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Resumen y Abstract IX

Resumen

Perfilado gquimico de extractos de subproductos de Passifloras comerciales y

propuesta preliminar de una formulacidén con actividad fotoprotectora

Las plantas del género Passiflora se cultivan ampliamente en Colombia, destacandose
entre las especies mas conocidas la granadilla (P. ligularis), el maracuya (P. edulis var.
flavicarpa), la gulupa (P. edulis var. edulis), la badea (P. quadrangularis), la cholupa (P.
maliformis) y las curubas (P. tarminiana x P. tripartita). Estas especies son principalmente
utilizadas en la industria alimentaria, generando como subproductos hojas, pericarpios y
semillas, los cuales presentan un bajo nivel de aprovechamiento a pesar de su potencial

como fuentes de compuestos bioactivos.

En este contexto, la presente tesis tuvo como objetivo estudiar el perfil quimico y la
actividad fotoprotectora de subproductos derivados del sistema de produccién de diversas
Passifloras cultivadas en Colombia, con miras a la inclusién de uno de ellos en una
formulacion cosmética preliminar. Para ello, se abordé el perfilado quimico y la evaluacion
de la capacidad fotoprotectora de extractos polares obtenidos a partir de dichas especies,
seleccionando posteriormente el extracto con mayor potencial como ingrediente
fotoprotector. Este extracto fue sometido a un proceso de optimizaciéon y evaluacion bajo
condiciones de estrés. Finalmente, se formuld un prototipo de cosmético fotoprotector que
incorpord dicho extracto como uno de sus activos. A continuacién, se amplian cada uno

de estos resultados.

El analisis quimico de los extractos de los subproductos del cultivo de las Passifloras
permitié la deteccion de 52 compuestos en las fracciones butandlicas (FB) de hojas y
pericarpios, identificandose 31 flavonoides y 16 saponinas (estas uUltimas Unicamente en
las FB de hojas). Por su parte, en los extractos hidroetandlicos (EH) de semillas se
identificaron 22 compuestos, siendo los estilbenos (como piceatanol y resveratrol) los mas

abundantes.
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La evaluacion inicial de la actividad fotoprotectora permitié preseleccionar los 10 con
mayor factor de proteccion solar (FPS), destacandose las FB de hojas (P. edulis var.
flavicarpa, P. tarminiana x P. tripartita, P. maliformis, P. edulis var. edulis), los EH de
semillas (P. ligularis, P. edulis var. edulis, P. edulis var. flavicarpa, P. quadrangularis, P.
maliformis) y las FB de pericarpios (P. edulis var. flavicarpa). Con el fin de priorizar alguno
de estos extractos, se uso la matriz del proceso de analisis jerarquico (AHP, por sus siglas
en inglés), evaluando los extractos preseleccionados con los siguientes siete criterios,
relevantes para la seleccion de ingredientes fotoprotectores: rendimiento, disponibilidad
del material vegetal, antecedentes cientificos, capacidad de proteccién UVB y UVA, perfil
guimico y grado de innovacién. Este andlisis permitié priorizar el EH de semillas de P.

maliformis como el extracto con mayor potencial para el desarrollo de un fotoprotector.

Una vez seleccionado el extracto hidroetandlico de semillas de P. maliformis, se procedio
a optimizar la metodologia de extraccion, usando los pardmetros de temperatura,
composicion de la mezcla etanol;agua y tiempo, y mediante la metodologia de superficie
de respuesta. Las condiciones éptimas encontradas fueron un porcentaje de etanol del

65%, una temperatura de 62,7 AC y un tiempo

obtuvo un extracto con una concentracion efectiva total (CET) diez veces mayor y un FPS

3,8 veces superior al extracto inicial.

La validacion in vitro de la actividad fotoprotectora del extracto optimizado se realizé sobre
gueratinocitos humanos inmortalizados (linea HaCaT), confirmando su eficacia. Asimismo,
su estabilidad fue evaluada bajo diversas condiciones de estrés, evidenciandose alta
resistencia frente a hidrélisis neutra, peroxidacién y fotélisis. Sin embargo, se observé una
degradacién significativa en condiciones de hidrélisis acida y basica, clasificando al

extracto como labil y extremadamente labil, respectivamente.

Finalmente, se desarroll6 y caracteriz6 un prototipo de formulacion tipo emulgel que
incorpord tanto el extracto seleccionado como filtros solares aprobados por los entes
reguladores. La formulacion, basada en Aristoflex® AVS, sin diéxido de titanio y con un
0,5% de extracto, mostrd una buena estabilidad fisico-quimica bajo condiciones de estrés,
con mejores resultados a los obtenidos en el disefio experimental exploratorio evaluado.
Ademas, presentd un comportamiento reolégico pseudoplastico, firmeza adecuada y

propiedades texturales favorables para su aplicacion cosmética.

de
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Abstract

Chemical profiling of extracts from by-products of commercial Passifloras and

preliminary proposal of a photoprotective formulation.

Plants of the genus Passiflora are widely cultivated in Colombia, with some of the most
well-known species including granadilla (P. ligularis), passion fruit (P. edulis var.
flavicarpa), purple passion fruit (P. edulis var. edulis), giant granadilla (P. quadrangularis),
sweet calabash (P. maliformis), and banana passion fruit (P. tarminiana x P. tripartita).
These species are primarily used in the food industry, generating by-products such as
leaves, pericarps, and seeds, which remain largely underutilized despite their potential as

sources of bioactive compounds.

In this context, the present thesis aimed to study the chemical profile and photoprotective
activity of by-products derived from the production system of various Passiflora species
cultivated in Colombia, with the goal of incorporating one of them into a preliminary
cosmetic formulation. To achieve this, chemical profiling and assessment of the
photoprotective capacity of polar extracts from these species were conducted. The extract
showing the highest potential as a photoprotective ingredient was selected and
subsequently subjected to optimization and evaluation under stress conditions. Finally, a
prototype photoprotective cosmetic formulation incorporating this extract as one of its

active ingredients was developed. The following sections detail each of these findings.

Chemical analysis of the extracts from Passiflora cultivation by-products led to the detection
of 52 compounds in the butanolic fractions (BF) of leaves and pericarps, including 31
flavonoids and 16 saponins (the latter found only in leaf BF). In turn, 22 compounds were
identified in the hydroethanolic extracts (HE) of seeds, with stilbenesd such as piceatannol

and resveratrold being the most abundant.
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An initial evaluation of photoprotective activity enabled the preselection of the ten extracts
with the highest sun protection factor (SPF), highlighting the BF of leaves (P. edulis var.
flavicarpa, P. tarminiana x P. tripartita, P. maliformis, P. edulis var. edulis), the HE of seeds
(P. ligularis, P. edulis var. edulis, P. edulis var. flavicarpa, P. quadrangularis, P. maliformis)
and the BF of pericarps (P. edulis var. flavicarpa). To prioritize among these, the Analytic
Hierarchy Process (AHP) was employed, assessing the preselected extracts based on
seven criteria relevant for selecting photoprotective ingredients: yield, availability of plant
material, scientific background, UVB and UVA protection capacity, chemical profile, and
degree of innovation. This analysis prioritized the HE of P. maliformis seeds as the extract
with the highest potential for photoprotector development.

Once the hydroethanolic extract of P. maliformis seeds was selected, the extraction
methodology was optimized using temperature, ethanol:water ratio, and time as
parameters, applying response surface methodology. The optimal conditions identified
were 65% ethanol, a temper at 2 reinutess Un@ep thege
conditions, an extract with a total effective concentration (TEC) ten times higher and an
SPF 3.8 times greater than the initial extract was obtained.

The in vitro validation of the photoprotective activity of the optimized extract was performed
on immortalized human keratinocytes (HaCaT cell line), confirming its efficacy. In addition,
its stability was assessed under various stress conditions, demonstrating high resistance
to neutral hydrolysis, peroxidation, and photolysis. However, significant degradation was
observed under acidic and basic hydrolysis conditions, classifying the extract as labile and

extremely labile, respectively.

Finally, a prototype emulgel formulation was developed and characterized, incorporating
both the selected extract and chemical UV filters. The formulation, based on Aristoflex®
AVS, free of titanium dioxide, and containing 0.5% extract, showed good physicochemical
stability under stress conditions, achiving better results than those obtained in the
exploratory experimental design evaluated. Moreover, it exhibited pseudoplastic
rheological behavior, appropriate firmness, and favorable textural properties for cosmetic

application.

Keywords: Passiflora, photoprotection, chemical profiling, stability, sunscreens, emulgel.
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Introduccioén

La radiacion solar es un factor ambiental constante al que los organismos vivos estan
expuestos a lo largo de su vida. Si bien resulta esencial para la regulaciéon de diversos
procesos fisioldgicos y metabdlicos, una exposicidén prolongada, en especial a la radiacion
ultravioleta (UVB y UVA), también puede desencadenar efectos adversos como
guemaduras, fotoenvejecimiento, alteraciones inmunoldgicas y diversos tipos de cancer de
piel. En este contexto, la fotoproteccion ha adquirido creciente relevancia en las ultimas
décadas, lo cual se refleja en la expansion sostenida del mercado de productos de
proteccion solar.

Sin embargo, la oferta de filtros solares aprobados actualmente & tanto quimicos como
fisicosd es limitada, y varios de ellos han sido asociados con reacciones adversas en la
piel o con impactos ambientales negativos, como la alteracion de ecosistemas marinos.
Esta probleméatica ha impulsado la basqueda de alternativas mas seguras, sostenibles y
biocompatibles, entre las cuales se destacan los productos naturales. Estos compuestos,
obtenidos de fuentes vegetales, microbianas o marinas, han demostrado poseer
mecanismos  fotoprotectores = complementarios, como actividad antioxidante,

antiinflamatoria o reparadora del dafio inducido por la radiacion UV.

En el marco de este enfoque sostenible, cobra especial interés el aprovechamiento de
subproductos agroindustriales como materia prima para el desarrollo cosmético, en
consonancia con el concepto de upcycling. Esta estrategia, cada vez mas adoptada por la
industria cosmética, promueve la valorizacion de residuos generados en otras cadenas
productivas, como la alimentaria, para reducir el desperdicio de recursos y la huella

ambiental asociada.

En América Latina d y particularmente en Colombiad el género Passiflora presenta una
notable diversidad de especies, muchas de las cuales son cultivadas con fines

comerciales. En estos sistemas, la pulpa del fruto constituye el principal producto de interés
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para la industria alimentaria, mientras que hojas, pericarpos y semillas son cominmente

descartados, a pesar de su potencial como fuentes de compuestos bioactivos.

En este contexto se enmarca el proyecto de inve
de Passifloras en Colombia y Brasil: aproximacion metabolémica y potencial biolégico de
subproductos agroindustrial eso, financiado por
Universidad Javeriana, en colaboracion con la Universidad Nacional de Colombia y la
Universidade Estadual Paulista "Julio de Mesquita Filho" (UNESP) de Brasil. La presente

tesis de maestria se desarrolla en el marco de dicho proyecto.

El objetivo principal de esta investigacion fue caracterizar los compuestos presentes en
extractos polares obtenidos a partir de subproductos de Passiflora cultivadas en Colombia,
evaluar su potencial fotoprotector y contribuir al desarrollo de una propuesta preliminar de
formulacion cosmética que incorpore uno de estos extractos. Para ello, el trabajo se
estructurd en cinco capitulos presentados en formato de articulos cientificos, permitiendo

una consulta organizada de los contenidos segun el area de interés.

El Capitulo 1 corresponde a una revision de literatura, en la cual se abordan los
fundamentos de la fotoproteccion, el uso de productos naturales en este campo, y el
contexto agronémico y fitoquimico del género Passiflora en Colombia. En el Capitulo 2,
se describe la caracterizacion guimica de extractos polares provenientes de subproductos
de seis especies seleccionadas de Passiflora, mediante técnicas preliminares y analisis
por LC-MS/MS. Este perfilado quimico fue complementado con herramientas

metabolémicas como la dereplicacion y la construccion de redes moleculares.

El Capitulo 3 se centra en la evaluacion de la actividad fotoprotectora de los extractos y la
seleccién de uno de ellos como candidato para su incorporacién cosmética. La priorizacion
se realiz6 mediante la aplicaciéon del Proceso Analitico Jerarquico (AHP), considerando
criterios tanto biolégicos como de viabilidad técnica. Por su parte, el Capitulo 4 aborda los
aspectos de preformulacion, incluyendo la optimizacién de las condiciones de extraccion
del extracto seleccionado, la validacion de su actividad fotoprotectora en un modelo celular
de queratinocitos humanos (HaCaT), y su comportamiento bajo distintas condiciones de

estrés.
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Finalmente, el Capitulo 5 describe el desarrollo y caracterizacion de un prototipo de
formulacion tipo emulgel, que incorpora el extracto priorizado junto con filtros solares
guimicos aprobados por los entes reguladores. Se evalu6 su estabilidad fisico-quimica y
reoldgica, lo cual constituye un primer acercamiento hacia su aplicacion potencial en el

desarrollo de productos cosméticos fotoprotectores.






l.Cap?tul o 1: FoPapsioftlearcas

culti vadas en Col ombi

Maria Camila Cabeza?, Yolima Baena?, Leonardo Castellanos®

aUniversidad Nacional de Colombia, Sede Bogota, Facultad de Ciencias, Departamento de Farmacia,
Carrera 30 # 45, Bogota D.C., 111321, Colombia. mcabezap@unal.edu.co
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1.1 Radiacion solar y problemas asociados

La radiacion solar que alcanza la superficie terrestre se divide en tres tipos principales:
ultravioleta (UV), visible e infrarroja (IR)[1,2] (Figura 1-1). Si bien esta radiacion
desempefia un papel fundamental en diversos procesos bioldgicos en los seres humanos,
como la sintesis de vitamina D y la regulacién del sistema inmunoldgico [3], la exposicion
a la luz UV ha suscitado una creciente preocupacion debido a sus posibles efectos

adversos sobre la salud [4].

a .


mailto:mcabezap@unal.edu.co

6 Perfilado quimico de extractos de subproductos de Passifloras comerciales y
propuesta preliminar de una formulacién con actividad fotoprotectora

UVC UVB UVA Lv IR
100-290  290-320 320-400 400-750 750nm -
nm nm nm nm Tmm

__CAPADE
=" 0ZONO

EPIDERMIS

DERMIS

}HIPODERMIS

Figura 1-1 Radiacién solar y su interaccion con la piel. UV: Radiacion ultravioleta; LV:
Luz Visible; IR: Radiacion Infrarroja. Creado en: https://BioRender.com

La radiacion UV, que representa menos del 10% de la radiacion que llega a la tierra[1],
abarca las longitudes de onda desde 100 hasta 400nm, y se divide en tres rangos: UVC
(200 a 290nm) [5]; UVB (290 a los 320nm); y UVA (320 a los 400nm), siendo la dltima
subdividida en UVA1 (340 a 400nm) y UVA2 (320 a 340nm) [6].

Es importante destacar que la radiacion UV afecta tanto a la piel como a los ojos humanos
con patrones de exposicion que pueden variar dependiendo de factores sociodemograficos
y ocupacionales [5]. Una exposicion continua a esta radiacion UV puede llevar a la
aparicion de diferentes efectos cutaneos, los cuales pueden ser muy diversos, y suelen ser
asociados a los diferentes rangos de la radiacion UV y sus respectivas diferencias

energéticas [7], como se discute a continuacion:

En primer lugar, la radiacion UVC, siendo esta la mas energética, no entra en contacto con
la piel, ya que ésta es completamente absorbida por la capa de ozono [8]. Por otro lado, la
radiacion UVB, aunque altamente energética, atraviesa parcialmente la capa de ozono y
tiene una penetracion limitada en la piel, alcanzando principalmente la epidermis, donde
causa un dafio celular inmediato [7]. Esta radiacion se asocia con efectos agudos que

aparecen rapidamente después de la exposicion (de 3 a 4 horas) y alcanzan su maxima
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intensidad entre 8 a 24 horas, tales como eritema, edema y oscurecimiento de la piel tanto
inmediato, como tardio [6].

Ademas, la radiaciébn UVB esta fuertemente vinculada al desarrollo de cancer de piel
debido a sus altas propiedades mutagénicas, que generan dafio directo en el ADN,
provocando alteraciones estructurales [9]. El cancer de piel ocupa la posicion 17 entre los
tipos de cancer mas comunes en el mundo, con mas de 300.000 casos nuevos reportados
en el 2022. Los paises con mayor incidencia incluyen Estados Unidos, Alemania, Reino
Unido, Australia y Francia; en América Latina, Brasil registra el mayor nUmero de casos
[10]. En Colombia, aunque se clasifica como un pais con bajo riesgo de cancer de piel,
estudios como el de Mejia indican que su incidencia, aunque menor que en otros paises,
sigue siendo considerable. En particular, el cancer de piel tipo no melanoma presenta una
alta tasa de mortalidad, lo que subraya la importancia de implementar estrategias de

prevision primaria y secundaria [11].

Finalmente, en el caso de la radiacion UVA, que posee la menor energia dentro del
espectro ultravioleta, pero representa la mayor proporcion de radiaciéon UV que alcanza la
superficie terrestre, se ha determinado que sus efectos cronicos estan principalmente
asociados con el fotoenvejecimiento. Esta radiacion es considerada el principal factor
extrinseco en el proceso de envejecimiento cutaneo. [12]. Esta radiacién, aungue menos
energética, tiene una mayor capacidad de penetracion en la piel, alcanzando hasta en un
50% a la capa basal de la epidermis, en comparacion al 10% alcanzado por la radiacién
UVB. Esto genera dafo en las células de la dermis y en la matriz extracelular a través de
la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) [12]. Ademas, exposiciones agudas

y repetidas a la radiacién UVA se han asociado con ciertos carcinomas y melanomas[6].

Una de las estrategias mas utilizadas para la proteccion contra la radiacion UV es el uso
de protectores solares, los cuales han adquirido gran relevancia y son recomendados por
diversas agencias internacionales, como la Administracion de Alimentos y Medicamentos
de los Estados Unidos (FDA). Su empleo se sugiere en combinacion con otras medidas de
fotoproteccion (por ejemplo: gafas de sol, sombreros) para maximizar su eficacia en la

prevencion del dafio cutaneo inducido por la radiacion ultravioleta [7,13].

Si bien la radiacion UV ha sido la mas ampliamente estudiada, es fundamental considerar

que la luz visible y la radiacion infrarroja (IR) también impactan la salud humana debido a
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sus efectos significativos en la piel [14]. Ambas radiaciones han demostrado contribuir al
dafio cutdneo oxidativo al inducir la produccién de radicales libres en los tejidos cutaneos
[15]. Estas alteraciones pueden manifestarse en forma de fotoenvejecimiento, pérdida del
tono muscular, fotoinmunosupresién y fotocarcinogénesis, entre otros efectos adversos
[16].

1.2 Filtros solares y productos naturales como fuente de
compuestos fotoprotectores

Los filtros solares son los encargados de reducir la interaccion entre la radiacion UV y la
piel en los protectores solares [7]. Se suelen clasificar en dos categorias: organicos e

inorganicos, como se muestra en la Figura 1-2.

e -
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Figura 1-2 Clasificacion de los filtros UV y su mecanismo de accién. Adaptado
de:[17,18]. Creado en: https://BioRender.com

Los filtros organicos, también conocidos como filtros quimicos, son compuestos aromaticos

con sistemas ~ -conjugados que absorben la energia UV en su estructura y la disipan en
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forma de calor. Estos filtros suelen ofrecer proteccion contra la radiacion UVB o UVA, y en
algunos casos se consideran de amplio espectro, es decir, que tienen actividad tanto en
UVB como en UVA. Adicionalmente, no son visibles sobre la piel por lo que suelen tener
una buena aceptacion por parte del consumidor [19]. Su regulacién varia segun la entidad
competente, y solo algunos pocos han sido aprobados por los principales organismos

regulatorios a nivel mundial, como la FDA y la Comision europea [14].

Por otro lado, los filtros inorganicos, también llamados pantallas solares, incluyen
particulas como las del 6xido de zinc y el diéxido de titanio, los cuales tiene como
mecanismo fotoprotector el reflejar y dispersar la radiacion UV. La FDA los ha clasificado
como GRASE (generally recognised as safe and effective), clasificacion que no ha sido
otorgada a los filtros organicos[20]. Uno de los principales desafios que han presentados
este tipo de filtros es el tamafio de particula utilizado ya que, al ser utilizados en tamafio
micronizado, o mayor, suelen dejar una apariencia blancuzca en la piel que no es
agradable para algunos consumidores [14]. Para mitigar este efecto, se han desarrollado
versiones en tamafio nanométrico, aunque esto disminuye su espectro de absorcién y
facilita su penetracién cutanea, lo que puede derivar en reacciones fotoalérgicas y

fototéxicas [21].

Actualmente, existen alrededor de 140 filtros solares de origen sintético, asi como 50 de
origen natural. Estas moléculas han sido ampliamente estudiadas, y su uso ha generado
debate debido a los riesgos asociados [22]. En el caso de los filtros inorganicos, su
toxicidad depende del tamafio de particula, si son menores a 100nm (nanoparticulas),
pueden penetrar la piel y alcanzar la circulacion sistémica, generando riesgos por la alta
reactividad de su superficie, que cataliza reacciones de oxidacion en presencia de la luz
UV [23]. Ademas, los filtros inorganicos en forma de nanoparticulas son considerados
contaminantes emergentes, especialmente en los ecosistemas acuaticos, donde pueden
ser absorbidos y bioacumulados. Su presencia en estos entornos puede generar efectos
adversos en diversos organismos al mediar procesos como la liberacién de metales y la
produccion de ROS, lo que puede alterar el equilibrio ecoldgico y afectar la biodiversidad
[24].

Por otra parte, los filtros organicos también han sido asociados a problemas de toxicidad.
Algunos, como los derivados del acido 4-aminobenzéico (PABA), se relacionan con

fotoalergias por parte de los consumidores [23]. Ademas, los filtros de menor tamafio
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molecular pueden atravesar la barrera cutanea, lo que plantea diferentes riesgos como la
disrupcién endocrina e incluso la carcinogénesis [14,25]. Otro problema de estos filtros es
la fotoinestabilidad, que indica que la moléculas al absorber la luz UV no logran disipar de
manera adecuada la energia suministrada, llevado a rompimiento de la molécula, y la
formacion de productos de degradacion, que afectan su seguridad y eficacia [19]. Al igual
que los filtros inorganicos, los filtros organicos también tienen impactos ambientales,

principalmente en los ecosistemas acuaticos [25,26].

Estos inconvenientes, junto con una mayor conciencia del publico consumidor sobre los
productos que utiliza, han impulsado la busqueda de alternativas de fuentes naturales para
encontrar compuestos fotoprotectores [27]. Entre estas, los metabolitos secundarios de las
plantas, como los acidos fendlicos, flavonoides, y polifenoles, han demostrado capacidad
para absorber la luz UV y, ademas, ofrecer otros mecanismos para la prevencion de otros
daflos provocados por la radiacion UV en la piel, como la antioxidante, anti-
fotoenvejecimeinto, antiinflamatoria, entre otras [28,29].

Una estrategia particularmente prometedora para contrarrestar los efectos nocivos de la
radiacion UV, especialmente el fotoenvejecimiento, es el uso de antioxidantes. El estrés
oxidativo inducido por la radiacién UV genera un desequilibrio entre especies oxidantes y
los antioxidantes naturales de la piel [12]. Compuestos polifendlicos de diferentes origenes
naturales, presentados en la Figura 1-3, como antocianinas, flavonoides, cumarinas y
estilbenos, han demostrado clinicamente e histologicamente su capacidad para mitigar los
dafios inducidos por esta radiacién en la epidermis y la dermis [28,30]. Es importante
considerar que, aungue las plantas son uno de los recursos naturales mas estudiados,
otras fuentes como las cianobacterias, liquenes y algas han mostrado un gran potencial
como fuente de compuestos fotoprotectores y antioxidantes efectivos contra el

fotoenvejecimiento [28,311 34].
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Figura 1-3 Compuestos de diferentes fuentes naturales con actividad fotoprotectora
reportada.

1.3 Especies de Passiflora cultivadas en Colombia

Colombia es uno de los paises mas biodiversos del planeta [35], siendo posible encontrar
gran variedad de familias, géneros y especies de plantas. Entre éstas es importante
mencionar la familia Passifloraceae, especialmente el género Passiflora, el cual no sélo es
muy diverso, sino que ademas es ampliamente cultivado por los agricultores, ocupando el
octavo lugar en la produccion hortofruticola del pais [35]. Segun lo reportado por el
Ministerio de Agricultura e Colombia, las especies de Passiflora con mayor produccion y
gue han sido priorizadas por ellos para la exportacion son: maracuya (P. edulis var.
flavicarpa), gulupa (P. edulis var. edulis), granadilla (P. ligularis), curuba (P. tarminiana y
P. tripartita), cholupa (P. maliformis) y badea (P. quadrangularis)(Figura 1-4).
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Figura 1-4. Especies de Passiflora cultivadas comercialmente en Colombia

Su cultivo se encuentra distribuido en diferentes departamentos de Colombia, donde se
destaca su produccion en Antioquia, Valle, Huila, Boyaca y Meta; los departamentos de

Antioquia y Huila concentran el 20% de esta produccion (Figura 1-5) [36].
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Figura 1-5 Zonas de cultivo de Passifloras en Colombia para 2021. Adaptado de: [36]

Durante el cultivo de estos frutales, ademas de la fruta misma se genera una gran cantidad
de residuos agroindustriales que podrian ser aprovechados. Este es el caso de las hojas,
e inclusive los residuos del procesamiento de los frutos como lo son las cascaras y las
semillas [35]. En general, la cascara constituye aproximadamente el 50% del peso del fruto
y las semillas el 10%, mientras la pulpa (la cual es aprovechada a nivel industrial y
alimenticio) constituye entre el 30 y el 40%; esto demuestra que la mayoria del fruto
(aproximadamente el 60-70%) es desechado [37,38].

Es importante mencionar la preferencia de los cultivadores por los hibridos entre especies,
en vez del empleo de especies puras, por tener estos hibridos mejor resistencia a las
plagas; es comun el uso de algunas variedades especificas (resistentes a plagas, por
ejemplo) dentro de un cultivo. Lo mencionado cobra relevancia al momento de definir la
composicion quimica de las plantas de un cultivo [39]. Por ejemplo, P. edulis tiene

diferentes variedades cultivadas y se cultiva en hibridos con P. maliformis. [40,41].

Por otra parte, algunas especies no tienen una produccion amplia a nivel mundial. Este es
el caso de P. maliformis, cultivada principalmente en Colombia, Ecuador y las Antillas [42];
asi como P. quadrangularis, cuyo cultivo se da en la zona intertropical, aunque si estan

caracterizados algunos de los extractos polares de sus hojas [43,44].
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1.3.1 Actividad antioxidante y fotoprotectora de extractos de
Passifloray su aplicacion en el desarrollo de productos

Algunos extractos y metabolitos presentes en Passiflora han sido utilizados en la industria

cosmética, como se harevisado recientementeene |l gr upo de AEst udi

de productos natural es ma [45].nEa partigularf la activiaas
fotoprotectora y antioxidante de estos extractos/compuestos resulta de especial interés
para el desarrollo de productos de fotoproteccion. En este contexto, diversos estudios han
evaluado estas propiedades en extractos de distintas especies de Passiflora, con un

enfoque predominante en sus hojas, como se ilustra a continuacion.

La actividad antioxidante es clave para contrarrestar el envejecimiento acelerado, como el
fotoenvejecimiento, y disminuir reacciones producidas por la radiacion, que promueven la
formacion de ROS en la piel [29,46]. Se ha observado que extractos de la pulpa de
maracuya amarillo (P. edulis var. flavicarpa) y presentan actividad antioxidante in vitro
mediante los métodos ABTS y FRAP, atribuida a la presencia de compuestos fendlicos y
vitamina C [47]. Asimismo, extractos etandlicos y metandlicos de sus semillas, han
presentado una potente inhibicion de radicales libres DPPH [48]. De manera similar,
extractos de hojas y tallos de Badea (P. quadrangularis) y Cholupa (P. maliformis) han
demostrados actividad antioxidante, presentando mayor actividad en sus hojas[49]. En
Curuba (P. tripartita var. mollisima ), se ha reportado capacidad antioxidante evaluada por
el método DPPH tanto en el zumo de su fruto [50], como en los extractos de sus cascaras
y semillas [37]. Adicionalmente, extractos de semillas de granadilla ( P. ligularis ) [51i 54],
gulupa (P. edulis var. edulis) [48,551 59], y maracuya (P. edulis var. flavicarpa) [59,60] han

demostrado un potencial como activos antioxidantes.

En cuanto a la actividad fotoprotectora, diversos estudios han demostrado el potencial de
extractos de Passiflora en la proteccién contra la radiacion UV. Se ha reportado que
extractos de semillas de maracuya (P. edulis var. flavicarpa) presentan factores de
proteccion solar (SPF) de 18 y 11, determinados mediante la metodologia de Mansur [61].
Por su parte, extractos hidroetandlicos obtenidos de las hojas de esta misma variedad han
mostrado un SPF de 14, clasificAndose dentro de la categoria de alta proteccién solar [62].
Asimismo, en P. quadrangularis, el extracto hidroetandlico de sus hojas ha alcanzado un

FPS de 30 a una concentracion de 100 ppm [63]. Adicionalmente, extractos de P.
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tarminiana han demostrado efectos protectores contra el fotoenvejecimiento en
fibroblastos humanos, disminuyendo la produccion de MMP-1 (metaloproteinasa) inducida
por UV y aumentando la secrecién de procoldgeno, cuya produccion suele inhibirse por la
radiacién UV [64].

1.3.2 Consideraciones reglamentarias

Ademas de las medidas antes presentadas, el desarrollo de productos de fotoproteccion
requiere considerar diversos factores. Uno de los aspectos clave es la clasificacion
regulatoria, que varia segun la legislaciéon de cada region [65].

En Estados Unidos, la FDA y, en Canada, Health Canada consideran los productos de
proteccion solar como medicamentos de venta libre (OTC) [20,66]. De manera similar en
Australia, la Therapeutics Goods Administration los regula como medicamentos [67]. En
contraste, otras normativas, como las de la Comisién Europea [68], la Comunidad Andina
(Bolivia, Colombia, Ecuador y Peru) [69], el MERCOSUR (Argentina, Brasil, Paraguay,
Uruguay, Venezuela) [70], y el Sistema de la integracion Centroamericana (SICA) [71], los

clasifican como productos cosméticos.

Independientemente de su clasificacion, el disefio de la formulacién es fundamental, ya
gue influye en la eficacia, estabilidad y cumplimento de los estandares de seguridad
exigidos en cada regién. Las emulsiones tipo O/W (aceite en agua), son las mas utilizadas
en protectores solares debido a su facilidad de aplicacion y compatibilidad con diversos
activos que contribuyen el FPS sin comprometer la estabilidad [57]. No obstante, existen
otras formas cosméticas, como geles, aerosoles, barras y polvos, también forman parte de

las opciones utilizadas actualmente [72].

En la literatura, se han reportado diversas aplicaciones de extractos de Passiflora en
productos cosméticos, siendo algunos de estos protectores solares [73] y productos
antiedad [57]. Un ejemplo es el desarrollo de una formulacién con proteccion solar a partir
de un extracto de semillas de P. edulis var. edulis, utilizada en bases de maquillaje y

concealers [73].
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1.4 Conclusiones

El uso de extractos de Passiflora en formulaciones fotoprotectoras no solo impulsa el
desarrollo de productos innovadores a partir de los subproductos generados en su cadena
productiva, sino que también representa una estrategia para agregar valor a estos
materiales en beneficio de los cultivadores. La incorporacion de estos extractos en
cosmeéticos con actividad fotoprotectora responde a la creciente demanda del mercado por
ingredientes naturales y, al mismo tiempo, contribuye a la sostenibilidad y competitividad

de la industria cosmética.
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Objetivos

Objetivo general

Estudiar el perfil quimico y la actividad fotoprotectora de subproductos derivados del
sistema de produccion de algunas Passifloras cultivadas en Colombia, para la potencial
inclusion de uno de estos subproductos en una propuesta preliminar de formulacion

cosmeética.

Objetivos especificos

1 Perfilar fitoquimicamente, a través de herramientas de metabolémica, algunos
extractos polares obtenidos a partir de subproductos derivados del sistema de
produccion de Passifloras comerciales (Por ejemplo, granadilla, gulupa, maracuya,

badea, cholupa y curuba), incluyendo hojas, semillas y pericarpios.

1 Seleccionar el extracto mas promisorio basado en la evaluacion quimica previa, la
actividad fotoprotectora, el rendimiento, entre otros, que permita su inclusiéon en un

producto cosmético.

 Contribuir al desarrollo de una formulacion cosmética preliminar, con posible

actividad fotoprotectora, que incluya el extracto seleccionado.
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2.1 Resumen

Colombia es un pais con gran diversidad de especies de Passiflora. Entre ellas, se pueden
destacar seis especies que son cultivadas de manera comercial: Granadilla (P. ligularis),
gulupa (P. edulis var. edulis), maracuya (P. edulis var. flavicarpa), badea (P.
quadrangularis), cholupa (P. maliformis) y curuba (P. tarminiana x P. tripartita); de las cuales
s6lo se suele aprovechar su pulpa, dejando como residuos de la cadena productiva las
hojas, pericarpios y semillas. Con el fin de conocer su composicién gquimica y potencial
aplicacion cosmética se obtuvieron sus extractos polares (Extracto acuoso, extracto
hidroetandlico y fraccién butandlica), y se seleccionaron los extractos mas enrigquecidos en
su composicion para su perfilado quimico: para las hojas y los pericarpios las fracciones
butandlicas; y para el caso de las semillas los extractos hidroetandlicos. Se obtuvo el perfil
quimico de cada extracto polar de las especies ya mencionadas a través de su analisis por
RMN y LC-MS/MS. Mediante redes moleculares se visualizé el espacio quimico de los
extractos de las tres partes evaluadas (hojas, pericarpios y semillas). Finalmente, se logréo
la identificacion de 74 compuestos presentes en los diferentes extractos, evidenciando que

son ricos en flavonoides, saponinas y estilbenoides. La dereplicacion de los compuestos se
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hizo por medio del uso de herramientas de identificacion en mezcla (GNPS y SIRIUS)
combinado con la busqueda en la base de datos NuBBEpg e informacion compilada en

literatura.

2.2 Introduccion

El perfilado quimico es definido como la deteccion, identificacion y/o cuantificacion de un
gran rango de compuestos naturales. Existen dos niveles, la identificacion de un grupo de
compuestos seleccionados, conocido como metabolic profiling; y el andlisis no dirigido de
metabolitos, conocido como metabolic fingerprinting, que si bien es mas universal no
necesariamente conlleva a que todos los metabolitos detectados sean identificados [1,2].
Estos analisis se pueden realizar utilizando diferentes técnicas, como la cromatografia
(Cromatografia liquida, cromatografia en placa, cromatografia de gases), la espectroscopia
(UV, infrarrojo, resonancia magnética nuclear, entre otras), la espectrometria (masas), o
técnicas que combinan las anteriores (LC-DAD, LC-MS, GC-MS, entre otros), esta Ultima

opcion es la mas difundida [3].

Una de las estrategias empleadas en el perfilado quimico para la identificacion de los
compuestos contenidos en un extracto es la dereplicacion. Esta usa los datos
espectroscopicos, 0 espectrométricos, para reconocer sustancias que han sido aisladas e
identificadas en otras investigaciones o que se encuentran reportadas en librerias de
compuestos [4]. En términos generales, durante la dereplicacién se evita la purificacion de
los compuestos, es decir el analisis se realiza en mezcla. Esta estrategia no permite la
elucidacion de moléculas nuevas, pero si el reporte por primera vez de compuestos antes

no descritos para una especie, que ya ha sido identificada en otra [1].

En el caso de la dereplicacion por LC-MS/MS, al ser una técnica con alta sensibilidad en la
gue se obtiene un gran volumen de informacion, suele apoyarse de diferentes softwares y
herramientas disefiados para el procesamiento de estos datos [1]. En este trabajo se hara
uso de la plataforma GNPS, NuBBepg y el software SIRIUS. EI GNPS es un ambiente web
de espectrometria de masas de acceso libre que permite combinar la informacion
suministrada, con informacién procedente de diferentes librerias espectrales y herramientas
in silico, que contribuyen a la identificacion y descubrimiento de compuestos [5]. Entre las

herramientas con las que cuenta el GNPS se encuentra el molecular networking (MN) y el
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feature based molecular networking (FBMN), que permiten la visualizacion del espacio
quimico de las muestras evaluadas, logrando identificar compuestos con similitudes
estructurales los cuales se conectan entre si para la formacion de clisteres, o sets de
compuestos, permitiendo asi el analisis de los compuestos presentes en general en una
muestra, sin importar si son mayoritarios o minoritarios [5,6]. Asi mismo, el GNPS también
cuenta con un motor de blsqueda en bases de datos, que permite la dereplicacién de los
compuestos presentes en las muestras mediante la blusqueda de los datos de MS/MS en
bases de datos vinculados a la plataforma [7]. Por otra parte, SIRIUS, es un software que
reune diferentes herramientas in silico que permiten analizar datos de espectrometria de
masas en tdndem. Este software cuenta con herramientas como CSI:FingerID que basado
en los arboles de fragmentacion de los compuestos evaluados, identifica una huella dactilar
(fingerprint) que puede ser contrastada con la informacién presente en bases de datos,
mostrando ser uno de los mejores motores de busqueda en bases de datos que existe
actualmente [8]. Asi mismo estos arboles de fragmentacion son usados en herramientas
como CANOPUS, que permite dar una clasificacion quimica de los compuestos segun
Classyfire [9], teniendo en cuenta las rutas biosintéticas en las cuales se pueden encontrar
las estructuras encontradas en ellos [10]. Finalmente, the Nuclei of Bioassays,
Ecophysiology and Biosynthesis of Natural Products Database, también conocida como
NuBBeps es una base de datos de compuestos de productos naturales de Brasil, en ella se
ha realizado la compilacion de diferentes compuestos provenientes de fuentes naturales de
la diversidad brasilefia, identificados por el grupo de investigacién desarrolladores de este

software, asi como compuestos ya reportados en la literatura[11].

En el caso de especies de Passiflora cultivadas comercialmente en Colombia, como ya se
menciond en el Capitulo 1, existe informacion de la composicion quimica para algunas
especies. No obstante, esta informacién ni es sistematica ni es uniforme para todas ellas.
Asi, se cuenta con informacién de la composicion quimica para los extractos polares de las
hojas de P. ligularis [121 14], P. edulis var. edulis [15], y P. quadrangularis [15,16]; asi como
extractos polares de semillas de P. edulis var. flavicarpa [17]. En estos trabajos se han
identificado flavonoides, saponinas, estilbenoides y acidos grasos. Es de resaltar que para
algunas de las especies de Passiflora comerciales en Colombia hay muy poca informacion
sobre su perfil quimico, por ejemplo, para P. maliformis se encuentra solo un reporte para
los compuestos presentes en sus hojas [18]. En el caso de los pericarpios y semillas la

informacion es escasa para la mayoria de las especies.
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La falta de informacién sobre el perfil quimico de los extractos polares de estos
subproductos limita su aprovechamiento, por ejemplo en el campo cosmético, ya que, al no
conocer su perfil fitoquimico, se dificulta asociarlo a una posible actividad biologica. Por otra
parte, los solventes utilizados en su obtencién (agua, alcoholes de cadena corta, entre
otros) son especialmente atractivos para industrias como la cosmética y la farmacéutica
debido a sus clasificaciones toxicologicas, que permiten garantizar la seguridad del
producto [19]. Adicionalmente, determinar el perfil quimico del extracto también juega un
papel importante en esta seguridad y en su eficacia, ya que identificar compuestos o
impurezas que puedan llegar a ser perjudiciales para el consumidor proporciona

informacién acerca de la seguridad del extracto [20].

De acuerdo con lo mencionado, este capitulo de la tesis tiene como objetivo perfilar
fitoquimicamente, a través de herramientas de metabolémica, algunos extractos polares
obtenidos a partir de subproductos derivados del sistema de produccion de Passifloras
comerciales: granadilla (P. ligularis), gulupa (P. edulis var. edulis), maracuya (P. edulis var.
flavicarpa), badea (P. quadrangularis), cholupa (P. maliformis) y curuba (P. tarminiana x P.

tripartita), incluyendo hojas, semillas y pericarpios.

2.3 Metodologia

2.3.1 Materiales y equipos

Para la obtencidn de los extractos polares se emple6 butanol grado RA destilado (Panreac
Applichem®), etanol 99,5% grado RA (Panreac Applichem®), n-hexano (Panreac
Applichem®) y agua destilada. En el perfilado por Resonancia magnética nuclear (RMN) se
utilizaron metanol-ds al 99.8%(Merck®) y 6xido de deuterio al 99.9%(Merck®). Para los
andlisis de Cromatografia de Gases (GC) se empleé hexano (Panreac Applichem®) y
complejo de trifluoruro de boro-metanol (Merck®). Para los andlisis por Cromatografia
Liquida de Ultra Alta Eficiencia (UHPLC) se usé acetonitrilo grado HPLC (Merck®), acido
férmico grado RA (Carlo Erba) y agua purificada mediante un sistema Mili-Q Millipore®. Para
los analisis de HPLC acoplado a detector de masas/masas (MS/MS) se empleé agua
(Merck®), acetonitrilo (Merck®), acido formico (Merck®) y formiato de amonio (Merck®), todos
en grado LC-MS.
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En el caso de las extracciones asistidas por ultrasonido se utilizé un Ultrasonido Elmasonic
EASY E30H (EIma®) con capacidad de 1.9L, frecuencia de 37kHz y potencia de 80W.

Para el andlisis por UHPLC se utilizé un cromatdgrafo liquido de ultra alta presion (UHPLC)
Thermo Scientific Dionex Ultimate 3000, con bomba cuaternaria Dionex Ultimate 3000RS,
acoplado con un detector de arreglo de diodos (DAD) Dionex Ultimate 3000 y un detector
evaporativo de dispersion de luz (ELSD) Sedex 85 con operacion a 80°C y una presion de
40psi. Para el perfilado por UHPLC-MS/MS se utiliz6 un UHPLC Thermo Dionex Ultimate
3000 acoplado a un espectrémetro de masas Bruker Impact Il UHR-Q-TOF, con fuente de

ionizacién por electrospray (ESI).

Los analisis por RMN fueron obtenidos en un equipo Bruker Avance de 400MHz, con el uso
de tubos desechables (Wilmad LabGlass®).

Para el andlisis de acidos grasos se utilizd un cromatografo de gases Agilent 8860,
equipado con un inyector split/splitness y acoplado a un detector de ionizacion de llama
(FID).

2.3.2 Coleccion del material vegetal

El material vegetal de las diferentes especies de Passiflora (P. ligularis, P. edulis var. edulis,
P. edulis var. flavicarpa, P. quadrangularis, P. maliformis y P. tarminiana) fue adquirido con
productores locales y/o en plazas de mercado, para asegurar la recoleccion de material de
uso comercial. Algunos de los materiales vegetales de partida (hojas, pericarpios, semillas)
se encontraban disponibles en forma de material vegetal seco, en el laboratorio de
aprovechamiento de productos marinos y frutas de Colombia (PNM), procedente de
trabajos de grado previamente realizados[21]. En todos los casos se registraron los datos

del lugar de procedencia y fecha de recoleccién, tal como se muestra en la Tabla 2-1.

Para la colecta de las curubas, las cuales suelen cultivar como hibridos [22], se realizé la
salida de campo a un cultivo comercial cercano a la ciudad de Bogot4, con el fin de obtener
el material vegetal necesario. Este material fue estudiado por el experto en taxonomia de
Passiflora Gustavo Morales, determinando que la muestra colectada corresponde a un
hibrido entre las especies P. tarminiana X P. tripartita con predominio de P. tarminiana. Una

vez obtenido el material vegetal necesario, éste fue liofilizado para su conservacion.
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Tabla 2-1 Datos de colecta (Ubicacion y fecha) de las especies de Passiflora comerciales

trabajadas.
. Nombre | Partes de Lugar de Fecha de L
Especie . . L Lugar de adquisicién
vernaculo| la planta procedencia | adquidcion
Plaza de mercado de
Hojas 19/08/2021 | Paloguemao (Av. Cra 30 #28
p.106)PNM - Lucero Lopez
. Plaza de mercado de
. . . . . Anolaima
P. ligularis | Granadilla| Pericarpios . Paloquemao (Av. Cra 30 #08
(Cundinamarca !
p.106)PNM- Lucero Lépez
13/09/2021
Plaza de mercado de
Semillas Paloqguemao (Av. Cra 30 #028
p.106)PNM- Lucero Lopez
Hojas Cogua | 556872021 OCATI
(Cundinamarca
_ Gulupa o _ _ Plaza de mercado de
P. edulis var. Maracuya| Pericarpios Paloquemao (Av. Cra 30 #28
edulis N .
morado P_asca 13/09/2021 p.106)PNM- Lucero Lopez
(Cundinamarca Plaza de mercado de
Semillas Paloquemao (Av. Cra 30 #08
p.106)PNM- Lucero Lépez
Hojas Arauca 13/05/2023 | ColectaPNM Dayana Cortés
Plaza de mercado de
P. edulis var. | Maracuy4 Pericarpios Tolima Palolqc;JéarSZ(K/l(AI\_v. Cra EO #08
flavicarpa | amarillo 13/09/2021 |—P:100) - _UCETO ~opez
Plaza de mercado de
Semillas Tolima Paloquemao (Av. Cra 30 #08
p.106)PNM- Lucero Lopez
Plaza de mercado 20 delio
Hojas 28/07/2021| (Cra. 6 #2480 p.64) PNM
Lucero Lépez
p lcOnonzo Plaza de mercado de
ua draﬁ ularis Badea | Pericarpios (Tolima) 13/09/2021 | Paloguemao (Av. Cra 30 #028
q g p.106)PNM- Lucero Lépez
Plaza de mercado de
Semillas 14/09/2021 | Paloguemao (Av. Cra 30 #28
p.106)PNM- Lucero Lopez
Hojas 26/04/2023 PNM Colecta
P.maliformis | Cholupa | Pericarpios| Rivera (Huila)| 5/09/2022 COMPRA LOCAL
Semillas 6/09/2022 FRUCAMPS®
o Hojas Colecta- PNM Camila Cabez4
P. tarminiana ; - . . . .
X P. trioartita Curuba | Pericarpios| Tibana (Boyacq 16/03/2023| Colectag PNMCamila Cabezg
P Semillas Colecta PNM Camila Cabez:

PNM: Grupo de investigacién Productos Naturales Marinos y Frutas de Colombia
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2.3.3 Obtencion de extractos polares

La obtencién de los extractos polares de las hojas, pericarpios y semillas del material
colectado fue realizada siguiendo los protocolos del laboratorio de PNM [13,14,18,20] como
se muestra en la Figura 2-1. Inicialmente, el material liofilizado fue molido y homogenizado
(Tamiz N.20); posteriormente, fue extraido con agua caliente (hojas, pericarpios y semillas,
previamente liofilizados) usando una relacion 1:10 entre el material vegetal y el agua;
obteniendo el extracto acuoso (EA) [16]. Luego, para las hojas y los pericarpios, el extracto
acuoso fue extraido con butanol, para obtener la Fraccion Butandlica (FB). En el caso de
las semillas la extraccion con butanol no se hizo. Por otra parte, otra porcion del material
vegetal fue extraida por una maceracion asistida por ultrasonido con etanol al 63% para las
hojas; y etanol al 70% para los pericarpios y las semillas. De esta manera se obtuvo el
extracto hidroetandlico (EH) [13,21]. Asi, se obtuvieron los tres tipos de extractos para hojas

y pericarpios; mientras que para las semillas se obtuvieron los extractos hidroetandlicos y

acuosos, como fue realizado en trabajos anteriores [21].

a9
I
PERICARPIOS 5 SemiLLas | Sy

MACERACION

7

INFUSION H20
(1:10)
10 min

63-70% EtOH
(1:10) 10 min

] EXTRACTO
[ PARTICION J { HIDROETANOLICO J

EXTRACTO
ACUOSO

(EA) BuOH 60mL (EH)

FRACCION
BUTANOLICA

(FB)

Figura 2-1 Diagrama del proceso de obtencién de los extractos polares trabajados

Una vez se obtuvieron cada uno de los extractos, éstos fueron liofilizados y conservados
en refrigeracion. Estos extractos fueron codificados como lo muestra la Figura 2-2. La lista
de los extractos obtenidos, su codificacion y rendimiento se pueden observar en el Anexo
2-1.
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GRH 028

1 2 3 4
1- ESPECIE 2- PARTE 3- EXTRACTO 4 -TIPO DE
{Mombre comuin)
 Granadill H: Hojas Nimero de EXTRACTO
gﬁ gjﬂa al a P: Pericarpios extracto A-Extracto acuoso
: Pa s:semillas obtenido H:Extracto hidroetandlico
MA: Maracuya B:Fraccion butanolica
BA: Bades )
CH: Cholupa
CU: Curuba

Figura 2-2 Descripcion de la codificacion de los extractos obtenidos

2.3.4 Perfilado quimico de los extractos

El perfilado quimico de los extractos fue realizado por diferentes técnicas analiticas, con el
fin de caracterizar de forma general su composicién y evidenciar las principales diferencias
entre las especies, asi como entre las diferentes partes de las especies de Passiflora

estudiadas.

Perfilado por UHPLC-DAD/ELSD

Para el perfilado de los extractos (EA, FB y EH) por cromatografia liquida UHPLC-
DAD/ELSD, se prepararon soluciones de 2mg/mL en una mezcla de H,O:ACN (1:1), que
fueron filtradas por membranas de Nylon de 0,22em.

La metodologia utilizada fue la desarrollada dentro del grupo de investigacion por
Sepulveda [13], con algunas modificaciones. La columna seleccionada fue una
Phenomenex Kinetex® C18 (100x2.1mm; 2.6 em) eluida a un flujo de 0.3 mL/min, a una
temperatura de horno de 40°C, y un volumen de inyeccion de 3¢L. El sistema de gradiente
de fases moviles se puede observar en la Tabla 2-2. El detector DAD se fij6 en un rango
de adquisicion de 200 a 800nm, monitoreando a 210, 267, 280 y 340 nm. El detector ELSD
se trabajé a 80°C, con una ganancia de 12, un voltaje de -175mV y un flujo de aire de 2
L/min. Los resultados fueron procesados por medio del software Chromeleon Client, version
6.8 SR15.
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Tabla 2-2 Gradiente de elucion empleado para el perfilado de los extractos polares de las
Passifloras evaluadas.

Tiempo Flujo % Fasg m(.JV” A % Fase rbvil B
(min) | (mL/min) | G Formico ACN
(0.5%)
0 0.3 90 10
8 0.3 65 35
9 0.3 65 35
15 0.3 15 85
18 0.3 15 85
22 0.3 90 10

ACN: acetonitrilo
Perfilado por RMN H

Los extractos fueron analizados por RMN H, para lo cual se disolvieron de 5 a 10 mg de
cada uno en el solvente deuterado correspondiente: los EA, EH y las FB de hojas y
pericarpios fueron analizados en MD6 (CDsOD:KH2PO, en DO a pH 6 (1:1)), mientras los
EH, provenientes de semillas, fueron analizados en CD3OD. Los espectros fueron
adquiridos usando los parametros mencionados en la Tabla 2-3 Los resultados fueron
visualizados y procesados por el software MestReNova.

Tabla 2-3 Parametros de adquisicion de espectros de RMN-1H

VALOR
PARAMETRO HOJAS | PERICARPIC( SEMILLAS
EAEHFB EAEHFB EA EH
Solvente MD6* MD6* MEOD
Numero debarridos 32 32 32
Temperatura 25°C 25°C 25°C
gsrgglétergﬁgg' 400,13 | 400,13 | 400,13
Secuencia de pulsos | noesy prld noesy prld | noesy prio

Perfilado de acidos grasos por GC-FID

Para el andlisis de los &cidos grasos presentes en las semillas de las Passifloras evaluadas,
las cuales se trituraron previamente, se pusieron en contacto con n-hexano en una
proporcion (1:10) y se dejaron con agitacion por 10 minutos. Se filtr6 por gravedad y las

grasas fueron concentradas por rotoevaporacion.
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A los aceites obtenidos se les realiz6 una reaccion de metilacion, segun lo descrito por
Araujo y colaboradores [23] con ligeras modificaciones. Brevemente, se tomaron 10mg del
aceite a evaluar el cual fue mezclado con 2mL de trifluoruro de boro- metanol (BF3/CH3OH).
Esta mezcla fue calentada a 100°C en bafio maria por una hora y posteriormente, después
de enfriar, se realiz la adicion de 1mL de n-hexano y 2mL de agua desionizada. Se sometio
a vortex por 15s y la fase de ésteres metilicos de acidos grasos (FAMES), es decir la fase

de n-hexano (fase superior) fue separada para su inyecciéon en GC-FID.

Para el andlisis, se utilizd una metodologia cromatografica desarrollada por el grupo de
investigacion QuiProNaB para la identificacion de FAMEs, para la cual se utilizd6 una
columna agilent 19091s-436 (6m x 0.25mm I.D. 0.25um). El tiempo de analisis fue de 20
min programado con las siguientes condiciones de temperatura: 100 a 300°C a una tasa de
10°C/min. La temperatura del inyector fue de 300°C y para el detector 290°C. Se utilizé un
método de inyeccién directa, con un volumen de inyeccién de 1uL y una tasa de split de
100:1. El gas portador usado fue hidrégeno con un flujo de 2mL/min. Los datos fueron

analizados en el software OpenLab.
Perfilado quimico por LC-MS/MS

Las FB de hojas y pericarpios; y los EH de las semillas fueron perfiladas por LC-MS/MS. Se
inyectaron 3¢L de soluciones de 1mg/mL, haciendo uso del mismo sistema de elucion
descrito para UHPLC, pero con el uso de solventes grado LC-MS. Cada muestra fue
procesada con tres réplicas. Se utilizo el modo de ionizacién negativo para los extractos de
hojas, pericarpios y semillas; y el modo ESI positivo para las FB de las hojas. El rango de
masas evaluado fue de m/z 50 a 1500, en modo data-dependent adquisition (DDA). Se
usaron los parametros sugeridos por el GNPS
(https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/static/gnps-splash.jsp) para los equipos Bruker con
algunas modificaciones [24], estos parametros son presentados en la Tabla 2-4.
Adicionalmente, se utiliz6 una rampa de energias de colision (entre 18 y 50 eV), tal como

se presenta en la Tabla 2-5.
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Tabla 2-4 Condiciones establecidas para espectrometro Bruker

Parametro de lafuente de
S Valor
ionizacion
Voltaje capilar 4500V
Temperatura fuente ionizacio 250°C
Flujo gas secante 9L/min
Preswn_ga}s nebulizador Abar
(Nitrogeno)

Tabla 2-5 Rampa de energias de colision utilizada para la fragmentacién de los iones.

: Charge state | Isolation width | Collision energy
Isolation mass value (m/z)
value (z) value (m/z) value (eV)
100 1 4 22
300 1 5 27
500 1 6 35
1000 1 8 45
2000 1 10 50
100 2 4 18
300 2 5 22
500 2 6 30
1000 2 8 35
2000 2 10 50

*Los términos se mantienen en inglés debido a la terminologia de la interfaz del equipo

Los datos obtenidos fueron procesados segun lo descrito por Sepulveda [25]. En primer
lugar, los datos crudos fueron calibrados en el programa Data analysis y exportados en
formato. mzML. Estos datos fueron procesados en el software MZmine en su version 3.3.0
(http://mzmine.github.io/), siguiendo el procedimiento sugerido por el GNPS para los
andlisis Feature-Based Molecular Networking (FBMN)[26]. Los parametros usados en este
procesamiento se describen en el Anexo 2-2. Asi, los datos de este procesamiento (Tabla
de cuantificacion, resumen espectral y edges) se utilizaron para su analisis en la plataforma
GNPS y los datos derivados de procesamiento por MZmine se agruparon de acuerdo con
la parte de la planta analizada (hojas, pericarpios y semillas), obteniendo asi tres grupos de

acuerdo al 6rgano extraido.
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Para la construccién de redes moleculares, los datos procesados (.quant, .edge y resumen
espectral) y una tabla de descripcion de las muestras (metadata.txt) se subieron en la
plataforma GNPS, en la cual se utilizé el flujo de trabajo FBMN [6]. Los resultados del
andlisis FBMN se pueden visualizar en el GNPS segun los links consignados en la Tabla
2-6. En esta tabla también se detallan los pardmetros establecidos dentro de la plataforma
para la creacion de la red, asi como la red obtenida y los compuestos dereplicados.

La informacién obtenida de las redes por FBNM fue complementada con el uso de la
herramienta MolNetEnhacer, la cual combina los resultados del FBMN con herramientas in
silico, para obtener una clasificacion de compuestos segun ClassyFire [9]. Todos las redes
resultantes se visualizaron en el programa de libre acceso Cytoscape version 3.10.1
(https://cytoscape.org/index.html).

Tabla 2-6 Enlaces acceso Workflows de FBMN realizados en GNPS para cada grupo
analizado.

. Modo )
Organo R CODIGO Enlace acceso
lonizacion
https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status
HOJAS NEGATIVO HOJASNEG2-B | .ijsp?task=9eb196b8ac024e16902f567f42
1e430b
https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status
HOJAS POSITIVO HOJASPOS2-B .jsp?task=9f7eaf9h88364c199541ff3cf85
9e856
https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status
PERICARPIOS | NEGATIVO PERINEG2-B sp?task=5bf5f8baa5aas4e8eb5fal636f8
dafbdl
https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status
SEMILLAS NEGATIVO SEMINEG1-B jsp?task=ad5bffc4cf4946e0a6¢5252a00
a66la6

Con el fin de ampliar el proceso de dereplicacién, los datos procesados por MZmine se
subieron al software de analisis de datos de espectrometria de masas en tandem
SIRIUS[27] en su version 6.0.5. donde se utilizaron las herramientas de CANOPUS
(Compound class prediction), que permite la clasificacién de compuestos segun ClassyFire
[10]; y el CSI:FingerID (Searching in molecular structure databases) y la identificacion de

compuestos en diferentes bases de datos [8].


https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=9eb196b8ac024e16902f567f421e430b
https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=9eb196b8ac024e16902f567f421e430b
https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=9eb196b8ac024e16902f567f421e430b
https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=9f7eaf9b88364c199541ff3cf859e856
https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=9f7eaf9b88364c199541ff3cf859e856
https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=9f7eaf9b88364c199541ff3cf859e856
https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=5bf5f8baa5aa4e8eb5fa1636f8dafbd1
https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=5bf5f8baa5aa4e8eb5fa1636f8dafbd1
https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=5bf5f8baa5aa4e8eb5fa1636f8dafbd1
https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=ad5bffc4cf4946e0a6c5252a00a661a6
https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=ad5bffc4cf4946e0a6c5252a00a661a6
https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=ad5bffc4cf4946e0a6c5252a00a661a6
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Finalmente, para la dereplicacion de compuestos por medio de la base de datos NUBBEpg,
se realizé la busqueda por medio de su servidor web

(https://nubbe.ig.unesp.br/portal/nubbe-search.html), de los compuestos identificados en el

preprocesamiento por GNPS, por medio de su masa monoisotépica.

2.4 Resultados y discusion de resultados

Los métodos de extraccion de las diferentes partes de las plantas se basaron en los
usos tradicionales que se les da a las Passifloras [28,29] (este es el caso de la infusion de
hojas y frutos), y en los trabajos realizados dentro del grupo de investigacion en los que se
ha evidenciado que los EH y las FB permiten la recuperacion de los compuestos principales
presentes en Passiflora (Flavonoides, saponinas, compuestos fendlicos, entre otros). Todas
las partes (hojas, semillas y pericarpios) de las especies fueron tratadas de la misma
manera para poder hacer la comparacion de sus perfiles quimicos, asi como de los

resultados de su actividad fotoprotectora (Capitulo 3) [13,21].

2.4.1 Obtencién de extractos polares

Se obtuvieron 48 extractos a partir de las hojas (EA, EH y FB), pericarpios (EA, EHy FB) y
semillas (EA y EH), de las seis especies (P. ligularis i Granadilla, P. edulis var. edulis-
Gulupa, P. edulis var. flavicarpa - Maracuya, P. quadrangularis i Badea, P. maliformis -
Cholupa, P. tarminiana x P. tripartita - Curuba), cuya codificacién y rendimiento se muestran

en el Anexo 2-1.

En general, se observa que los extractos de las hojas y pericarpios son los de mayor
rendimiento, particularmente para los EA y EH, mientras las FB ofrecen el menor
rendimiento. La badea (P. quadrangularis) es la especie que ofrece el mayor rendimiento
de extraccion tanto para sus hojas, como para sus pericarpios, mientras que el maracuya
(P. edulis var. flavicarpa) tiene los valores de rendimiento méas bajos para estas dos partes.
El alto rendimiento de este tipo de extractos se asocia al hecho de ser extractos brutos, que
aunque puede contar con los metabolitos de interés (fendélicos y saponinas), también puede
contener altas proporciones de azucares, fibra soluble, pectina (en el caso de los
pericarpios), entre otros [28]. Con el fin de concentrar los compuestos de interés [15] se
obtuvieron las FB cuyo rendimiento, como ya se mencionaba, es significativamente menor

(entre 0.5y 4.5%). De esta manera, es posible separar los metabolitos altamente polares,


https://nubbe.iq.unesp.br/portal/nubbe-search.html
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incluyendo los iénicos, que permanecen en la porcién acuosa (azucares, fibra, aminoacidos

etc), de los fendlicos y saponinas glicosiladas que van a la FB.

En cuanto a las semillas, los rendimientos entre los extractos acuosos y los extractos
hidroetandlicos para una misma especie no difieren entre si, aunque si se encuentran
diferencias entre las especies evaluadas (entre el 1.3 y 6%); esto se puede relacionar con
la concentracion de los metabolitos en las semillas de cada especie, asi como con la

diversidad de compuestos presentes en ellas.

2.4.2 Seleccién de solventes de extraccidon para perfilado

Los extractos polares obtenidos de hojas, pericarpios y semillas (EA, EH y FB) fueron
evaluados por UHPLC-DAD/ELSD. EIl detector DAD permite observar compuestos que
contienen croméforos en su estructura, como por ejemplo los flavonoides, mientras el
detector ELSD permite identificar la presencia de cualquier tipo de analito, aunque su
sensibilidad es mucho menor. La diferencia entre los dos cromatogramas permite
establecer qué compuestos estan presentes en los extractos y no absorben en el UV, que
seria el caso de las saponinas y qué compuestos se observan en los dos cromatogramas,
seria el caso de los fendlicos (flavonoides) mayoritarios. Estos datos cromatograficos
permiten comparar los perfiles de cada parte de la planta evaluada, asi como de cada

especie estudiada.

Como se ha mencionado, para las hojas y pericarpios se evaluaron tres tipos de extracto
(EA, EH y FB). Estos extractos contienen los mismos compuestos mayoritarios, con
cambios en la abundancia relativa entre ellos. En las Figura 2-3, Figura 2-4 y Figura 2-5
se comparan los perfiles para los extractos de hojas de P. quadrangularis. y pericarpios de
P. ligularis. En general, se observa que el orden en la abundancia de compuestos es: mayor
en la FB, seguida del EH y en menor medida en el EH. En la FB est4 la mayor concentracién
de metabolitos, como era lo esperado, enriquecida en flavonoides y saponinas, mientras
los azlcares quedan en la fraccibn acuosa residual [15]. De igual forma, los EH han
mostrado ser una buena alternativa para la extraccién de los compuestos polares de
Passifloras, debido a la afinidad de estos compuestos por las mezclas hidroalcohdlicas y
especialmente las hidroetandlicas [13]. Esta Ultima metodologia es menos compleja y al
requerir menos pasos puede ser mas compatible con la generacion de productos de interés

cosmético.
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En la Figura 2-3 se evidencia la presencia de compuestos que absorben al UV (entre 4.5y
6.0 min) para los extractos polares de hojas P. quadrangularis, estos compuestos podrian
corresponder a flavonoides dado su perfil en UV (maximos de absorcién en 268nm y
335nm), como se muestra en la Figura 2-4. Adicionalmente, entre los 11 y 15 minutos se
observan picos intensos en el cromatograma con detector ELSD, estos compuestos no
absorben en el UV (340nm) y por tanto no se ven en el cromatograma del DAD, lo que
indica que no corresponden a flavonoides, por lo que podrian corresponder a saponinas de

acuerdo con lo reportado para esta especie [16].
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Figura 2-3 Cromatogramas de los extractos polares de hojas de badea (P. quadrangularis)
(A) Registrado a 340nm (B) Registrado por detector ELSD. EA: Extracto acuoso; EH:
Extracto hidroetandlico; FB: Fraccién butandlica.
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Figura 2-4 Cromatogramas de los extractos polares de hojas de badea (P.
guadrangularis) registrado a 340nm, con espectro UV de pico con RT 5.8 min. EA:
Extracto acuoso; EH: Extracto hidroetandlico; FB: Fraccion butandlica.
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Figura 2-5 Cromatogramas de los extractos polares de pericarpios de granadilla (P.
ligularis) (A) Registrado a 340nm (B) Registrado por detector ELSD. EA: Extracto acuoso;
EH: Extracto hidroetandlico; FB: Fraccion butandlica.
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Como se ha mencionado, para las semillas sélo se evaluaron los EAy los EH. Es importante
mencionar que para las semillas del género Passiflora, a diferencia de las hojas y
pericarpios, no se trabajaron FB basados en la informacién reportada en literatura. Estudios
previos han demostrado que en algunas especies de Passiflora los extractos con mayor
actividad antioxidante son los acuosos y los hidroetandlicos, en los que se ha observado
una alta concentracibn de compuestos relacionados con esta actividad [30], en

comparacion con fracciones menos polares como las de hexano y acetato de etilo [31].

En cuanto a estos resultados, el EH presenté mayor concentracion de compuestos que el
EA; amanera de ejemplo en la Figura 2-6 se observan los cromatogramas para las semillas
de gulupa (P. edulis var. edulis), haciéndose evidente que las sefales para EH son mas
intensas. Esto se atribuye a la baja afinidad de los compuestos presentes en las semillas
por el agua, los cuales presentan mayor afinidad por solventes de mediana polaridad, como
lo es en este caso la mezcla hidroetandlica utilizada. En los extractos de las semillas se
observa la presencia de compuestos que absorben al UV (Figura 2-6) entre 6-12 min, que
no corresponden a los tiempos de retencion de los flavonoides sugeridos en los analisis
anteriores [30,32].
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Figura 2-6 Cromatogramas de los extractos polares de semillas de Gulupa (P. edulis var.
edulis) (a) Registrado a 340nm (b) Registrado por detector ELSD. EA: Extracto acuoso;
EH: Extracto hidroetandlico.



42 Perfilado quimico de extractos de subproductos de Passifloras comerciales y
propuesta preliminar de una formulacién con actividad fotoprotectora

Estos resultados permitieron seleccionar la FB para el estudio de hojas y pericarpios, asi
como los EH para las semillas, basado en que estos extractos estdn mas enriquecidos en
compuestos de interés, y que la visualizacion de su perfilado quimico y comparacion entre

ellos seria mas facil.

2.4.3 Perfilado quimico preliminar por UHPLC-DAD/ELSD y RMN
1H

Estudio de hojas de Passiflora

Al comparar los perfiles cromatograficos obtenidos por UHPLC-DAD/ELSD para las FB de
las hojas, es posible evidenciar que algunas de las especies se caracterizan por tener
compuestos con absorcion intensa en 340nm, lo que se asocia a compuestos tipo
flavonoide (Figura 2-7A), como es el caso del maracuya (P. edulis var. flavicarpa), cholupa
(P. maliformis) y curuba (P. tarminiana x P. tripartita). Por otra parte, existen especies que
presentan mayor abundancia de compuestos que no absorben al UV y si se detectan en
ELSD, lo que puede asociarse a compuestos tipo saponinas, como se evidencia en la
gulupa (P. edulis var. edulis) y en la badea (P. quadrangularis) (Figura 2-7B). En otros
casos se observa la presencia de ambos tipos de compuestos como sucede en las hojas

de granadilla (P. liguralis).
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Figura 2-7 Cromatogramas de las fracciones butandlicas de hojas de las Passifloras
evaluadas (A) Registrado a 340nm (B) Registrado por detector ELSD. En orden de arriba
hacia abajo: maracuya (P. edulis var. flavicarpa), cholupa (P. maliformis), curuba (P.
tarminiana x P. tripartita), badea (P. quadrangularis), granadilla (P. ligularis), gulupa (P.
edulis var. edulis).

Con el fin de confirmar lo encontrado, los extractos se analizaron por RMN *H (Figura 2-8).
En todos los casos, se observaron sefales caracteristicas para protones aromaticos de
flavonoides (6-8 ppm), siendo mas abundantes en maracuya (P. edulis var. flavicarpa),
cholupa (P. maliformis) y curuba (P. tarminana x P. tripartita) [22]. Es de notar que la
distribucion de estas sefiales es diferente y caracteristica, sugiriendo una gran diversidad
de este tipo de compuestos en las especies evaluadas. Se observan sefiales para protones
carbindlicos entre d4 3.5y 5.5, que pueden corresponder a los azucares de los flavonoides
glicosilados, que son caracteristicos de este género de plantas. Finalmente, también fue
posible evidenciar la presencia de sefiales intensas en la regién de 0.75-1.25 ppm, que son
propias de los metilos de compuestos tipo saponina[14,15]. Estas sefiales son abundantes
en especies como granadilla (P. ligularis), gulupa (P. edulis var. edulis),y badea (P.
guadrangularis)[14,22]. La informacion de RMN es concordante con lo evidenciado en
HPLC, asi como con lo ya observado dentro del grupo de investigacion para algunas

Passifloras [33].
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Figura 2-8 Espectros RMN*H para las fracciones butandlicas de hojas de las Passifloras
evaluadas en MD6. En orden de arriba hacia abajo: Granadilla (P. ligularis), gulupa (P.
edulis var. edulis), maracuya (P. edulis var. flavicarpa), badea (P. quadrangularis),
cholupa (P. maliformis), curuba (P. tarminiana x P. tripartita).

Estudio de pericarpios de Passiflora

En el caso de las FB para los pericarpios los perfiles por UHPLC-DAD y ELSD (Figura 2-9)
permiten observar una baja presencia de metabolitos con absorcion en el UV-VIS, lo que
es contrario a lo observado en las hojas. Los extractos de P. ligularis, P. edulis var. edulis
y P. tripartita x P. tarminiana son los que muestran una mayor cantidad de picos con
absorcién en 340nm, sugiriendo la presencia de flavonoides en ellos. Los andlisis por ELSD
también muestran picos de poca abundancia, los cuales al no absorber en el UV-VIS
pueden ser asociados a azlcares que son los compuestos mas abundantes en este tipo de
matrices [34,35]. Todo esto es congruente con el bajo rendimiento de estas fracciones, al

compararlas con las hojas.
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Figura 2-9 Cromatogramas de las fracciones butandlicas de pericarpios de las Passifloras
evaluadas (A) Registrado a 340nm (B) Registrado por detector ELSD. En orden de arriba
hacia abajo: maracuya (P. edulis var. flavicarpa), curuba (P. tarminiana x P. tripartita),
cholupa (P. maliformis), badea (P. quadrangularis), gulupa (P. edulis var. edulis),
granadilla (P. ligularis).

Los espectros de RMN de estas fracciones butandlicas del pericarpio (Figura 2-10),
presentan sefiales predominantes entre U 3.0 y 4.5, region caracteristica de protones
asociados a azUcares y carbohidratos. Esto evidencia que los pericarpios de las Passifloras
evaluadas son principalmente ricos en azlcares. Sin embargo, es posible observar sefiales
de menor abundancia en la region de compuestos aromaticos (6-8ppm) que se pueden
asociar a los picos con absorbancia en 340nm observados por cromatografia, los cuales
confirman la presencia de compuestos tipo aromaticos en los extractos de cholupa, y en
menor medida en gulupa, maracuya, y curuba. No se observan sefiales abundantes que se

puedan asociar a la presencia de saponinas.
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Figura 2-10 Espectros RMN!H para las fracciones butandlicas de pericarpios de las
Passifloras evaluadas en MD6. En orden de arriba hacia abajo: granadilla (P. ligularis),
gulupa (P. edulis var. edulis), maracuya (P. edulis var. flavicarpa), badea (P.
guadrangularis), cholupa (P. maliformis), curuba (P. tarminiana x P. tripartita).

Estudio de semillas de Passiflora

Los EH de semillas muestran perfiles cromatograficos en UHPLC-DAD/ELSD (Figura 2-11)
con una alta similitud para cinco de las especies evaluadas (P. ligularis, P. edulis var. edulis,
P. edulis var. flavicarpa, P. maliformis, P. quadrangularis), y un perfil diferente y menos
enriquecido en compuestos, para curuba. En estos perfiles es posible evidenciar la
presencia de dos compuestos mayoritarios (tr. 6.25 min y 8.75 min), con maximos de
absorcion alrededor de los 320nm. Esta informacién es congruente con la presencia de
compuestos tipo estilbenos, los cuales ya han sido identificados en semillas de diferentes
especies de este género [17,30,36]. Para el caso de curuba no se puede sugerir qué tipo
compuestos estan presentes, y se evidencia la necesidad de estudiar quimicamente esta

fruta.
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Figura 2-11 Cromatogramas de los extractos hidroetandlicos de semillas de las
Passifloras evaluadas (A) Registrado a 340nm (B) Registrado por detector ELSD. En
orden de arriba hacia abajo: gulupa (P. edulis var. edulis), curuba (P. tarminiana x P.
tripartita), cholupa (P. maliformis), maracuya (P. edulis var. flavicarpa), granadilla (P.

ligularis),badea (P. quadrangularis).

Los espectros de RMN H (Figura 2-12) muestran que la semillas tienen un alto contenido
de acidos grasos, juzgados por la presencia de sefiales en Uy 2.3, 1.6, 1.29, 1.35 ppm
correspondientes a los metilenos caracteristicos de este tipo de compuestos. Las sefales
en 0.98 ppm muestran la presencia de acidos grasos saturados, y las sefales para protones
olefinicos en torno de 5.3 ppm sugiere la existencia de dobles enlaces, que se confirman
por las sefiales en 2.80 y 2.07 de los protones alilicos [25,33]. El perfil de &cidos grasos es
muy similar para todas las especies, por lo que se espera que tengan una composicion
parecida. De otro lado, estos extractos hidroetandlicos muestran sefales para
carbohidratos (Ux 3 a 4.5), y juzgando desde la polaridad del extracto se podria pensar en

la presencia de glicolipidos, méas que de acidos grasos libres 0 monosacaridos.

Finalmente, los extractos muestran sefiales en la regiébn aromatica (entre 6 y 7.5 ppm)
caracteristicas de estilbenos, y no de flavonoides que aparecen en campo mas bajo. Los

perfiles de los espectros son muy similares entre si, lo que es coherente con lo ya sugerido
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por la cromatografia [17,37]. El espectro mas diferente en la zona aromatica es el de la
curuba, que si comparte con los otros la presencia de carbohidratos y acidos grasos.

AZUCARES  ACIDOS GRASOS

AROMATICOS
_ —L ! ,

P. Ligularis AMU L\A Le
RSO ada JimI o

P. edulis var. edulis Ls
GUSO1H ‘L.x_ |

P. edulis var. flavicarpa ‘ l * || L4
_MASO1H \ ke . ML_»L 'L__,'ll'-al '\Ju

P. quadrangularis M L3
_BASO1H W el

P. Maliformis hh | r2
CHSO1H _ T . ' W Y WA

P. tarminiana x P. tripartita MMJ 1
CUS02H " L.k

2 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 -1 -2

f1 (ppm)

Figura 2-12 Espectros RMN!H para los extractos hidroetanélicos de semillas de las
Passifloras evaluadas en CD3;OD. En orden de arriba hacia abajo: granadilla (P. ligularis),
gulupa (P. edulis var. edulis), maracuya (P. edulis var. flavicarpa), badea (P.
guadrangularis), cholupa (P. maliformis), curuba (P. tarminiana x P. tripartita)

Como se evidencié en el perfilado realizado por resonancia, asi como algunas de las
investigaciones encontradas en literatura, se sabe que las semillas cuentan con una alta
presencia de acidos grasos [38]. Es por esto, por lo que se realiz6 la caracterizacion de
estas grasas por medio de GC-FID. Para ello, se realizé una extraccion con n-hexano
directamente del material vegetal, ya que, aunque la presencia de los acidos grasos se
observo en los EH, estos se pueden obtener en mayor cantidad con un solvente de menor

polaridad como el acetato de etilo o el n-hexano [39]. Para su andlisis, se realiz6 un
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tratamiento previo de estos acidos grasos por medio de una reaccién de esterificacién que
permite obtenerlos en su forma metilada. Como se puede observar en la Figura 2-13 donde
se muestran los cromatogramas de cada especie, es posible observar que las semillas de
las Passifloras evaluadas tienen baja diversidad de 4cidos grasos y estos se mantienen
entre especies, a excepcion de las semillas de badea (P. quadrangularis) en la cual es
posible observar la presencia de dos sefiales adicionales, tal como se reporta en la Tabla
2-7, correspondiente al 4cido linoleico con un porcentaje mayor al 50%, seguido de los
acidos oleico y palmitico, y en menor proporcién el acido estedrico. La informacion
encontrada es concordante con lo reportado en literatura, ya que los 4cidos grasos de las
semillas de diferentes especies de Passiflora han sido ampliamente estudiados y
reportados en las diferentes especies evaluadas [38,401 45]. En cuanto a las semillas de
badea, son las Unicas en las que se identific6 acido miristico y una sefal adicional entre
este y el acido palmitico, por lo que basado en longitud de cadena equivalente (ELC) esta
sefial corresponde a un acido graso con el ELC entre 14 y 16 (valores de los &cidos miristico
y palmitico, respectivamente), por lo cual puede tratarse de un acido graso con alguna

insaturacion que se encuentre en este rango [46].
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Figura 2-13 Cromatogramas GC-FID para los FAMEs de las semillas de Passiflora. i.)

Granadilla (P. ligularis); ii.) Gulupa (P. edulis var. edulis); iii.) Maracuya (P. edulis var.

flavicarpa); iv.) Badea (P. quadrangularis); v.) Cholupa (P. maliformis); vi.) Curuba (P.
tarminiana x P. tripartita)
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Tabla 2-7 Acidos grasos presentes en las semillas de las especies de Passiflora evaluadas,
en su forma de esteres metilicos

RT ABUNDANCIA a
PICO (min) NOMBRE RELATIVA (%) ESPECIE
G1 | 11619 | MISIOdE |00 50, P. quadrangularis (1.2%)
G2 | 13.528 - 1% - 2% P. quadrangularis (1.5%)
Palmitato de P. ligularis (8.3%); P. edulis var. edulis (7.7%); P. edulis
G3 | 13.717 metilo 7% - 15% var. flavicarpa (8.8%); P. quadrangularis (14.9%); P.
maliformis (10.1%); P. tarminiana x P. tripartita (9.8%)
Linoleato de P. ligularis (74.6%); P. edulis var. edulis (79.5%); P. edulis
G4 | 15.402 metilo 57% - 80% var. flavicarpa (75.2%); P. quadrangularis (57.1%); P.
maliformis (69.9%); P. tarminiana x P. tripartita (74.2%)
Oleato de P. ligularis (15.2%); P. edulis var. edulis (10.9%); P. edulis
G5 | 15.439 metilo 10% - 18% var. flavicarpa (14.1%); P. quadrangularis (22.5%); P.
maliformis (17.6%); P. tarminiana x P. tripartita (13.3%)
Estearato de P. ligularis (1.9%); P. edulis var. edulis (1.9%); P. edulis
G6 | 15.636 metilo 1.5% - 3% var. flavicarpa (1.9%); P. quadrangularis (2.8%); P.
maliformis (2.4%); P. tarminiana x P. tripartita (2.7%)

agspecie con la abundancia relativa especifica para cada acido graso.

En la Tabla 2-8 se resumen los principales hallazgos encontrados en este estudio preliminar
de los perfilados por HPLC-DAD/ELSD, RMN 'Hy GC-FID. Los datos se discriminaron por
especie y parte de la planta estudiada.

Tabla 2-8 Resumen de la informacién de perfilado obtenida mediante el estudio de los
perfiles por HPLC-DAD/ELSD y RMN para los extractos enriquecidos seleccionados. FB:
Fraccion butanolica; EH: Extracto hidroetandlico.

ESPECIE

PARTE/
EXTRACTO

HPLC-DAD/ELSD y GC/FID

RMN

Granadilla
(P. ligularis)

HOJAS -FB
(GRHO1B)

Presencia de diversos compuestos con
absorcion en el UV. Los espectros de
UV son caracteristicos de flavonoides.
En ELSD se observa la presencia de
compuestos mayoritarios sin absorcion
en el UV, que se pueden asociar a la
presencia de saponinas.

Presencia de sefiales para protones
aromaticos (Ux 6-8) y para protones
carbindlicos (Un 3.5-5.5), lo que sugiere
compuestos aroméaticos glicosilados.
Sefiales alrededor de U 0.75-1.25
caracteristicas de las saponinas.

PERICARPIOS
-FB (GRPO1B)

Presencia de diversos compuestos con
absorcion en el UV. Los espectros de
UV son caracteristicos de flavonoides,

pero son de baja intensidad. No
presenta sefiales abundantes
adicionales en ELSD.

Sefales abundantes y caracteristicas
para azucares ( #3.0-4.5). Sefales
poco abundantes en regién aromatica
(Un 6.0-8.0).

SEMILLAS- EH
(GRSO1H)

Presencia de compuestos con absorcion
en UV (amax 320nm aprox.) que se
asocian a estilbenos. Presencia de

acidos grasos (acidos palmitico,
linoleico, oleico y estearico).

Gran abundancia de sefiales de acidos
grasos, saturados e insaturados.
Presencia de sefiales aromaticas (Un 6-
7ppm) relacionadas con estilbenos.
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quadrangularis)

-FB (BAP01B)

flavonoides, pero de baja intensidad. No
presenta sefiales caracteristicas
adicionales en ELSD.

51
PARTE/
ESPECIE EXTRACTO HPLC-DAD/ELSD y GC/FID RMN
Pocos compuestos con absorcion en Prese,npia devseﬁales para protones
HOJAS -FB UV, caracteristicos de flavonoides. En aromaticos g“” 6-8)y para protones
§ ELSD presencia de compuestos sin carbindlicos (U 3'5',5.'5)’ lo gue sugiere
(GUHO03B) absorcion al UV, correspondientes a compuestos arométicos glicosilados.
sap’oninas Sefiales alrededor de U 0.75-1.25
) caracteristicas de las saponinas.
Presencia de diversos compuestos con
absorcion en el UV. Los espectros de
Gulupa UV son caracteristicos de flavonoides, Sefales gbundant?s y caracteristicas
(P. edulis var PERICARPIOS | pero son poco abundantes. En ELSD se para azucares ( #3.0-4.5). Sefales
’ . " | -FB (GUP02B) observa la presencia de compuestos poco abundantes en regién aromatica
edulis) mayoritarios sin absorcién en el UV, que (Un 6.0-8.0).
se pueden asociar a la presencia de
saponinas.
Pre:ﬁrbc\l;a(iié‘i%rggﬁgsg’;rggr)‘ gllj:c;rglon Gran abundancia de sefiales de cidos
SEMILLAS- EH asocian a estilbenos Pres;encia de grasos, saturados e insaturados.
(GUSO01H) Acidos arasos (écid.os almitico Presencia de sefiales aromaticas (Un 6-
Iinoleigco, oleico y estzérico). ! 7ppm) relacionadas con estilbenos.
Presencia de sefiales para protones
Presencia de compuestos diversos con aromaticos (Un 6-8) y para protones
HOJAS -FB absorcion en UV, caracteristico de carbindlicos (Un 3.5-5.5), lo que sugiere
(MAHO3H) flavonoides. No presenta sefiales compuestos aroméaticos glicosilados. No
caracteristicas adicionales en ELSD. hay sefiales caracteristicas de las
saponinas.
Maracuva Pr%senc_i a de car\n/puestots djvtg rsos con Sefales abundantes y caracteristicas
P edulis)\//ar PERICARPIOS fla?/oi%rifjlgg (:)r;zro decgg?g i?]rt'esrg%ggr?\lo para azucares ( #3.0-4.5). Sefales
A * | -FB (MAPO1B) SR e poco abundantes en region aromatica
flavicarpa) presenta sefiales caracteristicas (iiv 6.0-8.0)
adicionales en ELSD. o
Presencia de compuestos con absorcion . o .
en UV (3max 3200m aprox.) que se Gran abundancia de senales de acidos
SEMILLAS- EH . . . grasos, saturados e insaturados.
asocian a estilbenos. Presencia de X ~ -~ <
(MASO1H) 4cidos grasos (acidos palmitico Presencia de _senales aromatlgas (Un 6-
linoleico, oleico y estearico). ! 7ppm) relacionadas con estilbenos.
Presencia de pocos compuestos con Presepgia deyseﬁales para protones
absorcién en UV, caracteristico de arqma_tlcos SUH 6-8) y para protones
HOJAS -FB flavonoides. En E’LSD presencia de carbindlicos (Un 3.5-5.5), lo que sugiere
(BAHO1B) compuestés sin absorcion al UV compuestos aromaticos glicosilados.
correspondiente a saponinas ' Sefiales alrt_adedor de Un 0.75-1.25
) caracteristicas de las saponinas.
Presencia de compuestos diversos con ~ .
Badea absorcion en UV, caracteristico de Sefales abundantes y caracteristicas
P. PERICARPIOS !

para azlcares ( #3.0-4.5). Sefiales
poco abundantes en regién aromatica
(tin 6.0-8.0).

SEMILLAS- EH
(BASO1H)

Presencia de compuestos con absorcion
en UV (amax 320nm aprox.) que se
asocian a estilbenos. Presencia de
acidos grasos (acidos miristico,

palmitico, linoleico, oleico y estearico).

Gran abundancia de sefiales de &cidos

grasos, saturados e insaturados.

Presencia de sefiales aromaticas (Ui 6-
7ppm) relacionadas con estilbenos.
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PARTE/
ESPECIE EXTRACTO HPLC-DAD/ELSD y GC/FID RMN
. Presencia de sefiales para protones
Presencia de pocos compuestos con . 9
absorcion en UV, caracteristico de arqmqt|cos SUH 6-8)y para protones
HOJAS -FB X ! o carbinolicos (U 3.5-5.5), lo que sugiere
flavonoides. No presenta sefiales . -
(CHHO1B) L compuestos aroméaticos glicosilados. No
adicionales en ELSD que se puedan ; ~ o
> . hay presencia de sefiales caracteristicas
atribuir a saponinas. ;
de las saponinas.
Presencia de pocos compuestos con Fal bund i
absorcién en UV, caracteristico de Senales apun ant§s y caracterlf,tlcas
Cholupa PERICARPIOS ’ para azUcares ( #3.0-4.5). Sefiales

(P. maliformis)

-FB (CHP02B)

flavonoides. No presenta sefiales
adicionales en ELSD que se puedan
atribuir a saponinas.

poco abundantes en regiéon aromatica
(UH 6.0-8.0).

SEMILLAS- EH
(CHSO1H)

Presencia de compuestos con absorcion
en UV (amax 320nm aprox.) que se
asocian a estilbenos. Presencia de

acidos grasos (acidos palmitico,
linoleico, oleico y esteérico)

Gran abundancia de sefales de acidos
grasos, saturados e insaturados.
Presencia de sefiales aromaticas (Uw 6-
7ppm) relacionadas con estilbenos.

Curuba
(P. tarminiana
x P. tripartita)

HOJAS -FB
(CUHO01B)

Presencia de compuestos diversos con
absorcion en UV, caracteristico de
flavonoides. No presenta sefiales

caracteristicas adicionales en ELSD.

Presencia de sefiales para protones
aromaticos (Un 6-8) y para protones
carbindlicos (Un 3.5-5.5), lo que sugiere
compuestos aromaticos glicosilados.

PERICARPIOS
-FB (CUP01B)

Presencia de compuestos diversos con
absorcion en UV, caracteristico de
flavonoides, pero de baja intensidad. No
presenta sefiales caracteristicas
adicionales en ELSD.

Sefales abundantes y caracteristicas
para azucares ( #13.0-4.5). Sefiales
poco abundantes en regidon aroméatica
(Un 6.0-8.0).

SEMILLAS- EH
(CUSO1H)

Presencia de pocos compuestos con
absorcion en UV, indicando un perfil
diferente al atribuido al resto de las
semillas. Presencia de &cidos grasos
(&cidos palmitico, linoleico, oleico y
estearico).

Gran abundancia de sefiales de &cidos
grasos, saturados e insaturados.
Presencia de sefiales minoritarias en la
region aromatica. Perfil diferente al de
otras semillas de pasiflora.

2.4.4 Perfilado quimico por HPLC-MS/MS

El perfilado realizado tanto por HPLC-DAD/ELSD y RMN *H mostré de manera preliminar

las familias de compuestos mas abundantes en los diferentes extractos. Con esta

informacion, se hizo la seleccién del modo de ionizacion mas conveniente para cada una

de las muestras: se seleccion6 el modo negativo para las FB de hojas y pericarpios y el EH

de semillas, por su alto contenido de polifendlicos, y el modo positivo para las FB de hojas,

con el fin de confirmar la presencia de saponinas.

A modo de ejemplo, en la Figura 2-14 se observan los Cromatogramas de iones totales

(TIC) obtenidos para los diferentes extractos de granadilla (P. ligularis). En general, se
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evidencia una abundancia relativa (UA) de buena intensidad, lo que permitié determinar que
el modo seleccionado fue el indicado para cada extracto. Las FB de las hojas, tanto en
modo negativo como en modo positivo, son las que presentan mayor diversidad de
compuestos, mientras las FB de pericarpios y el EH de semillas son menos diversos. Cada
muestra fue inyectada por triplicado, como se muestra en la Figura 2-14, esto con el fin de
asegurar la reproducibilidad de la deteccién de los compuestos en cada muestra,
asegurando que los picos seleccionados dentro de los analisis fueran encontrados minimo

en dos de las inyecciones realizadas. Se observé una buena reproducibilidad en los

triplicados.
| (a) - (B)
[ .j J ’ N
| 11\ ‘ ’J
WA AU L SRS ¥ Vo
| (© = T (D)
T N
| i
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Figura 2-14 Cromatogramas (TIC) para los extractos de granadilla (P. ligularis). (A) FB
hojas (modo negativo); (B) FB hojas (modo positivo); (C) FB pericarpios (modo negativo);
(D) EH semillas (modo negativo).

Estos resultados de HPLC-MS/MS se utilizaron para perfilar los extractos enriquecidos
desde dos perspectivas: el andlisis de redes moleculares y la dereplicacién de compuestos.
Ambos enfoques se llevaron a cabo mediante el uso de la plataforma GNPS, mientras para
la dereplicacion de los compuestos mayoritarios se complemento la informacién obtenida

con el uso del software SIRIUS, y el estudio de los datos de la literatura.
Redes moleculares para comparacién de extractos

Como ya se menciond, las redes moleculares permiten visualizar de manera gréfica el

espacio quimico de los extractos analizados, ademas de comparar diferentes muestras e
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identificar las relaciones estructurales de los compuestos presentes en éstas [6]. En las
redes moleculares, cada nodo representa un compuesto -idealmente- (un espectro de
masas y un tiempo de retencidén) presente en las muestras, mientras las lineas (0
edges/puentes) significan correlaciones estructurales entre los nodos (cuanto mas grueso,
mayor similitud). Los nodos con similitudes estructurales se agrupan en clisteres (el grado
de agrupacion lo determina el investigador mediante el valor de cosine score, con un valor
minimo de 0.7), y se muestran como grupos aparte. En algunos casos los compuestos
pueden no relacionarse con ningln otro compuesto, denominandose a estos nodos
selfloops. La clasificacion quimica para cada clister se hace de acuerdo con la clasificacion
Classyfire, y se da el nombre de acuerdo con Parent. Estos datos se obtuvieron por medio

de la herramienta MolNetEnhacer [47].

En la Figura 2-15 se observan los clusteres principales de la red molecular construida para
los extractos FB de hojas (amarillo), FB de pericarpios (verde) y EH de semillas (azul
oscuro) para granadilla (P. ligularis). El cluster mas grande es el de las saponinas (cluster
1), que es abundante sobre todo en las hojas; seguido del clister de los flavonoides 3-O-
glicosilados, abundante tanto en hojas como en pericarpio (clister 2). Es notable que las
semillas son las que presentan el perfil mas diferente, siendo abundante en lignanos,
neolignanos y relacionados (cluster 3) y 2- arilbenzofuranoflavonoides (cluster 7). Lo

anterior es congruente con lo observado por RMN.
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Figura 2-15 Clusteres mas representativos de las redes moleculares para los extractos
enriquecidos de granadilla (P. ligularis) en modo negativo de ionizacién, segun su
notacion CF_DParen dada su idioma original, para facilitar su busqueda:1. Triterpene
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saponins/Organooxigen compounds, 2. Flavonoids 3-O glycosides, 3. Lighans, neolignans
and related compunds, 4. Triterpene saponins, 5. Carbazoles, 6. Macrolactams, 7. 2-
arylbenzofuran flavonoids, 8. Biflavonoids and polyflavonoids, 9. Lineolic acids and
derivatives, 10. Triterpene saponins, 11. O-glycosyl compounds, 12. Phenolic glycosides,
13. Hybrid peptides, 14. No matches, 15. 2- arylbenzofuran flavonoids, 16. Long-chain
fatty acids, 17. Gamma butyrolactones, 18. Flavonoids 3-O glycosides, 19. No matches,
20. Phenolic glycosides, 21.Psoralens.

Para los analisis de redes moleculares los extractos se agruparon por 6rganos (hojas,
pericarpios y semillas), porque para el mismo tipo de 6rgano en diferentes especies, hay
una mayor correlacion en el espacio quimico que para los diferentes 6rganos de una misma
especie. Asi, los extractos evaluados fueron distribuidos en tres grupos: FB de hojas, FB
de pericarpios y EH de semillas.

Estudio de hojas de Passiflora

En la Figura 2-16 se observan los clisteres mas representativos encontrados en la
ionizacién en modo negativo para las FB de las hojas de las Passifloras evaluadas. Este
método de ionizacion permite observar con mayor abundancia los compuestos fendlicos
[48]. Esto se evidencia con los clisteres con mayor nimero de miembros que corresponden
a flavonoides (clusteres numerados como 1, 2, 5, 6, 7 y 16), seguido de saponinas (cluster
numerado como 3y 26) y acidos grasos (cluster numerado como 4 y 27). Estos datos son
los esperados para las hojas de este género [14,15]; también se observan compuestos
minoritarios ya reportados en algunas especies del género Passiflora, entre las que se
cuentan los nucledsidos de purina (cluster 8), antraquinonas (Cluster 9) [49], algunas
hormonas y reguladores de crecimiento como derivados del acido jasménico, del &cido
indol-3-acético y los fenilimidazoles (clusteres 12, 17 y 15) [50i 52], asi como derivados de
alcaloides y carbazoles (Cluster 13y 11) [49].

Entre estos clusteres que representan flavonoides, se observa que en la granadilla (P.
ligularis) hay tendencia a tener flavonoides-3-O-glicosidados (cluster 1), mientras en las
hojas de especies como la cholupa (P. maliformis), curuba (P. tarminana x P. tripartita) y
maracuyd (P. edulis var. flavicarpa) predominan los flavonoides-7-O-glicosidados (cluster
2);esto es concordante con las investigaciones que ya se han realizado con algunas de las
especies aca abordadas [13,14,16,22]. En cuanto a las saponinas (cluster 3) se observan
en casi todas las especies con excepcién de la curuba; mientras los derivados de acidos

grasos (cluster 4) si estan presentes en todas las especies.
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P. quadrangularis

P. maliformis

P. tarminiana x P. tripartita
P ligularis

P. edulis var. edulis

P. edulis var. flavicarpa
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Figura 2-16 Clusteres mas representativos de las redes moleculares para las FB de hojas
en modo negativo de ionizacidn, segun su notacién CF_Dparent dado su idioma original,
para facilitar su bausqueda: 1. Flavonoid-3-O-glycosides, 2. Flavonoid-7-C-glycosides, 3.
Triterpene saponins, 4. Linoleic acids and derivatives, 5. Biflavonoids and polyflavonoids,

6. Flavonoid 8-C-glycoside, 7. Flavones, 8. Purine nucleosides, 9. Anthraquinones, 10.
Macrolactams, 11. Carbazoles, 12. Jasmonic acids, 13. Alkaloids and derivatives, 14.
Polychlorinated biphenyls, 15. Phenylimidazoles, 16.Phenolic glycosides, 17. Indoles-3-
acetic acid derivatives, 18. Aryl-phenylketones, 19. Phenylhydantoins, 20. Oligopeptides,
21. Cyclic depsipeptides, 22. Hybrid peptides, 23. Pyrimidinecarboxylic acids and
derivatives, 24. Oxanes, 25. Saccharolipids, 26. Triterpenoids, 27. Medium chains keto
acids and derivatives, 28. Pyranones and derivatives, 29. Lignan glycosides, 30.
Dipeptides, 31. Terpene glycosides, 32. Eudesmanolides, 33. 1,2-diacylglicerol-3-
phosohates, 34. Pyrimidones, 35. Long-chain fatty acids, 36. Gamma butyrolactones, 37.
Germacranolides and derivatives.

Las FB de las hojas también se evaluaron por LC-MS/MS usando una ionizacién en modo
positivo, con el fin de establecer si de esta manera se mejoraba la caracterizacion de las
saponinas sugeridas por los analisis por HPLC-DAD-ELSD. La red creada con estos datos
(Figura 2-17), permiti6 obtener una informacion complementaria a la encontrada en la
ionizacidbn en modo negativo, y facilitar algunos procesos de dereplicacién. En esta se
observo la presencia de glicésidos esteroidales, los cuales constituyen las redes mas
abundantes (clusteres 1 y 2); aunque también se confirma la presencia de flavonoides
(clusteres 3 y 11). Es importante resaltar que las saponinas fueron identificadas en dos
clusteres distintos, donde en uno se clasifican como glicésidos esteroidales (cluster 2) y en
otro como macrélidos lactamicos y ésteres de acido benzoico (clister 1). Esto fue
identificado a través de la basqueda de nodos pertenecientes a algunas de las saponinas

ya reportadas en literatura, como el caso de P. ligularis, los cuales fueron identificados en
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el cluster 1, anteriormente mencionado. Es notable que en el clister 2 sélo hay compuestos
de badea (P. quadrangularis), mientras en el 1 hay compuestos de las otras especies con

excepcién de curuba.

Esta red en modo positivo permiti6 observar compuestos que en modo negativo no se
evidenciaron (por una mejor ionizacién), como lo son los dipéptidos (cluster 8), algunos
terpenos (clusteres 6, 7 y 10), algunos ésteres (cluster 17) y en menor medida se pudieron
observar algunos de los flavonoides (clusteres 3 y 11) ya identificados en el modo negativo

de ionizacion.

P. quadrangularis
P. maliformis

P. tarminiana x P. tripartita

P. ligularis
P. edulis var. edulis

P. edulis var. flavicarpa

Figura 2-17 Clusteres mas representativos de las redes moleculares para las FB de hojas
en modo positivo de ionizacién, segun su notacién CF_Dparent dado su idioma original,
para facilitar su basqueda: 1. Macrolide lactams/Benzoic acid esters (Saponinas), 2.
Steroidal glycosides, 3. Flavonoid O-glucuronides, 4. Proline and derivatives, 5. Benzoic
acids, 6. Diterpene glycosides, 7. Bicyclic monoterpenoids, 8. Dipeptides, 9.
Phenylazetidines, 10. Acyclic monoterpenoids, 11. Flavonoids- 8-C-glycosides, 12.
Guanidines, 13.1,2-diacylglycerol-3-phosphates, 14.Triterpenoids, 15. Diphenylmethanes,
16. Cardiolipids, 17. Carboxylic acids esters.

Estudio de pericarpios de Passiflora

En cuanto al analisis por redes moleculares de los clisteres principales encontrados para
las FB de pericarpios (Figura 2-18) se evidencia que estos cuentan con gran diversidad de
compuestos, sin embargo, se encuentran de forma minoritaria basado en la baja diversidad
de compuestos que se lograba observar en el perfilado quimico preliminar. Se resaltan los
clisteres con mayor nimero de compuestos, como lo son los compuestos O-glicosilados,
los fendlicos glicosilados y los flavonoides-3-O-glicosilados (clusteres 1, 2 y 3), los cuales
se encuentran presentes en la mayoria de las especies evaluadas, teniendo predominancia

en gulupa (P. edulis var. edulis), granadilla (P. liguralis), cholupa (P. maliformis) y curuba
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(P. tarminiana x P. tripartita). En estos extractos de pericarpios se observan también
clusteres de acidos grasos de cadena larga (cluster 4), xantonas (bases purinicas) (cluster
8), butendlidos (cluster 5), y triterpenoides (cllster 7), y otros compuestos glicosilados
(cluster 13) sin que sean exclusivos para alguna especie en particular. Hay cllsteres para
una unica especie como sucede con gulupa (P. edulis var. edulis), que presentan iridoides
glicosidados y péptidos hibridos.

P. quadrangularis
P. maliformis
P. tarminiana x P. tripartita

P ligularis

P. edulis var. edulis

P. edulis var. flavicarpa

Figura 2-18 Clusteres mas representativos de las redes moleculares para las FB de
pericarpios en modo negativo de ionizacién, segun su notacion CF_Dparent dado su
idioma original, para facilitar su busqueda: 1. O-glycosyl compounds, 2. Phenolic
compounds, 3. Flavonoid-3-O-glycosides, 4. Long-chain fatty acids, 5. Butenolides, 6. N-
acyl-alpha-hexoamines, 7. Triterpenoids, 8. Xanthones, 9. Oligosaccharides, 10. Iridoid O-
glycosides, 11. Coumaric acids and derivarives, 12. Gamma butyrolactones, 13.
Isoflavonoids O-glycosides, 14. Psoralens, 15. Germacranolides and derivatives, 16.
Hybrid peptides, 17. 6-prenylated flavans, 18. Pyrroloindoles, 19. Tetracarboxylic acids
and derivatives, 20. Xanthines, 21. Resorcinols, 22. Aryl thiophosphates, 23.
Sesquiterpenoids.

Estudio de semillas de Passiflora

Los clusteres principales, para las redes obtenidas con los EH de semillas (Figura 2-19),
permiten evidenciar que los estilbenoides?! (cluster 1) son un grupo de compuestos que se
encuentran distribuidos en las semillas de todas las especies evaluadas, con excepcién de
P. tarminiana x P. tripartita. Los clUsteres de los compuestos existentes también estan

presentes en todas las especies evaluadas salvo algunas excepciones. Los compuestos

1 Denominados Psoralenos por la clasificacion brindada por CF_parent del GNPS
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fendlicos glicosilados (cluster 2), flavonoides 2-arylbenzofurano (clister 3) y terpenos
(cluster 4) se encuentran en la mayoria de los extractos evaluados. Es de notar que en el
claster 3 hay una mayor diversidad para P. quadrangularis. Otros cllsteres que presentan
exclusividad de especie son las alquil-fenil-cetonas (cluster 7 ) y |l as 26Di hidroch
(cluster 16) que sbélo se encuentran presentes en el EH de la curuba (P. tarminiana x P.

tripartita).

Este andlisis permitié conocer de manera preliminar que los EH de las semillas evaluadas
presentan compuestos tipo estilbenos que, basados en los perfiles de HPLC-DAD-ELSD
son los compuestos mayoritarios, ya que se mantienen en casi todos los extractos, mientras

que para los compuestos minoritarios se encuentra mayor diversidad.

P. quadrangularis

P. maliformis

P. tarminiana x P. tripartita
P. ligularis

P. edulis var. edulis

BQ . .E].. P. edulis var. flavicarpa
.. () CALILEL)

Figura 2-19 Clusteres mas representativos de las redes moleculares para los EH de
semillas en modo negativo de ionizacion, segun su notacién CF_Dparent dado su idioma
original, para facilitar su basqueda: 1. Psoralens, 2. Phenolic glycosides, 3. 2-
arylbenzofuran flavonoids, 4. Triterpene saponins, 5. Triterpenoids, 6. Lignans, neolignans
and related compounds, 7. Alkyl-phenylketones, 8.Germacranolides and derivatives, 9.
Pent os e shydrotybhalcoize$, 11. Linoleic acids and derivatives, 12. Flavaglines, 13.
Triterpenoids, 14.N- acyl-L-alpha-a mi noaci ds, 15. Li monoi ds, 16. 20
Chlorinated dibenzo-p-dioxins, 18. Phenylpropanoic acids, 19. Long chin fatty acids, 20.
Sulfanilides, 21. Oligosaccharides, 22. Benxoxepines, 23. Triterpenoids, 24. Stilbene
glycosides, 25. Linoleic acids and derivatives.

Dereplicacion de compuestos mayoritarios

Hasta este punto los extractos polares seleccionados han sido perfilados por RMN, HPLC-
DAD/ELSD y HPLC-MS/MS. La abundancia relativa de los compuestos no puede ser
juzgada en DAD por la intensidad del pico, ya que ésta depende fuertemente del coeficiente
de extincion molar del compuesto en la longitud de onda graficada [53]. Por otra parte, en

LC-MS/MS la intensidad de la sefial depende en gran medida de la facilidad de ionizacion
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del compuesto en las condiciones de trabajo [53]. En este sentido el detector que mejor
refleja la abundancia de los compuestos en la mezcla es el ELSD, el cual genera su sefial
con base en la concentracién de los compuestos en la muestra evaluada [53,54], razon las
sefiales de DAD fueron complementadas con el ELSD para reconocer los compuestos mas
abundantes.

Identificacién de compuestos en hojas de Passiflora

En la Figura 2-20 se muestra del perfil de UHPLC-DAD/ELSD de la FB de hojas de P.
ligularis. En esta figura es posible observar cuales son los picos mas abundantes en ELSD,
los cuales fueron numerados para su seguimiento. Los picos con absorcion en UV fueron
numerados en este cromatograma, y también fueron asignados en el cromatograma de
ELSD, en caso de que se lograra su identificacion (correlacion entre las sefiales de UV y el
ELSD). Es de notar que hubo picos que sdlo son identificables en el detector ELSD, como
es el caso de los compuestos 48, 49 y 52.
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Figura 2-20 Cromatograma de FB de hojas de granadilla (P. ligularis) con los picos
mayoritarios asignados. (A) Registrado a 340nm (B) Registrado por detector ELSD.

Los picos mas abundantes de cada extracto evaluado fueron dereplicados haciendo uso de
las herramientas de dereplicacion brindadas por el GNPS, SIRIUS y NuBBEps. También
se utilizaron los datos de tiempo de retencion (concretamente el orden de elucién), y los
maximos de absorciéon en UV (en los casos que aplicara) para poder asociar los compuestos
encontrados con compuestos ya reportados en otras investigaciones (propias del grupo de
investigacion o de la literatura). Este punto es de gran importancia ya que algunos

compuestos ya han sido reportados en algunas investigaciones, pero no necesariamente
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han sido incluidos en bases de datos de espectrometria de masas, por lo que al ser
buscados en éstas no serian dereplicados. Con el uso de todas las herramientas ya
mencionadas, fue posible identificar un total de 74 compuestos mayoritarios en los 18

extractos analizados (ver Tabla 2-9 y Tabla 2-10).

Durante el proceso de dereplicacion de los compuestos, el nivel de confianza en la
identificacion del metabolito se obtiene con diferentes grados o niveles de dereplicacion. En
esta tesis se emplearon los niveles planteados en la Figura 2-21 basados en los reportados
por Schymanski et al. para la identificacion de Small Molecules, haciendo uso de datos de
HRMS [55,56]. En algunos casos se lleg6 a la identificacion del compuesto (nivel 2),
mientras que en otros casos tan solo se llegd a la familia, parent o a alguna clasificacion
quimica por CANOPUS (nivel 3), que se basa principalmente en los patrones de
fragmentacion; en el mismo nivel para otros casos s6lo se pudo asociar a un compuesto
reportado por compartir el ion molecular encontrado experimentalmente (nivel 3), para
especies de éste género. En los casos menos exitosos, solo se reportd el ion molecular sin
tener ningun dato de la literatura con el cual comparar (nivel 4). Es importante resaltar que
la dereplicacion de estos compuestos se realizé por el andlisis de datos de las mezclas, por
lo cual el méximo nivel de dereplicacion obtenido fue el nivel 2, donde en este caso puede
ser clasificado como 2a ya el compuesto propuesto fue obtenido por la comparacién
espectral con bases de datos o literatura [56]. Por ultimo, no se hizo el aislamiento y/o la

identificacion de compuestos no reportados en la literatura que permitieran un nivel 1.

Como ejemplo de los diferentes niveles de dereplicacién obtenidos en este trabajo, se
puede considerar un compuesto con ion molecular [M-H] de m/z 463.0955. Si no existiera
ningun reporte asociado a esta masa, se clasificaria como nivel 4. Si se lograra determinar
su clase (CF_Class) o parent (CF_parent) o alguna clasificacion quimica dada por
CANOPUS, como por ejemplo Flavonoide, Flavonoide 3-O-glicosilado o flavonoides 3-O-
glicosilados respectivamente, utilizando la informacién obtenida mediante GNPS y SIRIUS,
se alcanzaria un nivel 3 de dereplicaciéon. Si el compuesto se identificara a través de las
bases de datos y/o la literatura relacionada con algunas de las Passifloras estudiadas, se
clasificaria en un nivel 2 de dereplicacién. Por Ultimo, si ademas se validara mediante un

estandar de referencia, se alcanzaria un nivel 1 de dereplicacion.
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NIVEL 4 g . Compuesto detectado por HPLC-DAD/ELDS, con
tiempo de retencion y espectro UV (si aplica)

Identificacion lon molecular (MS1) * Identificacion experimental del ion molecular (MS1)

NIVEL 3 /'« lIdentificacién compuesto solo por MS1 experimental

Identificacion grupo o reportado en literatura
familia quimica / Compuesto / * Identificacion de MS1 y MS2 en GNPS o SIRIUS
con baja informacién / + Clasificacion por CF_Class o CF_Parent o CANOPUS
NIVEL 2

* Identificacion MS1 y MS2 en GNPS, CSl:FingerID,

Dereplicacién 8
compuesto NuBBEce o literatura
reportado * Correspondencia de los MS2 con lo reportado
NNE,L, 1 /* Uso de estandares para validacion de la identidad
. Validacion < Purificacion del +
identidad urificacién del compuesto
INCREMENTO CONFIANZA

Figura 2-21 Escala de nivel de dereplicacién empleada.

Para el proceso dereplicacion de los compuestos presentes en los extractos estudiados se
optod por agrupar los datos por parte de la planta (hojas, pericarpios y semillas). Esta
decision se basd en la informacién obtenidas por las herramientas que ya se han
mencionado (UHPLC-DAD/ELSD, RMN *H, Redes moleculares), las cuales mostraron una
mayor similitud y asociaciébn en los compuestos provenientes de la misma parte,
independientemente de la especie. Esto permite poder asociar posibles compuestos
comunes entre especies. Al momento de usar motores de bdsqueda en bases de datos,
como es el caso de las herramientas brindadas por GNPS y SIRIUS, o bases de datos como
NuBBEpg; es importante combinar diferentes herramientas, buscando corroborar la
informacién encontrada en ellas y brindar mayor seguridad en la informacién recopilada [8].
Asi mismo, se deben considerar los factores de similitud (grado de confianza en el dato de
identificacion) brindados por estos motores, siendo para el GNPS el coseno de correlacion
(o cosine score) que permite tener una medida matematica de la similitud entre dos
espectros de fragmentacion (el encontrado experimentalmente y el reportado en la base de
datos) siendo 1 una fragmentacion idéntica y 0, ninguna similitud entre los espectros[57].
Para el caso de SIRUS, se us6 CSl:FingerID score, para el cual el software crea una huella
dactilar (Fingerprint) del compuesto desconocido, basado en su arbol de fragmentacion

simulado por el programa logrado con la informacion brindada. Esta huella dactilar
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identificada para el compuesto desconocido es comparada con las huellas dactilares
encontradas en las bases de datos por un mecanismo de denotacion de Kernel (Basado en
Machine learning), con esto los valores mas cercanos a 0 indican mayor similitud estas
huellas dactilares [8,58]. De igual forma, es importante destacar que una de las principales
limitaciones de estas herramientas es que la busqueda de compuestos se realiza
Unicamente en las bases de datos espectrales que se encuentran presentes en estas, es
por esto que se debe complementar la informacion con otras fuentes como la basqueda en

literatura cientifica.

En la Figura 2-23 se presentan los cromatogramas para las FB de las hojas de las especies
evaluadas, asi como la numeracién de cada uno de los picos principales, los cuales fueron
asignados en orden de su tiempo de retencion u orden de elucién. Es importante resaltar
gue se agrup6 la numeracion asignada para FB de hojas y pericarpios, ya que los algunos
de los compuestos identificados se identificaron en ambas partes, como se explicara mas
adelante. En la Tabla 2-9 se resume la informacion de cada compuesto identificado en las
FB de hojas y pericarpios, donde se incluye el nombre del compuesto, el valor de m/z para
el ion molecular ([M-H] o [M+H]* en algunos casos), el tiempo de retencion, los valores de
m/z de los fragmentos principales, valores de amax del espectro UV (en los casos que se
tuviera absorcion al UV para compuestos aromaticos), la herramienta que permitié la
dereplicacién (GNPS, SIRIUS, NuBBEpg, literatura o la combinacién), el tipo de compuesto
dereplicado, la clasificacion quimica dada tanto por GNPS como por CANOPUS (SIRIUS),
el error en ppm con la masa exacta del compuesto reportado en literatura (si fue
identificado), asi como los factores de similitud de los motores de busqueda (Coseno y

CSI:FingerID score).

En esta tabla se pudo evidenciar que los compuestos con mayor abundancia en las FB de
hojas son los flavonoides, principalmente glicosilados (31 compuestos), de los cuales se
logré la identificacién de 26 compuestos; seguidos de las saponinas (13 compuestos) de
las cuales se logr6 la identificacion de 10 compuestos, como se infiere de las redes
moleculares previamente expuestas. Cabe resaltar que, aunque estos dos tipos de
compuestos se encuentran en las diferentes especies, los compuestos especificos

encontrados varian en gran medida entre especies.

Los flavonoides encontrados para las especies analizadas presentan gran diversidad entre

ellas, como se evidencia en la Figura 2-22 en la cual se presentan algunos de los
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flavonoides identificados. Estos compuestos fueron encontrados en maximo en dos
especies como la vitexina que fue encontrada tanto en las FB de hojas de maracuya (P.
edulis var. flavicarpa), donde ya ha sido reportada[59], como en la FB de hojas de cholupa
(P. maliformis), siendo el compuesto de mayor abundancia en esta especie y en la cual no
ha sido reportada debido a los escasos estudios de esta especie. En el caso de las
saponinas, se pudo evidenciar que los compuestos de cada especie son exclusivos de ella,

y difieren de las saponinas que se pueden encontrar en otra especie de las evaluadas.

OH Vitexina

OH oH Kaemferol-3-0-glucosido OH © Maracuyd (H),
Granadilla (H, P) Cholupa (H)
OH

HO

Vitexina-2"-O-xilosido
Badea(H,P)

OH [e]

"y,
OH - - . -
4’-metoxiluteolina-6-C-glucopirandsido OH o

OH Curuba (H)

Figura 2-22 Estructuras de compuestos tipo flavonoide identificados en fracciones
butandlicas (FB) de hojas y pericarpios.
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Figura 2-23 Cromatogramas de FB de hojas con la numeracién los compuestos identificados. En todos los casos se muestran dos
cromatogramas, el primero (A) Registrado a 340nm, y el segundo(B) Registrado por detector ELSD. Las especies estudiadas
corresponden a: i.) P. edulis var. flavicarpa (Maracuya); ii.) P. tarminiana x P. tripartita (Curuba); iii.) P. maliformis (Cholupa); iv.) P.
quadrangularis (Badea); v.) P. edulis var. edulis (Gulupa); vi.) P. ligularis (Granadilla).
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Los compuestos de Granadilla (P. ligularis), Badea (P. quadrangularis), y curuba (P.
tarminiana x P. tripartita) pudieron ser en su mayoria dereplicados dado que éstas especies
han sido objeto de mdltiples investigaciones [12,14,15,22]. Cabe resaltar que P. ligularis
cuenta en su totalidad con flavonoides O-glicosilados, que la diferencian de las demas
especies, donde abundan en gran medida los flavonoides C-glicosilados, como es el caso
de P. tarminiana x P. tripartita que tiene gran diversidad de estos Ultimos. Por otra parte, la
cholupa (P. maliformis) es la especie menos estudiada y menos compleja (menor cantidad
de picos en DAD), encontrandose algunos reportes basados en la deteccion de sus
compuestos por HPLC-DAD, que pudieron ser dereplicados por el GNPS como flavonoides
diglicosilados (saponarina) y glicosilados (C-glicosilados y 7-O-glicosilados) de los cuales
algunos pudieron llegar a ser identificados, gracias a que ya se encuentran reportados para
otras de las especies evaluadas, como ya se mencionada la vitexina presente en la
maracuya (P. edulis var. flavicarpa). En cuanto a la FB de hojas de Maracuya (P. edulis
var. flavicarpa) mostr6 ser rica en compuestos aromaticos, de la cual se logré la
identificacion de alguno de sus compuestos mas abundantes, pero aquellos con una baja
abundancia, a juzgar por el ELSD, no lograron ser identificados pues sus espectros de
MS/MS no tienen la calidad necesaria. En el caso de esta especie también importante notar
gue en la literatura no suele ser clara la variedad de P. edulis evaluada, lo que dificulta la
diferenciacion entre las variedades flavicarpa (maracuyd) y edulis (Gulupa) [29,60], llevando

a gue los compuestos que suelen ser encontrados no sean claros.

La presencia de compuestos tipo saponina se confirmé en P. edulis var. edulis, P. ligularis
y P. quadrangularis, que fueron dereplicados por comparacién con datos ya reportados en
el grupo de investigacién [12,15]. Asi mismo, para este tipo de compuestos se pudo
observar que ninguno de estos fueron dereplicados por alguno de los motores de busqueda
utilizados, lo que sugiere que, aunque los compuestos se encuentran reportados en
literatura, no han sido incluidos en alguna base de datos de las incluidas en los motores,
dificultando su dereplicacion. Por otra parte, a través de la clasificacién brindada por el
GNPS y por SIRIUS fue posible identificar la presencia de glicosidos esteroidales
(saponinas) que no han sido identificados en las especies estudiadas, y para los cuales tan
sélo se logré un nivel 3 de dereplicacion. Esta saponinas son minoritarias y podran ser

objeto de estudios quimicos con gran cantidad de muestra. Es importante aclarar que se
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evidencié diferencias en la clasificacion quimica brindadas por el GNPS y SIRIUS, como
fue el caso de las saponinas presentes en granadilla (P. ligularis) siendo clasificadas en
otros grupos de compuestos (glicerofosfolipidos), lo puede explicarse porgue los espectros
de masas no se encuentran en las bases de datos de referencia del GNPS, por lo que no
cuenta con informacion de las masas y fragmentaciones de estos, y por lo tanto no se puede
hacer su clasificacion en algln grupo quimico y estos son asociados con otros con una
fragmentacion similar. Esto evidencia la importancia del manejo de diferentes herramientas
en estas dereplicaciones en mezcla para evitar falsos descubrimientos [7], ademas de que
es importante tener presente que al utilizar estas herramientas es importante correlacionar
la informacién obtenida, con la brindada por otras investigaciones, o con otras de

herramientas de analisis que eviten una malinterpretacion de los resultados.

En cuanto a la dereplicacion realizada a través de la base de datos NuBBEpg fue posible
observar que los compuestos reportados que fueron identificados en las especies de
Passifloras estudiadas fue bajo, encontrado solo 5 de los compuestos dereplicados. Esto
se debe a que esta base de datos, aunque cuenta con datos de la diversidad de Brasil,
donde también se tiene una amplia diversidad de Passifloras [61], ninguna de las especies
de Passiflora ha sido incluida en esta. Aun asi, esta base de datos puede brindar
informacion de otras especies en las cuales es posible encontrar los flavonoides estudiados,
como es el caso de la isoorientina, la cual esta reportada en la especie Vitex polygama[62]
cham. y también brinda informacién sobre algunas actividades biologicas (como la actividad
insecticida de la isoorientina), asi como datos de resonancia magnética nuclear, que
pueden llegar a ser interesantes para la identificacibn de nuevos compuestos o

dereplicacion de compuestos por resonancia [11].
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Tabla 2-9 Compuestos principales de las FB de hojas y pericarpios.

e RT (min) Heramient Formula COSEN - .
PIC 1 M H] en Fre_lgmentos uny ade Tipo de CF_Class/ CANOPU,S molecular O ClA Especie-Parte vae'l
o COMPUESTO Experimen HPLC Principales max g licaci CE D 2 (Clase mas gerlDS 7 dereplica
tal - (miz) (hm) ereplicaci compuesto _Dparent especifica)’ (error en en cored presente cion®
MS/MS? 6né ppm) GNPS®
Organooxygen P. edulis var.
) 340; 294; ) GNPS/ Compuesto  Compounds/ N-  Cyanogenic ) ) ) flavicarpa (P); .
e 340.1043 322 188;161 SIRIUS glicosilado acyl-alpha- glycosides P. edulis var. edulis Nivel 3
hexosamines P)
. . 335; . Flavonoids/ .
2 Saponarin 593.1518 3.84 593’ 4:_31’ 270; GNPS/ Flavonoide 10 o 6igs-7.  Flavonoid-7- 1.97 0.95 -12.942  P. maliformis (L) Nivel 2
311; 297; 282 SIRIUS diglicosilado . O-glycosides
226 O-glycosides
340, GNPS/ Flavonoids/ Flavonoid-3-
3 Shaftoside 563.141 3.97 563; 383; 3563  270; SIRIUS/ Flavonoide Flavonoids-3- O-alvcosides 1.67 - -2.775 P. maliformis (P) Nivel 2
226 NuBBEpg O-glycosides gy
Literatura
447, 357, 349; [63)/ Flavonoide Flavonoids/ Flavonoid-8- P. edulis var
4 Isoorientin 447.0927 4.06 339; 327; 269; GNPS/ o Flavonoids-7- ) 0 0.94 -10.339 . . Nivel 2
297: 285 205 SIRIUS/ glicosilado O-glycosides C-glycosides flavicarpa (L,P)
NuBBEpg
A . . . Literatura .
Apigenin-6-C- 563f 473f 338: [18)/ Flavonoide Flavonplds/ Flavonoid-7- _ ) _
5 arabinosyl-7-O- 563.1406 4.2 401; 341; 270; GNPS/ licosilado Flavonoids-7- O-glvcosides 0.95 - - P. maliformis (L) Nivel 2
glucoside 311; 297; 282 222 SIRIUS 9 O-glycosides gy
6-[4,5-dihydroxy-6-
(hydroxymethyl)-3-
[(3,4,5-trihydroxy-6- . . . )
577; 487 310 . Flavonoids/ B .
methyloxan-2- ! ! ! GNPS/ Flavonoide - Flavonoid 8- P. edulis var. .
6 577.1667 4.27 457, 367; 273; S Flavonoids-7- . - - -28.796 . Nivel 2
yl)oxy]oxan-z-yl]-5,7- 337: 309 281 223 SIRIUS glicosilado O-glycosides C-glycosides flavicarpa (L,P)
dihydroxy-2-(4-
hydroxyphenyl)-4H-
chromen-4-one
Literatura ) }
335; . Flavonoids/ . P. quadrangularis
N ). ; . . ! [16])/ Flavonoide ‘e~ Flavonoid-7- ) ) .
7 vitexin-2"-O-glucoside 593.1525 4.44 593; 413; 293 22%% GNPS/ glicosilado I;I:jlvlozgg(sjgs O-glycosides 3.15 (LP) Nivel 2
SIRIUS i
Literatura :
. . 335; . Flavonoids/ . .
8  vitexin-2-O-xyloside 5631401 464 2054131 ogg: L6} Flavonoide ¢, onoids-7- ~ Flavonoid-7-— 45 g . P. quadrangularis ;|
311; 293 GNPS/ glicosilado . O-glycosides (L,P)
226 O-glycosides
SIRIUS
luteolin-4-O- . Literatura . .
o ducopyranosyl 8-C- ol eeo 4 651; 607: ggg: [22)/ Flavonoide Ff;f‘/‘é?}g?&‘s’sé Flavonoid-7- 123 ] P. tarminiana x P. Nivel 3
(6606 -acet ’ ' 489; 357; 327 . GNPS/ glicosilado ; O-glycosides ’ tripartita (P)
) 223 O-glycosides
glucopyranoside SIRIUS
. P. edulis var.
10 Vitexin 4310088  4.88 g8 00 '—'targ;l/”a Flavonoide (1180000 Flavonoid-8- o . 4793 flavicapa (L), Nivel 2
' ' 311, 283 . GNPS/ glicosilado ; C-glycosides ’ ’ ) .
226 O-glycosides P. maliformis (L)

SIRIUS
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N RT (min) Heramient Formula COSEN " .
[M-H] Fragmentos uv =« ; CANOPUS CSI:Fin . Nivel
PIC 1 3 en oY ade Tipo de CF_Class/ p molecular O Especie-Parte .
(@) SOl FUETE) Exp«f:lmen HPLC- Pnrz:ql/pz?les g:%x) dereplicaci compuesto CF_Dparent? églfcﬁfrgz; (error en en gceélrgf presente’ deéieéprigca
MS/MS? 6nd P ppm)  GNPS?®
637; 475; . -
! ! 327, . Flavonoids/ . P. tarminiana x P.
11 - 637.1755  4.94 457,439 500 GNPS/ - Flavonoide oo 00 niqs 0. Flavonoid-8- 2.2 - ; o Nivel 3
379; 337; 226 SIRIUS glicosilado lucuronides C-glycosides tripartita (L)
313; 295; 283 9
Literatura .
. 463; 301; 352, . Flavonoids/ - . .
12 Quercetin 3-O- 463.0885  5.05 300,271, 256, 14V Flavonoide 3- o e s Flavonoid-3- oy o) 0.99 - P.ligularis (L) Nivel 2
glucoside . GNPS/ O glicosilado ) O-glycosides
255; 151 229 O-glycosides
NuBBEpg
331; . Flavonoids/ .
797; 635; ! GNPS/ Flavonoide : Flavonoid-3- i ; .
13 - 797.2137 5.06 Lo 2609; v Flavonoids-3- . - - - P. maliformis (P)  Nivel 3
471; 327 223 SIRIUS glicosilado O-glycosides O-glycosides
Literatura .
. . 336; . Flavonoids/ - "
14 Isovitexin 4310079  5.12 431,341, o [3963) Flavonoide o007, Flavonoid-8- g g 092 -11.007 - edulisvar. Nivel 2
311; 283 GNPS/ glicosilado ) C-glycosides flavicarpa (L,P)
226 O-glycosides
SIRIUS
. ) 340; . Flavonoids/ e . .
15 - 417.0821 513 AT 357, o700 GNPS/ - Flavonoide o0 niqs 7. Flavonoid-8 - - - P. maliformis (L) Nivel 3
327; 298; 285 SIRIUS glicosilado . C-glycosides
227 O-glycosides
4 -nethoxyluteolin-6-C- 461; 371; 3465 Literatura Flavonoide Flavonoid C- P. tarminiana x P. .
16 . 461.1083 5.24 . 268; [22)/ o - . 1.3 - - . . Nivel 2
glucopyranoside 341; 298 glicosilado glycoside tripartita (L)
227 SIRIUS
N . 345; . . L
4 -nethoxyluteolin-8-C- 461; 371; ! Literatura Flavonoide P. tarminiana x P. .
& glucopyranoside 461.1083 5.38 341; 298 222% [22] glicosilado . - 1.3 - N tripartita (L) Nivel 2
. Organooxygen . .
. . 353; P. edulis var. edulis
18 - 4552131 542 495409, 556 gNps  Compuesto  Compounds/O- - Alkyl - - - Nivel 3
263; 161 299 glicosilado glycosyl glycosides P)
compounds
Literatura :
i . ann- | 393; . Flavonoids/ ) ) _
19 Quercetin 3-O - 5400880 547 202801800 o5 [18.14) Flavonoide 8- o onoigs 3. Flavonoid3- - oy 091 6973  P.ligularis(L)  Nivel 2
malonylglucoside 271;178; 151 GNPS/ O glicosilado ) O-glycosides
229 O-glycosides
SIRIUS
447; 327; . Literatura . ) Flavonoids/ e
20 Kaemferol $-0- 4470330 5.6 307,284, 0 [a314)  DWONOCeS pgyongigs g FVONOGS g, 0.99 . P_ligularis (LP)  Nivel 2
9 255; 227 GNPS 9 O-glycosides gy
P. edulis var.
433; 415; 348; Flavonoids/ . flavicarpa (L,P);
21 - 433;;1)325 5.76 397:379, 25024 - ComPUESI®  Flayonoids-0-  Fenole ; - b odulis var. edutis Nivel3
353; 329,299  5; 226 9 glucuronides gy : :
(P)
) Flavonoids/
22 - 4172126 586  417;371;327 L25 gypg  COMPUESIO  oingids3- erPene ; - ; P. maliformis (P)  Nivel 3
5; 216 glicosilado glycosides

O-glycosides
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RT (min)

. Heramient

Formula

COSEN

[M-H] Fragmentos uv n CANOPUS CSI:Fin - Nivel
e COMPUESTO? Experimen en Principales max Q d_e . T 22 CF Sems 2 (Clase mas melEEE © gerlDS PSS Pa7rte dereplica
(@) tal HPLC- (mz) (nm) dereplicaci compuesto CF_Dparent especifica)’ (error en en core® presente cion®
MS/MS? on® ppm) GNPS®
Literatura .
335; . Flavonoids/ .
o . 431; 288; ! [13,14)/ Flavonoide 7- e Flavonoid-7- B - " .
23  Apigenin 7-O-glucoside  431.0988 5.97 240: 211: 151 266; GNPS/ 0 glicosilado Flav0n0|d_s 3 O-glycosides 2.60 0.97 P. ligularis (L) Nivel 2
228 O-glycosides
SIRIUS
. A A Literatura .
Luteolin-8-C-( 6 6 & . . i 347; . Flavonoids/ . L
24 acetyl)- 489.1031 597 893S 327 oo [22) Flavonoide . )1oig-3-0-  Flavonoid-3- 164 - ; P. tarminiana x P. 01 5
. 299; 297 GNPS/ glicosilado - O-glycosides tripartita (L,P)
glucopyranoside 226 SIRIUS glycosides
4 -tnethoxyluteolin-6-C- 503; 443; 346; Literatura  Flavonoide P. tarminiana x P
25 66b6acetyl gl 5031183 6.19 428; 383; 265; [22] licosilado - - 2.39 - - .tri artita (L,P) ’ Nivel 2
e 241; 298 226 9 P :
. . 336; Flavonoids/ .
26 - 401.087 6.2 3119]583342’82 270; GNPS Flavonoide Flavonoids-7- Flalvgg;gie(sl- - - - P. maliformis (L) Nivel 3
' ' 223 O-glycosides gy
348: Organooxygen
) 469; 423; ! Compuesto  Compounds/ O- Alkyl ) ) ; P. edulis var. edulis .
20 469.2286 6.27 277, 161 2252% GNPS glicosilado glycosyl glycosides P) Nivel 3
compounds
Literatura ;
. ) 346; . _ Flavonoids/ .
28 Kaemferol-3-O- 489.1037 6.31 489’, 284, 254; [13.14)/  Flavonoide 3- . oigs 3. Flavonoid-3 6.44 - - P. ligularis (L,P) Nivel 2
(606dbacetil 255; 227 GNPS/ O glicosilado ) O-glycosides
228 O-glycosides
SIRIUS
Literatura )
A oA 489; 448; 346; . Flavonoids/ .
Kaemferol- 3-( 6 6 & ! : ! [13,14)/ Flavonoide 3- - Flavonoid-3- . ) .
29 B 533.0927 6.32 403; 285; 265; o Flavonoids-3- ) - 0.53 - - P. ligularis (L) Nivel 2
malonylglucoside) 255: 227 229 GNPS/ O glicosilado O-glycosides O-glycosides
SIRIUS
30 ) 433.113 6.52 gg? g%g 223724 GNPS/ Flavonoide F:ngggi?jlg-sc/)- C-glycosyl ) ) P. edulis var. Nivel 4
) 353:329: 299 5: 226 SIRIUS glicosilado glucuronides compunds flavicarpa (L,P)
348; . . . .
575; 411; ! Flavonoide ) Flavonoid-8- ) ) P. edulis var. edulis .
e ) 575.1409 6.58 301; 297; 285 22523 SIRIUS glicosilado C-glycosides L,P) Nivel 2
359 Literatura Carboxilic acids
Isoramnetin 3-O-( 6i6 565.1164 317; 302; ! [13,14)/ Flavonoide 3- and derivatives/ Flavonoid-3- ) ) . . .
e malonyl) glucoside (+)* 6.6 285; 231; 159 225258 GNPS/ O glicosilado Proline and O-glycosides 548 18.349 P ligularis (L) Nivel 2
SIRIUS derivarives
Apigenin-8-C ( 6 0 ¢ . ) 335; ; ; ini
33 acetyl)- 473.1087 6.61 473,. 413; 268 Literatura FIgvor)mde ) ) 0.42 ) P. ta_rmln_lana x P. Nivel 2
. 311; 283 [22] glicosilado tripartita (L)
glucopyranoside 226
4 -tnethoxyluteolin-6-C- 345; Literatura  Flavonoide P. tarminiana x P
34 8b6bacetyl gl 5031193 6.94 503; 341; 298 254, 22 licosilad - - 0.4 - - L ) Nivel 2
e 297 [22] glicosilado tripartita (L,P)
. . 335; Literatura )
35 Apigenin 260.0459  7.04 269,201, og6  [13,14) Flavona Flavonoids/ - omones 3.87 094 6703  P.ligularis (LP)  Nivel 2
159; 117 209 GNPS/ Flavones
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PIC By RTérrr]un) RELTEES LA Heraar;elent Tipo de CF_Class/ SIS nfglrer?:ﬂ:gr CO(S)SEN CEEAT Especie-Parte AT
a . M X . - ;
(0] ceulplEsIe Epr;'lmen HPLC- P”r(]rﬂ/‘;‘;lles ?P‘ﬁ]x) dereplicaci compuesto CF_Dparent? églf;f?;:; (error en en gceélgf presente’ deéieéprllizca
MS/MS? 6n3 p ppm)  GNPS®
SIRIUS/
NuBBEpg
305; Compuesto P. edulis var. edulis
36 - 561.1610 7.49 561; 253;179  267; - S - - 16.96 - ’ ’ Nivel 4
glicosilado (L)
222
469; 367; .
. . 409; . Flavonoids/ -
37 . 469.1700  7.56 22243 g0 gyps  Havonoide g onoigs-3-  Saccharolipid - : - P.ligularis (P)  Nivel 3
203; 163; 214 glicosilado O-alvcosides s
148; 125 oy
) . 305; . Flavonoids/ )
38 PR309185 4611002 779 L1929 267, GNPS %'a"l‘l’crg’s'ﬁae " Flavonoids 3 g'a‘l’oé‘é’s'?d;s 1.73 0.9 . P_ligularis (LP)  Nivel 2
' ’ 228 9 O-glycosides gy
861; 681;
. o 861.4849(+ 645; 501; ) Literatura . ) ) ) ; P. edulis var. edulis .
39 Ciclopassiflésido IX ) 8.21 483 465 [15] Saponina 0.12 ) Nivel 3
447; 437; 419
Literatura
L 243209,  304;  1314) Flavonoids/ o .
40 Crisin 253.0492 8.79 ey ) GNPS/ Flavona Isoflavones 14.72 - -5.75 P. ligularis (L,P) Nivel 2
243; 119; 107 267 SIRIUS/ Flavones
NuBBEpg
861; 681;
. o 861.4856 645; 501; Literatura . P. edulis var. edulis .
41 Ciclopassiflosido XI (+)* 9.09 483 465 - [15] Saponina - - 0.7 - - L Nivel 3
447; 419
Steroids and
steroids - P. quadrangularis
943.5274 601; 439; ) GNPS/ . A Curcubitacin ) ) .
42 - (+)* 9.52 421: 403: 383 SIRIUS Saponina derivatives/ glycosides L Nivel 3
Steroidal
glycosides
867; 827; . . .
43 Ciclopassiflosido Il 867(:;'§72 9.91 665; 499; - th(?;-aSt]ura Saponina - - 5.53 - - P. edulls(t)ar. edulis Nivel 3
485; 467; 343
Steroids and
943; 781, steroids o -
44 . 110(51)51797 9.92 601; 439 . ggﬁ% Saponina  derivatives/ Cﬂri‘gts"itdagé” - ; P. q“ad('f‘)”gu'a"s Nivel 3
421; 325; 163 Steroidal gy
glycosides
1-U- hidroxi-
qguadrangilosido A/ 1-b-  983.5229 983; 857; ) Literatura . ) ) ) P. quadrangularis .
45 hidroxi-quadrangilosido  (+)* 10.54 648.550; 439 [15] Saponina 0 ) Nivel 3
B
46 1-b-Quadrangulosido C 82%:;334 1122 821; 602; 422 L"ng]”ra Saponina . - 8.64 . P. q“ad(rf‘)”g“'a”s Nivel 3
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B RT (min) . Heramient Formula COSEN o .
PIC 1 [M'H] en Fre_agrr_]entos LA ade Tipo de CF_Class/ CANOPU,S molecular O AT Especie-Parte vae'l
COMPUESTO Experimen Principales max o 2 (Clase mas gerlDS 7 dereplica
O tal HPLC- (mlz) (nm) dereplicaci compuesto CF_Dparent especifica)* (error en en e presente S
MS/MS? ond ppm) GNPS®
. Steroids and
Literatura steroids
- 945.5453 765; 603; [15)/ . o Curcubitacin P. quadrangularis .
47 Quadrangulésido B (+)* 11.43 423 325 - GNPS/ Saponina derlvat_lves/ glycosides 3.17 - - ) Nivel 3
Steroidal
SIRIUS .
glycosides
Literatura Glycerophosph
. . 850.4946 . ) [13,14)/ . olipids/ Triterpene ) ) . ) .
48 Ligularoside C +) 11.72 366; 204 GNPS/ Saponina Macrolide saponins 1.02 P. ligularis (L) Nivel 3
SIRIUS lactams
936.4938 452; 204; ) ) . ) ) ) i ) . . .
49 - (+)* 12.01 168: 138 Saponina P. ligularis (L) Nivel 4
3-0O-b-D-glicopiranosil- Literatura Stgglrc(j)? dind
(1-2)-b-D- 781.3473 783; 619; ) [15)/ . S Triterpene ) ) P. quadrangularis .
= glicopirandsido del (+)* 12.08 601; 439; 421 GNPS/ Saponina dgrtglraotilgzls/ saponins 87.66 ()] Nivel 3
acido oleandlico SIRIUS glycosides
. Steroids and
Literatura steroids
51 QuadrangulésidoC 834889 1556 604441423 - [15/ Saponina  derivatives/ ~ |terpene 0 - ; P. quadrangularis ;0 5
(+) GNPS/ ; saponins (L)
Steroidal
SIRIUS ]
glycosides
Literatura Glycerophosph
. . 834.4992 . . ) [13,14)/ . olipids/ Triterpene ) ) . . .
52 Ligularoside B (+)* 13.49 366; 204; 138 GNPS/ Saponina Macrolide saponins 1.52 P. ligularis (L) Nivel 3
SIRIUS lactams

*|6n pseudomolecular detectado en modo de ionizacion positivo [M+H]

1 Los nombres de los compuestos identificados fueron anotados en el idioma de la fuente donde se encontré, para facilitar su blsqueda

2 Tiempo de retencion obtenido por LC-MS/MS

3 Fuente de la informacion de dereplicacion utilizada (identificacion, clasificacion quimica)

“Clasificacion quimica encontrada en SIRIUS. Esta fue tomada en el nivel mas especifico determinado.

SFactor de similitud generado por GNPS, dado entre 0 y 1, donde valores cercanos a 1 sefialan mayor similitud de los patrones de fragmentacién con el compuesto encontrado
en literatura.

6Factor de similitud generado por SIRIUS, donde valores mas cercanos a 0 indican mayor similitud de los patrones de fragmentacion.

"L:Hojas (Leaves); P: Pericarpios (Pericarps)

8Nivel de dereplicacién basado en lo establecido en la Figura 2.20.
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Identificaciébn de compuestos en pericarpios de Passiflora

Las FB de pericarpios también se analizaron por HPLC-MS/MS, pese a que la abundancia
de los compuestos es muy inferior a la obtenidas para las hojas. La cantidad de compuestos
dereplicados correspondié a un total de 24 compuestos, de los cuales se logro la
identificacion de 16 de ellos. Es importante mencionar que los pericarpios son una de las
partes menos estudiadas a nivel de composicion quimica de las Passifloras. Estos residuos
de cosecha han sido utilizados para la extraccion de compuestos poliméricos como la
pectina, un agente viscosante en diferentes industrias [34,35,64], asi como para la
obtencidn de harinas con pericarpios provenientes de maracuya (P. edulis var. flavicarpa)
para su uso en la industria alimenticia [65]. Las redes moleculares de estos extractos de
pericarpios mostraron la presencia de fendlicos glicosilados, particularmente los flavonoides
glicosilados, los cuales se encuentran en baja proporcion en estos extractos. Dentro de los
compuestos identificados no se encontraron saponinas en ninguna de las especies, las

cuales si fueron detectadas e identificadas en el perfilado de las hojas.

En la Figura 2-24 se observan los cromatogramas de las FB con los compuestos
identificados enumerados, los cuales fueron agrupados en la Tabla 2-9 junto con los
compuestos dereplicados a las FB de hojas. Dentro de los compuestos dereplicados se
observa que, en algunos casos, como el caso de granadilla (P. ligularis), los compuestos
encontrados corresponden a flavonoides 3-O-glicosidados, que coinciden con los
predominantes en las FB de las hojas de esta especie. Las especies que lograron mayor
identificacion de compuestos son las especies con mayor abundancia y diversidad de
flavonoides en sus hojas, siendo estas P. liguraris, P. edulis var. flavicarpa y P. tarminiana
x P. tripartita, de los cuales algunos de ellos se encuentran presentes en sus FB de
pericarpios, como ya ha sido reportado en otras investigaciones [63]. De igual forma,
algunos de los compuestos dereplicados para las tres especies mencionadas ya han sido
previamente reportados para extractos polares de pericarpios, como es el caso de
maracuya (P. edulis var. flavicarpa), donde ya se ha reportado la presencia de isoorientina
e isovitexina [63,66,67].

Por otra parte, para las FB de los pericarpios de cholupa (P. maliformis) se evidencio que
los compuestos identificados difieren a los encontrados en los extractos de hojas y los

compuestos encontrados no han sido reportados en la literatura, donde solo se han
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reportado tamizajes fitoquimicos, en los cuales se ha reportado presencia de flavonoides y
otros compuestos fendlicos [68]. Sin embargo, aunque su dereplicacion fue menor
comparado a las otras especies evaluadas, se logré la deteccion y/o identificacion de

algunos flavonoides diferentes como es el shaftosido (pico identificado como 3).
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Figura 2-24 Cromatogramas de FB de los pericarpios con la numeracion los compuestos identificados. En todos los casos se

muestran dos cromatogramas, el primero (A) Registrado a 340nm, y el segundo(B) Registrado por detector ELSD. Las especies
estudiadas corresponden a cromatogramas de FB de pericarpios con la numeracién de los compuestos identificados. (A) Registrado
a 340nm (B) Registrado por detector ELSD. i.) P. edulis var. flavicarpa (Maracuyd); ii.) P. tarminiana x P. tripartita (Curuba); iii.) P.

maliformis (Cholupa); iv.) P. quadrangularis (Badea); v.) P. edulis var. edulis (Gulupa); vi.) P. ligularis (Granadilla).



76 Perfilado quimico de extractos de subproductos de Passifloras comerciales y
propuesta preliminar de una formulacion con actividad fotoprotectora

Identificacién de compuestos en semillas de Passiflora

Los cromatogramas de los EH de las semillas evaluadas se muestran en la Figura 2-26. La
dereplicacibn de los compuestos abundantes fue alta, encontrando un total de 22
compuestos en las seis especies evaluadas, los cuales se encuentran reportados en la
Tabla 2-10. De estos EH se puede resaltar que cuentan principalmente con compuestos
tipo estilbenoides (Figura 2-25), a excepcion de las semillas de P. tarminiana x P. tripartita,
cuyos compuestos no pudieron ser dereplicados. Los compuestos estilbenoides méas
abundantes fueron dereplicados en GNPS como piceatanol y trans-resveratrol (S1 y S3).
Los estilbenoides minoritarios se identificaron como dimeros y trimeros de los dos
compuestos ya mencionados [69]. La dereplicacién de éstos se hizo manualmente por
comparacion con los datos reportados por Pan et al., quienes realizaron el aislamiento y
purificacién de estos compuestos a partir de semillas de P. edulis var. flavicarpa [17]. En
cuanto a la informacién recopilada por NuBBEps se logré la dereplicacion de cinco
compuestos, de los cuales es importante resaltar el piceatanol, siendo el compuesto con
abundancia en las semillas, que ha sido reportado en la especie Centrolobium robustum
[70].

OH \
Ol

" Granadilla, gulupa,
maracuya, cholupay

badea.
HO l ]

soliquiritigenina
Curuba

Figura 2-25. Compuestos tipo estilbenos identificados en las especies de Passiflora
evaluadas.

Ademas de estilbenoides, en los EH de las semillas se observa gran diversidad de
compuestos tipo flavonoide, y chalcona, entre otros. La distribucién de estos compuestos
no se mantiene de una especie a otra, siendo importante mencionar que las semillas de P.

quadrangularis son la que presentan mayor diversidad en estos compuestos minoritarios.
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En cuanto al EH de semillas de P. tarminiana x P. tripartita presenta un perfil quimico muy
distinto a los extractos de las demas especies, tal vez por ser la Unica representante del
Tacsonia dentro de las especies estudiadas. Para estas semillas no se identifico la
presencia de compuestos tipo estilbenoide, y tienen mayor abundancia los compuestos tipo
chalcona y flavonoide, de los cuales algunos lograron un nivel 2 de dereplicacion,
identificando compuestos como la isoloquiritigenina y la catequina. Sin embargo, la gran
mayoria de compuestos identificados para esta especie no han sido reportados en literatura
y solo se logré un nivel de dereplicacion de niveles 4 y en algunos casos 3, gracias a las
herramientas de clasificacion del GNPS y SIRIUS. En cualquier caso, esta fruta, Curuba,
debe ser estudiada con mayor profundidad en otras investigaciones.
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Figura 2-26. Cromatogramas de EH de las semillas con la numeracion los compuestos identificados (se antepone la letra S, para
semillas). En todos los casos se muestran dos cromatogramas, el primero (A) Registrado a 340nm, y el segundo(B) Registrado por
detector ELSD. Las especies estudiadas corresponden a: i.) P. edulis var. flavicarpa (maracuyd); ii.) P. tarminiana x P. tripartita
(curuba); iii.) P. maliformis (cholupa); iv.) P. quadrangularis (badea); v.) P. edulis var. edulis (gulupa); vi.) P. ligularis (granadilla).
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Tabla 2-10 Compuestos principales de los EH de semillas. RT: Tiempo de retencién registrado en HPLC-MS/MS.

L RT (min) F’a%r:em UV o Tino de CF Class/  CANOPUS m':glgzu::r COSEN  CSI:Fin Ecoecie-Parte Nivel
PICO COMPUESTO?! E ! - I- tal en HPLC- Erfineioel max d I'I o 'p ¢ CF_Dparent  (Clase mas u Oen gerlDSc pecie- t dereplicaci
Xperimenta MS/MS2 rincipale (nm) ereplicacion compuesto 2 especifica)“ (error en GNPS5 oreb presente on?
s (M/z) ppm)
Linear 1,3-
289; 245; 350; GNPS/ Hidroxichalco diarylpropa P. tarminiana x P.
S1 Catechin 289.0717 2.98 203; 137, 281; SIRIUS/ na noids/2'- Chatechins 1.73 0.96 -8.35 tripartita Nivel 2
125; 109 226 NuBBEpg Hydroxycha p
Icones
P. edulis var.
flavicarpa;
Literatura P. edulis var.
205 201 322 [17,30)/ Psoralens/ edulis;
S2 Piceatannol 243.0668 5.27 175’_ 159’ 228; GNPS/ Estilbenoide  Coumarins  Stilbenes 4.65 0.88 -3.97 _ ) Nivel 2
’ 193 SIRIUS/ and der P. maliformis;
NuBBEps P. ligularis;
P. quadrangularis
Flavonoids/
. . . 2- . P. maliformis;
S3 - 435.1297 5.92 389; 257, 320, GNPS/SIRIU Flavonoide  arylbenzofu Stllbgne - - - Nivel 3
241 230 S ran glycosides P. quadrangularis
flavonoids
. . . Tetrahydrof ) )
s4 - 433.1304 2g 433403 350; SIRIUS - - uran - . - P. ligularis Nivel 3
329 220 )
lignans
271, 207, 399 P. edulis var
S5 - 271.0978 6.42 143 115 22%)?5 SIRIUS Estilbenoide - Stilbenes - - - flavicarpa Nivel 3
299; 284; 350; GNPS/ 3-0- P. tarminiana x P.
S6 Geraldol 299.0557 6.45 255; 227, 310; SIRIUS - - methylated 0.67 54.42 trivartita Nivel 2
148 218 flavonoids p
P. edulis var.
Literatura Psoralens/ dﬂeI‘_Vicarpad y
Trans- 227;185;  306; [17,30)/ : : : ' } P. edulis var. edulis .
S7 Resveratrol 227.0714 6.73 143 193 GNPS/ Estilbenoide  Coumarins Stilbenes 2.64 0.94 3.48 P. maliformis Nivel 2
and der .
SIRIUS o
P. ligularis
. . 390; . .
283; 255; 370 GNPS/ Isoflavonoi P. tarminiana x P.
S8 - 283.0248 6.97 227; 161; 3101 SIRIUS Flavonoide d/Coumest  Xanthones - - - . . Nivel 3
134 ; an tripartita

227
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[M-H]- 0 (i) Fra%r:ent vy & Heramienta de Tipo de = ClEss) GANCIPUE nfglgrzﬁ::r COBEN sl Especie-Parte HIvE:
PICO COMPUESTO! E . tal en HPLC- Erfineioel max d i o 2 ¢ CF_Dparent (Clase mas Oen gerIDSc P t dereplicaci
Xperimenta MS/MS2 rincipale (nm) ereplicacion compuesto 2 especifica)“ (error en GNPS5 oreb presente on?
s (M/z) ppm)
Cyperusphen 721,611, 386 Literatura 8- P. edulis var
sg  Yperusp 727.1830 7.08 495: 375, 281 Estilbenoide - hydroxyflav ~ 1.93 - - - eal ' Nivel 2
olB [17,69] ) flavicarpa
241 191 onoids
P. edulis var.
3 flavicarpa
. . 485; 375; 328,25 Literatura ) . - P. edulis var. edulis .
S10  Scircupsin B 485.1241 7.17 g ' T Estilbenoide - hydroxyflav 1.03 - - Nivel 2
P 243,109 9,207  [17,69] s P. maliformis
P. ligularis
Flavonoids/ 2.
2-
631; 499; 326; GNPS/ . arylbenzofu - .
S11 - 677.1875 7.23 211 229 SIRIUS Flavonoide arylbrigzofu ran - - - P. quadrangularis Nivel 3
. flavonoids
flavonoids
Linear 1,3-
7,3,4- . . 393; GNPS/ diarylpropa ) ) )
S12  Trihydroxyfla 269.0453 7.33 2691'32313' 258,21 SIRIUS/ Flavona noids/2-  Fmay 1.23 0.89 . P.edulis var. edulis  Njvel 2
vone 0 NuBBEpg Hydroxycha
Icones
316: Coumarins
Isorhapontige 257; 241; ! GNPS/ . . and d/ . - . .
S13 nin 257.0816 7.52 213 22%31 SIRIUS Estilbenoide Benzoxepin Stilbenes 0.89 0.89 30.25 P. quadrangularis Nivel 2
es
Cvperusohen 725; 617, 325; Benzoic . )
S14 yperusp 725.1641 7.52 493;361; 260; Literatura[17] Estilbenoide - acids and 2.48 - - P. maliformis Nivel 2
olD A
240 212 derivatives
493; 447, 328
S15 - 493.2277 7.58 ' ' 300; - - - - - - - P. edulis var. edulis Nivel 4
101
228
. . 330;
S16 - 507.2427 7.81 507; 461, 309; - - - - - - - P. edulis var. edulis Nivel 4
315
223
2.
. . . arylbenzofu . . P. maliformis;
S17 - 515.1340 8.07 469, 385, 324, GNPS/ Flavonoide ran ollgomerlc - - - P. edulis var. Nivel 3
241 228 SIRIUS . stibenes h
flavonoids/ flavicarpa
Flavonoids
271;253; 330,
S18 - 271.0578 8.15 227’, 209’ 228; SIRIUS - - Resorcinols - - - P. maliformis Nivel 3
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. Fragment Férmula e .
RT uv . ) CF_Class/ CANOPUS COSEN  CSI:F ' Nivel
PICO COMPUESTO! [Mshils en H(gllirg:) oS max ° hieramientalde o el CF Bp:rsesnt (Clase méas e ELLEL Oen gerIDg:: SIS deregllscaci
Experimental MS/MS? Principale dereplicacion?® compuesto - . <, (erroren 5 & presente e
(nm) 2 especifica) GNPS ore 6n
s (M/z) ppm)
. . 332; . -
s19 - 773.1795 g4 (206171 559, - - - - - - - P. maliformis; Nivel 4
495 201 P. ligularis
Isoliquiritigeni 269; 253; 346; 2'hydroxych - P. tarminiana x P
S20 n 4-Methyl 269.0817 8.35 2’25 ' 230; SIRIUS - - 3{ Y 1.23 - 50.44 : A ' Nivel 2
Ether 212 alcones . tripartita
Linear 1,3- P. edulis var
271; 253; GNPS/ . . diarylpropa ., ' ; )
- ! ! 380; Hidroxichalco ’ , 2'hydroxych - edulis; .
S21 Narigerin 271.0608 8.71 227, 209; 217 SIRIUS/ ha noids/2'- alcones 0.85 - 4234  P.tarminiana x P. Nivel 2
143 NuBBEps Hydroxycha L
lcones tripartita
Linear 1,3- .
Isoliquiritigeni 255; 135; 367 GNPS/'S Hidroxichalco diarylpropa 4- - > ee?ilﬂlliss;'var.
S22 q " 9 255.0658 1025 Y57 237 IRIUS/ e noids/2-  hydroxycha  0.51 095 1905 P tarminianax P Nivel 2
212 NuBBEpg Hydroxycha Icones ' ’ P '
lcones tripartita

1 Los nombres de los compuestos identificados fueron anotados en el idioma de la fuente donde se encontré, para facilitar su bisqueda.

2 Tiempo de retencion obtenido por LC-MS/MS.

3 Fuente de la informacion de dereplicacion utilizada (identificacion, clasificacién quimica).

4 Clasificacion quimica encontrada en SIRIUS. Esta fue tomada en el nivel mas especifico determinado.

5 Factor de similitud generado por GNPS, dado entre 0 y 1, donde valores cercanos a 1 sefialan mayor similitud de los patrones de fragmentacion con el compuesto encontrado
en literatura.

6 Factor de similitud generado por SIRIUS, donde valores mas cercanos a 0 indican mayor similitud de los patrones de fragmentacion.

"Nivel de dereplicacion basado en lo establecido en la Figura 2.20.
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2.5 Conclusiones

Se establecié una metodologia por HPLC-DAD/ELSD y HPLC-MS/MS para el analisis de
extractos polares (EA, EH y FB) de las hojas, pericarpios y semillas de especies de
Passiflora cultivadas en Colombia. El perfilado preliminar realizado por HPLC-DAD/ELSD
permitié establecer que los diferentes tipos de extractos obtenidos (hojas y pericarpios:
EA, EH y FB; semillas: EA y EH) presentaron el mismo perfil cromatogréfico para una
misma especie/drgano, difiriendo solo en la abundancia de las sefiales. Se seleccionaron
los extractos més enriquecidos para el perfilado por HPLC-MS/MS siendo las fracciones
butandlicas (FB) de las hojas y pericarpios, abundantes en compuestos aromaticos y
saponinas, y los EH de semillas, ricos en compuestos aromaticos y acidos grasos; estos
presentaron un perfil cromatografico similar entre las diferentes especies, salvo para

curuba cuyo extracto es muy diferente a todas las demas.

El perfilado preliminar por RMN evidencié que las FB de hojas contienen compuestos
aromaticos tipo flavonoide, grasas y azucares mientras que, para los pericarpios se da
una predominancia de compuestos tipo azucares. En los EH de semillas se observo la

presencia mayoritaria de algunas grasas, asi como de compuestos aromaticos.

El andlisis por GC-FID, permitié la caracterizacion de los acidos grados presentes en las
semillas, donde el perfil de acidos grasos es igual para todas las especies evaluadas,
siendo el &cido linoleico el mas abundante. El Unico perfil que presenta diferencias es el
de P. quadrangularis con dos acidos grasos adicionales, el &cido miristico y un &cido graso

insaturado.

En el perfilado fitoquimico de las FB de hojas y pericarpios, mediante HPLC-MS/MS, a
través de la combinacion de diferentes herramientas brindadas por el GNPS, asi como la
recopilacién de investigaciones ya realizadas, se logré la visualizacién del espacio quimico
de estos extractos; este se realizé por medio del andlisis de los clusters principales de las
redes moleculares, evidenciando la diversidad de compuestos presentes en las FB
estudiadas. Se observé una gran diversidad de compuestos tipo flavonoide en las FB de
hojas y pericarpios, y en las FB de hojas se observd también la predominancia de
compuestos tipo saponina que difieren en gran medida entre las especies evaluadas. De
igual forma se observaron gran variedad de compuestos asociados a los érganos

(matrices) de partida. En la dereplicacion, se logro la deteccién de 52 compuestos paras
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las FB de hojas y pericarpios, donde se logré la deteccibn de 31 compuestos tipo
flavonoide y la identificacion de 27 de ellos, asi como la deteccién de 16 compuestos tipo
saponina y la identificacion de 10 de ellos; estos compuestos corresponden a los

componentes principales de los extractos analizados.

En el caso de los EH de semillas, los clusters principales permitieron evidenciar que los
estilbenoides se encuentran presentes en todas las especies a excepcion de la curuba (P.
tarminiana x P. tripartita), y que la mayoria de los grupos de compuestos presentes en las
semillas son muy similares a excepcion de la especie ya mencionada. En la dereplicacion
se logré la deteccion de 22 compuestos, de los cuales se logré la identificacion de
compuestos tipo estilbenos siendo tres compuestos (Piceatanol, trans-resveratrol y
scircupsin B) los mas abundantes en todas las especies, a excepcién de la curuba, donde
se observa la ausencia de estilbenos y la predominancia de compuestos tipo chalconas.
Adicionalmente, se observo que las semillas presentan gran diversidad en los compuestos
menos abundantes, como flavonoides que son exclusivos para cada una de las especies
y de los cuales se logré una baja identificacion de compuestos reportados, por lo que

presentan un area de investigacion futura.

Finalmente, el perfilado quimico realizado, hizo evidente la importancia de hacer uso de
diferentes herramientas y fuentes de informacién de manera paralela, como se realiz6 en
esta investigacion (GNPS, SIRIUS, NuBBEpg Y literatura) que permitan la identificacién de
los compuestos encontrados en los extractos (mezclas complejas), ya que en algunos
casos la informacién encontrada en literatura no se encuentra compilada en las bases de
datos usadas por estos motores de busqueda o es necesario la corroboracion de la

informacion encontrada en los mismos.
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2.8 Anexos

Anexo 2-1 Lista de extractos trabajados y rendimiento del extracto obtenido. EA: Extracto
acuoso; EH: Extracto hidroetandlico; FB: Fraccion butanélica; R: Rendimiento.

ESPECIE PARTE EXTRACTO| CODIGO %R
EA GRHO02A 17.0
HOJAS EH GRHO1H 15.0
FB GRHO1B 3.3
P. ligularis EA GRPO1A 10.0
(Granadilla) | PERICARPIOS EH GRPO1H 57
FB GRP01B 1.4
SEMILLAS EA GRS01A 3.6
EH GRSO01H 4.5
EA GUHO03A 6.1
HOJAS EH GUHO3H 11.0
FB GUHO03B 0.8
P. edulis var. EA GUPO2A 3.3
edulis (Gulupa) | PERICARPIOS EH GUPO2H 8.0
FB GUP02B 1.4
SEMILLAS EA GUSO01A 2.5
EH GUSO1H 2.0
EA MAHO1A 4.5
HOJAS EH MAHO1H 5.6
FB MAHO03B 1.5
P%|Z?/lij<l§r;§r' EA MAPO1A 6.8
(Maracuya) | PERICARPIOS EH MAPO1H 8.5
FB MAPO1B 0.5
SEMILLAS EA MASO01A 2.0
EH MASO1H 2.3
EA BAHO1A 25.9
HOJAS EH BAHO1H 21.5
FB BAHO01B 2.3
quadraFr:.guIaris EA BAPO1A 115
(Badea) PERICARPIOS EH BAPO1H 14.8
FB BAP01B 1.5
SEMILLAS EA BASO1A 6.2
EH BASO1H 3.3
EA CHHO1A 10
P. maliformis HOJAS EH CHHO1H 7.22
(Cholupa) FB CHHO1B 3

PERICARPIOS EA CHPO1A 11.3
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ESPECIE PARTE | EXTRACTO| CODIGO %R

EH CHPO1H 12.1

FB CHPO2B 45

SEMILLAS EA CHSO1A 2.1

EH CHSO1H 2.5

EA CUHO1A 10.4

HOJAS EH CUHO1H 9.5

FB CUH03B 1.2

P. tarmlnlgnax EA CUPO1A 125
P. tripartita

(Curuba) | PERICARPIOS EH CUPO1H 10.1

FB CUPO1B 1.2

SEMILLAS EA CUSO1A 1.3

EH CUSO1H 1.6

Anexo 2-2 Pardametros establecidos en el procesamiento de las muestras de HPLC-
MS/MS en el software Mzmine.

No. EXPERIMENTO HOJASNEG2-B | HOJASPOS2-B PERINEG2-B SEMINEG1-B
Mass Detection (centroid)
Noise level MS1 2.00E+03 4.00E+02 1.00E+03 1.00E+03
Noise level MS2 1.00E+02 4.00E+01 5.00E+01 5.00E+01
Chromatogram ADAP builder
Min group size in # of 4 4 4 4
scans
Group intensity threshold 2.00E+03 4.00E+02 1.00E+03 1.00E+03
Min highest intensity 2.00E+04 4,00E+03 1.00E+04 1.00E+04

Scan to scan accuracy
(m/z)

0.002 o0 10ppm

0.002 o 10ppm

0.002 o0 10ppm

0.002 o0 10ppm

Local minimun resolver

MS/MS Scan pairing
RT Tolerance
MS1 to MS2 tolerance
Limit by RT edges

0.2/0.1-10/1%

0.2/0.1-10/1%

0.2/0.1-10/1%

0.2/0.1-10/1%

Chromatographic
threshold

90%

90%

90%

90%

(min)

Minimun search range RT 0.05 0.05 0.05 0.05
Minimum relative height 0 0 0 0
Minimum absolute height 2.00E+04 4.00E+03 1.00E+04 1.00E+04
Min ratio of peak top/edge 14 14 1.3 1.6
Peak duration range 0.01-3 0.01-3 0.01-3 0.01-3
Min # of data point 4 4 4 4
Isotope Filter
m/z tolerance 0.01 o0 10ppm 0.01 o0 10ppm 0.01 o0 10ppm 0.01 o0 10ppm
Retention time tolerance 0.03 0.03 0.03 0.03
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Maximum charge 3 3 3 3
Monotopic shape Sl Sl Sl Sl
Never remove feature with S| S| S| S|

MS2

Representative isotope

MOST INTENSE

MOST INTENSE

MOST INTENSE

MOST INTENSE

Join aligner

m/z tolerance

0.004 o0 10ppm

0.003 o0 10ppm

0.003 0 10ppm

0.003 0 10ppm

RT tolerance 0.03/0.2 0.03/0.1 0.03/0.08 0.03/0.4
Weight m/z 3 3 3 3
Weight for RT 1 1 1 1
Compare isotope pattern
Isotope m/z tolerance S1/0.0001 o S1/0.0001 o S1/0.0001 o S1/0.0001 o
Minimum absolute intensity | 5ppm/5E0/ 70% | 5ppm/5E0/ 70% | 5ppm/5E0/ 70% | S5ppm/5E0/ 70%
Minimum score
Feature list rows filters (Procesamiento triplicados)
Minimum features in a row 2 2 2 2
Metacorrelate
RT tolerance 0.05 0.05 0.05 0.05
Min height 0 0 0 0
Intensity correlation 2.00E+03 4.00E+02 1.00E+03 1.00E+03
threshold
5/2/PEARSON/85 | 5/2/PEARSON/85 | 5/2/PEARSON/85 | 5/2/PEARSON/85

Correlation grouping

%

%

%

%

lon identify networking

m/z tolerance

0.0015 o 5ppm

0.0015 o 5ppm

0.0015 o 5ppm

0.0015 o 5ppm

Min height

0

0

0

0

lon identity
library/Maximun charge

Sl

Sl

Sl

SI
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3.1 Resumen

En los dltimos afios, la blisqueda de compuestos fotoprotectores de origen natural ha
cobrado mayor relevancia debido a la necesidad de sustituir los filtros solares comerciales
por alternativas més seguras y ambientalmente sostenibles. En este contexto, los
subproductos agroindustriales, como los residuos generados por el cultivo de especies
comerciales de Passiflora en Colombia, representan una fuente prometedora de moléculas
bioactivas para la industria cosmética, enmarcadas dentro del concepto de upcycling. Estos
residuos, que incluyen hojas, cascaras y semillas, son ricos en compuestos fendlicos con
potencial actividad fotoprotectora. Este capitulo se centra en la priorizacién del extracto mas
prometedor, obtenido a partir de los residuos de cosecha de seis especies de Passiflora,
evaluando su actividad fotoprotectora, perfil quimico y rendimiento, con el propésito de

seleccionarlo por su potencial aplicacion en formulaciones cosméticas.

Inicialmente se llevd a cabo un screening de la actividad fotoprotectora mediante la
medicion del espectro de absorcion UV en microplacas de 96 pozos para los 48 extractos
obtenidos, a saber, para las seis especies evaluadas: extractos acuoso (EA), hidroetandlico
(EH) y fraccién butandlica (FB) de hojas y pericarpios; asi como EA y EH de semillas. Los

resultados indicaron que los extractos con mayor actividad correspondieron a EH de
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semillas, FB de hojas y una FB de pericarpios. Se seleccionaron los diez extractos con
mayor actividad, a los que se les evalu6 su capacidad de fotoproteccion en las regiones
UVB y UVA mediante espectrometria en celda. Posteriormente, se aplicé un método de
analisis jerarquico (AHP, Analytic Hierarchy Process) para la seleccion del extracto mas
prometedor usando como criterios: rendimiento, disponibilidad del material vegetal,
estudios ya realizados, fotoproteccion (UVB y UVA), perfilado quimico e innovacién. Se
hicieron comparaciones pareadas y se le dieron diferentes pesos a cada uno de los criterios.
Lo anterior permitié priorizar al EH de semillas de cholupa (Passiflora maliformis) como el
candidato mas adecuado para su uso como ingrediente activo fotoprotector en
formulaciones cosméticas, seguido del EH de semillas de maracuya (P. edulis var
flavicarpa) y la FB de hojas de cholupa. Cabe resaltar que la aplicacion del AHP en este
tipo de investigaciones representa un enfoque novedoso para la toma de decisiones en la
seleccién de extractos vegetales con aplicaciones en diferentes sectores.

3.2 Introduccidn

En los Ultimos afos, el interés en la busqueda de compuestos fotoprotectores ha
aumentado significativamente debido a los problemas de inestabilidad y toxicidad asociados
con algunos filtros quimicos utilizados en la actualidad. En este contexto, los compuestos
derivados de fuentes naturales han emergido como una alternativa viable y ampliamente
aceptada en el desarrollo de fotoprotectores [1]. Diversos metabolitos de origen natural han
sido relacionados con esta actividad, destacandose especialmente los compuestos
fendlicos, como los flavonoides, los acidos fendlicos y los polifenoles. Ademas de su
capacidad fotoprotectora, estos productos naturales presentan propiedades antioxidantes
y antiinflamatorias, lo que contribuye a mitigar los dafios cutaneos inducidos por la radiacién
solar [27 4].

En el uso de los recursos naturales es fundamental considerar el impacto ambiental
asociado con su explotacion a gran escala por parte de la industria. Este desafio, conocido
como el problema del suministro (supply), plantea la necesidad de enfoques sostenibles en
la obtencidn de estos compuestos [51 7]. La priorizaciéon del uso de fuentes sostenibles bajo
el concepto de upcycling, promueve la valorizacién de subproductos de diversas industrias
agricolas para su aprovechamiento en sectores emergentes, como la industria cosmética,

siendo un ejemplo de economia circular [87 10]. Los residuos agroindustriales representan
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una materia prima particularmente atractiva debido a su bajo costo, alta disponibilidad y
potencial para generar valor agregado. Su aprovechamiento no sélo contribuye a la
reduccién de los costos asociados con su disposicion final, sino que también disminuye el
impacto ambiental derivado de su gestién, al tiempo que genera beneficios econémicos

para los campesinos y las empresas productoras [11,12].

En Colombia, el cultivo de Passiflora abarca seis especies altamente productivas: maracuya
(P. edulis var. flavicarpa), gulupa (P. edulis var. edulis), granadilla (P. ligularis), curuba (P.
tarminiana y P. tripartita), cholupa (P. maliformis) y badea (P. quadrangularis) [13]. Durante
el proceso de cultivo y aprovechamiento de estos frutales, se genera una cantidad
significativa de residuos agroindustriales, entre los que se incluyen hojas, cascaras y
semillas, los cuales podrian ser valorizados para distintos fines industriales [14]. En
términos de composicion, la cascara representa aproximadamente el 50% del peso del
fruto, mientras que las semillas constituyen alrededor del 10%. Por su parte, el jugo, que es
la fraccion principal aprovechada en la industria alimentaria, corresponde al 30-40%. En
consecuencia, se estima que entre el 60% y el 70% del total del fruto es descartado como
residuo, lo que resalta la necesidad de estrategias para su aprovechamiento sostenible
[15,16].

En este contexto, el objetivo de este capitulo es evaluar la actividad fotoprotectora de los
extractos polares, ricos en compuestos fendlicos, como se mencion6 en el Capitulo 2,
obtenidos a partir de subproductos de seis especies comerciales de Passiflora en Colombia.
Asimismo, se busca priorizar el extracto mas prometedor para el desarrollo de un producto
fotoprotector, mediante un analisis integral que contemple el perfil quimico, la actividad
fotoprotectora, el rendimiento y otros criterios relevantes, como la disponibilidad del material

vegetal, los estudios disponibles y la innovacién.

3.3 Metodologia

3.3.1 Materiales y métodos

Para la evaluacion de la actividad fotoprotectora in vitro se empled etanol grado
espectroscopico (Uvasol®). Para el andlisis preliminar en placa de 96 pozos se utilizd un
lector de microplacas Thermo Fischer Scientific Inc VARIOSLANE LUX y se utilizaron

placas de 96 pozos transparentes al UV (Corning®). Por otra parte, para el analisis UV en
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celda se utiliz6 un espectofotémetro Shimadzu UV-1800, y una celda de cuarzo de 1 cm de
paso.

3.3.2 Evaluacién actividad fotoprotectora in vitro

Screening preliminar i Estimacion del factor de proteccion solar (FPS)

Inicialmente, la actividad fotoprotectora de los extractos polares de Passiflora, los cuales se
encuentran codificados tal como se muestra en la Tabla 3-1, se estimé mediante una

metodologia basada en la descrita por Mansur, con algunas modificaciones [17].

Tabla 3-1 Extractos polares de Passiflora evaluados

ESPECIE PARTE EXTRACTO CcODIGO

EA GRHO2A

HOJAS EH GRHO1H

FB GRHO1B

P. ligularis EA GRPO1A

(Granadilla) | PERICARPIOS EH GRPO1H

FB GRPO0O1B

SEMILLAS EA GRSO1A

EH GRSO01H

EA GUHO3A

HOJAS EH GUHO3H

FB GUHO3B

P. eduI|§ var. EA GUPO2A

edulis

(Gulupa) PERICARPIOS EH GUPO2H

FB GUP02B

SEMILLAS EA GUSO1A

EH GUSO1H

EA MAHO1A

HOJAS EH MAHO1H

FB MAHO3B

P. edglls var. EA MAPO1A
flavicarpa

(Maracuya) PERICARPIOS EH MAPO1H

FB MAP01B

SEMILLAS EA MASO1A

EH MASO1H

P EA BAHO1A

quadrangularis HOJAS EH BAHO1H

(Badea)
FB BAHO1B




Capitulo 3 99

EA BAPO1A

PERICARPIOS EH BAPO1H

FB BAPO1B

SEMILLAS EA BASO01A

EH BASO1H

EA CHHO1A

HOJAS EH CHHO1H

FB CHHO1B

P. maliformis EA CHPO1A
(Cholupa) PERICARPIOS EH CHPO1H
FB CHP02B

SEMILLAS EA CHSO01A

EH CHSO01H

EA CUHO1A

HOJAS EH CUHO1H

o FB CUHO03B

" aminana cn | cupoun
(Curuba) | PERICARPIOS EH CUPO1H
FB CUP01B

SEMILLAS EA CUSO01A

EH CUSO01H

Para ello, se prepararon soluciones stock de cada extracto a evaluar con una concentracion
de 2 mg/mL en etanol de grado espectroscépico. A partir de estas soluciones, se realizaron
diluciones a diferentes concentraciones (200 ppm, 100 ppm, 50 ppm y 10 ppm), de las
cuales se depositaron 200 yLenpl acas de 96 pozos UV CorningeEk.
cada dilucién fue determinada en el rango de 290 nm a 400 nm, con intervalos de 1 nm.
Todas las muestras fueron evaluadas por triplicado. Como blanco se utiliz6 etanol, mientras
gue la benzofenona-3 (Merck®) se empleé como control positivo. El factor de proteccion
solar (FPS) fue estimado mediante la ecuaciéon de Mansur (3-1) [18], en la cual FC
corresponde a un factor de correccién (reportado como 10?), Abs(a) a la absorbancia de la

muestra en la longitud de onda evaluada, EE(8) el espectro de efecto eritemal e I(8) a la

2 Determinado por Mansur para que una formulacion estandar de 8% de homosalato

presentara un FPS de 4, en celdas de cuarzo de 1cm
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intensidad del espectro solar; estos dos ultimos se encuentran establecidos tal como se
muestra en la Tabla 3-2 [19]. En este punto es importante aclarar que las medidas hechas
(en microplacas) son utiles para comparar los extractos, pero no daran valores de FPS
comparables con los reportados en la literatura por no usarse las condiciones (celdas de
cuarzo de 1cm) empleadas en la aproximacion espectrofotométrica propuesta por Mansur.
Las medidas en condiciones comparables con la literatura son evaluadas posteriormente

para los extractos mas activos.

N T oQq.XH. w, ‘ ,
00 "Y 0 qw§O=ZO=Z° L (3-1)

Tabla 3-2 Valores establecidos para EE x | para cada longitud de onda evaluada.

Longitud de

ondag(a) (nm) EE X1
290 0.0150
295 0.0817
300 0.2874
305 0.3278
310 0.1864
315 0.0839
320 0.0180

Determinacién de FPS, UVAr y acritica de los extractos mas activos

Para la determinacién de los parametros de proteccion solar en la region UVB (FPS) y UVA
(UVAr vy & c¢cr2tica), diszeextracts @i roayor actvidad fotopratestora
seglun el screening inicial. La medicibn de absorbancias se llevd a cabo en un
espectrofotdmetro de celda, empleando celdas de cuarzo de 1 cm de trayectoria 6ptica y el
mismo rango de longitudes de onda utilizado previamente. Las diluciones evaluadas fueron
las mismas empleadas en el screening inicial, y cada muestra fue analizada por triplicado.
Para el calculo del FPS, se utiliz6 la ecuacién de Mansur (Ecuacién 3-1). Es importante
mencionar que las sustancias pueden ser clasificadas por su nivel de fotoproteccion segun
el valor de FPS encontrado, donde se pueden clasificar como bajo (FPS entre 2 y 6), medio
(entre 8 y 12), alto (entre 15 y 25), muy alto (entre 30 y 59) y ultra alto (FPS mayor a 50)
[20].
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La determinacién de la relaciéon UVA (UVAr) y a-critica se hizo de acuerdo con lo reportado
en otras investigaciones [17,20]. Brevemente, para la UVAr se empleé la Ecuaciéon 3-2,
que relaciona la absorcién de la muestra en el rango UVA y UVB. Con este parametro las
muestras pueden ser clasificadas, segun su proteccién contra la radiacion UVA, como: muy
baja (UVAr entre 0.0 y 0.2), moderada (entre 0.2 y 0.4), buena (entre 0.4 y 0.6), superior
(entre 0.6 y 0.8) y méxima (0.8 o mayor)[21].

€

’F’Y 1on v v Q
wol -
5 (32)

o: | o
[

La longitud de onda critica (ewi), que permite determinar la proteccién de la muestra
evaluada en el rango de la radiacion UVA, se evalu6 usando la Ecuacion 3-3. En la cual la
auit corresponde a la longitud de onda en la cual la muestra alcanza el 90% de la integral
del area bajo la curva en el rango de 290 a 400 nm [17,20]. La FDA clasifica las muestras
en niveles de 0 a 4 segun la proteccién dada en UVA. A continuacion, se describen cada
uno de los niveles: nivel 0 (ax<325nm), nivel 1(32508:<335nm), nivel 2(33508<350nm),
nivel 3(35008x<370nm), y nivel 4(370nmQCexir) [20,22].

L Q_ 1 o0l Q_ (3-3)

3.3.3 Seleccidn del extracto de trabajo

Con el fin de seleccionar el extracto con mayor viabilidad para ser incorporado como
ingrediente activo en productos cosméticos, se disefié una matriz de ponderacion utilizando
el método de Andlisis Jerarquico (AHP, por sus siglas en inglés). Este método, descrito por
Saaty [26,27], facilita la comparacion pareada de alternativas en funcién de diversos
criterios, permitiendo asi priorizar aquellas que mejor se ajusten a las condiciones
preestablecidas. Dichas comparaciones se realizan mediante una escala de comparacion
que posibilita establecer las diferencias entre los extractos [28]. Para este estudio, se
seleccionaron ocho criterios (ver Tabla 3-5), bajo los cuales se evaluaron los diez extractos

mas activos previamente identificados.
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3.3.4 Analisis estadistico

El andlisis estadistico fue realizado por medio del Software gratuito Rstudio [23], por medio
de las siguientes pruebas:

Homogeneidad de varianzas: Prueba de Levene (car package) y prueba de Fligner (stats

package).

Simetria y normalidad: Test de simetria condicional de Miao, Gel y Gastwirth (coin package)

[24] y prueba de simetria basada en la mediana (lawstat package) [25].
Normalidad: Prueba de normalidad multivariada mediante mult.norm() (lawstat package).

Comparaciones multiples: Prueba de Tukey HSD (stats package)

3.4 Resultados y discusion de resultados

Los resultados del perfilado quimico de los extractos polares, presentados en el Capitulo
2, indicaron que algunos de estos extractos contienen compuestos fendlicos, entre los que
se destacan los flavonoides y los estilbenos. Estos compuestos, al poseer grupos
cromoforos, exhiben absorbancia en la region ultravioleta, especialmente en el UVB, con
maximos de absorcion comprendidos entre los 290 nm y 300 nm. En este contexto, los
extractos FB de hojas y pericarpios, asi como los extracto EH de semillas, pueden
considerarse como candidatos prometedores para el desarrollo de cosméticos

fotoprotectores, dada su riqgueza en compuestos con esta actividad [29,30].

Con el objetivo de seleccionar el extracto con mayor potencial para desarrollar la
formulacién fotoprotectora, en este capitulo se llevaron a cabo los siguientes pasos: 1. Se
realizd un screening de la actividad fotoprotectora de los extractos en distintas
concentraciones, a nivel micro; 2. Se evaluaron la actividad fotoprotectora y los pardmetros
rendimiento, disponibilidad del material vegetal, estudios ya realizados, fotoproteccion,
perfilado quimico e innovacion, de los extractos méas activos identificados durante el
screening inicial; y 3. Se efectué una comparacion pareada entre los extractos mas activos

para seleccionar el candidato mas adecuado. A continuacion, se detallan estos procesos.
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3.4.1 Screening actividad fotoprotectora

Inicialmente se contaba con tres extractos (acuoso EA, hidroetandlico EH, y butandlico FB)
para las hojas y los pericarpios de cada una de las seis especies estudiadas, y dos extractos
(acuoso EA e hidroetandlico EH) para las semillas de cada una de las seis especies
estudiadas; siendo un total de 48 extractos a evaluar (Tabla 3-1). Como ya se menciond en
el Capitulo 2, donde se perfilaron por HPLC-MS/MS y RMN las FB de hojas y pericarpios,
y los EH de semillas, el contenido de fendlicos cambiaba de acuerdo con el extracto

estudiado y con la especie (ver Tabla 2-9 y Tabla 2-10).

El FPS permite determinar la cantidad de energia solar necesaria para causar un dafio o
guemadura en la piel protegida, en comparacién a la energia requerida para causar el
mismo dafio en la piel sin proteccién [18]. Es por esto que para la determinacion de este
parametro se tomd como aproximaciéon la ecuacion de Mansur, una medida
espectrofotométrica la cual es rapida y de baja complejidad. Sin embargo, es importante
considerar que la metodologia de Mansur cuenta con algunas limitaciones, donde se
destaca las diferencias observadas entre este ensayo y las determinaciones in vivo,

principalmente para productos con FPS mayores a 15 [19].

Considerando el numero de extractos de trabajo, donde su manejo resulta complejo, se
decidié realizar un screening inicial en placas de 96 pozos, lo que permitid evaluar los
extractos en términos de su FPS a diferentes concentraciones y comparar los datos entre

ellos (Figura 3-1).

Este procedimiento facilité la preseleccion de los diez extractos con mayor actividad
fotoprotectora en UVB, los cuales fueron posteriormente analizados con mayor detalle. Es
importante aclarar que el célculo del FPS en este formato se utiliz6 Gnicamente como una
medida comparativa entre los extractos y no como una estimaciéon precisa del FPS real,
debido a las diferencias en la trayectoria Optica de la luz entre un espectrofotometro de
placas y un espectrofotdmetro de celda [31,32], lo que no permite cumplir con las

condiciones establecidas por Mansur y colaboradores [18].

La seleccién de la fotoproteccién en UVB como criterio de priorizacion se fundamenté en la
informacion de los maximos de absorcion de los compuestos fendlicos presentes en los
extractos polares analizados (principalmente flavonoides y estilbenos), los cuales presentan

méximos en el rango mencionado, favoreciendo su potencial como compuestos
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fotoprotectores. Ademas, se consider6 que la radiacion UVB es la principal asociada con el
desarrollo de cancer de piel, mientras que en la radiacion UVA intervienen otros

mecanismos como los mediados por las especies reactivas de oxigeno (ROS) [33].

En la Figura 3-1 se presentan los resultados de FPS para cada extracto en diferentes
concentraciones, observando una dependencia de la actividad con la concentracion, tal y
como se esperaba. Los extractos mostraron valores de FPS, a la maxima concentracion
ensayada (200 ppm), comprendida entre 0 y 13, siendo en todos los casos inferiores al
control positivo empleado.
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Figura 3-1 FPS determinados para los extractos de residuos de Passiflora evaluados.
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Con el objetivo de identificar los extractos con mayor actividad fotoprotectora UVB, se
realizé un analisis ANOVA utilizando los valores de FPS obtenidos a 100ppm. En este
analisis se evalud la influencia de los factores involucrados en el proceso de extraccion
(especie, parte de la planta y tipo de extracto) sobre la respuesta (FPS), asi como las
interacciones entre ellos por comparaciones multiples. Se emplearon los resultados de FPS
a esta concentracion porque todas las muestras mostraron absorciones inferiores a 1uA, lo
gue garantiza el cumplimiento de la ley de Lambert-Beer [34,35]. Ademas, el analisis
ANOVA confirmé la homogeneidad de los datos, a través de los analisis de homogeneidad
por las pruebas de Levene y Fligner. Por otra parte, el andlisis de normalidad teniendo en
cuenta que se tienen solo tres datos por tratamiento fue basado en el andlisis de simetria
con el test de simetria de Miao, Gel y Gastwirth [36], ya que como sugiere Glass y
colaboradores, un ANOVA no es excesivamente sensible a la violacion de la normalidad
[37]. Los resultados obtenidos, presentados en la Tabla 3-3, muestran que tanto los factores
individuales como sus interacciones tienen un efecto estadisticamente significativo sobre la

variable respuesta.

Tabla 3-3 ANOVA obtenido para los factores involucrados en la obtencion de los extractos
y su relacion con el FPS.

Grados
Fuentes de variacion de SC ECM F Valor P*
libertad
Especie (A) 5 7.89 1.58 178.2 <0.01
Parte de la planta (B) 2 35.48 17.74 2004 <0.01
Mo dfc§’Xtra°°'°” 2 16317 | 8158 | 92167 | <0.01
AB 10 11.75 1.17 132.7 <0.01
AC 10 37.95 3.79 428.7 <0.01
BC 3 41.59 13.86 1566.2 <0.01
ABC 15 15.48 1.03 116.6 <0.01
Error experimental 96 0.85 0.01

*(}20.01; SC: Suma de cuadrados; ECM: Error cuadratico medio
Influencia de los factores en el FPS: Analisis Comparativo mediante el Método de Tukey

Con el objetivo de evaluar la influencia de distintos factores sobre el FPS, se realizaron
diagramas de comparacion multiple empleando el método de Tukey (Figura 3-2). Estos

analisis permitieron examinar la influencia de las combinaciones de variables consideradas
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en el estudio. En la Figura 3-2 se presentan las comparaciones mdultiples de cada factor
por separado, analizando de manera individual tres variables: la especie evaluada, la parte

de la planta utilizada, y el tipo de extracto empleado.

En términos generales, los resultados indican que cada uno de los factores presenta grupos
diferenciados con una capacidad variable para incrementar el FPS. En el caso de la
agrupacion por especie (Figura 3-2A), se observoé que los extractos provenientes de
maracuya (P. edulis var. flavicarpa) exhibieron los valores mas altos de FPS en
comparacion con las demas especies. A estos les siguieron los extractos obtenidos de
cholupa (P. maliformis), granadilla (P. ligularis) y gulupa (P. edulis var. edulis), mientras que
los extractos con menor actividad correspondieron a curuba (P. tarminiana x P. tripartita) y
badea (P. quadrangularis). Estos hallazgos estan en concordancia con los analisis de perfil
de compuestos, donde especies como el maracuya presentaron una mayor diversidad de
compuestos fendlicos en hojas, pericarpios y semillas, mientras que, en especies como la
badea, la presencia y diversidad de estos compuestos fue menor. Es importante enfatizar
que, en esta comparacion al estar agrupada por especie, involucran todos los extractos
evaluados para las tres partes de la planta de cada una de ellas. Este andlisis permite
realizar un primer acercamiento a las posibles especies mas prometedoras, sin embargo,
no quiere decir que las especies menos priorizadas en esta variable no cuenten con

extractos con una actividad fotoprotectora que pueda llegar a ser de interés.

Por otro lado, en la Figura 3-2B, donde se evalla la influencia de la parte de la planta
utilizada, se evidencia que los extractos obtenidos a partir de hojas presentan la mayor
actividad en términos de FPS, seguidos por los extractos de semillas y, finalmente, los de
pericarpios. Este comportamiento muestra una alta relacién con los andlisis de perfil
quimico, ya que las hojas contienen una mayor diversidad de flavonoides, los cuales
podrian estar asociados a esta actividad. En segundo lugar, las semillas presentan
estilbenos, con poca diversidad, con posible contribucién a la actividad observada. Por
ultimo, los pericarpios, a pesar de contener flavonoides, presentan una mayor proporcion
de azucares (que no absorben al UV) en comparacion con compuestos fendlicos, lo que
podria explicar su menor capacidad de contribuir al FPS. Cabe resaltar que la actividad
observada entre hojas y semillas cuenta con poca diferencia entre ellas, por lo que ambas
pueden llegar a tener un buen potencial, a diferencia de los pericarpios con los que

presentan una diferencia mayor.
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Finalmente, en cuanto al tipo de extracto(Figura 3-2C), los resultados muestran que los
extractos con mayor enriquecimiento en compuestos fendlicos, particularmente las FB,
exhiben la mayor actividad, seguidas por los EH y, en Gltimo lugar, los EA. Esta tendencia
se relaciona con la afinidad de los compuestos fendlicos por los solventes empleados, dado
que en los extractos acuosos se observa una menor selectividad hacia estos compuestos,
y una mayor afinidad hacia los azlUcares que no son activos en el UV. Como resultado, en
este tipo de extractos se encuentra una mayor proporcién de otras clases de metabolitos,
lo que diluye la concentracion de los compuestos fendlicos y, por ende, disminuye su

contribucién al FPS.

1.8

1 1 5
SPF
1.2 14 18
1
SPF
10 15 2.0

1.0

05

Hojas Ext. Butanclico

o | 24 Semillas Ext. Hidroetandlico
T e . ® Pericarpios . * Ext. Acuoso
T T T T T T T T T T T
1 2 3 4 5 1 2 3 1 2 3
Grupos Grupos Grupos
(a) Especie (b) Parte (c) Tipo de extracto

Figura 3-2 Comparaciones factor a factor donde los grupos representan: a) Grupos por
especie estudiada: 1. Badea (P. quadrangularis), 2. Curuba (P. tarminiana x P. tripartita),
3. Granadilla (P. ligularis)-Gulupa (P. edulis var. edulis),4. Cholupa (P. maliformis), 5.
Maracuya (P. edulis var. flavicarpa); b) Grupos por parte de la planta evaluada: 1.
Pericarpios, 2. Semillas, 3. Hojas; ¢) Tipo de extracto obtenido: 1. Fraccion butandlica
(FB), 2. Extracto hidroetandlico (EH), 3. Extracto acuoso (EA).

Al realizar las comparaciones multiples entre los extractos evaluados, como se presenta en
la Figura 3-3, se identificaron 16 grupos distintos. Dentro de cada grupo, los extractos no
muestran diferencias significativas entre si, segun el andlisis de Tukey (Anexo 3-1). En este

contexto, el grupo 1 corresponde a los extractos con menor actividad, mientras que el grupo
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16 retne aquellos con la mayor actividad observada. Asi, esta clasificacién permitié la
seleccion de los diez extractos mas activos (ubicados en los grupos 12 al 16), que
corresponden a extractos significativamente mas activos (considerando el analisis
estadistico), que los otros evaluados. La Tabla 3-4 resume los extractos seleccionados para

continuar con esta investigacion.

El grupo 12 incluyé los EH de semillas de maracuya y badea, asi como las FB de hojas de
gulupa y pericarpios de maracuyd, siendo este Ultimo el Unico extracto derivado de
pericarpios que se clasificd entre los mas activos. En el grupo 13 se agruparon los EH de
cholupa y granadilla, mientras que el grupo 14 incluy6 los EH de semillas de gulupa y la FB
de hojas de curuba. Los grupos con las muestras mas activas, contienen la FB de hojas de
cholupa (grupo 15), y la FB de hojas de maracuya (grupo 16). La Tabla 3-4 presenta un
resumen de los extractos seleccionados junto con las medias de su actividad, los cuales

fueron considerados para la seleccion del extracto de trabajo.

SPF
3
|
-e.
.

Grupos

Figura 3-3 Comparaciones mdltiples de los extractos evaluados, agrupados segun su
actividad UVB (FPS) a 100ppm.
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Tabla 3-4 Extractos con mayor actividad en UVB.

Grupo Especie* Parte ex-lt-:ggto Cédigo | Media
Maracuya | Pericarpios FB MAPO1B | 2.935

i Maracuya | Semillas EH MASO1H | 3.078
Badea Semillas EH BASO1H | 3.196

Gulupa Hojas FB GUHO03B | 3.248

i Cholupa | Semillas EH CHSO1H | 3.285
Granadilla| Semillas EH GRSO01H | 3.392

i Gulupa Semillas EH GUSO01H | 3.827
Curuba Hojas FB CUHO01B | 3.867

15 Cholupa Hojas FB CHHO1B | 5.404
16 Maracuya Hojas FB MAHO3B | 5.951

3.4.2 Evaluacién de la actividad fotoprotectora in vitro

A los diez extractos anteriormente seleccionados se les determiné: el FPS, la UVAr y i,

tal como se observa en la Figura 3-4.
Medida de FPS

En la Figura 3-4A se presentan los valores de FPS obtenidos por medio de la metodologia
propuesta por Mansur para los extractos evaluados. Se observa que las FB de hojas de
maracuya (P. edulis var. flavicarpa)(MAHO3B, FPS200ppm=23.3), cholupa (P.
maliformis)(CHHO1B, FPS20ppm=21.9), y curuba (P. tarminiana x P. tripartita)(CUHO3B,
FPS200ppm=16.1), junto con los EH de semillas de granadilla (P. ligularis)(GRSO01H,
FPS200ppm=18.9), y cholupa (P. maliformis)(CHSO01H, FPS200ppm=15.5), presentan la mayor
actividad fotoprotectora. A una concentracién de 200 ppm, estos extractos se clasifican
dentro del rango de FPS alto. No obstante, en todos los casos, los valores obtenidos fueron

inferiores a los del patrén positivo (evaluado a 100 ppm).

Las FB de hojas exhibieron la mayor diversidad de compuestos flavonoides, lo que podria
explicar la actividad observada. En la literatura, existen pocos reportes sobre la actividad
fotoprotectora de extractos de hojas de especies del género Passiflora evaluadas. Estudios
previos sobre hojas de otras especies de Passiflora han reportado que extractos
hidroetandlicos de hojas de Passiflora cincinnata (Brasil) presentan valores de FPS de 8y

15 a concentraciones del 0.5 % y 1 %(v/v), respectivamente [38]. Asimismo, extractos
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hidroetandlicos de hojas de Passiflora foetida, provenientes de Indonesia, han mostrado
FPS en un rango de 11.7 a 33.9 en formulaciones con concentraciones del 2% y 6% [39].
Estos hallazgos resaltan el potencial de las FB de hojas de especies colombianas de
Passiflora, cuyo efecto fotoprotector no ha sido previamente reportado ni incorporado en
productos comerciales. Ademas, en comparacion con los extractos de hojas ya
mencionados, las FB de las hojas de maracuya (P. edulis var. flavicarpa), cholupa (P.
maliformis) y curuba (P. tarminiana x P. tripartita), presentan valores de FPS mas altos,

incluso a concentraciones inferiores las reportadas en estos estudios.

En cuanto a los extractos de semillas, se identificé una actividad fotoprotectora similar entre
ellos, con valores de FPS en el rango de 10 a 19. La mayoria de estos extractos caen en el
FPS medio, con la excepcion de los extractos de semillas de granadilla y cholupa que se
clasifican como FPS alto. Este resultado es consistente con el perfil quimico de estos
extractos, el cual revelé una composicion similar entre ellos, con una alta presencia de
estilbenos mayoritarios, como resveratrol y piceatanol. La actividad fotoprotectora de estos
compuestos ha sido previamente documentada [30,401 43].

Adicionalmente, se ha informado que extractos hidroetanélicos de semillas de maracuya
(P. edulis var. flavicarpa) presentan valores de FPS de entre 18 y 11 a 1 mg/mL,
dependiendo del método de extraccién utilizado [40]. Estos valores son inferiores a los
obtenidos en el presente estudio, en el cual se alcanzé un FPS de 13.8 a una concentracion
de 0.2 mg/mL, lo que sugiere una mayor eficiencia en la extraccion de estilbenos en las

condiciones empleadas.

Por otra parte, existen antecedentes sobre la inclusién de extractos metandélicos (metanol
40%) de semillas de gulupa (P. edulis var. edulis) en formulaciones cosméticas, como bases
de maquillaje y mousses. Aunque en dicho estudio no se reportaron valores de FPS para
los extractos utilizados, se evidencié un incremento en el FPS de las formulaciones finales
al incluir el extracto en concentraciones del 0.1 % y 0.3 % (p/p) [44]. Este hallazgo es
coherente con los resultados obtenidos para el extracto hidroetandlico de semillas de

gulupa en el presente estudio, el cual se clasificé dentro del rango de FPS medio.
Medidas de UVA

La radiacion UV solar, compuesta por UVB y UVA, causa distintos dafios en la piel, como

se menciona en el Capitulo 1 (Seccion 1.3). La UVB (290-320 nm), mas energética, afecta
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las capas superficiales, provocando quemaduras y siendo la principal causa de cancer de
piel, lo que resalta la importancia de evaluar el FPS[45,46]. En cambio, la UVA penetra mas
profundamente, generando especies reactivas de oxigeno (ROS) que contribuyen al
fotoenvejecimiento y al desarrollo de cancer [3,47]. Por ello, la busqueda de compuestos

fotoprotectores debe considerar ambos rangos.

En cuanto a la fotoproteccion en UVA (Figura 3-4B-C), se puede observar que todos los
extractos evaluados se clasifican en UVAr maxima, indicando una buena absorcion de
radiacion en el rango UVA. Por otra parte, para la longitud de onda critica, los extractos
fueron clasificados en las categorias 3y 4, siendo las mas altas de la clasificacion, indicando
que estos extractos tienen un alto potencial de contribuir a un producto fotoprotector tener
atribucion de amplio espectro [22,48], lo que se explica por el tipo de compuestos
mayoritarios en estos extractos. En el caso de las hojas y pericarpios los flavonoides son
los mayoritarios y, aungque presentan variaciones dependiendo de su ndcleo, cuentan con
dos bandas de absorcion: la banda 1 entre los 300-380nm y la segunda entre los 240-
295nm [49]. Esto permite que este tipo de compuestos presenten una buena absorcién
tanto en el rango UVB (290-320nm) como en el rango UVA (320-400nm) [47].

En las semillas, siendo sus compuestos principales los estilbenoides, estos compuestos se
caracterizan por tener maximos de absorcion alrededor de los 250-340nm [50] que, aunque
se encuentra hacia la region del UVB, no es limitante para que tenga absorcion en el rango

del UVA, tal como lo muestran los resultados (Figura 3-4).
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Figura 3-4 Fotoproteccion determinada por espectrofotometria para los extractos
seleccionados: a) FPS determinado a diferentes concentraciones; b) Relaciéon UVA
(UVAr); c) Longitud de onda critica (axit).

3.4.3 Priorizacién del extracto a trabajar

La seleccion de un extracto para llevarlo a formulacién, entre un gran numero de
posibilidades, es complejo y debe responder a diferentes criterios, que deben ir mas alla de
la actividad biolégica buscada. En este caso se parte de 48 extractos, 10 de los cuales
presentan buena actividad fotoprotectora, siendo éste el primer criterio de seleccion
utilizado. Con el fin de realizar esta priorizacion/seleccion del extracto de trabajo, se opt6
por hacer un analisis por el proceso de analisis jerarquico (AHP), que permite la asignacion
de peso, o prioridad, a cada uno de los criterios a evaluar; asi mismo, permite establecer
la consistencia de las matrices propuestas para asegurar evaluaciones coherentes de las
alternativas [51]. Este método se encuentra estructurado en diferentes etapas para el
proceso de seleccion: la definicion del problema, la estructuracion del problema, la
construcciéon de matrices de comparacion, y la sintesis de las matrices y del modelo

completo [52].
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Definicion y estructuracion del problema

Para la definicion y estructuracion de la matriz es necesario que el planteamiento del
problema tenga una estructuracion jerarquica, que permita comprender el problema con sus
componentes principales [53]. En el primer paso es importante dejar claro cual es el
problema que se quiere abordar que, para este caso es: la seleccién de un extracto con
actividad fotoprotectora, obtenido a partir de subproductos de Passifloras comerciales en
Colombia, para ser incluido en una formulacion cosmética. Basado en este problema, se
planteo el objetivo de la matriz: seleccionar el extracto méas promisorio para la inclusién en

una formulacién cosmética con actividad fotoprotectora.

Con base en este objetivo, se establecieron siete criterios fundamentales para la seleccion
del extracto mas prometedor. Estos criterios fueron definidos y descritos en funcién de las
caracteristicas especificas que se buscaban en cada uno de ellos, tal como se presenta en
la Tabla 3-5.
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Tabla 3-5 Definicidn de los criterios de evaluacién para la seleccién del extracto de trabajo

CRITERIO DESCRIPCION
Rendimiento Se priorizaron los extractos con un mayor porcentaje de rendimiento (% p/p),
de extraccion estableciendo un umbral minimo del 4%.
. . Se consideraron aquellos extractos cuyo material vegetal de partida pueda obtenerse
Disponibilidad : ) X L N
del material como resu:!uo de un proceso agro!nq_ustnal ylo sea de facil acceso. Se dara pno_ndad a
los materiales con mayor sostenibilidad (provenientes de residuos agroindustriales),
vegetal ; . o :
seguidos de aquellos con disponibilidad accesible.
Se priorizaron los extractos con mayor respaldo en la literatura cientifica en cuanto a su
composicién quimica, toxicidad y actividades biol6gicas de interés, como fotoproteccién
. y actividad antioxidante. La busqueda bibliogréafica se realizé en Google Scholar,
Estudios ™ ) -
disponibles utilizando el nombre de la especie y la parte evaluada. Los articulos fueron

seleccionados segun titulo y resumen, considerando Unicamente publicaciones en
revistas indexadas. Para las dos variedades de P. edulis, se incluyeron sélo estudios
gue mencionaran especificamente la variedad evaluada.

Fotoproteccion
UVB

Se priorizaron los extractos con valores de FPS, determinados en celda
espectrofotométrica, clasificados como medio o alto, dando mayor importancia a los que
presenten un FPS elevado.

Fotoproteccion
UVA

Se seleccionaron extractos con alta fotoproteccion en la regién UVA, determinada
espectrofotométricamente. Se consideraron aquellos con un coeficiente de proteccion
UVA (UVAr) superior a 0.8 y una longitud de onda critica clasificada en los niveles 3 o 4.

Perfilado
guimico

Se priorizaron los extractos en los que se hubieran identificado compuestos que
pudieran adquirirse comercialmente como marcadores de cuantificacion. Se
favorecieron aquellos en los que la mayoria de los compuestos mayoritarios hubieran
sido identificados y contaran con patrones de menor costo.

Innovacion

Se evalué la novedad del extracto en funcion de la ausencia de reportes en literatura
cientifica, patentes y el mercado en formulaciones cosméticas con actividad
fotoprotectora u otras aplicaciones. La revisién bibliogréafica se realizé en Google Scholar
mediante ecuaciones de busqueda especificas, por ejemplo: "Passiflora AND ligularis
AND (Formulation OR Cosmetic)". Para la busqueda de patentes, se empled la
plataforma Espacenet con la ecuacién "ti all 'Passiflora’ AND (ta any 'cosmetic' OR ta
any ' For m$elpaotizaronros ¢xtiactos sin antecedentes en productos
cosmeéticos, seguidos de aquellos con reportes en aplicaciones cosméticas distintas a la
fotoproteccion y, finalmente, los que contaran con reportes en formulaciones
fotoprotectoras.

Los criterios seleccionados se fundamentaron en informacién bibliografica que resalta su

relevancia en la utilizacion de extractos derivados de recursos naturales. Uno de los

aspectos clave es el rendimiento de extraccién, el cual desempefia un papel fundamental

en la sostenibilidad de las industrias. Un mayor rendimiento implica una mayor obtencion

del ingrediente activo a partir de una menor cantidad de material vegetal, lo que se traduce

en una reduccion del requerimiento de materia prima y, en consecuencia, en una menor

presion sobre los recursos naturales y/o en el uso de solvente y la generacion de desechos.

Este enfoque favorece una explotacion mas eficiente y sostenible del material vegetal de
partida [5,54].
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Por otro lado, la disponibilidad del material vegetal es un factor determinante en la
seleccidn del extracto a emplear, ya que es esencial garantizar un suministro constante y
sostenible, condicion fundamental para la industria. Ademas, es crucial evitar la
sobreexplotacion del recurso vegetal de partida [5,55]. En este sentido, se han propuesto
diversas estrategias para mitigar estos problemas, tales como el cultivo de especies o
variedades que estén enriquecidas en los compuestos de interés [5,7] o, como se plantea
en el presente estudio, el aprovechamiento de subproductos generados por otras industrias,
particularmente la alimentaria, como una fuente viable de compuestos bioactivos con

potencial aplicacion en el desarrollo de ingredientes cosméticos [56].

Otro criterio fundamental en la seleccion de los extractos a priorizar fue la disponibilidad
de estudios previos sobre las partes de las especies candidatizadas. La inclusion de
extractos en productos cosméticos requiere de su caracterizacion quimica. Dado que los
extractos naturales corresponden a matrices quimicamente complejas, resulta esencial
identificar los compuestos responsables de la actividad buscada, lo que ademas permite
obtener una aproximacion preliminar a su toxicidad. No obstante, debido a la complejidad
de estas mezclas, y a la dificultad de identificar la totalidad de sus componentes, la
informacién toxicol6gica disponible adquiere una gran relevancia para garantizar la
seguridad de los productos formulados [57]. Asimismo, los reportes en la literatura de otras
actividades bioldgicas para estos extractos constituyen en un valor agregado, dado que en
la industria cosmética se priorizan ingredientes activos con propiedades multifuncionales,

capaces de proporcionar multiples beneficios en un mismo producto [58,59].

Finalmente, dentro de la matriz de seleccién se incluy6 el criterio de perfilado quimico,
basado en la informacién recopilada en el Capitulo 2. Este analisis no sélo permite
determinar el grado de caracterizacion de cada extracto, sino también identificar posibles
marcadores quimicos Utiles para la trazabilidad del extracto y la evaluacién de su estabilidad

a lo largo del proceso de desarrollo de la formulacion cosmética [60].

En cuanto a la actividad fotoprotectora, se incluyd bajo las dos clasificaciones que se han
analizado a lo largo del capitulo: la fotoproteccion en UVB y UVA. Es importante tener en
cuenta que ambos tipos de fotoproteccion son de gran importancia en la busqueda de
extractos con este tipo de actividad, principalmente para la disminucién y reemplazo de los

filtros quimicos usados actualmente [55].
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Por ultimo, se incluy6 un criterio de innovacion, debido a que la industria cosmética es una
industria cambiante, que se adapta a las necesidades de los consumidores [61]. Es por
esto, que el proponer nuevas fuentes de compuestos, o actividades, que no hayan sido
atribuidas a los competidores puede ser una nueva aproximacién a las necesidades del
mercado, que permita un mayor éxito [62,63]. Adicionalmente, se incluyd la revisién de
patentes, las cuales son una fuente importante para conocer las tendencias del mercado
[64].

Teniendo en cuenta los siete criterios anteriormente descritos, y los diez extractos
previamente seleccionados, se planeé el diagrama jerarquico de la matriz de seleccién que
se observa en la Figura 3-5.

MAPO1B

Rendimiento  |— MASO1H

Disponibilidad BASO1H
material
vegetal

Estudios SLIEE

disponibles

CHSO01H

Se'lecciongr e! extracto Fotoproteccion ||
mas promisorio para la UVB
inclusion en una
formulacion cosmeética GRSO01H
con actividad
fotoprotectora

Fotoproteccion |—

UVA
GUSO1H
Perfilado |
quimico
CUHO01B
Innovacién —
CHHO1B
MAHOQ3B
OBJETIVO CRITERIOS ALTERNATIVAS

Figura 3-5 Diagrama jerarquico del método AHP para la seleccion del extracto de trabajo.
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Construccion de matrices de comparacion

Una vez establecida la estructuracion jerarquica, se deben realizar las comparaciones por
pares. Para esto el método AHP sefiala dos momentos importantes en estas
comparaciones. En primer lugar, se debe realizar la comparacion entre los criterios
seleccionados, esto con el fin de asignar prioridades o preferencias para estos, es decir,
que algunos de los criterios tendrdn mayor peso en la toma de la decision frente a otros.

Para esta comparacion por pares, se establecié una escala de prioridad de 1 a 9, como lo
describe Toskano [53] y Nantes [52] (Tabla 3-6). En esta escala de preferencia 1 establece
gue no hay diferencia entre los elementos que se comparan y 9 que el primer elemento es
extremadamente preferible respecto al segundo. Es importante aclarar que no se utilizaron
valores intermedios de 2, 4, 6 y 8, para que las diferencias entre los elementos evaluados

fueran mas visibles.

Tabla 3-6 Escala de prioridad utilizada para las comparaciones pareadas. Tomado de [52]

Planteamiento verbal Calificacion
preferencia numeérica
Extremadamente preferible 9

Muy fuertemente preferible
Fuertemente preferible
Moderadamente preferible
Igualmente preferible

R lw| o

Basado en esta escala de preferencias se realizdé la construccion de la matriz de
comparacion de los criterios, como se muestra en la Tabla 3-7. Es importante mencionar
gue, en la ponderacién ninguno presenté una clasificacion de 9 sobre otro criterio, ya que
todos los criterios fueron seleccionados para tener importancia relevante para la seleccion

del extracto.

En la matriz se realiza la comparacion entre los criterios uno a uno, estableciendo las
prioridades segun la escala mencionada previamente. En algunos casos, al realizar la
comparacion se obtienen los nimeros enteros mencionados, cuando el criterio 1 (Ubicado
en la columna) tiene mayor o igual prioridad que el criterio 2 (Ubicado en la fila). Sin
embargo, cuando el criterio 1 tiene menor prioridad que el criterio 2, se obtendra el inverso

del numero entero. Como ejemplo se tiene la comparacién entre la disponibilidad del



Capitulo 3 119

material vegetal y el rendimiento, resaltado en negrita en la Tabla 3-7. Cuando la
disponibilidad material vegetal se encuentra como criterio 1, el valor asignado a la prioridad
es de 7, ya que es mas importante que se tenga una buena disponibilidad del material
vegetal de partida frente al rendimiento del extracto ya que, la alta disponibilidad de material
garantizaria una gran cantidad de extracto activo, aunque su rendimiento no fuera muy
bueno. Por otro lado, cuando el rendimiento se encuentra como criterio 1y la disponibilidad

del material vegetal como criterio 2, se obtiene el inverso de 7, siendo un valor de 0.14.

Una vez realizadas todas las comparaciones pareadas, se procede a la normalizacién de
la matriz, la cual se lleva a cabo dividiendo cada valor de la celda por la suma de los valores
de su respectiva columna (valores mostrados en gris en la Tabla 3-7). Posteriormente, se
calcula el promedio de los valores normalizados en cada fila, lo que permite obtener el
vector de prioridad de cada criterio. Este vector indica la importancia relativa de cada criterio
dentro del analisis jerarquico, de manera que los valores mas altos reflejan criterios con

mayor peso en la toma de decisiones.

Tabla 3-7 Matriz de comparacion pareada de criterios.

DISPONIBILIDAD ESTUDIOS FOTOPROTECCION | FOTOPROTECCION | PERFILADO - VECTOR
RENDIMENTO | )\ TERIAL VEGETAL | DISPOBIBLES UVB UVA quimco | 'NNOVACION MATRIZ NORMALIZADA PROMEDIO
RENDIMIENTO 100 0.14 100 033 033 0.20 3.00 0.05/0.07|0.05/0.03/0.03[0.04|0.08]  0.05
DISPONIBILIDAD
A= 7.00 1.00 7.00 5.00 5.00 3.00 9.00 0.34/047/034/046|046|058(027| 042
ESTUDIOS
DISPONBLES 1.00 014 1.00 033 033 020 3.00 005/007|005/003|003|004/008| 005
FOTOP%%ECC'ON 3.00 0.20 3.00 1.00 1.00 0.33 5.00 0.15/0.09/0.15/0.09/0.09(0.06(0.15|  0.11
FOTOP%?/;ECC'ON 3.00 020 3.00 1.00 1.00 033 500 015/009(015/009/009(006(015| 011
PERFILADO QUIMICO 5.00 0.33 5.00 3.00 3.00 1.00 7.00 0.25/0.16/0.25/0.28[0.28[0.19[0.21] 023
INNOVACION 0.33 0.1 033 020 020 014 100 002|005/002[002[002[003[003] 003
SUMA 2033 213 2033 1087 1087 521 3300 [100[100][100[100[100[100[100] 100

A partir de la priorizaciéon de los criterios, se establecié que el de mayor peso fue la
disponibilidad del material vegetal, ya que es un aspecto crucial tanto a nivel de
laboratorio como a escala industrial. Este criterio garantiza que la adquisicién del material
pueda realizarse de manera continua y sin generar impactos ambientales negativos, como
se menciond previamente. El segundo criterio con mayor importancia fue el perfilado
quimico, debido a la necesidad de identificar los compuestos presentes en los extractos y
contar con posibles marcadores de cuantificacion que permitan realizar un seguimiento a
los compuestos principales del extracto. En tercer lugar, se priorizaron los criterios
relacionados con la actividad fotoprotectora, dado que el objetivo es seleccionar un

extracto con una buena capacidad de fotoproteccion entre las alternativas evaluadas,
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teniendo en cuenta que los diez extractos preseleccionados son altamente activos. Por otro
lado, los criterios de estudios disponibles e innovacién tuvieron una menor priorizacion.
Si bien son factores relevantes, su influencia en la seleccion del extracto se considerd

secundaria en esta etapa, ya que pueden abordarse en fases posteriores del desarrollo.

Para garantizar que la decisién tomada a partir de la matriz de comparacién no estuviera
sesgada por juicios subjetivos, el método AHP permite calcular un factor de consistencia,
el cual evalla la coherencia de las comparaciones pareadas realizadas. Este célculo se
expresa mediante la Razon de Consistencia (RC), obtenida a partir del indice de
Consistencia (IC) y el indice de Consistencia Aleatoria (IA), como se munestra en la
Ecuacién 3.4. Para que la matriz tenga una consistencia aceptable, el valor de RC debe

ser igual o menor a 0.1.

vo O
‘00 (3.4

El calculo del indice de consistencia (IC) mide el grado de inconsistencia dentro de la matriz
y es calculado por medio de la Ecuacion 3.5, donde n es el nUmero de criterios evaluados.
En cuanto a la obtencion de nmax , primero se multiplica la matriz de comparaciéon por pares
(celdas blancas i Tabla 3.7) por el vector de prioridades (P) (celdas gris oscuro i Tabla
3.7), obteniendo un nuevo vector. Luego, cada elemento de este vector se divide entre su
valor correspondiente con el vector de prioridades (P), y el resultado final se obtiene

promediando estos cocientes.

08 € €
0 -~  _

) (3.5)
En cuanto a el indice de consistencia aleatorio (IA), se refiere al indice de consistencia de

una matriz de comparaciones aleatoria y este es dependiente del niumero de factores

comparados [26,53], como se muestra en la Tabla 3-8.
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Tabla 3-8 indice aleatorio de consistencia segun el nimero de elementos comparados

Numeroelementos| Indice aleatorio de
comparados consistencia (I1A)

1 0

2 0

3 0.58

4 0.89

5 1.11

6 1.24

7 1.32

8 1.4

9 1.45

10 1.49

El valor de Raz6n de Consistencia (RC) hallado para la Tabla 3-7, haciendo uso la
Ecuacion 3-4, fue de 0.04, lo que muestra que la matriz es consistente, y los valores
obtenidos son fiables.

Comparacion por pares de las alternativas (extractos) dentro de cada criterio

Una vez establecidas las prioridades de cada criterio, se procedié a la segunda fase del
andlisis comparativo. En esta etapa, se realizé la comparacion por pares de las alternativas
(extractos) en el marco de cada uno de los criterios seleccionados. Esto implico la
elaboracion de siete matrices de comparacion, una por cada criterio evaluado, en las que
se analizaron las diferentes opciones (extractos) en funcién de su desempefio en criterio,

definidos previamente de acuerdo con la Tabla 3-5.

El primer criterio evaluado fue el rendimiento de extraccién, cuya matriz de comparacion
se presenta en la Tabla 3-9. Esta matriz mostr6 un factor de consistencia de 0.005,
indicando que las comparaciones realizadas fueron consistentes. Los resultados obtenidos
muestran que, en general, no existen grandes diferencias en el rendimiento entre las
alternativas evaluadas. Sin embargo, el extracto hidroetandlico (EH) de semillas de
granadilla (P. ligularis, GRS01H) obtuvo la mayor priorizacion, ya que fue el Gnico con un
rendimiento superior al 4% (4.5%), lo que lo posiciona como la alternativa mas favorable

dentro de este criterio.
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Tabla 3-9 Matriz de comparacién pareada de las alternativas para el criterio de
Rendimiento.

CRITERIO 1 - RENDIMIENTO

GRS01H |GUS01H|MAH03B | MAS01H|BAS01H|CHH01B|CHS01H|CUHO3B | GUHO3B |MAPO1B MATRIZ NORMALIZADA P:SILL-/ITE%R!O
GRS01H 1.00 3.00 5.00 3.00 3.00 5.00 3.00 5.00 5.00 5.00 [0.30{0.35/0.23]0.35]0.35|0.23|0.35|0.23]|0.23|0.23 0.28
GUSO01H 0.33 1.00 3.00 1.00 1.00 3.00 1.00 3.00 3.00 3.00 (0.10({0.12|/0.14/0.12|0.12|0.14|0.12|0.14|0.14|0.14 0.12
MAHO03B 0.20 0.33 1.00 0.33 0.33 1.00 0.33 1.00 1.00 1.00 [0.06{0.04|0.05|0.04|0.04|0.05/0.04|0.05|0.05|0.05 0.04
MASO1H 0.33 1.00 3.00 1.00 1.00 3.00 1.00 3.00 3.00 3.00 (0.10(0.12/0.14/0.12]0.12]0.14/0.12/0.14|0.14|0.14 0.12
BASO1H 0.33 1.00 3.00 1.00 1.00 3.00 1.00 3.00 3.00 3.00 [0.10({0.12|/0.14/0.12|0.12|0.14|0.12|0.14|0.14|0.14 0.12
CHHO1B 0.20 0.33 1.00 0.33 0.33 1.00 0.33 1.00 1.00 1.00 [0.06(0.04|0.05|0.04|0.04|0.05/0.04|0.05|0.05|0.05 0.04
CHSO1H 0.33 1.00 3.00 1.00 1.00 3.00 1.00 3.00 3.00 3.00 ]0.10]0.12|0.14|0.12{0.12|0.14|0.12|0.14|0.14/0.14 0.12
CUHO03B 0.20 0.33 1.00 0.33 0.33 1.00 0.33 1.00 1.00 1.00 |0.06|0.04/0.05/0.04|0.04|0.05|0.04|0.05|0.05|0.05 0.04
GUH03B 0.20 0.33 1.00 0.33 0.33 1.00 0.33 1.00 1.00 1.00 |0.06|0.04/0.05/0.04|0.04|0.05|0.04|0.05|0.05|0.05 0.04
MAPO1B 0.20 0.33 1.00 0.33 0.33 1.00 0.33 1.00 1.00 1.00 [0.06{0.04|0.05|0.04|0.04|0.05/0.04|0.05|0.05|0.05 0.04
TOTAL 3.33 8.67 22.00 8.67 8.67 22.00 8.67 22.00 | 22.00 22.00 |1.00]1.00/1.00/1.00{1.00|1.00/1.00/1.00|{1.00|1.00 1.00

El analisis de la disponibilidad del material vegetal (Tabla Anexo 3-1) mostré un factor
de consistencia de 0.02, indicando que la matriz de comparacién es confiable. Este criterio
es crucial, ya que la facilidad de adquisicién de los subproductos de Passiflora varia segun
multiples factores. Si bien todos los extractos evaluados provienen de partes de la planta
consideradas subproductos de la cadena de produccidn, no todos tienen la misma facilidad

de adquisicion.

Esto se evidencia al comparar las semillas de tres especies: granadilla (P. ligularis),
maracuya (P. edulis var. flavicarpa) y badea (P. quadrangularis). La badea representa sélo
el 1% de la produccién de Passiflora en Colombia [65], lo que hace que la adquisicién de
su fruto sea mas limitada en comparacion con la granadilla (16%) y el maracuya (66%). Por
esta razon, la badea recibié una menor priorizacién en este criterio. Asi mismo, aunque la
granadilla tiene mayor produccion, sus frutos suelen comercializarse enteros [66], lo que
reduce la probabilidad de obtener sus semillas como residuo. En cambio, el maracuya es
ampliamente cultivado y su industria se enfoca en la pulpa, separando semillas y pericarpios

[67], lo que asegura su disponibilidad como un subproducto accesible y sostenible.

En cuanto a las hojas, estas representan un subproducto poco aprovechado, rico en
metabolitos de interés [14,68]. Sin embargo, su adquisicion también enfrenta desafios
como, por ejemplo: acceso a los cultivos y variabilidad genética. En el primer caso, las hojas
de maracuya fueron adquiridas en Arauca, lo que dificulté su acceso regular. Como ejemplo
del segundo caso se tienen las hojas de curuba (P. tripartita var. tarminiana), que
usualmente se cultiva como hibridos, que pueden generar variabilidad en su composicion

quimica entre cultivos [69], lo que también afecta su priorizacion.
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También, es importante mencionar que con el fin de asegurar que el material vegetal
utilizado fuera un residuo de la cadena productiva, se realiz6 la blusqueda de diferentes
empresas de otros sectores productivos, como el sector alimenticio, que trabajaran con
alguna de las especies involucradas en esta seleccién. Dentro de la busqueda realizada,
se logré establecer un contacto directo con la empresa Frucamps®, especializada en la
comercializacion de pulpas sin semilla, donde las semillas son consideradas un residuo
agroindustrial. Esta empresa se encuentra localizada en Neiva-Huila, donde se encuentra

concentrada la produccion de esta especie de Passiflora [70].

Teniendo en cuenta la discusion anterior, los resultados de la matriz de comparacién
(Anexo 3-1) mostraron que el extracto hidroetandlico (EH) de semillas de cholupa (P.

maliformis, CHSO01H) es el mas prioritario en este criterio.

La matriz de comparacion de los estudios previos disponibles (con un factor de
consistencia de 0.02) se presenta en el Anexo 3-2. En este analisis, se priorizaron aquellos
extractos de los cuales existe mas informacion disponible sobre la especie y la parte
utilizada. El extracto hidroetandlico (EH) de semillas de gulupa (P. edulis var edulis,
GUSO1H) fue el mas priorizado, ya que se encontr6 una amplia documentacién sobre sus
caracteristicas. Entre los hallazgos mas relevantes, se destaca la informacién sobre su
composicion quimica [71,72], asi como diversas actividades de interés cosmético, tales
como: antioxidante [72i 78], antienvejecimiento [79], antibacteriana [80,81], fotoprotectora
[78] y prevencion del fotoenvejecimiento [82,83]. Ademas, también se encontré informacion
sobre la composicién del aceite extraido de estas semillas [841 86], lo cual brinda un
panorama mas amplio sobre sus posibles aplicaciones en la industria cosmética. Esta
variedad de datos sobre actividades complementarias puede ser valiosa para evaluar no

sélo la fotoproteccion, sino otras propiedades en el producto final.

Otros extractos con una puntuacién destacada en esta matriz fueron el EH de semillas de
granadilla (P. ligularis, GRSO01H)[87193] y maracuya (P. edulis var. flavicarpa,
MASO1H)[72,77,941 99], asi como el extracto de hojas de maracuya (MAHO3B) [100i 107].
Para estos extractos también se encontré informacién relevante sobre su composicion y
actividades potenciales. Por otro lado, se evidencié que especies como la cholupa (P.
maliformis), cuentan con poca informacion tanto sobre su composicién como sobre sus

posibles actividades [108,109]. Esto podria implicar que el proceso de caracterizacion del
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extracto, y la evaluacién de sus propiedades cosmeéticas, llevaria un tiempo mayor en

comparacion con las otras especies mas investigadas.

Para la comparacion de la actividad fotoprotectora, se realizaron las matrices de
fotoproteccion en UVB (factor de consistencia de 0.005) (

Anexo 3-3) y fotoproteccion en UVA (factor de consistencia de 0) (

Anexo 3-4). En el primer caso, los extractos que presentaron un FPS alto a 200ppm fueron
los mejor valorados, siendo éstos los EH de semillas de granadilla (P. ligularis, GRS01H),
cholupa (P. maliformis, CHS01H) y las FB de hojas de maracuyd (P. edulis var. flavicarpa,
MAHO3B), cholupa (P. maliformis, CHHO1B) y curuba (P. tripartita x P. tarminiana,
CUHO03B). En el caso del UVA, todos los extractos evaluados presentaron una UVAr
maxima y la diferencia principal fue dada por su clasificacién por su longitud de onda critica,
siendo priorizados los clasificacién en 4, que corresponden a los EH de semillas de gulupa
(P. edulis var. edulis, GUSO1H) y las FB de hojas de maracuya (P. edulis var. flavicarpa,
MAHO3B), curuba (P. tripartita x P. tarminiana, CUHO3B) y gulupa (P. edulis var. edulis,
GUHO03B).

La matriz de perfilado quimico realizado (con un factor de consistencia de 0.004) se
presenta en el Anexo 3-5. En este analisis, se prioriz6 la informacion obtenida del perfilado
quimico descrito en el Capitulo 2. Los extractos hidroetandlicos (EH) de semillas fueron los
mejor puntuados en esta evaluacion, ya que, como se observé, estos extractos comparten
caracteristicas muy similares entre si, y son menos complejos que los de las hojas. Sus
compuestos principales son estilbenos, como el piceatanol y el resveratrol, que pueden
adquirirse comercialmente, y que ya se han utilizado como marcadores de cuantificacion
en este tipo de extractos [71]. Esto facilita tanto la caracterizacion como el monitoreo
durante el proceso de produccion. En cuanto a los extractos de hojas, aunque también
contienen compuestos que se pueden adquirir comercialmente, como la vitexina, no todos
los compuestos principales han sido identificados completamente. Esto podria dificultar la
trazabilidad de estos extractos, lo que representa un desafio para su uso en la industria

cosmeética.

La matriz de comparacion para el criterio de innovacién, con un factor de consistencia de

0.004, se presenta en el
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Anexo 3-6. A partir de esta evaluacion, se observo que, en la mayoria de las especies y
partes evaluadas, no se encontraron reportes en la literatura ni en patentes sobre su
inclusién en formulaciones cosméticas o fotoprotectoras. Por esta razén, estos extractos
fueron priorizados en el analisis de innovacién.-Sin embargo, se identificaron algunas
excepciones donde se encontraron reportes de productos o formulaciones, como los EH de
semillas de gulupa [44,81,83,86,110], maracuya [1111 113] (utilizado también por empresas
como TarteE y NH4#UBla) y badea

Sintesis y modelo final

Una vez realizadas las comparaciones pareadas de los diez extractos en cada uno de los
criterios, se realizo la sintesis del modelo, como se muestra en la Tabla 3-10. Esta tabla
permite ver el resultado general de cada alternativa (extracto) frente a cada uno de los
criterios. Para la obtencion de la priorizacién final, se tiene en cuenta el puntaje obtenido
por cada alternativa en cada criterio, asi como el peso del criterio. Los puntajes resultantes
de los extractos se encuentran en formato condicional siendo tonalidades verdes las
alternativas con mayor priorizacién y, en tonos rojos las de menor priorizacién. Con esto,
se pudo obtener como la alternativa con mayor prioridad el EH de semillas de cholupa
(CHSO01H), seguido de los EH de semillas de maracuya (MASO1H) y la FB de hojas de
cholupa (CHHO1B).

Tabla 3-10 Modelo final de la seleccion del extracto de trabajo.

MATRIZ PRIORIDAD | ceyoeyro | DSPOULIAD | Comioos | |Forommoreceion Forommoreceon| PERAiEd | oucion|  Tomm.
GRS01H 0.28 0.06 0.14 0.15 0.06 0.13 0.13 0.10
GUSO1H 0.12 0.06 0.29 0.05 0.17 0.13 0.02 0.10
MAHO3B 0.04 0.03 0.14 0.15 0.17 0.02 0.13 0.07
MASO1H 0.12 0.14 0.14 0.05 0.06 0.13 0.02 0.12
BASO1H 0.12 0.03 0.05 0.05 0.06 0.13 0.05 0.06
CHHO1B 0.04 0.14 0.02 0.15 0.06 0.13 0.13 0.12
CHS01H 0.12 0.30 0.05 0.15 0.06 0.13 0.13 0.19
CUHO3B 0.04 0.03 0.05 0.15 0.17 0.05 0.13 0.07
GUHO3B 0.04 0.06 0.05 0.05 0.17 0.13 0.13 0.09
MAPO1B 0.04 0.14 0.05 0.02 0.06 0.02 0.13 0.08

PRIORIDAD
CRITERIO 0.05 0.42 0.05 0.11 0.11 0.23 0.03

Escala de color: Verde= Mayor priorizacion, Rojo= Menor priorizacion.
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3.5 Conclusiones

En este capitulo se realiz6 un screening de actividad fotoprotectora para los 48 extractos
obtenidos, logrando preseleccionar los diez extractos con mayor FPS, los cuales presentan
un mayor potencial para ser ingredientes cosméticos activos. Entre estos extractos
destacan los EH de semillas de granadilla (P. ligularis), gulupa (P. edulis var. edulis),
maracuya (P. edulis var. flavicarpa), badea (P. quadrangularis), cholupa (P. maliformis); las
FB de hojas de maracuya (P. edulis var. flavicarpa), gulupa (P. edulis var. edulis), curuba
(P. tarminiana x P. tripartita) y cholupa (P. maliformis); y las FB de pericarpios de maracuya
(P. edulis var. flavicarpa).

A estos extractos seleccionados se les realiz6 la evaluacion tanto de su FPS, como su UVAr
y longitud de onda critica en evaluacién en celda, observando que presentan un FPS medio
y alto. En cuanto a su fotoproteccion en UVA, se constat6 que todos cuentan con una buena

fotoproteccion en UVA, determinada por su UVAr y su longitud de onda critica.

Se realiz6 una matriz de seleccion basada en el método de andlisis jerarquico (AHP), que
permitié identificar siete criterios clave en la seleccion del extracto. El criterio predominante
fue la disponibilidad del material vegetal. Los diez extractos previamente seleccionados
fueron evaluados entre si mediante comparaciones pareadas para cada uno de los criterios,
y finalmente se logré la priorizaciéon del EH de semillas de cholupa (P. maliformis) como

la mejor alternativa de ingrediente activo con actividad fotoprotectora.

La metodologia empleada evidencia la importancia de la evaluacion de diferentes fuentes
y tipos de extractos, asi como de la implementacion de metodologias de comparacién y
ponderacion, que permiten reducir la subjetividad en el proceso de toma de decisiones, al

elegir entre diversas alternativas existentes para un mismo objetivo propuesto.
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3.8 Anexos

Anexo 3-1 Matriz de comparacion pareada de las alternativas para el criterio de
disponibilidad del material vegetal.

CRITERIO 2 - DISPONIBILIDAD MATERIAL VEGETAL

VECTOR

GRS01H|GUS01H | MAHO3B | MAS01H | BASO1H |CHHO1B | CHSO01H | CUHO3B | GUHO3B | MAPO1B MATRIZ NORMALIZADA PROMEDIO

GRSO01H 1.00 1.00 3.00 0.33 3.00 0.33 0.20 3.00 1.00 0.33 |0.06/0.06|0.09/0.04/0.09/0.04/0.07|0.09/|0.06|0.04 0.06

GUS01H 1.00 1.00 3.00 0.33 3.00 0.33 0.20 3.00 1.00 0.33 |0.06/0.06]0.09/0.04/0.09/0.04/0.07/0.09]/0.06|0.04 0.06

MAHO03B 0.33 0.33 1.00 0.20 1.00 0.20 0.14 1.00 0.33 0.20 ]0.02/0.02|0.03|0.03/0.03]0.03/0.05/0.03]|0.02|0.03 0.03

MAS01H 3.00 3.00 5.00 1.00 5.00 1.00 0.33 5.00 3.00 1.00 [0.17]0.17{0.15/0.13/0.15/0.13]|0.11]0.15]|0.17{0.13 0.14

BASO1H 0.33 0.33 1.00 0.20 1.00 0.20 0.14 1.00 0.33 0.20 ]0.02/0.02|0.03|0.03/0.03]0.03/0.05/0.03]|0.02|0.03 0.03

CHHO1B 3.00 3.00 5.00 1.00 5.00 1.00 0.33 5.00 3.00 1.00 [0.17]0.17{0.15/0.13/0.15/0.13]|0.11]0.15]0.17{0.13 0.14

CHSO01H 5.00 5.00 7.00 3.00 7.00 3.00 1.00 7.00 5.00 3.00 ]0.28/0.28|0.21]0.39/0.21]0.39/0.33|0.21]0.28|0.39 0.30

CUHO03B 0.33 0.33 1.00 0.20 1.00 0.20 0.14 1.00 0.33 0.20 |0.02/0.02|0.03|0.03/0.03|0.03|0.05/0.03]|0.02|0.03 0.03

GUHO03B 1.00 1.00 3.00 0.33 3.00 0.33 0.20 3.00 1.00 0.33 |0.06/0.06]|0.09/0.04]/0.09/0.04|0.07|0.09|0.06|0.04 0.06

MAP01B 3.00 3.00 5.00 1.00 5.00 1.00 0.33 5.00 3.00 1.00 [0.17|0.17{0.15/0.13/0.15/0.13]|0.11]0.15]|0.17{0.13 0.14

TOTAL 18.00 18.00 | 34.00 7.60 34.00 7.60 3.03 34.00 18.00 7.60 |1.00/1.00{1.00/1.00/1.00{1.00/1.00/1.00/1.00{1.00 1.00

Anexo 3-2 Matriz de comparacién pareada de las alternativas para el criterio estudios
disponibles.

CRITERIO 3 - ESTUDIOS DISPONIBLES

VECTOR

GRS01H | GUSO1H | MAHO3B | MASO1H | BAS01H [CHHO1B | CHSO1H | CUHO3B | GUHO3B | MAP01B MATRIZ NORMALIZADA PROMEDIO

GRS01H 1.00 0.33 1.00 1.00 3.00 5.00 3.00 3.00 3.00 3.00 |0.13|0.11|0.13|0.13]|0.16]{0.13]/0.16|0.16/0.16/0.16 0.14

GUS01H 3.00 1.00 3.00 3.00 5.00 7.00 5.00 5.00 5.00 500 ]0.38/0.32|0.38|0.38|0.26|0.18/0.26|0.26|0.26)|0.26 0.29

MAHO3B 1.00 0.33 1.00 1.00 3.00 5.00 3.00 3.00 3.00 3.00 |0.13|0.11|0.13|0.13]|0.16]{0.13/0.16|0.16|0.16/0.16 0.14

MASO1H 1.00 0.33 1.00 1.00 3.00 5.00 3.00 3.00 3.00 3.00 ]0.13|/0.11|0.13|0.13|0.16]|0.13/0.16|0.16|0.16)|0.16 0.14

BASO01H 0.33 0.20 0.33 0.33 1.00 3.00 1.00 1.00 1.00 1.00 ]0.04)0.06]0.04/0.04{0.05/0.08/0.05|0.05]|0.05|0.05 0.05

CHHO1B 0.20 0.14 0.20 0.20 0.33 1.00 0.33 0.33 0.33 0.33 ]0.03/0.05/0.03|0.03]0.02|0.03/0.02|0.02|0.02|0.02 0.02

CHS01H 0.33 0.20 0.33 0.33 1.00 3.00 1.00 1.00 1.00 1.00 ]0.04)0.06)|0.04|0.04{0.05(/0.08|0.05)|0.05|0.05|0.05 0.05

CUHO03B 0.33 0.20 0.33 033 1.00 3.00 1.00 1.00 1.00 1.00 |0.04[0.06|/0.04/0.04)/0.05|0.08/0.05/0.05/0.05|0.05 0.05

GUHO03B 0.33 0.20 0.33 0.33 1.00 3.00 1.00 1.00 1.00 1.00 ]0.04)0.06)|0.04|0.04{0.05(/0.08|0.05|0.05|0.05|0.05 0.05

MAPO1B 0.33 0.20 0.33 0.33 1.00 3.00 1.00 1.00 1.00 1.00 |0.04]0.06]|0.04/0.04{0.05/0.08/0.05|0.05]|0.05|0.05 0.05

TOTAL 7.87 3.14 7.87 7.87 19.33 | 38.00 19.33 19.33 19.33 19.33 [1.00{1.00{1.00]{1.00/1.00|1.00|/1.00{1.00{1.00|1.00 1.00

Anexo 3-3 Matriz de comparacién pareada de las alternativas para el criterio fotoproteccion
en UVB.

CRITERIO 5 - FOTOPROTECCION UVB

VECTOR

GRS01H|GUS01H |MAHO3B | MASO1H | BASO1H |CHHO1B |CHS01H | CUHO3B | GUHO3B | MAPO1B MATRIZ NORMALIZADA PROMEDIO

GRS01H 1.00 3.00 1.00 3.00 3.00 1.00 1.00 1.00 3.00 5.00 [0.15/0.16]/0.15[0.16{0.16{0.15[0.15/0.15/0.16)|0.13 0.15

GUSO01H 0.33 1.00 0.33 1.00 1.00 0.33 0.33 0.33 1.00 3.00 [0.05|0.05(/0.05(0.05(0.05(/0.05|0.05/0.05|0.05|0.08 0.05

MAHO3B 1.00 3.00 1.00 3.00 3.00 1.00 1.00 1.00 3.00 5.00 [0.15/0.16/0.15[0.16{0.16{0.15[0.15/0.15/0.16)|0.13 0.15

MASO1H 0.33 1.00 0.33 1.00 1.00 0.33 0.33 0.33 1.00 3.00 [0.05/0.05]/0.05(0.05(0.05[0.05|0.05/0.05/0.05|0.08 0.05

BASO1H 0.33 1.00 0.33 1.00 1.00 0.33 0.33 0.33 1.00 3.00 [0.05/0.05[0.05[0.05{0.05[/0.05/0.05/0.05/0.05/0.08 0.05

CHHO1B 1.00 3.00 1.00 3.00 3.00 1.00 1.00 1.00 3.00 5.00 [0.15|0.16|0.15(0.16({0.16{0.15[0.15/0.15/0.16)|0.13 0.15

CHS01H 1.00 3.00 1.00 3.00 3.00 1.00 1.00 1.00 3.00 5.00 [0.15/0.16]/0.15(0.16({0.16({0.15[0.15/0.15|0.16|0.13 0.15

CUH03B 1.00 3.00 1.00 3.00 3.00 1.00 1.00 1.00 3.00 5.00 [0.15/0.16]/0.15(0.16{0.16{0.15/0.15/0.15/0.16)|0.13 0.15

GUHO03B 0.33 1.00 0.33 1.00 1.00 0.33 0.33 0.33 1.00 3.00 [0.05/0.05/0.05(0.05(0.05[0.05(0.05/0.05/0.05/0.08 0.05

MAPO1B 0.20 0.33 0.20 033 0.33 0.20 0.20 0.20 033 1.00 ]0.03/0.02]|0.03|0.02{0.02|0.03]{0.03/0.03/0.02|0.03 0.02

TOTAL 6.53 19.33 6.53 19.33 19.33 6.53 6.53 6.53 19.33 38.00 [1.00/1.00{1.00{1.00{1.00{1.00{1.00/1.00/1.00]/1.00 1.00




138

Perfilado quimico de extractos de subproductos de Passifloras comerciales y
propuesta preliminar de una formulacion con actividad fotoprotectora

Anexo 3-4 Matriz de comparacién pareada de las alternativas para el criterio fotoproteccion

en UVA.
CRITERIO 6 - FOTOPROTECCION UVA
GRS01H | GUS01H | MAHO3B | MASO1H [ BASO1H (CHHO1B |CHSO01H|CUHO3B | GUHO3B | MAPO1B MATRIZ NORMALIZADA P%O
GRSO1H 1.00 0.33 0.33 1.00 1.00 1.00 1.00 0.33 0.33 1.00 [0.06/0.06|0.06|0.06|0.06|0.06|0.06|0.06|0.06|0.06 0.06
GUSO1H 3.00 1.00 1.00 3.00 3.00 3.00 3.00 1.00 1.00 3.00 |017|017|017|017]|017|017|017|017[017|0.17 017
MAHO3B 3.00 1.00 1.00 3.00 3.00 3.00 3.00 1.00 1.00 3.00 |0.17]|0.17[0.17|0.17|0.17|0.17|0.17|0.17]|0.17 | 0.17 017
MASO1H 1.00 0.33 0.33 1.00 1.00 1.00 1.00 0.33 0.33 1.00 |[0.06/0.06|0.06|0.06|/0.06(0.06({0.06|006|0.06|0.06 0.06
BASO1H 1.00 0.33 0.33 1.00 1.00 1.00 1.00 0.33 0.33 1.00 [0.06/0.06|0.06|0.06|0.06|0.06|0.06|0.06|0.06|0.06 0.06
CHHO1B 1.00 0.33 0.33 1.00 1.00 1.00 1.00 0.33 0.33 1.00 |[0.06|0.06|0.06|0.06|0.06(0.06(0.06|0.06|0.06|0.06 0.06
CHSO01H 1.00 0.33 0.33 1.00 1.00 1.00 1.00 0.33 0.33 1.00 [0.06/0.06|0.06|0.06|0.06|0.06|0.06|0.06|0.06|0.06 0.06
CUHO3B 3.00 1.00 1.00 3.00 3.00 3.00 3.00 1.00 1.00 3.00 |0.17|0.17|0.17|0.17]|0.17|0.17|0.17|0.17(0.17|0.17 0.17
GUHO3B 3.00 1.00 1.00 3.00 3.00 3.00 3.00 1.00 1.00 3.00 |017|017|0.17|0.17|0.17|0.17|0.17|0.17(0.17|0.17 017
MAP01B 1.00 0.33 0.33 1.00 1.00 1.00 1.00 0.33 0.33 1.00 |[0.06|0.06|0.06|0.06|0.06(0.06(0.06|0.06|0.06|0.06 0.06
TOTAL 18.00 6.00 6.00 18.00 18.00 18.00 18.00 6.00 6.00 18.00 |1.00|/1.00{1.00{1.00{1.00|/1.00|/1.00|/1.00(1.00|1.00 1.00
Anexo 3-5 Matriz de comparacién pareada de las alternativas para el criterio perfilado
quimico.
CRITERIO 7 - PERFILADO QUIMICO
GRS01H|GUS01H|MAH03B|MAS01H|BASO01H| CHHO01B | CHS01H | CUHO03B | GUHO3B |MAPQ1B MATRIZ NORMALIZADA PigEoﬂ.'?D‘To
GRS01H 1.00 1.00 5.00 1.00 1.00 1.00 1.00 3.00 1.00 5.00 [0.13|/0.13|0.13(0.13|0.13]0.13|0.13(0.13|0.13|0.13 0.13
GUSO01H 1.00 1.00 5.00 1.00 1.00 1.00 1.00 3.00 1.00 5.00 ]0.13|0.13|0.13(0.13|0.13|0.13|0.13]0.13|0.13|0.13 0.13
MAHO3B | 0.20 0.20 1.00 0.20 0.20 0.20 0.20 0.33 0.20 1.00 |0.03]/0.03|0.03|0.03/0.03/0.03/0.03|0.01]|0.03|0.03 0.02
MASQ1H 1.00 1.00 5.00 1.00 1.00 1.00 1.00 3.00 1.00 5.00 ]0.13]|0.13|0.13(0.13|0.13|0.13|0.13|0.13]|0.13|0.13 0.13
BASO01H 1.00 1.00 5.00 1.00 1.00 1.00 1.00 3.00 1.00 5.00 ]0.13|0.13|0.13(0.13|0.13|0.13|0.13]0.13|0.13|0.13 0.13
CHHO01B 1.00 1.00 5.00 1.00 1.00 1.00 1.00 3.00 1.00 5.00 ]0.13|0.13|0.13({0.13|/0.13|0.13|0.13]|0.13]|0.13|0.13 0.13
CHSO01H 1.00 1.00 5.00 1.00 1.00 1.00 1.00 3.00 1.00 5.00 ]0.13|0.13|0.13(0.13|0.13|0.13|0.13|0.13|0.13|0.13 0.13
CUHO03B 0.33 0.33 3.00 0.33 0.33 0.33 0.33 1.00 0.33 3.00 ]0.04|0.04|0.08(0.04|0.04|0.04|0.04|0.04/0.04|0.08 0.05
GUH03B 1.00 1.00 5.00 1.00 1.00 1.00 1.00 3.00 1.00 5.00 ]0.13|0.13|0.13{0.13|0.13|0.13|0.13]|0.13|0.13|0.13 0.13
MAPO1B [ 0.20 0.20 1.00 0.20 0.20 0.20 0.20 0.33 0.20 1.00 |0.03]/0.03]|0.03|0.03/0.03|0.03/0.03|0.01]|0.03|0.03 0.02
TOTAL 7.73 7.73 40.00 7.73 7.73 7.73 7.73 22.67 7.73 40.00 (1.00/1.00{1.00(1.00|{1.00(1.00|1.00({1.00|1.00|1.00 1.00
Anexo 3-6 Matriz de comparacion pareada de las alternativas para el criterio innovacion.
CRITERIO 8 - INNOVACION
GRSO1H|GUSO01H [ MAHO3B | MASO1H | BASO1H|CHHO1B [CHSO01H| CUHO3B | GUHO3B | MAPO1B MATRIZ NORMALIZADA P%O
GRS01H 1.00 5.00 1.00 5.00 3.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 ]0.13{0.13[0.13|0.13|0.13|0.13|0.13/0.13|0.13]0.13 0.13
GUS01H 0.20 1.00 0.20 1.00 0.33 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20 |0.03|0.03|0.03|0.03|0.01|0.03|0.03|0.03|0.03|0.03 0.02
MAHO03B 1.00 5.00 1.00 5.00 3.00 1.00 1.00 1.00 1.00 100 ]0.13(0.13{0.13|0.13({0.13|0.13|/0.13|0.13|0.13|0.13 0.13
MASO1H 0.20 1.00 0.20 1.00 0.33 0.20 0.20 0.20 0.20 020 |0.03|0.03|0.03(0.03{0.01|0.03|/0.03/0.03/0.03|0.03 0.02
BASO1H 0.33 3.00 0.33 3.00 1.00 0.33 0.33 0.33 0.33 0.33 |0.04|0.08|0.04|0.08|0.04|0.04|0.04|0.04|0.04|0.04 0.05
CHHO1B 1.00 5.00 1.00 5.00 3.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 ]0.13{0.13[0.13|0.13]0.13|0.13|0.13/0.13|0.13]0.13 0.13
CHSO01H 1.00 5.00 1.00 5.00 3.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 ]0.13|0.13|0.13|0.13]0.13|0.13|0.13/0.13|0.13]0.13 0.13
CUHO3B 1.00 5.00 1.00 500 3.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 ]013(0.13{0.13|0.13(0.13|0.13|/0.13|0.13|0.13|/0.13 0.13
GUHO3B 1.00 5.00 1.00 5.00 3.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 ]0.13|0.13{0.13|0.13(0.13]|0.13|0.13|0.13]|0.13]|0.13 0.13
MAPO1B 1.00 5.00 1.00 5.00 3.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 ]0.13{0.13[0.13|0.13|0.13|0.13|0.13/0.13|0.13]0.13 0.13
TOTAL 7.73 40.00 7.73 40.00 22 .67 7.73 7.73 7.73 7.73 7.73 [1.00/1.00{1.00(1.00|1.00{1.00/1.00|1.00|1.00|1.00 1.00
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4.1 Resumen

La optimizacion de los métodos de extraccibn es un aspecto esencial para obtener
ingredientes activos de origen vegetal con alta eficacia y eficiencia, fundamentales para su
aplicacién en industrias como la cosmética, asi como la determinacion del comportamiento
de estabilidad de los extractos naturales permite garantizar su funcionalidad y seguridad
en los productos terminados. En este capitulo, se optimizé la extraccién hidroetandlica
asistida por ultrasonido de semillas de cholupa (P. maliformis) mediante un disefio central
compuesto rotacional (DCCR), evaluando el efecto del porcentaje de etanol, la temperatura
y el tiempo sobre el contenido de estilbenos totales (CET) y el factor de proteccion solar
(FPS). Asi mismo, se evalud la actividad fotoprotectora del extracto optimizado sobre
gueratinocitos (HaCaT) y se analiz6 su estabilidad bajo condiciones de estrés (hidrélisis
neutra, hidrolisis &cida, hidrdlisis basica, oxidacion y fotolisis). Los resultados mostraron
gue el extracto optimizado present6 un CET diez veces mayor y un FPS 3.8 veces superior

al inicial, con un efecto fotoprotector significativo frente a radiacion UVB a concentraciones
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de 15.63ug/mL y 31.25ug/mL. Por otra parte, este extracto demostré ser estable en
condiciones de hidrolisis neutra, oxidacion y fotdlisis, pero 14bil en medios acidos y basicos.
Estos hallazgos destacan la necesidad de controlar parametros como el pH para garantizar

la eficacia y estabilidad del extracto en formulaciones cosméticas.

4.2 Introduccion

Uno de los aspectos fundamentales en la obtencién de ingredientes activos a partir de
fuentes vegetales es la eleccion del proceso de extraccion, el cual debe garantizar
condiciones que maximicen tanto la eficacia como la eficiencia del procedimiento. La
eficiencia esta relacionada principalmente con el rendimiento en la extracciéon de los
compuestos de interés, especialmente aquellos vinculados con la actividad biolégica
deseada. Por su parte, la eficacia se refiere a la potencia del extracto, es decir, su

capacidad para generar el efecto biolégico esperado [1].

En este contexto, la optimizacion de los métodos de extraccion resulta fundamental para
la obtencién de extractos con alta eficiencia. Dicha optimizacion implica la consideracion
de diversos factores clave, entre los cuales se destaca la seleccion del disolvente de
extraccion [2], eligiendo aquellos con mayor afinidad por los compuestos de interés y por
tanto mayor capacidad de disolverlos. Asimismo, el método de extraccion empleado debe
permitir la reduccién del volumen de disolvente y del tiempo requerido, sin comprometer el
rendimiento ni la calidad del extracto. En este sentido, han cobrado relevancia técnicas
como las extracciones asistidas por microondas (EAM), por ultrasonido (EAU), el uso de
fluidos supercriticos, entre otras metodologias, que ofrecen ventajas significativas frente a

los métodos convencionales [2,3].

Para la evaluacion de los factores previamente mencionados, es fundamental contar con
herramientas estadisticas que permitan un analisis eficiente y riguroso, como es el caso
de los métodos multifactoriales. Este tipo de analisis posibilita la evaluacion simultanea de
multiples variables y sus efectos, asi como las interacciones entre ellas [4]. Dentro de estos
modelos estadisticos, existen varios que han sido utilizados para los procesos de
extraccion de material vegetales, como lo son la evolucion diferencial, las metodologias de
superficie de respuesta y las redes neuronales [5]. La seleccion entre estos modelos

depende de las necesidades especificas aplicadas a la metodologia de extraccién
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realizada [6]. En este contexto, es importante mantener presente que la optimizacion,
aunque permite mejorar la eficiencia del extracto y contribuir a la estandarizacion del
proceso [1], es s6lo una de las partes que es importante considerar al obtener ingredientes

activos de fuentes naturales.

Otros aspectos clave para el uso de ingredientes activos naturales es su caracterizacion
en términos de su estabilidad, eficacia y seguridad [7], los cuales constituyen elementos
fundamentales dentro de la etapa de preformulaciéon. Esta fase resulta esencial en el
desarrollo de nuevos productos, tanto en la industria farmacéutica como en la cosmética
[8,9]. Comenzar el proceso desde la preformulacion permite aumentar la probabilidad de
obtener productos finales estables, seguros y eficaces. Sin embargo, en la industria
cosmeética, es comun que estos aspectos se evallen Unicamente en etapas avanzadas,
cuando el producto se encuentra practicamente formulado, en concordancia con los
lineamientos propuestos por organizaciones como Cosmetic Europe y otras asociaciones
internacionales [10,11]. Este enfoque, no obstante, puede subestimar la importancia de
iniciar el desarrollo con un conocimiento profundo y detallado de los ingredientes activos,

elemento clave para el éxito del producto final [12].

En el marco anteriormente descrito, los estudios de estabilidad de un ingrediente activo
deben contemplar diversas condiciones, tanto aquellas a las que potencialmente podria
estar expuesto durante el desarrollo y uso del producto, como condiciones extremas que
permitan identificar las posibles reacciones quimicas que dicho ingrediente puede sufrir.
Entre las variables cominmente evaluadas se encuentran los cambios de temperatura,
pH, exposicidon a la luz, presencia de agentes oxidantes, entre otros [9]. La informacién
generada a partir de estos estudios proporciona elementos clave para analizar los posibles
cambios que puede experimentar el ingrediente activo dentro del producto final,

permitiendo asi anticipar, prevenir o mitigar dichos efectos.

Este capitulo tiene como objetivo la optimizacion del método de obtencidén del extracto
hidroetandlico (EH) de semillas de cholupa mediante un modelo de superficies de
respuesta. Asimismo, se evaludé la actividad fotoprotectora del extracto sobre
gueratinocitos y su estabilidad bajo condiciones de estrés, con el fin de aportar informacién

relevante para su posible incorporacion en productos cosméticos fotoprotectores.
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4.3 Metodologia

4.3.1 Materiales y equipos

Se us6 etanol al 99.8% (PanReac Applichem) y n-hexano (Panreac Applichem®) para las
extracciones asistidas por ultrasonido. La evaluacion de la actividad fotoprotectora in vitro
se realiz6 con etanol grado espectroscopico (Uvasol®,Sigma-aldrich®); para la
cuantificacién por UHPLC se emplearon acetonitrilo grado HPLC (MERCK®), acido férmico
RA (Carlos Erba) y agua desionizada (Milli-Q System Millipore®). Se empled resveratrol
099% ( HPLC) ( S icammastamdardralitiao hPErj los ensayos de estabilidad
se utiliz6 4cido clorhidrico al 37% (MERCK®), hidréxido de sodio (MERCK®) y peréxido de
hidrogeno (Biopharchem®). Los ensayos celulares se realizaron en queratinocitos
humanos inmortalizados HaCaT (CLS Cell Lines Service, 300493), en medio de cultivo
DMEM (Dul beccods modi f i gSFB, pemiglihee ésseptomécithd yuWis-8
(Dojindo Molecular Technologies Inc.).

Las extracciones se llevaron a cabo en un Ultrasonido EImasonic EASY E30H (Elma®) con
capacidad de 1.9L, frecuencia de 37kHz y potencia de 80W. Por otra parte, para el andlisis

de fotoproteccion en celda se utilizé un espectofotémetro Shimadzu UV-1800.

Para el analisis por UHPLC-DAD/ELSD se utilizé un cromatdgrafo liquido de ultra alta
presién (UHPLC) Thermo Scientific Dionex Ultimate 3000, con bomba cuaternaria Dionex
Ultimate 3000RS, acoplado con un detector de arreglo de diodos (DAD) Dionex Ultimate
3000 y un detector evaporativo de dispersion de luz (ELSD) Sedex 85 con operacion a

80°C y una presion de 40psi.

Como fuente de irradiacion de luz UV para los ensayos sobre HaCaT se utilizé un sistema

de radiacion UV Bio-sun (Vilber Lourmat).

Para la determinacion del pH fue utilizado un pHmetro HANNA ® instruments edge® pH
(HI2002), con un electrodo de pH de referencia HI10530.

Para los analisis de fotoestabilidad, se utilizé una cadmara de fotoestabilidad desarrollada
al interior del grupo de investigacion de Sistemas de Liberacion Controlada de Moléculas

Biol6gicamente Activas.
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4.3.2 Material vegetal

Las semillas de cholupa (Passiflora maliformis) fueron suministradas por la empresa
despulpadora de alimentos Frucamps® ubicada en Neiva, Huila. Estas se mantuvieron en
cadena de frio después de ser separadas de la pulpa. Posteriormente, se sometieron a
lavado, secado a temperatura ambiente, molienda y tamizacion, seleccionando el material
vegetalconunt amafo i nferior a s8levamcerdeiéntdieamioacbre r i a l
n-hexano para desengrasarlo en una relacién material:solvente 1:10 (p/v), realizando tres
volimenes independientes de n-hexano. Posteriormente, se secé y se empled para las

extracciones asistidas por ultrasonido.

4.3.3 Extraccion asistida por ultrasonido (EAU)

Obtencion del extracto preliminar

Las condiciones establecidas para la obtencién del extracto preliminar se basaron en lo
reportado en estudios previos [13,14], partiendo de una relaciéon 1:10 entre el material
vegetal y el solvente de extraccion, con un porcentaje de etanol del 70%, temperatura de

30°C y un tiempo de extraccion de 10 min.
Disefio experimental

Se utilizé un disefio central compuesto rotacional (DCCR) para evaluar el efecto del
porcentaje de etanol, la temperatura y el tiempo (Tabla 4-1). El disefio factorial 32 se aplicd
considerando ocho ensayos (-1 y +1), seis puntos centrales y seis puntos axiales (-Uy U)

(-1.682 y +1.682) para un total de 20 experimentos.

Tabla 4-1 Variables y niveles empleados en el disefio central compuesto rotacional
(DCCR) para la optimizacién de la extraccion de semillas de Passiflora maliformis.

FACTORES () U -1 0 1 (+) U
% Etanol 39.8 50 65 80 90.2
Temperatura (°C) 33 40 50 60 67
Tiempo (min) 8.2 15 25 35 41.8
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Procedimiento de extraccién asistida

Para el proceso de extraccion, se utilizaron 2,5g de material vegetal previamente
desengrasado y tamizado (Tamiz N.20), los cuales se mezclaron con 25 mL de la mezcla
hidroetandlica correspondiente, en tubos de centrifuga de 50 mL. Se mantuvo una relacion
constante de material vegetal:solvente de 1:10 (p/v) en todos los ensayos. La extraccion
se realiz6 bajo las condiciones de porcentaje de etanol, tiempo y temperatura establecidas
en el disefio experimental (Tabla 4-1). Posteriormente, los sobrenadantes obtenidos fueron
filtrados por gravedad y concentrados a presi
fue congelado y finalmente liofilizado con el fin de obtener un producto seco y cuantificable.
Este extracto fue empleado en la evaluacion de las variables de respuesta
correspondientes a la cuantificaciéon del contenido estilbenos totales y al factor de

proteccion solar (FPS).

4.3.4 Cuantificacion del contenido de estilbenos totales (CET)

La cuantificacion del contenido de estilbenos totales (CET) se llevé a cabo mediante
cromatografia liquida de alta eficiencia acoplada a un detector de arreglo de diodos
(UHPLC-DAD). Como fase estacionaria se empleé una columna Phenomenex® Kinetex
cC18 (100 mm I 2.1 mm, 2.6 Om), mantenida a una
del sistema se estableci - en 0.5 mL/ mias y el
muestras fueron evaluadas a una concentracion de 2mg/mL. La separacion cromatografica
se realiz6 utilizando un sistema de elucion en gradiente, descrito en la Tabla 4-2, con un

tiempo total de andlisis de 18 minutos.

Para la cuantificacion, se utilizé resveratrol como estandar analitico. Se prepard una curva
de <calibraci-n de once puntos con concentraci
300 €eg/ mL. La detecci-n se realiz- daunwangp | ongi t

de adquisici-n de 200 a 450 nm.
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Tabla 4-2 Gradiente de elucion empleado para la cuantificacién por HPLC del CET en
semillas de Passiflora

Tiempo FIujq % nge. movil A A r(;f)ésﬁlSBe
(min) (mL/min) Formico (0.5%) ACN
0 0.5 90 10
8 0.5 83 17
11 0.5 65 17
15 0.5 15 30
18 0.5 15 10

Esta metodologia de cuantificacién se valid6é segun los estandares establecidos por la guia
de la conferencia Internacional de Harmonizacion (ICH) [15], teniendo en cuenta los

siguientes parametros:

Linealidad: Se evalug la linealidad del método mediante la construccion de tres curvas de
calibracion independientes, relacionando el area bajo la curva con la concentracion de
resveratrol en el rango de 1.5 eg/mL a 300 eg/r
lineal en el intervalo seleccionado, se realizaron pruebas estadisticas de falta de ajuste
(lack of fit) y pruebas t de Student, con el objetivo de confirmar la validez de la regresion

lineal en dicho rango.

Precision: Para la determinacion de la precisién se tuvieron en cuenta dos niveles:
repetibilidad, evaluada por medio de la inyeccién de tres concentraciones de la curva por
triplicado en un mismo dia; y precision intermedia, para la cual se evaluaron tres

concentraciones de la curva por triplicado en tres dias consecutivos.

Exactitud: este parametro se determiné por medio del porcentaje de recuperacion obtenido
del estandar, después de realizar la adicion de una concentracion conocida a una solucién
del extracto. La determinacién del porcentaje de recuperacion se realizé por medio de la
Ecuacion 4-1

N 60€&0QaEEMMnE S
wo l W JU
d 0€¢0QQNEAI Qaw €0 (4-1)
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Limite de deteccién (LOD) y limite de cuantificacion (LOQ): La determinacion del LOD y
del LOQ fue realizada llevando a cabo el procedimiento descrito por Quattrocchi[16]. Para
ello se realizdé una curva de regresion tomando cuatro concentraciones por debajo de la
curva de linealidad (0.125ug/mL, 0.25 pg/mL, 0.5 pg/mL y 0.75 pg/mL), las cuales fueron
inyectadas por triplicado y construidas dos curvas: la curva A, correspondiente a la
concentracion vs el area; y la curva B, construida a partir de la desviacion estandar de cada
punto vs. el area obtenida. A partir de estas curvas se realizé el calculo del LOD y LOQ por
medio de la Ecuacién 4-2 y Ecuacidon 4-3 respectivamente, donde b corresponde a la
pendiente de la curva de linealidad, Yy al intercepto de la curva A 'y Sy al intercepto de la

curva B.
O QWO 0 B d'Q O ﬂ—d)
Upe @ 5 (4-2)

- o o T OJ P 1104
0 ku’ QO@ o6 e 0 EQODDWY—F—
(4'3)

Para el CET, se consideraron todos los picos cromatograficos que presentan un espectro
de absorcion de tipo estilbenoide, los cuales se expresaron como miligramos equivalentes
de resveratrol/ g extracto seco. Todas las muestras se prepararon por triplicado, disueltas
en una mezcla acetonitrilo:agua (1:1), llevadas a una concentracion de 2mg/mL vy filtradas

por una membrana de 0.22e¢em antes de ser inyect:

4.3.5 Determinacion del factor de proteccion solar (FPS) in vitro

La determinacion del FPS se realizé segun lo descrito en la Seccion 3.1.2.

4.3.6 Determinacion de la fotoproteccion en HaCaT

El ensayo de fotoproteccion realizado en queratinocitos humanos inmortalizados (HaCaT)
lo realiz6 el Grupo de Investigacion en Sustancias Bioactivas (GIBS) de la Universidad de

Antioquia.
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En primer lugar, para la determinacion de las concentraciones a evaluar en los ensayos de
fotoproteccion, se llevo a cabo un ensayo de toxicidad sobre HaCaT. Para esto, los HaCaT
fueron cultivadas a 37°C con 5% de CO,, en un medio de cultivo DMEM (Dul becco6s
modified Eagle 6 s m ¢ duplenmantado con un SFB (10%), penicilina (100U/mL) vy
estreptomicina (100ug/mL). De acuerdo a lo descrito en Castafieda [17].La citotoxicidad
del extracto sobre HaCaT, después de 24 horas de tratamiento, se evalué en nueve
concentraciones en un rango de 3.91ug/mL a 1000ug/mL en placas de 96 pozos, con una
densidad celular de 1.0E4 células por pozo. La viabilidad celular se determiné mediante el
ensayo CCK-8, con el uso del reactivo WST-8, el cual reacciona con las deshidrogenasas
celulares para la produccién de formazan, el cual es un producto amarillo que permite la
determinacion espectrofotométrica de la viabilidad; de esta manera, la concentracion de
formazan producido es directamente proporcional al nimero de células viables[18]. La
viabilidad celular se calcula por medio de la Ecuacion 4-4 donde Abs es la absorbancia
determinada a 450nm y el control corresponde a las células que no fueron tratadas con la
muestra. Para detalles de los procedimientos consultar [19].

e e w0 wi 0 wi
0 QO W Qo V@ IQ—— ——
0 Wi 0 Wi

(4-2)

El ensayo de citotoxicidad permitio la seleccion de cuatro concentraciones (3.91pg/mL,
7.81pg/mL, 15.63pg/mL y 31.25pg/mL) las cuales fueron evaluadas en el ensayo de
fotoproteccion en UVB.

Brevemente, la metodologia llevada a cabo para este ensayo consistié en la evaluacién de
la prevencion de la muerte celular ocasionada por la radiacion UVB. Para esto, los HaCaT
fueron cultivados con las condiciones previamente planteadas para el ensayo de

citotoxicidad.

El efecto fotoprotector se evalué mediante la prevencion de la muerte celular inducida por
radiacion UVB en células HaCaT sembradas en placas de 96 pozos (1.0E4 células/pozo).
Las células se trataron durante 24 horas a las concentraciones previamente seleccionadas.
Posteriormente, las células se lavaron con PBS y se expusieron a radiacion UVB (70
mJ/cm?) utilizando un sistema UV Bio-Sun (Vilber Lourmat, Francia). Tras 24 horas de

incubacién a 37°C y 5% COF, la viabilidad celular se determiné mediante el ensayo CCK-
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8. El efecto fotoprotector se calcul6 comparando la viabilidad de las células tratadas y
sometidas a radiacién con controles no tratados y sometidos o no a UVB, empleando la

Ecuacion 4.4.

4.3.7 Estabilidad bajo condiciones de estrés

Para la determinacién de la estabilidad del extracto optimizado bajo condiciones de estrés
se llevé a cabo la metodologia descrita por Singh y Bakshi [20] para la evaluacion de
farmacos, y lo propuesto por Echeverry [21] para la evaluacion de extractos vegetales.
Para esto se evaluaron cuatro condiciones de estrés distintas: hidrélisis neutra, hidrolisis
acida, hidrdlisis béasica, oxidacion y fotdlisis. El extracto se evalué en las diferentes
condiciones de estrés por medio de diagramas de decision, hasta determinar una condicién
en la que se encontrara un remanente de entre el 20-80% de los estilbenos totales, con lo
gue se determind el comportamiento del extracto bajo la condicién evaluada, permitiendo
caracterizarlo como practicamente estable, muy estable, estable, labil, muy labil o
extremadamente labil. En cada condicién, se realizé la determinacion del CET en el tiempo
cero (extracto inicial) y en el momento inmediato después de cumplida la condicién

evaluada.
Hidrolisis

Para el analisis del comportamiento del extracto bajo condiciones hidroliticas neutras se
siguieron las condiciones planteadas en la Figura 4-1, y para las hidrolisis 4cida y basica

las condiciones planteadas en la Figura 4-2.

Para los ensayos de evaluaciéon de las condiciones de hidrélisis se tomaron 200mg
(hidrélisis neutra) o 400mg (hidrdlisis acido/basica) de extracto, segun el caso, y se

disolvieron en 50mL del medio (neutro, acido o basico) correspondiente.

Después de cumplida la condicion requerida, se tom6 una alicuota de 1ml a la cual se le
realiz6 la determinacion del pH y se le realizo la neutralizacion (con NaOH al 0.1N, o HCI
al 0.1N, segun sea el caso) en los casos que se requiriera; las soluciones resultantes se
diluyeron con ACN:H,0 (1:1) hasta lograr una concentracion de 2mg/mL. Estas soluciones
se filtraron por membranas de 0.22um y se inyectaron por triplicado en el HPLC para la
CET.
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INICIO
(Labil)
H20
Sin d 12 h, Reflujo Degradacion total
(Estable) (Muy labil)
H20 ) H20
1 dia, Reflujo Degradacion 12h,40°C
significativa
: 3 Degradacién Degradacién )
Sin degradacion significativa significativa Degradacion total
L \ / 4
(Muy estable) v (Extremadamente labil)
H20 H:0
i —— ACEPTABLE Vi— i
2 dias, Reflujo | pegradacién Degradacién 2h,25°C
significativa /v significativa
Sin degradacién Degradacion total
Degradacion
4 significativa L
(Practicamente estable)

Evaluar condiciones mas leves
Hz0

5 dias, Reflujo

Figura 4-1 Diagrama de decisién para la evaluacion de estabilidad en condiciones de
hidrdlisis neutra [21].

INICIO
(Labil)
0.1 N HCI/NaOH
S“:W 8, Reflujo W‘jﬂf
(Estable) (Muy labil)
1 N HCI/NaOH ) 0.01 N HCI/NaOH
12 h, Reflujo Degradacion 8h,40°C
significativa
p Degradacion
Sin degradacion %ﬁi:ﬁf: significativa Degradacicn total
(Muy estable) \ / (Extremadamente Iabil)
2 N HCI/NaOH 0.01 N HCI/NaOH
- — ACEPTABLE -— .
24 h, Reflujo Degradacién Degradacién 2h,25°C
significativa / significativa
Sin degradacion Degradacion total
Degradacion
significativa

(Practicamente estable)

5 M HCI/NaOH
24 h, Reflujo

Figura 4-2 Diagrama de decision para la evaluaciéon de estabilidad en condiciones de

Evaluar condiciones mas leves

hidrdlisis &cida/ basica [21].
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Oxidacion

Para la determinacién de la estabilidad del extracto en condiciones de oxidacion, se
tomaron 100mg del extracto que se disolvieron en 4mL de una solucién de perdxido de
hidrogeno (H20,) segun el porcentaje requerido por la condicion (Figura 4-3). Las
soluciones resultantes se diluyeron con ACN:H-0 (1:1) hasta lograr una concentracion de
2mg/mL. Estas soluciones se filtraron por membranas de 0.22um y se inyectaron por
triplicado en el HPLC para la CET.

INICIO
(Labil)
H202 al 3%
SV e =
(Estable) (Muy labil)

H20: al 3% . H202 al 1%

24 h, Temp. Amb* Degradacion 3 h, Temp. Amb*
significativa
radacion Degradacion
Sin degradacion [s)n?nmcawa significativa Degradacién total
"
(Muy estable) (Extremadamente labil)
H;0; al 1%
H20: al 10% 202
St . |— ACEPTABLE <«
24 h, Temp. Amb*. | pegradacion Degradacion 30 m;{%bT.emp,
significativa / significativa E
Sin degradacion
Degradacion Degradacion total
y significativa
(Practicamente estable)
Evaluar condiciones mas leves

Hz0: al 30% N

24 h, Temp. Amb*

Figura 4-3 Diagrama de decisiéon para la evaluacion de estabilidad en condiciones de
peroxidacion [21].

Fotélisis

Para la evaluaciéon de degradacién bajo condiciones fotoliticas se utiliz6 una camara de
fotoestabilidad (Figura 4-4A) equipada con una fuente de luz halégena y fluorescente. En
ésta se ubicaron cuatro placas con 20mg de extracto en cada una (Figura 4-4B). Se
tomaron muestreos a los 10 y 30 dias para cumplir la exposicion planteada en la Figura
4.5. En cada muestreo se tomaron 2mg de cada placa, las cuales se disolvieron en 1mL
de ACN:H>0 (1:1), se filtraron por membrana de 0.22pum y se inyectaron por triplicado en
el UHPLC para CET.
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Figura 4-4 A.) Camara de fotoestabilidad; B.) Muestras del extracto optimizado de
semillas de Passiflora maliformis

INICIO
(Fotolabil)
) . Exposicién
(Fotoestable) Reducir la
Exposicion _ exposicién
6 x 10° Lux/h. Degradacion
significativa

Degradacion
significativa

N

ACEPTABLE

Figura 4-5 Diagrama de decision para la evaluacion de estabilidad en condiciones de
fotolisis [21].
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4.3.8 Analisis estadistico

Las pruebas estadisticas para la validacién de los pardmetros de la metodologia analitica
se realizaron mediante el aplicativo validaR (Versiéon 1.0.3.4) del Instituto Nacional de
Metrologia (INM) (https://validar.inm.gov.co/validaR/). El disefio experimental, las
condiciones del disefio y el analisis de datos, se realiz6 en el software Minitab® (Version
17 version escolar, PA). Para el analisis de los ensayos celulares se emplearon ANOVA 'y
las comparaciones multiples de Dunnett en el software GraphPad Prism 5 (GraphPad
Software Inc., San Diego, CA, USA).

4.4 Resultados y discusion de resultados

A continuacién, se presentan los resultados correspondientes a la etapa de preformulacion,
en la que se caracteriza al extracto bajo diferentes perspectivas. Esta fase incluyd, la
validacién de la metodologia de cuantificacién del CET y la optimizacién de las condiciones
de obtencién del extracto. Para el extracto optimizado se evalué su actividad fotoprotectora
sobre queratinocitos y su estabilidad bajo condiciones de estrés. Los resultados obtenidos
permitieron establecer criterios sélidos para la fase de desarrollo de la formulacién

fotoprotectora.

4.4.1 Validacion de la metodologia analitica

Para el desarrollo de la metodologia analitica en HPLC empleada para la cuantificacion de
los compuestos de interés (estilbenos) se partié de la que fue planteada en el Capitulo 2
para el andlisis de los extractos de Passiflora. A esta metodologia se le realizaron algunas
modificaciones, como el aumento del flujo, aumento de la temperatura, asi como el uso de
un gradiente de elucién hasta un porcentaje de ACN de maximo 30%, ya que en esta
rampa se logroé la separacion de los compuestos de interés, asi como una disminucion en

el tiempo de corrida, tal como lo muestra la Figura 4-6.


https://validar.inm.gov.co/validaR/
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Figura 4-6 Cromatogramas del andlisis de EH de semillas de P. maliformis a 340 nm. A.)
Cromatograma obtenido al usar la metodologia inicialmente propuesta para muestras de
semillas de Passiflora (azul). B.) Cromatograma obtenido al usar el método modificado
para la cuantificacion del contenido de estilbenos en semillas de Passiflora (negro)

El método modificado se aplicé para el andlisis de los EH de las semillas de Passiflora
evaluados en los capitulos anteriores, evidenciando una mejor separacion para el EH de
cholupa (P. maliformis), y para los deméas EH de semillas que cuentan con estilbenos como
componentes principales como lo son granadilla (P. ligularis), gulupa (P. edulis var. edulis),

maracuya (P. edulis var. flavicarpa) y badea (P. quadrangularis), tal como lo muestra la
Figura 4-7.

P. edulis var. flavicarpa

P. edulis var. edulis
| o P quadrangularis
I [\ noa |I'. N I\‘ A

_J(A,iig,‘a,g N ) S N W SR | WYL e s

1 P. ligularis
. \ P. maliformis
I I | SN Y| WY N bt S

Figura 4-7 Cromatogramas de los EH de semillas de Passiflora a 340nm bajo la
metodologia desarrollada la cuantificacién de estilbenoides en semillas. De abajo hacia
arriba: Cholupa (P. maliformis), granadilla (P. ligularis), badea (P. quadrangularis),
gulupa (P. edulis var. edulis) y maracuya (P. edulis var. flavicarpa).



154 Perfilado quimico de extractos de subproductos de Passifloras comerciales y
propuesta preliminar de una formulacion con actividad fotoprotectora

La longitud de onda de cuantificacién y visualizacion seleccionada fue 32 0 n m, ya que
esta longitud es posible monitorear adecuadamente los diferentes compuestos
identificados como estilbenos. En la Figura 4-8 se observa la presencia de piceatanol (1),
trans-resveratrol (3), scirpusina B (5) y el cyperusphernol B (6), éstos ultimos corresponden
a dimeros y trimeros del piceatanol. Estos compuestos han sido previamente reportados
en estudios similares [22]. También se observa la presencian de dos compuestos tipo

estilbeno no identificados (2 y 4).
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Figura 4-8 Cromatograma de EH de semillas de cholupa (P. maliformis). Se da la
numeracion y espectro UV correspondiente a cada compuesto descrito.

Una vez definida la metodologia cromatografica a utilizar, se realizé la evaluacion de los
diferentes pardmetros establecidos para la validacién del método analitico, basado en los

criterios establecidos por la ICH.
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En primer lugar, se realiz6 la evaluacion de la linealidad, tal como se muestra en la Tabla
4-3, para la cual se evaluo la relacion lineal entre el area bajo la curva y la concentraciéon
de las muestras de resveratrol utilizadas. Las tres curvas independientes evaluadas
presentaron un porcentaje de correlacion superior a 0.999. Asi mismo se realizaron las
pruebas de hipétesis por medio de la determinacién del valor t, en las cuales se evaluaron:
la pendiente, donde se rechazd la hipétesis nula (Ho) de que la pendiente es igual a cero;
el intercepto, donde se aceptd de la Ho que el intercepto es igual a 0; y finalmente, se
demostré que existe correlacion entre la concentracion (X) y el area bajo la curva (Y), al
rechazar Ho. Todas las pruebas estadisticas aplicadas fueron utilizadas con un grado de

confianza del 95%, con un modelo de regresion lineal.

Tabla 4-3 Pardmetros de linealidad evaluados para la curva de calibracion de resveratrol
evaluado a 320nm.

Rango Ecuacién de Coeficiente
evaluado regresion correlacion | Parametro Ho? teal ttan® Decision
(ng/mL) (R?)
Pendiente b=0 222 2.04 Rechazo Ho
1.5-300 Y =0.3297X - 0.9996 Intercepto a=0 -1.99 2.04 | Aceptacion Ho
0.4262 . No correlacion
Regresion entre X y Y 221.9 2.04 Rechazo Ho

a Hipdtesis nula
bvalor t de dos colas; grados de libertad=31; (=0.05

Para la determinacion de la precision, se tomaron tres valores de concentracion: un punto
bajo, un punto medio y un punto alto de la curva de calibracion, tal como se muestra en la
iError! No se encuentra el origen de la referencia.. Es posible observar que, tanto para lar
epetibilidad, como en la precisiéon intermedia, se obtuvieron coeficientes de varianza

inferiores al 5%, que es el limite establecido por ICH.

Tabla 4-4 Datos de precision determinados para la curva de calibracion del trans-
resveratrol a 320nm

Precision
Concentracién o Precisién
(ng/mL) Repetibilidad | ;10 media
X £ %CV X + %CV
15 0.48+0.31 0.46+2.67
100 32.40+0.85 32.57+1.21
300 100.48+0.05 99.57+1.57
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Los resultados de la evaluacion de la exactitud se muestran en la Tabla 4-5 en la cual se
observa que, en las tres concentraciones evaluadas, las cuales corresponden a tres puntos
dentro de la curva, se obtuvo un porcentaje de recuperacion de entre el 90-110%, asi como

coeficientes de variacion inferiores al 5%.

Tabla 4-5 Datos de exactitud determinados para la curva de resveratrol a 320nm

Concentracién | %Recuperacion
(ng/mL) X * %CV
3 106.73+ 3.46
100 105.00+ 1.27
250 104.56+ 1.51

Por ultimo, para la determinacion del LOD y LOQ, se llevaron a cabo las curvas de las
concentraciones por debajo del rango lineal establecido, usando concentraciones de
0.125pg/mL, 0.25 pg/mL, 0.5 pg/mL y 0.75 pg/mL. Las curvas obtenidas son mostradas en
la Tabla 4-6. Los valores de intercepto de cada curva (Y, y Sp, respectivamente) y las
férmulas ya descritas, permitieron determinar el LOD como 0.017ug/mL y el LOQ como
0.054 pg/mL.

Tabla 4-6 Curvas de calibracion realizadas para la determinacion del LOD y LOQ.

Eje x Eje Y Pendiente | Intercepto
Curva
A Concentracion (ug/mL) Area bajo la 0.2454 0.0002
o
B Desviacion estandar (S) curva (mAU*min) 0.0062 0.0017

Con base en los resultados obtenidos, se puede concluir que el método analitico
desarrollado para la cuantificacion de trans-resveratrol fue validado satisfactoriamente
segun los lineamientos establecidos por la ICH. El método demostro linealidad en el rango
de 1.51 300 pg/mL, con coeficientes de correlacion superiores a 0.999. La precision del
método, evaluada tanto en términos de repetibilidad como de precisién intermedia,

presento coeficientes de variacion menores al 5%, cumpliendo con los criterios aceptados.
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La exactitud se corrobor6 mediante porcentajes de recuperacion dentro del rango de 9071
110% y bajos coeficientes de variacién. Finalmente, los valores obtenidos para el LOD
(0.017 pg/mL) y el LOQ (0.054 pg/mL) evidencian una adecuada sensibilidad del método.
En conjunto, estos resultados confirman que el método es confiable, preciso, exacto y

sensible para el andlisis cuantitativo del CET en términos del trans-resveratrol.

4.4.2 Optimizacién de la metodologia de extraccion

Con el fin de optimizar el proceso de extraccion, se empled un disefio experimental,
herramienta que permite obtener informacion robusta y de calidad a partir de un nidmero
reducido de experimentos. Este enfoque facilita ademas el analisis simultdneo de mdltiples
factores y de las interacciones entre ellos sobre las variables de respuesta evaluadas [23].
En el presente estudio, se utilizé un disefio central compuesto rotacional (DCCR) con dos
niveles y tres factores, el cual posibilita la optimizacion mediante la aplicacion de la
metodologia de superficies de respuesta [24,25].

Las condiciones seleccionadas para el DCCR se basaron en investigaciones reportadas
en la literatura y en investigaciones previamente realizadas en nuestro grupo de
investigacion. Se fijé una relacion material:solvente 1:10 (p/v), siendo ésta una relacion
gue ha mostrado favorecer la extracciéon de diversos compuestos fendlicos [14,26,27]. En
cuanto al tamafio de particula, se ha observado que tamafos inferiores mejoran la
extraccion de compuestos fendlicos, ya que los tamafios (mayores a 1mm) grandes
pueden tener aglomerados que impiden un correcto fendmeno de cavitacion [28,29]. Asi
mismo, se ha reportado que los tamafio muy pequefios, o llamados finos, son dificiles de
obtener y pueden disminuir el rendimiento de las extracciones por ultrasonido [30]. Es por
esto que se selecciond el uso de un tamiz N.20 (particulas <850um) para tamizar el

material vegetal.

En lo que respecta a la seleccion de los factores a optimizar, los cuales afectan el
rendimiento en la extraccion de los estilbenos, se identificaron tres variables con influencia
significativa, respaldadas por evidencia previa en la literatura cientifica. Uno de los factores
mas relevantes es el porcentaje de etanol en la mezcla extractora, dado que
modificaciones en su concentracion pueden alterar la polaridad del sistema y, en
consecuencia, la afinidad de los compuestos objetivo por la mezcla de disolventes. La

eleccion del rango de esta variable se baso en estudios previos, asi como en informaciéon
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relacionada con la solubilidad del trans-resveratrol en mezclas hidroetandlicas [13,31,32].
Se ha observado que este tipo de compuestos presenta una mayor solubilidad en sistemas
con alto contenido de etanol, motivo por el cual se estableci6 un intervalo de 40% a 90%

de etanol para su andlisis experimental.

El segundo factor seleccionado fue la temperatura, que ha demostrado tener una alta
influencia, ya que su aumento favorece la extraccion de compuestos tipo estilbenos. En la
literatura, se encuentran trabajos que calientan hasta los 80°C con agitacion constante
[31]. No obstante, al seleccionar mezclas hidroetandlicas como disolventes de extraccion,
es fundamental considerar un rango de temperatura que permita conservar la proporcién
etanol:agua sin inducir la evaporacion del etanol. Por ejemplo, en mezclas donde la
concentracion de etanol supera el 90%, debe tenerse en cuenta que su punto de ebullicién
es de aproxi madamente 78 AC; superar di

disolvente por evaporacion, alterando asi las condiciones de composicion de disolventes
inicialmente establecidas para la extracciéon. Diversos estudios han demostrado que es
posible realizar el proceso a temperaturas inferiores, compensando con un mayor tiempo
de extraccion [13]. Con base en estas consideraciones, se defini6 un rango de

temper atura experi ment al compr.endi do entre

El tercer factor considerado fue el tiempo de extraccion, el cual se seleccioné con base en
antecedentes reportados en la literatura sobre la extraccion de compuestos fendlicos,
como estilbenos y flavonoides, mediante el uso de ultrasonido. Aunque algunos estudios
han evaluado tiempos de extraccion de hasta 60 minutos, se ha evidenciado que la mayor
eficiencia en la recuperacion de estos compuestos se alcanza en periodos inferiores a 40
minutos[13]. Adicionalmente, se tuvo en cuenta el tiempo maximo de operacién continua
del equipo de ultrasonido y el riesgo potencial de dafio por su uso prolongado. En
consecuencia, se defini6 un rango experimental de tiempo de extraccion

comprendido entre 8 y 42 minutos.

Con base en los factores seleccionados y los rangos previamente definidos, se llevé a cabo
un disefio experimental central compuesto rotacional (DCCR), cuyos resultados se
presentan en la Tabla 4-7. En dicha tabla se detallan los tratamientos realizados de
acuerdo con las combinaciones de los niveles de los factores establecidos, asi como

experimentales las respuestas obtenidas, expresadas tanto en términos del contenido de

c h a

30

t e
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estilbenos totales (CET) como de la actividad fotoprotectora asociada a cada condiciéon

experimental.

Tabla 4-7 Tratamientos llevados a cabo en el DCCR vy las respuestas obtenidas.

Factores (nivel Respuestas
Tratamiento i i
s s e
1 50 (-1) 40 (-1) 15 (-1) 752+1.11 |413+1.12
2 80 (+1) 40 (-1) 15 (-1) 750+ 1.17 |3.98+0.35
3 50 (-1) 60(+1) 15 (-1) 23.13+0.91 |4.95+0.35
4 80(+1) 60(+1) 15 (-1) 21.17+1.44 |6.53+0.70
S 50 (-1) 40 (-1) 35(+1) 14.33+0.86 | 3.73+0.43
6 80(+1) 40 (-1) 35(+1) 11.82 +0.93 | 4.83+0.49
7 50 (-1) 60(+1) 35(+1) 32.48+198 |7.23+0.74
8 80(+1) 60(+1) 35(+1) 34.13+1.89 |7.60+0.32
9 39.77 (-U) 50 (0) 25 (0) 18.02+0.25 |5.68+0.10
10 90. 23 50 (0) 25 (0) 1477 +1.44 |5.34+1.17
11 65 (0) 33.18 (-U) 25 (0) 8.18+ 150 |4.17+0.35
12 65 (0) 66.82 25 (0) 36.93+1.55 |8.26+0.95
13 65 (0) 50 (0) 818(-U) | 11.58+0.62 |4.65+0.48
14 65 (0) 50 (0) 41. 82| 2522+220 |5.77+0.48
15 65 (0) 50 (0) 25 (0) 22.62+2.99 |5.58+0.80
16 65 (0) 50 (0) 25 (0) 20.47 + 0.63 | 4.53+0.32
17 65 (0) 50 (0) 25 (0) 20.24+2.37 |571+0.61
18 65 (0) 50 (0) 25 (0) 16.92+1.08 | 6.08+ 0.66
19 65 (0) 50 (0) 25 (0) 19.57 +2.76 | 5.23 + 0.47
20 65 (0) 50 (0) 25 (0) 19.49+ 1.63 | 6.30+ 0.97

Respuestas expresadas en promedio + desviacion estandar (n=3)

aCET: Contenido de estilbenos totales. Expresado como mg equivalente de resveratrol/ g extracto seco.

bFPS: Factor de proteccion solar determinado en celdas de cuarzo de 1cm a una concentracion de 100ppm.

Con base en estos resultados, se plantearon los andlisis para la obtencion de las

superficies de respuesta para la optimizacién de los factores. Para esto, se realizé el

andlisis estadistico de cada variable respuesta de manera independiente, como se muestra

en la Tabla 4-8 donde se observa el analisis de varianza tanto para el CET como para el

FPS. El analisis de varianza (ANOVA) muestra que, en ambos casos, el modelo se ajusta

a un modelo cuadratico (p<0.001) y es un modelo que puede explicar de manera adecuada

la variacion de las respuestas (falta de ajuste> 0.05 y R?= 0.9828 y 0.8680, para CET y

FPS respectivamente).
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Tabla 4-8 ANOVA para las variables respuesta CET y FPS.

Fuente DE Contenido estilbenos totales (CET) Factor de proteccion solar (FPS)
SC ECM valor-F |Valor-p*| SC ECM valor-F | Valor-p*
Modelo 9 1321.87 146.87 63.35 0.000* |25.0192| 2.7799 7.31 0.002*
Lineal 3 1263.7 421.23 181.7 0.000* |22.7346| 7.5782 19.92 0.000*
%Etanol 1 4.85 4.85 2.09 0.179 | 0.3977 | 0.3977 1.05 0.331
Temperatura 1 1025.42 1025.42 442.31 | 0.000* [19.9803| 19.9803 | 52.52 0.000*
Tiempo 1 233.43 233.43 100.69 | 0.000* | 2.3566 | 2.3566 6.19 0.032*
Cuadratico 3 42.67 14.22 6.14 0.012* | 1.1032 | 0.3677 0.97 0.446
%Etanol * %Etanol 1 22.85 22.85 9.86 0.011* | 0.0899 | 0.0899 0.24 0.637
*
e 1 | 1219 12.19 526 | 0.045* | 0.4108 | 0.4108 | 1.08 0.323
Temperatura
Tiempo * Tiempo 1 4.33 4.33 1.87 0.202 | 0.5041 | 0.5041 1.33 0.276
Interaceion 3 15.5 5.17 2.23 0.148 | 1.1814 | 0.3938 | 1.04 0.418
segundo nivel
%Etanol &
Temperatura 0.44 0.44 0.19 0.672 | 0.1304 | 0.1304 0.34 0.571
%Etanol * Tiempo 1 0.12 0.12 0.05 0.826 | 0.0002 | 0.0002 0 0.983
*
Fmper"’““ra 1 14.94 14.94 6.44 | 0.029* | 1.0508 | 1.0508 | 2.76 0.128
iempo
Error 10 23.18 2.32 3.8044 | 0.3804
Falta de ajuste 5 6.18 1.24 0.36 0.854 | 1.7865 | 0.3573 0.89 0.552
Error puro 5 17 3.4 2.0179 | 0.4036
Total 19 | 1345.05 28.8236
SC: Suma de cuadrados; ECM: Error Cuadrado medio. CET: Contenido de estilbenos totales; FPS: Factor de proteccion
solar
*Valores significativos (p<0.05) con un nivel de significancia U=0.05
A partir del ANOVA previamente mencionado se obtuvo el modelo para el CET, como se
representa en la Ecuacién 4-5, siendo un modelo de segundo orden que permite predecir
el comportamiento del CET en el area del disefio seleccionado.
O0Y p@A MUY T8 WK THITW TEITUE T NS T WK T
TBIMUD PTBIMTPDG TBITTAP TBIP @GR (4-5)

Donde xi: Porcentaje de etanol; x: Temperatura; xs: Tiempo.

Cabe resaltar que las variables que mostraron un efecto significativo para la CET fueron la
temperatura y el tiempo, a sus niveles lineales (p<0.05); y el porcentaje de etanol, la

temperatura y el tiempo, a sus niveles cuadraticos. Asi mismo la interaccién de segundo
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nivel de la temperatura y el tiempo mostré ser significativa, mientras las variables en sus
niveles cuadraticos y las interacciones de segundo nivel, no presentaron un efecto

significativo (p>0.05) para el CET.

Las superficies de respuesta y graficos de contorno correspondientes a las variables
significativas para el CET se muestran en la Figura 4-9. La mayor concentracion de CET
se encuentra en los valores mas altos evaluados, tanto para temperatura como para el
tiempo de extraccion, llegando a una CET de 40mg equivalentes de resveratrol/g extracto
seco). Para el porcentaje de etanol se evidencio que a porcentajes entre el 50 y 70% de
etanol se encuentra una mayor extraccion de estilbenos, lo que es concordante con los

reportes de solubilidad de este tipo de compuestos en mezclas hidroetandlicas[32].

TEMP

TIEMPO

TIEMPO

TEMP

Figura 4-9 Respuestas para CET (mg equivalentes resveratrol/g extracto seco). A.)
Diagrama de contorno y B.) Superficie de respuesta en funcion de %etanol y
temperatura; C.) Diagrama de contorno y D.) Superficie de respuesta en funcién de
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%etanol y tiempo; E.) Diagrama de contorno y F.) Superficie de respuesta en funcion de
temperatura y tiempo.

En cuanto al FPS, el modelo obtenido se observa en la Ecuacién 4-6 siendo también una

ecuacion de segundo orden.

OO Y X TIPO TP w® TBITY TBITTITGEU PTBI T PG W T T pap X
MINMNT@POL TWNITAOo TTBIToY. (4-6)

Donde xi: Porcentaje de etanol; x: Temperatura; xs: Tiempo.

Cabe resaltar que las variables que mostraron un efecto significativo, al igual que para el
CET fueron la temperatura y el tiempo a sus niveles lineales (p<0.05), mientras las
variables en sus niveles cuadraticos y las interacciones de segundo nivel no presentaron

un efecto significativo (p>0.05).

Los gréficos de superficie de respuesta y diagramas de contorno para el FPS, se presentan
en la Figura 4-10. Estos datos son concordantes con los datos ya reportados en literatura
para otros procesos de extraccion por maceracion de semillas de Passiflora, como es el
caso de la extraccion de semillas de maracuya (P. edulis var flavicarpa) donde se ha
reportado un aumento de la actividad antioxidante al aumentar el valor de estas dos
variables[13]. Es interesante observar que el porcentaje de etanol no entra como variable
significativa para esta respuesta, ya que se esperaba una correlacion entre el CET y FPS.
Las diferencias encontradas podrian deberse a la sensibilidad de la técnica utilizada para

la medicién del FPS.

Tiempo

FPS

40

30
5g  Tiempo

30

40

N L

50 10
60

Temperatura

RS

35 40 45 50 55 60 65
Temperatura

Figura 4-10 Respuestas para FPS, determinado a 100ug/mL. A.) Diagrama de contorno
y B.) Superficie de respuesta en funcién de temperatura y tiempo.
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Basados en la informacién obtenida para las dos variables respuesta evaluadas, y por
medio de la herramienta Response Optimizer del software Minitab®, se determind las
mejores condiciones de EAU son: un porcentaje de etanol del 65%, temperatura de

extraccion de 67°C y un tiempo de extraccién de 42min.

La comparacion entre el extracto obtenido mediante la metodologia empleada en capitulos

anteriores, y el extracto optimizado, se evidencia una mejora significativa en el rendimiento.

El extracto optimizado pre sent - un contenido de estilbenos
equivalentes de resveratrol por gramo de extracto crudo, lo cual representa un incremento

de aproximadamente diez veces en comparacion con el extracto inicial, que present6 un

CET de 4, 4FigmmgA-fl.muleast ra | os cromatogramas obter
ambos extractos, permitiendo visualizar las diferencias cualitativas y cuantitativas. De

forma analoga, se observd un aumento significativo en la actividad fotoprotectora,
evidenciado por un incremento del factor de proteccion solar (FPS), que pasé de 2,41 en

el extracto inicial a 9,34 en el extracto optimizado, ambos evaluados a una concentracion

de 100 Og/ mL.

mAL

Figura 4-11 Cromatogramas del extracto optimizado (azul) y el extracto inicial (negro). Los
compuestos identificados corresponden a 1: Piceatanol; 2: Estilbeno 2; 3: Trans-
resveratrol; 4: Estilbeno 4; 5: Scircupsin B.

Es relevante sefalar que los estudios disponibles sobre la extraccion de compuestos
bioactivos a partir de semillas de especies del género Passiflora son escasos, y las
cuantificaciones de estilbenos reportadas en la literatura suelen basarse en la
determinacion global de compuestos fendlicos totales, lo cual limita la posibilidad de
establecer comparaciones directas con los valores de estilbenos totales obtenidos en el

presente estudio [13,31]. Ademas, no se encontraron antecedentes de procesos de
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optimizacion dirigidos especificamente a la obtencion de estilbenos en semillas de
Passiflora maliformis. No obstante, se han reportado estudios de optimizacién mediante
metodologias similares para extractos hidroetanélicos de hojas de granadilla (Passiflora
ligularis), que son rico en flavonoides [30]. Por otro lado, se han documentado valores de
FPS para extractos obtenidos de semillas de maracuya (Passiflora edulis var. flavicarpa)
mediante extraccion asistida por ultrasonido, alcanzando un FPS de 11,68 a una
concentr aci - [d3]. &stos datospgrimitarhevidenciar que el extracto optimizado
en el presente trabajo, con un FPS de 9,34 a una concentracion considerablemente menor
(100 Og/ mL), presenta umaablenzeptaatta dad f ot opr ot ect

4.4.3 Actividad fotoprotectora en HaCaT

Una vez obtenido el extracto hidroetandlico optimizado de semillas de cholupa, se llevé a
cabo la evaluacién de su actividad fotoprotectora en queratinocitos. Esta evaluacion es
fundamental para asegurar la eficacia del extracto y, ademas, permite identificar posibles
efectos toxicos que podrian presentarse en las células de los tejidos donde sera aplicado,

en este caso, la piel.

La Figura 4-12 muestra los resultados de citotoxicidad del extracto optimizado a diferentes
concentraciones. Se observa que concentraciones superiores a 15.63ug/mL afectan
significativamente la viabilidad de la linea celular evaluada, mientras que concentraciones
superiores a 31.25ug/mL reducen en mas del 50% la viabilidad de los HaCaT. Por esta
razon, para la evaluacion fotoprotectora se seleccionaron las concentraciones de
31.25ug/mL e inferiores, priorizando asi el efecto fotoprotector en dosis con menor

potencial citotoxico.
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Figura 4-12 Citotoxicidad sobre HaCaT de medida por el método CCK-8, 24 horas
después de tratamiento con el EH de semillas de P. maliformis. ANOVA y test de
comparaciones multiples de Dunnett, respecto al control basal (células con medio de

cultivo). ns: no significativo; * P 0.

Al comparar estos resultados con los datos reportados en literatura, se evidencia la
ausencia de estudios previos sobre la citotoxicidad de extractos de semillas de P.
maliformis. Sin embargo, como se expuso en el Capitulo 2, los EH de algunas especies
de Passifloras presentan un perfil quimico bastante similar, compartiendo los mismos
compuestos principales. Entre estas especies se encuentran Cholupa (P. maliformis),
granadilla (P. ligularis), badea (P. quadrangularis), gulupa (P. edulis var. edulis) y maracuya
(P. edulis var. flavicarpa), algunas de las cuales si han sido objeto de estudios de toxicidad,

como se discute a continuacion:

Se ha evaluado la citotoxicidad de extractos etanédlicos de gulupa en distintas lineas
celulares, que incluye leucocitos [33], fibroblastos y melanocitos [34], asi como en
gueratinocitos, donde concentraciones de hasta 800ug/mL no presentaron efecto citotdxico
[35,36]. Estos estudios han demostrado que dichos extractos no presentan efectos
citotéxicos y, por el contrario, pueden estimular la produccion de colageno, la inhibicion de
la melanogénesis, atenuar la actividad inducida por UVB de la metaloproteinasa de matriz
MMP-1y la reduccién de la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) [35]. Estos

hallazgos difieren de los resultados obtenidos en el presente ensayo de citotoxicidad.

01;
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Por otra parte, algunos de los estilbenos identificados en el EH optimizado se semillas de
cholupa, especificamente resveratrol y piceatanol, han sido previamente evaluados en
cuanto a su citotoxicidad en diferentes lineas celulares [371 39]. Se ha reportado que su
citotoxicidad varia dependiendo de la linea celular evaluada. Particularmente, el piceatanol
estudiado en concentraciones de hasta 5ug/mL no mostré efectos citotoxicos sobre
gueratinocitos, presentando citotoxicidad solo a partir de 50pg/mL [40,41]. En cuanto al
resveratrol, se ha documentado que concentraciones de 40ug/mL y 50pug/mL presentan
una reduccion del 50% de la viabilidad de los queratinocitos [41,42]. Es importante destacar
gue estos valores corresponden a los compuestos puros, mientras que en el extracto, las
concentraciones de los estilbenos son considerablemente menores. Por ejemplo, en una
concentracion de 62.50ug/mL del EH de semillas de cholupa, donde se observé una
disminucion superior al 50% en la viabilidad celular, la concentracion aproximada de
piceatanol y resveratrol fueron 1,3ug/mL y 0.25ug/mL, respectivamente, es decir valores
muy por debajo de los niveles reportados como citotéxicos. Por lo tanto, aunque el
potencial citotoxico del EH optimizado aun requiere una evaluacion mas detallada, este
estudio proporciona un primer acercamiento a las posibles precauciones que deben

considerarse para su aplicaciébn cosmética.

En cuanto a los resultados obtenidos para la actividad fotoprotectora en UVB (Figura 4-12),
se evidencié que la radiacion suministrada (70mJ/cm?) reduce aproximadamente un 25%
la viabilidad celular. Respecto al efecto del EH optimizado sobre las células irradiadas, se
observé que, a concentraciones de 15.63ug/mL y 31.25ug/mL, las cuales no se observé
una disminucién mayor al 50% en la viabilidad de los queratinocitos, el extracto previene
significativamente la muerte celular en comparacion al control irradiado, logrando un
incremento del 40% y el 47% en la viabilidad de las células HaCaT expuestas a radiacion

UVB, respectivamente.
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Figura 4-13 Efecto protector del EH optimizado de semillas de P. maliformis sobre
viabilidad de HaCaT expuestos a radiaciéon UVB, después de 24 horas de pre-
tratamiento. Viabilidad determinada por método MTT, 24 horas después de la irradiacion.
ANOVA vy test de comparaciones multiples de Dunnett, respecto al control irradiado. ns:
no significativo; * P 0.01; ** P 0.001;

Al igual que en el caso de la citotoxicidad, hasta la fecha no se han reportado estudios
sobre la actividad fotoprotectora de extractos de semillas de P. maliformis. Sin embargo,
los mecanismos asociados a este efecto fotoprotector pueden extrapolarse a partir de
estudios realizados para extractos de otras semillas de otras especies del género. Por
ejemplo, se ha demostrado que el extracto de semillas de P. edulis ejercen un efecto
fotoprotector en queratinocitos irradiados con UVB mediante distintos mecanismos,
atribuidos a dos de sus principales compuestos, el piceatanol y la scircupsin B. Estos
compuestos han demostrado capacidad para reducir la produccién de ROS inducidas por
la radiacion UVB, asi como la capacidad para incrementar la sintesis de glutation (GSH)
[35].

De manera similar, algunos de los estilbenos mayoritarios del EH optimizado se han

reportado previamente con actividad fotoprotectora. En particular, el piceatanol y el
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resveratrol han demostrado mediar el dafio celular inducido por la radiacién UV a través
de diferentes mecanismos, incluyendo la reduccién del estrés oxidativo, la disminucion del
dafio causado sobre el ADN, la inhibicibn de la melanogénesis y efectos anti-
fotocarcinogénicos [43]. Con base en esta informacién, es posible decir que el efecto
fotoprotector observado en el EH de semillas de P. maliformis puede estar mediado por
estos compuestos (que son los mayoritarios como se mostré en el Capitulo 2) y sus

diferentes mecanismos de accién que contribuyen a la actividad encontrada.

4.4.4 Estabilidad bajo condiciones de estrés

El andlisis de este estudio se llevd a cabo siguiendo los diagramas de estabilidad
propuestos por Singh y Bakshi. Para cada escenario evaluado, se inicié con la condicién
de partida y, segun los resultados obtenidos, se ajustdé a una mas severa o mas leve, con
el objetivo de alcanzar un porcentaje de degradacién del CET entre el 20% y el 80%. Para
poder analizar el comportamiento de los estilbenos presentes en el extracto se evalué tanto
el porcentaje de degradacion de los estilbenos totales (CET) (expresado como mg
equivalentes de resveratrol/ g extracto seco), como la abundancia relativa de los picos
identificados como estilbenos (Tabla 4-9) esto con el fin de comparar las diferencias en la

degradacioén entre ellos.
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Tabla 4-9 Abundancia relativa de los picos identificados como estilbenos, en cada
condicién evaluada, expresada en porcentaje.

. . Scircupsin B
Condicion | Piceatanol SSillocie)| RS Esillene /Cypheruspherol CET
2 resveratol 4 B

Hidrolisis neutra

Extractolnicial 55.7 5.1 11.6 3.4 24.1 100.0

Reflujo- 5 dias 65.1 8.7 19.7 3.2 3.2 100.0
Hidrélisis acida

Extracto Inicia 55.7 52 11.0 3.1 25.0 100.0

HCI(0.1N)

Reflujo- 8h 66.6 2.7 17.2 10.8 2.7 100.0
Hidrélisis basica

Extracto Inicia 55.7 4.6 11.6 3.2 26.6 100.0

NaOHZ(r?.OlN) 46.9 10.9 17.6 5.4 19.3 100.0

Peroxidacion
Extracto Inicia 55.7 4.6 11.6 3.2 249 100.0
04)-
H.0, (3%) 55.8 5.3 12.2 36 23.0 100.0
24h
Fotolisis
Extracto Inicia 55.7 4.6 11.6 3.2 249 100.0
30 dias 54.8 5.9 10.4 3.7 25.3 100.0

*todas las cantidades se encuentran expresadas en porcentaje
Hidrdlisis neutra

La primera condicion evaluada fue la hidrélisis neutra, para este ensayo se siguio el
esquema de la Figura 4-1, haciendo ensayos de reflujos por 12 horas, 1 dia, y 2 dias sin
encontrar porcentajes de degradacién superiores al 20%. Cuando se hizo el ensayo
durante 5 dias se encontré un cambio de CET de 32.95mg-eq resveratrol/g extracto seco
a 19.08mg-eq resveratrol/g extracto seco (Figura 4-14), alcanzando una degradacion del
42% del extracto. A partir de este resultado, se determiné6 que el extracto es
PRACTICAMENTE ESTABLE en estas condiciones.
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Figura 4-14 Perfil cromatografico del extracto optimizado bajo condiciones de hidrélisis
neutra (reflujo por cinco dias) en el tiempo inicial (negro) y en el punto final (azul).

Aunque todos los picos identificados como estilbenos presentaron degradacion, el pico en
el cual se encuentra la mezcla de la scircuspin B y el Cypheruspherol B (rt = 10.23) se
degradd completamente (Tabla 4-9). Segln la informacion reportada en literatura, el
resveratrol, presenta muy buena estabilidad en pH acido [44,45]. Segun Robinson[46], mas
del 70% de la concentracion inicial del trans-resveratrol se mantiene, en medios acuosos
a pH neutro por mas de 8 dias. Esta informacién es concordante con lo observado en estos
resultados, ya que los monémeros (Piceatanol y resveratrol) presentaron menor
degradacién, como lo demuestra su abundancia relativa. En cuanto al dimero y el trimero,
es posible que la temperatura, otro de los factores incluidos en esta condicion de hidrolisis
acida, hayan contribuido en el aumento de su degradacion. Esto basado en reportes que
sefialan que la degradacién de los compuestos tipo estilbenos se ve acelerada por el

incremento de la temperatura [45,47,48].

Hidrolisis acida y basica

En cuanto a las condiciones de hidrdlisis &cida, se utilizo el diagrama de la Figura 4-2. En
la condicion de partida (HCI 0.1N en reflujo por 8h) se observo una degradacion mayor al
80% del CET. Al probar una condicion mas débil, siendo una solucion 0.1N de HCI en

reflujo por ocho horas, se verificé un cambio del CET de 35.51 mg-eq resveratrol/g extracto
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seco a una concentracion de 26.15 mg-eq resveratrol/g extracto seco (Figura 4-15). Con
esto se consiguié una degradacion del 26% del CET, clasificando el extracto como LABIL
en condiciones de hidrolisis &cida.

i

Figura 4-15 Perfil cromatografico del extracto optimizado bajo condiciones de hidrélisis
acida (HCI 0.1N reflujo 8h) en el tiempo inicial (negro) y en el punto final (azul).

En este caso se cuenta con un comportamiento similar al observado en la hidrélisis neutra;
la mayor degradacién se observa en el dimero y trimero, desapareciendo por completo,
mientras los monémeros conocidos tienen una menor degradacion (Tabla 4-9). Asi mismo,
en el estudio de Robinson ya mencionado, al someter el trans-resveratrol a condiciones
acidas, no se encontrd una degradacion mayor al 70% en este pH [46]. Por otra parte, el
estudio llevado a cabo por Z u p a ndoridé evalian la estabilidad del resveratrol en
diferentes condiciones de pH y temperatura, argumentan que la estabilidad de este
compuesto, que seria también aplicable al piceatanol, se debe a que las cargas positivas
abundantes en el medio acido protegen a los grupos hidroxilos de estas moléculas,
evitando que en estas ocurra un proceso de oxidacion por radicales [45], lo que es
concordante con la informacion obtenida en esta investigacion. Es importante resaltar que
el compuesto identificado como estilbeno 2, también presenté una alta degradacién en
comparacion de los otros compuestos, por lo que, aunque no se tiene claridad de la
estructura exacta de este compuesto, se puede asumir que este cuenta con un enlace o

algun grupo que presenta alta sensibilidad a los pH acidos.
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En cuando a las condiciones de hidrdlisis basica, también se usé el diagrama de la Figura
4-2. En las condiciones de NaOH 0.1N en reflujo por 8h y NaOH 0.01N a 40°C por 8hm se
observé una degradacion mayor al 80% del CET. Al someter el extracto a una solucién de
NaOH 0.01N a 25°C por dos horas, es decir las menos agresivas, se observo la
degradacién de 39.32 mg-eq resveratrol/g extracto seco a un CET de 11.70mg-eq
resveratrol/g extracto seco, alcanzando un porcentaje de degradacion del 70% del extracto
(Figura 4-16). Por este motivo, el extracto fue clasificado como EXTREMADAMENTE
LABIL en condiciones de hidrdlisis basica.

Figura 4-16 Perfil cromatografico del extracto optimizado bajo condiciones de hidrdlisis
béasica (NaOH 0.01N A 25°C 8h) en el tiempo inicial (negro) y en el punto final (azul).

Aunque todos los estilbenos presentes tuvieron algun grado de degradacién, la abundancia
relativa de los compuestos permitié observar que el piceatanol, la scircupsin B y el
cypheruspherol B presentaron una mayor degradacion en el medio basico (Tabla 4-9), en
comparacion de lo ocurrido en las otras condiciones evaluadas. La degradacion de los
estilbenos en medio alcalino es concordante con lo reportado en la literatura, resaltando lo
gue se ha descrito acerca de la inestabilidad del resveratrol en estas condiciones [441 47].
La inestabilidad en este medio se atribuye a la deprotonacion de sus grupos hidroxilos, que
dependiendo del nivel de disociacion puede llevar a obtener diferentes productos de
degradacion; el anién o aniones generados facilitan la formacion de radicales libres, que
mediante reacciones de oxidacion por este mecanismo, a su vez generan diferentes tipos

de productos [45,49], como lo son las quinonas, las cuales se forman por resonancia en
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los dos anillos aroméaticos y la cadena de butadienilo presentes en estos estilbenos [44]
(Figura 4-17).

De esta manera, se puede explicar la mayor susceptibilidad del piceatanol, scircupsin B y
cypheruspherol B a las condiciones alcalinas, ya que cuentan con un mayor nimero de
grupos hidroxilo en comparacion con la estructura del resveratrol, lo que puede favorecer

las reacciones de degradacion mencionadas.

OH

Figura 4-17 Mecanismo de oxidacion del resveratrol

Oxidacion

La siguiente condicion evaluada fue la oxidacion, para este ensayo se siguid el esquema
de la Figura 4-3, haciendo ensayos al 3% de peréxido de hidrégeno durante 6 horas sin
encontrar porcentajes de degradacion superiores al 20%. Cuanto las condiciones de
oxidacion se mantuvieron por 24 horas, se tuvo una disminucion del CET de 39.3270mg-
eq resveratrol/g extracto seco a 28.03 mg-eq resveratrol/g extracto seco, es decir que el
porcentaje de degradacion del CET fue del 29% (Figura 4-18). Con esto se determin6 que

el extracto es ESTABLE a condiciones de oxidacion.
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mal
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Figura 4-18 Perfil cromatogréfico del extracto optimizado bajo condiciones de
peroxidacion (H202 3% 24h) en el tiempo inicial (negro) y en el punto final (azul).

En esta condicién de estrés se evidencia que la degradacion es similar para todos los
compuestos, como lo demuestra la abundancia relativa de estos (Tabla 4-9); las
reacciones de oxidacién que se presentan estan dadas principalmente por los grupos
hidroxilos, como ya se habia mencionado, que en presencia de radicales libres como los
peroxidos pueden llevar a la formacion de productos de degradacion, asi como lo propone
Franciosoa [44] y como se ilustra en la Figura 4-17. Es importante mencionar que estas
reacciones de oxidacion pueden estar mediadas por la formacion de distintos radicales
que, a su vez, pueden dar lugar a la formacién de diferentes productos de degradacion. En
la Figura 4-19, se proponen algunos de los radicales que pueden formarse en el
resveratrol, segun lo reportado por Camont [50], dando lugar a productos de degradacion
diferentes a las quinonas, que pueden ser los productos finales de esta degradacién
oxidativa. Es importante resaltar que, aunque se presenten estas reacciones de oxidacion,
el extracto se clasifico como estable, lo que es concordante con lo reportado por Cordova
[51]; esto es debido a la capacidad de los compuestos presentes en el extracto de
estabilizar radicales libres tipo peroxido, especialmente el resveratrol y el piceatanol,
quienes actuan como antioxidantes verdaderos mediante el mecanismo de transferir un
hidrégeno para estabilizar este tipo de radicales. Este resultado evidencia el potencial de
aplicacion ya que los estilbenos son considerados y utilizados como compuestos con un

muy buen potencial antioxidante para su empleo en diferentes industrias [527 54].
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Figura 4-19 Radicales descritos para el resveratrol en presencia de radicales peréxido
Fotolisis

Para la estabilidad bajo condiciones fotoliticas, se utiliz6 una cdmara de fotoestabilidad
gue cuenta con una fuente luz halégena y una fuente de luz fluorescente, que generan una
radiacién con un espectro que simula las condiciones dadas por el sol, cubriendo desde el
rango UV hasta el rango IR [30]. Para el extracto se evaluaron las condiciones mas
prolongadas propuestas por Singh y Bakshi, con una exposicion de las muestras durante
30 dias [21]. Pasado este tiempo, no se observé una degradacion mayor al 20% de la CET
(degradacion del 7%, Figura 4-20), por lo cual se clasific6 el extracto como
FOTOESTABLE.

A

Figura 4-20 Perfil cromatogréfico del extracto optimizado bajo condiciones de fotdlisis (30
dias) en el tiempo inicial (negro) y en el punto final (azul).
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La abundancia relativa de los compuestos (Tabla 4-9) evidencia que la degradacion
observada es igual para todos ellos, lo que sugiere que todos los estilbenos evaluados son
afectados de una forma muy similar por la luz usada. En la literatura cientifica existen
reportes que exhiben diferentes reacciones de degradacion que pueden sufrir los
estilbenos a causa de la luz, primando las reacciones de isomerizacion y de fotoxidacion
[50,55,56]. Con los resultados obtenidos en este ensayo, no se descarta la posibilidad de
gue los estilbenos puedan llegar a sufrir este tipo de reacciones, por lo que una exposicion
mas prolongada, mayor intensidad de la fuente luminica o la influencia de otros factores
gue puedan favorecer estas reacciones (agentes oxidantes, temperatura, entre otros)
promuevan la degradacién de estos compuestos. Esto Ultimo es un punto de especial
andlisis al momento de desarrollar el producto cosmético, para asegurar su eficacia y
seguridad.

Con los resultados bajo las condiciones de estrés evaluadas, se puede decir que el extracto
es practicamente estable a condiciones de hidrolisis neutra, labil a condiciones de hidrolisis
acida, extremadamente inestable a condiciones de hidrélisis basica, estable a condiciones
de peroxidacion y estable a condiciones fotoliticas (fotoestable). Estas observaciones son
fundamentales para considerar en la etapa de formulacion del extracto (EH) optimizado a

partir de semillas de cholupa.

En primer lugar, se resalta la importancia del control del pH, ya que, como se evidencié en
las pruebas de hidrélisis neutra, acida y basica, el extracto mostré una mayor estabilidad
en condiciones neutras, mientras que su estabilidad disminuyd notablemente en medios
acidos y fue significativamente degradado en condiciones basicas. En este contexto, la
formulacion del producto debera contemplar mecanismos de ajuste o regulacion del pH
hacia valores neutros, que ademas sean compatibles con las caracteristicas del tipo de

producto que se pretende desarrollar [57].

En cuanto a la oxidacion, se evidencié que el extracto es estable a condiciones de
peroxidacion, por lo cual en la formulacion se podran incluir compuestos que disminuyan
la posibilidad de la iniciacion y propagacién de reacciones de oxidacion, sin incluir
necesariamente otro tipo de agente antioxidante, a menos que otros componentes de la

formulacion lo requieran [58].
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Por ultimo, el extracto fue clasificado como fotoestable, o que permite tener una mayor
flexibilidad en cuanto al envase y almacenamiento de la formulacion propuesta. Sin

embargo, estas consideraciones seran ampliadas en el Capitulo 5.

4.5 Conclusiones

Se desarroll6 y validé una metodologia analitica para la cuantificacién de estilbenos totales
(CET) que es aplicable, no solo para los EH de semillas de cholupa (P. maliformis), sino
también para los EH de otras especies de Passiflora donde se ha detectado también la
presencia de estilbenos como compuestos principales, a saber granadilla (P. ligularis),
badea (P. quadrangularis), gulupa (P. edulis var. edulis) y maracuya (P. edulis var.
flavicarpa).

Asi mismo se logré la optimizacion de un método de obtencion del extracto asistida por
ultrasonido del EH de semillas de cholupa, por medio de superficies de respuesta. Con el
modelo obtenido se predijeron las mejores condiciones para el incremento del CET vy el
FPS, con un porcentaje de etanol del 65%, una temperatura de extraccion de 62.7°C y un
tiempo de extraccion de 42min; logrando un extracto con diez veces mayor CET y un FPS

3.8 veces mayor en comparacion con el extracto obtenido inicialmente.

La evaluacion del efecto fotoprotector del EH sobre HaCaT permitié confirmar la actividad
fotoprotectora en UVB, previamente determinada espectrofotométricamente, a

concentraciones de 15.65pg/mL y 31.25ug/mL.

La estabilidad del extracto optimizado fue evaluada bajo condiciones de estrés mediante
el seguimiento de la concentracién equivalente total (CET), la abundancia relativa de los
compuestos y la identificacion de variaciones en el perfil cromatografico. Los resultados
obtenidos permitieron establecer que el extracto presenta una alta estabilidad en
condiciones de hidrélisis neutra, asi como en condiciones de peroxidacion y fotdlisis,
evidenciando su fotoestabilidad. En contraste, bajo condiciones de hidrdlisis acida y basica
se observo una degradacioén significativa de los compuestos, lo que permite clasificar al
extracto como labil y extremadamente labil, respectivamente. Este comportamiento pone
en evidencia que el pH constituye un factor critico a considerar durante el proceso de

formulacion del extracto.
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4.8 Anexos

Anexo 4-1 curva de calibracion obtenida para la cuantificacion de resveratrol
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5.1 Resumen

Los productos de proteccién solar son cada dia de mayor importancia, impulsada por la
preocupacion sobre los efectos del sol en la piel. A su vez, existe un interés creciente en
el uso de ingredientes naturales en formulaciones fotoprotectoras, debido a su potencial
fotoprotector y antioxidante. En este capitulo se desarrollé una formulacion fotoprotectora
preliminar tipo emulgel. Para ello, mediante un disefio estadistico experimental exploratorio
Taguchi (L8) se evalu6 la influencia del polimero, la inclusién o no de diéxido de titanio
(TiO2) y la concentracion del extracto de semillas de cholupa en la formulacion, sobre el
CET, el tamafio y distribucién de tamafio de goticula (span) y el pH. Los resultados
indicaron que el uso de Aristoflex AVS, la exclusién de TiO2 y una concentracion del 0.5%
del extracto ofrecieron las mayores condiciones de estabilidad, incluso tras ensayos bajo
condiciones de estrés. El emugel final se caracterizd en cuanto a su CET, pH, tamafio de
gota, span, viscosidad y FPS sin cambios significativos tras ciclos térmicos. Finalmente,
los analisis reolégicos y de texturometria, evidenciaron propiedades adecuadas para la

aplicacion topica, con un comportamiento pseudoplastico y de alta firmeza.
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5.2 Introduccidn

Los productos de proteccion solar representan un porcentaje importante dentro del
mercado de cuidado personal, con una tendencia de crecimiento a nivel mundial [1]; esto
se debe a que la sociedad es cada vez mas consciente de los efectos negativos de lo que
la radiacion solar puede generar, como el fotoenvejecimiento y el cancer de piel [2].

Como consecuencia de ello, el desarrollo de productos fotoprotectores, especificamente
los protectores solares, han adquirido gran relevancia. Estas formulaciones ademas de
garantizar una proteccioén efectiva frente a la radiacion solar deben asegurar la estabilidad
de los filtros seleccionados, ya sean estos fisicos o quimicos [3].

Para satisfacer estas exigencias, se han empleado diferentes formas cosméticas. Entre
ellas, las emulsiones han sido las mas utilizadas, debido a que permiten incorporar filtros
organicos capaces de alcanzar altos factores de proteccion solar (FPS), y ofrecen,
ademas, una textura agradable para su aplicacion [4]. No obstante, en los Ultimos afios
otros formatos como geles, aerosoles y barras, han cobrado relevancia, ya que aportan
mayor versatilidad y nuevas alternativas para atender a las demandas funcionales y

sensoriales de los consumidores.

Estos sistemas facilitan la inclusién de extractos naturales, los cuales, como se expuso en
el Capitulo 1, pueden aportar mecanismos fotoprotectores y antioxidantes adicionales que
fortalecen la actividad global del producto [5]. Se ha observado un creciente interés por el
uso de ingredientes naturales en formulaciones fotoprotectoras, motivado por los posibles
efectos adversos de algunos filtros quimicos y su impacto ambiental [5]. En la actualidad,
diversos protectores solares incorporan compuestos fotoprotectores derivados de fuentes
naturales, tanto terrestres como marinas, lo que lo constituye en un mercado con alto

potencial de crecimiento [6].

De esta manera, el objetivo de este capitulo es contribuir al desarrollo de una formulacion
fotoprotectora que incorpore el extracto hidroetandlico de semillas de Passiflora,

caracterizado previamente, como uno de los ingredientes activos del sistema.
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5.3 Metodologia

5.3.1 Materiales y equipos

Hidroxipropilmetil celulosa (HMPC) MethocelE K100M (Colorcon®), Aristoflex® AVS
(Clariant), propilenglicol grado USP(ICN Biomedicals, Inc.), propanediol (Merck®),
hexanediol (Symdiol®68)(Symrise), acido etilendiaminotetraacético (EDTA)(Quimicos el
Alquimista), fenoxietanol (QuiMarket), diéxido de titanio dispersado (Solaveill® CT-
12W)(Croda), Suncat® JWO03 (Bio-Nest Biochemical Technology CO.), &cido citrico
monohidratado (Merck®) y citrato de sodio dihidratado (Merck®), se emplearon para el

desarrollo de las formulaciones propuestas.

Para los ensayos de fotoproteccion y para la cuantificacién del contenido de estilbenos
totales (CET) se utiliz6 etanol al 99.5%(PanReac Applichem®). Para la determinacion del
CET se emplearon n-hexano (Panreac Applichem®), metanol grado HPLC (PanReac
Applichem®), asi como cartuchos HyperSepE C18 (Thermo ScientificE ). Para la
cuantificacién por UHPLC se requirié de acetonitrilo grado HPLC (Merck®), acido férmico

RA (Carlos Erba) y agua desionizada (Milli-Q System Millipore®).

En la obtencion de las formulaciones se emple6 un agitador mecanico RZR 2041

(Heidolph®) y en la determinacion del pH un pHmetro Orion 3 Star (Thermo ScientificE ).

Las extracciones se llevaron a cabo en un Ultrasonido Elmasonic EASY E30H (EIma®) con
capacidad de 1.9L, frecuencia de 37kHz y potencia de 80W. Por otra parte, para el andlisis
de fotoproteccién en celda se utiliz6 un espectofotémetro Shimadzu UV-1800.

Para el analisis por HPLC-DAD/ELSD se empled un cromatografo liquido de ultra alta
presion (UHPLC) Thermo Scientific Dionex Ultimate 3000, con bomba cuaternaria Dionex
Ultimate 3000RS, acoplado con un detector de arreglo de diodos (DAD) Dionex Ultimate
3000.

La viscosidad se determiné en un viscosimetro DV-E Viscosimeter, modelo RVDVE
(Brookflied Engieneering). El tamafio de gota se evalué en un analizador de tamafio de

particula Mastersizer 3000E, Malvern Hydro EV.

Los ensayos de reologia se realizaron en un equipo Antoon Paar MCR-92 (Anton Paar

GmbH) y los de texturometria en un Equipo TA TX/plus® (Stable Micro Systems®).
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5.3.2 Obtencion del extracto

El extracto hidroetandlico (EH) optimizado de semillas de cholupa se obtuvo por una
extraccion asistida por ultrasonido (EAU) segun lo descrito en la Seccién 4.3.3 del
Capitulo 4, utilizando un porcentaje de etanol del 65%, temperatura de 67°C y un tiempo
de extraccidn de 42min. Al extracto obtenido se le determiné el pH, dispersandolo en una

solucién acuosa 1:10; la determinacién fue llevada a cabo por triplicado.

5.3.3 Selecciéon de la forma cosmética y excipientes de la
formulacion

Basados en los resultados previos acerca del extracto, se realiz6 una revision de las

posibles formas cosméticas a emplear, considerando entre otros aspectos, las posibles

inestabilidades observadas en los estudios bajo condiciones de estrés (Capitulo 4). De

esta manera, considerando varios elementos propios de la formulacién, se tomaron

decisiones enfocadas en la calidad, eficacia y seguridad del sistema propuesto.

5.3.4 Diseno experimental (DoE) exploratorio

Para la seleccién de la formulacion preliminar se realizé un DoE Taguchi de arreglo
ortogonal de ocho experimentos (L8), con tres variables independientes en dos niveles,
definidos como bajo (-) y alto (+) (Tabla 5-1). Los factores independientes seleccionados
fueron dos factores categéricos (tipo de polimero e inclusiéon de TiO;) y un factor de tipo

cuantitativo continuo (concentracion del extracto).

Tabla 5-1 Factores y niveles evaluados en el disefio experimental exploratorio.

FACTOR NIVEL NIVEL ALTO

BAJO (-) (+)
Polimero Aristoflex® HPMC
(A) AVS K100M
Inclusién TiO;
Sl NO
(B)
Concentracion
extracto 0.5% 1.0%

(©)
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Las variables respuesta evaluadas para este disefio experimental fueron: tamafio de gota
(Da43), span, pH y CET. Adicionalmente, las muestras resultantes de cada experimento se
sometieron a un estudio de estabilidad bajo condiciones de estrés y se midieron

nuevamente estas variables respuesta.

Los efectos principales fueron calculados por medio de la Ecuacién 5-1, donde y1) son
los valores de la respuesta cuando el factor estd en el nivel alto, ne1 el nUmero de
observaciones con el factor en su nivel alto, y.1) los valores de la respuesta cuando el factor

esta en el nivel bajo y n.1y el nUmero de observaciones con el factor en su nivel bajo.

B & B
€ € (5-1)

O

Para la determinacion de los efectos significativos, se seleccionaron los efectos que fueran
mayores al error experimental. Este error fue calculado por medio de la Ecuaciéon 5-2,
donde K es una constante en funcién del intervalo de confianza y el nimero de

repeticiones, y Rmed corresponde al rango medio de los datos experimentales.
Ol 1 '@dn Q1 Q& Qe 0D (5-2)

El calculo de la relacion sefial/ruido (S/R) es dependiente del resultado deseado para la
variable respuesta, en este caso se busca minimizar las variables respuesta pH, tamafio y
span, por lo que el célculo del S/R fue llevado a cabo a través de la Ecuacién 5-3 donde

y es cada valor observado para la variable respuesta, n es el nimero de medidas.

OU QA Q6 QQEAY it i § i
(5-3)
En el caso del CET se busca maximizar la respuesta, por lo que para el calculo de las
relaciones S/R se utilizé la Ecuacion 5-4 donde y es cada valor observado para la variable

respuesta, n es el niumero de medidas.

U Ql OEARDQQERY  p 1t § L
w (5-4)
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-Preparacion de los emulgeles

La preparacion de los emulgeles consistié en dos etapas principales: la obtencion de los
hidrogeles y la inclusién de la emulsién sobre el hidrogel [7].

En el caso de los emulgeles con HPMC, el agua, EDTA vy los polioles empleados fueron
mezclados bajo agitacion magnética. Posteriormente, la mezcla se calenté a 40°C y se
incorporo el extracto, la temperatura se mantuvo hasta su completa disolucion. Una vez
disuelto, se dejo enfriar a temperatura ambiente y se realizo el ajuste de pH a 6 utilizando
acido citrico. Luego, se afiadio la HPMC previamente humectada con propilenglicol, en
forma de lluvia y bajo agitacion magnética constante, hasta obtener un gel homogéneo.
Este gel fue refrigerado por 24h, antes de continuar con las siguientes etapas[8].

Para los emulgeles con Aristoflex® AVS, se siguio un procedimiento similar. El agua, EDTA
y los polioles se mezclaron con agitacién magnética, y la mezcla fue calentada a 40°C para
incorporar el extracto hasta su completa disolucion. Después, se ajusto de pH a 6 con &cido
citrico y se elevo la temperatura a 60°C para proceder con la adicion del polimero en forma
de lluvia, bajo agitacion mecanica. La agitacion se mantuvo hasta obtener un gel
homogéneo, el cual se dejo reposar a temperatura ambiente antes de continuar con los

pasos siguientes.

En ambos casos, una vez reposados los geles base (con HPMC o Aristoflex® AVS), se
incorpord la emulsién SunCat® bajo agitacibn mecénica a 200 rpm, hasta formar un
emulgel homogéneo. Posteriormente, se afiadié la dispersion de TiOF cuando
correspondia, utilizando la misma agitacion. Finalmente, se incorpor6 el fenoxietanol. Las
formulaciones obtenidas fueron evaluadas de acuerdo con los parametros definidos para

las diferentes variables respuesta.
-Determinacion del tamafio de gota y span

El tamafio gota (Da3) y distribucion del tamafio se determinaron mediante dispersion de luz
dindmica (DLS), por medio del uso del Mastersizer [9]. Para esto, la muestra se adicioné
en el equipo hasta lograr una obscuracion entre el 9.5% y el 10.5%. Cada muestra se

analizé mediante cinco determinaciones independientes.
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La distribucién de tamafio de gota se reportdé en términos del span, que se calculé por
medio de la Ecuacién 5.5, en la cual, basados en la curva de frecuencia de distribucién
acumulada de tamafo de goticula, deo, dso Yy dio, corresponden al 90%, 50% y 10%,
respectivamente, del area de esta curva.

R G ! Q
Nwe—q (5.5)

-Determinacion del pH

Para la medicion del pH, las muestras se diluyeron en agua destilada con un factor 1:10 y
medidas en el pHmetro. Cada muestra se evalué por triplicado. De igual forma se
determiné el pH de los filtros UV empleados: Suncat® JWO03 y dispersion de TiO:
(Solaveil® CT-12W).

-Cuantificacion del CET

En primer lugar, se realizé la extraccion de los compuestos de interés de la formulacion.
Para esto 1g de muestra se extrajo con 20mL de etanol, empleando ultrasonido por 30
minutos. Las muestras se filtraron y se les adicion6 agua para lograr una concentracion de
etanol al 70%. A cada una, se le realiz6 una particibn con n-hexano, realizando tres
adiciones independientes de 5mL. La fraccion de etanol al 70% se concentrd a presion
reducida. Esta fraccién se resuspendié en 1mL de MeOH al 10% y se separ6 por un
cartucho C18 de 1000mg, con un gradiente de MeOH:H20, del 10 al 100% de MeOH,
recuperando las fracciones comprendidas entre el 50% y el 70% de MeOH. Estas
fracciones (50-70% MeOH) se combinaron y concentraron a presion reducida. Finalmente,
cada muestra se dispers6 en ACN:H20 (1:1), se filtr6 por membrana de 0.22um y se

inyecto por triplicado en el HPLC para la cuantificacién del CET.

La metodologia HPLC-DAD que se empled para la cuantificacién del CET, es la que se

detalla en la Seccién 4.3.5. del Capitulo 4.
Estabilidad bajo condiciones de estrés

La evaluacion de la estabilidad de las formulaciones se realizé por medio de ciclos
térmicos. Las muestras se sometieron a cinco ciclos térmicos sucesivos, de 12h cada uno

a 4°C y 40°C [9]. Una vez finalizados los ciclos térmicos, se evaluaron nuevamente las
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variables respuesta planteadas para el disefio experimental, con el fin de realizar el analisis
tanto en su estado inicial (To) como después del sometimiento a estas condiciones de

estrés, denominado post ciclos térmicos (PCT).

5.3.5 Caracterizacion de la formulacion seleccionada

El emugel seleccionado fue preparado con la metodologia previamente descrita. Adicional
al ajuste de pH, este se regul6é con un buffer de acido citrico monohidratado y citrato de
sodio dihidratado a un pH 6, de acuerdo con el analisis del DoE.

Para la caracterizacion del emulgel, se determinaron las mismas variables respuesta
previamente determinadas, considerando el comportamiento bajo condiciones de estrés
(ciclos térmicos), donde se incluyeron otras caracterizaciones como la determinaciéon de
la viscosidad, el factor de proteccién solar (FPS). Finalmente, se realiz6 la caracterizacion

perfil reolégico y texturométrico , cuyos procedimientos se detallan a continuacion.
-Viscosidad

Se determiné por medio de un viscosimetro de Brookfield. Para esto se tomaron 100g de
muestra, se sumergio el vastago (S06) y las mediciones se realizaron a una velocidad de

100rpm a temperatura ambiente (25°C). Esta determinacion se realiz6 por triplicado [10].
-Determinacion del FPS

Se siguid el procedimiento propuesto por Dutra y colaboradores [11]. En este, 1g de
muestra se diluyé en 100mL de etanol, se sonifico por 5 minutos y se filtr6 por gravedad,
descartando los 10 primeros mililitros. Posteriormente, se tom6 una alicuota de 5mL y se
llevd a volumen en 50mL con etanol. De esta solucién, de manera similar, se tomé una

alicuota de 5mL y se llevé a 25mL con el mismo solvente.

La determinacion del FPS se realiz6 segun lo descrito en la Seccién 3.1.2., del Capitulo
3.

-Estudio reolégico

El comportamiento reoldgico se realiz6 por duplicado en un redémetro de cono y plato

(Antoon Paar). En este se determind el esfuerzo cortante y la viscosidad del emulgel frente
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a la deformacion por medio de ensayos de viscosimetria y oscilacion. Para la curva de
viscosidad y flujo reoldgico se utilizdé un cono de 25mm de diametro y un angulo de 2°, con
un espacio de 104um. Las muestras se evaluaron a 25°C, en un rango de velocidad de
deformacioén entre 1 s a 100 s para la determinacién de la viscosidad. Para las pruebas
de oscilacion de baja amplitud en el régimen lineal se usaron las mismas condiciones,
variando el espacio entre los platos a 2000um y con un barrido de frecuencia entre 0.1Hz
y 10Hz [8].

-Texturometria

El andlisis de la textura del emulgel se determind por medio de un andlisis de perfil de
textura (TPA).Para este ensayo la muestra se ubic6 en el envase receptor y la superficie
se niveld. Se realizé una metodologia de doble compresion, por medio de una sonda
cilindrica de aluminio (P/35). Para el ensayo se usé una velocidad pre-prueba delmm/s,
una velocidad de prueba de 2mm/s y una velocidad post-prueba de 2mm/s; una distancia

de 10mm (20% de deformacién) y una celda de carga de 50kg-f [8].

A partir de los resultados se calculé la firmeza, siendo la maxima fuerza obtenida en la
primera compresion; la adherencia, como el area bajo la curva del pico negativo obtenido
después de la primera compresion; y la cohesividad, definida como la relacién entre las

areas obtenidas debajo de la curva de la primera y la segunda compresion [12].

5.3.6 Analisis estadistico

El andlisis del disefio de experimental Taguchi fue llevado a cabo por medio del software

Minitab® (Version 17 versidn escolar, PA).

5.4 Resultados y discusion de resultados

5.4.1 Seleccion de la forma cosmética y excipientes de la
formulacion

Con base en los estudios previos realizados en este trabajo de investigacion, relacionados

con las caracteristicas del extracto hidroetandlico (EH) optimizado de semillas de cholupa,

se plantearon posibles formas cosméticas para su formulacién, considerando su aplicacién

como producto fotoprotector. Para esto se plante6 inicialmente el perfil general del
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producto, en el cual se busca una formulacién que ofrezca proteccion frente a la radiacion
UVA y UVB, con inclusién del extracto de semillas de cholupa como uno de sus

ingredientes activos.

Aunque actualmente existen multiples formas cosméticas para protectores solares, como
cremas, lociones, geles, aerosoles y barras, la seleccion del tipo de producto debe
orientarse a garantizar la calidad, seguridad y eficacia, para lo cual la estabilidad de los

compuestos fotoprotectores presentes en la formulacion juegan un papel fundamental [13].

En este contexto, y considerando lo descrito en el Capitulo 4 respecto a la alta estabilidad
del EH de semillas de cholupa en medio acuoso, en un principio la seleccion se enfocé en
formas cosméticas con vehiculos acuosos, como son los hidrogeles. No obstante, era
importante tener en cuenta otros dos aspectos clave antes de seleccionar la forma
cosmética a desarrollar. En primer lugar, los extractos naturales por si solos no alcanzan
los valores minimos de FPS requeridos para cumplir con la actividad fotoprotectora, ni son
reconocidos como filtros UV aprobados, lo que hace necesaria la inclusion de filtros solares
aprobados, ya sean quimicos o fisicos[14,15]. En segundo lugar, aunque las formulaciones
acuosas como los hidrogeles permiten vehiculizar extractos hidrosolubles, presentan
limitaciones importantes: suelen generar productos con FPS bajo, ya que algunos filtros
guimicos solo pueden ser incluidos a bajas concentraciones, ademas de presentar baja

resistencia al agua y al sudor debido a su alto contenido de agua[4].

Por esta razén, se opt6é por complementar la fotoproteccién del extracto con un sistema de
filtros quimicos. Se seleccion6 especificamente el sistema SunCat® JCW03, una emulsion
W/O/W (agua en aceite en agua) estabilizado con lecitina y que contiene tres filtros:
Dietilamino hidroxibenzoil hexil benzoato (DHHB), etilhexil triazona (EHT) y bis-
etilhexiloxifenol-metoxifenil triazina (BEMT)(Figura 5-1). Ademas de estos filtros quimicos
y el emulsificante, este sistema incluye agua, C12-C15 alquil benzoato, propanediol,

fenoxietanol e hidroxiacetofenona [16].

Este sistema se selecciond por emplear filtros quimicos aprobados por entes reguladores
como la comision europea, asi como por considerar las concentraciones recomendadas
para cada uno de ellos [17]. Por otra parte, la combinacion de los filtros empleados permite

tener una fotoproteccion de amplio espectro, siendo este uno de los requisitos necesarios
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para los productos de proteccibn solar con FPS mayores a 15 [18].

NN O/CHa
O OH CHs CHs
O 0 CHs OH NI SN  OH CHs
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Dietilamino hidroxibenzoil hexil benzoato Bis-etilhexiloxifenol-metoxifenil triazina
(DHHB) o (BEMT)
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Figura 5-1 Estructuras de los filtros quimicos presentes en el sistema W/O/W SunCat®
JW03
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Adicionalmente, el sistema W/O/W ofrece como ventajas la inclusion de filtros quimicos
lipofilicos en matrices acuosas, como los geles, lo que permite aumentar el FPS de este
tipo de formulaciones; mejora la estabilidad tanto de los filtros quimicos como de otros
componentes de la formulacién que pueden llegar a ser reactivos con estas moléculas,
como el extracto, considerando que este se encuentra en la fase acuosa externa de la
emulsion y los filtros quimicos en la fase oleosa interna, lo que aparentemente reduciria el
riesgo de interacciones no deseadas entre estos [19]. Un ejemplo de las interacciones
evitadas es la liberacién de radicales libres por parte de la EHT bajo la exposicion a la luz
UV, lo que puede desencadenar reacciones oxidativas que comprometan la integridad de
los componentes del extracto. Sin embargo, al estar estos componentes separados por el
sistema de doble emulsion, las interacciones se reducen significativamente [20]. En cuanto
a su aplicacion, este tipo de sistemas (W/O/W) han mostrado una mayor permanencia de
los activos fotoprotectores sobre la piel, mejorando aspectos como la resistencia al agua y

el efecto humectante [21].
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Teniendo en cuenta la inclusién de este sistema de filtros quimicos, se seleccioné como
forma cosmética un emugel, el cual permite incorporar el extracto en una matriz polimérica
acuosa, al tiempo que se integran los filtros quimicos emulsificados. Este tipo de sistemas
presenta caracteristicas deseables para aplicaciones tépicas, como buena extensibilidad
y una mayor vida util del producto [7,22]. La concentracién del sistema de filtros quimicos
se fij6 al 15% de la formulacion ya que este porcentaje asegura un SPF in vivo de
aproximadamente 40 [16].

Una vez seleccionada la forma cosmética, se definid el perfil objetivo del producto el cual
se detalla en la Tabla 5-2, donde se incluye la descripcion del producto, asi como la
informacién de etiquetado del mismo. Es importante mencionar que las justificaciones de
los requisitos de calidad, el etiquetado, asi como de los claims propuestos, son basados
en la normativa propuesta por la FDA que da establece los lineamientos requeridos para
protectores solares [23]. Otras de las consideraciones como el sistema de envase,
condiciones del almacenamiento y transporte son basados en el analisis de estabilidad en
condiciones de estrés del extracto, el cual se detalla mas adelante con la decision de los

excipientes de la formulacion.
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Tabla 5-2 Perfil objetivo del producto en desarrollo.

Descripciéon del producto

Forma cosmética

Emugel

Sistema de envase-cierre/empaque

Envase opaco con dispensador dosificador

Forma de presentacion

Envase multidosis

Requisitos de calidad FDA

SPF>15; Proteccién de amplio espectro; Resistencia
al agua

Requisitos de calidad no definidos en
FDA

Estabilidad fisica, quimica y microbiologica

Tiempo de vida util

36 meses bajo condiciones controladas

Informacién de etiquetado

Indicacioén

Fotoprotector de amplio espectro para prevenir
guemaduras solares y envejecimiento prematuro.

Claims

FPS>30; proteccion de amplio espectro (UVA/UVB);
resistencia al agua; con antioxidantes naturales; libre
de parabenos

Poblacion objetivo

Adultos y jovenes a partir de los 12 afios, todo tipo de
piel.

Forma de uso

Aplicacién sobre piel sana 15 minutos antes de la
exposicion solar.

Condiciones de almacenamiento

Almacenar a temperaturas inferiores a los 30°C,
protegido de la luz directa

Requerimientos de transporte

Evitar temperaturas extremas y exposicion a la luz
solar directa

Requerimiento de manejo en uso

Mantener cerrado cuando no se use, evitar el contacto
con los ojos, no usar sobre piel dafiada o rota,
suspenda su uso y consulte a su médico si se

presenta alguna reaccion.

Informacion al usuario

Instrucciones detalladas de uso, advertencias sobre
exposicion solar, signos de reaccion adversa y
beneficios del producto.

FPS:Factor de proteccién solar

En cuanto al comportamiento frente a la hidrélisis, aunque el extracto presentd alta

estabilidad en condiciones neutras, presentd degradacion en medios acidos v,

especialmente, basicos. El pH determinado para el extracto fue de 6.05 + 0.12, lo cual

unido a su alta estabilidad a pH neutro, justifica que el pH de los emulgeles se ajuste a 6.0.

Otro aspecto relevante fue la inclusion de un sistema antioxidante Estos sistemas pueden

estar conformados por antioxidantes primarios, que interrumpen las cadenas de oxidacién

al aceptar los radicales libres y transformas en radicales menos reactivos; y secundarios,

0 preventivos, que acttan disminuyendo los factores que pueden iniciar o catalizar los




198 Perfilado quimico de extractos de subproductos de Passifloras comerciales
y propuesta preliminar de una formulacion con actividad fotoprotectora

procesos oxidativos. Aunque el extracto mostré estabilidad frente a la peroxidacion, se
evidenci6 que sus principales componentes, los estilbenos, son susceptibles a
degradacién por mecanismos de oxidacion mediados por factores como pH, temperatura
y luz. Dado que no presentd una alta susceptibilidad a la oxidacion en las condiciones
evaluadas, se decidi6 no incluir antioxidantes primarios, pero si incorporar un antioxidante
secundario. Por esta razon, se incluy6é el acido etilendiaminotetraacético (EDTA), un
antioxidante secundario que actlia como agente quelante de iones metdlicos, estos iones
normalmente pueden catalizar reacciones oxidativas [24,25]. Asimismo, se seleccioné el
acido citrico para el ajuste del pH, que adicionalmente protege frente a la oxidacion debido
a sus propiedades como quelante [26]. En este mismo sentido, se recomienda emplear
sistemas de envase y empaque que minimicen la exposicion de la formulacion y del
extracto a la luz solar, asi como sugerir condiciones de almacenamiento por debajo de los

30°C, ya que ambos factores pueden favorecer la oxidacion del extracto [27].

En cuanto a otras consideraciones relevantes para la formulacion, se incluyé un sistema
de cosolventes compuesto por tres polioles: propilenglicol (PG), propanediol y hexanediol.
La seleccion de estos ingredientes se baso6 en sus multiples beneficios para la formulacion.
En primer lugar, su capacidad para reducir la evaporacion del agua en el gel, lo cual
contribuye a mantener la presioén de vapor del sistema y por consiguiente a la estabilidad
fisica del producto [28]. Ademas, al disminuir la constante dieléctrica del vehiculo acuoso,
estos compuestos favorecen la solubilidad del extracto, que ha mostrado mayor afinidad
por mezclas hidroetandlicas. Adicionalmente, el uso de propanediol y hexanediol aporta
propiedades sensoriales deseables, mejorando la sensacidn al tacto y la experiencia de

aplicacion en la piel [29,30].

Finalmente, como sistema preservante se eligio el fenoxietanol, debido a su amplio
espectro antimicrobiano contra bacterias Gram-negativas, Gram-positivas y levaduras [31].
Adicionalmente, la presencia del EDTA, contribuye a la estabilidad microbioldgica de la
formulacion ya que actua sinérgicamente con el preservante. Este efecto se debe a que el
EDTA aumenta la permeabilidad de las membranas celulares, aumentando su
susceptibilidad a agentes antimicrobianos, y ademés secuestra iones metalicos, como el

hierro, que son esenciales para el metabolismo y crecimiento de los microorganismos [32].
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Una vez definidos los excipientes, se plantearon las variables de la formulacién a evaluar
en el disefio experimental. Esta seleccibn se bas6é en los resultados de ensayos
preliminares en los que se evidencio una alta variabilidad al modificar estos factores en la
formulacion. Asi, se consideraron las siguientes variables de ensayo o factores, cuyos
niveles son explicados mas adelante: el polimero empleado, dado que su cambio influye
significativamente en el perfil reoldgico y la estabilidad fisica del sistema; la inclusion de
filtros fisicos, ya que aunque pueden complementar la fotoproteccidon, también pueden
inestabilizar otros componentes; y la concentracion del extracto, por su potencial efecto
sobre el FPS y la estabilidad de la formulacion. En la Tabla 5-3 se presenta el resumen de
los componentes planteados para los emulgeles que se van a elaborar para el disefio

experimental.

Tabla 5-3 Componentes propuestos para los emulgeles y su respectiva funcién

COMPONENTE FUNCION
Polimero Agente gelificante
Dispersion TiO> Sistema fotoprotector
Extracto semillas cholupa Sistema fotoprotector
SunCat® JW03 Sistema fotoprotector
EDTA Agente quelante
Propilenglicol Cosolvheunr:]eé(;zgulador
Propanediol Cosolvente
Hexanediol Cosolvente
Fenoxietanol Preservante

Agua Fase dispersante
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5.4.2 Diseio experimental exploratorio

-Seleccion de los factores evaluados

La primer variable analizada fue la seleccion del polimero. Existe una amplia gama que
pueden ser empleados para la formacion de geles con diferentes propiedades. Sin
embargo, para la seleccion se priorizaron aquellos polimeros con mayor aplicacion en
cosméticos, debido a que sus propiedades reoldgicas en dispersion se correlacionan con
el perfil sensorial obtenido en la piel. En este sentido dos de los tipos de polimeros mas
empleados en cosmética, especificamente para el desarrollo de geles y emulgeles son la
hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) y los polimeros acrilicos sintéticos[33i 35]. En cuanto a
las HPMC se seleccion6 la K100M, que permite tener altas viscosidades con bajas
concentraciones, alcanzando hasta 75000cps a una concentracion del 2% [36]. En este
estudio se seleccioné un porcentaje del 1.5% de HPMC K100M. En cuanto a los polimeros
acrilicos sintéticos, uno de los mas ampliamente usados son los carbopoles, sin embargo,
estos necesitan ser neutralizados para la formacion de su estructura polimérica, ya sea
con la adicién de trietanolamina o NaOH [7]. Considerando la alta degradacién del extracto
en presencia de un medio alcalino, que puede presentarse en el proceso de neutralizacién
del polimero, se opté por el uso de un polimero acrilico previamente neutralizado, el
copolimero entrecruzado de acriloildimetiltaurato de sodio y vinipirrolidona, con nombre
comercial Aristoflex® AVS, este polimero permite la formacién de geles rigidos con
propiedades elasticas, con viscosidades hasta de 60000cps [37,38]. Se selecciond un

porcentaje del 1,2% para el disefio estadistico experimental.

Otro de los factores a evaluar en el disefio fue la inclusion de filtros fisicos en la
formulacion; en este caso se evalu6 la inclusion de TiO,, en forma de una dispersion
acuosa comercial (Solaveil® CT-12W). Para su inclusion se consider6 que algunos
protectores solares suelen combinar filtros quimicos y fisicos para asegurar una alta
fotoproteccion, asi como un amplio espectro de absorcién electromagnética [39]. Sin
embargo, el uso de los filtros fisicos tiene algunas consideraciones como los problemas
gue se han asociado a su tamafio de particula, donde el tamafio nanoparticulado ha sido
relacionado con una posible penetracién en la piel y un fuerte impacto ambiental [40]. Por
otra parte, suelen catalizar reacciones fotoliticas, promoviendo la formacion de ROS y otros

radiales libres, que pueden afectar compuestos presentes en la formulacién. Para ello,
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algunas estrategias empleadas para disminuir este efecto es el recubrimiento de estas
particulas con diferentes materiales [41,42]. En este sentido, se evalud el efecto de la
inclusion de una dispersion de TiO; recubierta con alimina, cuyas particulas se encuentran
en escala nanométrica (longitud entre 50-90nm y ancho entre 5-20nm) [43], tamafio que
permite disminuir el efecto blanquecino en la piel sin tener problemas asociados con su
penetracion dérmica ya que, las nanoparticulas de aproximadamente 40-50nm no
penetran en la piel sana [44,45]. Sin embargo, resulta relevante conocer el efecto de esta
dispersion sobre la estabilidad del sistema, razén por la cual se decidié evaluar la inclusién
de la dispersion de TiO. a una concentracion del 5%, considerando que se busca
complementar la fotoproteccion dada por los filtros quimicos y el extracto [46].

El ultimo factor seleccionado fue la concentracién del extracto, para el que se eligieron
concentraciones del 0.5% y 1%. La decisibn se tomd basandose en los estudios de
citotoxicidad previamente realizados en este trabajo y en lo reportado en la literatura para
otro tipo de formulaciones fotoprotectoras con extractos de semillas de Passiflora, en las
gue evidenciaron que en concentraciones del 0.3% ya se observaba un incremento en el
FPS [47].

-Planteamiento y desarrollo del DoE

Se planteé un disefio experimental preliminar o exploratorio, tipo Taguchi de arreglo
ortogonal de ocho experimentos (L8). En este se evalud la influencia de los tres factores
ya descritos sobre la estabilidad del sistema, siendo esta la prioridad en esta etapa del
desarrollo del producto. Es por esto que en este disefio experimental se evaluaron cuatro
variables respuesta: estabilidad quimica del extracto (CET), pH, tamafio de gota y span.
Las variables respuesta se evaluaron a cada muestra tanto en la condicién inicial, como

después del sometimiento a las condiciones de estrés (ciclos térmicos).

Los resultados del disefio experimental se observan en la Tabla 5-4, en la cual se tienen
los resultados de cada variable respuesta tanto en el momento inicial (To), como post ciclos
térmicos (PCT).
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Tabla 5-4 Ensayos realizados en el disefio experimental y respuestas obtenidas.

pH

CET (mg eq. res/g

Tamafio de gota (um)

span

limero | TiO
Ensayo Po i (B)z EXt(I;:a)CtO muestra)
To PCT To PCT To PCT To PCT
1 - - - 7.41+0.03 | 7.20+£0.00 | 15.06+0.04 | 8.31+0.10 |15.26%£1.27 | 8.92+1.00 | 4.77+0.25 | 4.22+0.60
2 - - + 6.42+0.06 | 6.25+0.04] 21.01+0.07 | 16.09+0.07 | 14.08+0.33 | 9.47+0.26 | 2.33+0.02 | 2.33+0.03
3 = - 7.35+0.05 | 7.16+£0.05] 13.66+0.22 | 5.17+0.12 | 15.76+2.41| 8.53+0.85 | 5.11+0.42 | 2.70+0.51
4 - + 6.25+0.01 | 6.24+0.01] 19.81+0.11 | 15.66+0.23 | 10.03+0.37 | 10.42+0.59| 2.06+£0.06 | 2.67+0.04
5 + - - 7.58+0.07 | 7.36+£0.01] 15.56+0.18 | 8.20+0.19 | 6.81+4.52 | 15.14+0.64| 1.80+0.40 | 7.78+0.32
6 + - + 7.53+0.02 | 7.31+0.03] 16.10+0.17 | 11.43+0.04 | 17.04+£1.69 | 16.06+0.76 | 11.20+1.00 | 8.65+0.37
7 + - 6.61+0.02 | 6.62+0.03] 17.36+0.37 | 11.81+0.21| 2.13+£0.01 | 3.10+0.02 | 1.76+0.00 | 1.24+0.01
8 + + 6.53+0.04 | 6.61+0.05] 17.16+0.16 | 13.61+0.17 | 35.02+2.34 | 26.76+0.57 | 30.95+0.99 | 22.05+0.25

CET: Contenido de estilbenos totales;To: Condicion inicial; PCT: Post ciclos térmicos.

Las muestras presentaron cambios entre el To y PCT, tal como era esperado, aunque

mantienen una tendencia similar entre sus resultados. Esto también se refleja en la Figura

5-2, en la que se observan los emulgeles en To y PCT; aunque después de los ciclos

térmicos no se observan separaciones de fase, si se evidencia un cambio de color. Las

diferencias de color entre los emulgeles son mayores después del sometimiento a los ciclos

térmicos, ilustrando la mayor influencia que podrian tener algunos de los factores. Es por

ello que, se decidi6 realizar el analisis del disefio basado en los resultados obtenidos en la

condicion PCT [48].

Figura 5-2 Emulgeles obtenidos en el disefio experimental. A.) Condicion inicial (To); B.)
Post exposicion a los ciclos térmicos (PCT).





















































































