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RESUMEN

Colombia cuenta con una riqueza vegetal inestimable, tanto asi que se han pasado por alto los
valiosos aportes que las plantas le pueden otorgar al desarrollo econémico, social e investigativo
del pais. Por ello, se realizd el estudio del género Lupinus, por tratarse de plantas ampliamente
distribuidas en el territorio nacional, pero que no cuentan con informacion quimiotaxonémica asi
como filogenética para las especies que comprenden este género, siendo necesaria la generacion
del presente documento, donde se muestra el perfilado metabolomico realizado a ejemplares del
género Lupinus, plantas perteneciente a la familia Fabaceae, partiendo de los extractos etanélicos
de hojas, tallos, flores, vainas y semillas; para ello, inicialmente se determiné el perfil quimico a
través de cuantificacion de fenoles (CFT), flavonoides (FL) y capacidad captadora de radicales
libres (CCRL). Asi mismo, los extractos fueron analizados por CLAE-EM con el fin de
identificar los metabolitos secundarios detectables en cada organo de la planta. Del analisis
cuantitativo no se evidencio una correlacion significativa entre el contenido de fenoles y
flavonoides con el reactivo DPPH en casi todos los organos de estudio, salvo aquella que
mostraron las semillas entre el CFT y su CCRL (ccP de 0,60). A partir del perfil obtenido por el
espectro UV-vis, se lograron detectar 28 compuestos mayoritarios en total: 23 en hojas, 20 en
tallos, 14 en flores, 17 en vainas y 21 en semillas; para posteriormente ser identificados partiendo
de los espectros de masas correspondientes por CLAE-EM. La identificacion tentativa permitid
definir la presencia de 27 flavonoides y un alcaloide. Para finalizar se realizo0 ACP y ACJ
validando con ellos diferencias y similitudes entre los perfiles quimicos de las diversas muestras;
adicionalmente se realiz6 un andlisis mas profundo a través de minimos cuadrados parciales
ortogonales acoplado a analisis discriminante por CFT, FL y CCRL. En conclusién el género
Lupinus se puede catalogar como un género cuyo comportamiento metabdlico es amplio, ya que
especimenes de 5 especies mostraron cambios en la composicion quimica y contenido de
metabolitos secundarios dependiendo del lugar, condiciones de cada planta, su entorno y época

del afio, ya sea produciendo o no ciertos compuestos que le ayudan a subsistir.

Palabras clave: Metabolitos secundarios, metabolémica, quimiometria, CLAE-EM, analisis

multivariado.
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ABSTRACT

Colombia has an inestimable wealth plant and have overlooked the valuable contributions that
plants can provide the economic, social and research development. Therefore, the study of the
genus Lupinus was made, because it is distributed in the country widely plants, but gender does
not have chemotaxonomic information and phylogenetics, the generation of this document still
needed, shows the metabolomic profiling made to copies of genus Lupinus, plants belonging to
the family Fabaceae, starting from the ethanol extracts of leaves, stems, flowers, pods and seeds;
for this, initially the chemical profile was determined by quantification of phenols (CFT),
flavonoids (FL) and free radical scavenging capacity (CCRL). Also, the extracts by HPLC were
analyzed in order to identify the detectable secondary metabolites in each plant organ.
Quantitative analysis a significant correlation between the CFT and FL was not evidenced with
reagent DPPH in almost all organs of study, except that which showed the seeds between the
CFT and CCRL (ccP=0.60). With HPLC-MS were achieved to detect 28 compounds in total, 23
in leaves, 20 in stems, 14 in flowers, 17 in pods and 21 in seeds; the tentative identification
allowed to find 27 flavonoids and an alkaloid. Finally was PCA with HCA validating differences
and similarities along with discrimination through Orthogonal Partial Least Squares, supervised
by the CFT, FL and CCRL. In conclusion in genus Lupinus can be cataloged as versatile , since 5
species showed changes in the chemical composition and content of secondary metabolites
depending on the place, conditions of each plant, their environment and time of year, whether

producing or not certain compounds that help you survive.

Key words: Secondary metabolites, metabolomics, HPLC-MS, chemometrics, multivariate

analysis.
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CAPITULO 1:

Lupinus: Una vision general

1.1. INTRODUCCION

Las plantas cuentan con distintas estrategias de defensa que en gran medida les permiten
resistir ataques de enemigos potenciales tales como herbivoros, diversos tipos de plagas, e
incluso el hombre. De dichas estrategias sobresalen los denominados metabolitos secundarios,
los cuales a pesar de no participar en funciones metabolicas de la planta, como los metabolitos
primarios (proteinas, enzimas, entre otros), actGan en distintos procesos que permiten la
supervivencia de la misma en un medio especifico; de tal modo, que la funcion no se limita a
alejar por mecanismos quimicos los depredadores, sino que también participan en otras
funciones como defensa intra e interespecifica, defensa contra congelacion y radiacion, entre
otros; tal es el caso de las antocianinas, pigmentos naturales que actian como atrayentes de
polinizadores, siendo ésta una funcion ecoldgica importantisima (Taiz y Zeiger, 2006). Los
metabolitos secundarios difieren de los primarios tanto en su funcion como en la distribucion, lo
que indica que un grupo de metabolitos secundarios puede predominar en una especie 0 género,
mientras que los metabolitos primarios se extienden a todo el reino vegetal (Vega, 2001). Es asi
que a diario aumenta la cantidad de escritos abordando la utilidad de las plantas, por ejemplo
para el tratamiento de diversas afecciones; paralelamente, el interés en las plantas ha
evolucionado hacia el estudio cientifico de sus componentes por la actividad biolégica que ellos
representan, tanto para la comunidad cientifica, como por las personas que los emplean de

manera tradicional (Marcano y Hasegawa, 2002).
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Dentro de la amplia variedad de especies presentes en el territorio nacional, destaca en
particular el género Lupinus, por ser uno de los més diversos entre la familia Leguminosae, que
incluye arboles, arbustos e hierbas, ademas se encuentra en distintos ambientes alrededor de todo
el globo y tiene un gran potencial agronémico, debido al alto contenido de proteina en sus
semillas y su efecto positivo en la fertilidad de los suelos (Barney, 2011); el género Lupinus
comprende alrededor de 280 especies entre anuales y perennes. La mayoria de éstas se
encuentran en el nuevo mundo, con dos centros principales: en el oeste de América del Norte y
en los Andes. En contraste, solo se halla una pequefia cantidad de especies en el viejo mundo, en
su mayoria en el Mediterraneo (Eastwood, Drummond, Schifino-Wittmann y Hughes, 2008). En
Colombia el género se concentra en la region Andina, en altitudes por encima de los 2300 msnm
(Barney, 2011).

Gran parte de la importancia de esta planta, denominada comunmente lupino, chocho,
alverjilla, tarwi o altramlz, radica en su implementacion en programas de rotacion de cultivos,
por ejemplo como papa y cereal, ya que favorece el control de enfermedades, puede contribuir en
la recuperacion de suelos acidos o con alto contenido de aluminio y ser usado como abono
debido a su capacidad para fijar nitrogeno (Abadin, 2008). Por otro lado, se ha reportado su uso
en diversos paises como sustituto de la soja para alimentacion tanto humana como animal por su
alto contenido proteico, con previa eliminacion de alcaloides por tratamiento fisico (Lagunes,
2012). Es asi que el estudio de las especies colombianas del género Lupinus se hace relevante
frente al escaso conocimiento cientifico que se tiene actualmente de ellas; ademas, y como se ha
mencionado, este género posee caracteristicas tales como su capacidad de crecer en diferentes
tipos de ambientes y suelos (Giron, 2005), posibilitando la recoleccion de muestras vegetales

para su estudio en cualquier época del afio en diversas regiones del pais.

En la actualidad el ejercicio cientifico requiere de constante mejoramiento en los métodos de
investigacion. La tarea de la fitoquimica consiste en el estudio de los componentes quimicos
presentes en las diferentes especies vegetales, siendo uno de los grandes ejes de trabajo el
aislamiento de las sustancias constituyentes, labor que requiere de un trabajo minucioso y

extenso, puesto que el material vegetal es una matriz compleja (Guarnizo y Martinez, 2009). Sin
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embargo, no solo a través del aislamiento de compuestos se puede realizar la identificacion de
algiin componente de interés en la planta; el desarrollo de nuevas tecnologias ha permitido en los
altimos veinte afios el surgimiento de la metaboldomica, una ciencia que a partir de técnicas
analiticas tales como la cromatografia liquida de alta eficiencia acoplada a espectrometria de
masas (CLAE-EM) o a resonancia magnética nuclear (CLAE-RMN), e incluso empleando
Unicamente una deteccion de arreglo de diodos (DAD), ha logrado extraer una gran cantidad de
informacion acerca de las relaciones quimiotaxondémicas y ecoldgicas, entre otras (Mongay,
2005).

El perfilamiento cromatografico permite establecer cambios metabdlicos importantes en las
muestras vegetales, conduciendo a la generacién de gran cantidad de datos que para su
comprension y posterior analisis requiere de herramientas estadisticas, principalmente analisis
multivariado, que incluye, aunque no se limita a, analisis por componentes principales (ACP) y

andlisis de conglomerados o Clusters Jerarquicos (ACJ) (Mongay, 2005).

Por tanto, la presente investigacion pretende establecer correlaciones quimicas en el genero
Lupinus, a través de la unificacion de informacion empleando herramientas estadisticas de
analisis multivariado; con ello se consigue un aporte al conocimiento de los compuestos
quimicos presentes en especies colombianas de Lupinus, de las cuales no hay registros cientificos
relevantes; a la vez, se consideran posibles variaciones del metabolismo, asi como la correlacion
entre los perfiles cromatograficos y variables cuantitativas, como contenido de fenoles o

capacidad inhibidora de radicales libres.

1.2. ESTADO DEL ARTE

1.2.1. Distribucion de la familia Fabaceae

Es una familia de tipo cosmopolita, la cual comprende un gran nimero de especies entre las
cuales predominan las herbaceas (Grignac y Wery, 1995); estas se encuentran distribuidas en las
regiones templadas y frias, y en menor proporcion en las regiones tropicales, representadas

principalmente por especies lefiosas, estando ampliamente distribuidas en la geografia
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Colombiana. La familia Fabaceae es la tercera en tamafio entre las Angiospermas. Cuenta con
alrededor de 440 géneros y 12.000 especies; debido a esta diversidad, la familia se divide en 16
tribus. Gran cantidad de estas plantas son cultivadas y proveen parte de la dieta humana (Téllez,
1993).

1.2.2. Caracteristicas morfoldgicas de la familia Fabaceae

Las fabaceas (también denominadas leguminosas) varian en habitat de hierbas perennes y
anuales a arbustos, arboles e incluso algunas plantas acuéticas, las cuales modifican su tamafio de
acuerdo al ecosistema en el que se encuentren; es asi que se pueden hallar desde algunas
pequefias plantas desérticas, hasta enormes arboles de bosques lluviosos; de tal manera, se
caracteriza por ser una de las familias mejor adaptadas a las regiones templadas y tropicales del
mundo (Wojciechowski, 2005).

Poseen hojas muy variadas, simples o compuestas; estas ultimas trifoliadas, pinnadas o
digitadas. Cuentan con flores hermafroditas, adaptadas a la polinizacion por insectos. Corola con

cinco pétalos libres, las flores pueden ser solitarias 0 agruparse en racimos.

Frutos de tipo legumbre o nuez. Semillas arrifionadas, con testa gruesa y dos cotiledones con
un alto contenido en proteina (Barney, 2011). Las especies de esta familia presentan la propiedad
de enriquecer e incrementar la fertilidad de los suelos al realizar simbiosis con bacterias fijadoras

de nitrogeno pertenecientes al género Rhizobium (Barney, 2011).

1.2.3. Usos etnobotanicos de la familia Fabaceae

Las fabaceas constituyen un recurso muy conocido Yy utilizado por gran cantidad de
pobladores alrededor del mundo. La mayoria de las especies se aprovechan de manera silvestre,
debido a que se pueden tomar directamente desde el lugar de cultivo, es decir, no requieren de un
procesamiento previo para su consumo (Flores, 2006); tienen gran importancia econémica por su

amplia variedad de aplicaciones; tal es asi que algunas especies proporcionan maderas para la
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construccidn, tienen aplicacion en la recuperacion de suelos, e incluso muchas de las especies de
esta familia poseen importancia econdémica por la implementacion de las semillas en
alimentacion humana, siendo un claro ejemplo de ello las habas (Vicia), lentejas (Lens), frijol
(Phaseolus), soja (Glycine), mani (Arachis), entre otras; ademas de su significancia como
alimento de calidad por el aporte proteico y de carbohidratos a la dieta. Muchas otras especies
son usadas como plantas ornamentales, en medicina alternativa, e incluso en la industria textil y
de combustibles, debido a que de ellas se extraen alcoholes, ceras, insecticidas, tintes y
perfumes; muchas sirven para proteger los suelos, fijar nitrégeno y producir abono orgéanico
(Forero, 2005).

1.2.4. Fitoquimica y actividad biologica de la familia Fabaceae

Esta familia se caracteriza por la presencia de numerosas sustancias bioactivas de diversa
naturaleza quimica, presentando metabolitos secundarios de gran interés tales como alcaloides,
flavonoides y polifenoles. La bioactividad de los flavonoides estd asociada a su efecto
antidiabético, antiinflamatorio y antimicrobiano (Martinez y otros, 2011). Otros compuestos
quimicos que cumplen una importante actividad biologica en la familia Fabaceae son los
inhibidores de proteasas; estos se encuentran presentes en las semillas, constituyendo los tejidos
vegetales en una composicion aproximada del 5 al 15% del total del contenido de proteina. Los
inhibidores de proteasas juegan un papel significativo en diferentes tejidos vegetales regulando
importantes procesos enzimaticos involucrados en la germinacion de las semillas, previniendo la

hidrolisis de proteinas de almacenamiento (Chevreuil y otros, 2014).

1.2.5. Taxonomia del género Lupinus

Tabla 1.2. Clasificacion taxondémica del género Lupinus (Lezama, 2010).

Reino Plantae
Divisién Magnoliophyta
Subdivisién Magnoliophytina
Clase Magnoliopsida
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Sub Clase Magnoliatae
Super Orden Rosanae
Orden Fabales
Familia Fabaceae
Tribu Luppineae
Género Lupinus L

1.2.6. Distribucion de las especies del género Lupinus en Colombia

En Colombia se han reportado 47 especies de Lupinus, localizandose principalmente en las
cordilleras Central y Oriental, en los departamentos de Narifio y Putumayo, asi como en el
Macizo Colombiano; ademas se tienen registros aislados en la Sierra Nevada de Santa Marta, en

la Orinoquia y en el Paramo de Frontino (departamento de Antioquia) (Barney, 2011).

1.2.7. Caracteristicas morfoldgicas del género Lupinus

Las especies del género Lupinus son plantas herbaceas. Poseen un tallo erecto como se
observa en la figura 1.1.A, su tamafio es variable, desde unos centimetros hasta casi 2 m, segun
la especie; son plantas dicotiledoneas anuales o perennes, herbaceas a lefiosas con hojas de forma
digitada, generalmente se componen por ocho a doce foliolos que varian entre ovalados a
lanceolados, existiendo especies unifoliadas. El color puede variar de amarillo a verdoso. En la
base del peciolo existen pequefias hojas estipulares, muchas veces rudimentarias. Las
inflorescencias son muy vistosas, de colores variados dispuestas en espigas o en racimos, caliz
marcadamente profundo, estandarte erecto; alas connadas al apex; quilla incurvada y enroscada
dentro de las alas; 10 estambres basifijos y un ovario corto y sésil; el estilo es incurvado y
glabro; estigma terminal. Las semillas son de forma aplastada u ovalada dependiendo de la
especie y otras pequefias, rugosas y de color crema a café. El fruto es una baya que contiene
varias semillas de forma semejante a la de una lenteja (Munguia y Torres, 2009); cuyas partes se

evidencian en la figura 1.1.B.
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Figura 1.1. Morfologia de especies de Lupinus; A) Foto L. mirabilis en Usme, Bogota. B)
Representacion esquemética de las partes del lupino.

1.2.8.  Usos etnobotanicos del género Lupinus

En Australia, Rusia, Polonia e Islandia se emplean plantas del género Lupinus tanto en el
mejoramiento de pasturas como en el de suelos, ademas del uso en alimentacién animal y
humana; siendo las semillas la parte de la planta que se consume pero que por su alto contenido
de alcaloides debe tener un tratamiento previo. Las hojas por otra parte son empleadas como
emplasto para curar el sarpullido, asi como de abono verde para enriquecer los suelos de
produccién agricola (Guerrero, 1999). El lupino blanco o Lupinus albus L., originario de la
region Mediterranea Europea fue cultivado desde la antigliedad para diversos usos, entre ellos,
abono verde y como planta forrajera; en la actualidad la mayor parte de la produccion de granos
del mismo se realiza con variedades mejoradas, libres de alcaloides quinolizidinicos, y se le
destina a la manufactura de alimentos balanceados para animales. En la medicina popular, a las
semillas de esta especie se les atribuye la propiedad de disminuir el acido urico y el colesterol de
la sangre. En herboristerias, negocios de productos dietéticos y farmacias se expenden también,
comprimidos obtenidos de extractos puros de granos de L. albus. Este producto, cuyo nombre
comercial es Lupines© figura en la farmacopea americana como complemento dietario que sirve

para combatir la gota y el reumatismo (Planchuelo, 2007).
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1.2.9. Fitoquimica y actividad bioldgica del género Lupinus

Existen dos tipos de altramuces, los “dulces” o con escaso contenido de alcaloides, si no estan
contaminados por micotoxinas, que pueden ser de utilidad en nutricion animal; y los “amargos”
o ricos en alcaloides, que deben ser sometidos a un tratamiento previo para su uso como alimento
debido a su alta toxicidad (Guerrero, 1999).

Todos los Organos de Lupinus pueden contener alcaloides. Estos, denominados
quinolizidinicos, se concentran sobre todo en las semillas, incluyen: Esparteina, Lupanina,
Anagirina, 5,6-dehidrolupanina y 13-hidroxilupanina, como los mas relevantes (figura 1.2.A),
pero muchos otros han sido plenamente identificados (Van Wyk y otros, 1995).

La principal funcion de los alcaloides quinolizidinicos es la defensa contra herbivoros
(Villacres, 2009), ademés juegan un papel importante en interacciones planta-herbivoro, planta-
microorganismo y planta-planta, las cuales pueden llegar a alterar de alguna manera la
bioguimica de la planta. Este tipo de alcaloides representan una fuente alternativa de plaguicidas
naturales en la agricultura para el control de plagas de interés agronémico, sin embargo, estos

son especificos para cada especie, en tipo, toxicidad y niveles de concentracion.

Durante las primeras etapas del desarrollo del Lupinus se ha observado que los alcaloides son
transportados de los cotiledones al hipocétilo y a la raiz; después de dos semanas, los cotiledones
ya no contienen alcaloides quinolizidinicos (AQ). Se ha propuesto la existencia de una
degradacion de AQ durante la germinacion y que el nitrogeno es incorporado en aminoécidos y
proteinas en el desarrollo de la plantula, parecido a la funcién de los aminoacidos no proteicos en

otras fabaceas que no acumulan AQ (Reyes, 2014).

En raras ocasiones el hombre presenta intoxicacion por consumo de semillas de altramdz, sin
embargo pueden aparecer trastornos debido a altramuces amargos, describiéndose una
sintomatologia anticolinérgica: midriasis, taquicardia, hipotension, sequedad de mucosas Yy
retencion de orina. Mientras que en animales es responsable de la lupinosis, la cual se debe a una

micotoxina producida por el hongo Phomopsis leptostromiformis que se fija especificamente en
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la tubulina de las células del parénquima hepético, dando lugar a una hepatotoxicosis; asi como
intoxicacion, después de su ingestion se manifiestan signos neuroldgicos (inseguridad, caidas y

convulsiones), tanto como dificultades respiratorias (Bruneton, 2001).

0 =
i,

B
HO 0
1: R1: H RQZ H
2. R1= =0, R:p: H
3: Ry= =0, Ry= H, 8%*, %5 R4 I
4: R= =0, Rg:H..ﬁS'E, OH 0
8: Ry= =0, Ry= OH C OH

6: Ry=H, Ry= H
7: Ry=H, Ry= OH
8: Ry= CH;-CH=C({CH;3}-CHjy, Ry = H

Figura 1.2. Estructura quimica de algunos compuestos representativos en Lupinus. A)
Alcaloides: 1. Esparteina, 2. Lupanina, 3. Anagirina, 4. 5,6-dehidrolupanina y 5. 13-
hidroxilupanina. B) Terpenoides: Luteona. C) Isoflavonas: 6. Genisteina, 7. 2’-hidroxigenisteina
y 8. Wighteona

En el género Lupinus sobresale también la presencia de sustancias tales como taninos y
oligosacéridos, y en una menor concentracion de lecitinas, fitatos y saponinas (Guemes y otros,
2012). Ademas el estudio de diversas especies mostrd la existencia de luteona cuya estructura se
observa en la figura 1.2.B (Harborne, 1993). También se hall6 en el género Lupinus, gran
cantidad de flavonoides del tipo isoflavona, destacdndose: genisteina, 2'-hidroxigenisteina y
wighteona, cuyas estructuras se encuentran en la figura 1.2.C. Estos tres compuestos se producen
igualmente en las flores, tallos, raices y vainas inmaduras de L. albus, y en los tallos y las raices

de L. angustifolius y L. mutabilis (Ingham, Tahara y Harborne, 1983).
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Las flores de Lupinus tienen pigmentacion variada, pudiendo ser blanca, crema, amarilla,
rosa, parpura, azul o violeta, la cual se debe a la concentracion de flavonas y antocianinas

presentes (Basante, 2008).

1.3. CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

Un sistema amortiguador antioxidante puede ser evaluado indirectamente como una
capacidad antioxidante. Este parametro puede ofrecer una idea de como se encuentra el conjunto
de la respuesta antioxidante ante cada agresor oxidativo. Las técnicas desarrolladas para medir la
capacidad antioxidante de las muestras valoran la habilidad de los compuestos antioxidantes
presentes en el fluido o célula (Quintanar, 2009). De tal manera que los antioxidantes son
sustancias que retardan o inhiben la oxidacion de sustratos susceptibles a las especies reactivas
del oxigeno, gracias a su capacidad para estabilizar los radicales libres donando electrones o
atomos de hidrogeno y de esta manera proteger las células (Bors y Saran, 1987). La capacidad
antioxidante de los distintos grupos de compuestos depende de la estructura individual y del

numero de oxidrilos sustituyentes, asi como del peso molecular (Paladino, 2011).

Si la generacion de especies reactivas es alta y supera la eficacia de la defensa antioxidante
del sistema, surge una condicion llamada estrés oxidativo. La proteccion contra esta condicion es
alcanzada por enzimas que eliminan radicales libres tales como la superoxido dismutasa, catalasa
y glutation peroxidasa. En las plantas, la capacidad antioxidante se debe fundamentalmente a la
presencia de 4&cido ascorbico, tocoferoles, carotenoides, antocianinas y flavonoides, cuyo
contenido en la planta depende de las condiciones ambientales a las que esta se encuentre

expuesta (lglesias, 2009).

1.4. METODOS DE CUANTIFICACION

Existen numerosos métodos para la cuantificacion de metabolitos secundarios; la variabilidad

en los resultados con la utilizacion de diferentes patrones y los diferentes mecanismos en las
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técnicas de precipitacién como por ejemplo, iterbio trivalente (Yb®*") como agente precipitante de
fenoles; condiciona su uso a ciertos metabolitos (Garcia, 2004). Sin embargo, debido al
surgimiento de nuevas tecnologias y de instrumentos analiticos cada vez mas especializados, han
aparecido nuevas técnicas de cuantificacion, con lo cual se puede establecer una clasificacion en
métodos espectrofotométricos, cromatograficos, gravimétricos y de inhibicion enzimatica
(Garcia, 2004).

El método mas utilizado para la cuantificacion de fenoles totales ha sido el propuesto por
Folin y Ciocalteu, método espectrofotométrico que se basa en la reduccion del acido
fosfomolibdico a 6xidos azules de molibdeno, con estados de oxidacion inferiores a 7+ (Stratil,
1999).

Por su parte, la cuantificacion de flavonoides se basa en las propiedades estructurales de estos
compuestos, que les permiten absorber radiacion en el espectro ultravioleta. El cation de
aluminio forma complejos estables con flavonoides en metanol o etanol, especificamente con el
oxigeno del grupo ceto en el carbono 4 y el oxigeno localizado en el grupo hidroxilo del carbono
5. Ademas, el tricloruro de aluminio forma complejos &cidos labiles con los grupos hidroxilo en
posicion orto en el anillo A o B de flavonoides (Chang, Yang, Wen y Chern, 2002). Las flavonas
y flavonoles muestran dos bandas definidas: La banda I, de mayor longitud de onda en el rango
300-390 nm asociada con la funcionalidad cinamoilo, y la banda I, entre 250-280 nm debida al
anillo aromatico A (funcionalidad benzoilo), aunque a veces se observan otras bandas de
absorcion. La posicion de la banda | depende del tipo de flavonoide: las flavonas la muestran en
310-350 nm, los flavonoles 3-O-sustituidos en 330-360 nm, y los flavonoles en 350-385 nm.
(Gomez, 2013)

La presencia de hidroxilos fendlicos en diferentes posiciones de la molécula puede
establecerse estudiando el comportamiento del espectro UV metandlico al afiadirle reactivos de
desplazamiento tales como el AICI; (empleado en el presente estudio). Este tiene la capacidad de
formar quelatos con flavonoides o-dihidroxilados, 3-hidroxilados y 5-hidroxilados, y generar
desplazamientos batocrémicos; como ejemplo de ello se encuentra el deplazamiento de 35 a 55

nm en la banda | del espectro UV-Vis, (aun en presencia de HCI) el cual podria indicar la
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presencia de una flavona o un flavonol 5-hidroxilado, ahora si el desplazamiento es de 17-20 nm,
se trata de una flavona o un flavonol 5-OH y 6-O; por otro lado, un desplazamiento de 50-60
nm, es indicativo de un flavonol 3-hidroxilado (Medina, 2012).

También existen reactivos con alta sensibilidad, que permiten el andlisis rapido de la
capacidad antioxidante de un gran nimero de muestras. Tal es el caso del 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPH), cuyo método implica que el radical DPPHe de color morado oscuro con
absorbancia méxima a 517 nm presente un grado de decoloracién, debido a que las sustancias
antioxidantes son capaces de reducir el radical DPPHe estable para formar la
difenilpicrilhidrazina de color amarillo; en otras palabras, este radical, con un electrén
desapareado y coloracion azul-violeta, tiene la habilidad de formar una especie neutra de
coloracion amarillo palido, por reaccion con una sustancia antioxidante (Ramos, Castafieda e
Ibafiez, 2008). Estos cambios de coloracion pueden ser registrados facilmente y correlacionados
con la concentracion del analito por determinar, principalmente por la técnica de absorcion en el
ultravioleta y visible (UV-Vis), debido a su alto grado de enlaces m, lo cual origina altos
coeficientes de absortividad molar, y como consecuencia, es posible desarrollar métodos con los
limites de deteccidn y cuantificacion. Los productos de estas reacciones se consideran complejos,
formados a partir de interacciones no covalentes entre una molécula dadora y otra aceptora,

denominados generalmente complejos de transferencia de carga o de adicion (Oliveros, 2009).

1.5. QUIMIOMETRIA

La quimiometria es una disciplina metroldgica que aplica conocimientos matematicos, en
esencia estadisticos, a procesos quimicos, con el fin de extraer de los datos experimentales la
mayor cantidad de informacion y ampliar la informacion del sistema quimico. La quimiometria
permite optimizar el uso de la informacion al discriminarla entre relevante y de menor interés. En
quimica analitica su objeto es mejorar cada fase del analisis para potenciar e incrementar el

conocimiento de todo el proceso analitico en su conjunto (Mongay, 2005).

Dicha disciplina también utiliza métodos originados en otras disciplinas como: estadistica
multivariada, teoria del control, analisis numérico, investigacion de operaciones, analisis de

series de tiempo, y otras (Alciaturi, Escobar, Esteves y Duque, 2010), para interpretar resultados,
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desarrollar modelos, y proponer mejoras en los procesos quimicos. Algunas de las areas de
aplicacion de la quimiometria incluyen: calibracion y pruebas de significacion, optimizacion de
mediciones quimicas y pruebas experimentales, y también extraccion de informacidén quimica a
partir de datos estadisticos (Miller, 2002).

El estudio multivariado de datos comprende una serie de métodos para analizar gran cantidad
de variables simultdneamente, cuando éstas presentan interdependencia (Mancera y otros, 2003).
Las variables observables son homogéneas y correlacionadas, sin que alguna predomine sobre
las demas. La informacion estadistica en anlisis multivariado es de caracter multidimensional,
siendo la geometria, el cdlculo matricial y las distribuciones multivariantes de gran importancia
para este tipo de anlisis. La informacion multivariante es una matriz de datos, pero a menudo, la
informacion de entrada consiste en matrices de distancias o similaridades, que miden el grado de

discrepancia entre los individuos (Cuadras, 2014).

El perfil cromatografico de una planta es un sistema multivariante, tanto por la manera como
los instrumentos registran las sefiales analiticas, como porque se representa en el perfil a la
mayoria de compuestos quimicos presentes en la planta. Con ayuda de la quimiometria, es
posible abordar con mayor éxito dificultades como son las sefiales no resueltas, la gran cantidad

de componentes en la planta, entre otros (Lucio, 2012).

Algunas de las técnicas quimiométricas mas comunes que hacen parte del presente estudio,
incluyen el método Tukey, el cual es util para probar las diferencias entre medidas de tratamiento
de un ensayo determinado; la correlacion de Pearson, la cual proporciona un grado de
concordancia de las posiciones relativas de los datos entre dos variables; el analisis de
componentes principales (ACP) por su parte, es una técnica estadistica de sintesis de la
informacion, donde los nuevos componentes principales seran una combinacion lineal de las
variables originales, siendo estos independientes entre si (Térradez, 2012). La presencia de
valores atipicos tiene una influencia negativa en el modelo ACP, pero a veces son bastante
faciles de detectar en los graficos de puntuaciones (Want y Masson 2011 citado por Isomaa,
2013). Los valores atipicos son muestras que son dnicas, esto podria ser debido por ejemplo, a
errores en la preparacion de la muestra o la medicion. Otra posibilidad es que no se haya
producido ningun error, pero la muestra de valores atipicos es simplemente diferente de todo el

resto. El valor atipico debe ser retirado de los datos y calculado de nuevo el modelo (Wise y
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otros 2006 citado por Isomaa, 2013); por otro lado, el analisis de clusters jerarquicos (ACJ)
permite agrupar variables tratando de lograr la méxima homogeneidad en cada grupo y la mayor
diferencia entre los grupos. Cada una de estas técnicas hace posible una visualizacion mas
completa de la correspondencia entre los datos y cada una de las variables de ensayo,
proporcionando con ello aportes significativos al estudio (De la Fuente, 2011). Finalmente, la
regresion de minimos cuadrados parciales (MCP) es el “caballo de batalla” de la quimiometria y
esta relacionado con el ACP (Alciaturi, 2003). La suposicion basica de la regresion MCP es que
el sistema depende de un namero pequefio de variables instrumentales llamadas variables
latentes. Es asi que este se desarrolla de modo que las primeras variables latentes sean las mas
importantes para explicar el vector Y en la muestra. EI nimero de variables latentes necesarias

para explicar la matriz X es una medida de la complejidad del modelo (Valdez, 2010).

El desarrollo de esta disciplina ha generado trabajos como los realizados por Kim y Park
(2009) quienes han estudiado las diferencias entre dos especies de cactus a través del
reconocimiento de patrones con analisis de componentes principales no supervisados. Su
objetivo era establecer un método de cromatografia liquida de alta eficiencia acoplada a
espectrometria de masas (CLAE-EM) para el perfil metabdlico y la comparacion de los
flavonoides que se encuentran en las dos especies. La discriminacion quimica de las dos especies
podria ser utilizada en el control de calidad de suplementos alimenticios fabricados a partir de
extractos de cactus. El conjunto de datos de perfiles metabdlicos consistié en areas de 15 picos
(derivados de glicésidos de diferentes flavonoides), analizados en 34 muestras (17 muestras de
cada especie) y se comparo utilizando el software XLSTAT 6.0. Por su parte, Xiang y otros
(2011) han estudiado la discriminacion de tres especies de Curcuma basado en compuestos
comunes que se encuentran en sus aceites esenciales, por analisis CG-EM. El reconocimiento de
patrones se realizo con base en andlisis no supervisados (ACP) para distinguir efectivamente las
muestras de diferentes especies y ecotipos; mientras que los supervisados fueron empleados con
éxito en la clasificacién de los datos de cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas (CG-EM). El método de reconocimiento de patrones utilizado para la clasificacion fue el
andlisis discriminante sobre minimos cuadrados parciales, el cual se cataloga como modelo de
clasificacién blando; o sea, es capaz de discernir si las muestras u objetos pertenecen a una clase,

a mas de una, o a ninguna (Comesafia y otros, 2009).
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CAPITULO 2:

Variabilidad quimica y capacidad captadora de radicales

libres de especies de Lupinus

2.1. INTRODUCCION

Es ampliamente conocido el uso empirico de las plantas en tratamientos para diversas
enfermedades en multiples culturas alrededor de mundo, transmitido a través de generaciones.
Tal saber tradicional ha sido perfeccionado con el tiempo, tamizado gracias al rigor cientifico de
ensayos quimicos, farmacologicos, toxicologicos y clinicos en busca de los principios activos
para explicar racionalmente el uso terapéutico de una planta, favoreciendo asi la vigencia de su
empleo. No todas las especies vegetales cuentan con este tipo de estudio; muchos aspectos
permanecen empiricos, lo cual es una limitante para seleccionar los componentes bioactivos. De
tal manera que no es posible asociar el uso tradicional de una especie vegetal determinada con la

presencia de algun tipo de compuesto (Mufioz, 2001).

Pese a ello, dentro del estudio de los productos naturales se ha venido resaltando una amplia
variedad de compuestos denominados polifenoles, que por su poderosa capacidad antioxidante
(O’Gorman, 2003) previenen procesos tromboticos, arteriosclerdticos y carcinégenos (Aranceta,
2006); también son desinfectantes, antisépticos urinarios y diuréticos (Barrera, 2004). Estos son
sintetizados por las plantas en gran cantidad, como producto de su metabolismo secundario. Su
estructura molecular se caracteriza por la presencia de uno o varios anillos fendlicos, permitiendo
la existencia de varias clases y subclases de polifenoles que se definen en funcién del nimero de
anillos fenolicos que poseen y de los elementos estructurales que presentan estos anillos. Los
principales grupos de polifenoles son: acidos fendlicos (derivados del acido hidroxibenzoico o
del acido hidroxicinamico), estilbenos, lignanos, alcoholes fendlicos, flavonoides (Vazquez, De

Cos Blanco, y L6pez, 2005) y taninos (Ingham y otros, 1983).
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Es asi, que como producto del metabolismo secundario de la familia Fabaceae se ha obtenido
e identificado gran cantidad de polifenoles; se destacan Cerca de unos 8000 compuestos
fendlicos en material de origen vegetal (Porras, 2009). Como un subgrupo de los polifenoles se
hallan los flavonoides, cuya bioactividad se asocia al efecto antidiabético, antiinflamatorio y
antimicrobiano que ostentan (Martinez y otros, 2011). Esta familia ademéas proporciona maderas
para la construccion, plantas ornamentales, medicina e incluso su uso se extiende a aplicaciones
industriales (Forero, 2005). Dentro de los usos medicinales predominan por las propiedades
antidiarreicas y antihelmiticas (Osuna, 2005). Sus aplicaciones se deben a la variedad estructural
dentro del mismo grupo de metabolitos secundarios y esta dada por modificaciones quimicas a
una estructura basica, originadas por reacciones quimicas, tales como la hidroxilacion,
metilacién, epoxilacién, malonilacién, esterificacion y la glucosilacion. Esta variabilidad
ocasiona perfiles metabdlicos diferentes entre especies, entre los miembros de una poblacion y
entre los diferentes organos de la planta, lo cual es parte de la estrategia de adaptacion de la
misma; dichos cambios quimicos se relacionan generalmente por las condiciones del habitat en
donde se encuentre la planta; entre ellos se destaca la temporada climética de la zona, cercania a
fuentes hidricas, exposicion a situaciones antropogénicas, presencia de la fauna de la region, asi

como otros factores que pueden afectar el metabolismo vegetal (Sepulveda y otros, 2003).

La variabilidad de la familia Fabaceae es extendida por los niveles taxonomicos que
comprende la misma; por ejemplo, el género Lupinus, que se ha caracterizado por contener
alcaloides quinolizidinicos (Van Wyk y otros, 1995), flavonoides, isoflavonas, terpenoides,
taninos, lecitinas, fitatos y saponinas (Ingham, 1983). A pesar de ser abundante en diferentes
regiones de Colombia (segun datos del Herbario Nacional Colombiano) y conocida por sus usos
tradicionales, no dispone de informacién sobre los componentes fendlicos, asi como de

capacidad antioxidante.

Por consiguiente, el presente trabajo sera pionero en generar informacion acerca de los
metabolitos mas representativos en este género realizando para ello un perfil quimico de
diferentes especies de Lupinus a través de la determinacién de su variabilidad quimica,
especificamente a nivel del contenido de fenoles totales y flavonoides, asi como en capacidad

captadora de radicales libres, en sus extractos etandlicos.
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2.2. MATERIALES Y METODOS

2.2.1.General

Para los métodos de andlisis en general se uso etanol destilado, reactivo Folin-Ciocalteu (FC)
Merck al 10%, Na,COs al 7,35%, AICI; al 10%, CH3;COONa 1,36% Yy una solucion del radical
estable DPPHe. Los datos fueron obtenidos usando un espectrofotometro Genesys 10S UV/Vis y
medidos en celdas de poliestireno con paso Optico de 10 mm. EI desarrollo experimental se
realizd completamente en el Laboratorio de Quimica Bioorganica de la Universidad Militar
Nueva Granada, sede Campus (km 2 via Cajica-Zipaquira).

2.2.2.Seleccion del material vegetal

Para la seleccion de las especies se tuvo en cuenta su abundancia en Cundinamarca y cercania
con la capital colombiana, ademas su capacidad invasiva y la escasa cantidad de estudios
similares. Se realizd una busqueda detallada y centrada en el género, sobre los reportes de
avistamientos en la base de datos del Herbario Nacional Colombiano.

2.2.3.Recoleccion y clasificacion del material vegetal.

La recoleccion del material vegetal se llevo a cabo en los departamentos de Cundinamarca y
Boyaca, en los lugares indicados en la figura 2.1, durante los meses de agosto de 2013 a
septiembre de 2015, contando un total de 47 accesiones, correspondientes a 39 especimenes.
Cada espécimen fue marcado con un nimero entero consecutivo desde 1 hasta 39 en orden de
adquisicion. Algunas accesiones ademas correspondieron a iguales especimenes durante
diferentes épocas de colecta. Para tales muestras, el nimero del espécimen desde la segunda

colecta se acompafa por una letra partiendo de la A, en orden alfabético.
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Figura .2.1. Ubicacion de las muestras colectadas en los departamentos de Cundinamarca y
Boyaca.

La identificacion taxondmica se realizé por los bidlogos A. Jara y C. Parra, en el Herbario
Nacional Colombiano. Las especies clasificadas fueron: L. amandus (a), L. bogotensis (b), L.
guascensis (g), L. humifusus (h), L. mirabilis (m) y L. pubescens (p), pertenecientes al género
Lupinus y a la familia Fabaceae. Siendo L. amandus un sinénimo de L. bogotensis segun la
Union Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (2012). Las letras entre paréntesis

seran usadas para identificar las especies en las graficas del presente capitulo.

En la tabla 2.1 de anexos se observan en detalle las partes colectadas en cada accesion,

nombre de la especie clasificada y lugar de colecta.

2.2.4.Preparacion de extractos

Se tom6 independientemente 0,4 g de muestra seca y molida (hojas, tallos, flores, vaina o
semillas). A cada muestra se adicionaron 7 mL de etanol y el conjunto se sometié a ultrasonido
durante 30 min a temperatura ambiente; posteriormente se filtro, colectando en bal6on aforado. El
proceso se repiti6 dos veces mas, usando 3 mL de etanol. EI material residual se lavo con
pequefias porciones de etanol para asegurar transferencia cuantitativa; la solucion obtenida se
transfirio a viales tapa rosca y se conservo en nevera a 4°C. En total se prepararon soluciones

etanolicas de 196 muestras (diferentes partes de cada una de las 47 accesiones).
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2.2.5. Determinacion del contenido de fenoles totales (CFT).

La cuantificacion de fenoles totales en los extractos etandlicos se realizé por el método de
Folin-Ciocalteu de acuerdo a la metodologia descrita por Cafibano (2012) con las
modificaciones establecidas por el Laboratorio de Quimica Bioorgénica de la UMNG. En una
celda se tomo 200 uL de muestra apropiadamente diluida, se adicion6 400 uL de reactivo FC al
10% y se dej6 en reposo durante 3 min; posteriormente se agregd 1500 uL de Na,COs al 7,35%,
tras lo cual se mantuvo en reposo y oscuridad por un periodo de 2 h; después de este tiempo se
midi6 la absorbancia a una longitud de onda de 765 nm. Cada medicién se realiz6 con tres
réplicas. Los resultados se expresaron como mg equivalentes de acido galico por g de material
vegetal seco (mg EAG/g MS), empleando una curva de calibracion de absorbancia en funcion de
la concentracién de acido galico usado como patrén (y = 0,0779x + 0,0137 con un R? de 0,9994).

2.2.6. Determinacion del contenido de flavonoides (FL.).

El método espectrofotométrico de AICI3 se uso en la determinacion de flavonoides (Chang y
otros, 2002) segun las modificaciones validadas en el Laboratorio de Quimica Bioorganica de la
UMNG. Se tomé 1000 uL de muestra apropiadamente diluida, se adicion6 800 uL de etanol, se
agrego 200 uL de AICI; al 10% y 200 uL de CH3;COONa al 1,36%; posteriormente se dejo en
reposo en la oscuridad durante 40 min y se midio la absorbancia a una longitud de onda de 420
nm. Cada medicion se realizo por triplicado. Los resultados se expresaron como mg equivalentes
de quercetina por g de material vegetal seco (mg EQ/g MS), empleando una curva de calibracién
de absorbancia en funcion de la concentracion de quercetina patron (y = 0,0573x - 0,0242 con un
R? = 0,9988).

2.2.7.Método de DPPH para la capacidad captadora de radicales libres (CCRL).

La determinacién de la capacidad captadora de radicales libres es usada como medida de la
capacidad antioxidante, esta medicién en los diferentes extractos vegetales se llevd a cabo
utilizando el radical estable DPPHe, siguiendo el método reportado por Kulisic, Radonic,

Katalinic y Milos (2003) con algunas modificaciones previamente adecuadas para las muestras
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de interés. Para ello, alicuotas de cada extracto se llevaron a sequedad; el residuo se pesé y
redisolvio en un volumen exacto de etanol, obteniendo soluciones de concentracion conocida. A
50 uL de la solucién de muestra apropiadamente diluida, se agregd 1950 uL de reactivo DPPH
con absorbancia cercana a 1; luego de 1 h en reposo y oscuridad se midi6 la absorbancia a una
longitud de onda de 515 nm. Cada medicion se realizo con tres réplicas. Los resultados fueron
expresados como concentracion mM equivalente a Trolox por mg de extracto seco (mM ET/mg
ES), empleando una curva de calibracion de la concentracion de Trolox (mM) en funcién del
porcentaje de inhibicién (y=1,6542x -0,1236 y un R?= 0,9995). Al inicio de cada set de medidas
se establecié una absorbancia control para el blanco de reactivos (mezcla de 50 uL de etanol y
1950 uL de reactivo DPPH).

2.2.8. Anélisis estadistico

Los resultados obtenidos por los diferentes métodos de cuantificacion anteriormente
mencionados (CFT, FL y CCRL) se compararon por cada 6rgano. Posteriormente a cada variable
se le realiz6 una prueba de andlisis de varianza simple (ANOVA) con el fin de determinar
diferencias significativas entre cada muestra segun el 6rgano de estudio y una prueba de Tukey,
para establecer agrupaciones entre muestras segun las diferencias significativas observadas. Para
finalizar, se construyd una grafica de correlacion con los datos obtenidos en los ensayos
realizados y se obtuvieron los coeficientes de correlacion de Pearson correspondientes. Para
estos analisis se usO el software estadistico Infostat (Universidad Nacional de Cdrdoba,

Argentina), licencia estudiantil.

2.3. RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacion se encuentran los resultados obtenidos de los métodos cuantitativos aplicados
a los extractos etandlicos de hojas, tallos, flores, vainas y semillas de las especies del género

Lupinus, con sus correspondientes analisis.
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2.3.1. Cuantificacion de fenoles totales, flavonoides y capacidad antioxidante

Tabla 2.1. Medias para el contenido de Fenoles, flavonoides y capacidad captadora de
radicales libres.

Parte CFT? FL® CCRL?
(mg EAG/g MS) (mg EQ/g MS) (mM ET/mg ES)
Hojas 5,15 (40,6%) 1,50 (42,1%) 193,23 (76,8%)
Tallos 2,25 (55,9%) 0,27 (63,8%) 130,22 (42,1%)
Flores 3,80 (31,7%) 0,58 (62,4%) 169,20 (81,2%)
Vainas 1,91 (39,8%) 0,16 (40,3%) 159,82 (39,9%)
Semillas 2,43 (28,5%) - 20,05 (36,7%)

#Concentracion media (coeficiente de variacion)

La tabla 2.1 presenta los valores medios en cada ensayo, siendo hojas la de mayor contenido
en los tres métodos, vainas la menor en CFT y FL, finalmente para la CCRL semillas registré la
menor capacidad. Para cada parte se calculd su respectivo coeficiente de variacién porcentual
(%CV); en todos los resultados de la tabla 2.1 su %CV es evidencia de una heterogeneidad de los
promedios en las variables analizadas, por ende a lo largo del capitulo serd apreciable la
variabilidad entre las muestras frente a su CFT, FL y CCRL y cada una de las partes de la planta;
a través del andlisis de varianza simple (ANOVA) se busca comprobar que al menos uno de los
promedios es estadisticamente diferente y partiendo de ello con una prueba de Tukey definir los

grupos que son considerados iguales en términos estadisticos.

Cabe resaltar que la relacion existente entre capacidad antioxidante y su expresion en
equivalentes Trolox representa la concentracion del extracto que tiene la misma capacidad
captadora de radicales libres que la solucion del reactivo trolox, con el objetivo de comparar los
resultados de capacidad antioxidantes de los extractos vegetales (Tovar. 2013), que se obtuvieron

mediante la inhibicién del radical DPPHe.
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Figura 2.2. Variabilidad quimica en hojas de cinco especies del género Lupinus. A.
Contenido de fenoles totales (CFT). B. Contenido de flavonoides (FL). C. Capacidad captadora
de radicales libres (CCRL). Media * intervalo de confianza. Letras diferentes indican diferencias

significativas para un nivel de confianza del 95%, segin el Test de Tukey. La linea punteada
indica la media para cada caso.
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En la figura 2.2 se encuentran los resultados de las determinaciones cuantitativas con los
especimenes ordenados segln su especie; es posible observar que, en general, no existen
comportamientos definidos entre los individuos de cada especie; los contenidos de fenoles,
flavonoides y capacidad antioxidante presentaron alta variabilidad entre los individuos de cada
especie, asi como al comparar entre especies (la informacion puntual empleada para originar las

graficas se encuentra en la Tabla 2.4-Anexos).

Por tanto, se realiz6 una observacion mas detallada del comportamiento presentado por los
individuos de cada especie, iniciando con los especimenes de L. bogotensis, en ellos se evidencia
un comportamiento similar entre fenoles, flavonoides y CCRL, es decir, una tendencia particular
0 una aparente relacion. EI CFT fue muy variable, siendo la muestra 1 aquella con el menor
contenido (1,67 £ 0,06 mg EAG/g MS) y la muestra 23, con 8,64 + 0,20 mg EAG/g MS, la de
contenido mas elevado; con excepcion del especimen 23 (343,34 + 5,35 mM ET/mg ES), las
muestras de L. bogotensis presentaron baja CCLR, comparada con la media global de las hojas
(193,23 mM ET/mg ES), mientras que la capacidad mas baja fue la de la muestra 24 con 1,89 +

0,06 mM ET/mg de ES; las muestras 23 y 24 fueron las de mayor y menor FL, respectivamente.

Los especimenes de L. guascensis, mostraron un comportamiento variable; la muestra 3
presento el menor CFT con 2,97 £ 0,08 mg EAG/g MS, mientras que la muestra 39 mostro el
mayor contenido, no sélo en la especie sino en todos los especimenes (10,23 + 0,30 mg EAG/g
MS); en cuanto al FL, la muestra 3 mostro la mayor cantidad con 2,44 + 0,04 mg EQ/g MS, en
tanto que la 38, con 1,10 £ 0,09 mg EQ/g MS, tuvo el menor contenido; la diferencia mas notoria
con L. bogotensis fue en la capacidad captadora de radicales libres, presentando mayores valores
(cerca de 2,5 veces mas) la especie L. guascensis. Las muestras de L. mirabilis presentaron la
mayor capacidad de inhibir radicales, exceptuando las muestras 8 y 9, provenientes de Cajica,
con valores de 124,34 + 3,99 y 127,78 + 5,06 mM ET/g ES, en las cuales a pesar de tener una
cantidad representativa de fenoles totales su CCRL es menor a la media, contrario a lo reportado
por Ciappini (2013) donde se atribuye la capacidad antioxidante a la presencia de compuestos

fendlicos, especialmente a aquellos de tipo flavonoide. En las especies L. pubescens y L.
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humifusus el CFT fue mayor a la media de las hojas para este ensayo (5,15 mg EAG/g MS); en
contraste, los valores para contenido de flavonoides en L. humifusus estuvieron por debajo del
promedio correspondiente a 1,50 mg EQ/g MS; algunas de las accesiones de L. pubescens
presentaron los valores mas elevados para flavonoides entre todas las muestra presentadas en la
figura 2.2.B y en cuanto a CCRL para la misma especie, los valores se hallaron debajo de la
media global, salvo por la muestra 19 con 243,24 + 2,32 mM ET/g ES.

La prueba de Tukey para fenoles totales discrimind las muestras en 27 grupos de un total de
44 muestras analizadas, lo cual es un indicativo de que la variabilidad estadistica mostrada entre
los especimenes es alta, debido a que gran cantidad de grupos fueron formados por 3 a 4
muestras. Al estudiar la variabilidad entre especimenes de una especie se hace aun mas evidente,
un ejemplo de ello, es lo mostrado por las especies de L. bogotensis y L. pubescens, entre las
cuales se hallaron grupos con valores similares en términos estadisticos, teniendo como ejemplo
los formados por las muestras 25 y 28 (b), 15 y 27 (b), asi como las muestras 11 y 13 (p); los

demas grupos fueron conformados por una unica muestra.

Para el caso de flavonoides, el ensayo de Tukey mostré 22 grupos, de los cuales se tienen
como ejemplo de agrupaciones en la especie L. bogotensis, se obtuvieron las siguientes tres con
promedios estadisticamente similares: 1, 15, 25y 28, también 2, 26 y 27, por ultimo las muestras
16 y 31; en la especie L. guascensis las muestras 35 y 37 no fueron significativamente diferentes
segun las pruebas estadisticas, mientras que en L. pubescens y L. humifusus no se hallé ninguna

similitud entre el FL en cada especie.

Finalmente con los resultados obtenidos para la CCRL en L. bogotensis predomind la
formacidn de varios grupos, tales como: 1y 30, el conformado por 15, 28 y 32; particularmente,
se encontr6 que las hojas de 21, 22 y 31, muestras colectadas exactamente el mismo dia, no
presentaron diferencias significativas en su capacidad captadora de radicales libres (grupo E,

prueba de Tukey). Para L. guascensis se formo un unico grupo con las muestras 37 y 39, de igual
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manera con L. pubescens y las muestras 11 y 12. De tal manera se evidencia que la CFT, FL y
capacidad captadora de radicales libres pueden verse afectados por multiples factores y ser
independientes del lugar y fecha de colecta, puesto que sélo una de las agrupaciones
mencionadas previamente fue colectada la misma fecha y en ninguna se presenta relacién con el

lugar de procedencia.

A fin de evaluar el efecto de la temporada sobre CFT y la capacidad captadora de radicales
libres, se llevo a cabo el andlisis de cuatro muestras de L. mirabilis, las cuales fueron sometidas a
muestreo en diferentes épocas del afio, contando asi con las muestras 4, 4A, 4B, 4C, 5, 5A, 5B,
5C, 6, 6A, 10 y 10A. La especie se selecciono teniendo en cuenta la ubicacion geogréfica y la
disponibilidad de material vegetal (facil acceso y gran porte). Los resultados obtenidos con los
tres métodos de andlisis (fenoles, flavonoides y CCRL) mostraron alta variabilidad, segin se
demostro estadisticamente, por lo cual se puede decir que existe un efecto de la temporada de
colecta sobre la composicion quimica de esta especie; tan solo se encontraron algunos grupos
coincidentes en contenido de fenoles totales y época de colecta. El test de Tukey indico las
siguientes agrupaciones de acuerdo al CFT: 4A, 5A y 6 (colectados en la misma fecha), asi como
4B y 5B (colectado en la misma fecha), 4C y 5 (diferente fecha de colecta), otro grupo fue
formado por 5C y 6A (misma fecha de coleccion). De igual manera, se evidenciaron grupos
segun FL, asi: 4, 6 y 8, 4A y 5A (colectadas la misma fecha), y 5 con 5B (cinco meses entre una
colecta y otra); por su parte, la prueba de Tukey generd 5 grupos por el método del DPPH; estos
fueron: 4 y 18, 4A y 5C (seis meses entre cada colecta), 4C y 5A (seis meses entre cada colecta),
finalmente 8 y 9 (colectadas el mismo dia en la sede campus UMNG ); es asi que para la CCRL
no se obtuvieron las mismas agrupaciones que en CFT, ademas de menor relacidn segun la época

de colecta.
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Figura 2.3. Variabilidad quimica en tallos de cinco especies del género Lupinus. A.
Contenido de fenoles totales (CFT). B. Contenido de flavonoides (FL). C. Capacidad captadora
de radicales libres (CCRL). Media * intervalo de confianza. Letras diferentes indican las

diferencias significativas para un nivel de confianza del 95%, segun el Test de Tukey. La linea
punteada indica la media para cada caso.
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Especificamente, las muestras de la figura 2.3 se distribuyeron en 25 agrupaciones para los
analisis de FL y CFT, mientras que para CCRL fueron 19, indicando con ello ser menos variable
que CFT. En la figura 2.3 correspondiente a los resultados de tallos se destaca la muestra 23,
perteneciente a la especie L. bogotensis al presentar valores altos en CFT (8,64 + 0,20mg EAG/g
MS); mientras que la muestra 7 fue la de mayor FL con 0,67 = 0,01 mg EQ/g MS en esta
especie. En la muestra 3 (L. guascensis) se evidencid el mayor valor para el CFT con 4,76 + 0,04
mg EAG/g MS; en cuanto a los flavonoides este mismo espécimen present6 el mayor contenido
entre todas las muestras, siendo 0,71 + 0,01 mg EQ/g MS vy respecto a la CCRL la muestra 3
tuvo un valor que superd la media general de tallos (130,22 mM ET/mg ES); la muestra con
mayor resultado en la figura 2.3.C fue la 38 con 253,58 + 2,42 mM ET/mg ES.

En la especie L. mirabilis el mayor contenido tanto de fenoles como de flavonoides lo
presentd la muestra 8 (2,48 + 0,03 mg EAG/g MS y 0,39 £0,00 mg de EQ/g MS,
respectivamente); por su parte, las muestras 4B y 6A fueron las de mayor capacidad
antioxidante. No se evidencio patron alguno en las muestras de un mismo espécimen colectadas
en diferentes épocas del afio para el CFT, pero si la formacion de tres grupos segun el test de
Tukey, cada uno de ellos considerado estadisticamente similar, el primero de ellos lo integraron
las muestras 4 y 5C; el segundo por 4B y 17; por ultimo el grupo 5A y 10, cuyos especimenes
fueron colectaron el mismo dia y se hallaban cercanos a la carretera. De acuerdo al FL se
concentraron las muestras formando cuatro agrupaciones, siendo estas: 4y 9; 4B, 5A y 10; 4C y
5, por ultimo 6 y 6A; las muestras mencionadas anteriormente tienen en comdn la zona de
colecta. En L. mirabilis los valores mas bajos fueron por parte del espécimen 6 con 0,40 £ 0,06
EAG/g MS y 53,97 + 3,06 mM ET/mg ES, para CFT y CCRL, respectivamente.

Las muestras de la especie L. pubescens se destacan por un elevado CFT, salvo el espécimen
11, el cual tuvo un valor de tan solo 1,05 + 0,05 mg EAG/g MS; de igual manera se presento en
11 el menor valor tanto para FL como en CCRL (0,19 + 0,01 mg EQ/g MS y 62,78 + 3,33 mM

ET/mg ES, respectivamente).

La capacidad captadora de radicales libres de la especie L. humifusus fue una de las mas
elevadas entre todas las especies respecto a la media (CCRL x;=130,22 mM ET/mg ES). En la
muestra 19 fue evidente un valor elevado en la cuantificacion de fenoles, flavonoides y

capacidad de captura de radicales libres, mientras que el espécimen 20 pese a expresar una alta
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capacidad antioxidante, apenas superd la media para fenoles y flavonoides. Segin Quifiones
(2013) esto se debe a que aunque los niveles de compuestos fendlicos en un tejido sean
superiores a otros, todos los compuestos fendlicos no poseen igual actividad antioxidante, por lo
que la actividad de estos en el extracto debe estar relacionada directamente con el tipo de

compuesto fendlico, también su actividad en la planta y no con la cantidad de estos.
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Figura 2.4. Variabilidad quimica en flores de cinco especies del género Lupinus. A.
Contenido de fenoles totales (CFT). B. Contenido de flavonoides (FL). C. Capacidad captadora
de radicales libres (CCRL). Media * intervalo de confianza. Letras diferentes indican las
diferencias significativas para un nivel de confianza del 95%, segln el Test de Tukey. La linea
punteada indica la media para cada caso.

La figura 2.4 presenta los resultados para CFT, FL y CCRL de las flores de los especimenes
estudiados. Se resalta en este 6rgano de forma general un alto CFT y FL respecto a tallos, vainas
y semillas (Tabla 2.4-Anexo). Entre las cinco especies la muestra 37 (L. guascensis) fue la de
mayor CFT con 6,48 + 0,09 mg EAG/g MS; entre tanto, la 35, perteneciente a la misma especie,
mostr6 el menor contenido (2,06 + 0,14 mg EAG/g MS); de otro lado, la muestra 7 (L.
bogotensis) presentd el mayor valor para FL con 1,93 £ 0,19 mg EQ/g MS , mientras que 33 (L.
guascensis), con 0,26 = 0,01 EQ/g MS, resulto ser la de contenido méas bajo de FL; en cuanto al
potencial para captar radicales libres, la de menor capacidad fue la muestra 4A con 59,91 + 5,03
mM ET/mg ES, frente a 882,27 + 21,05 mM ET/mg ES para la muestra 8, siendo esta la de

mayor capacidad.

Como resultado del test de Tukey se encontraron 22 grupos de muestras segn el CFT, 18 de
acuerdo con el FL y 25 por su respuesta frente al radical DPPHe. Este test en flores respecto a
hojas y tallos gener6 menos agrupaciones, es decir sus valores tienden a ser mas homogéneos
estadisticamente. Por su parte, en la especie L. guascensis, s6lo las muestras 33 y 37 mostraron
valores estadisticamente similares para la capacidad antioxidante. Para el FL se formaron tres
grupos dentro de las muestras de L. mirabilis con la coincidencia de la zona de colecta, estos
fueron: 4, 10y 17, el formado por 4A, 5B y 6A, y por ultimo, 4C y 5C; el analisis de CFT por su
parte, formd solamente dos grupos: 4A, 10 y 5A como primer agrupacion y 4 con 17; estas
muestras tienen en comun haber sido colectadas en Usme. Tanto en las muestras pertenecientes a
la especie de L. pubescens como de L. humifusus no se presentaron agrupaciones, indicando una
marcada variabilidad, a pesar de ser colectadas en la misma época y en la misma zona; el
metabolismo de estos especimenes resulto diferente, ya sea por factores ambientales o genéticos,
pero no se pueden establecer conclusiones claras al tratarse de tan solo dos muestras por cada

especie.
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Figura 2.5. Variabilidad quimica en vainas de cinco especies del género Lupinus. A.
Contenido de fenoles totales (CFT). B. Contenido de flavonoides (FL). C. Capacidad captadora
de radicales libres (CCRL). Media * intervalo de confianza. Letras diferentes indican las
diferencias significativas para un nivel de confianza del 95%, segun el Test de Tukey. La linea
punteada indica la media para cada caso.
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En la figura 2.5 se observa en las vainas de L. bogotensis la tendencia a presentar un CFT por
encima de la media general (1,91 mg EAG/g MS) de toda la poblacion de muestras para ese
analisis; sin embargo, CCRL no muestra la misma tendencia puesto que sus valores se hallan por
debajo de la media general (159,82 Mm ET/mg ES), con excepcion de la muestra 29. La muestra
37, perteneciente a la especie L. guascensis, presenta por su parte, uno de los menores valores de
capacidad antioxidante con 4,08+1,15 mM ET/mg ES, en comparacion con el promedio obtenido
con todas las muestras de vainas para esta variable, pese a tener un alto CFT (2,73+0,16 mg
EAG/g MS), asi como un valor alto de FL (0,18+0,00 mg EQ/g MS). Indicando con ello que
para esta muestra, la capacidad antioxidante no se encuentra directamente relacionada con la
cantidad de compuestos fendlicos. Particularmente, la capacidad antioxidante de las vainas del
espécimen 4 presentd una conducta inversa con relacién a la de flores, ya que a través de sus
diferentes colectas la concentracion equivalente a Trolox por miligramo de extracto seco

disminuyo.

Por su parte, la unica muestra de L. humifusus (20), se caracteriza por presentar uno de los
valores mas altos para vainas en equivalentes a Trolox (240,30+£6,52 mM/mg ES), asi como en el
CFT (1,87+0,03 mg EAG/g MS). En L. bogotensis no se observa una relacion entre las variables,
sus concentraciones fluctan sin ningun patrén apreciable. La muestra 4 presenta el valor mas
alto de CFT con 3,30 = 0,05 mg EAG/g MS, este mismo comportamiento se repite en
flavonoides cuyo contenido se encuentra entre los mas altos de la medida, 0,17 +0,01 mg EQ/g
MS y una capacidad antioxidante relativamente alta de 193,93 +11,20 mM ET/mg ES, lo que
podria indicar que, en contraste con L. guascensis, para L. mirabilis aquellas sustancias que
operan como antioxidantes y dan esta alta capacidad son los fenoles. Aditivo, la menor CFT la
mostré el espécimen 31 con 0,62 + 0,07 mg EAG/g MS y un FL de 0,07 = 0,01 mg EQ/g MS,
valor que se encuentra entre las menores concentraciones obtenidas; en cuanto al método de
DPPH, la muestra 31 presentd la menor concentracién siendo 12,81+0,28 mM ET/mg ES. Estos
resultados indican que para este espécimen, al igual que para la muestra 4, aquellos compuestos

con caracteristica antioxidante son de naturaleza fendlica.
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Figura 2.6. Variabilidad quimica en semillas de cinco especies del género Lupinus. Media *
intervalo de confianza. A. Contenido de fenoles totales (CFT). B. Capacidad captadora de
radicales libres (CCRL). Letras diferentes indican las diferencias significativas para un nivel de
confianza del 95%, segln el Test de Tukey. La linea punteada indica la media para cada caso.

La figura 2.6 presenta los resultados obtenidos para la cuantificacion de fenoles totales y
capacidad captadora de radicales libres en semillas. Cabe notar que las soluciones etandlicas de
semillas no presentaron reactividad frente al AICI3;, o al menos esta no fue detectable bajo las
condiciones del método (absorbancias por debajo del limite de cuantificacion incluso con
solucién de extracto sin diluir); por tanto, fue imposible determinar el contenido de flavonoides

en semillas. A pesar de no presentar valores significativos para la cuantificacion de flavonoides
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totales, las muestras de semillas exhibieron valores de capacidad antioxidante, que si bien fueron
bajos, pueden ser un indicativo de la presencia de otro tipo de compuestos que contribuyen al
desarrollo de esta propiedad. Las muestras de L. mirabilis tienen en general los valores mas altos
para las dos variables; en el caso de capacidad captadora de radicales libres, la muestra 8
presenta el menor resultado con 10,49 + 0,67 mM ET/mg ES y 4 el méas elevado con 38,96 +
1,86mM ET/mg ES. Los datos anteriores obtenidos por algunos representantes de la especie L.
mirabilis siguen distando significativamente entre ellos, es decir, hay diferencias entre los

valores presentados en al menos una muestra de la especie.

En términos de capacidad captadora de radicales, las semillas de L. pubescens presentan
concentraciones que sobrepasan la media general para todas las muestras de semillas (20,05 Mm
ET/mg), siendo 28,83 £ 1,97 mM ET/mg ES para la muestra 12 y 23, 45 + 0,91 ET/mg ES para
la 14. La especie L. bogotensis, presentd en general resultados con valores menores en
comparacion con L. mirabilis; por ejemplo, para la muestra 31 el CFT fue 1,26 + 0,11 mg EAG/g
MS, uno de los valores mas bajos en todas las muestras de semillas; sin embargo, L. bogotensis
también presento valores por encima de la media en semillas (2,43 mg EAG/g MS), como es el
caso de 26 con 3,24 + 0,08 EAG/g MS; de otro lado, la medida de CCRL tiene como limite
inferior el resultado de la muestra 15 con valor de 5,47 + 0,81 mM TE/mg ES vy el superior de
28,10 + 0,86 mM TE/mg ES para la muestra 26.

Previas investigaciones sobre la composicion quimica de especies de Lupinus han mostrado,
altos contenidos de fenoles. Wang y Clements (2008) reportaron para los fenoles totales
presentes en las semillas de las especies L. albus, L. angostifolius, L. atlantieus, L. consentinii, L.
digitatus, L. luteus y L. mutabilis 8,52, 5,61, 6,61, 7,06, 8,45, 3,72 y 7,99 mg EAG/g MS,
respectivamente. En general, tales resultados son mayores comparados con los obtenidos en las
especies de lupino estudiadas en el presente trabajo, salvo los reportados para L. luteus que
corresponden a un valor cercano (tabla-2.3-Anexo). No obstante, es importante resaltar la
diferencia en el método de extraccion utilizado en ambas investigaciones, puesto que éste influye

directamente en la cantidad de compuestos obtenidos, y por tanto, cuantificados; Wang y
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Clements llevaron a cabo una extraccién por maceracion durante una noche con metanol al 80%,
mientras que en el presente trabajo se uso etanol, ultrasonido y periodos cortos de extraccion. Por
otro lado, las muestras fueron colectadas en Australia, de tal manera que la diferencia en método
y ubicacion geografica no permite concluir puntualmente acerca de las diferencias entre los

valores reportados y los encontrados en el presente estudio.

Por otra parte, Siger y colaboradores (2012) estudiaron tres especies de lupino cada una en
dos variedades diferentes, encontrando los siguientes valores para la capacidad captadora de
radicales libres: 3,51 + 0,20 y 6,78 £ 0,28 mM ET/mg ES en L. albus, variedades Butan y Boros,
respectivamente; 9,03 + 0,33 y 8,12 + 0,10 mM ET/mg ES en la especie L. luteus, variedades
Lord y Parys, respectivamente; y 6,89 + 0,35y 7,47 £ 0,29 mM ET/mg ES, para L. angustifolius
Bojar y Zeus, respectivamente. Estos valores son menores a los determinados en el presente
trabajo, que estan en el rango entre 10 y 40 mM ET/mg de ES en las 5 especies; solo la muestra
15 de L. amandus (5,47 + 0,81 mM ET/mg de ES) mostré un resultado cercano a los valores
reportados por Siger y colaboradores. Cabe sefialar, que los datos obtenido en el articulo en
mencion, se obtuvieron después de un tratamiento muy diferente de la muestra; alli se reporta
que las muestras fueron secadas a 105°C y su extraccion fue realizada por método Soxhlet con n-
hexano, y posteriormente para extraer compuestos fendlicos, se realizé adicion de metanol al
80% por 30 min a una temperatura de 50°C. La cuantificacion de fenoles se realiz6 a través del
método de Folin-Ciocalteu, permitiendo un tiempo de reaccion de una hora y midiendo a una

longitud de onda de 725nm.

2.3.2.Correlacion entre variables cuantitativas

En el presente estudio se empled la correlacion de Pearson, ya que su finalidad en el
tratamiento de los datos obtenidos es establecer una correlacion lineal entre las variables
cuantitativas de estudio; las deméas correlaciones a diferencia de esta, toman variables cuya
distribucion no es normal (Tau-B- de Kendall) o no establecen relaciones lineales sino
mondtonas, es decir que las variables cambian a un mismo tiempo pero no de manera constante

(rho de Sperman) (Rodriguez, Alvarez y Bravo, 2001).
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Figura 2.7. Correlacion de Pearson entre los datos de CFT, FL Y CCRL en cinco especies del
género Lupinus. A) Hojas. B) Tallos. C) Flores. D) Vainas. E) Semillas.

Para la interpretacion del coeficiente de correlacion de Pearson se deben tener en cuenta los
siguientes rangos: 0.90 a 1.00 (-0.90 a -1.00) es una correlacion muy alta, 0.70 a 0.90 (-0.70 a -
0.90) es correlacion alta, de 0.50 a 0.70 (-0.50 a -0.70) corresponde a una correlacion moderada,
0.30 a 0.50 (-0.30 a -0.50) es una baja correlacion y de 0.00 a 0.30 (-0.00 a -0.30) se considera
una correlacion insignificante (Mukaka, 2012).

Se observa en la figura 2.7 que para hojas, tallos, flores y vainas existe correlacion positiva
entre CFT y FL, lo que evidencia una asociacion relativamente fuerte entre ambas variables, tal
como ha sido previamente descrito (Beltran, 2013); tales resultados sugieren que el FL
contribuye con el CFT lo que concuerda con la naturaleza polifendlica de los flavonoides.

Para el caso de semillas, la capacidad de captar radicales libres medida por el ensayo de
DPPH presento correlacion positiva con el CFT. Este resultado indica que hay compuestos
fendlicos que pueden estar involucrados con la capacidad captadora en los extractos de este
organo de la planta. Entre estos pueden encontrarse las isoflavonas, un tipo de flavonoides
ampliamente descrito en especies de Lupinus (Dettenborn, 2009), conocidas por presentar
propiedades antioxidantes (Arias, 2015), dichos compuestos no se pueden identificar con el
método de AICI3, ya que solo las flavonas y flavonoles forman complejos estables con este

reactivo (Salinas, 2012).

Ahora, por el contrario, las demas partes no presentan correlacion entre CCRL con el CFT y
FL. EI CFT y FL al no presentar correlacion con la capacidad antioxidante, demuestra que estos
compuestos no tienen un papel predominante en la CCRL de hojas, tallos, flores y vainas, en

concordancia con lo descrito por Abidi (2014). Entonces, a medida que aumenta la concentracion
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de flavonoides o de fenoles totales, no necesariamente va a incrementarse la capacidad captadora

de radicales, en decir, no se relacionan con la capacidad de capturar el radical libre DPPHe.

2.4. CONCLUSIONES

Se hallé que la cuantificacion de fenoles, flavonoides y capacidad antioxidante del género
Lupinus presenta una amplia variabilidad. A pesar de trabajar con muestras de una misma
especie en una poblacién que abarcd 5 especies, se observd que variaron tanto en cuantificacion
como capacidad de captura de radicales libres, ya que pocos grupos fueron obtenidos
conformados por mas de dos muestras y que en ellos hubiese una relacién mas que pertenecer a
la misma especie, por ejemplo fecha y lugar de colecta fue escaso. Las partes de la planta
mostraron diferencias entre ellas, especimenes y especie, lo cual indica que el lugar de colecta
interviene en la expresion de metabolitos; los diversos metabolitos secundarios que se acumulan
en diferentes especies de esta familia, ya sea constitutivamente o0 en respuesta a un ataque,
también pueden encontrarse bajo control genético y es dependiente de las condiciones
ambientales (Alcantar, 2005).

Ademas, se estimd el hecho que los fenoles y flavonoides presentes poseen diferente
comportamiento en la capacidad antioxidante, pues contienen compuestos que estan mas o
menos relacionados segln sea el caso con la capacidad de capturar radicales libres, ya que como
reporté Quifiones (2013) todos los compuestos fendlicos no poseen igual actividad antioxidante.
También, se encontrd que los extractos provenientes de las hojas presentaron mayor CFT, FL y
capacidad antioxidante; esto, concuerda con Torres y colaboradores (2005) quienes describen
que los fenoles y flavonoides se acumulan en las vacuolas y por ende aumenta su concentracion

en la epidermis de las hojas.

Las plantas de L. mirabilis (4, 5, 6 y 10) colectadas a pocos metros entre ellas y con varias
accesiones del mismo especimen en distintas épocas del afio presentaron caracteristicas quimicas
variadas; esto se justifica con base en que cada planta debe enfrentar diferentes situaciones,

defenderse de los posibles depredadores, sobrevivir a factores ambientales tales como la
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radiacion UV, estado fenoldgico, 6rgano de la planta, temperatura, factores bidticos y abidticos
en general (Anaya, 2003) que favorecen los cambios quimicos.
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CAPITULO 3:

Analisis por Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia

acoplada a espectrometria de masas (CLAE-EM).

3.1. INTRODUCCION

La palabra cromatografia, formada a partir de las raices griegas khroma (color), graphein
(grabar, escribir), mas el sufijo ia (accion, cualidad), es descrita por Silva (2006), como “el
método de separacion en el que los componentes a desglosar se distribuyen entre dos fases, una
de las cuales constituye un lecho estacionario y la otra es un fluido que pasa a traves a lo largo de
un lecho estacionario”. La cromatografia liquida (CL) fue descubierta en 1903 por el botanico
ruso M. S. Tswett (Harris, 2006), que a partir de la experimentacién con pigmentos vegetales
dispuestos en una columna de vidrio cargada con carbonato de calcio (CaCO3) y empleando éter
como eluyente, observé la separacion del pigmento en distintas bandas coloridas que descendian
de la columna a diferentes velocidades (Técnicas cromatogréaficas, 2007) y de alli proviene su
denominacion (Atkins y Jones, 2006). La cromatografia es una de las herramientas mas
poderosas usadas para separar mezclas, ya que corresponde a un medio econOmico que arroja
informacion tanto cuantitativa como cualitativa (Atkins y Jones, 2006). Una de las mas
significativas mejoras condujo al desarrollo de la cromatografia liquida de alta eficiencia
(CLAE), la cual permite la separacion y determinacion de especies quimicas presentes en
diversos materiales, ya sean organicos o inorganicos, incluyendo bioldgicos, en corto tiempo; la
CL ofrece una separacion mas efectiva que otras técnicas cromatograficas, obteniéndose
resultados con alta resolucién, y por tanto, proporcionando mayor cantidad de informacion, lo

cual aporta significativamente al desarrollo de una investigacion; adicionalmente, existe alta
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reproducibilidad de resultados gracias a su sistema automatizado. Esta técnica se clasifica segun
la fase estacionaria que emplee en: cromatografia de reparto, de absorcion, de intercambio de
iones, de exclusion molecular, de afinidad y cromatografia quirdl, dependiendo del fenémeno
que usa para lograr la separacion de los compuestos (Skoog y otros, 2005).

Los avances en la quimica y en la tecnologia han posibilitado el desarrollo de nuevas técnicas
analiticas, asi como extendido el uso de las ya existentes. Algunas de estas se han combinado
para extender la utilidad de los métodos componentes (Skoog y otros, 2005). Este es el caso de la
cromatografia liquida de alta eficiencia acoplada a espectrometria de masas (CLAE-EM),
herramienta importante en la metabolomica (la cual pretende la determinacion cuantitativa de
aquellos compuestos involucrados en las diferentes rutas metabdlicas de la planta) adaptandose
a estudios metabolémicos dirigidos (blsqueda o cuantificacion de metabolitos concretos) o no
dirigidos (estudio del perfil metabolico de las muestras) (Aljama, 2009). Esta técnica emplea
tanto la fase normal (FN) como las columnas de fase reversa (FR) tales como C-8 y C-18, siendo
también las mas utilizadas en metaboldémica, esta ultima de tipo convencional con tamafos de

particula de 3-5 micras (Broeckling y otros, 2005).

El uso extendido de estas técnicas ha permitido el desarrollo de importantes investigaciones
en distintas areas, pudiéndose encontrar valiosos ejemplos de trabajos relacionados con el
campo de la fitoquimica. Entre estos se pueden mencionar, el estudio realizado por Barrén y
otros (2011), ellos evaluaron el contenido de compuestos fendlicos y capacidad antioxidante en
hojas de Cadia secundiflora, seguido de un analisis por CLAE-EM donde se identificaron
flavonoides como quercetina, isoramnetina y kaemferol. También Papp y colaboradores (2004)
empleando la técnica CLAE-DAD-EM, determinaron agliconas de flavonoles y flavonoles di-
glucésido. Si bien estos enfoques no son suficientes para igualar por completo las mediciones
analiticas dirigidas respecto a la capacidad para cuantificar con precision analitos individuales,
esta tarea la complementan los métodos de procesamiento de datos, quienes a partir de
procedimientos matematicos, posibilitan la realizacion de estudios comparativos de los analitos,
aungue estos sean desconocidos (Van der Greef, 2003). Katajamaa (2005) mencioné varias
etapas para el procesamiento de datos obtenidos a partir de CL-EM, estas son: etapa de filtrado
espectral, cuyo objetivo es reducir la complejidad de los espectros y la eliminacion del ruido.

Deteccidn de picos, encuentra los picos correspondientes a los compuestos o fragmentos de los
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mismos. Alineacion, tiene por objeto compensar los picos correspondientes en las diferentes
ejecuciones de muestra. Y finalmente el papel de la normalizacién es reducir el error sistematico

mediante el ajuste de las intensidades dentro de cada muestra de ejecucion.

Tomando como punto de partida las investigaciones mencionadas anteriormente, se procedié
con la investigacion mediante CLAE y CLAE- ESI-EM junto con un sistema de elucion por
gradiente, para la caracterizacion de los perfiles metabdlicos y posterior identificacion tentativa
de los compuestos presentes en los 47 especimenes de las 5 especies del género Lupinus

analizadas.
3.2. MATERIALES Y METODOS

3.2.1.General

El equipo usado para el perfilado CLAE-EM fue un cromatografo Shimadzu QP2020 que
consta de un modulo de separacion equipado con un detector de arreglo de diodos (Shimadzu
SPDAD-M20A), una interface de ionizacion por electrospray (ESI) y un detector de masas
Shimadzu LCMS2020 de cuadrupolo sencillo con un flujo de 0,7 mL/min. La separacion se llevd
a cabo en una columna Premier C-18 estandar (150 mm x 4,6 mm x 3,5 um). Las fases mdviles
utilizadas fueron acido trifluoracetico (TFA) en agua de altisimo grado de pureza (grado CLAE),
al 0.005% como fase A y acetonitrilo (ACN) como fase B, este ultimo grado CLAE. El
desarrollo experimental se realizd completamente en el Laboratorio de Quimica Bioorganica de

la Universidad Militar Nueva Granada, sede Campus (km 2 via Cajica-Zipaquira).

3.2.2.Perfilado por CLAE-DAD

Cada extracto obtenido mediante el procedimiento descrito en la seccion 2.2.3 (capitulo 2) fue
sometido a perfilado. Para ello cada muestra se filtré usando microfiltros de PTFE de 0.2 um. El
programa de elucion fue optimizado previamente usando la muestra H4 seleccionada
aleatoriamente. El programa final utilizado consistié en elucion por gradiente lineal de maltiples
etapas con base en el porcentaje empleado de ACN, como se describe a continuacién: 0 a 3 min
(10%), 13 a 18 min (18%), 27 min (32%), 45 a 48 min (100%) y por ultimo, 62 a 65 min (10%).
El volumen de inyeccién fue de 20 pL. La separacion se monitored a una longitud de onda de

270 nm, empleando para ello un detector de arreglo de diodos (DAD); para el desarrollo del
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presente trabajo tan solo se empleé la informacion obtenida a 270 nm, (longitud de absorcion
maxima para compuestos fendlicos). Posteriormente los cromatogramas fueron procesados con
el software MATLAB® 2013A para obtener datos alineados en la escala de tiempo, segln el
6rgano de la planta, con el método COW (Correlation Optimized Warping) (Nielsen, 1998)
seguido, los datos fueron normalizados y autoescalados a partir de calculos matematicos en la
hoja de célculo Microsoft Excel; cuyo objetivo es realizar una transformacion de estos o reducir
la influencia de altas variables inconsistentes, dentro de un conjunto de valores apropiados segun
el caso (Diaz, 2011). Finalmente, se empleo el software OriginPro 8.5 para construir los graficos
de intensidad de sefial en funcion del tiempo de retencion (cromatograma), facilitando asi el
analisis de datos y posterior generacion de resultados.

3.2.3.Deteccion CLAE-DAD-EM

Teniendo en cuenta la resolucién y cantidad de picos encontrados en los anélisis de la seccion
anterior, se seleccionaron muestras representativas de cada especie, contando con los distintos
organos de la planta, para un total de 24 muestras, asi: Hojas 4B, 12, 20, 30 y 38, tallos 2, 3, 4C,
12 y 19, Flores 2, 6A, 14, 19,y 37, vainas: 2, 4A, 12, 20, y 39, y semillas: 2, 6, 14, y 33, de las
especies L. mirabilis, L. pubescens, L. humifusus, L. bogotensis y L. guascensis, respectivamente.
Dichas muestras fueron sometidas nuevamente al analisis cromatografico empleando esta vez
también la deteccion por el espectrometro de masas bajo temperatura de calentamiento de 280°C,

de 100 a 200 umas y un flujo N2 de 9 a 1,4mL/min, usando ESI en modo positivo.

3.2.4. Andlisis de espectros de masas

Se identificd tentativamente 28 compuestos presentes en las 24 muestras analizadas a partir de
los resultados obtenidos por espectrometria de masas de todas las especies, teniendo en cuenta el
pico de ion pseudo-molecular visualizado en los espectros de masas por ESI y comparado con la
base de datos MassBank (Horai y otros, 2010) asi como con lo reportado en la literatura respecto

a los compuestos hallados en el género o la especie.

A través del analisis de los cromatogramas obtenidos por CLAE a 270 nm, de los compuestos

detectados se seleccionaron 28, tomando como base una intensidad de sefial apreciable y
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resolucion de los picos mostrados en los cromatogramas y/o presencia en una gran cantidad de
muestras en los extractos etandlicos de los cinco 6rganos de cada una de las plantas colectadas.

3.3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.3.1. Anélisis de los espectros de masas

Inicialmente se realizd la seleccién de las muestras seglin el apartado 2.3 del presente
capitulo, obteniendo asi los espectros de masas para los picos detectados en cada uno de los 24
cromatogramas, a partir de los cuales se realizé la busqueda en MassBank conjuntamente con lo
reportado en literatura del género o la especie, identificando tentativamente 28 compuestos

mayoritarios entre las muestras de Lupinus.

Tal como se presentd en el capitulo 1, algunas especies del genero Lupinus, han reportado la
presencia de alcaloides quinolizidinicos (Van W y k, 1995), sustancias tales como taninos,
oligosacaridos, lecitinas, fitatos, saponinas (Guemes y otros, 2012), asi como gran cantidad de
flavonoides de tipo isoflavona (Ingham, 1983). Como producto de la identificacion se obtuvo
que la mayoria de los compuestos son flavonoides y un alcaloide (&cido (2S)-2-[[2-(1H-indol-3-
il) acetillamino]butanedioico). La asignacién de tales compuestos, fue soportada por la presencia

de los mismos en el género (Lupinus) o por lo menos en la familia (Fabaceae).

A continuacién, en la figura 3.1, se presentan las estructuras quimicas de los 28 compuestos

hallados tentativamente.

N TR Formula
de . Nombre m/z
. (min) molecular
pico
1 6.00 2-[3,.4-(metllend|0X|)fen|I]-4H-fur0[2,3,h]1- C1sH10s 306,58
benzopiran-4-ona
2 9,00 Quercetin-5"-O-glucosido C21H20012 464,10
3 10,5 3,3',4',5,7-Pentahidroxi-8-metoxiflavona Ci6H120s 334,15
4 11.40 5-H|.drOX|-2-fen|I-4H-fur0[2,3-h]-1- C1oH100s 277.10
benzopiran-4-ona
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Tabla 3.1. Continuacién.

N TR Formula
de . Nombre m/z
. (min) molecular
pico
5 15,23 2’-Hidroxigenistein-7-O-glucdsido C21H20011 448,95
6 18,00 Genisteina C15H1005 270,05
7 19,90 7,4'-Dihidroxiflavona 7-O- glucuronésido C21H21010 433,05
8 23,00 Quercetin 3-gentiobidsido C27H30017 626,05
9 24,50 Kaempferol 7-O-ramnopirandsido C21H20010 433,90
10 26,00 Genistein 8-C-(6”-malonilglucdsido) C24H2,013 518,10
1 27,00 7,4'-D|h|QrQX||sofIavona 7-C-(6"- CaHpOr 502.25
malonilglucésido)
12 28,00 Luteolina C15H1006 286,05
13 28,40 2'-Hidroxigenisteina C15H1006 286,05
14 31,90 Luteona O- diglucosido Cs2H38016 678,16
2'-Hidroxi-5-metoxi-6,7-

15 32,20 metilendioxiisoflavona CarHi20e 312,06
16 32,50 Luteona 7-O-(6’-malonilglucosido) Ca9H24014 596,11
17 35,70 12a-Hidroxidolineona C19H1207 352,06
18

36,50 Luteona C20H1506 354,07
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Tabla 3.1. Continuacién

N TR Formula

de . Nombre m/z

. (min) molecular

pico
19 30,00 Wighteona CooH1805 338,08
20 38,40 2’-Hidroxigenistein 4',7-O-diglucosido CaoHssO1 696.15
malonato
21 39,00 Eriodictiol diglucosido dimalonato Ca3H36022 784,17
22 40,50 Acacetin 8-C-(6’-malonilglucésido) Ca5H24013 532,29
23 14,90 Crisoeriol O-xilosilglucosido C27H30015 594,16
24 26,50 Crisoeriol O-glucosido Ca2H2,011 462,08
Acido (2S)-2-[[2-(1H-indol-3-il)

25 3,90 acetillJamino]butanedidico C14H1aN20s 290,09
26 12,23 Miricetin 3-O-galactosido C21H20013 480,09
27 49,01 Licoflavona B CasH2604 390,18
28 53,53 Quercetin 3-glucurénido-7-rutindsido Ca3H35022 786,19

Los compuestos identificados tentativamente de acuerdo al espectro de masas por ESI en
modo positivo (Tabla 3.1) fueron marcados con un ndmero consecutivo segin su aparicion de
menor a mayor tiempo de retencion en los cromatogramas de hojas; para aquellos compuestos
que fueron identificados posteriormente en otros drganos, se usé el mismo criterio, continuando

la numeracion establecida a partir de hojas.
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Figura 3.1.Estructuras quimicas de compuestos hallados en extractos de Lupinus
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Figura 3.1.Continuacion

19 20 28

Figura 3.1.Continuacién
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21

Figura 3.1.Continuacion

OH OH

Dentro de los compuestos identificados en el género Lupinus, diez y seis han sido reportados

también en otros géneros tal como se evidencia en la tabla 3.2.

Tabla 3.1. Metabolitos secundarios reportados en otras especies de Lupinus

| Pico | Fuente Referencia H
2 L. mexicanus cerv Duke (1992)
5 L. albus Schréder y Zéahringer (1979)
6 L. luteus Rucinska (2009)
10 L. luteus Wojakowska (2013)
12 L. arboreus, L. polyphyllus, L. sericeus Matthews (1993)
13 L'. angustifolius, L. albus, L. Uribe (2015)
mexicanus
14 L. angustifolius, L. albus Wojakowska (2013)
L. elegans, L. exaltatus, L.hintonii,
16 L.mexicanus, L.  montanus, L.  Wojakowska (2013)
rotundiflorus, L.stipulatus, Lupinus sp
L. albus, L. arboreus Sims, L.
cruckshankii, L. densijlorus Benth, L.
hartwegii Lindl, L. luteus, L. cv ‘Sweet
18 Yellow’, L. micranthus Guss., L. mutabilis Harboiw (1976)
Sweet, L. nanus Dougl, L. polyphyllus
Lindl, L. pubescens Benth., L. rivularis, L.
subcarnosus
Tabla 3.2. Continuacion.
19 L_. elegans, L. exaltatus, L. hlnt(_)nn, L. Piasecka (2012)
mexicanus, L. montanus, L. rotundiflorus,
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L. stipulatus, L. albus, L. angustifolius, L.
luteus, L. mutabilis
L. elegans, L. exaltatus, L.hintonii,

20 |.mexicanus, L.  montanus, L.  Wojakowska (2013)
rotundiflorus, L.stipulatus, Lupinus sp

21 L.albus, L.angustifolius, L.luteus Wojakowska (2013)

L. elegans, L. exaltatus, L.hintonii,

22 | mexicanus, L. montanus, L.  Wojakowska (2013)
rotundiflorus, L.stipulatus, Lupinus sp

23 L.albus, L.angustifolius, L.luteus Yariez (2012)

24 L.albus, L.angustifolius, L.luteus Yafiez (2012)

25 L. angustifolius Wojakowska (2013)

3.3.2. Anélisis del perfilado por CLAE-UV

Con el fin de identificar la produccion diferencial de metabolitos en el estudio de drganos de
una misma especie, se realizd el analisis cromatografico de los ejemplares 2 y 14 de L.
bogotensis y L. pubescens respectivamente, al contar estas con los cinco drganos estudiados y
permitir la comparacion entre especies, siendo posible clarificar diferencias en cuanto a la
presencia de algunos metabolitos, como los mencionados previamente, partiendo del hecho de
encontrarse en zonas geograficas diferentes asi como por presentar variables genéticas propias
que las hacen pertenecer a diferentes especies. Posteriormente se llevo a cabo un segundo
perfilado cromatografico, pero esta vez respecto al 6rgano de la planta, tomando muestras de la
especie mas representativa en cuanto a cantidad de material vegetal, asi como aquella que
contara con los cinco érganos estudiados, seleccionando asi a la especie L. mirabilis, la cual
aporta 15 ejemplares al estudio, estableciendo diferencias en cuanto a la variabilidad presentada

de un compuesto determinado entre muestras de una misma especie.

3.3.2.1.  Andlisis de la produccion de metabolitos en los 6rganos de un mismo espécimen.
Las plantas sujetas a estrés, a menudo acumulan metabolitos secundarios como respuesta a
sefiales moleculares originadas por microorganismos patdgenos o un ambiente desfavorable; la

planta los reconoce por medio de receptores presentes en la célula vegetal. El reconocimiento de
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estas sefiales moleculares genera una cascada de sefalizaciones cuyo fin es activar los
mecanismos de defensa de la planta (Martinez, 2007). Por lo anterior, la concentracion de estos
metabolitos varia en relacion con las condiciones en las que se desarrolle la planta; este hecho lo
evidencia el estudio realizado por Valares (2011) acerca de la variacion de los metabolitos
secundarios presentes en la especie Cistus ladanifer debido al genotipo y al ambiente, donde a
partir de muestreos de especimenes de una misma zona en diferentes temporadas, concluye que
al cuantificar la concentracion de los metabolitos de estudio, estos presentan variaciones entre

drganos, asi como entre temporadas de colecta de una misma especie.

Con el fin de evaluar las anteriores variables, se realiz6 la comparacion entre las partes de los
ejemplares 2 y 14 (L. bogotensis y L. pubescens, respectivamente), como muestras
representativas del género. La misma comparacion se realizo para los especimenes 4, 20 y 33
que se encuentran en anexos (figura 3.6 a la 3.8). Para todas las comparaciones se excluyo la
primera sefial (tiempo de retencion de 2,6 min), al considerarse como una mezcla no resuelta de

compuestos de alta polaridad (que puede observarse en todos los cromatogramas).

31,90
18,00 = 39,0
MM wfr\AwAﬂ_AM\#
X 3}
15,23 19,90 32,20 S
5 7 2430 —V

Tiempo (min)

Figura 3.2.Perfiles cromatograficos de las diferentes partes del ejemplar 2 (L. bogotensis). H:
Hojas. T: Tallos. F: Flores. V: Vainas. S: Semillas.
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La comparacion directa de los cromatogramas obtenidos para el espécimen seleccionado de la
especie L. bogotensis nos permite observar similitudes respecto a la presencia o ausencia de
algunos picos (Figura 3.2). Especificamente, el ejemplar 2 mostré un perfil comparable para
hojas, tallos, flores y vainas en el rango entre 20 y 40 min. No obstante, se aprecian diferencias
tanto en intensidad como en presencia de algunos picos, siendo un ejemplo claro el pico 24, el
cual en flores presenta mayor intensidad que en hojas y tallos, mientras que en vainas y semillas
no se logra apreciar; algo similar ocurre con el pico 25, el cual presenta alta intensidad tan solo
en semillas, siendo dificil su identificacion en los demas 6rganos (muy baja o nula intensidad).
De otro lado, se hallan seis picos (8, 9, 14, 15, 16 y 18) caracterizados por encontrarse presentes
de manera constante en todos los 6rganos de la planta, siendo isoflavonas cuya funcién en la
planta se encuentra asociada con la regulacion del crecimiento, proteccion contra el estrés y dafio

causado por la radiacion solar (Solari, 2004).

22
3,90 40,50
25 36,5054
11,40 31,90 18 "5’
A 4 2600 |
10 t 20
32,20 |, 438,40
S
18,00 -V
6
— —F
15,23 26,50 —
| 24 -II—-I
S I
6,00 8
)] 7 9
1
I v 1 v 1 v 1 v 1 v 1 v 1 v 1 v 1 v 1
0] 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Tiempo (min)

Figura 3.3. Perfiles cromatograficos de las diferentes partes del ejemplar 14 (L. pubescens).
H: Hojas. T: Tallos. F: Flores. V: Vainas. S: Semillas.
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En la especie L. pubescens, representada por la muestra 14, se observa un comportamiento
similar respecto a la primer especie mencionada, frente a la presencia de los picos 14 y 15, por lo
demds se muestran sefiales de baja intensidad en todo el cromatograma, asi como la ausencia de
ciertos compuestos que posiblemente no fueron sintetizados; ademas, se presenta el pico 18,
caracterizado por presentarse en intensidades altas en los perfiles de cada 6rgano a excepcién de
hojas. El especimen 14 de L. pubescens, exhibe por su parte, una evidente diferencia en los
compuestos presentes en hojas, donde se logra apreciar claramente tan solo los picos 1, 5, 8, 9,
14, 15y 18, de los cuales 8, 14 y 18, son compuestos asociados con la actividad antimicrobial
(Mufioz, 2011). Se muestran a su vez, picos que estan presentes en todos los cromatogramas en
intensidades altas o bajas (10, 14, 15, 18, 19, 20, 21 y 22), este hecho puede significar que por lo
menos para este espécimen, la produccion de estos metabolitos es importante para su
sobrevivencia. La variabilidad en la presencia de picos o respecto a las intensidades de los
mismos, hace evidente las diferencias metabdlicas de cada érgano, partiendo de las necesidades

particulares de cada uno, desencadenando asi su produccion en la planta.

La cantidad de picos similares observados en las especies L. pubescens y L. bogotensis, sean
varios 0 no, denotan algunas semejanzas en el comportamiento de los dérganos de algunas
especies, respecto a la presencia y contenido de metabolitos secundarios. Partiendo de dichas
semejanzas, se hace necesario un analisis comparativo de cada érgano por separado aplicado a

diferentes especimenes.

3.3.2.2.  Andlisis segun el 6rgano de la planta

Teniendo en cuenta el elevado nimero de muestras y comparaciones posibles, se selecciond
L. mirabilis como especie representativa para ejecutar un analisis mas detallado, ya que contiene
un numero importante de especimenes asi como accesiones de un mismo especimen colectados
en distintas temporadas (4, 4A, 4B, 4C, 5, 5A, 5B, 5C, 6, 6A, 10 y 10A). Estas comparaciones
buscan establecer si existe 0 no una variacion en cuanto a presencia de los metabolitos

identificados en distintas épocas del afio, asi como por zona de muestreo. Las diferencias entre
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cada organo presentadas a continuacion, fueron contrastadas con los resultados en hojas por ser

la parte que presenta mayor cantidad de compuestos.

25 5 7 14

3.90 15.23 99 31. 18

Tiempo (min) 1

Figura 3.4. Cromatogramas de CLAE de los extractos etandlicos de hojas de Lupinus
mirabilis.

Dentro de los 22 picos del analisis de hojas (Figura 3.4) se hallaron 8 compuestos
caracterizados por encontrarse presentes en todos los especimenes de estudio, estos fueron los

correspondientes a los picos: 1, 5, 6, 7, 8, 14, 18 y 20.

El pico 1 (furanocumarina) se observo en las muestras 4, 4A, 4B, 5, 5A, y 6, las cuales fueron
colectadas en el paramo de Sumapaz durante la época lluviosa; segin Rivera (2010) este
ambiente humedo promueve la reproduccion de hongos (germinacién y proceso de infeccion), a
este hecho se le podria atribuir la aparicion de tal compuesto, ya que, las furanocumarinas han

sido relacionadas con los diferentes mecanismos de defensa que poseen las plantas para
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sobrevivir a los herbivoros y a los hongos patégenos (Mora, 2011). El pico 3 no se encuentra
presente en las muestras 4C, 5C y 6A, colectadas el mismo dia en Usme, separadas unas de otras
por escasos metros de distancia.

La ausencia del pico 3 puede indicar que la planta no se encontré expuesta a algun tipo de
estrés que requiriera de la produccion de tal metabolito para hacer frente a este hecho; en
contraste, en los especimenes colectados en Cajica (8 y 9) si se hizo presente dicho compuesto.
La muestra 6A cuenta con la presencia de pocos picos en comparacién con las demas,
visualizandose una sefial de gran intensidad en el tiempo 40,5 min (pico 22); comportamiento
que se aleja del espécimen 6, el cual exhibe gran cantidad de sefiales; las diferencias exhibidas
entre muestras de una misma especie, colectadas en temporadas diferentes, evidencian una clara
variabilidad metabdlica producto de algun cambio ambiental relacionado posiblemente por
insidencia del clima o por ataques de predadores. EI comportamiento del pico 17 resulta
interesante para las muestra 4 y 5 colectadas en distintas temporadas, debido a que en la primera
colecta de estos especimenes no se presento dicho pico, pero al correr de los meses, se hizo
evidente (especimenes identificados con las letras B y C). Este hecho se repite para el pico 19,
encontrandose presente tan solo en muestras colectadas en Usme y aquellas identificadas con la
letra C. La presencia de estos compuestos (luteona y wighteona) podria ser un indicativo de
ataque por insectos, puesto que los rotenoides ostentan una fuerte actividad insecticida (Taiz,
2006).

El pico 5 se encuentra presente en todas las muestras, siendo el espécimen 6 el que mayor
intensidad muestra; este compuesto por tratarse de una isoflavona, presenta actividad frente al
ataque de patdgenos, que segiin D’ Agostina (2008), se ha encontrado en estudios con otro tipo de
leguminosas, que existe una mayor tendencia a presentar grandes concentraciones de isoflavonas
en hojas que en otros 6rganos de la planta, destacandose entre ellas al trébol rojo; atribuyéndose

este hecho a la mayor frecuencia de ataque de patdgenos a los cuales estan sometidas las hojas.
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Figura 3.5. Cromatogramas de CLAE de los extractos etanolicos de tallos de Lupinus
mirabilis.

En el analisis del cromatograma de tallos de la figura 3.5, no esta presente el pico 5 en los
especimenes 5A y 6 (obtenidos en un mismo dia de colecta), sin embargo, la muestra 10 obtenida
en esa misma fecha, si presenta el compuesto en mencion, pero al hallarse mas alejada de la
carretera, asi como de posible contacto con seres humanos, el estrés sufrido resulté menor, lo
cual podria conducir a que la planta no sintetizara este metabolito o por lo menos no lo hiciera en
grandes concentraciones, lo cual lleva a pensar que la respuesta al ataque de posibles predadores
exhibida en relacion con la presencia de ciertos metabolitos, se puede asociar a una temporada en
particular. Lo descrito anteriormente, indica que las vias metabolicas de estos metabolitos
secundarios son complejas y las peculiaridades genéticas, factores ambientales, practicas
agrondmicas, junto con la madurez de la planta tienen un impacto notable en la dindmica de
acumulacion cualitativa y cuantitativa de estos compuestos (Butkuté, 2014). La 7,4-
dihidroxiflavona 7-O-D-glucuronésido (pico 8) también se ausenta en los especimenes 5A vy 6,

sin embargo al transcurrir el tiempo el especimen 6 sintetizd dicho metabolito, ya que en 6A no
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se evidencia. EI compuesto 18 s6lo estuvo presente en las muestras 4, 5 y 6 asi como en sus
diferentes colectas, lo cual genera un particular interés sobre los factores o posibles patdgenos
fungicos que puedan estar afectando esa zona especificamente (Mufioz, 2011). En cuanto al pico
20, no presenta una relacion evidente entre la temporada del afio de colecta o la zona, pues se

encuentra tanto en especimenes colectados en Usme como en Cajica.

Los compuestos comunes en tallos y en hojas fueron los correspondientes a los picos 7, 11 y
17, mientras que la serie de compuestos relevantes solamente para tallos fueron 12, 14, 16, 19,
20y 21.
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Figura 3.6. Cromatogramas de CLAE de extractos etandlicos de flores de Lupinus mirabilis.

El pico 1 (a diferencia de lo presentado en hojas) no evidencia en la mayoria de muestras de
flores, contrario a ello, el pico 5 se encuentra presente, con intensidades altas en la mayoria de

muestras de L. mirabilis, a excepcion de 4A y 5. EI compuesto 15, por su parte, no esta presente
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en la muestra 5, mientras que para el resto de especimenes exhibe gran intensidad. Se aprecia que
contrario a lo expuesto en los analisis anteriores, el espécimen 5, siendo un ejemplar de la
primera colecta, presenta baja concentracion de metabolitos en sus flores, comportamiento que
no se repite con las muestras de esta misma planta colectadas en temporadas posteriores, este
hecho podria relacionarse con algun tipo de alteracion en el ambiente de la planta, ya sea por la
presencia de predadores tales como insectos o el mismo hombre, y/o por cambios climéticos que
condujeron a que en la temporada de colecta, las flores no necesitaran sintetizar dichos
compuestos (Pérez, 2015). Ahora, las flores y las hojas tuvieron los siguientes compuestos en
coman: 11, 17, y 13; mientras que en flores fue mas apreciable la presencia de 4, 18, 21 y 22.
Siendo evidente que a pesar de compartir ciertos metabolitos entre 6rganos, existen compuestos
que presentan su sintesis en Organos particulares, partiendo de la necesidad de cada uno,
variando con ello su concentracion. Se observa que a medida que transcurrio el tiempo, 18 y 20
min llegaron a una mayor concentracion relativa (especimenes 4-4C y 5-5C), pero pasando por
una época en la que casi desaparecieron (4A y 4B). Asi mismo, a medida que paso el tiempo, se
hizo claramente visible la existencia de 12 (4C, 5C, 6A). Particularmente, solo la especie 18
resulto contener el compuesto 9 (al menos en gran proporcion solo en esa muestra). También se
puede observar que el compuesto 14 estuvo siempre presente en gran proporcion sin importar la
muestra (ubicacion) ni la etapa de desarrollo o temporada, mientras que 5, 6 y 7 también parecen
ser constantes (la escala no lo deja determinar con claridad), pero en concentraciones bajas y al

parecer mas variables que 14.
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Figura 3.7. Cromatogramas de CLAE de los extractos etanolicos de vainas de Lupinus
mirabilis

En el cromatograma para vainas de L. mirabilis (Figura 3.7), el pico 5, caracteristico por
contar con altas intensidades y encontrarse presente en la mayoria de muestras de flores de L.
mirabilis, no esta presente en 4C y en las demas muestras se observa con bajas intensidades,
indicando con ello que la isoflavona asociada tentativamente a este pico, se encuentra en bajas
concentraciones en vainas de esta especie. De otro lado, en el rango entre 28 y 38,4 minutos, se
tienen los picos 12, 14, 17, 18, 19 y 20, caracterizados por tener intensidades altas y encontrarse
presentes en la mayoria de las muestras de flores, exceptuando el pico 17, el cual Gnicamente fue
expresado por los especimenes 4B, 4C, 5B y 5C, esto quiere decir que entre marzo y julio de
2014 las vainas de dichas muestras desarrollaron esta isoflavona lo cual indicaria que en ese
lapso, esta parte de la planta pudo ser atacada por patogenos fungicos (Quirdz, 1983) y con el fin
de defender a las semillas, se generd este compuesto, dado que segun lo reportado por Mufioz

(2011), presenta una importante actividad antimicrobial.

Angarita y Castafieda 78




PERFILADO METABOLICO DE EJEMPLARES DEL GENERO Lupinus. 2016

Al comparar los compuestos mas representativos de vainas con las hojas se observé que hubo
convergencia en los picos 11, 17, 13, 4, 12, 14, 19, 20, 21.
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Figura 3.8. Cromatogramas de CLAE de extractos etanolicos de semillas de Lupinus
mirabilis.

Los resultados de la cromatografia de extractos de semillas (Figura 3.8), en general, muestran
disminucién en intensidades de todos los picos registrados en comparacién con los demas
organos, esto va de la mano con las bajas concentraciones obtenidas en el CFT, FL, asi como de
CCRL. La muestra 5, que en flores mostraba pocas sefiales, en semillas cuenta con varios picos
de intensidades bajas, destacandose tan solo los picos 23 y 26, por presentar la mayor intensidad
entre las muestras; en contraste, el espécimen 5C continua exhibiendo gran cantidad de picos,
destacandose por ser una muestra con relativa constancia en cuanto a la presencia de gran
cantidad de metabolitos en todos los 6rganos analizados. En semillas se puede llegar a relacionar
la baja presencia e intensidad en las sefiales registradas con la baja concentracion de sustancias
de tipo flavoinoide presentes en éste Grgano, encontrandose, sin embargo los picos 23 y 27,

correspondientes a flavonas, desempefiando la funcién de proteger a las células del exceso de
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radiacion UV (Taiz, 2006), este hecho permitiria garantizar la reproduccion de las plantas.
También hubo presencia del alcaloide Acido (2S)-2-[[2-(1H-indol-3-il)
acetillamino]butanedidico en este érgano, lo cual tiene setido partiendo del hecho que se ha
reportado la presencia de este tipo de compuestos en este género como se ha expresado en
trabajos anteriores; Ortega (2010) encontr6 que las semillas de L. mutabilis contienen 1,279 de
alcaloides por cada 100g de muestra (Taiz, 2006).

Los picos 5 y 6 caracterizados por ser metabolitos de naturaleza muy similar, hacen parte de
los flavonoides primarios denominados fitoestrogenos (De Vivar, 2006) los cuales exhibieron un
comportamiento diferente en cada érgano, evidenciandose a partir de las intensidades observadas
en el cromatograma; para hojas, la sefial 5 fue de gran intensidad y tan solo estuvo ausente en la
muestra 6A; para el caso del pico 7, la intensidad fue media y las mayores intensidades se
presentaron en los especimenes 4A, 5A, 6 y 10. En tallos las intensidades fueron muy bajas para
el pico 6, mostrando en tan solo cinco especimenes intensidades altas (8, 9, 10, 17, 18); el pico 7,
al igual que el 6, se encuentra ausente en las muestras 5A, 6 y 6A; en flores y vainas el pico 6
presenta mayores intensidades que el 7, mostrando en semillas sefiales muy bajas. Finalmente,
las semillas tuvieron como compuestos comunes 7, 12, 13 y 17, los compuestos 1, 23, 25

prevalecieron en estas.

Con lo anterior se hace evidente la variabilidad presentada por los especimenes en relacion
con los compuestos identificados tentativamente, entre ellos mismos segin cada drgano
evaluado, y por supuesto entre las diferentes especies; no obstante, los compuestos 1, 5, 8, 14,
18, 19, 21 y 22 estuvieron presentes en la mayoria de partes de la plantas estudiadas en una
mayor 0 menor concentracion, pero no en la totalidad de extractos, evidenciando asi que la
presencia de determinados metabolitos en la planta depende en gran medida de las condiciones
de su entorno, las cuales interfieren en el comportamiento de la planta; dichas perturbaciones
incluso pueden ser simples, como el transito de un animal por la zona donde se encuentra, pero
capaces de desencadenar la produccién de metabolitos especificos para su defensa, modificando
asi los resultados de los analisis cuantitativos presentados por cada espécimen muestreado.

Cualquier clase de alteracion en el entorno ocasiona en la planta numerosos mecanismos de

defensa para contrarestar el estrés ambiental. La defensa quimica, que se basa en la secrecion de

Angarita y Castafieda 80




PERFILADO METABOLICO DE EJEMPLARES DEL GENERO Lupinus. 2016

metabolitos secundarios, es congruente con la variedad y variabilidad en los metabolitos de los
especimenes estudiados; la presencia de estos le concede a las plantas ventajas selectivas y
adaptativas frente a otras (Valares, 2014). De tal manera que su sintesis puede deberse a
diferentes necesidades que puede llegar a presentar la planta dependiendo de las condiciones
ambientales y/o biol6gicas que esta requiera para un periodo determinado; entre estas se
encuentran la defensa contra depredadores y patdgenos, atraccién de polinizadores, entre otros
(Taiz y Zeiger, 2006), dicha sintesis se encuentra determinada por las condiciones ambientales,
en las que influyen factores bidticos como los herbivoros y abidticos como la luz ultravioleta,
temperatura, déficit hidrico y de nutrientes del suelo (Valares, 2014). Este efecto generado por la
interaccion con el ambiente se conoce como plasticidad fenotipica (Falconer, 1898 Citado por
Valares, 2011), es decir, la capacidad de un organismo de producir fenotipos diferentes en
respuesta a cambios en el ambiente (Gianoli, 2004); dichos cambios producen desde grandes
diferencias hasta ligeras variaciones en sus compuestos, siendo los metabolitos secundarios los

primeros en sufrir tales modificaciones (Valares, 2011).

Los resultados anteriores han permitido encontrar algunas diferencias entre las muestras,
dentro de un mismo espécimen, segun el 6rgano o la especie; sin embargo, es dificil decidir
cuando se trata de diferencias significativas y cuando no. Ademas, la comparacion directa de
perfiles es un proceso tedioso, de alto consumo de tiempo, que esta limitado por el observador.
Por tanto, se hace necesaria la implementacion del analisis multivariado como conjunto de
métodos estadisticos que permiten el andlisis simultaneo de multiples variables medidas para
cada objeto de estudio. Siendo una herramienta fundamental para el desarrollo del presente
trabajo de investigacion, al permitir el procesamiento de los datos obtenidos de los métodos
cuantitativos y transformarlos en verdaderos analisis, brindando una respuesta sélida a las

hipdtesis planteadas al inicio de cada investigacion.
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3.4. CONCLUSIONES

La cromatografia liquida de alta eficiencia acoplada a espectrometria de masas permitio la
separacion y posterior deteccion de compuestos quimicos presentes en los extractos vegetales de
cinco especies del género Lupinus, los cuales pudieron ser identificados de manera tentativa
teniendo como soporte la base de datos MassBank, consultada haciendo uso del espectro de
masas de cada compuesto resuelto; haciendo uso del ibn molecular como herramienta
fundamental e indispensable para conocer acerca de la identidad de un compuesto desconocido
(Portolés y otros, 2011). Se habla en términos de una identificacién tentativa porque se hace uso
de espectros de masas de baja resolucion, puesto que los métodos de ionizacion se consideran
“blandos”, los productos de los espectros cuentan con menor fragmentacion y tiene el fin de
mantener la molécula intacta (Portolés y otros, 2011). A razén de ello la fragmentacion de los
iones moleculares protonados o desprotonados generados es generalmente limitada, y los
espectros de masas son relativamente simples (Ho y otros, 2003). Por lo tanto, la cantidad de
semejanzas arrojadas por la libreria se basan en el pico de ion molecular, mas no en
fragmentaciones, es asi que la eleccion final en la identificacion de los compuestos esta dada
segun criterios del investigador. De tal forma que este tipo de aproximaciones conduce al
planteamiento de una posible estructura, no en una identificacion confirmada, ya que queda un
cierto margen de duda sobre la identidad estructural, principalmente para compuestos nuevos e
isdmeros, entre otros, debido a la abundante posibilidad de compuestos que arroja la base de
datos en un mismo ion molecular (Stashenko y Martinez, 2009). Sin embargo la identificacion
tentativa sigue siendo relevante, puesto que genera un acercamiento a la identidad de los
compuestos presentes en una matriz compleja, por ejemplo, el extracto de una planta, todo ello

con datos obtenidos de forma experimental.

Es asi que la presente investigacion con ayuda de la técnica analitica de CLAE-EM, asi como
de la base de datos Massbank, llevé a la identificacion tentativa de 28 compuestos presentes en
los extractos de las cinco especies estudiadas, todos ellos pertenecientes a la familia Fabaceae,
16 han sido reportados en otras especies de Lupinus, 26 son flavonoides, 1 esterol y 1 alcaloide,
segun lo reportado en la base de datos MassBank. Para las cuales se realizo la evaluacion de los

cromatogramas realizados tanto por 6rgano como por especie, frente a la variabilidad metabdlica
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de cada extracto; dicho estudio no mostrd una relacion directa entre la presencia de ciertos
compuestos y la especie de proveniencia del extracto, siendo variable el comportamiento
metabdlico de los compuestos en cada especie. Este hecho sin embargo parece ser diferente en
cuanto a la caracterizacion por 6rgano ya que si bien no presenta un comportamiento que se
podria denominar predecible, si se pueden establecer ciertas relaciones respecto a la fecha y
lugar de colecta de la muestra, que en algunos especimenes (denominados con las letras A, B y
C) siendo tomados de la misma planta, pero en fechas de muestreo diferentes, presentan cierto
patron de comportamiento que puede estar relacionado con la geografia de la zona y su cercania
0 no a asentamientos humanos, ataque de plagas y/o predadores, lo que por referencia, puede ser
causal de estrés en la planta y por ende hace proclibe a que la misma produzca determinados
metabolitos para contrarestarlo.

Independientemente de la parte de la planta o de pertenecer a una misma especie el
metabolismo secundario exhibe diferencias entre los compuestos; si bien genéticamente el
género y la familia muestran similitudes (Romero, 2004) la interaccion con el medio hace que la
habilidad individual para enfrentar o responder a diferentes condiciones ambientales no sea la
misma, este es uno de los medios por los cuales las plantas pueden ajustar su morfologia y
fisiologia permitiéndoles enfrentarse a la heterogeneidad ambiente natural (Palacio y Rodriguez,
2008).
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CAPITULO 4:

Relaciones metabolicas en especies pertenecientes al
género Lupinus a partir del perfilado cromatografico y datos

cuantitativos.

4.1. INTRODUCCION

En principio, los metabolitos primarios y secundarios no se pueden diferenciar s6lo basandose
en su estructura quimica, molécula precursora u origenes biosintéticos. En ausencia a una
distincion valida entre ambos compuestos metabdlicos, se tiene en cuenta su funcion, de modo
que se denominaran metabolitos primarios a aquellos que participan en la nutricién y procesos
metabolicos de la planta; mientras que metabolitos secundarios seran aquellos que permitan
interacciones ecoldgicas de la planta con su entorno (Valle, 2011); es decir, los metabolitos
secundarios son moléculas organicas que no cumplen una funcion directa en procesos
fotosintéticos, respiratorios, asimilacién de nutrientes, sintesis de proteinas, carbohidratos o
lipidos, entre otros, y que a diferencia de los metabolitos primarios, tienen una distribucion
restringida en el reino vegetal, sintetizandose en pequefias cantidades y no de forma
generalizada, estando su produccion restringida a ciertos géneros, familias y en algunos casos a
especies de plantas (Avalos y Pérez, 2009). Teniendo en cuenta esto, el estudio del metaboloma
se ha venido utilizando cada vez mas en el diagndstico clinico, ya que el perfil metabdlico da la
opcion de indagar acerca del funcionamiento celular y desentrafiar los mecanismos bioquimicos

implicados para asi relacionarlos con el fenotipo observado (Beltran y Yanes, 2012).

Desde principios de la década de los noventa, ha ido emergiendo la metabolomica,
denominada como la ultima de las ciencias émicas, ya que surgié después de la genémica y
protedmica. La metabolémica cataloga y cuantifica a las moléculas pequefas, es decir, se refiere

al estudio, la identificacion y cuantificacion sistematica de compuestos de bajo peso molecular
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en ciertas células, tejidos o fluidos biolégicos que son producto de las reacciones metabolicas
que se localizan en los sistemas biologicos; ademéas estudia los cambios en los perfiles
metabdlicos dentro de un organismo como respuesta a determinada situacion, ya sean
enfermedades o estrés (Dunn y otros, 2005 citado por Garcia Mier y otros, 2012). Se considera
una analogia con la palabra genoma, ya que, esta denota la totalidad de la informacién genética y
el metaboloma representa la totalidad de los metabolitos dentro de un sistema biol6gico
(McNiven y otros 2011 citado por Garcia Mier y otros, 2012).

Los estudios metabolémicos pueden abordarse de dos formas: en uno de los casos se conoce
el tipo de metabolitos de interés, permitiendo la realizacion de una aproximacién denominada
dirigida. En el otro caso, cuando no se tenga informacion previa de los metabolitos que puedan
estar implicados en un proceso biolégico/bioquimico en concreto, se puede llevar a cabo una

aproximacion no dirigida (Beltran y Yanes, 2012).

En las aproximaciones no dirigidas se busca determinar simultidneamente todos los
metabolitos que sea posible para obtener una vision global del problema de interés. Dado que
para este tipo de aproximacion no se posee informacion de antemano del problema que se
plantea, es particularmente importante desarrollar un estudio experimental muy detallado para
poder detectar el maximo numero posible de metabolitos sin introducir ningun sesgo (Valcarcely
Lucena,2012). Se necesita para el estudio metabolomico no dirigido de diferentes técnicas
analiticas que sean complementarias entre si (Nevedomskaya y otros, 2011), debido a la gran
disparidad de estructuras quimicas de los metabolitos, no existe ninguna técnica que permita
detectarlos paralelamente. Sin embargo, tanto la accesibilidad a los distintos equipos como la
cantidad de muestra disponible, hacen que la técnica mas utilizada para realizar estudios de
metabolémica no dirigidos sea la cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas
(Yanes y otros, 2011). Tal evolucion no habria podido ser implementada sin los avances

tecnoldgicos en RMN (otro pilar de la metaboldémica junto con EM) (Cardona y otros, 2003).

Dichas técnicas analiticas trabajan en paralelo con la bioinformatica, que comprende todas
aquellas herramientas informaticas y de tratamiento estadistico que permiten tratar una gran
cantidad de datos y simplificarla de manera que el analista sea capaz de interpretarlos y llegar a
un analisis mas profundo involucrando tanto resultados cuantitativos como cualitativos (Patti y

otros, 2012). En los ultimos 5 afios, la aplicacién de la metabolémica se ha demostrado sobre
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extractos de Ginkgo y la evaluacion de los fitofarmacos que contiene, en términos de sus
caracteristicas quimicas y actividad antioxidante (Ronowicz, 2013); asi como en lotes de café
comercial analizando la caracterizacion, tipificacion y homogeneidad mediante la aplicacion de
técnicas no supervisadas (Box-plot y ACP) y supervisadas (SIMCA) (Vézquez, 2011).
Kowalczuk (2015) aplico la quimiometria en la identificacion de plantas psicoactivas, siendo el
ACP el método elegido para la exploracion de datos.

Es asi que la metabolémica se ha aplicado a diversos campos, entre los que se cuenta el
estudio de las plantas medicinales, lo cual ha aportado conocimiento valioso. Con base en lo
anterior, en el presente capitulo se busca discriminar los datos cuantitativos (CFT, FL y CCRL) y
de perfil quimico (CLAE y CLAE-EM) con el fin de establecer relaciones en el metabolismo

secundario.

4.2. MATERIALES Y METODOS

4.2.1.General

Se realizo un anélisis estadistico, tomando como técnica de sintesis de informacion el analisis
de componentes principales (ACP), el analisis de conglomerados jerarquicos (ACJ), y la
regresion de minimos cuadrados parciales ortogonales (MCPO) con ayuda del software SIMCA
(v 13.3, Umetrics).

4.2.2. Tratamiento de datos

Los datos cromatograficos deben tener un procesamiento previo debido a que la posicion de
los picos puede cambiar entre analisis, a razon de pequefias variaciones en las muestras o en las
condiciones del cromatégrafo (Lucio, 2012); este tratamiento parte de la normalizacion y
escalado, disminuyendo asi la cantidad de variables inconsistentes dentro de un conjunto de
valores, posterior a ello se llevé a cabo la alineacion de los datos, para lo cual se trataron las
sefales a partir del algoritmo de alineacion COW (Correlation Optimization Warping)(Nielsen y

otros, 1998). Las alineaciones se realizaron para todas las muestras por cada 6rgano de la planta,
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seleccionando como patron, la muestra que presentara mayor cantidad de picos de intensidades
definidas, empleando para ello el software MATLAB ® 2013A.

4.2.3. Anélisis multivariado de datos cuantitativos
Se construy6 una matriz con los datos cuantitativos (CFT, FL y CCRL) para las muestras de

hojas, tallos, flores, vainas y semillas; luego fue sometido a ACP.

4.2.4. Analisis multivariado de la totalidad de perfiles cromatogréficos.

Posteriormente y con el fin de establecer relacion entre las posibles variables y las muestras
de todas las partes de la planta estudiadas (hojas, tallos, frutos, vainas y semillas) se construyo
una matriz considerando el perfil cromatogréafico para todas las muestras. Es decir, intensidad de
sefial (CLAE-DAD a 270 nm) en funcion de tiempo para las 196 muestras. Esa matriz fue
sometida a MCPO-AD.

4.2.5. Andlisis multivariado con perfiles cromatograficos por cada érgano.

Con base en el andlisis anterior se realizé un ACP a cada parte de la planta, permitiendo con
ello la homogenizacion de los datos, para posteriormente agruparlos tratando de encontrar la
méaxima homogeneidad en cada grupo y la mayor diferencia entre agrupaciones. Las similitudes
se calcularon sobre la base de la distancia euclidiana a través del ACJ y se obtuvo cada
dendrograma, el cual permitié crear tipologias y agrupamientos que facilitan la comparacion de

los datos tanto cualitativos como cuantitativos.

4.2.6. Analisis supervisado
Finalmente a las matrices de analisis multivariado con perfiles cromatograficos por cada
organo de la planta, se les realiz6 un analisis MCPO, emplenado para ello la CFT como variable

de supervision.
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4.3. RESULTADOS Y DISCUSION

4.3.1. Analisis de datos cuantitativos

El estudio multivariado de datos comprende una serie de métodos para analizar gran cantidad
de variables simultdneamente, cuando éstas presentan interdependencia (Mancera y otros, 2003).
El analisis de componentes principales (ACP), por su parte, es una técnica estadistica de sintesis
de la informacién, donde los nuevos componentes principales seran una combinacion lineal de
las variables originales siendo independientes entre si (Térradez, 2012), en este sentido, es el
primer paso para, a partir de una matriz con muchas variables, reducir el niUmero de datos de
forma que se pierda la minima cantidad de informacion posible; para lograrlo, transforma las
variables originales, en general correlacionadas, en nuevas variables no correlacionadas,
facilitando con ello la interpretacion de los datos (Saporta, 2011). Asi mismo, se uso el anélisis
de conglomerados jerarquicos (ACJ), el cual posibilita la agrupacion de variables tratando de
lograr la méxima homogeneidad en cada grupo y la mayor diferencia entre los grupos (De la
Fuente, 2011). Estas agrupaciones son, en alguna medida, similares a los factores obtenidos en el
ACP, pero en otra parte no, ya que con el ACJ no se permiten items multidimensionales (Lopez
y otros, 2008).

En las graficas se han sefialado subagrupaciones con dvalos, que resaltan como dentro de las
agrupaciones formadas por el ACJ se establecen, a su vez, pequefios grupos a partir de
especimenes que hacen parte de una misma especie y que en algunos casos comparten fecha y/o

lugar de colecta.
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Figura 4.1. Andlisis de componentes principales (ACP) y Analisis de conglomerados
jerarquicos (ACJ) con la caracterizacion quimica de los extractos etandlicos de hojas de especies
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de Lupinus. A. Score scatter plot. B. Dendrograma. Verde: Grupo 1. Azul: Grupo 2. Rojo: Grupo
3.

En la figura 4.1.B se observa el dendrograma para hojas, este es un diagrama que muestra las
distancias de atributos o muestras. Para evitar cruzar lineas, el diagrama se expone graficamente
de tal modo que los miembros de cada par de clases que se fusionan son elementos préximos
(Gonzélez y otros, 2013). De tal manera, que las agrupaciones con menor distancia entre ellas
indican que hay mayor similitud. Entonces el ACJ genera como se puede apreciar en el grafico
agrupaciones de datos de acuerdo a su correlacion, los cuales se pueden identificar facilmente
por un resultado coloreado.

El analisis de componentes principales de la figura 4.1.A. arroj0 como sumatoria de los
componentes 1 y 2 un porcentaje de 95%, indicando con ello que estos dos componentes fueron
suficientes para explicar el modelo. Ademas se observan, dentro de las agrupaciones definidas

sub-grups de algunas muestras que pueden relacionarse con el sitio de colecta de las mismas.

Se halla un conjunto de todas las especies, a su vez se formaron 3 agrupaciones o cluster
diferenciadas por la coloracion, obtenidos en SIMCA desde el dendrograma (figura.4.1.B), los
puntos cercanos entre si indican, que las muestras sobre las que se hicieron las observaciones,
tienen caracteristicas similares en cuanto a las variables analizadas; de tal manera que dentro de
los cluster fueron evidentes pequefios sub-grupos, como el que se observa en la parte inferior

izquierda, todos estos especimenes son de la especie L. bogotensis y se colectaron en Samaca.

Por su parte, el espécimen 6A tuvo que ser excluido debido a que resulto fuera de la elipse del
95% de confianza (definiéndose por tanto como un “outlier”), el valor de CCRL de 6A,
significativamente superior al resto de las muestras, podria explicar este resultado. La
caracteristica mas relevante del grupo 1 obtenido en el dendrograma, es que todas sus muestras
pertenecen a la zona de Usme. El grupo 2, se encuentra influenciado por el CCRL, mostrando

valores altos de esta variable; esto resulta importante, porque en ese grupo se observan los
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ejemplares 4, 5y 6, con las debidas accesiones cada 3 meses de los mismos, siendo 4A, 4B, 4C,
5A, 5B y 5C, al igual que las muestras reslatadas en el grupo 1, se encuentran especimenes cuya
caracteristica principal fue el haber sido colectadas en Usme, a excepcion de la muestra 23. Los
valores altos de capacidad antioxidante del grupo 2, se podrian llegar a relaiconar con
compuestos de naturaleza polifenolica, considerdndose este grupo de metabolitos como
mecanismos de defensa contra ataques, es posible inferir como una justificacién potencial que el
alto CFT en las muestras 17 y 23 se debi6 a la inclemencia del ambiente o a diferentes variables
que hacen hostil el medio donde se desarrolla la planta, sin que sea la Unica variable responsable
de este hecho, partiendo de que se trata de especies diferentes (D’Agostina, 2006). Y finalmente,
el grupo 3 de forma general presenta una baja capacidad captadora de radicales libres. Dentro de
los cluster formados, los valores para CFT y FL, oscilan de valores minimos hasta los mas
elevados, por ejemplo, las muestras 1 y 21 del grupo 3 varian significativamente en su CFT,
siendo alto para 21 y muy bajo para 1; de la misma manera se evidencio en el grupo 1 que la
muestra 39 tuvo un valor elevado para CFT y la muestra 3 uno bajo, respecto a la anterior.
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Figura 4.2. Analisis de componentes principales (ACP) con la caracterizacion quimica de los
extractos etandlicos de tallos de especies de Lupinus (Score scatter plot). Verde: Grupo 1. Azul:
Grupo 2. Rojo: Grupo 3. Amarillo: Grupo 4.
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El analisis de componentes principales de la figura 4.2 arrojo como resultado de la sumatoria
de los porcentajes de correlacion del ACP 1y ACP 2 un 99,9%, este valor tan alto indica un muy
buen ajuste al modelo matematico, evidenciandose una vez mas que no se necesitan mas de los
dos primeros componentes principales para establecer correlacion entre los datos analizados.
Vale destacar, que este ajuste se logrd tras la eliminacion de la muestra 23 del conjunto de datos,
al resultar esta en un outlier, debido a un valor atipicamente elevado de fenoles y capacidad
antioxidante, ademas de una considerable concentracion de flavonoides. EI ACJ se halla en la

figura 4.1 de anexos.

Sobre el cuadrante I se encuentran localizadas tres muestras tomadas de un mismo lugar de
colecta, las cuales por el anélisis de conglomerados fueron agrupadas en un mismo cluster (grupo
1) y presentan los mayores resultados para CFT, FL y CCRL. En el grupo 2 y 4 se ubican las que
presentan valores intermedios para las variables analizadas; en el cuadrante 111 se ubicé el grupo
3, con los valores méas bajos de CFT, FL y CCRL. Algo importante por mencionar es que los
grupos 2 y 4 cuentan con la presencia de varios especimenes de las especies L. bogotensis y L.
mirabilis, pero la Unica relacion hallada fue su especie, ya que no convergen en fecha o lugar de
colecta, como es el caso del grupo 1 colectado en Usme. Para los grupos 1 y 2 se ha encontrado
como caracteristica comdn, que se trata en su mayoria de especimenes colectados en Usme, con

excepcion de las muestras 28 y 31 que se obtuvieron en el municipio de Samaca.
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Figura 4.3. Analisis de componentes principales (ACP) con la caracterizacion quimica de los
extractos etanolicos de flores de especies de Lupinus (Score scatter plot). Verde: Grupo 1. Azul:
Grupo 2. Rojo: Grupo 3. Amarillo: Grupo 4.

En este analisis los dos componentes principales explicaron el 99,9% de la variabilidad para
las muestras de flores de lupino. Mediante el ACJ (figura 4.2 de anexos) se clasificaron los datos
en 4 grupos. Las muestras 8 y 20 no corresponden a un patron de comportamiento definido por el
resto de las muestras, de tal manera que fueron previamente sustraidas por incumplir con el
ajuste del mddelo. En el grupo 4 se ubicaron los especimenes que presentan valores altos de
CCRL; mientras que los pertenecientes al grupo 2 y 3, presentaron la tendencia a ubicarse en
valores medios para la capacidad captadora de radicales libres, finalmente se tiene el cluster 1
con los valores bajos, determinados asi por el método DPPH. En el cuadrante | hay prevalencia

de los especimenes colectados en Usme pertenecientes a la especie L. guascensis.

Para el ACP de flores se mantiene la tendencia a encontrarse muy cercanos ciertos
especimenes que comparten especie o lugar de colecta, para mayor claridad se han sefialado con

un dvalo, siendo asi, se tienen en el grupo 1 las muestras 4C, 5C, 6A y 39 colectadas en Usme;
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en el grupo 2 se observan dos sub-grupos diferenciados segin su CFT, el primero ubicado en el
cuadrante 1 y el segundo en el cuadrante 1V, con alto y bajo CFT, respectivamente. En el tercer
grupo se encuentran especimenes de L. mirabilis y L. bogotensis, clasificandose dentro de este la
muestra 6 como dato atipico, pues presenta valores altos en CFT y FL que no concuerdan con la
tendencia de este grupo en particular.
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Figura 4.4. Analisis de componentes principales (ACP) con la caracterizacion quimica de los
extractos etanolicos de vainas de especies de Lupinus (Score scatter plot). Verde: Grupo 1. Azul:
Grupo 2. Rojo: Grupo 3. Amarillo: Grupo 4.

El ACP de la figura 4.4 explica el 99.9% de la variabilidad para vainas de lupino. EI ACJ
(figura 4.3 de anexos), por su parte, permitié la identificacion de cuatro grupos de muestras, que
concuerdan con el ACP (Figura 4.4). Cabe destacar, que este ajuste se logro tras la eliminacién
de las muestras 22, 29, 31 y 37 del conjunto de datos, al resultar estas en outliers, debido a un
valor atipicamente elevado de fenoles, bajo y altos en capacidad antioxidante, respectivamente.
Por otra parte, el grupo 1 presenta especimenes que en general muestran tendencia a valores

bajos para la capacidad captadora de radicales libres, tendiendo como dato atipico el espécimen

Angarita y Castafieda 99




PERFILADO METABOLICO DE EJEMPLARES DEL GENERO Lupinus. 2016

27, ya que ademas exhibe un alto contenido de fenoles totales, y a medida que se desplaza a la
izquierda del diagrama, esta condicion va aumentados asi como el CFT; finalmente el grupo 4
muestra los valores similares a los del grupo 2 para la capacidad antioxidante, con diferencia en
cuanto a su menor CFT hasta llegar al grupo 3 en el cuadrante 1V. Estos resultados no se ven
relacionados por el lugar de recoleccion y tampoco por la especie, actuando en este caso otro
posible tipo de variables que afectan la produccion de cierto tipo de metabolito, especificamente
los cuantificados; dichas variables pueden ser: edad de la planta, radiacién adecuada,

competencia de otras plantas por sustrato, entre otras.
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Figura 4.5. Analisis de componentes principales (ACP) con la caracterizacion quimica de los
extractos etandlicos de semillas de especies de Lupinus (Score scatter plot). Verde: Grupo 1.
Azul: Grupo 2. Rojo: Grupo 3. Amarillo: Grupo 4.

La variabilidad mostrada para semillas de lupino es explicada en un 99.3% por los dos
primeros componentes principales del modelo. El analisis de agrupamiento jerarquico (figura
4.4. de anexos) permiti6 clasificar las muestras en 4 grupos; previamente fue necesario suprimir

las muestras 4 (L. mirabilis) con un valor elevado para CCRL, y 15 (L. bogotensis) con el
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comportamiento opuesto, para asi ajustar las muestras que si cumplen con el modelo. En los
grupos 1y 2 se reflejaron los datos de menor valor respecto a la capacidad antioxidante, mientras
que en los grupos 2 y 4 presentan valores elevados de CCRL, en todos los grupos el CFT y FL es
variado. Se resaltan las siguientes muestras por distar significativamente con el comportamiento
de las demas, siendo estas, 2 (L. bogotensis) y 35 (L. guascensis) los cuales presentan una mayor
y menor concentracion de fenoles totales, respectivamente, ocasionando que se encuentren justo

en el limite del diagrama.

Barros y colaboradores (2010), realizaron un estudio quimico comparativo entre hojas, tallos,
flores y frutos inmaduros de Malca sylvestris, reportaron que la composicién quimica depende de
la parte de la planta. Esto, debido a que cada 6rgano puede ser alterado de diferente manera por
el entorno. Las hojas por encontrarse en la zona aerea de la planta y ser el principal 6rgano
fotosintético, deben defenderse de los cambios bruscos en la radiacion, el aumento o disminucion
en la precipitacion, depredacion de los animales, entre otros, por lo cual se espera que muestre
caracteristicas diferentes a los demas Organos, esto podra ser evidendiado con el posterior
analisis de MCPO-AD.

4.3.2. Analisis multivariado de la totalidad de perfiles cromatogréaficos

43.2.1. MCPO-AD total

Fue realizado el modelo de minimos cuadrados parciales ortogonales con analisis
discriminante, es decir, un MCPO-AD; se us6 como variable discriminante el 6rgano de la
planta, de tal manera que se emplearon los perfiles cromatogréaficos de todos los extractos. La
regresion MCPO-AD ofrece una mejor visualizacion de los coeficientes y las cargas, al realizar
el filtro ortogonal, permite identificar las partes responsables de la variacion y correlacién. Este
método se convirti6 en uno de los procedimientos quimiométricos mas populares en
metabolémica principalmente por su desarrollo visual, ya que, ofrece un pseudo espectro en
escala de colores, en €l los coeficientes de las MCPO se asocian con un color para determinar la

correlacién de las variables discriminantes (Bylesjo y otro, 2006).
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Figura 4.6. MCPO con andlisis discriminante segun el érgano de la planta. H: Hojas. T:
Tallos. F: Flores. V: Vainas. S: Semillas.

El componente ortogonal 1 (CO1) explicé el 14,8 % de la varianza total y CO2 explico el 10,4
%. Es asi que el grafico de la figura 4.6 explica tan solo el 25,2 % de la variabilidad en los datos
correspondientes que tiene como criterio de clasificacion el érgano de la planta (hojas, tallos,
flores, vainas y semillas); sin embargo, es evidente la separacion de la mayoria de los perfiles
segun la parte de la planta a la que pertenecen. Se observa ademas que las hojas y semillas
comparten cierta similitud a nivel de perfiles cromatograficos, asi como los tallos y las flores,
mientras que las vainas se discriminaron con relacion a las otras partes, cabe resaltar que dentro
de las vainas se hallé un dato atipico a todas las muestras correspondiente al especimen 10A de
este organo. Es asi, que la regresion por MCPO-AD muestra que existe una distincién entre
partes, aungue se debe tener en cuenta que el analisis total de las muestras fue realizado sobre 5
especies diferentes de Lupinus, es decir, la diferencia significativa entre los perfiles
cromatograficos para ciertas partes de las plantas se mantuvo a través de todas las especies
estudiadas (es decir, la diferencia significativa entre los perfiles cromatograficos para ciertas
partes de la planta se mantuvo a través de todas las especies estudiadas). Lo observado se halla

acorde a lo observado en el capitulo anterior y respaldado por Sawi (2007), quien en su
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publicacion mostré diferencias en los componentes de hojas, flores y frutos, asi como en la
capacidad de captar radicales libres en cada uno de estos érganos, y tal como se habia delineado

en el andlisis visual de los perfiles en la seccion 3.3.2.

Con el fin de evaluar diferencias entre cada 6rgano respecto a los datos obtenidos de los
perfiles cromatograficos, se hace necesaria la utilizacion de un ACP por cada no de ellos y asi

contrastar con lo observado en la figura 4.6.

4.3.3. Analisis multivariado con perfiles cromatogréaficos
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Figura 4.7. Analisis de componentes principales (ACP) con los perfiles cromatograficos de
los extractos etanolicos de hojas de especies de Lupinus (Score scatter plot). Verde: Grupo 1.
Azul: Grupo 2. Rojo: Grupo 3

Los datos del analisis multivariado de la figura 4.7 sobre los extractos de hojas, indican que el
componente principal 1 (CP1) explicé hasta 24,9 % de la varianza total y CP2 explicé el 14,9 %.
Asi, el grafico explico un total del 39,8 % de la variabilidad en los datos de extractos de hojas. El

analisis de agrupamiento jerarquico (Figura 4.5 de anexos) sugirié 3 grupos; el grupo 1y parte
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del 3 de la especie L.mirabilis, fueron resaltados por proceder de la zona de Usme. Del lado
positivo de la elipse fue clara la dispersion de las muestras; en el grupo 3 se observé un pequefio
sub-grupo compuesto por cuatro especimenes de L. bogotensis colectados en Samaca, estos
especimenes han mostrado relacion de similitud desde su CFT, FL y CCRL (figura 2.2.), ahora
se hacen evidentes sus diferencias minimas a través de los perfiles cromatograficos; finalmente
el grupo 2 se caracterizd por una prevalencia de la especie L. bogotensis colectadas tanto en

Boyaca como Cundinamarca.
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Figura 4.8. Analisis de componentes principales (ACP) con los perfiles cromatogréaficos de
los extractos etandlicos de tallos de especies de Lupinus (Score scatter plot). Verde: Grupo 1.
Azul: Grupo 2. Rojo: Grupo 3

El analisis de componentes principales de tallos de Lupinus explicé un 36,5% de la
variabilidad de los datos, con un primer componente principal (CP1) de 19,5% y un CP2 de 17%.
ElI ACJ permiti6 la distincion de tres grandes agrupaciones. Se observa el grupo 1
completamente separado de los demas, conformado por seis especimenes de la especie L.

mirabilis, los cuales fueron colectados cerca al embalse del Hato, de los cuales tres de ellos (5A,
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5B y 6A) se salen de la elipse de confianza; sin embargo son dejados en el anélisis debido a que
muestran un comportamiento similar al presentado por las demas muestras de su especie, segun
el test de Tukey, exhiben una correlacién entre las tres variables evaluadas (CFT, FL y CCRL),
lo cual concuerda con los resultados observados en la figura 4.8. Se encuentra sefialada una parte
del grupo 2, donde se hallan especies de L. mirabilis colectadas en Cajica (sede campus UMNG)
y del municipio de Chisaca; los especimenes sefialados del tercer grupo, por su parte, son de la
especie L. bogotensis, exceptuando las muestras 10 y 18 que corresponden a la especie L.

mirabilis.
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Figura 4.9. Analisis de componentes principales (ACP) con los perfiles cromatograficos de
los extractos etandlicos de flores de especies de Lupinus (Score scatter plot). Verde: Grupo 1.
Azul: Grupo 2. Rojo: Grupo 3.

La figura 4.9 con el ACP con el perfilado cromatografico de los extractos de flores de cinco
especies de Lupinus explicd un 49,8% de la variabilidad total de los datos. Con el ACJ se ha
clasificado la serie de datos en 3 grupos, este se encuentra en anexos (figura 4.7). Se han

sefialado algunos grupos, en ellos se evidencio cercania entre especimenes pertenecientes a la
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misma especie; es el caso del grupo 1 con la especie L. bogotensis que fue colectada en Samaca.
En el grupo 2, sobresalen especimenes de L. mirabilis colectados en la zona de Usme. En lo que
se refiere al grupo 3, se ha visualizado que en su mayoria las muestras son de la especie
L.mirabilis. Los datos estadisticos de los extractos de flores resultan bastante dispersos, al ser
contrastados con los resultados arrojados por la prueba de Tukey (capitulo 2), se puede inferir
que efectivamente las variables evaluadas no presentan una estrecha relacion entre ellas; tal es el
caso de la muestra 8, la cual exhibe valores elevados en el CFT y CCRL, sin embargo su FL es
bajo, lo que podria indicar que la capacidad captadora de radicales puede estar condicionada por
otro tipo de compuesto fendlico no flavonoide; siendo este un comportamiento usual para la
mayoria de extractos de flores; esta caracteristica junto con la prueba de Tukey son un indicativo
de que evidentemente las tres variables de estudio no se interrelacionan de forma directa para

este organo de la planta.
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Figura 4.10. Analisis de componentes principales (ACP) con los perfiles cromatograficos de
los extractos etanolicos de vainas de especies de Lupinus (Score scatter plot). Verde: Grupo 1.
Azul: Grupo 2. Rojo: Grupo 3.
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El ACP mostrado en la figura 4.10, explicd un 72,42% de la variabilidad de los datos para los
extractos de vainas (CP1=64,1% y CP2=8,32%). Con ayuda del ACJ (Figura 4.9 en anexos) se
generaron tres agrupaciones segun los correspondientes perfiles cromatograficos. A pesar de
encontrarse estos datos mucho mas dispersos que para el caso de flores, se logré la sefializacion
de grupos de muestras caracterizados por pertenecer a la misma especie y compartir lugar de
colecta; el grupo 1 se encuentra conformado por seis especimenes pertenecientes a la especie L.
mirabilis, colectados en el embalse del Hato, en el cual se encuentran las muestras 4, 4A, 5A'y 6,
caracterizadas por tener mas de una colecta y presentar un comportamiento estadisticamente
similar; bajo el mismo criterio fueron sefialadas en el grupo 2 las muestras 4B, 4C, 5B y 5C,
cuya caracteristica fue pertenecer a la tercera y cuarta colecta de los especimenes 4 y 5, y al igual
que lo dicho en el grupo 1, presentar un comportamiento similar, lo que hace que generalmente
se encuentren muy cercanas en todos los andlisis; finalmente, el grupo 3 se encuentra
conformado en su mayoria por especimenes de L. bogotensis, asi como por tres muestras

pertenecientes a la especie L. mirabilis.
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Figura 4.11. Analisis de componentes principales (ACP) con los perfiles cromatograficos de
los extractos etandlicos de semillas de especies de Lupinus (Score scatter plot). Verde: Grupo 1.
Azul: Grupo 2. Rojo: Grupo 3.
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El ACP de la figura 4.11 de los extractos de semillas explico un 45,1% de la variabilidad de
los datos CP1=27% y CP2=18,1%. Con el ACJ de la figura 4,10 en anexos se definieron 3
clusters; siendo necesario excluir las muestras 8 y 9 por salirse de la elipse de confianza.
Contrario a lo mostrado por flores y vainas, en semillas se presenta menor dispersion de datos
para la mayoria de muestras, localizandose en el cuadrante Il un conjunto de especimenes del
grupo 1, caracterizados por pertenecer a la especie L. mirabilis localizados en Usme, con
excepcion de las muestras 2 (L. bogotensis) y 12 (L. pubescens), cuyos componentes distan de la
caracteristica del grupo. Por su parte, el grupo 2 se encuentra mucho mas disperso que el grupo
anterior, observandose un sub-grupo de la especie L. bogotensis colectados en Samaca en la
misma fecha 21, 23, 25 y 26; las muestras 22, 24, 33 y 36 por su parte, pese a encontrarse en el
grupo 2 se evidencian distantes y por ello se presume que sus componentes quimicos varian en
comparacion con el sub-grupo sefialado en la figura 4.11. El grupo 3 se discrimind notablemente
respecto a los otros, caracterizado por la presencia de muestras de L. mirabilis y haber sido
colectadas en la misma zona geogréafica en marzo de 2014, ya que como se aprecia en la figura
3.7 (capitulo 3) las muestras de esta especie presentan un patron de comportamiento similar en

Sus componentes quimicos.

A pesar de que se pudo formular ciertas relaciones para el comportamiento de algunos
individuos, la gran dispersion de los datos dificulté identificar con seguridad las causas de la
variabilidad metabolica presentada por este organo. Lo anterior valida la existencia de
diferencias en el metaboloma, indistintamente de la especie o sitio de colecta, asi como de la

parte de un mismo especimen.

4.3.4. Anélisis supervisado

Partiendo de lo anterior se realizd un analisis supervisado empleando como variable de
supervision CFT, con el fin de establecer relaciones entre cada 6rgano de todas las muestras,
indistintamente de su especie 0 zona de colecta, realizandose el debido loading line para las

matrices de muestras que mantivueron linealidad y el médelo fue efectivo.
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Figura 4.12. Regresion de minimos cuadrados parciales ortogonales OPLS de extractos de Hojas
de Lupinus, supervisado por el contenido de fenoles (A) Score scatter plot y (B) S-line

En la figura 4.12 se construyd el score-plot con los datos de los perfiles cromatogréaficos,
siendo supervisados con el método cuantitativo de fenoles totales para las muestras estudiadas
del género Lupinus. En este se observa una clara tendencia a presentar valores de bajo CFT,
teniendo concentraciones altas de fenoles a la derecha de la figura, encontrandose muestras como
la H39, por fuera del limite de confianza, presentando el valor mas alto de CFT, asi mismo, los
especimenes H25 y H26 también por fuera de la elipse, lo que denota una clara variabilidad
respecto a la presencia de estos metabolitos entre las muestras estudiadas, de otro lado, se
observa la tendencia a presentar cierta distribucion de acuerdo a la parte de la planta, teniendo en
un principio hacia la derecha las hojas y a la izquierda a vainas, mostrando con ello que pese a

existir una evidente variabilidad metabdlica, los d&rganos exhiben cierto patron de
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comportamiento que posibilitaria la prediccion del comportamiento metab6lico. En el S-line, es
posible observar seis picos mayoritarios que aportan de manera positiva a CFT, siendo estos 4, 5,
7, 8, 9 y 14, lo cual tiene sentido, ya que se trata de flavonoides y por estructura es posible
observar que al presentar grupos OH, tienen la capacidad de donar ese protdn y neutralizar la
carga de los radicales libres, siendo esta una caracteristica importante de los compuestos
fendlicos. EI TR=: 15,23 min, correspondiente a 2'-hidroxigenistein-7-O-glucdsido por Durango
(2012) debido a se ha reconocido que la resistencia de las plantas resulta, en buena medida, de la
acumulacién oportuna de las fitoalexinas en concentraciones suficiente para inhibir el desarrollo
del patégeno, asi como el ser un compuesto que contribuye enormemente en la capacidad

inmunomoduladora, antitumoral, antiinflamatoria, antioxidante, entre otras
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Figura 4.13. Regresion de minimos cuadrados parciales ortogonales OPLS de extractos de tallos
de Lupinus, supervisado por el contenido de fenoles (A) Score scatter plot y (B) S-line

A manera de comparacion, se presenta el score plot de tallos de Lupinus en la figura 4.13.A,

donde se observa un comportamiento lineal de los datos, al igual que en el andlisis anterior se
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evidencié la tendencia de bajo a alto CFT de izquierda a derecha, mostrando un comportamiento
atipico en los especimenes 4B, 4C, 5A, 5B, 5C y 6A, de L. mirabilis, los cuales se salen de dicha
linealidad, encontrdndose 5A y 6A, por fuera de la elipse de confianza; estass seis muestras
particularmente, en analisis anteriores han exhibido comportamientos similares respecto a las
variables analizadas, lo cual conlleva a pensar que al ser obtenidas de plantas ubicadas en zonas
muy cercanas, su comportamiento metabdlico resulta también similar. EI S-line, permite
observar tres picos que aportan de manera positiva al CFT 4, 9 y 13, los dos primeros son
comunes con los presentados en la figura 4.12.B, cuyas estructuras confirman la capacidad que
tienen dichos compuestos de atrapar radicales libres. Partiendo de los resultados arrojados por la
figura 4.13.B, es posible establecer que aquellas muestras que se localizan a la derecha del Score
plot, presentan alto contenido de fenoles, por tener alta concentracion de los compuestos

sefialados.
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Figura 4.14. Regresion de minimos cuadrados parciales ortogonales de extractos de vainas de
Lupinus, supervisado la capacidad captadora de radicales libres (A) Score scatter plot y (B) S-
line.

En los score plot de la figura. 4.14 se observa una relativa linealidad de los datos, con la
tendencia de poder antioxidante bajo a alto de izquierda a derecha en el score plot, presentando
por lo tanto mejores antioxidantes ubicados a la derecha la elipse, por su parte las muestras
correspondientes a la segunda y tercera colecta de los especimenes 4 y 5, contindlan con un
comportamiento similar ubicAndose en el cuadrante Ill del grafico. A partir del S-line, fue
posible la identificacion de cuatro picos mayoritarios 5, 6, 11 y 14, que serian en principio, los
mayores responsables del desarrollo de esta capacidad en vainas de las muestras colectadas. De
estos, 5 y 14, han sido mencionados anteriormente por aportar en gran medida en CFT para la
mayoria de muestras. Como el compuesto que mas aporta al médelo supervisado con CCRL se
encontro en el tiempo de retencion 18,00 min la genisteina, esta isoflavona ha sido considerada
muy importante dentro de las mismas por su considerable actividad antioxidante (Challem,
2010).

4.4. CONCLUSIONES

El estudio de las cinco especies del género Lupinus, evidencio el amplio perfil metabolico con
el que cuenta dicho género, posibilitando asi el estudio de moléculas biologicamente activas. La
importancia de este estudio donde se relacionaron los resultados a partir de los datos
cuantitativos obtenidos por espectrofotometria (CFT, FL y CCRL) y cualitativos (CLAE y
CLAE-EM), junto con las técnicas analiticas empleadas, permitio establecer patrones de
comportamiento del metabolismo de los especimenes en respuesta a estimulos generados por el
ambiente a través de herramientas quimiometricas diversas. Estos estimulos, junto con el
andlisis quimico, las condiciones de la planta, asi como sus perfiles cromatograficos fueron

evaluados para establecer el perfil metabolémico de las especies estudiadas del género Lupinus.

El ACP permiti6 la reduccién de la matriz de datos formada por diversas variables, en nuevas
variables no correlacionadas, facilitando con ello la interpretacién de lo datos (Saporta, 2011).
Este analisis arrojé un diagrama de puntos, caracterizando cada muestra en grupos definidos por

colores diferentes, donde, en el grupo 1 fueron ubicados aquellos especimenes que en general
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cuentan con altos valores para CFT, CF asi como de CCLR. El andlisis multivariado individual
de los perfiles cromatogréficos en géneral reflejo que al igual que en el ACP con datos
cuantitativos, la formacién de ciertos subgrupos por lugar de colecta, encontrdndose asi muestras
una constante convergencia entre accesiones provenientes de Usme, en su mayoria
pertenecientes a la especie L. mirabilis; asi como de L.bogotensis colectadas en Samaca. Estos
resultados mostraron una distribucidn dispersa de los datos, que adin asi, permiti6 establecer para
cada 6rgano de la planta, nuevos grupos de muestras relacionadas por proceder de una misma
zona o igual fecha de muestreo, estos sub-grupos sin embargo, no incluyeron a todas las
muestras o por lo menos a la mayoria de ellas, por lo que no es un resultado contundente que
permita aseverar una relacion entre el comportamiento metabolico de cada individuo, frente al

lugar de muestreo, asi como por la especie a la que pertenece.

El MCPO-AD, por su parte, mostrO un comportamiento similar en ciertos 6rganos de la
planta, encontrandose relacionadas hojas y semillas, asi como tallos y flores. Se observo como
cada drgano se comporta de manera diferente, este comportamiento se ve directamente
influenciado por las condiciones ambientales a las cuales esta sometida la planta, ya que de este

estrés depende la produccion de cada metabolito.

El método supervisado es una herramienta de gran ayuda que emplea la informacion de los
datos para encontrar la mejor varianza que los separa, esto partiendo del hecho que el ACP
modela la variacion mas grande en los datos, pero la separacion de estos no reside
necesariamente en las mismas dimensiones con la mayor dimension, por lo tanto ACP puede no
mostrar suficiente discriminacion, por ello y dependiendo del interés del investigador por realizar
analisis minuciosos, resulta importante el empleo de nuevas herramientas de analisis
multivariado que posibiliten un estudio detallado de los datos y permitan acercarse cada vez mas

al objetivo propuesto en la investigacion.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Se estudiaron en total 47 plantas, colectadas en diferentes lugares de Cundinamarca y
Boyaca, Colombia, con entornos distintos. Se analizaron cinco 6rganos de la planta (hojas,
tallos, flores, vainas y semillas) y se generd un perfil quimico (cuantificacion de fenoles y
flavonoides totales y su capacidad de captarradicales libres), donde se encontré la capacidad
antioxidante entendida como la capacidad de capturar radicales libres no fue influenciada por
el CFT oel FL.

La ubicacién geogréafica fue la carécteristica que en mayoria permitié una distincion y
agrupamiento claro, segun lo percibido en el analisis multivariado, su entorno destacé frente a
la época del afio en la afectacion del metaboloma de la planta, examinando a este en términos

de las similaridad entre muestras.

De tal manera, el presente trabajo de investigacion es pionero en cuanto al estudio
metabolémico del géenero Lupinus (Fabaceae). Las especies trabajadas demostraron que el
género tiene un metaboloma bastante variable en gran medido influenciado por la geografia
y expresado en variabilidad de la composicion quimica y perfiles cromatograficos
dependiendo tanto de las plantas como de los 6rganos.

Un metaboloma variable como el del género Lupinus da pie para continuar con la busqueda
de moléculas que permitan generar y fomentar el desarrollo de compuestos activos como
alternativa terapéutica para el control de enfermedades, como las de tipo antidiabético,

antiinflamatorio y antimicrobiano, entre otras.

Al presente, lo que queda es continuar la investigacion con mayor rigor, pues no se
conocen con exactitud lo factores responsables de dicha variabilidad. Por tanto, se hace
necesario realizar estudios tanto cualitativos como cuantitativos, pero esta vez con plantas
sembradas bajo condiciones y variables conocidas y controladas, por ejemplo, generando a las
plantas un ambiente distinto entre ellas, con diferente iluminacioén, cambios de temperatura,
condiciones de estrés,entre otros. De esta manera se llevaria a la posible generacion de un

metaboloma mas especifico y reproducible, con mayor probabilidad de acercarse a aquellas
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moléculas que puedan producirse bajo condiciones controladas y asi poder unificar las
caracteristicas influyentes para la obtencion/aislamiento de este tipo de metabolitos en el

laboratorio.

Asi como, el estudio de  metabolitos particulares, por ejemplo, los alcaloides
quinolizidinicos (evidenciados en el presente trabajo en casi todas las partes pero no incluidos
en la tesis) o antocianinas (también evidenciadas en flores), ademas seria bueno extender la
investigacion pero centrandose en cada especie por separado, puesto que hacerlo con todas al

tiempo no es funcional.
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ANEXOS

CAPITULO 2: Variabilidad quimica y capacidad captadora de radicales libres de

especies de Lupinus.

Tabla 2.1. Ubicacion geografica y fecha de coleccién de los especimenes.

o ©
£§ | ES - .
Z3 Z £ Fecha Ubicacion Coordenadas Especie
Lat: 5546812 L.
1 1 18/08/2013 Cucaita Lon:-73.460893 bogotensis
, , 18/08/2013 Via Cucaita- Lat: 5556513 L'ts’gg"te”
Tunja Lon:-73,43236
. L.guascen
Via. Embalse la Lat: 4,39852 .
3 3 18/01/2014 Regadera Lon:-74,13783 o1
Puente embalse
Lat:4,38757
4 4 12/10/2013 el Hfalto.,Derecha Lon:-74.16629
via-paramo
Puente embalse
Lat:4,38757
4A 40 18/01/2014 el Hfalto.,Derecha Lon:-74.16629
via-paramo L
Puente embalse mirabilis
Lat:4,38757
4B 41 22/03/2014 | el Hato. Derecha Lon:-74.16629
via-paramo
Puente embalse
Lat:4,38757
4C 42 11/07/2014 el H,ato.’Derecha Lon:-74.16629
via-paramo
Puente embalse
Lat: 4,387603
5 5 12/10/2013 el H,ato.’Derecha Lon:-74,16631
via-paramo
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Puente embalse

Lat: 4,387603

5A 50 18/01/2014 el Hgto.,Derecha Lon:-74 16631
via-paramo
Puente embalse L.
Lat: 4,387603 ieahili
, mirabilis
5B 51 22/03/2014 | el Hato. Derecha Lon:-74,16631
via-paramo
Puente embalse
Lat: 4,387603
5C 52 11/07/2014 el Hf;\to.,Derecha Lon:-74 16631
via-paramo
Puente embalse L.
Lat: 4,38772 ol
’ mirabilis
6 6 18/01/2014 el H,ato.,Derecha Lon:-74,16639
via-paramo
Puente embalse )
6A 60 11/07/2014 el Hato. Derecha Lfﬂ' 4,38772
L Lon:-74,16639
via-paramo
L.bogoten
7 7 20/10/2013 200m Laguna sii
Iguaque
L.
UMNG. Sede Lat: 4,94195 A
8 8 14/01/2014 Cajica Lon:-74,00969 mirabilis
L.
UMNG. Sede Lat: 4,92140 A
9 9 14/01/2014 Cajica Lon:-74,00966 mirabilis
Puente embalse )
10 10 18/01/2014 | el Hato. lIzquierda L Lagifgg?g ] L
via-paramo on:-74, mirabilis
Puente embalse
) Lat:4,38736
10A 100 22/03/2014 | el Hqto. !zqwerda Lon:-74.16679
via-paramo
Bojaca. Aprox . L.
11 11 18/01/2014 1.4 kmde la Via Lét' 4,65374 pubescens
Lon:-74,30359
us21
Bojaca. Aprox . L.
12 12 18/01/2014 1.3 kmde la Via Lét' 4,65379 pubescens
Lon:-74,30364
Us21
Bojaca. Aprox . L.
13 13 18/01/2014 1.2 km de la Via L'at.4,65257 pubescens
US21 Lon:-74,30327
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Embalse el Hato. L.
Lat:4,38711
14 14 22/03/2014 Apr/ox 100 m Lon:-74.16691 pubescens
después del puente
Embalse el Hato. L.
Lat:4,38686 .
15 15 22/03/2014 | Aprox 230 m antes Lon:-74.16408 bogotensis
del puente
Embalse el Hato. . L.
16 16 22/03/2014 | Aprox 220 m antes L.at.4,38683 bogotensis
Lon:-74,16419
del puente
Via embalse el L.
Hato. Entrada izq a Lat:4,38361 mirabilis
17 17 22/03/2014 300 m del puente. | Lon:-74,16675
530 m de la entrada
Via embalse el L.
Hato. Entrada izq a Lat:4,38327 mirabilis
18 18 22/03/2014 300 m del puente. | Lon:-74,16688
572 m de la entrada
Via laguna de ) L.
19 | 19 | 220032014 | Chizaca Aprox36 | | FAUSES | humifusus
km en linea recta Y
Via laguna de . L.
20 20 22/03/2014 | Chizaca. Aprox 5,0 L.at.4.33294 humifusus
. Lon:-74.20677
km en linea recta
L L.
Villapinzén Lat:5.21213 .
21 21 29/03/2014 pocas plantas Lon:-73.59780 bogotensis
Sobre montafia L.
Villapinzén Lat: 5.23075 | pogotensis
22 22 29/03/2014 | Ajtyra planta 1,10 | Lon:-73.59244
m
L.
300 m antes del Lat: 5,43941 .
23 23 29/03/2014 puente de Boyaca | Lon:-73.44047 bogotensis
Letrero L.
: : Lat:5.48505 .
24 24 29/03/2014 blenvenldc?s a Lon:-73.47716 bogotensis
Samaca
] L.
Después de Lat:5.55063 .
25 25 29/03/2014 Samaca via Tunja L on:-73.4345 bogotensis
26 26 29/03/2014 Despues de Lat555063 | | o
Samaca via Tunja | Lon:-73.4345 g

Angarita y Castafieda

121




PERFILADO METABOLICO DE EJEMPLARES DEL GENERO Lupinus. 2016

. L.
De regreso via Lat:5.56094 .
27 27 29/03/2014 Tunja Samacé Lon:-73.41233 bogotensis
Montafia — Lat: 5.55488 L
28 28 29/03/2014 antena. Samaca Lon:-73.43266 bogotensis
Sobre la ) L.
29 29 29/03/2014 carretera. Via Lor%a;gigggg bogotensis
Cucaita-Tunja T
L.bogoten
. Lat:5.084199 .
30 30 - Macheta Lon:-73.603978 sis
. . L.
Via Samaca. Lat:5.48236 .
31 31 29/03/2014 | Ajtyra planta 60 cm | Lon:-73.46930 bogotensis
Avenida Carrera L.bogoten
Lat: 4.747481 .
32 32 - 7concalle 170, || o 54 100509 sis
Bogota
. L.
Via embalse el Lat:4.386814 .
33 33 11/07/2014 Hato. Izquierda | Lon:-74.164701 guascensis
Via laguna de L.
S Lat: 4.386975 .
34 34 11/07/2014 Chizaca. Lon:-74.167125 | duascensis
Derecha
] L.
Via laguna de Lat:4.373528 .
3 3 110772014 1 chizaca. Derecha | Lon:-74.185144 | 9Uascensis
Via laguna de L.
S Lat:4.362285 e
36 36 11/07/2014 Chizaca. Lon:-74.190444 | Mutabilis
Izquierda
Via laguna de Lat:4.345779 L.
37 37 11/07/2014 Chizaca. Lon:- guascensis
Izquierda 74.199979
Via laguna de L.
S Lat: 4.308795 .
38 38 11/07/2014 Chlza_ca. Lon:-74.200506 | 9uascensis
Izquierda
Via laguna de
oY Lat: 4.322489 L.
39 39 11/07/2014 Ch|za_ca. Lon:-74.206760 | guascensis
Izquierda
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Tabla 2.2. Identificacién taxondmica.

Espécimen No.COL Determiné Especie
Lupinus bogotensis
1 569767 C. Parra
Benth.
Lupinus guascensis
3 572778 A. Jara
C.P. Sm.
Lupinus mirabilis C.P.
5 572777 A. Jara
Sm.
Lupinus cf. pubescens
11 572776 A. Jara
Benth.
Lupinus cf. pubescens
12 572775 A. Jara
Benth.
Lupinus amandus C.P.
16 575472 A. Jara ) )
Sm.(Lupinus bogotensis)
Lupinus humifusus
19 575471 A. Jara
Benth.
Lupinus amandus C.P.
21 576286 C. Parra ] ]
Sm. (Lupinus bogotensis)
Lupinus amandus C.P.
22 576291 C. Parra ] ]
Sm. (Lupinus bogotensis)
Lupinus amandus C.P.
23 576289 C. Parra ] ]
Sm. (Lupinus bogotensis)
Lupinus amandus C.P.
24 576288 C. Parra ] ]
Sm. (Lupinus bogotensis)
Lupinus amandus C.P.
25 576287 C. Parra ] ]
Sm. (Lupinus bogotensis)
Lupinus mutabilis
36 579434 C. Parra
Sweet
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Tabla 2.3. Contenido de Fenoles, flavonoides y capacidad captadora de radicales libres.

CFT® oo CCRL®
Espécimen Parte (mg EAG/g (mM ET/mg
(mg EQ/g MS)
MS) ES)
. Hojas 1,67 0,06 0,68 + 0,01 91,78 + 5,66
Tallos 1,08 +0,04 0,19 +0,01 43,50 + 0,95
Hojas 3,54 +0,09 0,79 £0,04 123,93 +1,39
Tallos 1,38 £ 0,03 0,23+ 0,00 77,67 £4,10
2 Flores 4,74 + 0,36 1,33 £ 0,06 97,42 + 2,48
Vainas 2,12 + 0,13 0,14 + 0,01 150,02 * 5,56
Semillas 4,03 £0,31 - 23,38 +1,82
. 256,42 +
Hojas 2,97 + 0,08 2,44 + 0,04
19,39
3 Tallos 4,76 + 0,04 0,71 +0,01 152,78 + 2,76
219,78 +
Flores 5,55 +0,21 0,74 +0,04
18,23
Hojas 7,07 £ 0,15 1,97 +£0,01 265,06 + 4,44
Tallos 1,86 + 0,05 0,30 +£0,01 109,81 + 7,80
A Flores 3,15+ 0,22 0,68 + 0,02 109,46 + 9,24
_ 193,93 +
Vainas 3,30 £ 0,05 0,17 +0,01
11,20
Semillas 2,96 + 0,08 - 38,96 + 1,86
_ 435,14 +
Hojas 5,83 + 0,07 2,15+ 0,00
14,14
4A Flores 2,93+0,13 0,38 +0,01 59,91 +£5,03
Vainas 2,56 + 0,02 0,18 + 0,00 174,73 £ 6,63
Semillas 3,06 +0,10 - 22,51 +£1,02
_ 468,35 +
4B Hojas 4,41 + 0,07 1,40 £ 0,03
20,39
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Tallos 1,29 + 0,09 0,17 + 0,01 174,65 +4,39
Flores 3,45 + 0,05 0,42 + 0,01 10,76 %
10,03
Vainas 1,59 + 0,04 0,15 + 0,01 143,05 + 4,95
Semillas 2,81 + 0,07 - 27,26 + 2,38
Hojas 5,12 + 0,23 1,86 + 0,07 398,352
14,32
Tallos 1,17 + 0,06 0,19 0,01 186,22 + 0,65
ic Flores 2,48 0,10 0,30 + 0,04 246,39 + 9,49
Vainas 0,64 +0,02 0,09 + 0,01 104,91 + 6,51
Semillas 3,19 0,05 - 30,52 + 2,18
Hojas 5,01 +0,11 1,43 +0,04 352,05 + 9,46
Tallos 1,41 £ 0,05 0,12 + 0,01 165,43 + 2,87
5 Flores 4,16 + 0,35 0,87 + 0,05 83,19 + 2,52
Vainas 2,70 0,06 0,16 + 0,01 144,74 + 0,88
Semillas 2,56 + 0,07 - 22,68 + 1,93
Hojas 5,63 + 0,08 2,09 0,11 385,39 + 5,35
Tallos 0,83 0,06 0,15 + 0,02 68,20 + 4,45
oA Flores 2,76 £ 0,22 0,54 + 0,04 135,04 + 9,21
Vainas 2,93 0,27 0,18 £ 0,01 191,28 + 6,03
Hojas 4,42 + 0,10 1,57 +0,08 209,81 %
26,09
5B Tallos 2,25 + 0,09 0,19 + 0,00 95,47 + 2,85
Flores 3,32 £ 0,04 0,35 + 0,02 139,36 + 2,96
Vainas 0,72 0,02 0,07 £0,01 79,45 + 4,05
Hojas 2,77 £0,06 0,94 + 0,04 444,45 + 3,22
Tallos 1,91 +0,05 0,24 0,01 160,87 + 6,78
5C Flores 2,21+0,12 0,30 + 0,00 278,20 + 9,12
Vainas 1,52 + 0,03 0,16 + 0,01 120,09 + 2,79
Semillas 3,16 £ 0,27 - 20,24 + 1,25
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Hojas 5,72 £ 0,09 1,97 £ 0,04 333,54 + 9,22
Tallos 0,40 £ 0,06 0,18 £ 0,01 53,97 + 3,06
6 Flores 4,88 +£0,23 1,64 +0,01 170,54 + 6,95
] 235,62 +
Vainas 1,67 +0,02 0,13 £ 0,00
11,80
Semillas 2,89 +0,19 - 30,19 £ 0,93
) 566,94 +
Hojas 2,87 +£0,19 0,89 + 0,04
38,95
188,41 +
Tallos 1,00 + 0,08 0,17 £ 0,01
6A 10,14
Flores 2,93+0,18 0,35+0,01 242,19 + 557
Vainas 1,59 + 0,09 0,17 £ 0,01 149,79 + 3,44
Semillas 3,33+0,16 - 22,87 £0,54
. Tallos 462 +0,14 0,67 £0,01 123,96 + 2,95
Flores 5,92 £ 0,50 1,93 +0,19 116,84 +9,12
Hojas 5,22 £ 0,25 1,93 +0,11 124,34 + 3,99
Tallos 2,48 +£ 0,03 0,39 +0,00 89,27 +4,17
882,27 +
8 Flores 5,84 £ 0,18 0,50 £ 0,01
21,05
Vainas 2,28+0,11 0,21 +£0,01 152,10 + 6,61
Semillas 2,10 +£0,18 - 10,49 + 0,67
Hojas 484 +0,09 1,80 £ 0,05 127,78 + 5,06
Tallos 1,82 +0,14 0,30 £ 0,02 67,99 +141
9 Flores 447 +0,28 0,87 £ 0,04 88,82 + 5,57
Vainas 1,81 + 0,07 0,17 £ 0,01 144,66 + 3,91
Semillas 2,47 £0,25 13,62 + 1,04
. 334,70 +
Hojas 1,98 +0,13 1,52 +0,04
10 14,78
Tallos 0,87 £ 0,00 0,16 £ 0,00 115,54 + 3,41
Flores 2,88 +0,21 0,71+ 0,06 186,38 +
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10,29

Flores 3,63 +0,10 0,41 +0,01 48,22 + 2,84
10A Vainas 0,93 +0,10 0,11 +0,01 101,17 + 6,22
Semillas 1,83 £0,05 - 17,84 + 0,63

Hojas 7,51 £ 0,06 2,94 £ 0,07 66,45 + 2,65

H Tallos 1,05 + 0,05 0,19 £0,01 62,78 + 3,33
Hojas 6,81 + 0,03 2,30 £ 0,07 71,15+1,26

Tallos 4,12+ 0,18 0,57 +0,01 97,29 £ 4,23

12 Flores 4,16 + 0,24 0,76 £ 0,08 63,00 + 3,44
Vainas 2,58 + 0,06 0,16 + 0,00 228,07 £ 4,82

Semillas 3,15+0,12 - 28,83 £ 1,97

Hojas 7,47 £ 0,14 2,51 +0,04 23,07+ 1,14
B Tallos 4,11 +0,43 0,61+0,01 118,75 + 3,25
Hojas 6,08 + 0,08 1,50 + 0,02 95,02 +1,79
Tallos 2,69 + 0,05 0,23 +0,00 177,58 * 3,59
14 Flores 4,45 + 0,10 0,48 + 0,01 103,87 = 3,75
Vainas 2,55+ 0,09 0,24 + 0,00 180,70 * 3,46

Semillas 2,06 +0,10 - 23,45+ 0,91

Hojas 2,85 +0,03 0,68 + 0,03 52,83 +£1,90

Tallos 3,33 £ 0,27 0,48 + 0,03 86,32 + 1,54

15 Flores 2,94 + 0,08 0,35+ 0,01 96,47 + 2,60
Vainas 2,06 + 0,05 0,21 +0,01 162,00 = 5,76

Semillas 2,51+0,17 - 5,47 +0,81
Hojas 4,56 + 0,17 1,12 £ 0,04 160,60 * 7,26

Tallos 2,86 +0,12 0,30 +£0,01 93,42 £ 5,63
o Vainas 1,21 £ 0,03 0,16 + 0,01 105,96 * 3,95
Semillas 1,49 £ 0,05 - 10,57 £ 0,27
Hojas 8,23 + 0,08 2,93 +0,02 327,70 +1,55
17 Tallos 1,28 £ 0,10 0,15+ 0,00 160,13 +7,98
Flores 3,05+0,10 0,35+0,01 199,13 + 7,67
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Vainas 1,79 £ 0,29 0,16 £ 0,01 230,09 + 5,86
Semillas 2,55+ 0,07 - 21,98 £0,70
Hojas 5,18 + 0,34 1,40 + 0,08 263,60 + 4,51
Tallos 1,59 £ 0,04 0,21 +0,01 161,21 £ 9,39
18 Flores 3,65+0,10 0,52 £ 0,02 129,64 + 3,75
Vainas 2,52+0,11 0,17 £ 0,00 190,67 + 4,00
Semillas 2,69 0,27 - 23,23 £ 0,55
Hojas 5,61 +0,42 1,18 £ 0,09 243,24 + 2,32
19 Tallos 3,65+0,21 0,63 £ 0,00 223,12 + 6,92
Flores 5,87 £ 0,35 0,71 £ 0,02 A
10,94
Hojas 4,78 + 0,31 1,03 £0,07 102,78 £ 1,44
Tallos 1,79 £ 0,06 0,26 £ 0,01 209,27 £ 9,12
20 381,49 +
Flores 5,17 £ 0,05 0,78 £ 0,04
12,13
Vainas 1,87 +£0,03 0,24 + 0,00 240,30 + 6,52
Hojas 8,07 +0,15 1,84 +£0,12 66,00 + 1,37
Tallos 3,56 + 0,07 0,51+0,01 94,11 + 2,57
2t Vainas 2,42 +0,08 0,23 +0,00 133,33 +4,41
Semillas 2,13+0,33 - 22,37 £0,71
Hojas 7,67 +0,03 1,74 £0,11 68,83 + 4,08
Tallos 3,42 + 0,08 0,48 + 0,01 89,82 + 3,12
22 Flores 3,39 +0,01 0,43 + 0,02 122,19 + 5,03
Vainas 3,15+ 0,06 0,28 + 0,00 98,82 + 2,68
Semillas 1,99 +£0,13 - 17,12 £ 0,95
Hojas 8,64 + 0,20 2,30 + 0,05 343,34 + 5,35
Tallos 5,49 + 0,05 0,41 +0,00 251,20 + 7,47
23 Flores 3,93+0,10 0,70 +0,01 185,78 + 6,30
Vainas 2,30 + 0,04 0,21 + 0,00 256,79 + 2,28
Semillas 1,90 £0,11 - 14,33 £ 0,14
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Hojas 2,04 £0,20 0,42 +0,03 1,89 £+ 0,06
Tallos 0,92 + 0,02 0,07 £ 0,01 52,83 + 3,59
24 Flores 2,58 + 0,06 0,27 £ 0,01 80,83 +2,84
Vainas 0,80 + 0,03 0,08 +0,01 135,16 + 3,38
Semillas 1,74 £ 0,05 - 15,28 + 0,83
Hojas 2,50+ 0,11 0,65 + 0,03 44,03 + 1,37
Tallos 1,55 +0,12 0,09 +0,01 95,68 + 5,65
25 Flores 2,67 0,17 0,31+0,01 141,59 + 7,60
Vainas 1,43 +£0,01 0,11 +0,01 206,39 + 2,83
Semillas 1,85+ 0,09 - 13,36 £1,28
Hojas 2,78 £ 0,06 0,73+0,01 44,08 + 2,90
Tallos 4,65 + 0,04 0,12 + 0,02 86,00 + 2,79
26 Flores 2,33+0,05 0,34 +0,01 144,33 £ 5,77
Vainas 1,74 £0,18 0,13+0,01 149,95 + 2,59
Semillas 3,24 + 0,08 - 28,10 + 0,86
Hojas 2,89+0,18 0,75+ 0,04 33,04 £1,81
Tallos 2,16 + 0,09 0,11 +0,00 88,33 + 4,00
2! Flores 4,43 + 0,15 0,38 + 0,02 73,29 £ 2,58
Vainas 2,42 +0,19 0,14 +0,01 88,95 + 2,30
Hojas 2,61 +0,04 0,67 +0,04 52,81 +£2,82
28 Tallos 1,87 £ 0,08 0,16 + 0,00 157,85+ 4,19
Vainas 2,32 +0,09 0,18 + 0,00 166,30 + 6,21
Hojas 2,34 + 0,07 0,62 + 0,02 29,12 +1,23
Tallos 1,06 £ 0,20 0,09 +0,01 51,67 £ 3,32
2 Flores 3,12 + 0,05 0,29 + 0,02 69,16 + 2,03
Vainas 0,94 + 0,06 0,11 + 0,00 324,01
124,34
Semillas 1,96 £ 0,25 - 17,71 £ 0,24
Hojas 6,32 + 0,08 1,43 £0,07 94,44 + 4,60
. Tallos 1,14 +£ 0,03 0,12 + 0,02 144,35 +5,02
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162,62 +
Flores 2,90 +£0,16 0,39+0,01
10,52
Vainas 1,51 +0,26 0,12 £ 0,00 161,35 + 5,08
Hojas 6,00 £ 0,38 1,15+ 0,03 68,19 + 1,16
Tallos 2,07 £0,22 0,17 £ 0,03 186,20 + 5,40
31 Flores 3,68 +£0,18 0,38 +0,01 90,58 + 2,47
Vainas 0,62 + 0,07 0,07 £ 0,01 12,81 + 0,28
Semillas 1,26 £ 0,11 - 12,88 + 0,89
Hojas 6,58 + 0,05 1,24 +0,04 62,06 + 0,38
32 Tallos 1,63 +0,03 0,15+ 0,03 97,15+ 1,14
Vainas 0,89 + 0,07 0,07 £ 0,00 125,77 + 7,17
Hojas 7,17 £ 0,06 1,74 + 0,06 349,90 + 7,17
172,84 +
Tallos 1,62 +0,01 0,17 £ 0,01
11,68
33 207,26 +
Flores 2,61+0,16 0,26 £ 0,01
13,89
Vainas 3,18 £ 0,04 0,20 £ 0,00 187,97 + 4,70
Semillas 2,38 £ 0,05 - 16,13 + 0,55
Hojas 4,06 +0,36 1,63+0,14 282,23 + 8,66
144,68 +
Tallos 1,02 + 0,05 0,12 £ 0,01
34 12,43
196,07 +
Flores 6,14 + 0,52 0,50 + 0,02
14,17
Hojas 4,81 +0,06 1,34 + 0,07 62,55 + 4,46
Tallos 1,46 + 0,15 0,15+ 0,02 114,71 + 7,78
35 Flores 2,06+ 0,14 0,31 +0,02 152,82 + 2,75
Vainas 1,51 +0,03 0,15+ 0,00 168,41 + 2,53
Semillas 1,00 +£0,10 - 18,20 + 1,13
36 Hojas 5,32+ 0,05 1,82 +0,10 75,82 + 3,56
Tallos 297 +0,17 0,37 +£0,01 125,41 + 4,56
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Flores 4,04 £ 0,20 0,57 0,01 84,40 + 0,68
Vainas 1,17+ 0,05 0,14 £0,00 146,31 £ 3,74
Semillas 2,10+0,10 - 11,80 + 0,86
Hojas 8,65+ 0,24 1,31+ 0,04 223,26 +4,21
Tallos 2,90 £ 0,05 0,27 £0,01 188,38 + 4,09
37 205,16 +
Flores 6,48 £ 0,09 0,65 £+ 0,05
12,28
Vainas 2,73+0,16 0,18 + 0,00 14,08 £ 1,15
Hojas 5,06 + 0,18 1,10 £ 0,09 141,72 £ 1,17
% Tallos 2,81 +£0,03 0,25 +0,02 253,58 + 2,42
Hojas 10,23 £ 0,30 2,11+ 0,04 227,63 + 3,41
Tallos 3,35+0,03 0,35+0,01 201,39 + 7,05
% Flores 3,30+ 0,20 0,52 + 0,04 274,65 £ 5,77
Vainas 2,57 £ 0,02 0,42 +0,01 273,42 £ 4,00

4 Media + intervalo de confianza
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CAPITULO 3: Andlisis por Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia acoplada a espectrometria de masas (CLAE-EM)

Tabla 3.1. Visualizacion de picos en cada extracto de las hojas evaluados. Presencia: ¢ ausencia:
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Tabla 3.2. Visualizacion de picos en cada extracto de los tallos evaluados. Presencia: ¢ ausencia:
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Tabla 3.3. Visualizacion de picos en cada extracto de flores evaluado. Presencia: ¢ ausencia:
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Tabla 3.4. Visualizacion de picos en cada extracto de vainas evaluado. Presencia: ¢/ ausencia: _. P: Pico. E: Extracto.
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Tabla 3.5. Visualizacion de picos en cada extracto de semillas evaluado. Presencia: ¢ ausencia:
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Tiempo ( min)

Figura 3.1. Cromatogramas de CLAE de todos los extractos etanélicos de hojas
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Figura 3.2. Cromatogramas de CLAE de todos los extractos etandlicos de tallos.
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Figura 3.3. Cromatogramas de CLAE de todos los extractos etandlicos de flores.
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Figura 3.4. Cromatogramas de CLAE de todos los extractos etandlicos de vainas
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Figura 3.5. Cromatogramas de CLAE de todos los extractos etandlicos de semillas.
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Figura 3.6.. Perfiles cromatograficos de las diferentes partes del ejemplar 33(L.guascensis). H: Hojas. T: Tallos. F: Flores. V:

Vainas. S: Semillas
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Tiempo (min)

Figura 3.7. Perfiles cromatograficos de las diferentes partes del ejemplar 20 (L.humifusus). H: Hojas. T: Tallos. F: Flores. V:

Vainas.
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Figura 3.8. Perfiles cromatograficos de las diferentes partes del ejemplar 4 (L.mirabilis). H: Hojas. T: Tallos. F: Flores. V: Vainas.

S: Semillas
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CAPITULO 4: Relaciones metabdlicas en especies pertenecientes al género Lupinus a
partir del perfilado cromatogréafico y datos cuantitativos.
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calculated with ward and sorted by size.

Figura 4.1. Anélisis de conglomerados jerarquicos (ACJ) con la caracterizacion quimica
de los extractos etandlicos de tallos de especies de Lupinus (Dendrograma). Verde: Grupo
1. Azul: Grupo 2. Rojo: Grupo 3. Amarillo: Grupo 4.
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Figura 4.2. Anélisis de conglomerados jerarquicos (ACJ) con la caracterizacion quimica
de los extractos etandlicos de flores de especies de Lupinus (Dendrograma). Verde: Grupo
1. Azul: Grupo 2. Rojo: Grupo 3. Amarillo: Grupo 4.
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Calculated with ward and sorted by size.

Figura 4.3. Anélisis de conglomerados jerarquicos (ACJ) con la caracterizacion quimica
de los extractos etandlicos de vainas de especies de Lupinus (Dendrograma). Verde: Grupo
1. Azul: Grupo 2. Rojo: Grupo 3. Amarillo: Grupo 4.
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calculated with ward and sorted by size.

g

Figura 4.4. Anélisis de conglomerados jerarquicos (ACJ) con la caracterizacion quimica
de los extractos etanodlicos de semillas de especies de Lupinus (Dendrograma). Verde:
Grupo 1. Azul: Grupo 2. Rojo: Grupo 3. Amarillo: Grupo 4.
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Figura 4.5. Andlisis de conglomerados jerarquicos (ACJ) con los perfiles
cromatograficos de los extractos etandlicos de hojas de especies de Lupinus
(Dendrograma). Verde: Grupo 1. Azul: Grupo 2. Rojo: Grupo 3
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Figura 4.6. Analisis de conglomerados jerarquicos (ACJ) con los perfiles

cromatograficos de los extractos etandlicos de tallos de especies Lupinus (Dendrograma).

Verde: Grupo 1. Azul: Grupo 2. Rojo: Grupo 3
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Figura 4.7. Andlisis de conglomerados jerarquicos (ACJ) con los perfiles
cromatograficos de los extractos etanolicos de flores de especies de Lupinus
(Dendrograma). Verde: Grupo 1. Azul: Grupo 2. Rojo: Grupo 3
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Figura 4.8. Analisis de conglomerados jerarquicos (ACJ) con los perfiles
cromatograficos de los extractos etandlicos de vainas de especies de Lupinus (Dendrograma
Verde: Grupo 1. Azul: Grupo 2. Rojo: Grupo 3
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Figura 4.9. Analisis de conglomerados jerarquicos (ACJ) con los perfiles
cromatograficos de los extractos etandlicos de semillas de especies de Lupinus
(Dendrograma). Verde: Grupo 1. Azul: Grupo 2. Rojo: Grupo 3
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Figura 4.10. Regresion de minimos cuadrados parciales ortogonales para extractos
etanolicos especies de Lupinus, supervisado por FL.
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Figura 4.11. Regresion de minimos cuadrados parciales ortogonales para extractos
etanolicos especies de Lupinus, supervisado por CCRL.
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Figura 4.12. Regresion de minimos cuadrados parciales ortogonales para extractos
etanolicos de hojas de especies de Lupinus, supervisado por CFT.
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Figura 4.13. Regresion de minimos cuadrados parciales ortogonales para extractos
etanolicos de hojas de especies de Lupinus, supervisado por  FL.
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Figura 4.14. Regresion de minimos cuadrados parciales ortogonales para extractos
etanolicos de hojas de especies de Lupinus, supervisado por CCRL.
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Figura 4.15. Regresion de minimos cuadrados parciales ortogonales para extractos
etandlicos de tallos de especies de Lupinus, supervisado por FL.
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Figura 4.16. Regresion de minimos cuadrados parciales ortogonales
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Figura 4.17. Regresion de minimos cuadrados parciales ortogonales para extractos
etanolicos de flores de especies de Lupinus, supervisado por CFT
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Figura 4.18. Regresion de minimos cuadrados parciales ortogonales para extractos
etanolicos de flores de especies de Lupinus, supervisado por FL.
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Figura 4.19. Regresion de minimos cuadrados parciales ortogonales para extractos

etanolicos de flores de especies de Lupinus, supervisado por CCRL.
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Figura 4.20. Regresion de
etanolicos de vainas de especies de Lupinus, supervisado por CFT.
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Figura 4.21. Regresion de minimos cuadrados parciales ortogonales para extractos
etandlicos de vainas de especies de Lupinus, supervisado por FL.
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Figura 4.22. Regresion de minimos cuadrados parciales ortogonales para extractos
etanolicos de semillas de especies de Lupinus, supervisado por CFT.
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Figura 4.23. Regresion de minimos cuadrados parciales ortogonales para extractos
etandlicos de semillas de especies de Lupinus, supervisado por CCRL.
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