna,
los componentes interactian de manera diferente con la fase estacionaria. Los
compuestos que tienen mayor afinidad por la fase estacionaria se retienen mas tiempo
en la columna. Por otro lado, los compuestos que tienen menor afinidad por la fase
estacionaria son arrastrados mas rapidamente por la fase movil.

Elucion y Separacion: A medida que la fase movil fluye, los compuestos se van
desorbiendo de la fase estacionaria y se mueven a través de la columna. Debido a las
diferencias en la velocidad de movimiento, los componentes de la mezcla se separan
y salen de la columna en diferentes momentos, lo que permite su recoleccion

individual.

La cromatografia flash se distingue por su rapidez, ya que, emplea presion positiva para

impulsar la fase movil a través de la columna, lo que reduce significativamente el tiempo de

separacion. Ademads, es una técnica eficiente, capaz de separar cantidades considerables de
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muestra, desde miligramos hasta gramos, en lapsos breves. Su facilidad de uso también

destaca, pues los sistemas modernos estan automatizados y cuentan con software que permite

controlar parametros como el flujo, el gradiente y la recoleccion de fracciones. Finalmente,

durante el proceso, los eluyentes son monitorizados mediante detectores UV, lo que facilita

la identificacion de los compuestos conforme van saliendo de la columna [75].

El sistema de cromatografia preparativa Flash estd compuesto por:

Bomba de alta presion (hasta ~50 bar): responsable de impulsar la fase mévil con
presion positiva, garantizando flujos estables y rapidos a través de la columna.
Detector UV configurable: monitoriza el eluente y permite identificar los compuestos
a medida que se eluyen.

Recolector de fracciones: dispositivo que captura las fracciones separadas de forma
automatizada seglin los parametros definidos.

Software de control: interfaz intuitiva para programar y controlar flujo, gradiente,
recoleccion y otros parametros operativos.

Accesorios incluidos: normalmente se suministran racks, soporte para cartuchos,

plataforma para botellas de solvente y contenedores de retencion (Figura 17).

SOPORTE PARA CARTUCHOS FLASH

CONTROLADOR Y PANTALLA TACTIL
DETECTOR UV

PIE DE SOPORTE PARA CARTUCHOS

BOMBA DE TRES PISTONES

COLECTOR DE FRACCIONES

RACKS PARA TUBOS

Figura 17. Componentes del sistema cromatografico Flash (BUCHI Labortechnik [82]).
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CAPITULO 2

METODOLOGIA

2.1 Material vegetal
Las ramas de muérdago (Figura 18) fueron recolectadas de un solo arbol hospedero ubicado

en el Parque Bicentenario de la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla, localizado en
Avenida San Claudio y 18 sur, CU San Manuel, 72570, Puebla, con coordenadas
(19°00'13.5"N 98°12'09.3"W) (Figura 19).

Figura 19. Mapa satelital del parque bicentenario BUAP.
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Larecoleccion y preparacion del material vegetal se baso en los lineamientos establecidos en
el Manual Técnico de Muestreo de Productos Agricolas [83]. La identificacion de las
especies vegetales fue realizada en el jardin botanico de la BUAP, por el taxonomo MPhil

Allen James Coombes.

2.1.1 Acondicionamiento del material
El material vegetal seleccionado consta de hojas, tallos y fruto; la maceracion se llevo a cabo

unicamente con las hojas sin dafio visible. Se lavaron con agua potable y se secaron a
temperatura ambiente durante aproximadamente cuatro dias. Una vez secas, las hojas se
trituraron en una licuadora convencional y se tamizaron utilizando una malla de 200 mesh

(tamafio de particula de aproximadamente 75 pm).

2.2 Obtencién de los componentes bioactivos

Se utilizaron 50 g de hojas de muérdago pulverizadas. La maceracion se llevo a cabo en 500
mL de etanol, metanol y metanol/agua, por separado (Tabla 2). El proceso se llevo a cabo a
temperatura ambiente durante 24 horas, en ausencia de luz; las muestras obtenidas se filtraron

empleando un embudo y papel filtro.

Tabla 2. Eluyentes utilizados.

Extracto Solvente Proporcion
MCEO1 Etanol 100%
MCMO1 Metanol 100%

MMAO1 Metanol/Agua 70% /30 %

Tras la maceracion, los extractos fueron concentrados por separado mediante evaporacion al

vacio utilizando un rotavapor (SEV Prendo) a 55 °C.

2.3 Separacion cromatografica Flash (Flash-LC)

Los componentes de los extractos fueron separados mediante cromatografia flash
preparativa, utilizando un sistema BUCHI Pure C-900 Essential, equipado con un detector
UV de onda fija, capaz de operar en cuatro longitudes de onda: 254, 275, 325 y 365 nm.

Se desarrollé un método cromatografico con el que fue posible efectuar la separacion; para
ello, se probaron distintos solventes, proporciones de solventes, flujos y tiempos de
separacion, con el objetivo de maximizar la resoluciéon y mejorar la eficiencia en la

separacion de los compuestos presentes en los extractos de muérdago.
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El método se basd en un gradiente escalonado (Tabla 3); como fase mévil se empled una
mezcla de 2-propanol grado HPLC y agua desionizada, mientras que la fase estacionaria
consisti6 en un cartucho C18 (BUCHI EcoFlex, 12 g). El volumen inyectado fue de 2 mL y
flujo de 15 mL/min.

Tabla 3. Parametros de elucion extracto de muérdago.

Tiempo A B

1 05:00 95.0% 5.0%

05:02  70.0% 30.0%
10:02  70.0% 30.0%
10:04  5.0% 95.0%
15:04  5.0% 95.0%
15:06  0.0% 100.0%
16:06  0.0% 100.0%

~N O kW

Con esta técnica de separacion, cada extracto fue fraccionado en tres grupos de compuestos
bioactivos, cada uno con diferentes caracteristicas quimicas, asi como tiempos de retencion
distintos. Las fracciones obtenidas fueron concentradas individualmente mediante

evaporacion al vacio, utilizando un rotavapor SEV Prendo a 55 °C.

2.4 Cromatografia analitica (HPLC)

El analisis cromatografico se realizé en un equipo HPLC Agilent 1260-Infinity Il con inyector
automatico y detector UV-Vis de arreglo de diodos (DAD). La deteccion de los compuestos
se realizd en un detector de masas, con ionizacion por electrospray ESI-QToF-MS, con
deteccion tanto en modo de ionizacion positivo como negativo. Las condiciones del detector
fueron: voltaje del fragmentor 175 V, voltaje del capilar 3500 V, intervalo de masa/carga
(m/z) de deteccion de 50 - 1700 uma, flujo y presion del gas en el nebulizador 12 mL/ min y
60 psi, temperatura 350 °C. La calibracion se realizé en modo ESI-L low conc, con Tunning
Mix G1969-85000; Lote 0006776102. La separacion se llevo a cabo en una columna de fase
inversa Zorbax Eclipse XDB-C18, Rapid resolution 2.1 x 5.0 mm. Se utiliz6 el método de
gradiente con un flujo de 0.25 mL/min; las fases moviles empleadas fueron A: agua (H20) +
0.1% acido foérmico (AF); B: metanol (MeOH) + 0.1% (AF) y acetonitrilo (ACN) + 0.1%

(AF). La Tabla 4 muestra los parametros utilizados en la separaciéon. Cada muestra fue
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filtrada por separado y diluida en metanol grado HPLC en proporcion 1:20 (v/v). Se

inyectaron 25 pL de cada muestra en el sistema cromatografico.

Tabla 4. Parametros de separacion por HPLC.

Tiempo A B
1 1.00 min  90.0% 10.0%
5.00 min 10.0% 90.0%
10.00 min ~ 5.0% 95.0%
10.10 min ~ 90.0% 10.0%

EE NS B S

Identificacion de los compuestos
De los 40 compuestos bioactivos reportados para muérdago (consultar Anexo C), la mayoria

presentan ionizacion negativa [M—H]~, y solo algunos, ionizacion positiva [M+H]+. Con
estos datos se realiz6 la busqueda de las (m/z) en el cromatograma de iones totales (TIC),

obteniendo asi los cromatogramas de cada ion extraido (EIC).

2.5 Cuantificacion de compuestos

El analisis cuantitativo se realizd utilizando curvas de calibracion; para ello, se prepararon
disoluciones estdndar a partir de una solucion madre de 1000 ppm. La curva de calibracién
(lineal) para cada estandar se construyo6 con cinco diluciones de diferente concentracion. Los
estandares utilizados fueron: hidrato de catequina, acido galico, catecol, hidrato de rutina,
acido p-cumarico y acido clorogénico. En todos los casos, se inyectaron 25 puL de cada
estandar para su andlisis. Las muestras se diluyeron en metanol grado HPLC en proporcion
1:20 (v/v); las inyecciones se realizaron por triplicado.

Los picos de cada compuesto identificado por tiempo de retencion y (m/z), se integraron con
la herramienta de integracion manual del sofware Agilent Mass Hunter Qualitative Analysis
Navitor B.08.00. Las curvas de calibracion se construyeron a partir de la concentracion y el
promedio de tres mediciones del area de cada pico; la ecuacion de la recta se obtuvo

empleando el método de minimos cuadrados (Ec. (1)).

y=mx+b (1)
Donde:

y= area
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m= pendiente de la recta
X= concentracion

b= ordenada al origen
La concentracion de cada analito en la muestra se calculo utilizando la Ec. (2).

-b 2
LY @)
m
Uno de los parametros fundamentales para la cuantificacion de compuestos es la sensibilidad,
la cual estd relacionada con la cantidad minima de analito capaz de producir una sefial
significativa; este pardmetro determina el limite de deteccion (LD) y el limite de

cuantificacion (LC), los cuales se obtuvieron utilizando las Ecs. (3 y 4), respectivamente.

Y,, + 3S
LD = bl . bl 3)

Donde:
Y},;= Estimacion de la respuesta a la concentracion 0
Sp1= Desviacion estandar de la sefial a concentracion 0
b= ordenada al origen de la recta de la curva de calibracion
C= Yy + 108y, 4)
b
Donde:
Y,;= Estimacion de la respuesta a la concentracion 0
S,;= Desviacion estandar de la sefial a concentracion 0

b= ordenada al origen de la recta de la curva de calibracién

2.6 Pruebas de funcionalidad

2.6.1 Capacidad antioxidante
La capacidad antioxidante de los extractos fue evaluada mediante el método de DPPH,

utilizando un espectrofotoémetro UV-Vis (JENWAY 7305) ajustado a 517 nm. Se prepard
una solucion disolviendo 0.0012 g de 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH) en 50 mL de
metanol grado reactivo. Se determind la actividad antioxidante a muestras preparadas con

3900 pL de solucion DPPH y 100 pL de cada extracto concentrado de muérdago. La muestra
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control consistid en una solucion de 3900 pL. de DPPH y 100 pL de metanol. Cada muestra
se almacend en una celda de cuarzo a temperatura ambiente en ausencia de luz, con el fin de
evitar la degradacion del radical; después de 30 minutos de reaccion, se midio la absorbancia.

El porcentaje de inhibicion al radical DPPH se obtuvo con la Ec. (5).

Acontrol - Amuestra (5)

% Inhibicion = x 100

Acontrol

Donde:
Acontroi= Absorbancia de control
Apestra= Absorbancia de la muestra

2.6.2 Capacidad antifungica

La actividad antifungica de los extractos se evalu6 utilizando Agar Papa Dextrosa (PDA)
como medio de cultivo. Los extractos se incorporaron al PDA antes de la esterilizacion,
asegurando una mezcla homogénea; el medio se esterilizo a 121 °C durante 15 minutos. A
continuacion, el medio con los extractos se distribuyd en cajas Petri divididas en tres
compartimentos, lo que permitid realizar el experimento por triplicado; la muestra control
consisti6 de PDA sin extracto. En todos los compartimentos se inocularon esporas de
Aspergillus niger (Aislado directamente de un libro antiguo). Las placas se incubaron a 25—
28 °C durante 72 horas en oscuridad parcial, condiciones Optimas para el crecimiento del
hongo. Tras la incubacion, el efecto de los extractos sobre el crecimiento fingico se evalud
midiendo el crecimiento radial del micelio con acetado, del dia 2 al dia 4, cada 24 h. El indice
antifingico (AI) se calculd siguiendo la metodologia reportada en la literatura [84],

empleando la Ec. (6).
Al(%) = (1 — [DCensayo/DCcontrot ]) * 100. (6)

donde:
DCensayo=Didmetro de las colonias en las placas con extracto.

DCecontrol=Diametro de las colonias en las placas del control.
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CAPITULO 3

3.1 Taxonomia

La identificacion taxondmica determind que el arbol hospedero corresponde a Lugustrum
lucidum perteneciente a la familia Oleacea, mientras que la especie de muérdago identificada

corresponde a Struthanthus venetus (Kunth) Blume perteneciente a la familia Loranthaceae

(Figura 20).

RESULTADOS Y DISCUSION

No. oficio HJ-080/2025

Dr. Heriberto Herndndez Cocoletzi
Profesor-Investigador
Facultad de Ingenieria Quimica

BUAP

PRESENTE

Asunto: |dentificacién taxonémica

Por este medio reciba un cordial saludo y asi mismo aprovecho la presente para entregarle la
identificacién taxonémica del material herborizado recibido, cuyaidentificacion fue realizada por

el taxénomo MPhil Allen James Coombes, siendo |a siguiente:

NUMERO
DE
No. 1D NOMBRE FAMILIA COLECTA COLECTOR
Struthenthus venetus Maria Fernanda
1| 92587 | (Kunth) Blume Loranthaceae MOO1 | Villarreal Onofre
Ligustrum lucidum Maria Fernanda
2 | 92588 | W.TAiton Oleaceae MOO2 | Villarreal Onofre

Sin mas por el momento me despido de Usted.

Atentamente
“Pensar B

ccp. Archivo

ien, Para

Figura 20. Identificacion taxondmica.

Herbarioy
Jardin Botinico
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3.2 Separacion cromatografica Flash

Los extractos obtenidos en solucion acuosa fueron separados mediante Flash-LC. La
separacion dio lugar a tres grupos de compuestos (Figura 21), los cuales se diferencian en su
composicion quimica y el tiempo de retencion. En los cromatogramas, cada senal
corresponde a diferentes longitudes de onda utilizadas en el andlisis. Se observan regiones
bien definidas que representan los grupos de compuestos eluidos con distintas composiciones

de fase movil.
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Figura 21 a) Extractos separados; cromatogramas b) MCEO1, ¢) MCMO1, d) MMAOI.

Los compuestos detectados en la longitud de onda 254 nm corresponden a los fenoles, los
bencenos y sus derivados; en 275 nm se hallan los compuestos aromadticos sustituidos,
mientras que en 325 nm las flavonas, los flavonoles y las cumarinas, entre otros. Finalmente,
la absorcion en 365 nm corresponde a compuestos flavonoides conjugados como la

quercetina, algunos pigmentos vegetales, entre otros [67].
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La Tabla 5 contiene los tiempos de retencion correspondientes a cada fraccidn, asi como la

composicion de fase movil utilizada para cada extracto.

Tabla 5. Tiempos de retencién y composicion de la fase movil en extractos de muérdago.

MCE01 MCMO1 MMAO1
Tr(min) FMA FMB Tr(min) FMA FMB Tr(min) FMA FMB
Al 13 95% 5% 13 95% 5% 13 95% 5%
B2 7-8 70% 30% 7-8 70% 30% 7-8 70%  30%

C3 12-16 5% 95% 12-14 5% 95% 11-12 5% 95%

FM: Fase movil A: Agua, B: 2-propanol; Tr: Tiempo de retencion

El primer grupo de compuestos (A1) mostr6é un tiempo de retencion de entre 1 y 3 minutos;
este parametro esta asociado a compuestos con alta polaridad, los cuales presentan poca
afinidad con la fase estacionaria y eluyen durante la etapa inicial, en la que el porcentaje de
fase movil 2-propanol es apenas del 5%. Entre estos compuestos se hallan los metabolitos
hidrofilicos como la vitamina C, el acido ascorbico y el acido galico, los cuales se
caracterizan por ser altamente polares. El segundo grupo (B1) tuvo un tiempo de retencion
de 7 y 8 minutos, correspondiente a moléculas de polaridad media como los flavonoides,
algunos compuestos glicosilados y algunos fenoles. Finalmente, el tercer grupo (C1) de entre
12 y 16 minutos de retencion contiene a compuestos hidrofobicos con una alta afinidad por

la fase estacionaria, como los flavonoides, los terpenos, los carotenoides y los lipidos [67].

3.3 Cromatografia analitica HPLC

El andlisis cualitativo de las muestras permiti6é obtener los cromatogramas de iones totales
(TIC). El Anexo D contiene muestra los cromatogramas TIC de cada extracto analizado.

La Figura 22 muestra el perfil global de los compuestos eluidos en los extractos etanolicos a
lo largo del tiempo. Cada cromatograma presenta un pico con una intensidad superior a
1x107, lo que indica abundancia de compuestos separados e identificados. Estos
corresponden a compuestos de naturaleza polar ya que eluyeron a los 2 minutos de iniciada

la separacion, lo que indica que no mostraron interaccion con la fase estacionaria.
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Figura 22. Cromatograma de iones totales (TIC) extractos etanolicos.

De igual manera se obtuvieron los cromatogramas de ion extraido (EIC), en los que se
comprueba la presencia en abundancia de cada compuesto identificado por masa/carga (m/z)
y tiempo de retencion (Anexo E). En total se analizaron 12 extractos, en los cuales se

identificaron 27 compuestos distintos (Tabla 6).
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Tabla 6. Compuestos identificados por EIC en los extractos de muérdago.

Compuesto bioactivo

Masa molar

Formula minima Ionizacion

Fenoles simples

1. Catecol 125.0244 C¢H¢0, [M —H]~
2. Acido benzoico 121.0295 C,H¢O0, [M —H]~
Acidos fenolicos
3. Acido para-hidroxibenzoico 137.0244 C7Hg03 [M —H]~
4. Acido 3,4-dimetoxibenzoico 153.0193 C;He0, [M —H]™
5. Acido galico 169.0142 C,H¢05 [M — H]™
6. Acido galico 4-O-glucosido 331.0678 C13H16040 [M —H]~
7. Acido vanilico 197.0455 CgHgO, [M —H]~
8. Acido siringico 167.0350 CoH 1005 [M —H]~
9. Acido para-cumérico 163.0401 CoHgO4 [M —H]~
10. Acido transcinamico 147.0245 CoHgO, [M — H]|~
11. Acido feralico 193.0506 C10H100,4 [M —H]~
12. Acido cafeico 179.0350 CoHgO, [M —H]~
13.  Acido clorogénico 353.0878 Cy6H;500 [M — H]~
14. Acido 1-cafeoilquinico 363.0879 C16H150, [M —H]~
15. Acido 5-feruloilquinico 367.1034 Cy,H,004 [M —H]~
16. Acido sinapico 223.0612 C;1H,06 [M —H]~
17. Acido rosmarinico 359.0775 C1sHi60s [M — H]~
Flavonoides
18. Quercetina 301.0354 Ci5sH1007 [M —H]~
19. Kaempferol 287.0550 C15H1006 [M —H]~
20. Apigenina 6-C-glucosido 431.0984 C,,H50040 [M+ H]*
21. Hidrato de catequina 289.0718 C15H1406 [M —H]~
22. (-)-Epicatequina-(2a-7)(4a-8)- 625.1199 C30H26045 [M + H]*

epicatequina 3-O-galactosido
23. Hidrato de rutina 609.1461 C,,H3004¢ [M —H]~
24. Apigenina galactosido- 565.1552 Cu6H5014 [M + H]*
arabinosido
25. Luteolina 7-O-(2-apiosil-6- 577.1199 Cy6H,6015 [M+ H]*
maloni)-glucosido [M —H]~
Polifenoles
26. Sinesetina 373.1282 C20H200- [M —H]~
Triterpenos
27. Acido betulinico 453.3374 C30H4:03 [M + H]*
[M —H]™
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En la especie de muérdago Viscum dlbum se ha reportado la presencia de 13 de estos
compuestos bioactivos en extractos etandlicos provenientes de diferentes arboles hospederos;

el analisis cuantitativo se llevo a cabo utilizando HPLC con detector de fotodiodos [85].

De los compuestos identificados, el 4% corresponde a terpenos y terpenoides y el 96% a
compuestos fendlicos; de éste grupo, el 61% son acidos fenolicos, el 35% flavonoides y el
4% fenoles simples. Estos resultados se relacionan directamente con la elucion en un tiempo
de retencion temprano. Los extractos contienen gran cantidad de compuestos bioactivos,
cuya polaridad es alta por la presencia de grupos funcionales como: -OH, C=0O, -COOH y
OCHs3 [86]. El pico en 453.3374 (Figura 23), con tiempo de retencion de 8.946 min (mayor
interaccion con la fase estacionaria), es caracteristico del acido betulinico, de naturaleza

apolar; su estructura quimica esta conformada principalmente por enlaces C-C y C-H.

TIC
EIC(125.0244)
EIC(163.0401)
EIC(169.0142)
EIC(223.0612)
EIC(285.0405)
EIC(331.0678)

§ A EIC(367.1034)
% K EIC(373.1282)
E EIC(453.3374)

EIC(455.3520)
EIC(565.1552)
EIC(577.1199)
A EIC(579.1344)
EIC(609.1461)
EIC(625.1199)
EIC(627.1344)

L L L

8 10 12 14 16

o -
N
N
[e2]
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Figura 23. Cromatograma EIC del extracto MCMO1AL.
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Los compuestos detectados de manera consistente en todos los extractos fueron: hidrato de
rutina, acido galico y 4cido galico 4-O-glucdsido.

El empleo de etanol como solvente permitid la extraccion de 22 compuestos, entre ellos
epicatequina, catecol, hidrato de rutina, hidrato de catequina, kaempferol, acido galico y
acido galico 4-O-glucosido. Los extractos obtenidos con metanol también revelaron la
presencia de 22 compuestos, incluyendo hidrato de rutina, acido galico, acido galico 4-O-
glucdsido, luteolina 7-O-(2-apiosil-6-maloni)-glucésido y 4cido betulinico, este Ultimo
detectado exclusivamente en las extracciones metanolicas. La mezcla metanol:agua permitid
la deteccion de 21 compuestos, siendo los mas frecuentes el hidrato de rutina, el hidrato de
catequina, el acido gélico y el acido gélico 4-O-glucosido. El andlisis de las fracciones revelo
diferencias en el perfil de compuestos; en las fracciones A1 se identificaron catecol, hidrato
de catequina, acido galico, acido galico 4-O-glucésido y 4cido sinapico; ademas de
galactosido-arabindsido, acido 1-cafeoilquinico, acido 5-feruloilquinico, acido clorogénico y
acido p-cumarico, Unicamente hallados en estas fracciones. Las fracciones B1 contienen
catecol, hidrato de catequina, hidrato de rutina, kaempferol, luteolina 7-O-(2-apiosil-6-
maloni)-glucosido, acido galico y acido galico 4-O-glucosido. En las fracciones C1 se
identificaron: (-)-epicatequina-(2a—7)(4a—8)-epicatequina 3-O-galactdsido, hidrato de
catequina, hidrato de rutina, luteolina 7-O-(2-apiosil-6-maloni)-glucésido, acido galico,
acido galico 4-O-glucosido y acido sinapico, ademas de apigenina 6-C-glucésido, acido 3,4-
dimetoxibenzoico y acido sindpico. En términos de eficiencia, el etanol se destacd como el
disolvente con mayor capacidad de extraccion, ya que permitid recuperar el mayor nimero
de compuestos en todas sus fracciones. La Figura 24 presenta una comparativa entre los

compuestos, solventes y fracciones.

51



Etanol Metanol

* Apigenina 6-C-glucésido

« Acido para- ’ Qu.ercetma Y « Acido benzoico
* Acido rosmarinico

hidroxibenzoico « Acido betulfnico

Acido 3-4-dimetoxibenzoico Epicatequina

Acido E-Feruloi]quinico . Apigenica ga|actésido

Acido clorogénico o (Catecol

Kaempfero] o Hidrato de catequina
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Acido sindpico « Acido cafeico
Acido siringico
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« Acido transcinamico
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L] Sinesetina

« Acido vanilico
« Acido ferrulico

 Hidrato de catequina
« Acido gélico
« Acido gélico 4-O-glucésido

Figura 24. Diagrama de Veen, extraccion de compuestos por disolvente.

El etanol mostré la mayor diversidad de compuestos en todas las fracciones, confirmando su
alta capacidad de extraccion para metabolitos fendlicos y flavonoides.

El 4cido galico, su derivado 4-O-glucosido y el hidrato de rutina se detectaron de forma
consistente en todos los extractos y fracciones, lo que sugiere su amplia distribucion en la
matriz vegetal. El acido betulinico se detectd exclusivamente en el extracto metanodlico, lo

que apunta a una posible selectividad del metanol hacia compuestos triterpénicos. Las
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fracciones A1, B1 y C1 muestran perfiles diferenciados; la fraccion Al es la que contiene el

mayor numero de compuestos exclusivos.

3.4.1 Analisis cuantitativo
La cuantificacion de compuestos se realizo en fracciones representativas, de acuerdo con los

siguientes criterios:
e Fracciones con mayor numero de compuestos.
e Fracciones con mayor nimero de compuestos con actividad antioxidante.
e Fracciones con mayor numero de compuestos con actividad antimicrobiana.

e Fracciones con mayor nimero de compuestos con estandares disponibles.

La Figura 25 muestra el diagrama de radar construido con esta informacion; puede verse que
las fracciones que cumplen con los factores considerados son: MCMO1 B1, MCEOI Al,

MCMOI C1 y MMAOI Al.

— MCEO1 Al
MCMO01 B1
MCMO1 C1
MMAOL Al

Estandares

Antioxidar.te Compuestos

Antimicrobiano

Figura 25. Diagrama de radar: eleccion de fracciones representativas.
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La cuantificacion de los componentes de muérdago se realiz6 mediante curvas de calibracion
obtenidas a partir de los estdndares. El Anexo F muestra dichas curvas, la Tabla 7 contiene

los resultados obtenidos.

Tabla 7. Concentracion de cada componente en los extractos.

Muestras MCEO1 A1 MCMO01B1 MCM01C1 MMAO1 Al
Hidrato de catequina 35.400 182.200 24.000 50.480
Acido galico 3.000 10.136 3.721 12.662
Catecol <LD 4.115 NP 7.725
Hidrato de rutina 20.996 78.119 24.542 66.029
Kaempferol 1547.054 1570.674 1430.313 4404.720
Acido p-cumarico NP NP NP <LD
Acido clorogénico <LD NP 0.697 2.067

Concentracion reportada en ppm; NP: No presente en la muestra; <LD: menor al limite de deteccion

Se puede observar que el componente con concentracion predominante en cada muestra es
el Kaempferol, un compuesto flavonoide con formula C; 5 H; (0, principalmente encontrado
en el té verde, la espinaca y el brocoli; el extracto MMAO1 Al es el que mayor concentracion
tiene (4404.72 ppm). A éste se le ha asociado habilidad de neutralizar radicales libres y

reducir el estrés oxidativo [87].

El hidrato de catequina es el de mayor concentracion en el extracto MCMO1 B1 (182 ppm);
los compuestos acido galico, catecol y acido clorogénico se hallaron en concentraciones
minimas, 3-12 ppm, no mayores a 8§ ppm y menores a 3 ppm, respectivamente. Aunque el
Acido p-cumarico fue identificado en el extracto MMAO1 Al, su concentracion esta por

debajo del limite de deteccion.

4.1 Pruebas de funcionalidad

4.1.1 Capacidad antioxidante
La evaluacion de la capacidad antioxidante mediante el ensayo de inhibicion del radical

DPPH, revelo que las fracciones separadas presentaron un mayor porcentaje de inhibicion en
comparacion con el extracto madre. Especificamente, el extracto etandlico MCEO1 presento
inhibicion del 65.9%, mientras que su fraccion A1 inhibid el 90%, y la fraccion B1 el 88.2%;

la fraccion C1, en cambio, present6 inhibicion del 64.2%, similar al extracto sin fraccionar.
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En general, se observd que para los extractos etandlicos, la fraccion A1 mostr6é la mayor
capacidad antioxidante. En los extractos metandlicos, la fraccion C1, destaco con un valor
de inhibicion del 89%, superando ampliamente al extracto madre (22.5%). En el caso de la
mezcla metanol/agua (70:30), la fraccion A1l fue la mas activa, inhibiendo el 90.1% de DPPH
(Tabla 8).

Tabla 8. Inhibicion al radical DPPH en extractos y fracciones de muérdago.

Etanol 100% Metanol 100% Metanol/agua 70:30
MCEO1  65.938+0.0061 MCMO1 22.527+0.0854 MMAO1  84.438+0.0013
MCEO1 A1 90.006+0.0015 MCMOI A1 87.362+0.0025 MMAO1 A1 90.079+0.0026
MCEOI B1 88.209+0.0154 MCMO1 B1 88.644+0.1036 MMAOI B1 84.714+0.0026
MCEO1 C1 64.192+0.0679 MCMOI1 C1 89.011+0.0103 MMAO1 C1 58.563+0.0052

Los valores expresados corresponden al promedio de dos mediciones independientes (n=2) y se presentan
como media + desviacion estandar (DE).

Estos resultados confirman la presencia de compuestos bioactivos con actividad antioxidante
significativa en los extractos de muérdago. Entre los compuestos responsables de dicha
actividad se encuentran flavonoides como el kaempferol, el hidrato de catequina y el hidrato
de rutina, y fenoles como el catecol y el acido galico; todos ellos tienen la capacidad de donar
electrones o &tomos de hidrogeno para neutralizar radicales libres [88].El notable incremento
en la inhibicion del radical DPPH en las fracciones respecto a los extractos crudos, sugiere
que el proceso de separacion permitié concentrar dichos compuestos activos, incrementando
la potencia antioxidante de las muestras. Esta actividad se puede atribuir principalmente al

kaempferol, dado que es el compuesto halado en mayor cantidad.

Aunque el numero de repeticiones experimentales (n = 2) limita la posibilidad de realizar un
andlisis estadistico robusto con alto poder, la baja desviacion estandar observada en la
mayoria de los tratamientos sugiere una buena reproducibilidad de las mediciones y una
diferencia real entre los extractos crudos y sus respectivas fracciones. Por ejemplo, la fraccion
A1l del extracto MCEO1 presentd un valor de inhibicion de 90.006 £ 0.0015%, con una

variabilidad minima que respalda la solidez del resultado.

La diferencia entre las fracciones y los extractos madre puede considerarse significativa
desde el punto de vista préctico, dado que, en todos los sistemas de extraccion, al menos una

fraccion mostr6 un incremento superior al 20% respecto al extracto inicial. En particular, en
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el caso del extracto metandlico (MCMO1), se observé un aumento extraordinario de la
actividad antioxidante de 22.5% en el extracto crudo a 89.0% en la fraccion C1, lo que sugiere
una concentracion considerable de compuestos fenolicos en esa fraccion especifica. Esta
diferencia —de mas de 66 puntos porcentuales—, aun sin prueba estadistica formal por el
tamafio muestral, es claramente relevante desde el punto de vista bioldgico y quimico.

Estudios previos sobre extractos de Viscum album y otras especies de muérdago han
reportado valores de inhibicion de radicales libres que oscilan entre el 40% y el 80%,
dependiendo del tipo de extractante, el origen de la planta y la metodologia empleada [89].
En este sentido, los valores superiores al 90% observados en algunas fracciones del presente
estudio superan el rango promedio y sugieren un perfil fitoquimico especialmente rico en
compuestos antioxidantes, posiblemente influido por las condiciones ambientales de

crecimiento de la planta recolectada, su hospedero o la estacionalidad.

Por otro lado, los compuestos fenolicos identificados en este trabajo (kaempferol, catequina,
rutina, catecol y acido galico) son ampliamente reconocidos por su capacidad de neutralizar
radicales DPPH [90]. Se ha demostrado que estos compuestos poseen una elevada constante
de inhibicion, atribuida a su estructura aromatica y a su capacidad de estabilizar radicales

libres por resonancia [91].

La mayor eficacia de las fracciones frente al extracto crudo también puede explicarse por la
reduccion de interferentes o compuestos que actuan como antioxidantes débiles o incluso
como prooxidantes en mezclas complejas, como taninos condensados o azucares reductores
[92]. La separacion preparativa utilizada permitid, probablemente, enriquecer fracciones con
compuestos mas activos, lo cual es consistente con lo observado en ensayos similares con

extractos fraccionados de plantas medicinales [93].
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4.1.2 Capacidad antifiingica

La actividad antifingica frente al microorganismo de prueba Aspergillus niger, se midi6 por

medio del calculo del Al (Tabla 9).

Tabla 9 . Indice antifingico empleando extractos de muérdago sobre Aspergillus niger.

Muestra Al DE Al DE Al DE
Dia 2 Dia 3 Dia 4

MCEO1 Al 54.67 12.86 341 0.00 0.00 0.00

MCMO1 B1 86.67 2.31 95.08 1.31 94 .81 0.64

MCMOI Cl1 81.33 6.11 92.42 1.74 90.00 1.11

MMAO1 Al 44.00 10.58 5.30 8.22 3.70 6.42

Al Indice antifiingico.
DE: desviacion estandar, valores promedio de tres mediciones independientes (n=3).

En el Dia 2, las fracciones MCMO1 B1 (86.67 = 2.31) y MCMO1 CI1 (81.33 + 6.11)
presentaron los mayores valores de Al, reflejando una inhibicion significativa del
crecimiento fingico en la etapa inicial. En contraste, MMAO1 A1 (44.00 £ 10.58) y MCEO1
Al (54.67 £ 12.86) mostraron actividad moderada con una considerable variacion en la

desviacion estandar, lo que sugiere variabilidad entre réplicas.

En el Dia 3, MCMO1 B1 y MCMOI C1 incrementaron su Al a 95.08 = 1.31 y 92.42 + 1.74,
respectivamente, con desviaciones estindar bajas que denotan su alta reproducibilidad.
MCEO1 A1 cay6 abruptamente a 3.41 + 0.00, lo que sugiere una pérdida casi total de la
actividad antifingica. MMAO1 A1 mantuvo valores bajos (5.30 = 8.22) y elevada dispersion.
En el Dia 4, las muestras MCMO1 B1 (94.81 £ 0.64) y MCMO1 C1(90.00 +1.11) conservaron
una inhibicion elevada y estable, mientras que MCEO1 A1 mantuvo un Al nulo (0.00 = 0.00),
y MMAO1 A1 mostr6 actividad residual (3.70 &+ 6.42).

En conjunto, las muestras MCMO01 B1 y MCMO1 C1 no solo alcanzaron los valores mas altos
de Al, sino que ademas presentaron la menor variabilidad entre réplicas, lo que confirma su
eficacia sostenida. Por el contrario, MCEO1 A1 y MMAO1 Al exhibieron actividad reducida
o nula, y mayor dispersion, posiblemente debido a una baja concentracién o menor potencia

de los metabolitos bioactivos.
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Estos resultados sugieren que el perfil de actividad antifingica de las muestras evaluadas esta
fuertemente influenciado por su composicion quimica y que algunas formulaciones
mantienen un efecto prolongado, mientras que otras pierden eficacia rdpidamente. Seria
recomendable complementar este analisis con estudios de composicion para correlacionar la
presencia de metabolitos especificos con el comportamiento observado. Los valores de Al >
90% observados para MCMO1 Bl y MCMO1 C1 en los dias 3 y 4 se ubican en el rango
superior de inhibicion reportado para extractos y compuestos naturales con alta potencia
antifingica. Por ejemplo:

e Extractos metanolicos de Allium sativum y Azadirachta indica han mostrado
inhibiciones del 85-95% contra Aspergillus niger y Candida albicans en
concentraciones de 2—5 mg/mL, con caidas notorias tras 72 h en ausencia de
estabilizantes.

e Aceites esenciales ricos en monoterpenos (p. €j., timol, carvacrol, citral) alcanzan
inhibiciones del 90-100% frente a Penicillium chrysogenum y Trichophyton
mentagrophytes a concentraciones de 0.5-1% (v/v), aunque en algunos casos la
persistencia mas alla de 72 h es limitada debido a la volatilidad de los compuestos.

e Formulaciones de quitosano con extractos vegetales reportan inhibiciones sostenidas
de 88—96% por 96 h frente a hongos filamentosos, atribuibles a una liberacion lenta
de compuestos activos y al efecto sinérgico del biopolimero sobre la membrana
celular fungica.

En este contexto, MCMO1 Bl y MCMO1 C1 no solo alcanzan niveles de inhibicion
comparables a los extractos mas activos descritos, sino que destacan por su persistencia:
mantuvieron Al > 90% durante al menos 96 h, lo que es poco comln en sistemas no
encapsulados o sin soporte polimérico estabilizante. Este comportamiento sugiere que su
composicion podria contener metabolitos menos volatiles, mas estables a la oxidacion o

capaces de fijarse en la matriz de ensayo, prolongando su bioactividad.

En cambio, el patron observado en MCEO1 A1 (descenso de 54.67% a 0% en 48 h) se asemeja
al comportamiento de extractos con compuestos volatiles no protegidos, donde la pérdida
rapida de actividad se atribuye a evaporacién o degradacion oxidativa. MMAOI Al, con
inhibiciones bajas y variables, se encuentra dentro del rango reportado para extractos con

baja concentracion de compuestos activos o con afinidad reducida hacia las dianas fungicas.
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En la Tabla 10 se realiza la comparacion entre los resultados obtenidos y lo reportado en la

literatura.

Tabla 10.indice antifingico (A, %) reportado en la literatura y en este estudio.

Tipo de muestra Microorganismo Al (%) Observaciones

‘ Alta inhibicion inicial;
Extracto metandlico de  Aspergillus niger,

85-95 pérdida de actividad sin
Allium sativum [95] Candida albicans _
encapsulacion
Penicillium
Aceite esencial rico en Potencia alta, pero
‘ chrysogenum, 90-100 o .
timol [96] limitada por volatilidad
Trichophyton spp.

' Sinergia de accion;
Quitosano + extracto ~ Hongos filamentosos

_ 8896 liberacion lenta del
vegetal [97] diversos )
activo
Extracto etanolico de  Candida albicans, 20-92 Actividad alta, pero sin
Azadirachta indica [98] Aspergillus flavus persistencia prolongada
) Alta potencia y baja
Este estudio MCMO1 o
. Aspergillus niger 86.67-95.08 variabilidad; efecto
B
sostenido
Este estudio MCMO1  Aspergillus niger, Potencia alta y estable;
81.33-92.42
Cl persistencia prolongada

Actividad inicial

Este estudio MCEO1  Aspergillus niger,
54.67-0.00 moderada; pérdida total

Al
rapida
Este estudio  MMAO1  Aspergillus niger, Actividad baja e
44.00-5.30
Al inestable

Implicacion general: Los datos posicionan a MCMO01 B1 y MCMO1 C1 como candidatos con
eficacia comparable a extractos vegetales y aceites esenciales de alta potencia descritos en la
literatura, pero con una ventaja clara en estabilidad temporal, lo que incrementa su potencial
de aplicacion en sistemas donde la persistencia antifiingica es critica, como recubrimientos

protectores, conservantes alimentarios o tratamientos topicos prolongados.
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CONCLUSIONES

En este trabajo de tesis se extrajeron compuestos bioactivos de extractos de muérdago
utilizando la técnica de maceracion, los cuales presentaron actividad antioxidante y
antifingica. El muérdago estudiado pertenece al género Sthuthantus venetus blume, mientras
que arbol hospedero al género Lugustrum Iucidum. Tras la separacion mediante
cromatografia preparativa flash, se obtuvieron tres grupos de compuestos, dando un total de
27. De éstos, el 96% corresponde a compuestos fendlicos, mientras que el resto a terpenos y
terpenoides. Se cuantificaron 7 de los compuestos identificados, de los cuales, el mas
abundante es el kaempferol (4404 ppm), el segundo en abundancia es el hidrato de catequina
(182 ppm), mientras que el resto se halla por debajo de 78 ppm. Las fracciones obtenidas
mostraron elevada actividad antioxidante, con porcentajes de inhibicion al radical DPPH
superiores al 90%. De igual modo, presentaron actividad antifingica contra el
microorganismo de prueba Aspergillus niger, con indice antifungico superior a 90%. De los
solventes utilizados en la maceracion (etanol, metanol, metanol/agua), con etanol fue posible
extraer la mayor diversidad de compuestos, principalmente fenolicos y flavonoides.
Finalmente, la cromatografia preparativa flash representan una técnica util para separar y

recuperar grupos de compuestos bioactivos.
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Anexo A. Familia Loranthaceae.

Tabla A1l. Géneros.

ANEXOS

Actinanthella
Aetanthus
Agelanthus
Alepis
Amyema
Amylotheca
Atkinsonia
Bakerella
Barathranthus
Benthamina
Berhautia
Cecarria
Cladocolea
Cyne
Dactyliophora
Decaisnina
Dendropemon
Dendrophthoe

Desmaria

Diplatia
Distrianthes
Elytranthe
Emelianthe
Englerina
Erianthemum
Gaiadendron
Globimetula
Helicanthes
Helixanthera
Ileostylus
Ixocactus
Kingella
Lampas
Lepeostegeres
Lepidaria
Ligaria
Loranthus

Loxanthera

Lysiana
Macrosolen
Moquiniella
Muellerina
Notanthera
Nuytsia
Oliverella
Oncella
Oncocalyx
Oryctanthus
Oryctina
Panamanthus
Papuanthes
Pedistylis
Peraxilla
Phragmanthera
Phthirusa

Plicosepalus

Psittacanthus
Scurrula
Septulina
Socratina
Sogerianthe
Spragueanella
Struthanthus
Tapinanthus
Taxillus
Tetradyas
Thaumasianthes
Tolypanthus
Trilepidea
Tripodanthus
Tristerix
Trithecanthera
Tupeia

Vanwykia
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Anexo B. Estructuras quimicas de compuestos fendlicos

Tabla B1. Fenoles simples

R: Rs R: Rs Rs Compuesto
oH H H H H H Fenol
Re H Cl H H H 3-clorofenol
H H Cl H H 4-clorofenol
H CHs H H H m-cresol
Re H H CH: H H p-cresol
Cl H Cl H H 24-diclorofenol
R4 NH: H H H H 2-nitrofenol
H H NH. H H 4-nitrofenol
Tabla B2. Acidos fenélicos (Benzoicos)
Acidos Benzoicos Cs-Ci R: R> Rs R.  Compuesto
COR1 OH H OH OH Acido galico
OH OH H H  Acido salicilico
OH H OH H  Acido protocatéquico
OH H OCH: OH Acido vainillico
OH H OCH: OH Acido siringico
Rs H OCH: OH H Vainillina
Anisaldehido
R4 H H OCHs H
Tabla B3. Acidos fendlicos (Cindmicos)
Acidos Cinamicos Cs-Cs Ru R;  Compuesto
OH OH Acido cafeico
OH H Acido p-cumarico
© OH OCHs Acido fertlico

Rs

Acido tartarico OH Acido cafeil-tartarico

- . Acido clorogénico
Acido quinico OH
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Anexo C. Compuestos identificados segun la referencia.
Tabla C1. m/z compuestos de muérdago.

Compuesto m/z Modo de ionizacion
Acido benzoico 121.0295 [M—H]
Catecol 125.0244 [M—H]~
Catecol 127.0390 [M+H]+
Acido para-hidroxibenzoico 137.0244 [M-H]~
Acido trans-cindmico 147.0245 [M-H]~
Acido trans-cindmico 147.0451 [M—H]"
Acido 3,4-dihidroxibenzoico 153.0193 [M-H]~
Acido para-cumarico 163.0400 [M-H]"
Acido para-cumarico 163.0401 [M—H]~
Acido vainilico 167.0350 [M—H]
Acido galico 169.0142 [M—H]
Acido cafeico / Acido salicilico 179.0350 [M—H]"
Acido 1-naftalenacetico 185.0608 [M—H]"
Acido 3,4-dimetoxicinamico 191.0350 [M—-H]~
Acido fertilico 193.0506 [M-H]
Acido siringico 197.0455 [M—H]
Acido siringico 199.0601 [M+H]+
Acido sinapico 223.0612 [M-H]
Kaempferol 285.0405 [M-H]~
Kaempferol 287.0550 [M+H]+
(-)-Epicatequina 289.0718 [M-H]"
Quercetina 301.0354 [M-H]~
Quercetina 303.0500 [M+H]+
Miricetina 317.0303 [M-H]
Acido galico 4-O-glucosido 331.0678 [M—H]
Acido cafeico 4-O-glucosido 341.0878 [M-H]~
Acido clorogénico 353.0878 [M—H]
Acido rosmarinico 359.0772 [M—H]
Acido cafeoilquinico 363.0878 [M-H]~
Acido 5-feruloilquinico 367.1034 [M-H]~
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Sinesetina

Apigenina 6-C-glucosido

Acido betulinico

Acido betulinico

Apigenina galactosido-arabinédsido

Luteolina 7-O-(2-apiosil-6-maloni)-glucosido
Luteolina 7-O-(2-apiosil-6-maloni)-glucosido
Hidrato de rutina
(-)-Epicatequina-(2a-7)(4a-8)-epicatequina3-
O-galactésido
(-)-Epicatequina-(2a-7)(4a-8)-epicatequina3-
O-galactésido

373.1282
431.0984
453.3374
455.3520
565.1552
577.1199
579.1344
609.1461
625.1199

627.1344

[M-H]
[M+H]+
[M-H]
[M+H]+
[M-H]
[M-H]
[M+H]+
[M-H]
[M-H]

[M+H]+

Fuentes: [85], [94].
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METANOL

Compuestos bioactivos en extractos de muérdago

MCEO1

MCEO01A1

MCEO01B1

MCE01C1
MCMo1

MCMO01A1

MCMO01B1

MCM01C1
MMAO1

MMAO01A1

MMA01B1

MMA01C1
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Tabla C2. Matriz presencia/ausencia de compuestos por cada extracto analizado.
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Anexo D. Cromatogramas extractos de muérdago.
Figura D1. Cromatograma TIC extractos MCEO1.
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Figura D2. Cromatograma TIC extractos MCMO1.
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Figura D3. Cromatograma TIC extractos MMAOI.
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Anexo E. Componentes bioactivos identificados en extractos de muérdago.

Tabla E1. MCEOQ1 Extracto de muérdago concentrado en etanol.

Compuesto Formula quimica Rt (min) lonizacién Peso molecular
Catecol CeHe02 0.882 [M —H]~ 125.0244
Acido para-hidroxibenzoico C,H,0;3 0.898 [M —H]~ 137.0244
Acido transcinamico CoHgO2 0998 [M—H]~ 147.0245
Acido 3-4-dimetoxibenzoico C,Hg0, 0915 [M—H]” 153.0193
Acido para-cumarico CoHgO4 0948 [M —H]~ 163.0401
Acido galico C,H¢O05 0.882 [M —H]” 169.0142
Acido siringico CoH100s 0932 [M—H]” 197.0455
Acido siringico CoH100s5 1.048 [M+H]* 199.0601
Acido sinapico C,1H;,04 0.865 [M —H]~ 223.0612
Hidrato de catequina C15H1404 0915 [M—H]” 289.0718
Acido galico 4-O-glucésido C13H16050 0.798 [M —H]~ 331.0678

Figura E1. Cromatograma EIC del extracto MCEO1.
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Tabla E2. MCEO1 Al Extracto de muérdago concentrado en etanol.

Compuesto Formula quimica Rt (min) Ionizacién Peso molecular
Catecol CsHsO2 0.794 [M-—H]" 125.0244
Acido para-hidroxibenzoico C,H,04 0.801 [M—H]” 137.0244
Acido 3-4-dimetoxibenzoico C,H40, 0.784 [M—H]~ 153.0193
Acido galico C,H,Os 0.794 [M—H]~ 169.0142
Acido sinapico C,;1H;,06 0.801 [M—H]” 223.0612
Kaempferol C1sH1004 0.884 [M+H]* 287.0550
Hidrato de catequina C,5H404 0.801 [M—H]” 289.0718
Acido gélico 4-O-glucosido C13H160450 0.768 [M—H]~ 331.0678
Acido clorogénico C16H1500 0.801 [M—H]” 353.0878
Acido 1-cafeoilquinico C16H1509 0.718 [M—H]” 363.0879
Acido 5-feruloilquinico C17H5004 0.768 [M—H]~ 367.1034
Aplgeg;; fgi?szomdo CocHagOr, 0818  [M+H*  565.1552
Hidrato de rutina C,7H30046 0.801 [M—H]~ 609.1461
(-)-Epicatequina-(2a-7)(4a-
8)-epicatequina 3-O- C30H3605 0.884 [M—H]” 625.1199
galactésido
Figura E1. Cromatograma EIC del extracto MCEO1A1.
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Tabla E3. MCEO! B1 Extracto de muérdago concentrado en etanol.

Compuesto Formula quimica Rt (min) Ionizacion Peso molecular

Catecol CecHe02 0.765 [M—H]~ 125.0244

Acido galico C,Hg0s 0.782 [M—H]~ 169.0142

Kaempferol C15H1006 0.749  [M+ H]* 287.0550

Hidrato de catequina C,5H1404 0.801 [M—H]™ 289.0718

Quercetina Ci5H1007 3.148 [M—H]~ 301.0354

Acido gélico 4-O-glucésido C13H16010 0.765 [M—H]™ 331.0678
C .. 0.949 _

Acido rosmarinico CisH160s 98.612 [M — H] 359.0775

Acido 1-cafeoilquinico C16H1500 7296 [M—H] 363.0800

Luteolina 7-O-(2-apiosil-6- CoeHye01e 0.910 M — H]- 577.1199

maloni)-glucdsido
Luteolina 7-O-(2-apiosil-6-

maloni)-glucésido C26H26015 0.760  [M+H]* 579.1344

Hidrato de rutina C,7H30046 0.801 [M-—H]~ 609.1461
(-)-Epicatequina-(2a-7)(4a-
8)-epicatequina 3-O- C30H56045 0.884 [M—H]™ 625.1199
galactosido

(-)-Epicatequina-(2a-7)(4a-

8)-epicatequina C0H26015 7079 [M+H]* 627.1344

Figura E2. Cromatograma EIC del extracto MCEO1B1.
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Tabla E4. MCEO1 C1 Extracto de muérdago concentrado en etanol.

Compuesto Formula quimica Rt (min) Ionizacion Peso molecular
Catecol CeHeO2 0.794 [M —H]~ 125.0244
Acido galico C,HgO05 0.777 [M —H]~ 169.0142
Acido siringico CoH 1005 0.860  [M—H]~ 197.0455
Acido sinapico C;1H;,05 0.743  [M—H]~ 223.0612
Kaempferol C15H1006 0.793 [M + H]* 287.0550
Hidrato de catequina C15H1404 0.801 [M —H]~ 289.0718
Acido galico 4-O-glucésido C13H16010 0.760 [M —H]~ 331.0678
Acido clorogénico C16H1509 0.801 [M —H]™ 353.0878
o . . 0.718
Acido 1-cafeoilquinico C16H1509 5 426 [M —H]~ 363.0879
Sinesetina CyoH5005 8.574 [M —H]~ 373.1282
Apigenina 6-C-glucésido C,1H2004¢ 6.774 [M + H]* 431.0984
- . 7.424 _
Acido betulinico C30H,4304 12.791 [M — H] 453.3374
Luteolina 7-O-(2-apiosil-6-maloni)- _
91 - .1194
glucosido Cy6H6045 0.910 [M — H] 577.119
Luteolina 7-O- Cy6H6045 0.760 [M + H]* 579.1344
Hidrato de rutina C,7H30044 0.801 [M —H]~ 609.1461
(-)-Epicatequina-(2a-7)(4a-8)- +
epicatequina 3-O C30H6045 0.827 [M + H] 627.1344
Figura E3. Cromatograma EIC del extracto MCEO1C1.
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Tabla E5. MCMO1 Extracto de muérdago concentrado en metanol.

Compuesto Formula quimica Rt (min) Ionizacion Peso molecular
Acido galico C,H¢O0s 0815 [M—H]~ 169.0142
Acido siringico CoH100s 1465 [M—H]” 197.0455
Quercetina Ci15H1007 0.632 [M-—H] 301.0354
Acido gélico 4-O-glucésido C13H16010 0.760 [M—H]~ 331.0678
Acido 5-feruloilquinico C,7H,004 6.524 [M—H]~ 367.1034
Sinesetina Cy0H3004 0.767 [M—H]~ 373.1282
Acido betulinico C30H4605 0.748 [M—H]~ 453.3374
Luteolina 7-O-(2-apiosil-6-
Cy6H,60 1.01 M+ H]* 1344
maloni)-glucésido 26772615 015 M+ H] S79.13
Hidrato de rutina C,7H30044 0.801 [M—H]~ 609.1461
(-)-Epicatequina-(2a-7)(4a-
8)-epicatequina 3-O- C30H26015 7.079  [M+H]* 627.1344
galactosido
Figura E4. Cromatograma EIC del extracto MCMO1.
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Tabla E6. MCMO1 Al Extracto de muérdago concentrado en metanol.

Compuesto Formula quimica Rt (min) Ionizacion Peso molecular
Catecol CeHe6O2 0.811 [M-—H]” 125.0244
Acido para-cumarico CoHgO4 0.811 [M—H]” 163.0401
Acido galico C,HgOsg 0.811 [M—H]” 169.0142
Acido sinapico C,1H,0¢ 0.743 [M—H] 223.0612
Kaempferol C,5H;00¢ 0.793 [M—H]” 285.0405
Acido gélico 4-O-glucésido C13H16010 0.811 [M—H]~ 331.0678
Acido 5-feruloilquinico C17H5004 0.777 [M—H]~ 367.1034
Sinesetina C,0H2005 0.767 [M—H]~ 373.1282
Acido betulinico C30H4605 8946 [M—H]™ 453.3374
Acido betulinico C30H46053 0.748  [M+H]* 455.3520
Apigenina galactésido-
H 81 M+ H]* 1552
arabinosido C26H25014 0818 [M+H] 565.155
Luteolina 7-O-(2-apiosil-6-
Cy6H260 0.795 M + H]* 579.1344
maloni)-glucdsido 267726715 M+ H]
Hidrato de rutina C,,H30046 0.801 [M—H]~ 609.1461
(-)-Epicatequina-(2a-7)(4a-
8)-epicatequina 3-O- C30H26045 0.827 [M+H]* 627.1344
galactosido
Figura E5. Cromatograma EIC del extracto MCMO1A1.
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Tabla E7. MCMOI1 B1 Extracto de muérdago concentrado en metanol.

Compuesto Formula quimica Rt (min)  Ionizacién Peso molecular
Acido benzoico C7H602 0.817 [M—H]~ 121.0295
Catecol CsHsO2 0.794 [M — H]™ 125.0244
Acido 3-4-
H .884 M — H|™ 153.01
dimetoxibenzoico C7He 04 0.88 [ | 53.0193
Acido galico C,HgO0q 0.800 [M — H]™ 169.0142
Kaempferol C15H1006 1.300 [M —H]~ 285.0405
Kaempferol C15H104 0.793 [M + H]* 287.0550
Hidrato de catequina C15H1404 0.801 [M —H]~ 289.0718
Acido galico 4-O- _
alucésido C13H16040 0.760 [M — H] 331.0678
Acido betulinico C30H4605 8.567 [M—H]~ 453.3374
Luteolina 7-O-(2-apiosil- _
1.317 — 577.1194
6-maloni)-glucosido C26H26015 (M= H]
Luteolina 7-O-(2-apiosil-
1. + 1344
6-maloni)-glucosido C26H26015 067 M+ H] 7913
Hidrato de rutina C,7H30044 0.801 [M —H]~ 609.1461
Figura E6. Cromatograma EIC del extracto MCMO1B1.
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Tabla E§. MCMO1 C1 Extracto de muérdago concentrado en metanol.

Compuesto Formula quimica Rt (min) Ionizacion Peso molecular
Acido 3-4-
C,H¢O 784 M —H]|~ 153.01
dimetoxibenzoico [ 0.78 [ ] 53.0193
Acido galico C,H¢O¢ 0.780 [M—H]~ 169.0142
Acido sinapico C;1H;,0; 0.764  [M—H]~ 223.0612
Kaempferol C15H1006 0.847 [M—H]~ 285.0405
0.797
Kaempferol C15H1006 7 465 [M + H]* 287.0550
Hidrato de catequina C,5H;40¢ 0.781 [M—H]~ 289.0718
Quercetina Ci15H1007 0.748 [M—H]~ 301.0354
Acido galico 4-O-glucosido C13H16010 0.760  [M —H]~ 331.0678
Acido clorogénico C16H1500 0.801 [M—H]” 353.0878
Acido rosmarinico CisHi60s 0.774 [M—H]" 359.0775
Apigenina 6-C-glucosido Cy1H50040 162'929383 [M + H]* 431.0984
Acido betulinico C30H4605 0.948 [M+H]* 455.3520
Luteolina 7-O-(2-apiosil-6-
Cy6H260 0.760 M + H]* 579.1344
maloni)-glucdsido 267726715 M+ H]
Hidrato de rutina C,,H30046 0.801 [M—H]~ 609.1461
(-)-Epicatequina-(2a-7) C30H26045 0.744 [M—H]” 625.1199
Figura E7. Cromatograma EIC del extracto MCMO1C1.
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Tabla E9. MMAOI Extracto de muérdago concentrado en metanol/agua.

Compuesto Formula quimica Rt (min) Ionizacion Peso molecular
Catecol CeHeO2 0.765 [M—H]~ 125.0244
Acido para-cumarico CoHgO4 0.781 [M—H]~ 163.0401
Acido galico C,HgOsg 0.780 [M—H]~ 169.0142
Acido siringico CoH1005 5693 [M-H]” 197.0455
Kaempferol C,5H;00¢ 0944 [M—H]| 285.0405
Hidrato de catequina C,5H140¢ 0.881 [M—H]~ 289.0718
Acido galico 4-O-glucosido C,3H16040 0.760 [M —H]~ 331.0678
Sinesetina C,0H2005 0.678 [M —H]~ 373.1282
Hidrato de rutina C,7H30016 0.801 [M—H]~ 609.1461
(-)-Epicatequina-(2a-7)(4a-
8)-epicatequina 3-O- C30H26045 7.808 [M+H]* 627.1344
galactosido
Figura E8. Cromatograma EIC del extracto MMAOLI.
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Tabla E10. MMAO1 Al Extracto de muérdago concentrado en metanol/agua.

Compuesto Formula quimica Rt (min) Ionizacion Peso molecular

Catecol CeHeO2 0.765 [M—H]~ 125.0244

Acido transcinamico CoHsO2 0.765 [M—H]™ 147.0245
Acido para-cumarico CoHgO4 0815 [M—H]~ 163.0401
Acido galico C,HgO0g 0.780 [M —H]~ 169.0142
Acido fertilico C10H1004 1.215 [M—H]” 193.0506
Acido siringico CoH100s 6.900 [M—H]” 197.0455
Acido sinapico C11H1,05 0.798 [M—H]~ 223.0612
Hidrato de catequina C15H1404 0.881 [M—H]~ 289.0718
Acido galico 4-O-glucésido C13H16010 0.731 [M—H]~ 331.0678
Acido clorogénico C16H;50, 0.801 [M—H]~ 353.0878
Acido 1-cafeoilquinico C16H1509 0.665 [M—H]” 363.0887
Hidrato de rutina C,7H30016 0.798 [M—H]~ 609.1461

Figura E9. Cromatograma EIC del extracto MMAO1A1.
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Tabla E11. MMAO1 B1 Extracto de muérdago concentrado en metanol/agua.

Compuesto Formula quimica Rt (min) Ionizacion Peso molecular
Catecol CeHsO2 0.765 [M—H]~ 125.0244
Acido vanilico CsHsO4 0.791 [M —H]|~ 167.0350
Acido galico C,H¢O¢ 0.782 [M—H]™ 169.0142
Kaempferol C15H1004 0.808 [M+ H]* 287.0550
Hidrato de catequina C;5H1404 0.774 [M—H]~ 289.0718
Acido gélico 4-O-glucésido C13H16010 0.731 [M—H] 331.0678
Acido clorogénico C16H1500 0.758  [M—H]" 353.0878
Acido 1-cafeoilquinico C16H1509 0.745 [M—H] 363.0887
Acido 5-feruloilquinico C17H500 6.156 [M—H]~ 367.1034
Apigenina galactosido-
572 + 1552
arabinosido Cy6Hy5014 7.57 [M + H] 565.155
Luteolina 7-O-(2-apiosil-6- _
0.958 — 577.1194
maloni)-glucosido C26H26015 (M= H]
Luteolina 7-O-(2-apiosil-6- +
. 1344
maloni)-glucosido C26H26015 0658  [M+H] S79.13
Hidrato de rutina C,7H30044 0.658 [M—H]~ 609.1461
(-)-Epicatequina-(2a-7)(4a-
8)-epicatequina 3-O- C30H,6045 0991 [M—H]” 625.1199
galactdsido
Figura E10. Cromatograma EIC del extracto MMAOIBI.
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Tabla E12. MMAO1 C1 Extracto de muérdago concentrado en metanol/agua.

Compuesto Formula quimica Rt (min) Ionizacion Peso molecular
Acido 3-4-
C,H¢O 784 M — H|™ 153.01
dimetoxibenzoico 7o 0.78 [ ] 53.0193
Acido galico C,HgO5 0.808 [M—H]” 169.0142
Acido cafeico CoHsO4 0.789 [M—H]~ 179.0350
Acido sinapico C,;1H;,0¢ 0.798 [M—H]~ 223.0612
Hidrato de catequina C15H1404 0.774 [M—H]~ 289.0718
Acido galico 4-O-glucosido C13H16010 0.731 [M—H]~ 331.0678
Acido clorogénico C16H 500 0.808 [M—H]~ 353.0878
Acido 5-feruloilquinico C17H2004 6.336 [M—H]” 367.1034
Luteolina 7-O-(2-apiosil-6- _
H . M—-H 1194
maloni)-glucésido C26H26015 0.758 [ | STT19
Luteolina 7-O-(2-apiosil-6- +
maloni)-glucésido Cy6H26015 0.758 [M+ H] 579.1344
Hidrato de rutina C,,H3004¢ 0.758 [M—H]~ 609.1461
(-)-Epicatequina-(2a-7)(4a-
8)-epicatequina 3-O- C30H26045 0842 [M—H]~ 625.1199
galactosido
Figura E11. Cromatograma EIC del extracto MMAOIBI.
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Anexo F. Curvas de calibracion y parametros.

Figura F1. Curva de calibracion Hidrato de catequina.

y=—138669.55495+377235.89386x
R?=0.98973
3x10°
S
= 2x10° 1
el
8
<<
1x106 ~
O -l- T T T T T T T T
0 2 4 6 8

Concentracion (ppm)

Tabla F1. Parametros de linealidad Hidrato de catequina.

Parametro
Pendiente 377235.89
Intercepto -138669.6
R? 0.9897274
Desviacion estandar residual (6) 166388.41
LD (ppm) 1.4555395
LQ (ppm) 4.4107258
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Figura F2. Curva de calibracion Acido gélico.
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Tabla F2. Parametros de linealidad acido galico.

Parametro
Pendiente 761682.56085
Intercepto 58152.47305
R? 0.99705
Desviacion estandar residual (c) 100457.7202
LD (ppm) 1.345829544
LQ (ppm) 4.078271345
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Figura F3. Curva de calibracion catecol.
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Tabla F3. Parametros de linealidad Catecol.

Parametro
Pendiente 246324.2676
Intercepto 57368.93246
R? 0.99120453
Desviacion estandar residual (o) 100457.7202
LD (ppm) 1.345829544
LQ (ppm) 4.078271345
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Figura F4. Curva de calibracion Hidrato de rutina.
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Tabla F4. Parametros de linealidad Hidrato de rutina.

Parametro
Pendiente 253221.2596
Intercepto 72302.1326
R? 0.983889093
Desviacion estandar residual (o) 140286.3216
LD (ppm) 1.828222725
LQ (ppm) 5.540068863

93

10




Figura F 5. Curva de calibracion Kaempferol
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Tabla F5. Parametros de linealidad Kaempferol.

Parametro
Pendiente 9.119393996
Intercepto 339.3595122
R? 0.913814175
Desviacion estandar residual (o) 102.2324021
LD (ppm) 36.99444581
LQ (ppm) 112.1043812
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Figura F6. Curva de calibracion acido p-cumarico.
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Tabla F6. Parametros de linealidad acido p-cumarico.

Parametro
Pendiente 92222.68103
Intercepto 4492.680962
R? 0.991549533
Desviacion estandar residual (6) 6934.500186
LD (ppm) 0.248136905
LQ (ppm) 0.751930014
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Figura F7. Curva de calibracion 4cido clorogénico.

3.0x10°

y=—3657.24496+135317.51379x
R?=0.99887

2.5x10° -

2.0x105

1.5%10°

Area del pico

1.0%x10%

5.0%10*

0.0

. T .
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0

Concentracion (ppm)

Tabla F7. Parametros de linealidad acido clorogénico.

Parametro
Pendiente 135358.5019
Intercepto -3721.96571
R? 0.998936832
Desviacion estandar residual (o) 3596.763174
LD (ppm) 0.087688016
LQ (ppm) 0.26572126
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Anexo G. Prueba de funcionalidad: actividad antifingica.

Dia Blanco MCEO01 A1 MCMO1 B1 MCMO1 C1 MMAO1 A1

.

Tabla G 1. Actividad antifingica frente a Aspergillus niger.
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