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ESTUDIO DE LA COMPOSICION FENOLICA DE PLANTAS MEDIANTE CROMATOGRAFIA

LIQUIDA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASAS

1.- RESUMEN / ABSTRACT

En este trabajo se han estudiado e identificado por vez primera los compuestos
fendlicos mayoritarios de la planta Quercus Coccifera, utilizando para ello la
técnica Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion acoplada a
Espectrometria de Masas. Entre los polifenoles identificados cabe destacar la
Quercetina, compuesto que actualmente tiene mdltiples aplicaciones
comerciales debido a su gran actividad antioxidante y a sus mdltiples
propiedades beneficiosas para la salud. Se han identificado también algunos
taninos hidrolizables como Digaloil Glucosa, Trigaloil Glucosa y Glucogalina,
metabolitos que desde antiguo se han aislado de plantas medicinales debido a
sus actividades biolégicas y farmacoldgicas, entre las que cabe citar efectos

antisecretores y antiulcerogénicos.

La informacién obtenida acerca de la composicion del extracto fendlico de la
planta Quercus Coccifera puede ser de gran utilidad a fin de llevar a cabo
posteriores estudios acerca de la posibilidad de su uso para aplicaciones

medicinales o elaboracién de farmacos.

In this work the main phenolic compounds of the Quercus Coccifera plant have
been studied and identified for the first time, making use of High Performan
Liquid Chromatography coupled to Mass Spectrometry. Among the identified
polyphenols, Quercetin is a compound that currently has multiple commercial
applications due to its high antioxidant activity and its many beneficial properties
for health. Some hydrolysable tannins such as Digaloyl Glucose, Trigaloyl
Glucose and Glucogaline have also been identified, metabolites that have been
isolated from medicinal plants since ancient times due to their biological and

pharmacological activities, including anti-secretory and antiulcerogenic effects.

The information obtained about the composition of the phenolic extract of the
Quercus Coccifera plant can be very useful in order to carry out further studies
about the possibility of its use for medicinal applications or drug manufacture.
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ESTUDIO DE LA COMPOSICION FENOLICA DE PLANTAS MEDIANTE CROMATOGRAFIA

LI’QUIDA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASAS
2.- INTRODUCCION

2.1.- Compuestos fendlicos de las plantas

Durante siglos, las plantas y los compuestos vegetales han sido parte
importante de la vida humana, ya que se utilizaban como medicamentos y

agentes terapéuticos.

Por este motivo, a partir del afio 2000, se han vuelto muy populares como
valiosas fuentes de productos naturales debido a que los productos sintéticos
son muy caros Y tienen algun efecto secundario en contra de la salud humana.
Por ejemplo, los principales metabolitos secundarios de las plantas, que son los
acidos fenolicos y los flavonoides tienen importantes propiedades biolégicas
tales como actividad antioxidante, antimicrobiana, anticancerigena y anti
mutageno y en comparacion con los sintéticos, no tienen efectos negativos

sobre la salud humana.

A raiz de estas importantes aplicaciones, muchos cientificos han encaminado
sus investigaciones en esta direccion para intentar caracterizar y comprobar los

efectos bioldgicos de las plantas y sus metabolitos secundarios.

Actualmente, las plantas silvestres que no han sido foco del estudio de las
lineas de investigacibn en el campo medicinal, son consideradas una
prometedora fuente de agentes bioldgicos activos para farmacos y para los
programas de desarrollo de nuevos alimentos funcionales (Llorent-Martinez et
al., 2016).

Focalizando ya mas lo que son propiamente los compuestos fendlicos,
llamados de forma comun polifenoles, hay que destacar que estos son el grupo
mas extenso de sustancias no energéticas presentes en los alimentos de

origen vegetal.

Los polifenoles son una clase de metabolitos secundarios, sintetizados por las
plantas durante su desarrollo y también cuando son sometidas a situaciones de
estrés para acelerar este proceso de desarrollo. Los diferentes grupos de
polifenoles como por ejemplo los &cidos fendlicos y los flavonoides presentan

una importante actividad antioxidante, por lo tanto tienen numerosos efectos
______________________________________________________________________________________________________|
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que son beneficiosos para la salud como son, actividad antinflamatoria,
antialérgica, antienvejecimiento y anticancerigena. A raiz de los numerosos
beneficios que tienen para la salud se utilizan como un tipo de medicina

preventiva (Spinola et al., 2014).

En cuanto a la estructura de este tipo de compuestos, viene caracterizada por
la presencia de uno o varios anillos fendlicos. Ademas este tipo de moléculas

presentan las siguientes caracteristicas estructurales (Isaza, 2007):

e Solubilidad en agua.
e Masa molecular entre 500 y 3000-5000.
e Estructura y caracter polifendlico (12-16 grupos fendlicos y 5-7 anillos

aromaticos por cada 1000 unidades de masa molecular relativa.

En las dltimas décadas se ha producido un aumento en el interés de este tipo
de compuestos debido a las numerosas evidencias cientificas de los beneficios

gue produce la ingesta de alimentos vegetales ricos en polifenoles.
2.1.1.- Clasificacion

Los principales grupos de polifenoles son: acidos fendlicos (derivados del acido
hidroxibenzoico o del acido hidroxicinamico), estilbenos, lignanos, alcoholes
fendlicos y flavonoides (Quifiones et al., 2012). Simplificando esta clasificacion
se puede decir que existen dos grupos generales de compuestos: los no

flavonoides y los flavonoides.

¢ No flavonoides: comprenden, mayormente, alcoholes mono-fendlicos (gj.
hidroxitirosol), acidos fendlicos simples y estilbenos (gj. resveratrol). Los
acidos fendlicos simples constituyen la mayor parte de los polifenoles

no-flavonoides.
@) O

OH OH

Figura 1.- Estructura acido benzoico Figura 2.-Estructura acido cindmico
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(Fuente: es.wikipedia.org) (Fuente: es.wikipedia.org)

o Acidos fenodlicos: este término designa a los fenoles que poseen
un acido carboxilico como grupo funcional (Stalikas, 2007). Hay
dos tipos:

= Acido benzoico (Fig.1)(ej. protocatécuico, galico, vanilico,
p-hidroxi-benzoico)

= Acido cinamico (Fig.2)(ej. clorogénico, caféico, ferulico, p-
CuUmarico)

o Estilbenos: resveratrol. El resveratrol es el polifenol mas
importante en el grupo de los estilbenos, es un tipo
de fenol natural y una fitoalexina que se produce de manera
natural en varias plantas como respuesta a una lesion o cuando
éstas se encuentran bajo el atague de patdégenos, tales como
bacterias u hongos (Fremont, 2000).

Tiene accién antioxidante y antiinflamatoria. Ademas, se ha
demostrado su actividad anticancerigena, su eficacia en la
prevencion de enfermedades cardiovasculares, asi como sus
efectos en diferentes patologias y procesos relacionados con el
envejecimiento (Rege et al., 2014).

Actualmente, se estudian sus efectos sobre la respuesta
inmunitaria, diversos tipos de cancer, envejecimiento Yy
enfermedades neurodegenerativas. Parece que incluso podria
proteger frente al dafio cerebral y medular asociado a isquemia y
a lesiones trauméticas (L6pez-Miranda et al., 2012).

e Flavonoides: Dentro de los polifenoles, el grupo mas importante son los
flavonoides. Se trata de un grupo de moléculas biolégicamente activas
cuyo nombre deriva del latin “flavus”, cuyo significado es “amarillo”,
constituyen la subclase de polifenoles mas abundante dentro del reino
vegetal. El cientifico hungaro Albert Szent-Gyoérgyi, premio Nobel de
Fisiologia y Medicina en 1937, los descubrio en el siglo pasado cuando
aislé de la cascara de limoén una sustancia, la citrina, y demostré que su
consumo regulaba la permeabilidad de los capilares (Quifiones et al.,

2012).
|
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Constituyen uno de los mayores grupos de metabolitos secundarios y
juegan un papel importante en las plantas como defensa y sefalizacion
en la reproduccion. Ademas los flavonoides actian como respuesta al
estrés, a la infeccion por microorganismos o al ataque herbivoro entre
otros (De Rijke et al., 2006).

Estructuralmente los flavonoides son un grupo de compuestos que estan
relacionados con un esqueleto de tipo cromona con un sustituyente
fenilo en la posicion C2 o C3, su estructura base es C6-C3-C6
representada en la Fig.3. Posteriormente puede sufrir muchas
modificaciones y adiciones de grupos funcionales. Los flavonoides a
menudo son hidroxilados en las posiciones 3, 5, 7, 3'y/o 5. Con
frecuencia uno o mas de estos grupos se encuentran metilados,
acetilados, prenilados o sulfonados (De Rijke et al., 2006).

Los flavonoides comunmente se presentan como glucoésidos flavonoides,
esto ocurre cuando uno o mas grupos hidroxilo de la aglicona, nombre
gue se utiliza para denominar a un flavonoide cuando no tienen ligadas
otras moléculas, se unen con un azucar mediante un enlace O-
glucosidico. El principal fin de esta glucosilacién es hacer al flavonoide
menos reactivo y mas soluble en agua. Esto lo realizan las plantas como
un mecanismo de defensa ya que al ser menos reactivos, los
flavonoides son almacenados en las vacuolas y previenen a la planta de
dafios citoplasmaticos.

La glucosilacion también puede tener lugar por enlace directo del azucar
con el nacleo del flavonoide, a través de un enlace C-C (Cuyckens et al.,
2004). El nimero de azucares que puede presentar un flavonoide como

sustituyentes va desde uno hasta cuatro (Stobiecki, 2000).
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Figura 3.- Estructura de los flavonoides (Fuente: Stalikas, 2007).
En funcion de las caracteristicas estructurales los flavonoides se pueden
clasificar en (Martinez-Flores et al., 2002):
o Flavanos, como la catequina, con un grupo —OH en la posicién 3
del anillo C.
o Flavonoles, representados por la quercetina, que posee un grupo
carbonilo en la posicion 4 y un grupo —OH en la posicion 3 del
anillo C.
o Flavonas, como la diosmetina, que poseen un grupo carbonilo en
la posicion 4 del anillo y carecen del grupo hidroxilo en la posicién
3.
o Antocianidinas, que tienen unido el grupo —OH en la posicion 3
pero ademas poseen un doble enlace entre los carbonos 3y 4 del

anillo C.

La estructura de los diferentes tipos de flavonoides es la mostrada a

continuacion en la Fig.4:

Flavone Flavonol Isoflavone
R2
R3
Rf o! O OH O i /l O

@)

O O O O

OH © ; Z OH

Flavanone Chalcone Anthocyanidin Catechin

Flavanonol
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Figura 4.- Estructura de los diferentes tipos de flavonoides (Fuente: De Rijke et
al., 2006).

Como podemos observar la variedad estructural de los flavonoides es muy
amplia, tanto es asi que actualmente ya hay mas de 4000 flavonoides
conocidos que estan comprendidos en 12 subclases. Ahora mismo hay mas de
3000 flavonas y méas de 700 isoflavonas conocidas en plantas asi como en

torno a los 6500 flavonoides identificados en éstas (De Rijke et al., 2006).
2.1.2.- Funciones de los acidos fendlicos y los flavonoides en las plantas.

Los &acidos fendlicos insolubles se distribuyen en las paredes celulares,
mientras que los que son solubles se encuentran en las vacuolas de las
plantas. Muchos de estos acidos, como los derivados del acido cinamico y
benzoico se encuentran presentes en todas las plantas y en todos los
alimentos de origen vegetal. Sin embargo, Unicamente una minoria de los
acidos fendlicos se encuentran en forma de acido libre, la mayor fraccion estan
unidos mediante enlaces de tipo éster, éter o acetales a moléculas de celulosa,

proteinas, lignanos, flavonoides, glucosa, terpenos, etc.

Esta diversidad es uno de los factores que contribuyen a la complejidad del

analisis de los acidos fendlicos.

Con respecto al papel de los acidos fendlicos en las plantas, en la actualidad se
la han atribuido diversas funciones como son: la absorcién de nutrientes,
sintesis de proteinas, actividad enzimatica, fotosintesis y funciones

estructurales y de alelopatia.

Dentro del reino vegetal, los flavonoides son los pigmentos mas comunes junto
con la clorofila y los carotenoides. Generalmente en las plantas se encuentran
como derivados glicosilados y sus funciones son muy diversas. Debido a sus
llamativos colores, flavonas, flavonoles y antocianidinas pueden actuar como
sefiales visuales para los insectos polinizadores. Debido a su astringencia, las
catequinas y otros flavonoides pueden actuar como sistema de defensa contra
los ataques de insectos perjudiciales a la planta. Ademas los flavonoides
actuan como catalizadores durante la fase luminosa de la fotosintesis y como

]
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sistemas de transporte de electrones, por ultimo gracias a su propiedad para
absorber rayos UV, protegen a la planta de la radiacion UV del sol y de las

especies de oxigeno reactivas (Stalikas, 2007).
2.1.3.- Beneficios de los flavonoides en la salud humana.

La mejor propiedad para el cuerpo humano que poseen casi todos los
flavonoides es su capacidad para actuar como antioxidantes. Los flavonoides
pueden interferir con al menos tres sistemas de produccion de radicales libres.
Gracias a su menor potencial redox son capaces de reducir la alta oxidacién
libre mediante la formacién de radicales de flavonoides que son menos
reactivos. Un ejemplo de esto es la peroxidacion de lipidos que es una de las
acciones mas dafinas que provocan los radicales libres ya que ocasiones

dafios en la membrana y por uUltima instancia, provocan la muerte celular.

Los flavonoides son usados para la prevencion de cancer, demencia,
aterosclerosis y enfermedades del corazon. También interactian con diversos
sistemas enzimaticos, como por ejemplo en la inhibicion de las enzimas
ciclooxigenasa y lipoxigenasa. Muchas otras actividades biol6gicas que son
atribuidas a los flavonoides son: antivirales, antimicrobianas, antihepatotéxico,
antiosteoporotico, antialérgico, antiespasmodico y actividad anti ulcerosa
(Cuyckens et al., 2004).

2.1.4.- Biodisponibilidad de los polifenoles

La definicion de biodisponibilidad mas comunmente aceptada hace referencia a
“la proporcion de nutrientes que se digieren, se absorben y se metabolizan a
través de las rutas metabdlicas habituales de asimilacion”. Es importante
conocer la cantidad total de polifenoles que estad presente en un alimento o
ingrediente alimentario, pero, teniendo en cuenta la definicibn anterior de
biodisponibilidad, es mas importante conocer la cantidad de polifenoles que es
biodisponible, dentro del contenido total de un alimento. El concepto de
biodisponibilidad cobra una gran importancia, dado que los polifenoles mas
abundantes no siempre son los mas activos en el organismo, ya sea porque
tienen una menor actividad intrinseca, su absorcién en el intestino es baja, son

altamente metabolizados o se excretan rapidamente.
I —
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La mayoria de los polifenoles estan presentes en los alimentos como ésteres,
glucosidos o polimeros, formas que no se pueden absorber. En realidad en los
alimentos, practicamente todos los polifenoles presentan formas glucosiladas.
El destino de los glucésidos en el estbmago aun no esta claro. La mayoria
resisten probablemente la hidrélisis 4cida del estbmago y llegan intactos al
intestino. Estas sustancias deben hidrolizarse por enzimas intestinales o deben

ser degradadas por la micro flora del colon antes de poder asimilarse.

Durante el proceso de adsorcién los polifenoles sufren diversas modificaciones,
como son procesos de metilacion, sulfatacion y/o glucoronidacion en el higado.
Como consecuencia de estos procesos, las formas que se encuentran en el
plasma y en los tejidos son muy diferentes de las que estan presentes en los

alimentos.

Para estudiar indirectamente la biodisponibilidad de los polifenoles se puede
evaluar la capacidad antioxidante del plasma tras el consumo de alimentos
ricos en estos compuestos. Para ello se puede medir la concentracion del
compuesto en el plasma y en la orina tras la ingestibn de alimentos con
cantidades conocidas, de los polifenoles que se quieran analizar (Quifiones et
al., 2012).

2.1.5.- Capacidad antioxidante: métodos de determinacion.

Los antioxidantes son sustancias con capacidad para oponerse a la accion del
oxigeno y de ciertas especies oxidantes, independientemente de su
mecanismo. La importancia de estos compuestos es que son moléculas
capaces de retardar o prevenir la oxidacién de otras moléculas. La oxidacion es
un reaccion quimica de transferencia de electrones de una sustancia a un
agente oxidante. Las reacciones de oxidacion pueden producir radicales libres
que comienzan reacciones en cadena que dafian las células, los antioxidantes
terminan estas reacciones quitando intermediarios del radical libre e inhibiendo
otras reacciones de oxidacién oxidandose ellos mismos, debido a esto, a

menudo, los antioxidantes son agentes reductores (Justo et al., 2002).

Las acciones nocivas de los radicales libres sobre el organismo han acelerado

la busqueda de moléculas con propiedades antioxidantes como agentes
I —
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terapéuticos. Unido ademas a la creciente preocupacion por los efectos tdxicos
producidos por los antioxidantes sintéticos utilizados en la conservacion de
alimentos, refuerza la urgencia de buscar sustancias antioxidantes menos
toxicas y de amplia utilidad en la industria alimentaria, cosmética y
farmacéutica. Debido a esto se ha desarrollado el uso de plantas como una
potencial fuente de obtencidn de metabolitos antioxidantes, debido a que,
sintetizan y acumulan en sus organos gran variedad de estos metabolitos como
respuesta a estimulos o condiciones ambientales, estos cuentan con la
capacidad de captar radicales libres tales como compuestos fendlicos,
carotenoides, vitaminas y compuestos nitrogenados. Dentro de estas
sustancias consideradas antioxidantes se encuentran las vitaminas (aminas
indispensables para la vida, tales como la vitamina A, C y E), los flavonoides
(quercetina, catequina), antocianinas, carotenoides o acidos fendlicos (acido
caféico y acido clorogénico) (Pareja et al., 2010).

Los polifenoles en particular, son compuestos donadores de hidrégeno, en
especial los flavonoides. Su potencial antioxidante depende del nimero y de la
posicion de los grupos hidroxilos y su conjugacién, asi como la presencia de

electrones donadores en el anillo estructural.

La actividad antioxidante no puede ser medida directamente, pero puede
determinarse por los efectos del compuesto antioxidante en un proceso de
oxidacion controlado. La gran mayoria de los ensayos para determinar la
capacidad antioxidante pueden ser divididos en dos categorias: (1) Ensayos
basados en la reaccion por trasferencia de atomos de hidrégeno (HAT) y
(2) Ensayos basados en la reaccion por transferencia de electrones (ET). Entre
los ensayos de captacion de radicales libres estd el método DPPH (2,2-difenil-
1-picril-hidrazilo), este método se encuentra dentro de la segunda categoria,
ensayos basados en la reaccion por trasferencia de electrones, es el mas
rapido, es simple y de menor costo en comparacion con otros modelos. Por
otro lado el ensayo de decoloracion ABTS (&cido 2-2° azino-bis (3-
etilbenzotiazolin)-6-sulfénico) se puede aplicar a antioxidantes hidrofilicos y

lipofilicos. Estos dos métodos son los mas utilizados (Tovar, 2013).

]
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Determinacion de la actividad antioxidante por el método DPPH (2,2-

difenil-1-picril-hidrazilo)

El fundamento del método desarrollado por Brand-William, DPPH (2,2-difenil-1-
picril-hidrazilo), consiste en que este radical tiene un electron desapareado y es
de color morado, decolorandose hacia amarillo pélido por la reaccion de
reduccion que tiene lugar con la presencia de un compuesto antioxidante,
Fig.5, posteriormente se mide la absorbancia espectrofotométricamente a
517nm. Por diferencia de absorbancia se determina el porcentaje de captacion
de radical libre DPPH a una determinada concentracion (mg/L) (Brand-William
et al., 1995).

NO, NO,
O:N N—N + AAH ——= O.N N—N + A

1,1-difenil-1-picril-hidrazilo 1,1-difenil-1-picril-hidrazilo
(Radical libre) (No radical)
Morado Amarillo

Figura 5.- Estructura del DPPH antes y después de la reaccién con el
antioxidante (Fuente: Tovar, 2013)

Determinacion de la actividad antioxidante mediante el ensayo ABTS

La generacion del radical ABTS** constituye la base de uno de los métodos
espectrofotométricos que han sido aplicados para medir la actividad
antioxidante total de soluciones o sustancias puras y mezclas acuosas. El
ensayo original de ABTS*" estaba basado en la activacion de la
metilmioglobina con perdoxido de hidrogeno en presencia de ABTS para
producir un radical catiébn, en presencia o ausencia de antioxidantes, Fig.6.
Este fue criticado debido a que la reaccién rapida de los antioxidantes,
contribuye a la reduccion del radical ferrilmioglobina. Un formato mas apropiado
para el ensayo consiste en la técnica de decoloracion, en la cual el radical es

]
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generado directamente en una forma estable antes de la reaccion con los
antioxidantes (Re et al., 1999).

- S S0, + Antioxidantes
0.8 s .n# T -
>=H+ N Kz805

o US‘}: N;"'-:(:‘ I;,s o,

Figura 6.- Estructura del ABTS antes y después de la reaccion con el

antioxidante (Fuente: Tovar, 2013).
2.1.6.-Determinacion del contenido total en polifenoles.
Método de Folin-Ciocalteau

El ensayo Folin-Ciocalteu se utiliza como medida del contenido en compuestos
fendlicos totales en productos vegetales. Se basa en que los compuestos
fendlicos reaccionan con el reactivo de Folin-Ciocalteu, a pH basico, dando
lugar a una coloracion azul susceptible de ser determinada
espectrofotométricamente a 765 nm. Este reactivo contiene una mezcla de
wolframato sodico y molibdato sodico en acido fosférico y reacciona con los

compuestos fenolicos presentes en la muestra.

El mecanismo de reaccion es una reaccion redox, por lo que ademas puede
considerarse también, como un método de medida de la actividad antioxidante
total. Este ensayo de analisis de los polifenoles totales, se utiliza con frecuencia

]
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en el estudio de las propiedades antioxidantes de alimentos vegetales (Garcia
et al., 2015).

A pesar de lo interesante de este método, en este trabajo no se ha llevado a
cabo puesto que es mas importante intentar identificar todos y cada uno de los
polifenoles que hay presentes en la planta por separado y no todos juntos, que

es lo que se consigue con este método.

2.2.-Quercus Coccifera

Quercus Coccifera, cuyo nombre comun es coscoja, es una especie de
arbusto, aunque a veces puede llegar a ser un arbol de hasta 6 metros de
altura, perteneciente a la familia de las fagaceas originaria de la region del
Mediterrdneo. Es un roble del género Quercus, de hoja perenne y verde todo
el afio, arbusto de no mas de 2 m de altura, aunque a veces se puede convertir
en un arbolillo de hasta 4 o 6 m; suele ramificarse abundantemente desde la
base, de forma que las ramas, de corteza lisa y cenicienta, se entrelazan a
menudo haciéndola impenetrable. Tiene hojas sencillas, alternas,
membranosas que caen rapidamente, rigidas, lampifias por las dos caras, con
el margen ondulado y armado de dientes espinosos en mayor 0 menor numero;
tienen color verde intenso, forma aovada o alargada y superficie brillante y
lustrosa (Natividade, 1937)

Las flores masculinas son muy pequefias, poco aparentes, con una envuelta
acopada dividida en 4, 5, 0 6 gajos y un numero variable de estambres (4 a 10);
se agrupan en espigas cortas, de color amarillento, delgadas, que cuelgan en
grupos. Las femeninas nacen en la misma planta, solitarias o agrupadas por
dos o tres. Elfruto es una bellota, de una sola semilla, separable en dos

mitades (cotiledones) longitudinalmente.
2.2.1.-Floracién

Florece por abril o mayo, madurando las bellotas al final del verano o ya en el
otoio (octubre) del afio siguiente. Son de sabor amargo, no se recomienda

comerlas.

2.2.2.-Habitat
]
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Esta especie de roble se desarrolla en las laderas secas y soleadas. Prolifera
sobre terrenos calcareos, pedregosos y suelos pobres. Es indiferente a la
naturaleza quimica del suelo y amante de los climas célidos, por lo que soporta
bien las sequias estivales. En las zonas a partir de los 1000 m de altitud esta

especie no es muy comun.

Quercus Coccifera es un roble muy resistente de clima seco y semiarido que es
capaz de soportar el clima mediterraneo continental con temperaturas extremas
y escasas precipitaciones, sustituye a la encina en las zonas mas secas, donde

le aventaja en resistencia hidrica.

Soporta bien los veranos calurosos y los inviernos frios del clima mediterraneo
continental. Durante la estacién estival las temperaturas superan los 35 °C,
alcanzandose esporadicamente mas de 40 °C. Sin embargo, en invierno es
frecuente que las temperaturas bajen de los 0 °C, produciéndose la humedad
por nieblas de condensacién, numerosas heladas en las noches despejadas de
nubes y nevadas esporadicas. También crece junto al mar en acantilados y
zonas ventosas donde otras especies de Quercus 0 pino no pueden

desarrollarse por la dureza de las condiciones meteoroldgicas.
2.2.3.-Reproduccién

Se reproduce facilmente por semilla (bellota) en noviembre y diciembre, y las
bellotas pueden germinar incluso antes de caer del arbol, aunque también se
multiplica por brotes de raiz y de cepa. Se cria bien en todo tipo de suelos en

forma de arbusto: carrasco o chaparro.

El chaparro es propio de regiones con una apariencia desértica y sin ningan
ndcleo habitado debido a que los cultivos no son rentables econémicamente, el
clima se va haciendo progresivamente mas continental y por tanto mas seco y
extremo en sus temperaturas. Se acompafia, entonces, de coniferas enanas de
crecimiento lento como el enebro o la sabina. Es la ultima especie de quercinea

en desaparecer por falta de precipitaciones.

Son muy importantes ecologicamente las espesuras que forma
(bosques espesos con ejemplares de hasta 5 metros de alto) y la carrasca con
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sus bellotas, aunque de sabor muy amargo, es el unico habitat que brinda en
esas zonas proteccion para la nidificacion de aves, y alimento

para zorros, roedores y jabalies.
2.3.-Cromatografia Liquida de Alta Resolucion

La cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC) es un tipo de
cromatografia en columna utilizada frecuentemente en bioquimica y quimica
analitica. Esta técnica se utiliza para separar los componentes de una mezcla
basandose en diferentes tipos de interacciones quimicas entre las sustancias

analizadas y la columna cromatogréfica.
2.3.1.- Fundamento

En HPLC isocratica el compuesto pasa por la columna cromatografica a través
de lafase estacionaria (normalmente, un cilindro con pequefias particulas
redondeadas con ciertas caracteristicas quimicas en su superficie) mediante el
bombeo de liquido (fase movil) a alta presion a través de la columna. El tipo
isocratico se caracteriza porque la fase mévil es constante, es decir, no varia
con el tiempo a diferencia del otro modo de trabajo con el que se puede
trabajar que es en modo gradiente, donde la fase movil va cambiando su
composicion durante la elucion. La muestra a analizar es introducida en
pequefias cantidades y sus componentes se retrasan diferencialmente
dependiendo de las interacciones quimicas o fisicas con la fase estacionaria a
medida que adelantan por la columna. El grado de retencibn de los
componentes de la muestra depende de la naturaleza del compuesto, de la
composiciéon de la fase estacionaria y de la fase movil. El tiempo que tarda un
compuesto en ser eluido de la columna se denomina tiempo de retenciény se
considera una propiedad identificativa caracteristica de un compuesto en una
determinada fase mévil y estacionaria. La utilizacion de presion en este tipo de
cromatografias incrementa la velocidad lineal de los compuestos dentro de la
columna y reduce asi su difusion dentro de la columna mejorando la resolucion
de la cromatografia. Los disolventes mas utilizados son el agua, el metanol y
el acetonitrilo. El agua puede contener tampones, sales, 0 compuestos como
el acido trifluoroacético, que ayudan a la separacion de los compuestos.
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Una mejora introducida a la técnica de HPLC descrita es la variacion en la
composicién de la fase movil durante el andlisis, conocida como elucion en
gradiente. Un gradiente normal en una cromatografia de fase reversa puede
empezar a un 5% de acetonitrilo y progresar de forma lineal hasta un 50% en
25 minutos. El gradiente utilizado varia en funcion de la hidrofobicidad del
compuesto. El gradiente separa los componentes de la muestra como una
funcién de la afinidad del compuesto por la fase maovil utilizada respecto a la
afinidad por la fase estacionaria. En el ejemplo, utilizando un gradiente
agua/acetonitrilo los compuestos mas hidrofilicos van a eluir a mayor
concentracion de agua, mientras que los compuestos mas hidrofébicos eluiran
a concentraciones elevadas de acetonitrilo. A menudo, hace falta realizar una
serie de pruebas previas con tal de optimizar el gradiente de forma que permita

una buena separacion de los compuestos.

2.3.2.- Clasificacion en funciébn de la naturaleza de las fases movil y

estacionaria.

Dentro de la técnica hay diferentes tipos de cromatografias en funcion de las

fases que utilizan, algunas de los principales tipos son los siguientes:

e Cromatografia de fase normal: Fue la primera forma de trabajo utilizada
en esta técnica, se caracteriza por separar los compuestos sobre la base
de su polaridad. Esta técnica utiliza una fase estacionaria polar y una
fase movil apolar, y se utiliza cuando el compuesto de interés es
bastante polar. EI compuesto polar se asocia y es retenido por la fase
estacionaria. La fuerza de adsorcion aumenta a medida que aumenta la
polaridad del compuesto y la interaccién entre el compuesto polar y la
fase estacionaria polar (en comparacion a la fase movil) aumenta el
tiempo de retencién. La utilizacién de disolventes mas polares en la fase
movil disminuye el tiempo de retencion de los compuestos mientras que
los disolventes mas hidrofébicos tienden a aumentar el tiempo de
retencion.

e Cromatografia de fase inversa: En esta forma de trabajo se utiliza una
fase estacionaria apolar y una fase mévil de polaridad moderada. Una

de las fases estacionarias mas comunes de este tipo de cromatografia
I —
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es la silice tratada con RMe2SiCl, donde la R es una cadena alquil tal
como CisHs7 0 CsHai7. El tiempo de retencion es mayor para las
moléculas de naturaleza apolar, mientras que las moléculas de caracter

polar eluyen mas rapidamente.

La cromatografia de fase inversa es tan utilizada que a menudo se lo denomina
HPLC sin ninguna especificacion adicional. La cromatografia de fase inversa se
basa en el principio de las interacciones hidrofébicas que resultan de las
fuerzas de repulsién entre un disolvente relativamente polar, un compuesto

relativamente apolar, y una fase estacionaria apolar.

Las caracteristicas del compuesto de interés juegan un papel muy importante
en la retenciéon. En general, un compuesto con una cadena alquil larga se
asocia con un tiempo de retencion mayor porque aumenta la hidrofobicidad de
la molécula. El tiempo de retencion aumenta con el area de superficie
hidrofébica que suele ser inversamente proporcional al tamafio del compuesto.
Los compuestos ramificados suelen eluir mas rapidamente que sus isémeros

lineales puesto que la superficie total se ve reducida.

Otra variable importante es el pH puesto que puede cambiar la hidrofobicidad
del compuesto. Por este motivo, la mayoria de métodos utilizan

un tampdén como el fosfato de sodio para controlar el valor del pH.
2.4.- Espectrometria de Masas

Los espectros de masas se obtienen convirtiendo los componentes de una
muestra en iones gaseosos, que se mueven a gran velocidad en presencia de
un campo magnético y se separan en funcién de su masa/carga. Un espectro
de masas representa la abundancia relativa de los distintos iones en funcion de
su relacibn masa/carga (m/z). Los espectros de masas nos proporcionan
informacion sobre la estructura de especies moleculares complejas, las
relaciones isotopicas de los atomos de las muestras, y la composicion
cualitativa y cuantitativa de analitos organicos e inorganicos en muestras

complejas.

Las etapas necesarias para la determinacién de masas son las siguientes:

]
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e Generacién de moléculas (y fragmentos moleculares y/o atomos) en
fase gaseosa.

e |onizacion de estos fragmentos.

e Separacion en funcién de su relacion m/z.

e Deteccion de los iones.
El espectrometro de masas tiene tres partes fundamentales, Fig.8:

1. Fuente de ionizacién. Convierte los componentes de la muestra en
iones. Esto puede conseguirse por bombardeo con electrones,
moléculas o fotones. En muchos casos la fuente de ionizacion y el
sistema de entrada estdn combinados en un Unico componente.

2. Analizador de masa. La funcion del analizador de masas es la
separacion de los iones en funcion de su relacion masa/carga (m/z).

3. Detector. El detector convierte el haz de electrones en una sefial
eléctrica que puede ser procesada y almacenada. El detector mas
empleado es el multiplicador de electrones. El haz de iones incide sobre
un catado, arrancando los electrones. Posteriormente una serie de
dinodos colocados a potenciales cada vez mas altos amplifican la

corriente de electrones.

SISTEMA DE VACIO

INTRO I:IUI:CII:INDE SISTEMA DE
- - B8 - B8

Figura 8.- Esquema de un Espectrémetro de masas (Fuente: Alcantara, 2015)
2.4.1.- Modos de ionizacion. lonizacion por Electro Spray

El éxito en el trabajo con MS recae en gran parte en la capacidad de conseguir
gue los compuestos neutros se conviertan en iones moleculares o fragmentos
en estado gaseoso. La ionizacion de los analitos es de vital importancia porque

es la base de la espectrometria de masas, ya que controlar, separar y dirigir

]
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iones cargados resulta eficiente y sencillo mediante la aplicacion de campos

eléctricos y magnéticos.

Durante las ultimas dos décadas, se ha hecho uso de diferentes técnicas para
ionizar en fase liquida, en concreto: ionizacion por Termospray (TSP),
ionizacién quimica a presion atmosférica (APCI), fotoionizacion a presion

atmosférica (APPI) e ionizacion por Electrospray (ESI) (Gilbert, 2010).

En este caso se optd por la utilizacion de ESI, Fig.9, ya que era el mas idéneo
puesto que ioniza facilmente los polifenoles, se puede detectar su peso
molecular y ademas los fragmentos formados nos dan informacion mas que
suficiente para poder identificar los compuestos. Para la identificaciéon de
compuestos se pueden utilizar patrones comerciales, si no se dispone de ellos,
se comparan los espectros de masas obtenidos con datos bibliograficos. La
ionizacion se produce por la aplicacion de un alto voltaje (3 - 6 KV) sobre un
capilar conductor por el que circula un pequefio flujo de fase movil de la HPLC
a presion atmosférica. La elevada diferencia de potencial crea un campo
eléctrico que induce la acumulacion de cargas sobre la superficie del liquido al
final del capilar, rompiéndose en pequefas gotas de solvente cargado. Estas
gotas se dispersan como consecuencia de la introduccion de un flujo de gas
inerte coaxial al flujo de la fase movil, este gas también provoca la evaporacion
o pérdida del resto de solvente en las gotas, ya que circula a altas

temperaturas (Grimalt, 2009).

- Mase
o o st o Spectrometer
e lon
(LC System) " Source
' N= ) Region

s

v 3

ES! Combination Modal

+

+ +*
@ !

+ +
‘s +

+ Y P
PO

@0
LB

00‘

RAMON MARTINEZ EXPOSITO 19



ESTUDIO DE LA COMPOSICION FENOLICA DE PLANTAS MEDIANTE CROMATOGRAFIA

LIQUIDA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASAS

Figura 9.- Descripcion general del sistema de ElectroSpray (ESI) y fuente de

ionizacion (Fuente: Alcantara, 2015).

Originalmente la interfase ESI se consideré como una fuente de ionizacion
dirigida a analisis de proteinas, pues es frecuente la formacién de iones con
mas de una carga. De forma que permite el andlisis de macromoléculas en
instrumentos MS donde su rango de masas no alcanzaria su peso molecular.
De ahi que, posteriormente, fuera aplicada no solo a otros polimeros o
biopolimeros, sino también a moléculas polares de bajo peso molecular
(Gilbert, 2010), (Grimalt, 2009).

Los iones que se forman en ESI pueden ser de carga positiva 0 negativa,

generalmente se presentan como:

e En modo positivo (PI), iones de moléculas protonadas, aductos de
sodio, potasio 0 amonio.
e En modo negativo (NI), iones moleculares desprotonados o aductos de

formiato o acetato.
2.4.2.- Analizadores. Trampa ionica tridimensional

Una vez los iones producidos en fase gaseosa alcanzan el analizador de
masas, considerado como el alma del espectrémetro de masas, el principio
fisico en el que se basa su disefio y forma de dispersar los iones y después
focalizarlos en funcién de la relacion masa/carga (m/z) es el que promueve la

diferencia entre los distintos instrumentos de espectrometria de masas.

En el disefio de los analizadores de MS se distinguen como los mas notorios:
cuadrupolo (Q), trampa de iones tridimensional ((Q) IT), trampa de iones
bidimensional o lineal (LIT), Orbitrap por transformada de Fourier (FT-OT),
resonancia de ion-ciclotron por transformada de Fourier (FT-ICR) y Tiempo de
vuelo (TOF). La capacidad de un analizador se evalua de forma general en
base a las siguientes caracteristicas: rango de masas, resolucion de masa,
eficiencia de iones, exactitud de masa, rango dinamico de linealidad, velocidad
de barrido y sensibilidad. Por otro lado, otros factores que también determinan
la eleccion de un instrumento u otro son su adaptabilidad y coste econémico.
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De todos los analizadores citados anteriormente nos centramos en el utilizado
en el desarrollo experimental del trabajo que se presenta, la trampa ionica
tridimensional (Gilbert, 2010) (Hoffmann et al., 2002).

El analizador de masa tipo trampa de iones tridimensional o cuadrupolar ((Q)
IT) se caracteriza porque tanto la ionizacion, como la separacion y la deteccion
de los iones tiene lugar en el mismo espacio, produciéndose de forma
secuencial en el tiempo. La trampa de iones esta formada por tres electrodos
(Fig.10), dos de ellos hiperbdélicos, y entre estos un electrodo en forma de anillo

toroidal, situado entre ambos electrodos hiperbdlicos.

lon Source
Skimmer lon Trap
Glass Dual

Capillary Octopole
Oe = m—
& Co (e —
e [———\)

Drying Gas Partition

Figura 10.- Esquema trampa iénica (Fuente: Alcantara, 2015)

Una vez que las moléculas de analito alcanzan la trampa, son ionizadas y
fragmentadas. Los iones son retenidos o expulsados de la trampa en funcion
de su relaciéon masal/carga, ya que, para unos voltajes de radiofrecuencia (RF)
y corriente directa (DC) dados, s6lo determinadas relaciones m/z describiran
trayectorias tales que permitan que el ion se encuentre confinado en la trampa.

Una vez que los iones son expulsados de la trampa pasan al detector.

Se aplican, simultaneamente, una corriente continua y un potencial de
radiofrecuencia, de tal forma que los iones generados quedan confinados
dentro del anillo toroidal. Los iones son expulsados de la camara tras la
aplicacion de rampas de radiofrecuencia. Conforme aumenta el voltaje,
aumenta la amplitud de su movimiento oscilatorio hasta ser expulsados.
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Los iones de mayor masa se desestabilizan conforme va aumentando el voltaje
de radiofrecuencia, de tal forma que los iones se detectan de forma secuencial,

obteniendo asi el espectro en funcion del voltaje y la masa.

Este tipo de analizador es muy Util para obtener espectros de masas en modo
Scan en los que se filtran todos los iones comprendidos en un rango m/z
determinado. Este tipo de espectros son muy ricos en iones y muy informativos.
A diferencia de los analizadores de tipo cuadrupolar, en los analizadores de
tipo trampa de iones estos espectros pueden ser obtenidos sin que se

produzca una considerable pérdida de sensibilidad.

Otra caracteristica de estos analizadores es que permiten obtener espectros de
masas de iones productos (MS") lo que tiene mucho interés en la elucidacion
estructural (Rubinson et al., 2000) (Hoffmann et al., 2002).

Modos de trabajo tipicos de los analizadores de masas de trampa iénica:

Los modos de adquisicidon mas usuales que se pueden aplicar son (Rubinson et
al., 2000):

e Barrido de todos los iones (full scan): En este modo de adquisicion
todas las moléculas que se ionizan en la interfase llegan al detector.

e Adquisicion de un ion seleccionado (Single lon Monitoring, SIM):
dirigida a la medida de un solo ion.

e Adquisicion de la reaccion seleccionada (Multiple/Selected
Reaction Monitoring, MRM o SRM): se fragmenta un ion precursor en
presencia de gas inerte aplicando una energia de colision optima. Tras
su destruccion en la trampa, se selecciona un ion especifico (ion
producto) que incida en el detector MS para logar su deteccion.

e Barrido de iones precursor (Precursor lon Scan): primero se realiza
un barrido de todos los iones provenientes de la interfase,
fragmentandose a una energia de colision determinada, luego, se

selecciona uno de todos los fragmentos obtenidos.
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3.4.3.- Detectores

Tras la salida de los iones del analizador, estos se dirigen al detector, que
registra la carga inducida o la corriente producida cuando un ion pasa muy
cerca de su superficie o la golpea. Se distinguen varios tipos : Copa de
Faraday, Multiplicadores de electrones de dinodos separados, multiplicadores
de electrones de dinodo continuo y detectores de microcanales, en este caso
nos centramos en el multiplicador de electrones de dinodo continuo, que es el

gue presenta el equipo de trabajo (Alcantara, 2015).

e Multiplicadores de electrones de dinodo continuo: los iones son
desviados a un colector cuya entrada cénica, de vidrio o berilio, hace de
catodo de conversion. Los electrones liberados son atraidos hacia el
electrodo positivo. Los constantes choques de los electrones con la

pares provocan su multiplicidad.
2.5.- Cromatografia liquida de acoplada a espectrometria de masas

La Cromatografia Liquida de Alta Resolucion acoplada con la Espectrometria
de Masas es una técnica quimica analitica que combina las capacidades de
separacion fisica de la Cromatografia Liquida con las capacidades de analisis
de masas de la Espectrometria de Masas. Esta técnica analitica tiene una
sensibilidad muy alta, lo que lo que resulta Gtil para muchas aplicaciones. Su
aplicacion estd orientada a la separacién, la deteccién y principalmente a la
identificacion de compuestos quimicos en presencia de mas compuestos, es
decir, en mezclas complejas. Por ejemplo, identificacion de productos naturales

a partir de extractos de plantas naturales.

3.- OBJETIVOS

e Caracterizar por vez primera la fraccion fendlica de una planta, en
concreto Quercus Coccifera, perteneciente a una familia con
reconocidas propiedades antioxidantes. Se identificaron vy
caracterizaron los principales compuestos fendlicos de manera

individual.
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e De acuerdo a su composicibn en polifenoles, hacer un estudio
preliminar de la posible aplicacion de sus extractos en el campo de la
industria farmacéutica, cosmética o en la industria alimentaria

(conservantes, antioxidantes, etc.).
4.- MATERIALES Y METODOS
4.1.-Reactivos.

Metanol, PANREAC, 100%

Carbodn activo

Acetonitrilo, PANREAC

Acetona, PANREAC

Acido férmico, PANREAC

Agua ultra pura (18,2 uS) preparada por un sistema Mili-Q Gradient A 10.

4.2.- Aparatos e instrumentos.

Figura 11.-Sistema cromatografico Agillent 1100 — Esquire 6000
(Fuente: Alcéantara, 2015)

El sistema cromatografico esta compuesto de un cromatégrafo de liquidos de
alta resolucion, (Agilent 1100), Fig.11, acoplado a un espectrometro de masas
con trampa iénica como analizador, equipado con un ionizador de electrospray
(ESI), (Esquire 6000 de Bruker Daltonics).
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Para secar la planta utilizamos un liofilizador, concretamente se utilizé el

MODULYOD, Fig.12, que es un condensador de hielo de 5L de capacidad. Las

caracteristicas que presenta este equipo son las siguientes:

- Capacidad maxima de la camara de condensacion: 5L

- Temperatura de trabajo: -50°C

- Rango de temperatura del display: Desde temperatura ambiente
hasta -60°C

- Rango de presion del display: 30ubar hasta 50 mbar

Figura 12.- Liofilizador, MODULYOD
(Fuente:http://www10.ujaen.es/sites/default/files/users/cict/PB0O1-
MODULYOD.jpg).

Para realizar la extraccion de manera correcta, es necesario que tanto la hoja
como el fruto respectivamente, se disuelvan perfectamente cuando se le afiade
el disolvente. Para que esto se desarrolle de forma correcta, se utilizé el bafio
de ultrasonidos, concretamente el modelo Bandelin Sonorex Digital 10P,

Fig.13, de la casa comercial Sigma-Aldrich con una potencia de 35 Hz y 280 W.
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Figura 13.- Bafio de ultrasonidos Bandelin Sonorex Digital 10P (Fuente:
http://www.directindustry.es/prod/bandelin/product-38509-546453.html)

4.3.- Procedimiento experimental.
4.3.1.- Muestreo

A la hora de la realizacion del trabajo se pretendia que la planta elegida fuese
autoctona de la zona de Jaén y ademas que previamente no se hubiera
realizado un estudio en cuanto a la composicién en polifenoles. Primeramente
se hizo una seleccién de las principales plantas autoctonas de la zona,
preferentemente que se encontrasen en Sierra Morena. Una vez que se tuvo el
abanico de las posibles plantas con las que trabajar se hizo una busqueda
acerca de los trabajos previos que se habian realizado sobre la determinacion
de polifenoles en estas plantas. Algunas de las plantas que se barajaron como
posibles candidatas fueron, Quercus ilex (encina), Arbutus unedo (madrofio) y
Quercus suber (alcornoque). Algunas de las plantas candidatas son de la
misma familia que la planta sobre la que se ha realizado el trabajo. El
inconveniente que presentaban estas plantas es que ya estaban estudiadas en
este aspecto, puesto que habia varios trabajos descritos de ellas sobre
determinacién de polifenoles, contenido total de fenoles, propiedades
beneficiosas de estas plantas, etc. Sin embargo en el caso de la Quercus
Coccifera no habia nada descrito, por lo tanto se eligié esta planta para la

realizacion del trabajo.

Las coordenadas concretas del punto donde se recogid la muestra son:
38°08'01.97" N, 3°58'30.03"0. Altitud 549 metros. En la Fig.7 se muestra una

de las plantas en las que se llevé a cabo la toma de muestra.
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Las hojas y el fruto fueron recogidos de plantas diferentes, dentro de cada
planta de distintos lugares de la misma, con el fin de que fuera lo mas

representativo posible.

Las condiciones climatolégicas de la zona se caracterizan por ser una zona
seca, donde las precipitaciones suelen ser escasas durante casi todo el afio y
con temperaturas extremas tanto en invierno como en verano. En verano,
Andujar, es uno de los pueblos con mayores temperaturas, llegando muchos
dias a 40°C y en invierno las temperaturas son bajas; en esta zona de sierra

suelen estar ligeramente por debajo de los 0°C.

Figura 7.- Una de las plantas donde se realiz6 la recoleccion.

La recogida tanto del fruto como de la hoja se produjo a principios del mes de
octubre, recién comenzado el otofio. La recolecta se hizo en esta época puesto
gue es al comienzo del otofio cuando esta planta florece y da sus frutos.
Debido al clima seco de la zona y a la escasez de precipitaciones se decidio
hacer la recoleccion pronto para evitar que el fruto cayera al suelo. Todas las
hojas y las bellotas recolectadas fueron cogidas directamente del arbol. Una
vez que se tuvo las muestras fueron almacenadas en diferentes lugares, el
fruto en el frigorifico y las hojas en un lugar seco y cerrado para evitar que
cogieran humedad. Lo importante para asegurar el buen comportamiento de las
muestras, es que sean tratadas al poco de ser recogidas. Se ha procedido a la
preparacion de la muestra una semana después de su recogida, primero se
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empezo por las hojas mientras que el fruto siguié guardado en el frigorifico. Las
hojas se secaron primero a temperatura ambiente durante una semana, para
tener la certeza de que no contenian humedad, que puede interferir en el

proceso, se liofilizaron.

4.3.2.- Extraccion de la fraccion fendlica
Preparacion de la muestra.

Hoja:

1.- Separacion de las hojas de las ramas: las hojas que estaban en mal estado
o amarillas se descartaron y se utilizaron Unicamente las que tenian buen

aspecto.
2.- Se peso las hojas ya separadas, y habia 39.6 g de estas.

3.- Las hojas se trituraron con un molinillo y se recolectaron en un recipiente

que fue almacenado en el frigorifico a 4°C hasta que se realiz6 la extraccion.
Fruto:

Preparacion del fruto: se molturé con un mortero de ceramica hasta llegar a un
punto de molturacion homogéneo. El fruto fue almacenado en el frigorifico a

4°C hasta la realizacién del proceso de extraccion.
Proceso de extraccion.

Para la extraccion se utilizaron unos 2 g de muestra, tanto del fruto como de la
hoja, y se les afladié 25 mL de metanol al 100%. Ambos matraces se llevaron a
ultrasonidos durante 1 hora, con el equipo trabajando al 100% de rendimiento y
sin calentar; como es inevitable que el agua aumente un poco de temperatura,
se control6 la temperatura para que no se sobrepasen los 40°C. Para ello a los
30 min se le quitd un poco de agua al bafio de ultrasonidos y se rellené con
agua destilada a temperatura ambiente, para disminuir un poco la temperatura
y continuar con el proceso.

Una vez finalizado, se llevd a cabo una filtracion. Para ello se utiliz6 filtros de

pliegues y un embudo cénico, el proceso de filtracidn fue el siguiente:
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1.- Se verti6é el contenido del Erlenmeyer en un bote de plastico, se ech6 a
través del filtro de pliegues con cuidado de que las hojas se queden en el
matraz para no atrancar el filtro, y se trabajé anicamente con la fase liquida en
el bote de plastico, desechando el resto de hojas y de fruto que quedaron en el

matraz.

2.- Se volvié a hacer una segunda filtracion. Al bote se le ech6 un poco de
carboén activo, se agitd e inmediatamente se volvié a filtrar a otro bote de
plastico, el objetivo fue continuar trabajando con la fase liquida pero con menos
color, es importante que no pase nada de carbon activo, es decir, que se quede
todo en el filtro. Después de esta segunda filtracion la fase liquida esta més
decolorada, sigue teniendo un tono verde tenue, pero no el verde intenso del

primer filtrado.
Este proceso se realizd para los 4 matraces.

El siguiente punto del proceso experimental fue intentar eliminar todo el
disolvente que se afiadio, para conservar Unicamente el extracto de la planta,
donde se encuentran los polifenoles. Para ello se trasvasoé la disolucién del
bote de plastico a un matraz de fondo redondo de 100ml, cabe recordar que el
proceso se llevo a cabo por duplicado por lo tanto cada bote de plastico se
trasvasé a un matraz de fondo redondo distinto para seguir realizando el
proceso paralelamente en ambas muestras. Posteriormente, estos matraces se
introdujeron en el rotavapor para eliminar el metanol (disolvente). Como la
disolucién Unicamente contiene metanol y el extracto de planta, la temperatura
del bafio donde se sumerge el matraz no debe ser muy elevada, se seleccioné
una temperatura de 30°C. No conviene alcanzar mayores temperaturas puesto
que podria ser que se evaporasen los compuestos que se tenian que analizar.
El tiempo que cada matraz estuvo en el rotavapor fue de unos 30 minutos.
Pasado este tiempo se observo que en el matraz se tenia el extracto, de color
verde y aspecto gelatinoso, pegado a las paredes y se observd también
pequefias gotas que probablemente fueran restos de disolvente que no se

consiguio evaporar.
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Una vez que se tuvo los matraces después de pasar por el rotavapor, lo que se
hizo es recoger este extracto mediante una espatula y se transfirié a un vial,
como el contenido de extracto obtenido en ambos matraces es bajo, lo que se
hizo fue juntar ambos extractos en un Unico vial, como las muestras se trataron
de la misma manera y de forma paralela no pasa nada porque se juntase su
contenido. Se ha conseguido arrastrar al vial un total de 39.93 mg del extracto
de la hoja y 35.82 mg para el fruto. Esta cantidad fue suficiente para continuar
trabajando, puesto que para inyectar en el cromatografo Unicamente se
utilizaron 5 mg, y nos quedd muestra sin utilizar por si ocurria algin problema y

habia que volver a inyectarlo.

El Gltimo paso fue pesar, en otro vial limpio, 5 mg del extracto y se disolvié en 1
ml de acetronitrilo: agua al 20%. Se homogenizé bien, se filtré y ya se tuvo la
muestra lista para ser inyectada en el equipo. Los filtros utilizados fueron filtros
PTFE de 0.45 mm de membrana. Después de la filtracion, en el equipo se
inyectdé Unicamente 10 puL de cada extracto para obtener el cromatograma, el
resto se guardo por si el equipo fallaba o el cromatograma no salia bien, para

poder repetir la inyeccion.
4.3.3.- Método cromatografico

Considerando la naturaleza de la columna que se utilizé en el HPLC y la
diferente naturaleza de los compuestos que fueron separados, como fase maovil
se utilizé acetonitrilo (A) y una mezcla de &cido formico-agua (100:0.1, v/v) (B).
La mejor separacion se obtuvo utilizando el siguiente programa de gradiente:
10% A (0 min), 25% A (10-20 min), 50% A (40 min), 100% A (42—47 min), and
10% A (49 min). La velocidad de flujo de la fase movil fue de 0.4 ml min-. Los
extractos se filtraron a través de un filtro PTFE de 0.45 mm de membrana, y
después del filtrado se inyectaron 10 pL de cada extracto en el cromatdgrafo.

El equipo utilizado es un espectrometro de masas Bruker modelo Esquire 6000
unido a un cromatégrafo de liquidos de alta resolucién (HPLC) Agilent 1100, el
equipo trabajé en modo de iones negativo. El rango de exploracion se fijo en
una relacion m/z de 100 a 1200 con una velocidad de 13000 Da s™. Las
condiciones ESI fueron las siguientes: gas de secado (N2), velocidad de fluido y
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temperatura, 10 mL mint y 365 °C, gas nebulizador (N2), presién, 50psi, la
tensién capilar es de 4500 V y la de salida -117.3 V. La adquisicion de datos se
hizo en modo de masas automatico, con un ancho de aislamiento de 4.0 m/z y
la amplitud de la fragmentacion fue de 0.6 V hasta la cuarta fragmentacion. El
software utilizado para la adquisicién de datos ha sido el Esquire control y para
procesar estos datos el Data Analysis (Spinola et al., 2014).

5.- RESULTADOS Y DISCUSION
5.1.- Optimizacién del proceso de extraccion.

Antes de que diera comienzo el procedimiento experimental, se debe de
optimizar un proceso de extraccion para las muestras. En nuestro caso, el
proceso de extraccion de los polifenoles se llevo a cabo mediante el método de
Spinola con ligeras modificaciones (Spinola et al., 2014). El proceso de
optimizacion se resume a continuacion. La acetona y el metanol han sido los
disolventes de extraccion con los que se ha hecho el ensayo. Lo que se hizo,
brevemente, fue pesar 5 g de hoja en polvo y disolver con 100 mL de
disolvente y se sometieron a un tratamiento con ultrasonidos con unas
condiciones de 35 Hz y 200 V durante 60 minutos a temperatura ambiente.
Después, los extractos se filtraron y se concentraron a sequedad mediante

presién reducida en un evaporador rotatorio (rotavapor) a 40°C.

La eficiencia de extraccion con las diferentes condiciones se determind por
medio del ensayo de contenido total de polifenoles de la planta. Sobre estos
resultados, fueron probadas también la concentracion de disolvente en agua
(%, v/v) y la influencia del tiempo de extraccién (60,30 y 15 min). Por ultimo,
cuando las condiciones cromatograficas mas favorables se encontraron, se
aplicaron a la planta con la que se iba a trabajar y los extractos resultantes se

almacenaron a -4°C hasta su analisis.

Vamos a explicar ahora algunos puntos interesantes del procedimiento
experimental. El primero de ellos es la razén por la que se afiadio carbdon
activo, éste se le afiade a la fase acuosa para decolorarla, es decir, para
quitarle clorofilas. La fase acuosa del primer filtrado presentaba un color muy

verde, esto es porque tiene un alto contenido en clorofilas que podrian
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interferirnos a la hora del andlisis de los polifenoles, por ello fue necesario
afiadir carbon activo que retiene las clorofilas. En principio se podria pensar
que para eliminar mas cantidad de clorofilas y tener la disolucién incolora se
deberia dejar la muestra mas tiempo en contacto con el carbén activo, pero en
este caso se corria el riesgo de que quedaran retenidos ademas de la clorofila
algun polifenol. El objetivo del trabajo es la determinacién de los polifenoles
presentes en la planta, por lo tanto seria conveniente que no quedaran

retenidos.

Otro de los aspectos interesantes de explicar, es por qué después de tener los
matraces 30 min en el rotavapor para eliminar el disolvente, aparecen junto al
extracto gotas de disolvente. Para intentar eliminarlo por completo se podria
probar a volver a llevar el matraz al rotavapor durante mas tiempo y aumentar
un poco la temperatura, pero esto no se hizo debido a que estas pequefias
gotas no van a producir errores graves en el andlisis puesto que se hizo un
andlisis cualitativo y ademas este extracto que se recogio, posteriormente se
volvié a disolver en una mezcla de acetonitrilo-agua, si el analisis realizado
hubiera sido cuantitativo si deberiamos habernos asegurarnos que no

guedaban restos de disolvente.
5.2.- Procedimiento para la identificacion de compuestos

El programa que se ha utilizado para el tratamiento y la identificacion de datos
ha sido el Bruker Daltonics Data Analysis. Se han analizado dos tipos de
cromatogramas, el de las hojas y el de los frutos. En el cromatograma se
observa gue hay cientos de picos de diferentes intensidades, en este caso solo
nos van a interesar los de mayor intensidad, es decir, los mas abundantes. Lo
primero que se hace es en el apartado de opciones del programa, seleccionar
el modo ion negativo, que es con el que se ha trabajado en el espectrometro de
masas, y poner un limite de intensidad minima, con esto se consigue que los
picos de menor intensidad no aparezcan y se pueda observar el cromatograma
con mas claridad. La intensidad minima que se selecciono fue de 500000, de
esta forma los picos que se encuentran por debajo de esta intensidad quedan
sin sefialar en el cromatograma y Unicamente nos quedaron sefializados entre

10 y 15 picos, que es lo que se iba buscando, puesto que estos son los picos
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de mas intensidad y por lo tanto los mas abundantes, que nos permitieron
encontrar los compuestos fendélicos que se encuentren en mayor cantidad tanto
en la hoja como en el fruto de la planta. El andlisis de estos picos consistio en
ver cudles han sido las diferentes fragmentaciones que el equipo realiz6 en
funcién de la relacion m/z. En la imagen que hay a continuacion, Fig.14,
tenemos detallada toda la informacion que obtuvimos del cromatograma, lo que
aparece en primer lugar es el tiempo de retencion, es decir, el tiempo en el que
el cromatégrafo de gases ha detectado esa fragmentaciébn para una
determinada relacion m/z; para esta determinada m/z aparecen también las
sucesivas fragmentaciones, hasta MS4, indicando de qué m/z viene precedida
la fragmentacion y las relaciones m/z de los fragmentos asi como su
intensidad. Se ordend los fragmentos de mayor a menor intensidad y se trabajo
con los de mayor intensidad, cuando hay muchas fragmentaciones para una
determinada relacion m/z se seleccionan las que presentan mayor intensidad,
qgue son las principales y las que nos sirvieron para posteriormente intentar

identificar ese compuesto.
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Figura 14.- Andlisis del cromatograma en Bruker Daltonics Data Analysis.

Cuando ya se ha organizado, para un determinado compuesto, la tabla con los
picos de mayor intensidad y sus respectivas fragmentaciones se procede a
identificarlo. Para ello se ha buscado en bibliografia y articulos referidos a la
identificacion de polifenoles en diferentes plantas o en alimentos. También se

ha utilizado el Google Académico, introduciendo en el buscador las
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fragmentaciones. Un ejemplo de como intentar identificar uno de los picos en

Google Académico seria el siguiente, Fig.15.

GO gle m/z 533 phenolic v “

Académico Aproximadamente 7 750 resultados (0,03 s)
. Sugerencia: Buscar solo resultados en espafiol. Puedes ificar el idioma de ba da en Confi ién de Google
Articulos
Mi biblioteca Improved extraction and identification by ultra performance liquid
chromatography tandem mass spectrometry of phenolic compounds in burdock
leaves
Cualquier momento Z Lou, H Wang. S Zhu, M Zhang, ¥ Gao. C Ma... - ... of Chromatography A, 2010 - Elsevier
Desde 2017 ... 5 Effect of multiple extractions on the yield of phenolics. Values expressed as means + standard

Desde 2016 deviation (n = 3). ... 6a). 3 6. Identification of phenclic compounds. ... [6]. the fragmentation pattems
of peak 9 could be assigned to arctiin. It exhibited an [M~H] - parent ion at miz 533. ...
Desde 2013 Citado por 55 Articules relacionados Las 7 versiones Citar Guardar
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Figura 15.- Busqueda para la identificacion de las fragmentaciones

Se introdujo el pico principal, precedido de la relacibn masa carga (m/z) y
después la palabra phenolic para que el buscador nos relacione con trabajos
de fenoles que es lo que se iba buscando, a partir de ahi se compar6 los
diferentes articulos encontrados en las tablas donde identifican compuestos y
se comprobo si las fragmentaciones coincidian con las del pico que se estaba

intentando identificar.

En general en el espectro en modo de ionizacién negativa (ESI-), el pico mas
intenso corresponde al ion molecular desprotonado [M-H]-. Algunas de las
pérdidas principales que se dan en las fragmentaciones suelen ser de restos de
azucar como hexosilo, desoxihexosilo, pentosilo, rutinosilo y glucoronilo (sus
respectivas pérdidas son -162,-146,-132,-308 y -176) (Llorent-Martinez et al.,
2015a). A continuacion, en las tablas, los compuestos han sido enumerados

por su orden de elucién

5.3.- Identificacion de compuestos en fruto
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No. |tr [M-H]" | m/z (% pico base) Identificacion asignada Referencia
(min) | m/z
1 1.1 533 MS? [533]: 191 (100), 192(5.4) Derivado del acido quinico (Spinola et al., 2014)
MS3 [5633—191]: 191 (30.1), 127(28.9)
2 1.1 341 MS? [341]: 179 (100), 143 (25.1), 161 Sacarido (Spinola et al., 2016)

(20.4), 119 (11.1),
MS? [341—179]: 149 (100), 161 (25.6)

3 1.2 191 MS?[191]: 111 (100), 171 (27.2) Acido citrico (Spinola et al., 2016)

4 2.3 483 MS? [483]: 271 (100), 331 (27.8), 313 Digaloil glucosa (Mammela et al.,2000)
(24.8), 211 (15.8)

5 3.3 183 MS? [183]: 167 (5.2) Desconocido

MS3 [183—167]: 123 (100)

6 |39 |785 |MS2[785]: 301 (76.8), 483 (51.3), 633 | Desconocido
(12.7), 275 (9.1)

MS? [785—301]: 257 (26.5)

MS? [785—483]: 169 (100), 313 (59.1),
193 (39.8), 295 (30), 331 (29.7), 176
(14), 221 (12.4), 205 (10.8)
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4.3

387

MSZ [387]: 207 (100), 163 (66.6),
MS3 [387—207]: 163 (100)

Medioresinol

(Llorent-Martinez et al., 2015b)

5.5

635

MS? [635]: 483 (100)

MS? [635—483]: 271 (100), 331 (33.1),
169 (20.3), 211 (13.4), 313 (10.1)
MS*[635—483—271]: 211 (100), 168
(25.7)

Trigaloil glucosa

(Mammela et al.,2000)

7.6

335

MS2 [335]: 183 (100),
MS3 [335—183]: 123 (31.8), 167 (21.2)

Desconocido

10

8.3

787

MS? [787]: 635 (100), 617 (65), 636
(17.4), 618 (16.5), 483 (14.9)

MS3 [787—635]: 483 (100),
MS*[787—617—483]: 271 (100), 331
(18.6), 313 (11.2)

MS3 [787—617]: 331 (100), 465 (68.6),
447 (56), 573 (48.7), 403 (31.5), 211
(13)

MS*[787—617—331]: 456 (100)

Desconocido

11

9.7

671

MSZ [671]: 335 (100)
MS3 [671—335]: 183 (100)

Desconocido
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12 10.6 | 939 MS? [939]: 787 (100) Desconocido
MS3 [939—787]: 787(100), 635 (74.3),
617 (74), 573 (26), 785 (20.2), 465
(15.6), 343 (11.7)
MS#[939—787—617]: 573 (37.2), 465
(26.7)

13 12.8 | 487 MS? [487]: 335 (100), 183 (11.1) Acido ferulico-O-pentosilhexosa | (Spinola et al., 2016)
MS3 [487—335]: 183 (100)
MS*[487—335—183]: 123 (70.9), 167
(29)

5.4.- Identificacion de compuestos en hoja

No. |tr [M-H]" | m/z (% pico base) Identificacion asignada Referencia

(min) | m/z
1 1.2 191 MS?[191]: 111 (100) Acido citrico (Spinola et al., 2016)
2 1.3 331 MS? [331]: 169 (100), 271 (43.1), 211 Glucogalina (Mena et al., 2012)

(40.3), 193 (18.2)
MS2 [331—169]: 125 (100), 167 (31.2)
3 3.0 289 MS? [289]: 245 (100), 205 (34), 203 Catequina (Rockenbach et al.,
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(28.8), 179 (11.2) 2012)
MS3 [289—245]: 203 (100), 227 (68), 187
(46.1), 161 (31.8), 149 (24), 159 (21.2)
MS*[289—245—203]: 203 (100)

4 4.4 431 MS? [431]: 385 (100), 161 (9.4) Roseoside (Spinola et al., 2014)
MS?3[431—385]: 153 (100), 205 (67.7),
223 (47.7), 161 (44.5), 137 (18.9), 113
(10), 187 (9.6)

MS*[431—-385—153]: 137 (100)

5 7.3 391 MS? [391]: 183 (100), 345 (54.7), 207 Loganina (Aducto férmico) (Ye et al., 2014)
(16.1)

MS2 [391—183]: 121 (100), 139 (69.8),
165 (52.3), 119 (38.4),

6 7.3 345 MS? [345]: 183 (100), Loganina o isbmero (Ye et al., 2014)
MS? [345—183]: 165 (100), 139 (84.6),
121 (78.5)

7 7.7 615 MS? [615]: 463 (100), 301 (35.5), 463 Quercetina hexésido-galato (Fang et al., 2007)
(31),

MS? [615—463]: 301 (100), 179 (11.1)
MS*[615—463—301]: 255 (100), 151

'
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(61.8), 179 (61.6), 271 (22.6), 159 (19.3)
8 7.7 509 MS? [509]: 463 (100) Desconocido (Aducto férmico)
MS?3 [5609—463]: 149 (100), 331 (81.9),
311 (30.4), 131 (13.2), 297 (8.3)
MS*[509—463—149]: 113 (100)

9 7.9 377 MS? [377]: 331 (100), 179 (13.5) Derivado Sacarido
MS3 [377—331]: 179 (100), 161 (33.9),
143 (33.6), 159 (29.4), 113 (19.6), 119
(19.2), 125 (14.9)
MS*4[377—331—143]: 113 (100)

10 8.1 345 MS? [345]: 119 (100), 121 (40.2), 113 Desconocido
(33.3), 129 (26.8), 101 (23.2), 161 (22),
301 (18.9), 183 (17.5), 125 (16.6), 159
(10.4)

MS3 [345—119]: 101 (100)

11 14.7 | 507 MS? [507]: 461 (100), 293 (44.8), Trihidroxi-metoxiflavonona-O- (Spinola et al., 2016)
MS2 [507—461]: 293 (100), 149 (16.9) hexosa
MS*[507—461—293]: 125 (100), 149
(17.5)

12 15.1 |493 MS? [493]: 447 (100) Desconocido (Aducto férmico)

'
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MS?3 [493—447]: 149 (100), 131 (31.6),
191 (18.5), 165 (18.2)
MS*4[493—447—149]: 131 (100), 113
(18.2), 118 (18.2)

13 15,5 | 507 MS? [507]: 461 (100), 293 (32.3), 462 Desconocido (Aducto férmico)
(18.9), 339 (10.6)

MS3 [507—461]: 293 (100), 131 (30.2),
149 (17.3), 163 (12.2)
MS*[507—461—293]: 191 (100), 125
(97.6)

14 15.7 | 493 MS? [493]: 447 (100) Derivado Sacarido (Aducto formico)
MS3 [493—447]: 149 (100), 161 (21), 191
(18.8), 311 (13.6), 221 (11.9), 131 (11)
MS*[493—447—149]: 131 (100)
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A continuacion aparecen las estructuras de los principales compuestos

identificados, tanto en la hoja como en el fruto, Fig.16.

OH O OH
O OH OH
HO g O HO OH
OH
OH OH

Catequina (Fuente: es.wikipedia.org)  Acido quinico (Fuente: Llorent-Martinez

et al., 2015b)
0 OH O
0 OH HO
OH OCHjs
Acido Citrico Acido Ferulico

Acido Citrico: (Fuente: http://www.nortemchem.com/descripcion-del-acido-

citricol/)

Acido Ferdlico: (Fuente: http://www.sigmaaldrich.com)

H-p

OH
HO,, .OH
OH
0
(4]
\ o
Roseoside Medioresinol
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Roseoside (Fuente: http://www.hpfaces.com/product/Roseoside-7825.html)

Medioresinol (Fuente: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/332425)

OH

OH
OH

OH
HO O o
HO OH
OH
0

Loganina (Fuente: es.wikipedia.org) Glucogalina (Fuente: es.wikipedia.org)

OH
OH

0] 0 OH
HO 0 0._..0 o
OH OH OH
OH

Trigaloil glucosa (Fuente: es.wikipedia.org)

Figura 16.- Estructura de los principales compuestos identificados
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6.- CONCLUSIONES

Se ha determinado la composicidon en compuestos fenolicos de una planta,
Quercus Coccifera, que no habia sido estudiada hasta la actualidad, aportando
asi conocimiento sobre la misma, tanto sobre sus componentes como sobre
sus posibles propiedades. Aunque no se han identificado todos los
componentes del extracto fendlico, si muchos de ellos que poseen conocida
actividad biologica y farmacologica. El trabajo realizado puede servir como
punto de partida para futuras lineas de investigacion que aborden las posibles

aplicaciones de esta planta en la industria alimentaria y farmacéutica.

A continuacion se relacionan los compuestos fendlicos mayoritarios que se han
identificado en la planta Quercus Coccifera. Entre ellos cabe destacar la
Quercetina y los galotaninos Digaloil glucosa, Trigaloil glucosa y Glucogalina,

por sus propiedades beneficiosas para la salud.

- Acido _quinico: pertenece a la familia de los &acidos fendlicos. Ademas de
sus propiedades antioxidantes, algunos estudios han demostrado su
actividad antiviral y propiedades anticarcinogénicas (Gui-Feng et al., 2009).
En cuanto a sus aplicaciones, inicialmente se pensd que era un compuesto
farmacolb6gicamente inactivo, pero en la actualidad se utiliza como material
de partida para la sintesis de nuevos productos farmacéuticos.

- Acido citrico: este compuesto pertecene a la misma familia que el anterior,
es un acido tricarboxilico. Esta presente en la mayoria de las frutas, de
forma mas abundante en citricos como el limén y la naranja. Este
compuesto es un buen conservante y antioxidante natural, por lo que se
utiliza como aditivo en el envasado de muchos alimentos.

- Acido_ferdlico: pertenece al grupo de los é&cidos hidroxicinamicos. Se

encuentra en la pared celular de las plantas y tiene propiedades
antioxidantes, pudiendo ser utilizado para prevenir la oxidacién de lipidos
en los alimentos; ademas previene de enfermedades inducidas por
radicales libres, como el cancer, y aterosclerosis o envejecimiento

causados por la degeneracion del tejido oxidativo (Hiroe et al., 2002).
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- Catequina: es un antioxidante procedente de las plantas, en las cuales
aparece como metabolito secundario. Pertenece al grupo de los flavonoles.

- Digaloil glucosa, Trigaloil glucosa y Glucogalina: pertenecen al grupo de los

taninos, compuestos que presentan diferentes actividades biologicas y
farmacolégicas entre las que cabe citar efectos antisecretores vy
antiulcerogénicos (Okuda et al., 1992). Tradicionalmente se han usado en
todo el mundo para tratar las Ulceras gastricas.

- Quercetina: es el compuesto fendlico de mayor importancia identificado en
la planta en estudio. La quercetina es un flavonol que generalmente se
encuentra unida a azucares en forma de O-glicésidos, que son muy dificiles
de absorber. Estos ultimos son hidrolizados en el intestino delgado v,
completado este proceso, la quercetina aglicada es absorbida
eficientemente. La quercetina es el flavonoide mas abundante y més
habitual en la dieta humana, destacando por su elevada actividad
antioxidante, ademas es el precursor de otros flavonoides como la
naringenina o la rutina. Muchas plantas, ya sean consideradas medicinales
0 no, deben su gran parte de sus beneficios a los altos niveles de
qguercetina que presentan. En cuanto a sus aplicaciones, destacan
principalmente las terapéuticas. La mayor de sus propiedades, es un
elevado poder antioxidante, ademas posee actividad cardiovascular,
antiinflamatoria, antitumoral, inmunoldgica, antiviral y previene la obesidad
(Morand et al, 1998). La quercetina posee también actividad
antihistaminica lo que provoca que sea Uutil para la prevencion de ataques
alérgicos y de asma. Hoy en dia la quercetina es comercializada en
multitud de suplementos alimenticios, ya sea como comprimidos o tabletas,

y se recomienda que sea ingerida en 2-3 dosis diarias junto con la comida.

Podemos concluir que, teniendo en cuenta los compuestos fendlicos
identificados en la planta Quercus Coccifera y sus propiedades, y que muchos
de ellos no se han identificado aun, esta planta podria tener interés para la
elaboracion de farmacos o para su aplicacion en la industria alimentaria en la

elaboracion de suplementos.
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En el ambito personal, la ejecucién de este proyecto ha sido muy importante
puesto que me ha servido para aprender y conocer el modo de trabajar a la
hora de analizar polifenoles en las plantas. He conocido la técnica de
Cromatografia Liquida de Alta Resolucion acoplada a Espectrometria de
Masas, y he podido comprobar que se trata de una herramienta muy poderosa
a la hora de realizar este tipo de investigaciones puesto que nos muestra muy

eficazmente todos los compuestos presentes en la planta.

Otra cosa importante que he aprendido ha sido a utilizar el programa
informatico con el que se ha llevado a cabo el tratamiento de resultados, que es
el Bruker Daltonic Data Analysis. Este programa era desconocido para mi y
este trabajo me ha servido para saber utilizarlo y tener conocimiento de un

programa mas para futuras investigaciones.
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