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Resumen

La llex guayusa, una planta amazdnica conocida por sus propiedades medicinales y
energéticas, es principalmente comercializada como bebida energizante, aunque
posee otros beneficios subaprovechados. Sus componentes incluyen a los acidos
clorogénicos, que contribuyen a regular el metabolismo, reducir riesgos de
enfermedades cardiovasculares y poseer capacidad antimicrobiana. Este estudio se
enfoca en determinar las condiciones éptimas de cosecha para maximizar la
concentracion de acidos clorogénicos en la hoja de llex guayusa, a través de la
medicion de su concentracion y la identificacién de distintos tipos de estos acidos
clorogénicos mediante un método analitico preciso que fue verificado, beneficiando
a la industria y consumidores. La investigacion examina la conexién que tienen los
acidos clorogénicos y las variables como: Edad de la planta, luz solar y ubicaciéon. Se
recolectaron muestras de tres chakras en La ciudad de Tena, provincia de Napo, en
Ecuador, aplicando un disefio experimental factorial con niveles mixtos para evaluar
influencias de los factores seleccionados, identificando los diferentes &acidos
clorogénicos mediante LC/MS. Se observé que las hojas jovenes en condiciones de
sombra presentan una concentracion ligeramente mayor 12.5 mg/L en relacién a lo
recopilado en la literatura 8 mg/L. Como resultado, la identificacion especifica de los
acidos revela que una menor exposicion a la luz solar en etapas tempranas de
crecimiento podria incrementar la produccion de estos compuestos en la llex
guayusa.

Palabras clave: I. guayusa, verificaciéon de método, HPLC, LC/MS, planta ancestral
amazodnica

xiii



Abstract

llex guayusa, an Amazonian plant known for its medicinal and energy properties, is
mainly marketed as an energy drink, although it has other underutilized benefits. Its
components include chlorogenic acids, which help regulate metabolism, reduce risks
of cardiovascular diseases and have antimicrobial capacity. This study focuses on
determining the optimal harvest conditions to maximize the concentration of
chlorogenic acids in the llex guayusa leaf, through the measurement of its
concentration and the identification of different types of these chlorogenic acids
through a precise analytical method that was verified, benefiting the industry and
consumers. The research examines the connection between chlorogenic acids and
variables such as: Plant age, sunlight and location. Samples were collected from three
chakras in the city of Tena, province of Napo, in Ecuador, applying a factorial
experimental design with mixed levels to evaluate influences of the selected factors,
identifying the different chlorogenic acids using LC/MS. It was observed that young
leaves in shaded conditions have a higher concentration of these acids. As a result,
the specific identification of acids reveals that less exposure to sunlight in early stages
of growth could increase the production of these compounds in llex guayusa.

Key words: I. guayusa, method verification, HPLC, LC/MS, Amazonian ancestral plan
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CAPITULO I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION

Antecedentes

La llex guayusa (Loes) o guayusa como es su nombre vernaculo [1] es una planta que se
encuentra en la selva Amazdnica de Colombia, Peru y Ecuador, siendo en Ecuador,
especificamente en la provincia del Napo donde se encuentra en mayor cantidad [2]. La
llex guayusa es consumida en forma de infusiéon por los ecuatorianos, y dada su
ubicacidn geografica es mas popular en el oriente ecuatoriano que en otras regiones del

pais.

Se reconoce por ser un arbol tropical perenne que crece hasta 30 metros, casi
exclusivamente como una planta cultivada, sus hojas son ovaladas, elipticas, oblongas o
lanceoladas de 7-22 cm de largo y 2.5-7 cm de ancho, tienen un margen aserrado o
dentado [2]. Segun Wise & Negrin, 2020 [3]; No existen subespecies; cultivadas o

diferentes variedades botdanicas reconocidas de guayusa.

llex guayusa es una planta nativa de la Amazonia que pertenece a la misma familia que
la hierba mate (llex paraguariensis) [2]. Ambas plantas tienen propiedades estimulantes
y antioxidantes debido a su contenido de cafeina y polifenoles [4]. Sin embargo, la
guayusa tiene un sabor mds suave y dulce que la hierba mate, y se consume
principalmente en forma de infusién [1]. Ademas, la guayusa también tiene un valor
cultural y espiritual para los pueblos indigenas que la cultivan y la usan como parte de

sus rituales.

Los aborigenes en sus leyendas y mitos cuentan que la guayusa antes de transformarse
en arbol era un espiritu robusto y animoso simbolo de fuerza fisica y fertilidad. Se cree
gue ya se comercializaba desde el tiempo de los Incas, pero solo se tiene registro de que
los primeros comerciantes fueron los jesuitas, quienes la llevaban desde la Amazonia

hasta Quito y la vendian como hierba medicinal [5]. Después de los conflictos entre los


https://www.zotero.org/google-docs/?DL92MB
https://www.zotero.org/google-docs/?KRdZbQ
https://www.zotero.org/google-docs/?1CVGOg
https://www.zotero.org/google-docs/?tuSW3z
https://www.zotero.org/google-docs/?aTjUR1
https://www.zotero.org/google-docs/?9dx0IW
https://www.zotero.org/google-docs/?lGsFIf
https://www.zotero.org/google-docs/?i1Khrr

quijos y espainoles, la Amazonia fue parcialmente olvidada y la guayusa solo se utilizé en

la zona [3].

Sus hojas se usan para preparar una infusién con multiples beneficios para la salud, entre
los cuales se destacan la estimulacion del sistema nervioso central por su contenido de
cafeina y teobromina [6]. También tiene propiedades antioxidantes por su riqueza en
compuestos fendlicos y acidos clorogénicos, que protegen las células del estrés
oxidativo y previenen el envejecimiento prematuro [7,8]. Ademas, ayuda a regular el
metabolismo y a prevenir enfermedades cardiovasculares y adicionalmente la guayusa
también favorece la salud digestiva, ya que posee un efecto adelgazante por su

capacidad de estimular la quema de grasas [1].

Antes de ser comercializada, la guayusa se necesité un estudio de toxicidad para conocer
los riesgos de consumo. Segun Wise & Santander (2018) [2], en un analisis al historial de
usos de la guayusa, reportd que no existe evidencia de que el consumo de guayusa sea
peligroso y que se necesitaria la ingesta en gran cantidad en un corto periodo de tiempo
para que presente toxicidad en el cuerpo. Este estudio concuerda con lo reportado por
Kapp Jr, R. et al, (2016) [1] quien experimentd en ratas, concluyendo que no hay

evidencia de ningun tipo general o genético de toxicidad en guayusa.

En la actualidad, la guayusa se ha convertido en un producto de exportacién que genera
ingresos y desarrollo para miles de familias campesinas que la cultivan de forma
organica y sostenible [3]. Seglun el Ministerio de Produccién, Comercio Exterior,
Inversiones y Pesca [9], Ecuador es el principal proveedor mundial de guayusa, con una
produccién anual de mas de 72 toneladas que se comercializan en 25 paises. La guayusa
se puede encontrar en diferentes presentaciones, como hoja seca, té en bolsitas,
bebidas energéticas, capsulas y polvo. Algunas de las ventajas competitivas de la
guayusa son su alto contenido de cafeina natural, asi como su equilibrio con otros

compuestos como las metilxantinas y los acidos clorogénicos [3].


https://www.zotero.org/google-docs/?3Hcupk
https://www.zotero.org/google-docs/?c6h6JP
https://www.zotero.org/google-docs/?yLrvM1
https://www.zotero.org/google-docs/?7srCPZ
https://www.zotero.org/google-docs/?upTdey
https://www.zotero.org/google-docs/?2itKIZ
https://www.zotero.org/google-docs/?kTSo6z
https://www.zotero.org/google-docs/?kXORKT
https://www.zotero.org/google-docs/?MZiVJ3

Por lo general la llex guayusa es un producto agricola de sistemas agroforestales
ancestrales, estos sistemas agricolas tradicionales de bajo rendimiento suelen ser
utilizados por colectivos agricolas indigenas de la region occidental del Amazonas [10].
Como caracteristica especial no se utilizan fertilizantes y pesticidas, la manera en la que
es cultivado en Ecuador es utilizando practicas orgdnicas certificadas por USDA
(Departamento de Agricultura de los Estados Unidos). La guayusa se cultiva tipicamente

junto con otras especies comerciales Utiles, pero el monocultivo se utiliza cada vez mas

[2].

Las chakras son sistemas agroforestales que combinan el cultivo de plantas con la
conservacién del bosque y la biodiversidad. Estos sistemas se han vuelto cada vez mas
populares en los ultimos afios debido a su capacidad para proporcionar una fuente
sostenible de alimentos y recursos naturales, al mismo tiempo que protegen el medio
ambiente [11]. Los kichwa de la Amazonia ecuatoriana han practicado la forma de
cultivo en chakra por generaciones, basandose en su conocimiento ancestral, la chakra
permite alojar grandes cantidades de variables aprovechables para el estudio de campo
y concentraciones de metabolitos entre estos la guayusa, una planta con propiedades

estimulantes y antioxidantes [12].

En la actualidad se conoce que la guayusa ademas de tener algunos compuestos como
la cafeina y la teobromina los cuales son mayoritarios, también contiene &cidos
clorogénicos, los cuales pertenecen a un grupo de compuestos fendlicos denominados
acidos hidroxicinamicos que son el producto de la unién de un acido quinico y un

derivado cindmico (acido cafeico, ferulico o p-cumarico) [13].

Todos estos compuestos poseen accién antioxidante y antiinflamatoria, y se denominan
acidos clorogénicos a los cuales se les atribuye el promover la pérdida de peso
mejorando el metabolismo lipidico mediante la reduccién de la sintesis de la grasa

visceral, colesterol y acidos grasos [14].


https://www.zotero.org/google-docs/?T0mngw
https://www.zotero.org/google-docs/?t6qZer
https://www.zotero.org/google-docs/?EIIawg
https://www.zotero.org/google-docs/?VqDph9
https://www.zotero.org/google-docs/?lpaC58
https://www.zotero.org/google-docs/?Gizbyi

La identificacidn y cuantificacidn de estos componentes se realiza a través de técnicas
cromatograficas [6]. Estas han sido usadas con éxito en el analisis de yerba mate [3]
logrando identificar y cuantificar compuestos como cafeina, metilxantinas y acidos
clorogénicos con estandares puros. Sin embargo, hasta el momento no se ha establecido
un protocolo utilizando HPLC-Uv-VIS que considere la sensibilidad, selectividad vy
reproducibilidad en la determinacién de acidos clorogénicos en guayusa bajo esas

condiciones de trabajo.

Por consiguiente, el establecer un método analitico que proporcione confiabilidad en
los resultados obtenidos para la cuantificacién de acidos clorogénicos en llex guayusa
requiere implementar la verificaciéon de diferentes figuras de mérito. Entre estas se
incluye la especificidad, limite de deteccidon (LOD), limite de cuantificaciéon (LOQ),
linealidad, repetibilidad y reproducibilidad, asi como veracidad. Estos parametros se
estableceran siguiendo las pautas de Eurachem, 2016 [30], que establece directrices

para la calidad en mediciones quimicas y analiticas.

Figuras de mérito para el establecimiento de protocolos de determinacién analitica:

e Especificidad: garantiza que el método sea capaz de detectar y cuantificar
especificamente los 4acidos clorogénicos sin interferencias de otros
compuestos presentes en la muestra. Se logrard mediante la separacién
cromatografica y la confirmacién de los picos de acidos clorogénicos en la

muestra.

e Limite de Deteccion (LOD): Representa la concentracion mas baja de un
analito que puede ser detectado, se determina analizando muestras a

concentraciones bajas y calculando la sefial respecto al ruido.

e Limite de Cuantificacidn (LOQ): Es la concentracidon mas baja de un analito

gue puede ser cuantificado con una precisidon aceptable. Generalmente suele
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ser superior en concentracion al limite de deteccidn, pero en algunos casos

puede coincidir.

e Linealidad: Evalia si la respuesta del método es proporcional a la
concentracion del analito en un rango especifico. Se construye una curva de
calibracion con muestras de diferentes concentraciones y se verifica que el

coeficiente de correlacién (r*2) sea cercano a 1.

e Repetibilidad y Reproducibilidad: La repetibilidad mide la variacion de
resultados obtenidos por un mismo operador, utilizando el mismo equipo y
en un corto periodo. La reproducibilidad evalda la variacion de resultados
con diferentes operadores y/o equipos. Estos se verifican como el coeficiente

de variacion en porcentaje (%CV) de las mediciones.

e Veracidad: Permite comparar el valor medido con el valor verdadero o de
referencia. Se realiza fortificando muestras con concentraciones conocidas

de acidos clorogénicos y se calcula el porcentaje de recuperacion.

Por otro lado, cuando el objetivo es identificar, la metabolémica se vuelve una
herramienta atractiva la cual permite identificar el perfil de &acidos clorogénicos
presentes en las muestras de guayusa, y de esta manera verificar si los componentes en
ella son aprovechables para dar un valor agregado a la misma. Los tres tipos de
identificacion: La identificacién directa de metabolitos mediante espectrometria de
masas se realiza comparando el espectro obtenido con una base de datos de espectros
conocidos, asignando el nombre del metabolito si hay una coincidencia exacta [16]. La
identificacion indirecta se basa en informacion adicional, como la férmula molecular, la
estructura quimica o el contexto bioldgico, para inferir el nombre del metabolito a partir
del espectro de masas [17]. Por Ultimo, la identificacidn tentativa se basa en la propuesta
de una hipodtesis sobre el nombre del metabolito basada en el andlisis de los fragmentos

del espectro de masas, pero sin confirmacién experimental [18].
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La cromatografia liquida de alta eficiencia acoplada a un Uv-VIS nos permite detectar y
cuantificar moléculas conocidas [17], sin embargo para el descubrimiento de nuevas

moléculas se empled LC/MS [19]

La espectrometria de masas en tdndem es una técnica que permite analizar la
composicidn quimica de una muestra, mediante la separacidn y medicion de la relacién
m/z de las masas moleculares de los analitos y sus fragmentos, el espectrometro de
masas, donde se ionizan y se miden sus masas en el caso de masas MS (MS1), mientras
gue una posible fragmentacién ocurre en el acople de dos espectrometros de masas

MS/MS (MS2) posibilita la obtencion de fragmentos [21].

La combinacion de un cuadrupolo y un analizador de tiempo de vuelo (TOF) en un equipo
de espectrometria de masas en tdndem ofrece ventajas en el analisis de compuestos
complejos. Esta configuracién conocida como Q-TOF (cuadrupolo-tiempo de vuelo) [21].
El cuadrupolo se encarga de seleccionar las moléculas con relacién m/z en el rango de
trabajo seleccionado, y el tiempo de vuelo mide el tiempo que tardan en llegar al
detector después de ser aceleradas por un campo eléctrico [17]. De esta forma, se

obtiene una alta resolucidn y precision en la determinacién de las masas

En este sentido, LC/MS proporciona informacion detallada sobre la presencia de
metabolitos presentes en la llex guayusa, permitiendo la identificacidn de componentes
especificos [18]. De acuerdo a que la cromatografia liquida ha sido utilizada para la
identificacion, cuantificacion y caracterizacion de acidos clorogénicos en plantas como
en estos estudios [6,22—-24], los cuales usan técnicas de cromatografia para el estudio

de los acidos clorogénicos dentro de las plantas de la familia /lex.

La estadistica en actividades bioldgicas de campo, se suelen emplear varios factores que
engloban los mds presentes en la ubicacién del estudio, para ello se opta por varios
estudios de modelos experimentales los cuales son la manera de agrupar conjuntos de

datos relacionados entre las variables independientes y dependientes, dando lugar a un
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sistema funcional que evalua bajo las variables presentadas un resultado que puede

estar siendo afectado por estos factores escogidos.

Para el estudio de diferentes comportamientos bajo ciertas variables de manera
estadistica se puede disefiar un sistema factorial el cual aproveche dichas variables para
el tratamiento de datos extensos los cuales se desarrollaran en la investigacion [18]. Este
tipo de disefo permite evaluar la influencia de varios factores principales y secundarios,
para relacionar sus interacciones de forma eficiente y rigurosa. Los factores principales
de interés en el estudio de acidos clorogénicos son la edad de la planta y la cantidad de
luz solar, y como secundario el tipo de chakra. Se emplea una estrategia de bloques,
donde se toman muestras de diferentes chakras de condiciones epsecificas. Los datos
obtenidos se someten a un andlisis estadistico para identificar las relaciones vy

tendencias mas relevantes.

El andlisis de estos datos complejos conduce naturalmente a la aplicacion de GLM
(Modelos Lineales Generalizados) [25]. Los GLM son utiles debido a su fle xibilidad para
manejar diferentes tipos de variables de respuesta, ya sea continua, binaria o de conteo
[26]. Ademds, pueden acomodar la no linealidad y las interacciones entre variables, que

son aspectos cruciales en estudios biolégicos y ambientales [25].

Planteamiento del problema

El estudio de propiedades quimicas de llex guayusa ha estado muy ligado a una especie
de la misma familia llex paraguariensis A. St.-Hil también denominada como yerba mate
que es mas conocida internacionalmente [8]. La guayusa al ser de la misma familia se
espera que contenga metabolitos similares que la yerba mate, por lo cual ha despertado

un gran interés en el andlisis de estos compuestos especificos.

En la actualidad la guayusa ha sido comercializada, en supermercados nacionales y
extranjeros encontrandose en diferentes presentaciones, bolsas para infusién y algunas

bebidas energéticas [2]. Sin embargo, el mercado de comercio puede dirigirse a otros
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productos potencialmente medicinales y energéticos fuera de las bebidas

tradicionalmente vendidas.

La nula toxicidad de la guayusa causa que se estén impulsando investigaciones para el
desarrollo y adecuaciones a nivel industrial [27]. Lo que buscan las empresas es extraer
la mayor cantidad de compuestos quimicos de interés farmacoldgico [2]. Esto permitira
el desarrollo de nuevos productos [1], y fdrmacos a partir de esta planta. Sin embargo,
no existe estudio o registro de las mejores condiciones de plantacién que permita la

recoleccidn de hojas de guayusa de mejor calidad.

Por tanto, necesidad investigativa y comercial de encontrar compuestos como: Los
acidos clorogénicos se ve oportuna, por la concentracién que estas hojas presentan las
cuales se podria llegar a mejorar en la guayusa con un rendimiento mas productivo en
las cosechas, dado que estas sustancias actlan como antioxidantes, siendo de
importancia en la prevenciéon del envejecimiento prematuro y ciertos tipos de

afecciones cardiovasculares

Justificacion de la investigacion

La importancia de este estudio se centra en la deteccidn y analisis de variables asociadas
a la produccion de acidos clorogénicos en llex guayusa. Por consiguiente, se considera
gue existe una relacion entre factores climaticos, geograficos, crecimiento y de cultivo
de la planta [6] con la produccién de acidos clorogénicos. Los cuales son de interés para
la comunidad ya que podrian ser controlados de manera que se pueda conseguir un

producto de mayor calidad.

En consecuencia, desarrollar un método analitico con alta sensibilidad y selectividad
basado en cromatografia liquida con deteccion Uv-VIS para determinar el contenido de
acidos clorogénicos especificos sera una tarea imprescindible en el desarrollo de este
trabajo [17] mejorando la manera de cuantificar este analito y ayudando a conseguir

nuevos métodos de identificacion. El andlisis de datos mediante el uso de herramientas



estadisticas permite determinar parametros ideales de plantacién [15] para la seleccién
de los factores que influyen mas la concentracion de acidos clorogenicos; al igual que
identificar los diferentes acidos clorogénicos presentes en las diferentes muestras
recolectadas, a través, del uso de la técnica de cromatografia liquida acoplada a la

espectrometria de masas en tandem [20].

El uso de la I. guayusa se ha centrado en la cafeina como energizante natural. Sin
embargo, pocas aplicaciones han sido encaminadas en cuanto a la productividad de
acidos clorogenicos, considerando que la produccién de los mismos puede variar en
funcién de las condiciones de desarrollo de la planta. Por tanto, es importante
determinar los pardmetros que permitan recolectar hojas con mayor cantidad de acidos
clorogénicos utiles en el desarrollo de productos farmacéuticos, considerando que
dichos compuestos presentan actividad antioxidante y antimicrobiana [27], también en
la industria de alimentos ya que ayuda a acelerar el metabolismo pudiendo servir como
adelgazante natural [19] como resultado el poseer mayor presencia de acidos
clorogénicos ayudaria al metabolismo estimulando la degradacién de lipidos y dando un

compuesto bioactivo de alta relevancia a la planta de guayusa.

Las cosechas generadas en las chakras con las variables especificadas (Luz, edad,
ubicacién) para la mejor concentracion de metabolitos especificos tienen varios
beneficios para los productores [8]. Aprovechar al maximo los recursos naturales
disponibles, y diversificando sus ingresos al ofrecer productos de mayor valor agregado
[3]. Ademas, puede favorecer la popularidad de la guayusa y el incremento de las ventas

de los agricultores que cosechan.



Objetivos de la investigacion

Objetivo general

Determinar el efecto de la luz solar, el estado de maduracidn y la ubicacién de la chakra

en la concentracién de acidos clorogénicos (CGA) presentes en llex guayusa.

Objetivos especificos

Verificar el método basado en cromatografia liquida (HPLC) con deteccidn Uv-vis para la
cuantificacion de los CGA presentes en hojas de guayusa sometidas a las variables

planteadas.

Cuantificar los CGA presentes en las muestras de Illex guayusa que se recolectarén en
las diferentes condiciones de luz solar, edad y chakras por cromatografia liquida
acoplada a un sistema de deteccién Uv-vis (HPLC-Uv-vis).

Determinacion perfil de CGA mediante cromatografia liquida de ultra eficiencia

acoplada a espectrometria de masas en tandem (UPLC-MS/MS).

Analizar la confiabilidad de los resultados obtenidos en la cuantificacion e identificaciéon

de CGA.
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CAPITULO Il: MARCO METODOLOGICO

Disefio experimental

La parte estadistica del proyecto, se aplicé un disefio experimental factorial con niveles
mixtos, utilizando bloques de 3 variables, dos de ellas con tres niveles y una con dos
niveles, como se muestra en la Tabla 1. Los factores empleados fueron ubicacién, edad
y luz. El factor ubicacién consistié en 3 chakras diferentes (“A”=Talag, B=Alto Pano y
C=Alto Tena) las cuales tuvieron alturas de: Talag (Comunidad 5 de enero, Lupita Grefa,
-1.083481 S -77.890895 W) 504 m s. n. m. (metros sobre el nivel del mar) Alto Pano
(Comunidad Pumayacu, Piedad Ande, -1.004797 S -77.815821 W) 665 m s. n. m. Alto
Tena (S/N, Sonia Beatriz Grefa Grefa, -0.950338 S -77.863348 W) 660 m s. n. m. El factor
edad se dividié en 3 diferentes niveles: El nivel uno consistié en hojas recolectadas de
plantas de edades entre 4 a 6 afios (temprana “0”), el nivel dos se usaron hojas de
plantas de edades entre 6 a 8 afios (media “1”) y en el nivel 3 hojas de plantas de edades
de 8 a 10 anos (tardia “2”). El ultimo factor usado fue la exposicion de luz solar que
recibian las hojas, el cual fue dividido en 2 niveles (nivel 1 considerado como luz y nivel
2 considerado como sombra), en el primer nivel se recolectaron hojas que tenian una
exposicién de luz [+] (300 umol m?2 s o superior) y en el segundo nivel se usaron hojas
con exposicion de luz [-] (0 umol m?2s1a 200 umol m?s 1) esto de acuerdo a los datos
recopilados como se muestra en el anexo Figura 2, mediante un luxdmetro se
recolectaron las mediciones de la intensidad de luz como se lo realizé en el estudio de
Liza G. 2018 [70], en donde se realizdé un promedio de diferentes datos de intensidad de

luz para definir rangos en los cuales recoger las hojas.
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Tabla 1. Disefio experimental

Chakra A Chakra B Chakra C
Condiciones de luz Luz Sombra 'Luz Sombra 'Luz Sombra

0 A0+ AO- BO+ BO- Co+ Co-
[ | | | | T | 1
1 Al+ Al- B1+ B1- Cl+ C1-

Edad

I | | | | | | 1
2 A2+ A2- B2+ B2- C2+ C2-

Realizado por: Thomas Garzon, 2024

Recoleccidn de las muestras

Las muestras se seleccionaron en base a diferentes variables, que incluyen: La cantidad
de luz recibida, la edad de la planta y el lugar de recoleccion.

Se siguid un proceso de recoleccién al azar y se utilizé el método de Craig A., et al. (2016)
[17], adaptandolo al estudio. Las condiciones de luz fueron verificadas con un PPFD
(Photosynthetic Photon Flux Density), los agricultores nos proporcionaron las plantas

con las diferentes edades necesarias para cumplir con el disefio experimental.

Analisis por cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC-Uv-vis)

Tratamiento de muestras

Las muestras fueron tratadas con modificaciones de la metodologia de Craig A. et al.

(2016) [17].

Se pes6 250 mg de hojas frescas de guayusa en un matraz volumétrico de 500 mL y se
agregd 400 mL de diluyente (solucidn acuosa con acido formico (AF) 2.0%, acetonitrilo
(ACN) 10%), seguidamente se sonico por 20 min. Finalmente, se afora al nivel del matraz.
Se revolvio el matraz volumétrico para homogeneizar la muestra, posteriormente se

sometié a un proceso de filtracidn utilizando filtros de jeringa de PTFE de 0.45 um,
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preparandola asi para su analisis mediante Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia

(HPLC)

Verificacion del método analitico para la cuantificacién de acidos clorogénicos por

HPLC-Uv-vis

La verificacidon del método de cuantificacion de acidos clorogénicos en hojas de guayusa
se realizd en el equipo Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC) marca Waters,
modelo sistema binario de bombas 1525, detector Uv/Visible 2489 y automuestreador
2707. La separaciéon cromatografica se realizdé empleando una columna marca
Phenomez Gemini C18 (150 x 2 mm), 5 um de tamafo de particula. La fase mdvil usada
fue acido férmico al 0.1% como solvente A y acetonitrilo grado HPLC mas acido férmico
0.1% como solvente B. El caudal fue de 0.75 mL/min en modo gradiente descrito en la
Tabla 2. El volumen de inyeccion estuvo seteado en 10 ul, y la longitud de onda a usar
fue de 330 nm. La curva de calibracién se realizé a partir de una solucién madre 100
mg/L de 5-CQA (Supelco Chlorogenic Acid Pharmaceutical Secondary Standard; Certified
Reference Material) de acuerdo a estudios previamente realizados por Craig et al., 2016
[17]. El rango de trabajo empleado para la cuantificacién del acido clorogénico fue de
1.25 mg/L a 25 mg/L con el fin de evaluar la tendencia de la molécula para ser detectada

por el equipo y poder analizar la linealidad del método.
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Tabla 2. Gradiente de trabajo a ser usado en HPLC-Uv/vis, solvente A
(acido férmico al 0.1%) y B (acetonitrilo grado HPLC mas acido
formico 0.1%)

Gradiente general

Tiempo (min) A (%) B (%)
0 95 5

10 80 20
12 80 20
15 95 5
15.1 5 95
16.5 5 95
16.6 95

19 95 5

Realizado por: Thomas Garzoén, 2024

Desarrollo del método

Para el desarrollo del método analitico se evaluaron parametros de selectividad, limite
de deteccién y limite de cuantificacién del instrumento y del método, repetibilidad y

reproducibilidad. Para esto se establecerd los pardmetros descritos en la tabla 3:

Tabla 3. Objetivos de verificacion de métodos.
Linealidad r2>0.99

Selectividad Ausencia de seiial en el blanco reactivo y
presencia de sefial en el blanco matriz

Limite de deteccion % de recuperacién < 50 %

Limite de cuantificacion % de recuperacion 90%-110%

Precision (repetibilidad y % CV de repetibilidad; < 12 % de precisidon
precisidon intermedia) intermedia; £ 15 %

Veracidad % de recuperacion: 90%-110%
Realizado por: Thomas Garzon, 2024

A continuacion, se detalla la metodologia empleada para el desarrollo de parametros de

desempeiio del método
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Linealidad

La linealidad fue evaluada mediante la revision primero de 5 curvas de calibracion, las
cuales posteriormente pasaron por analisis estadistico, esto para poder evaluar la

linealidad. Se tomo6 como criterio Unico el coeficiente de correlacion lineal,

El porcentaje de la linealidad se calculd en base a la curva de calibraciéon que nos da la

el 72 y la desviacién estandar de acuerdo a:

. . 1—sp
% Linealidad = (T) * 100

Siendo:
sp = Desviacidn estandar de la pendiente

b = Pendiente

Las curvas de calibracion fueron realizadas a partir de lo explicado anteriormente en el

apartado Tratamiento de muestras.
Selectividad
Para determinar la selectividad se emplearon dos criterios:

e Blanco reactivo: Analisis del diluente que se usd para la preparacién de muestras

y estandares.

e Blanco matriz: Analisis de una muestra vegetal con propiedades aromaticas, que

contenga CGA.
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Limite de deteccion

El limite de deteccidn se realizd preparando 10 réplicas de soluciones estandares de CGA
por debajo del punto mads bajo del rango de trabajo: 0.025, 0.05, 0.1, 0.2, 0.25, 0.5, 1
ppm. Los parametros de la solucién con la concentracién mas baja que cumpla con los
objetivos de verificacion propuestos, serd establecida como limites de deteccién y

cuantificacion del instrumento.

LOD = 35
" b

Siendo:
sp = Desviacidn de la ordenada en el origen

b = Pendiente de la curva de calibracién

Limite de cuantificacion

El limite de cuantificacion se realizé fortificando una muestra de concentracion conocida
de CGA con concentraciones conocidas de CGA por debajo del punto mas bajo del rango
de trabajo de 0.025 a 1 ppm. Cada punto se evalué 10 veces. Los parametros de la
soluciéon con la concentracion mds baja que cumplan con los objetivos de verificacion
propuestos serd establecidos como limites de deteccidon y cuantificacion del

instrumento.

L0 _SSb
0= b

Siendo:
sp = Desviacidn de la ordenada en el origen

b = Pendiente de la curva de calibracion
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Precision

Inicialmente, se seleccionaron muestras en tres rangos de concentracion distintos: alta,
media y baja. Para cada rango de concentracién, se prepararon cuatro réplicas, cuidando

que fueran lo mads idénticas posible en términos de preparaciéon y manipulacion.

La segunda etapa del proceso consistid en repetir la medicidon y la preparacién de
réplicas durante tres dias consecutivos. Este paso fue esencial para evaluar tanto la
repetibilidad, es decir, la variacidn dentro del mismo dia, como la precisiéon intermedia,

que se refiere a la variacion a lo largo de diferentes dias.

Finalmente, en la etapa de analisis de datos, se calculd el coeficiente de variacidn
porcentual (% CV) para cada conjunto de réplicas diarias, lo que permitié evaluar la
repetibilidad. Ademds, se calculd el % CV para cada rango de concentracién,
combinando los datos de los tres dias, para determinar la precisién intermedia. Los
valores de % CV obtenidos se compararon con criterios de aceptacidn previamente

establecidos

e Para calcular el %CV para la repetibilidad:

. _|Z(xi—Media)? __ . SD
Media = ~ >(SD) = ’ — >%CV = (Media) * 100

Media= Es la sumatoria (de todas las muestras del mismo rango.

x;=Las mediciones individuales

SD= Desviacion estandar

® Para calcular %CV para Precision intermedia: la férmula es la misma pero

destinada no a un solo dia, se lo ejecuta a todos los dias de un mismo rango.
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Veracidad

Se seleccionaron al menos dos niveles de concentracion para la fortificacion de
muestras: bajo 0.4 mg/g, y alto 3.6 mg/g, situandose todos dentro del rango de trabajo
del método en estudio, se realizaron 12 determinaciones, y se evalué el porcentaje de
recuperacién en el rango establecido en los objetivos de verificacién. Se prepararon
muestras fortificadas, es decir, se afiadid una cantidad conocida del analito de interés a
la matriz de muestra en los niveles de concentracion previamente seleccionados. Se
analizaron las muestras fortificadas usando el método analitico bajo evaluacién.
Posteriormente, se calculé el porcentaje de recuperacion para cada nivel de

fortificacion, ademas de una férmula para poder transformar los datos obtenidos de

mg/L a mg/g:
. X . .. .
Promedio = % ------ >x = Promedio — Concentracién CGA conocida
x*Volumen usado en el tratamiento de muestra*1000 Conc.Obtenida
mg/g = >%Rec = ——— x 100
250(mg de guayusa usados para cada muestra) Conc.Real

Finalmente, se evalué el rendimiento del método analitico. Esto implicé determinar si el
porcentaje de recuperacion calculado caia dentro de un rango aceptable. Todo el
desarrollo de la verificacion del método fue desarrollado segun lo indicado por la guia

de verificaciéon de métodos analiticos Eurachem, 2005 [30].

Analisis estadistico

Basandonos en la literatura previa y las observaciones preliminares [17], se plantearon

las siguientes hipotesis:

e HO: No existen diferencias significativas en las concentraciones de CGA entre los

distintos niveles de los factores o variables planteadas

e H1: Existen diferencias significativas en las concentraciones de CGA entre los

distintos niveles de los factores o variables planteadas
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Modelado estadistico

Se ajustd un Modelo Lineal Generalizado (GLM) utilizando la familia Gaussian y la
funciéon de enlace logaritmico para modelar la relacién entre las variables

independientes y la variable de respuesta transformada.

Verificacion de supuestos

Se realizd un diagnéstico del modelo para verificar los supuestos de linealidad,
independencia, homocedasticidad y normalidad de los residuos utilizando graficos de

dispersion, graficos de residuos vs. valores ajustados y Q-Q plots.

Pruebas de hipétesis

Se llevé a cabo un Andlisis de Varianza (ANOVA) para determinar la influencia de las
variables categdricas y sus interacciones en la variable de respuesta. Las diferencias
significativas entre las categorias de predictores se exploraron utilizando la prueba

poshoc de Tukey HSD.

Perfil metabolémico de los CGA

El perfil completo de CGA realiz6 en el equipo de LC/MS marca Waters modelo Acquity
I-Class para el mdédulo LC acoplado a espectrometro de masas cuadrupolo con tiempo
de vuelo modelo XEVO G2-XS QTOF. La sonda empleada fue una sonda ESI (ionizacion
por electropulverizacién), con un andlisis de polaridad positiva. La separacién
cromatografica se logré utilizando una columna UPLC Waters Acquity BEH C18 (50 x 2,1
mm), 1,7 um de tamafo de particula acoplada a una precolumna Waters Acquity UPLC
BEH C18 VanGuard (5 x 2,1 mm). Se empled dos fases: Fase A (Acido férmico 0,1%) y
Fase B (ACN y 0,1% de Acido férmico), con un caudal de 0,5 mL/min. Se optimizaron
algunos ajustes; el voltaje capilar 0,5 kV, la temperatura de la fuente y de la solvatacién

serd de 120°C y 450°C respectivamente, el gas de solvatacion fue nitrégeno con un
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caudal de 900 L h', gas que se empled en el cono se mantiene en 0 L h?, el gas de colision
empleado serd el gas de argon. La separacion de los compuestos se realizé a través de
un gradiente que se usard de la siguiente manera, 1% B (1 min), 1-20% B (10 min), 20-
25% B (10 min) 25-30% B (5 min), 35-50% B (5 min), luego se mantendra una separacién

isocratica en 50% por 5 min.

En el modo Fast DDA, el espectrémetro de masas TOF selecciond los iones precursores
basandose en su intensidad para su posterior fragmentacién, utilizando energias de

colision de 10 eV, 20 eV y 40 eV.

Preparacion de muestras

Las muestras fueron preparadas a partir de la preparacion de muestras para HPLC en
este caso se prepara una dilucidon seriada en balones de 50 ml hasta llegar a una
concentracién de 200 ppb, seguidamente se realizard los blancos de extraccidn (agua,
ACN, AF), idoneidad del sistema (agua tipo 1) y los QC (Quality Control) los cuales fueron

un pool de cada variable empleada [28].

SMALL ALIQUOTS FROM
POOLED QC SANMPI
'REPARED AND ANALYSED

Imagen 1. Elaboracion referencial de Pool para QC, Tomado
de: Broadhurst D, et al., 2018 [28].

SMALL ALIQUOTS FROM EACH POOLED
STUDY SAMPLE COMBINED SAMPLY
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Tratamiento de Datos y Andlisis de Redes Moleculares

Tras la adquisicion de datos mediante la técnica Fast Data-Dependent Acquisition (DDA),
realizada en un sistema UPLC acoplado a un espectrémetro de masas QTOF, se procedié
al tratamiento y andlisis de estos datos. Los archivos crudos, inicialmente en
formato.raw, fueron convertidos a .mzML utilizando el software Mzmine 3.51, lo que
permitio la reducir el ruido de las muestras, asi como alinear los datos y sustraer los

picos cromatograficos del blanco [41].

En la siguiente fase, se desarrollé la construccion de redes moleculares utilizando la
plataforma GNPS (Global Natural Product Social Molecular Networking) [48]. La
herramienta Molecular Networking fue empleada para facilitar la identificacién de las
moléculas, utilizando un umbral de similitud de coseno de 0.7 y un margen de error de
10 ppm para validar las coincidencias moleculares. Para corroborar las correlaciones
dentro de la red molecular, se utilizaron herramientas como MS2LDA, Dereplicator+ y

Molnetenhancer.

Se llevé a cabo una evaluacidon exhaustiva de las energias de colisién individuales y su
combinaciodn, con el fin de optimizar la visualizacion de las redes en Cytoscape [65]. Este
enfoque permitié observar detalladamente las interacciones entre los diferentes
clusteres de moléculas, proporcionando una vision mas profunda y detallada de las

relaciones estructurales y funcionales entre los componentes identificados.
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CAPITULO Ill: PRESENTACION DE DATOS Y RESULTADOS

Verificacion del método

A continuacién, se presentan los resultados obtenidos, los cuales son cruciales para
establecer la verificaciéon del método propuesto y su aplicabilidad en el campo de la
biotecnologia y areas relacionadas. Estos resultados son presentados en detalle en las
siguientes secciones, con un enfoque en su interpretacion y significado en el contexto

mas amplio de la investigacidn en acidos clorogénicos.

Linealidad

La tabla 4 muestra los resultados obtenidos de las diferentes curvas de calibracidn

recolectadas en el equipo HPLC:

Tabla 4. Resultados linealidad

Fecha Ecuacidn de la curva de R? Criterio de
calibracion aceptacién R?
12-abr Y =1.26e0%4 X - 1.43e*003 0.999854
13-abr Y = 1.24e%004X - 2,54¢+002 0.997125
R2>0.99
18-abr Y =1.20e*%%4 X - 1.98e*003 0.998068
24-abr Y =1.12e*%94 X - 4.86e*9%2 0.999693
01-sep Y =1.92e%004 X - 1,13e*004 0.997701

Realizado por: Thomas Garzon, 2024

Las curvas de calibracidn obtenidas muestran que se cumple con el criterio de

verificacion.
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Selectividad

Las siguientes figuras muestran los cromatogramas obtenidos de los dos blancos, tanto

el reactivo como el matriz.

T T T T T T T T
.00 e.00 .00 1000 1200 1400 1elon 1el00
Minutes

Figura 1. Blanco reactivo, esta imagen corresponde a un
cromatograma donde el eje “x” es el tiempo de

retencidn y el eje “y” la intensidad del pico.

En la figura 1 se observa el blanco reactivo (color verde), sin presencia de CGA. Se puede

observar que no existe ninguna absorbancia en el tiempo de corrida del blanco, por la

nula presencia del CGA.

AU

0003
0.002]
o001]

0.000

0001

——ac-clorogenicos- 11.885

0.00 200

T T T
4.00 600 800 1000 12.00 14.00 1600 18.00

T
24.00

Figura 2. Blanco matriz Chamaemelum nobile (manzanilla),
esta imagen corresponde a un cromatograma
donde el eje “x” es el tiempo de retencidn y el eje

“y” la intensidad del pico.

Presencia de CGA en el cromatograma, se realizaron 6 réplicas, en las 6 réplicas

realizadas existe una buena presencia de CGA.
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0.00 200 400 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00
Minutes

Figura 3. Blanco matriz Coriandrum sativum (Cilantro), esta
imagen corresponde a un cromatograma donde el eje

., n

x"” es el tiempo de retencion y el eje “y” la intensidad
del pico.

Se observa la presencia de CGA dentro de los RT (tiempos de retencidn) que se

encontraron en guayusa presentes en el cromatograma de la Figura 2.

En las Figuras 2 y 3, se observa la presencia de los CGA por tanto se cumple con el criterio

de verificacion.

Limite de deteccion

Tabla 5. Limite de deteccion

LOD

Cantidad Criterio de
aceptacion

Std0,05 Std0,1 Std0,2 Std0,25 Std0,5 Std1

%recupel 47 . 66. 67.5! 110.7: 94.6! 94.5{ %de
acion recuperacior
<50

Realizado por: Thomas Garzon, 2024

El limite de deteccidon arroja como resultado que el equipo puede detectar una

concentracién de 0.05 mg/L de acido clorogénico.
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Limite de cuantificacion

La siguiente tabla muestra los limites de cuantificacion que se obtuvieron:

Tabla 6. Limite de cuantificacion

LoQ

Cantidad Criterio de
aceptacion

Std0,05 Std0,1 Std0,2 Std0,25 Std0,5 Std1l

%recupera 47.4 66.8 67.55 110.73 94.68 94.58 %de
cion recuperacion
90-110%

Realizado por: Thomas Garzon, 2024

La tabla 6 muestra los porcentajes de recuperacién a diferentes concentraciones, por lo
tanto, segun los criterios establecidos para la verificacion del método: 0.25 mg/L es el

limite de cuantificacion.

Carta de Control para Validacién de Método-LOD-LOQ

1.0

0.8

—&— Promedio de respuesta
=== Limite de control superior (LSC)
=== Limite de control inferior (LIC)

—— LOQ del método (0.25 ppm)

[ B e e e e e e e e By

e
o

Respuesta

o
»

0.2 0.4 0.6 0.8 10
Concentracion (ppm)

Figura 4. Carta control LOD-LOQ, eje x concentracién, eje y
respuesta de las muestras

La Figura 4. nos muestra la carta control [29] en la que se puede observar los limites que
tiene nuestro HPLC y a que niveles de concentracion se puede detectar y cuantificar

nuestro analito.

25


https://www.zotero.org/google-docs/?iC725V

Precision

La siguiente tabla muestra los resultados obtenidos para la precision del método:

Tabla 7. Resultados Precision

Coeficiente de Variacion para la Repetibilidad:

Dia Cantidad  Concentracidn Criterio de aceptacion

16-ago Alta 4.12 %CV <12%
Media 3.05
Baja 5.01
17-ago Alta 5.18
Media 5.89
Baja 5.01
18-ago Alta 0.01
Media 3.81
Baja 28.18

Coeficiente de Variacion para la Precision Intermedia:

Cantidad  Concentracion Criterio de aceptacion

Alta 6.63 %CV < 15%
Media 5.62
Baja 20.63

Realizado por: Thomas Garzon, 2024

Como se muestra en la Tabla 7, el coeficiente de variacidn para las concentraciones altas
y medias se mantiene estable a lo largo del tiempo, demostrando reproducibilidad
durante el dia. Sin embargo, para las concentraciones bajas, se observa un
comportamiento distinto: hay una variacion normal el primer dia, pero esta aumenta

progresivamente, incumpliendo con el criterio de aceptacion establecido.
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Carta de Control de Medias para Alta

-------------------------------------------------------------------------------- —— Media diaria
240 === Media total
=== Limite de control inferior
=== Limite de control superior
23.54
c
2 230
i3
e
-4
§ 225
g
€ hesmsccsssscssssssssssssssssnassncsnsans g e s na s e s e e R R s E e s s a ..
Y]
2
w 220
2
@
=z
215
210
L
Carta de Control de Rangos para Alta
L1 L R - - - ——mmmmmmmmm e Rango diario
=== Rango promedio
35 === Limite de control inferior
=== Limite de control superior
30

Rango de Concentracion
o
F=

15
10
0.5
LR e e
08-16 00 081606 0816 12 08-16 18 08-17 00 08-17 06 081712 06-17 18 08-18 00
Dia

Figura 5. Carta control precision valores altos, grafico que representa los
valores de concentracién en medida que pasa el tiempo en
valores altos.

Se observa una media y rangos para los valores de concentracién alta.
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Carta de Control de Medias para Media

4 fmmmmmmmmmemessmseseesssesssessssessssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssses =8~ Media diania

=== Media total

=== Limite de control inferior
39

=== Limite de control superior

Media de Concentracién
o w
ey >

34
33
2
Carta de Control de Rangos para Media
- -- -- Rango dianio
08 -=-- Rango promedio
== Limite de control inferior
-« Limite de control superior
508
]
2
€
-]
g
g
5
U o4 - - - - -
@
®
e
2
2
5
@
02
0,0 = === e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s
08:16 00 0816 06 0816 12 08-16 18 0817 00 0817 06 081712 0817 18 08-18 00

Dia

Figura 6. Carta control precision valores medios, grafico que
representa los valores de concentraciéon en medida que
pasa el tiempo en valores medios.

Se observa una medida de valores promedio y rangos para los valores de concentracion

medio.
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Dia

Carta de Control de Medias para Baja

------------------------ - mmssmmssssssss=a= == Media diaria
1l === Media total
=== Limite de control inferior
=== Limite de control superior
10
209
2
5
c
L)
£,
1)
v
L)
T
s
2w
L]
i
06
05
Carta de Control de Rangos para Baja
-------------------------------------------------------------------------------- Rango diari
07 === Rango promedio
=== Limite de control inferior
=== Limite de control supeior
06
§
205
®
]
[
204
=]
o
-
b k]
-]
&
8
[ 4
02
01
L —
081600 08-16 06 081612 081618 0817 00 081706 081712 0817 18 081800

Dia
Figura 7. Carta control precisién valores bajos, grafico que

representa los valores de concentracién en
medida que pasa el tiempo en valores bajos.

Se observa una media de valores promedios y rangos para los valores de concentracién
bajo. Ya que se puede observar que la muestra para altas concentraciones no se degrada
tan rapido como las muestras con bajas concentraciones se considero tener cierto grado

de criterio al recolectar los datos para su procesamiento de datos.

Veracidad

Se realizé una tabla 8 resumiendo los datos obtenidos del porcentaje de recuperacion,

indicando los criterios a cumplir:
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Tabla 8. Resultados Veracidad

Porcentaje de recuperacion

Concentracion Porcentaje de Criterio de
recuperaciéon aceptacion
Alta 93.96% 90-110%
Baja 95.31%

Realizado por: Thomas Garzon, 2024

El reporte del porcentaje que se recuperd en las concentraciones altas y bajas, nos da

como resultado un 90 a 110 % con lo cual se acepta la veracidad del método.

Carta de Control de Recuperaciéon para Acido Clorogénico

120
® % de Recuperacion
=== Limite Inferior de Recuperacién Aceptable (90%)
1151 -== Limite Superior de Recuperacién Aceptable (110%)
110 = === == e — e - -
c
S [
®
5 105
(=%
-1
o
@
x 100
@
4 [ ]
®
95 4 ®
00 4= e e &
85 T T T T T T T
0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5

Concentracién de Fortificacion (mg/g)

Figura 8. Carta control veracidad, los valores recuperados en base
a limites establecidos en la verificaciéon del método.

Se observa que tantos valores con concentraciones minimas y altas se encuentran
dentro del rango de recuperacion establecido. En la carta control observamos que los
niveles de CGA no sobrepasan los limites establecidos con anterioridad por Eucharem

[30].

Se elabord una tabla 9 resumiendo los resultados obtenidos a lo largo de la verificacion

del método, en donde se podra verificar los criterios y resultados de los mismos.
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Tabla 9. Resultados Finales

Parametros Especificaciones Resultados Evaluaciéon
Linealidad r2>0.99 0.99 Aceptable
Selectividad Ausencia en el blanco La presencia Aceptable

reactivo de sefial en los  fue evaluada

tiempos de retencion para la sefial en

del analito, y presencia  los tiempos de

de sefial en el blanco retencion del

matriz. CGA
Limite de deteccion % de recuperacion <50 0.05 ppm Aceptable

%
Limite de % de recuperacion 90%- 0.25 ppm Aceptable
cuantificaciéon 110%
Precision % CV de repetibilidad; < Alta: 5% Aceptable
(repetibilidad y 12 % de precision
precisién intermedia; <15 % Media: 6% Aceptable
intermedia)

Baja: 20% muy malo

Veracidad % de recuperacion: 95-110% Aceptable

90%-110%

Realizado por: Thomas Garzon, 2024

Cuantificacién de acido clorogénico 5-CQA

Al realizar la cuantificacion de los diferentes factores se resumid los resultados en la

siguiente tabla presentando los resultados en base al disefio experimental:
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Tabla 10. Concentracion (ppm) promedio de 5-CQA en muestra de llex guayusa

Chakras Talag (A) Alto Pano (B) Alto Tena ©
Condiciones Luz Sombra (- Luz(+) Sombra(-) Luz(+) Sombra(-)
exposicion (+) )
Edades 0 125 5.53 9.91 7.29 3.52 2.44
6
1| 5.19 3.84 4.74 5.60 1.88 2.83
2| 1.77 2.54 2.56 10.26 1.39 2.02

Realizado por: Thomas Garzon, 2024

Las concentraciones mostradas en la Tabla 10. estdin en ppm (mg/L) se observan
concentraciones altas en relacién a los factores, pero no se podra sacar conclusiones sin

antes proceder con el analisis estadistico.

Q-Q Residuals

G

o~ a0
o

Standardized residuals

Theoretical Quantiles
aov((dis))

Figura 9. Grafico Q-Q, grafico que
representa la distribucion de
los datos dando en este caso
una distribucidn asimétrica.
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Histograma de CGA

20

Frequency
10

1T T 1 1T T 71T 1
0 2 4 6 8 10 12 14

CGA

Figura 10. Histograma, distribucion de
datos, se detalla una la
frecuencia de los datos.

El histograma que se muestra en la figura 10. muestra la distribucion de los valores de
CGA. Los datos parecen estar sesgados hacia la derecha, con una cola mas larga hacia
los valores mas altos. Esto es tipico de los datos que pueden seguir una distribucion
Gamma, que es comun para variables que son siempre positivas y tienen una
distribucién asimétrica. La forma del histograma sugiere que los datos de CGA no siguen
una distribucion normal y podrian ser modelados adecuadamente con una distribucion

Gamma o alguna otra distribucién asimétrica positiva.

Se realizd una prueba de Kolmogorov-Smirnov para comparar la distribucidon de los

datos con una distribucion Gamma tedrica.

Dando como resultado: D = 0.1453, p-value = 0.2043. El valor p es mayor que el alfa
empleada (a= 0.05), lo que indica que no hay suficiente evidencia para rechazar la
hipdtesis nula de que los datos siguen una distribucién Gamma.

La prueba de Levene se utilizé para evaluar la homogeneidad de las varianzas entre los

diferentes grupos definidos por la combinacion de factores chakra, edad y exposicién.
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Los resultados fueron: F value = 0.3653, p-value = 0.9853, dando un valor p muy alto

sugiere que las varianzas entre los grupos son homogéneas.

Los resultados del histograma y el test de Kolmogorov-Smirnov apoyan la idea de que la
distribucién Gamma podria ser un modelo adecuado para los datos de CGA. El test de
Levene indica que las varianzas son homogéneas entre los grupos de interaccidon de los

factores, lo cual es favorable para realizar el test ANOVA.

Concluimos por gréficos que los datos no presentan una normalidad ademas de tener
un p value por parte de shapiro test de p-value = 0.009657, se propone realizar modelos
lineales generalizados en este caso se usé la familia “gamma” dado a los resultados
obtenidos para garantizar el uso de los GLM y la familia escogida por la naturaleza de los

datos.

Se comienza con la transformacién de los GLM para ajustar los datos:

Residuos
an
[4a]

T T T T T
2 4 6 8 10

Valores Ajustados

Figura 11. Grafico Residuos vs Valores ajustados, se
muestra valores en el grafico donde sé que
existe problemas con el método de andlisis.

La figura 11 sugiere que el modelo no se ajusta dado que existe el problema de posibles
outliers y una posible heterocedasticidad. La prueba de Breusch-Pagan da un p-value =
0.0002927, por lo que se propone que el modelo tiene heterocedasticidad. Se buscara

arreglar los problemas transformando los ‘links’ del modelo.

Por lo tanto, se propone transformar el modelo:
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Se procedid a aplicar la Transformacién Logaritmica: Dado que el intervalo de confianza
incluye el 0, aplicar una transformacién logaritmica a la variable de respuesta que logré

estabilizar la varianza y mejorar la normalidad de los residuos.

La evaluacion de las predicciones se dio por el error cuadratico medio (MSE) y el error

absoluto medio (MAE):

Escala logaritmica:
® MSE logaritmico= 0.0714
e MAE logaritmico= 0.2022

Estos resultados son relativamente bajos, esto indicaria que el modelo se ajusta bien a
la escala propuesta. El MSE y MAE mas bajos sugieren que las predicciones estdn

bastante cerca de los valores reales en términos logaritmicos.

Escala original:
e MSE original=5.84
e MAE original=1.3689

En la escala original, el MSE y el MAE son mas altos. Esto es esperable, ya que la escala
original amplificé cualquier error presente en la escala logaritmica. Sin embargo, la
magnitud de estos errores debe interpretarse en el contexto de los valores reales de la
variable de respuesta (CGA). En este caso los valores de CGA son relativamente altos por

lo que el MAE es pequeiio y no significado.

De acuerdo a lo demostrado en la tabla 10 hay diferencias significativas en la variable
de respuesta transformada entre los distintos niveles de chak. Especificamente, el grupo
C tiene una media significativamente menor que los grupos Ay B, y el grupo B tiene una
media significativamente mayor que el grupo A. Para la edad, cada uno de los tiempos

posteriores (T1 y T2) tiene una media significativamente menor en la variable de
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respuesta transformada en comparacion con el tiempo base TO. Ademds, T2 es

significativamente menor que T1.

Tabla 11. Supuestos del método ajustados

Normal Q-Q Plot

residuos

residuos

Sample Quantiles

-2
|
@

2

e e R

T
0 10 20 30 40 50
predict{modelo_gim_transformed) Theoretical Quantiles

Index

Realizado por: Thomas Garzon, 2024

Dado que se trabajo con variables categoéricas, la "linealidad" no es el enfoque, sino mas
bien si las diferencias entre las categorias son estadisticamente significativas. Como se
observa en la tabla 11 no parece haber patrones claros que sugieran problemas de
independencia. No hay sefiales evidentes de heterocedasticidad, aunque una inspeccién
visual no siempre es suficiente para descartarla. Los residuos parecen ser
aproximadamente normales con algunas posibles desviaciones en los extremos.
Multicolinealidad: No hay indicaciones de multicolinealidada problematica en el
modelo. Se procedid a reajustar el modelo logaritmico para la mejor adaptacion del

modelo propuesto.
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Supuestos del modelo ajustado, se presentan

supuestos
mencionados.

estadisticos

como

los antes

Estos resultados sugieren que el modelo tiene un buen ajuste estadistico en términos
de la capacidad para explicar la variabilidad de los datos y que los errores de prediccidon

son relativamente bajos.

Ademas, se llevd a cabo un analisis de varianza (ANOVA) sobre la variable de respuesta
transformada para evaluar las diferencias entre los niveles de los factores clave: Chakra,
Edad y Luz. Estos resultados, facilitaron la interpretacion de las diferencias estadisticas

significativas y las tendencias en los datos.

El analisis de varianza (ANOVA) es una herramienta estadistica fundamental para
determinar si existen diferencias significativas entre las medias de diferentes grupos. En
el contexto de su estudio, el ANOVA se ha utilizado para examinar cdmo los factores

Chakra, Edad y Luz interactuan y afectan a la variable de respuesta que, por lo que
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menciona, ha sido transformada para satisfacer los supuestos de esta técnica

estadistica.

Tabla 12. Correlacion entre los valores del CGA

Distribucién de CGA_transformed por Chakra

=
S
o

o

CGA_transformed

=)
=

CGA_transformed
- r

]
Chakra

TO

T
Edades

-

T2

Distribucién de CGA_transformed por Edades

Distribucidn de CGA_transformed por Luz

o

CGA_transformed

=)

Realizado por: Thomas Garzon, 2024

Tabla 13. ANOVA

Df Sum Sg Mean Sq F value

chak 2 9.184
Age 2 5.939
Light 1 0.136

Age:Light 2 3.271
Residuals 46 3.337

Signif. codes: (O ‘#%*’

Realizado por: Thomas Garzon, 2024

4.592
2.970
0.136
1.636
0.073

0.001

£

63.30
40.94

1.87
22.55

6.
6.

1.

¥ 0.01

Pr(>F)
188—14 Frded
138—11 Frded
0.178
508—07 Frded

¥ 0.05 .7 0.1 1

De acuerdo con la tabla 11y 13, el ANOVA ha revelado resultados significativos para los

factores Chakra y Edad, asi como para la interaccién entre Edad y Luz, lo que indica que

estos factores tienen un efecto estadisticamente significativo en la variable de

respuesta. El p-valor asociado con Chakra y Edad es inferior a 0.001, lo que sugiere que

las diferencias en los niveles de chakra y las distintas edades tienen un impacto muy

significativo en la variable de respuesta. La interaccién Edad: Luz también es significativa

con un p-valor de 1.50e%, lo que implica que el efecto de la luz en la variable de

respuesta no es constante a través de todas las edades.
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La ausencia de significacion estadistica para el factor luz por si solo (p-valor de 0.178)
sugiere que no hay suficiente evidencia para afirmar que diferentes niveles de luz tienen
un efecto directo en la variable de respuesta cuando no consideramos la edad. Sin
embargo, la significancia de la interaccién edad: luz indica que el efecto de la luz en la
variable de respuesta es dependiente de la edad; es decir, la edad modifica cdmo la luz

afecta la variable de respuesta.

Ademas, el tamaiio de efecto, reflejado en la suma de cuadrados y el cuadrado medio,
muestra la magnitud del impacto de cada factor. Por ejemplo, los factores chakra y edad
tienen sumas de cuadrados mucho mas grandes que la luz, lo que indica que tienen un

efecto mas pronunciado sobre la variable de respuesta.

La significancia estadistica también es reflejada en los valores F, donde los factores
Chakra y Edad tienen valores F mas altos, lo que indica una mayor variabilidad entre los
grupos que la variabilidad dentro de los grupos para estos factores. Esto refuerza la idea

de que estos factores son predictores importantes de la variable de respuesta.

Perfil metabolédmico de acidos clorogénicos en extractos de /. guayusa.

Los metabolitos identificados se encuentran en la tabla 14. los cuales se recopilaron de

las 3 energias empleadas.
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Tabla 14. Identificacion de metabolitos

Metabolitos Férmula RT Energia Masa Error (ppm) Coseno
(min.) de experimental
colision  (mz) [M-H] M+

Acido clorogénico C16H1809 3.350 40:20:10 163.03941 0 1
Acido Neoclorogenico C16H1809 2.975 40:20:10 135.0453 0 1
Cafeina C8H10N402  3.4518 40:20 195.0886 0.39196809998998106 0.74
DIMETILBENZIMIDAZOL CO9HI0N2 11.4924 40 147.0922 0.821751

0.14298444792900522

Acido elagico C14H608 4.1936 40 303.0143 0.7226334144431606 0.804247
Petasol C15H2202 9.184 20 235.1703 2.1049815474211493  0.794195
Hyoscyamine C17H23NO3 3.7505 20 290.1767 3.726598758074864 0.911511
N-fenil-1-naftilamina C16H13N 9.2716 20 220.1127 0.3432292908131458 0.893027
N,N-dietil-3-metilbenzamida Ci2H7NO 6.6281 20 192.139 0.8369057535135448 0.846486
4-hidroxi-1-(2-hidroxietil)- CiaH27NO2 0.7353 20 202.1807 - 0.847687

2,2,6,6-tetrametilpiperidina 0.01982335565926466
acido cafeico CoHsO4 3.3466 20 163.0397 1.1096763597384962 0.846089

Realizado por: Thomas Garzon, 2024

Los parametros que delimitaron la identificacién fueron: un ppm de 10 ppm y un
coseno de 0.7, se realizé la identificacion por medio del portal GNPS y se revisaron los
metabolitos encontrados mediante la literatura y bases de datos como chemspider y

pubchem.
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Tabla 15. Clasificacién de compuestos identificados

Metabolito Grupo/Familia Funcion
Acido clorogénico fenilpropanoides Propiedades antioxidantes y se encuentran
comunmente en una variedad de plantas
Acido Neoclorogénico fenilpropanoides Propiedades antioxidantes y se encuentran
comunmente en una variedad de plantas
Cafeina Xantinas Estimulante del sistema nervioso central.
Dimetilbenzimidazol Benzimidazoles Utilizado en medicamentos antiparasitarios y
antifungicos.
Acido elagico Taninos Antioxidante, usado en suplementos
alimenticios y cosmética.
Petasol Terpenos Compuesto en ciertas plantas con propiedades
medicinales.
Hyoscyamine Alcaloides Farmaco anticolinérgico.
tropanos
N-fenil-1-naftilamina Aminas Antioxidante en la industria quimica.
aromaticas
N,N-dietil-3-metilbenzamida Amidas Repelente de insectos.
4-hidroxi-1-(2-hidroxietil)- Piperidinas Antioxidante en la industria quimica.

2,2,6,6-tetrametilpiperidina

Acido cafeico Fenoles

Antioxidante, se encuentra en todos los
vegetales.

Realizado por: Thomas Garzon, 2024

La tabla 15 muestra las propiedades de los metabolitos encontrados en plantas. Se
destaca que la mayoria de los metabolitos identificados, son de capacidad antioxidante,
esto refutando la idea del método de extraccidn Unico para metabolitos antioxidantes y

la verificacion en la presencia de los CGA para confirmar la aparicién de estos

compuestos en la identificaciéon con estandares.
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Redes moleculares
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Figura 13. Red molecular

Los resultados de la Figura 13 expresan que en la red molecular no se encuentren

metabolitos enlazados, estos tendrian una similitud o podrian compartir alguna

caracteristica semejante.

Los metabolitos que se identificaron con la herramienta dereplicator+, los cuales a su

vez para poder identificar cual metabolito tiene un buen mach o semejanza se utilizé los

resultados de la herramienta MS2LDA para ver los motif y deducir que metabolito se

parece a su espectro en libreria.
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CAPITULO IV: INTERPRETACION Y DISCUSION

Verificacion

Linealidad

Las curvas de calibracidon muestran coeficientes de correlacion (r?) superiores a 0.99,
cumpliendo con los pardmetros establecidos para la verificacién del método. La
linealidad es fundamental para la confiabilidad del método en un rango especifico de
concentraciones. Esta consistencia en los resultados refuerza la capacidad del método
para generar resultados precisos y confiables. Podemos comparar esta linealidad con los
criterios establecidos en la literatura, como se sugiere en el documento "Eurachem

Guide: The Fitness for Purpose of Analytical Methods" (Eurachem, 2016) [30].

Selectividad

Como se pudo observar en la Figura 1, no existen picos en los cromatégrafos del blanco
control en los tiempos de retencidén que se presenta el CGA. Dado que existe una gran
variedad de CGA existente en la mayoria de hojas empleadas en la infusién [31-33], se
decidié emplear la identificacidn del analito presente en las muestras para poder evaluar
la selectividad de acuerdo a Abrahan J. 2010 [34] el cual discute que la selectividad del
blanco matriz se puede evaluar mediante la deteccion del analito en varias especies en
este caso de hojas de infusidén, dando lugar a un blanco matriz que necesite la presencia

del analito para su cumplimiento con lo establecido para la verificacién del método.

Para esto se utilizd muestras preparadas con el mismo tratamiento de muestra para
manzanilla (Chamaemelum nobile) [35] y cilantro (Coriandrum sativum) [36], los cuales
se encontraron CGA en los estudios de: para manzanillay para cilantro donde destacan

la capacidad antioxidante de estas dos plantas y la concentracion de CGA.
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Dado que se observa que el blanco reactivo no muestra sefial, denota que no existe
presencia de metabolitos que puedan afectar al estudio en cuanto al tratamiento de
muestras y el blanco matriz muestra que lo que estamos viendo es en verdad nuestro
analito CGA el cual estd presente en la mayoria de plantas que se usan para infusién y

varias mas.

Limite de Deteccion (LOD) y Limite de Cuantificacion (LOQ)

Los valores de LOD y LOQ son criticos para determinar la sensibilidad del método [37].
En comparacién con los requerimientos de sensibilidad, estos valores indican que el
método es suficientemente sensible para detectar y cuantificar acido clorogénico en las

muestras [30].

Precision

La variabilidad en la precisidn, especialmente en concentraciones bajas, se refleja en los
coeficientes de variacidn. La variabilidad observada en la precisién, especialmente a
bajas concentraciones, plantea interrogantes sobre la confiabilidad del método en estos
rangos. Aunque esta variabilidad puede ser aceptable dependiendo del contexto
especifico del estudio, es crucial considerar métodos para mejorar la precisidon, como
optimizar las condiciones de andlisis o aumentar el numero de réplicas en

concentraciones bajas.

Como se observa en las cartas control la caracteristica principal de la precision es ver la
variabilidad de las concentraciones a través del tiempo para evaluar la degradacion del
analito [38] por esto se recurre a las graficas de medios y rangos en donde estos se
deben encontrar dentro de los limites para su cuantificacion [39] esto nos transmite una
seguridad del equipo y de la muestra para evaluar el componente a diferentes dias, para
poder conocer cuanto del analito se volatiliza y poder realizar las correcciones para estos

casos [40].
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Veracidad

Los porcentajes de recuperaciéon estan dentro del rango aceptado de 90-110% [30]. La
veracidad del método, demostrada por la recuperacién de los porcentajes dentro del
rango aceptable, es esencial para asegurar que el analisis refleje con precisién la

concentracion del analito en la muestra.

La integracion de los aspectos de linealidad, selectividad, LOD, LOQ, precisién y

veracidad confirma que el método es confiable y aplicable.

Anadlisis de cuantificacion del acido clorogénico (5-CQA) por cromatografia liquida de

alta eficiencia HPLC-Uv-vis

Cuantificacion de CGA

Como se muestra en la Tabla 10, existe una notable variacidon en las concentraciones de

CGA (acidos clorogénicos) en relacién con diferentes factores ambientales y de cultivo.

Sin embargo, para comprender plenamente estos cambios, es crucial realizar un andlisis
estadistico detallado. Nuestro estudio compard las muestras con altas concentraciones
de CGA, influenciadas por factores como sombra, edad joven de las plantas y
ubicaciones. Al comparar nuestros datos con los resultados de Cardenas T. et al. 2020
[21], encontramos que las concentraciones acumuladas de 5-CQA fueron de 8 mg/L.
Segun Craig, et al. 2016, [17], las concentraciones de CGA pueden variar
significativamente segln el método de extraccidén utilizado, como se observa en el caso
de Cardenas T, et al. 2020 [21] que empled un método de extracciéon con hojas secas,
por lo cual sus concentraciones serian mas bajas donde obtuvo, esto porque la molécula
de CGA es muy volatil y se trabaja mejor en una hoja himeda, esto visto por nuestros
resultados que nos dan una mayor concentracion del CGA 5-CQA trabajado en hoja

himeda mediante el método verificado en laboratorio. Por lo tanto, se procedid a
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realizar los analisis estadisticos para obtener una gran cantidad de CGA de acuerdo a los

factores planteados.

Supuestos de estadistica y métodos de arreglo de datos

En primera instancia el resultado para poder medir la normalidad dentro de los datos se
realizd con el test Shapiro-Wilk el cual nos dio un e-value por debajo del alfa propuesto
(a=0.05), esto debido a varios factores como lo explica Da Silva, 2022 [42], el cual dice
que los datos que no cumplen con el test de Shapiro-Wilk puede ser porque se lo esta
realizando con la familia gaussiana y los datos recolectados no pertenezcan a esta, esto
debido a la complejidad o aleatoriedad en CGA al ser un metabolito complejo [43] los
datos posiblemente no se podrian tomar como un conjunto de datos normales debido
a la cantidad de muestra empleada, lo que podria hacer que los datos no integrasen
completamente el modelo gaussiano normal. Lo que nos conlleva a realizar un estudio
amplio de los diferentes modelos generalizados para poder ajustar los datos y realizar
el analisis estadistico pertinente [25,26,44,45]. Este modelo estadistico fue sustentando
por las pruebas de histograma donde se aprecia una forma y distribucién de datos de
manera que el GLM gamma se acopla bien a los datos, siendo también corroborado por

las pruebas de Kolmogorov-Smirnov y el test de Levene.

El resumen del modelo GLM proporciond informacién cruciales sobre la importancia de
los predictores y la calidad del ajuste del modelo. Sin embargo, el andlisis de residuos
indicé problemas, como la heterocedasticidad y la autocorrelacion, identificados
mediante las pruebas de Breusch-Pagan y Durbin-Watson, respectivamente siendo

estos problemas relacionados con el ‘enlace’ de la familia [44].

Estos problemas sefialaron que el modelo inicial necesitaba refinamiento, conduciendo
a la implementacién de los diferentes enlaces [45] para mejorar el ajuste del modelo y
satisfacer los supuestos estadisticos, se probaron las funciones “identity” “inverse” y
“log” siendo esta ultima la que mejor resultados daba al momento de realizar los

supuestos, esto se verificd mediante los graficos de supuestos como se contempla en la
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Figura 12. Esto garantizé que el modelo final cumpliera con los requisitos de los GLM y

permitiera una interpretacion correcta de los resultados estadisticos.

Resultados de incidencia de factores finales

Siendo la edad de la planta, un factor manejable en un entorno controlado, y que es
especialmente critica en el sistema agroforestal chakra [10]. Este sistema, caracterizado
por su enfoque en la biodiversidad y la sostenibilidad, permite un control efectivo sobre
la edad de la planta [12]. Viéndose directamente relacionada con la concentracion de

CGA como se puede ver en la Tabla 11.

Aunque la ubicacion también emerge como un factor diferenciador significativo, su
manipulacién resulta mas compleja. Al realizar un analisis cualitativo del suelo, en coémo
se distribuyen la guayusa dentro del sistema agroforestal [46,47], se evidencian ciertos
componentes fisicos y bioldgicos que son intrinsecos a la chakra y escapan a un control
directo. Estos factores, inherentes a la naturaleza del suelo y a la integridad organica de
la chakra, limitan la capacidad de manejar el factor de ubicacién de manera efectiva para
maximizar la produccién de CGA. Ademas hay que tener en cuenta que la ubicacién de
las chakras es en diferentes altitudes, lo que apoya a que tengan una produccién mas

alta de metabolitos secundarios mientras mas latitud tenga la ubicacion [71].

En cambio, la gestidon de la edad de las plantas de Illex guayusa es mas viable. En etapas
tempranas de crecimiento, estas plantas tienden a concentrar la produccién de
metabolitos, incluyendo un aumento en la concentracién de CGA, lo que sugiere una
correlacion directa entre la edad de la planta y la sintesis de estos compuestos [48]. En
estudios acerca de las edades nos muestran la cantidad de metabolitos en relacién a las
edades de estas [49], viéndose mds afectadas las plantas jovenes con altos porcentajes

de metabolitos con propiedades bioactivas.
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Figura 14. Talag imagen geografica, se observa ciertas variables
como la aglomeracion de plantas en un solo lugar.

Figura 15. Alto Pano imagen geografica, existe una distribucién
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Figura 16. Alto Tena imagen geografica, se observa una
organizacion de plantas muy juntas lo que causaria
conflictos con los nutrientes o la luz que recibe.

Las Figuras 14-16 referentes a las chakras demuestran la manera en la que estas estan
sujetas a una manera agroforestal que se liga este comportamiento al factor exposicion,
debido a la gran cantidad de diversas constantes que este recibe diariamente en estos
sectores como, por ejemplo: Se observa que los arboles que opacan la luz en la mayoria
de guayusa, factores climaticos ayudarian a que este factor exposicion pueda tener una
complejidad de prondstico alta. Sin embargo, el factor exposicidn, a pesar de no mostrar
diferencias estadisticas significativas, revela tendencias interesantes. Como se muestra
en la Tabla 12 las concentraciones mas elevadas en capacidad antioxidante de la familia

llex se observaron en plantas cultivadas en la sombra [24,50-52]. Esta observacioén, a
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pesar de la falta de significancia estadistica, es consistente con las diferencias en las
medias representadas en la grafica. Esta tendencia se alinea con los hallazgos de Goméz
(2015), [53] quien sugiere que la actividad antioxidante en la guayusa es mas
prominente en hojas que crecen en condiciones de oscuridad. Segun estudios realizados
en plantas [54-56] la falta de exposicién a la luz provoca un estrés oxidativo en las
plantas, lo que a su vez estimula la produccion de compuestos con propiedades
antioxidantes. Esto sugiere que la guayusa, al enfrentarse al estrés oxidativo resultante
de la menor exposicidn a la luz, incrementa la sintesis de compuestos como el CGA, que

juegan un papel crucial en la respuesta antioxidante de la planta.

Analisis del perfil de acidos clorogénicos por UPLC-MS/MS

Identificacion de Acidos clorogénicos

Al realizar la identificacién de acido clorogénico y neoclorogénico en las muestras FAST
DDA de Ilex guayusa, en donde se observé una fragmentacion de los analitos. Esta
fragmentacion estd influenciada por la técnica de ionizacidn y los métodos de
fragmentacion empleados en la espectrometria de masas [57,58]. En la espectrometria
de masas, la fragmentacién se produce generalmente a través de un proceso conocido
como colisién inducida por disociacion (CID), en el cual un ion precursor es aislado y

luego colisiona con un gas, causando su fragmentacién [57]

Después de la ionizacidn, el ion molecular retiene el exceso de energia de ionizacién, lo
qgue puede provocar que la molécula se fragmente si esta energia excede la requerida
para romper un enlace quimico [57,59]. La energia de colision aplicada en el estudio fue
de (10, 20, 40 eV) lo cual influyd significativamente en este proceso, afectando

directamente la fragmentacion del acido clorogénico.
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Figura 17. Cromatograma tiempo de retencion vs intensidad, de muestra a
40 ev (Color amarillo), 20 ev (Color verde), iones producto del

Acido Clorogénico
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Figura 18. Cromatograma tiempo de retencidn vs intensidad, de muestra
a 40 ev(Color amarillo), 20 ev (Color verde), iones producto del
Acido Neoclorogénico

Se observa en las Figuras 17-18 la aparicidon de iones producto en el mismo tiempo de
retencion y con la misma m/z, concluyendo que los iones producto estan presentes en
las muestras mds no el ion precursor, siendo el de mayor abundancia relativa el acido
clorogénico (5-CQA) en las muestras recolectadas, se puede comparar con los hallazgos
de Craig, et al. 2016 [17] en donde se verifica que el CGA mas abundante es el 5-CQA,

ademas se puede distinguir una mayor aparicion de los CGA en la energia de 40 ev.
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Los dacidos clorogénicos identificados en las diferentes condiciones muestran una
tendencia a tener una abundancia relativa mas alta en cuanto a las muestras de Alto
Pano con factores de oscuridad y edad joven, esto se debe a que los acidos clorogénicos
engloban parte de los compuestos antioxidantes vitales de una planta [49], dando lugar
a que se produzcan en masa en una edad joven de la planta por el desarrollo que esta
debe tener a inicios tempranos de su vida y en la oscuridad por los desequilibrios
energéticos que tiene y para su adaptabilidad a este factor se crean compuestos
antioxidante que ayudan a la planta [48], la chakra afectaria los compuestos debido a

sus concentraciones tanto de materia organica como metales pesados [51].

Los CGA, son compuestos con multiples enlaces susceptibles a la fragmentacidon, debido
a que se compone de una estructura central de acido quinico esterificado con acido
caféico [60]. El 4cido quinico posee un anillo de ciclopentano con un grupo hidroxilo en
cada carbono [61], mientras que el acido caféico [62] es un acido fendlico con una
estructura de acido cindmico que incluye un grupo hidroxilo y un grupo metoxi. El enlace
éster que une ambos acidos es particularmente susceptible a la fragmentacion debido a
su facilidad para romperse bajo condiciones de energia de colisidén en la espectrometria

de masas [57-59,63]

Estas energias de colision pueden haber sido suficientes para causar una fragmentacion

significativa de los CGA, resultando principalmente en la deteccién de iones producto.

Los demds metabolitos presentes en la Tabla 13. representan una alta gama de
diferentes familias, en la bibliografia revisada se ha encontrado que la cafeina, acido
elagico, hyoscyamine, petasol, acido cafeico, acido clorogénico son metabolitos que se
han encontrado en plantas, en la guayusa se han identificado todos menos el petasol y

hyoscyamine [23,64—67].

Los principales metabolitos de interés investigativo encontrados en las muestras
analizadas son el Acido clorogénico, Acido neoclorogenico, cafeina, Acido cafeico, Acido

eldgico, dado que estas tienen propiedades bioactivas que pueden aumentar el interés
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por la planta. La cafeina al ser uno de los principales componentes en los productos de
guayusa [8], los acidos clorogénicos siendo los metabolitos con mayor presencia en
capacidad antioxidante [22], el acido cafeico con capacidad antioxidante y ser
intermediario en la biosintesis de lignina y el acido elagico al ser igual un antioxidante

presente en la mayoria de plantas [68].

Redes moleculares

De acuerdo con los resultados obtenidos, la Tabla 2 en los anexos revela que, utilizando
la herramienta GNPS Dereplicator+, se lograron identificar coincidencias con los
compuestos listados. Sin embargo, fue necesario realizar una identificacion mas precisa
utilizando 'motifs', los cuales permitieron identificar diversas familias de compuestos,
como terpenoides, policétidos, aminas, y alcaloides. Estas familias son las mas
relevantes en relacidn con la guayusa, segun los metabolitos identificados en la
referencia [8], y estan representadas por los 'motifs' con la denominacién
Sulfangolide_A_Sulfangolide_A 572.3128 1.5, Angiolam_A_9',10'-Dihydro
322.3128 3.5, 1-Benzyl-(R)-Propylamine 452.9812 1.8, Motuporamine C 97,10-
Didehydro 651.1124 2.5, caracteristicos de las familias encontradas en los metabolitos

de Dereplicator+.

Los metabolitos descubiertos no muestran una relacidn directa en los clUsteres, ya que
presentan una diversidad compleja [58]. Las relaciones entre ellos son tales que los
algoritmos utilizados podrian indicar que, aunque un metabolito pertenezca a un cluster
[59], no es posible determinar con exactitud con qué otros comparten propiedades. Esto
se debe al método de extraccion empleado, que se centra en un tipo especifico de
metabolito, resultando en un método selectivo. Esta selectividad puede causar que
otros metabolitos, que comparten propiedades con el identificado, no estén presentes
[69]. Sin embargo, este método es valido para identificar, en este caso, una mayoria de
metabolitos antioxidantes. La molécula principal bajo estudio es el acido clorogénico,

conocido por su actividad antioxidante. El método de extraccidn, especifico para esta
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molécula, facilita la identificacion de otros metabolitos con funciones antioxidantes

similares, pero que no necesariamente comparten el mismo cluster.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

La verificacion del método proporciond una base sélida para la interpretacién de los
resultados. La correlacién entre los cambios de las concentraciones de CGA vy los
metabolitos identificados, principalmente antioxidantes, valida la eficacia del

procesamiento de las muestras para el estudio de CGA en llex guayusa.

La presente investigacion ha recopilado informacidn esencial respecto a la evaluacion
de factores clave y la concentracién de acidos clorogénicos en llex guayusa. Se ha
identificado que la edad de la planta y su ubicacion geografica son factores de diferencia
significativa. Especificamente, se encontré que las plantas jovenes situadas en la regién
del Alto Plano bajo condiciones de sombra presentan las concentraciones mas altas de

CGA.

Dada la variabilidad climatica y la disposicién de las chakras en un sistema agroforestal,
que dificultan un control efectivo sobre la exposicidn luminica de la guayusa y los
resultados que muestran la baja fluctuacidn de variabilidad de CGA en cuanto al factor
exposicién se concluye que este factor en campo no amerita una intervencién, pero para
aplicaciones industriales que no contemplen este sistema agroforestal la luz es un factor
a tomar muy en cuenta ya que los resultados y bibliografia demuestran un

comportamiento mas asertivo a la concentracién alta en sombra.

La aplicacion de redes moleculares ha sido crucial para entender las similitudes entre los
metabolitos identificados y para explorar posibles nuevos metabolitos presentes. Este
enfoque ha demostrado ser una herramienta valiosa para descubrir metabolitos no

identificados previamente.
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La identificacidn de los metabolitos encontrados refuerza la practica de la extraccién al
guerer solo identificar compuestos de actividad antioxidante, ya que estas funciones

tuvieron un mayor impacto en la cantidad de metabolitos que se lograron identificar.

Recomendaciones

Se recomienda realizar estudios adicionales en la ubicacion que mostré la mayor
concentracion de CGA. Estos estudios deberian efectuarse bajo condiciones controladas
de exposicion a la luz, para obtener resultados mas precisos sobre el impacto de este

factor.

Considerando la significativa influencia de la ubicacién de la chakra en la concentracién
de CGA, se sugiere implementar indices de Calidad de Suelo (SQl) para comparar las
chakras seleccionadas. El objetivo seria identificar las propiedades especificas del suelo

que favorecen la producciéon de CGA.
Para futuras investigaciones, se recomienda procesar las muestras en polaridad

negativa. Correlacionando la abundancia de estos con la intencién de conocer la mejor

manera de tener todos los CGA en mayor cantidad.
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ANEXOS

Tabla 1. Redes moléculas
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Realizado por: Thomas Garzon, 2024

Tabla 2. Resultados de Dereplicator+, MS2LDA

Voltaje Metabolito Familia Funcion

40 Filipin,_INN,_USAN_Filipin  Polieno funciona como un agente antiflingico y se usa
_ macrolido para detectar colesterol en membranas

bioldgicas.

20 oasomycin_a tetraterpenoide  actividad antibidtica y antifingica

20 11,12-Dihydroxy-1,3,15- cembranoides actividad bioldgica, incluyendo efectos
cembratrien-7-one_11,12- antiinflamatorios y citotoxicos
Dihydroxy-1,3,15-
cembratrien-7-one

40 Strevertenes_Strevertene_  esteroides Tienen actividad bioldgica que puede incluir
B propiedades antimicrobianas

40 Tuscolide_Tuscolide sesquiterpeno Estas moléculas suelen tener propiedades

lactona antibidticas y antiparasitarias.

20 1,3-Elemadiene- sesquiterpenos Puede jugar un papel en la defensa de las
6,11,12,13-tetrol_1,3- plantas y tener actividad antimicrobiana
Elemadiene-6,11,12,13-
tetrol

40 3,4-Epoxy-2,7,14- cembranoides Estos compuestos a menudo tienen
trihydroxy-1(15),11- propiedades antiinflamatorias y citotoxicas
cembradien-16,14-
olide_14-Me_ether,_7-
octanoyl

20 2-Propyl-Aniline amina Se utiliza como intermediario en la sintesis de

aromatica polimeros, productos farmacéuticos y tintes.

Myristamidoprop|




20 Juvocimene__1",2"- monoterpeno A menudo participa en la defensa de las
Epoxide plantas y puede tener actividad repelente de
insectos

20 Sulfangolide_A_Sulfangolid terpenoide Conocido por su actividad antiparasitaria.

e A
20 3,8,9,10-Tetrahydroxy- sesquiterpeno Puede tener actividad antimicrobiana o
4,11(13)-germacradien- lactona citotoxica
12,6-olide_8-(2-
Methylbutanoyl),_9-Ac

40 Angiolam_A_9',10-Dihydro  policétido Puede tener actividades anticancerigenas y
antimicrobianas.

20 1-Benzyl-(R)-Propylamine amina Se utiliza como bloque de construccion
quimica en sintesis organica.

20 Budmunchiamine_L5_6'- alcaloide Tiene actividad biologica que puede incluir

Hydroxy,_N1,N13-di-Me propiedades antiparasitarias.

20 8- macrélido Posee actividad antifingica.

deoxyamphoteronolide_A

40 3-Hexylpyridine,_9Cl_3- alquilpiridina Utilizado en sintesis quimica como bloque de

Hexylpyridine,_9CI construccion o agente quimico.
40 20(29),21-Lupadien-3- diterpenoide A menudo involucrado en la defensa de las
ol_20(29),21-Lupadien-3-ol plantas y puede tener actividad
antimicrobiana.
20 3-n-Butylpyridine alquilpiridina Puede utilizarse como bloque de construccion
en sintesis quimica.
20 Polyprenol_Octaprenol poliisoprenoides  Funcionan como intermediarios en la sintesis
de dolicoles, importantes en la glicosilacion de
proteinas.
20 2-Amino-11,15- aminoalcohol Puede funcionar como un precursor en la
hexadecadien-3-ol_15,16- biosintesis de lipidos y otros compuestos
Dihydro biologicos.

20 9-Hydroxy-3(15),6- sesquiterpenoid  Puede tener actividad antimicrobiana y estar
caryophylladien-8-one_9- e involucrado en la defensa de las plantas
Deoxy

20 15-Hydroxy-4,10(14)- sesquiterpenoid  Tiene actividad biolégica que puede incluir

cadinadien-3-one_Ac e efectos antiinflamatorios y antimicrobianos.

20 Motuporamine_C_9Z7,10- alcaloide Tiene actividad citotdxica y se investiga por

Didehydro

sus potenciales aplicaciones contra el cancer.

Realizado por: Thomas Garzon, 2024



Tabla 3. Resultados concentracion de CGA en
muestras de . guayusa

Chakra Edades Condiciones_luz CGA

A TO - 5.688
A TO - 5.447
A TO - 5.447
A TO + 12.568
A TO + 11.955
A TO + 13.158
A T1 - 3.618
A T1 - 3.953
A T1 - 3.953
A T1 + 5.055
A T1 + 5.251
A T1 + 5.251
A T2 - 2.475
A T2 - 2.579
A T2 - 2.579
A T2 + 1.803
A T2 + 1.749
A T2 + 1.749
B TO - 7.333
B TO - 7.189
B TO - 7.333
B TO + 10.113
B TO + 10.085
B T0 + 9.517
B T1 - 5.361
B T1 - 5.821
B T1 - 5.613
B T1 + 4.531
B T1 + 4.840
B T1 + 4.840
B T2 - 10.191
B T2 - 10.322
B T2 - 10.279
B T2 + 2.62
B T2 + 2.6
B T2 + 2.473
C T0 - 2.443
C TO - 2.460
C TO - 2.413
C TO + 3.593
C TO + 3.416
C TO + 3.543
C T1 - 2.763




C T1 - 2.889
C T1 - 2.827
C T1 + 1.949
C T1 + 1.842
C T1 + 1.863
C T2 - 2.017
C T2 - 2.022
C T2 - 2.013
C T2 + 1.391
C T2 + 1.430
C T2 + 1.352

Realizado por: Thomas Garzon, 2024



Tabla 4. Porcentaje de recuperacion datos crudos

Porcentaje de recuperacion

B+0 + 0.4 | B+0 + 0.4 B+0+3.6 | B+0+3.6
Amount Amount
1 0.1 1 1.898 1 3.593 20741
2 1.782 1.782 2 3.416 21.127
3 1.975 3 1.975 3 3.543 22.944
Promedio 1.879|Promedio 1.885|Promedio 3.517 21.604
1.819 1.825 1.917 17.650
0.3638 0.3651 0.3835 3.5300
90.95 91.27 95.87 98.06
B+0+0.4 B+0+0.4 B+0+3.6 B+0+3.6
Amount Amount
1 1.888 1.902 1 8.631 26.855
2 1.783 1.783 2 10.279 26.554
3 1.975 3 1.975 3 10.322 21.124
Promedio 1.882 |Promedio 1.887 |Promedio 9.744 24.844
1.822 1.827 2.200 19.304
0.3644 0.3653 0.4400 3.8609
91.10 91.33 110.00 107.25
B+0+0.4 B+0+0.4 B+0+3.6 B+0+3.6
Amount Amount
1 1.824 1.875 1 3.593 22.357
2 1.783 1.783 2 3.416 22.335
3 1.975 3 1.975 3 3.542 12.158
Promedio 1.864 |Promedio 1.878 |Promedio 3.517 19.283
1.804 1.818 1.917 17.703
0.2608 0.32635 0.3835 3.5407
20.20 90.88 95.87 98.35
Realizado por: Thomas Garzon, 2024
Tabla 5. LOD y LOQ
LDQ, LOQ
Amount
std 0,05 std 0,1 Std 0,2 Std 0,25 std 0,5 std 1
0.053 0.09 0.16 0.27160714 0.50008929 1.01491071
0.03 0.07 0.142 0.28535714 0.48982143 0.98285714
0.026 0.069 0.137 0.28339286 0.48098214 0.974375
0.02 0.064 0.135 0.27491071 0.47026786 0.97598214
0.018 0.059 0.13 0.27464286 0.466875 0.96508929
0.019 0.066 0.127 0.28223214 0.46125 0.915625
0.018 0.062 0.13 0.273125 0.46508929 0.92116071
0.019 0.061 0.129 0.275625 0.464375 0.92017857
0.017 0.064 0.129 0.27508929 0.47580357 0.91633929
0.017 0.063 0.132 0.27232143 0.45946429 0.87223214
Proomedio 0.02 0.07 0.14 0.28 0.47 0.95
Desv Std 0.011 0.009 0.010 0.005 0.013 0.043
%CV 46.9874583 13.2174316 7.28963265 1.78292509 2.80765975 4.55455442
%recuperacion 47.4 66.8 67.55 110.732143 94.6803571 94.5875

Realizado por: Thomas Garzon, 2024




Tabla 6. Datos precision

Precesion

Item Dia Cantidad Concentracion
1 16-ago Alta 25.027
2 16-ago Alta 24.348
3 16-ago Alta 24.193
4 16-ago Alta 22.357
5 16-ago Media 3.534
6 16-ago Media 3.684
7 16-ago Media 3.379
8 16-ago Media 3.532
9 16-ago Baja 0.9
10 16-ago Baja 0.84
11 16-ago Baja 0.8
12 16-ago Baja 0.796
13 17-ago Alta 23.652
14 17-ago Alta 22.335
15 17-ago Alta 21.127
16 17-ago Alta 20.741
17 17-ago Media 3.162
18 17-ago Media 3.707
19 17-ago Media 3.579
20 17-ago Media 3.587
21 17-ago Baja 0.63
22 17-ago Baja 0.558
23 17-ago Baja 0.837
24 17-ago Baja 0.935
25 18-ago Alta 21.124
26 18-ago Alta 21.121
27 18-ago Alta 21.121
28 18-ago Alta 21.118
29 18-ago Media 3.812
30 18-ago Media 3.546
31 18-ago Media 3.888
32 18-ago Media 3.908
33 18-ago Baja 0.523
34 18-ago Baja 1.1
35 18-ago Baja 0.65
36 18-ago Baja 0.909

Realizado por: Thomas Garzon, 2024



Tabla 7. Cromatogramas-HPLC
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—— Sample Name: B+2.2; Date Acquired: 19/08/2023 8:51:59 ECT; Vial: 1:D,3; Inj —— Sample Name: B-2.2; Date Acquired: 19/08/2023 10:08:12 ECT; Vial: Injectior|
Sample Name: B+2.2; Date Acquired: 19/08/2023 8:51:59 ECT; Vial: 1:D,3; Inj Sample Name: B-2.2; Date Acquired: 19/08/2023 10:08:12 ECT; Vial: 1:D,6; Injection]
—— Sample Name: B+2.3; Date Acquired: 19/08/2023 9:17:24 ECT; Vial: 1:D.4; Inj —— Sample Name: B-2.3; Date Acquired: 19/08/2023 10:33:37 ECT; Vial: 1:D,7; Injectior]
Sample Name: B+2.3: Date Acquired: 19/08/2023 9:17:24 ECT Vial: 1:D,4: In| Sample Name: B-2.3; Date Acquired: 19/08/2023 10:33:37 ECT; Vial: 1:D,7; Injectior]
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Miuies —— Sample Name: C+1.1; Date Acquired: 19/08/2023 2:05:26 ECT: Vial: 1:B,3; Injection: 1
—— Sample Name: C+0.1; Date Acquired: 19/08/2023 0:49:12 ECT; Vial: 1°A,8; Injection: 1 ———— sample Name: C+1.1; Date Acquired: 19/08/2023 2:05:26 ECT; Vial: 1:B,3; Injection: 1
Sample Name: C+0.1; Date Acquired: 19/08/2023 0:49:12 ECT; : Injection: 1 —— Sample Name: C+1.2; Date Acquired: 19/08/2023 2:30:50 ECT; Vial: 1:B.4; Injection: 1
—— Sample Name: C+0.2. Date Acquired: 19/08/2023 1:14:35 ECT: * Injection; 1 Sample Name: C+1.2; Date Acquired: 19/08/2023 2:30:50 ECT; Vial: 1:B.4; Injection: 1
Sample Name: C+0.2; Date Acquired: 19/08/2023 1:14:35 ECT; * Injection: 1 —— sample Name: C+1.3; Date Acquired: 19/08/2023 2:56:15 ECT: Vial: 1:B,5; Injection: 1
Sample Name: C+0.3; Date Acquired: 19/08/2023 1:40:01 ECT- - Injection 1 Sample Name: C+1.3; Date Acquired: 19/08/2023 2:56:15 ECT; Vial: 1:B,5; Injection: 1
Sample Name: C+0.3; Date Acquired: 19/08/2023 1:40:01 ECT; . Injection: 1
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——— sample Name: C+2.1; Date Acquired: 19/08/2023 4:37:54 ECT; Vial: 1:C,1; Injection: 1 ——— Sample Name: C-0.1; Date Acquired: 19/08/2023 7:10:20 ECT; Vial: 1:C.7; Injection:
——— Sample Name: C+2.1; Date Acquired: 19/08/2023 4:37:54 ECT: Vial: 1:G,1; Injection: 1 ——— Sample Name: C-0.1; Date Acquired: 19/08/2023 7:10:20 ECT; Vial: Injection:
Sample Name: C+2.2; Date Acquired: 19/08/2023 5:03:19 ECT; Vial: 1:C,2; Injection: 1 —— Sample Name: C-0.2; Date Acquired: 19/08/2023 7:35:45 ECT, Vial: 1:C.8; Injection:
Sample Name: C+2.2; Date Acquired: 19/08/2023 5:03:19 ECT; Wial: 1:C,2; Injection: 1 Sample Name: C-0.2; Date Acquired: 19/08/2023 7:35:45 ECT; Vial: 1:C,8; Injection:
——— Sample Name: C+2.3; Date Acquired: 19/08/2023 5:28:44 ECT: Vial: 1:G,3; Injection: 1 ——— Sample Name: C-0.3; Date Acquired: 19/08/2023 8:01:10 ECT; Vial: 1:D,1; Injection:
Sample Name: C+2.3; Date Acquired: 19/08/2023 5:28:44 ECT; Vial 1-C.3; Injection: 1 Sample Name: C-0.3; Date Acquired: 19/08/2023 8:01:10 ECT; Vial: 1:D,1; Injection:
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—— sample Name: A2.1;
—— sample Name: A22;
—— Sample Name: A2.3;

Sample Name: A+2.
——— Sample Name: A+2
Sample Name: A+2

Minues

Date Acquired: 14/04/2023 7:19:46 ECT; Vial: 1:D,2: Injection: 1
Date Acquired: 14/04/2023 7:41:10 ECT; Vial: 1:D,3; Injection: 1
Date Acquired: 14/04/2023 8:02:34 ECT; Vial: 1:D.4: Injection: 1
1; Date Acquired: 14/04/2023 8:23:58 ECT; Vial: 1:D,5; Injection: 1
2; Date Acquired: 14/04/2023 8:45:24 ECT: Vial: 1:D,6; Injection: 1
3. Date Acquired: 14/04/2023 9:06:48 ECT: Vial * Injection: 1
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- Sample Name: C-2.1; Date Acquired: 19/08/2023 554:08 ECT. Vial: 1:C.4; Injection: 1
—— sample Name: C-1.1; Date Acquired: 19/08/2023 3:21:40 ECT; Vial: 1:B,6; Injection: 1 Sample Name: C:2.1; Date Acquired: 19/08/2023 5:54:08 ECT, Vial: 1:C4; Injection: 1
— sample Name: C-1.1; Date Acquired: 19/08/2023 3:21:40 ECT; Vial: 1:8.,6; Injection: 1 — Sample Name: C-2.2, Date Acquired. 19/08/2023 6:19.32 ECT, Vial: 1.C.5; Injection: 1
—— Sample Name: C-12; Date Acquired: 19/08/2023 3:47:05 ECT. Vial- 1:B.7; Injection: 1 Sample Name: G-22; Date Acquired: 19/08/2023 €:19:32 ECT; Vial: 1:C,5; Injeciion: 1
Sample Name: C-12; Date Acquired: 19/08/2023 3:47:05 ECT; Vial: 1°B,7; Injection: 1 - ::’:F’:smm gg : Esm”‘:: :gﬁ;igg;:ﬁ? Eg x‘:: :Sg-::'ﬂs: :
—— sample Name: C-1.3; Date Acquired: 19/08/2023 4:12:30 ECT; Vial: 1:B,8; Injection: 1 e 23 - S ECT W 6 Iniect
Sample Name: C-1.3; Date Acquired: 19/08/2023 4:12:30 ECT, Vial: 1:,8; Injection: 1
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Mines Mingzs
Sample Name: A-0.1; Date Acquired: 14/04/2023 2:20:02 ECT:  Vial: 1:B.6; Injection: 1 —— sample Nam; Date Acquired: 14/0412023 ; Vial: 1:0,4; Injection: 1
———— Sample Name: A.2. Date Acquired: 14/04/2023 2:41:26 ECT;  Vial: 1:B.7; Injection: 1 ——— Sample Name: A-1.2; Date Acquired: 14/04/2023 ; Vial: 1:C,5; Injection: 1
——— Sample Name: A0.3; Date Acquired: 14/04/2023 3:02:51 ECT, Vial: 1:B,8; Injection: 1 —— sample Name: A-1.3; Date Acquired: 14/04/2023 5:32:44 ECT. Vial: 1:C,6: Injection: 1
Sample Name: A+0.1; Date Acquired: 14/04/2023 3:24:14 ECT: Vial: 1:C.1; Injection: 1 sample Nam ; Date Acquired: 14/04/2023 5:54:08 ECT; Vial: 1:C.7; Injection: 1
——— Sample Name: A+0.2; Date Acquired: 14/04/2023 3:45:40 ECT: Vial: 1:C.2; Injection: 1 ——— Sample Name: A+1.2; Date Acquired: 14/04/2023 6:15:32 ECT; Vial: 1:C.8; Injection: 1
sSample Name: A+0.3. Dae Acquired: 14/04/2023 4:07:06 EGT: Vial: 1:G.3; Injection: 1 Sample Name: A+1.3; Date Acquired: 14/04/2023 6:36:58 ECT; Vial: 1:D,1; Injection: 1
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B-0.1; Date Acquired: 18/04/2023 22'51:04 ECT; Vial: 1:A,8; Injection: 1
B-0.2; Date Acquired: 18/04/2023 23:12:29 ECT. Vial: 1:B,1; Injection: 1
B-0.3; Date Acquired: 18/04/2023 23:33:51 ECT. Vial: 1:B,2; Injection: 1

B+0.1; Date Acquired: 18/04/2023 23:55:15 ECT; Vial: 1:8,3; Injection:
B+0.2; Date Acquired: 19/04/2023 0:16:39 ECT; Vial: 1:B.4; Injection: 1
B+0.3; Date Acquired: 19/04/2023 0:38:04 ECT. Vial: 1:B5; Injection: 1
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Sample Name: B-1.1, Date Acquired: 19/04/2023 1:20:51 ECTE Vial: 1:B,6; Injection: 1 Sample Name: B-2.1; Date Acquired: 19/04/2023 3:50:41 ECT; Vial: 1:C,4; Injection: 1
Sample Name: B-1.2. - Date Acquired: 19/04/2023 1:42:16 ECT, Vial: 1:B,7. Injection: 1 — Sample Name: B-2.2; Date Acquired: 19/04/2023 4:12:05 ECT; Vial- 1:C5; Injection: 1
—— sample Name: B-1.3; Date Acquired: 19/04/2023 2:03:40 ECT; Vial 1:5,8; Injection: 1 Sample Name: B2.3, Date Acquired: 19/04/2023 4:33:30 ECT- Vial-
Sample Name: B+1.1; Date Acquired: 19/04/2023 2:25:05 ECT; Vial: 1:C,1; Injection: 1 Sample Name. B+2 1 Date Acquired: 19/04/2023 45455 ECT-
Sample Name: B+1.2; Date Acquired: 19/04/2023 2:46:28 ECT; Vial: 1:C.2; Injection: 1 Sample Name- B+22 Date Acquired: 19/04/2023 516-20 ECT-
Sample Name: B+1.3; Date Acquired: 19/04/2023 3:07:52 ECT: Vial: 1:C,3; Injection: 1 Sample Name. B+2 3, Date Acquired. 19/04/2023 5.37.46 ECT.
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/ Sample Name: C-0.1; Date Acquired: 12/04/2023 22:24:45 ECT; Vial: 1:A,8; Injection:
_o00] Sample Name: C0.2, Date Acquired: 12/04/2023 22:46:08 ECT; Vial: 1:B,1; Injection:
o 2ho b0 . a0 | 1000 | 120 14m | 1600 | 1800 | 200 | 20 | 24w ——— sample Name: C-0.3; Date Acquired: 12/04/2023 23:07:32 ECT; Vial: 1:B,2; Injection:
Mintes Sample Name: G+0.1; Date Acquired: 12/04/2023 23:28:57 ECT: Vial: 1:B.3; Injection
——— Sample Name: C+0.1; Date Acquired: 17/08/2023 23:33:40 ECT; Vial: 1:A8; Injection: 1 Sample Name: C+0.2; Date Acquired: 12/04/2023 23:50:21 ECT: Vial 1:B.4: Injection
— sample Name: C+0.2; Date Acquired: 17/08/2023 23:59:04 ECT; Vial: 1:B,1; Injection: 1 Sample Name: C+0.3; Dale Acquired: 13/04/2023 0:11:45 ECT,  Vial: 1:B,5; Injection
—— sample Name: C+0.3; Date Acquired: 18/08/2023 0:24:29 ECT: Vial: 1:B.2; Injection: 1

Realizado por: Thomas Garzon, 2024



Tabla 8. Curvas de calibracion
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Amnount
PeakName: 3-CQA; RT: 12.854; At Type: Linear (1= Order), Cal Curve 1d: 1426; R:0.99992
— 0.999854; Weighting: MNone; Egquation: Y = 1.26e+004 X - 1.43e+003; Nomalized Intercept/Sid
-0.010686; RSD{E): 1.392764
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Arnount
PeakName: 3-CQA; RT: 12.423; Fit Type: Linear (1g Order); Cal Curve |d: 1659; R: 0.998561;
— 0.957125; Weighting: None; Equation: ¥ = 1.24e+004 X - 2. 54e+002; Nommalized Intercept/Slope:
-0.001928; RSD(E). 6.115782
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PeakName: 3-CQA; RT: 11.886; Fit Type: Linear(1st Order); Cal Curve Id: 1834; R:0.999034;
——— 0.998068; Weighting: None; Equation: Y =1.20e+004 X - 1.98e+003; Nomalized Intercept/Slops
-0.015529; RSD(E): 5.106252
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—— 0.9996593; Weighting: MNone; Equation:Y = 1.12e+004 X - 4.86e+002; Normalized Intercept/S

Apnount
PeakMName: 3-CQA; RT: 10.994; Fit Type: Linear (15 Order); Cal Curve Id: 2109; R: 0.9998

-0.004097; RSD{E) 2.001421
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PeakName: ac. clorogenicos, RT: 12.066; Fit Type: Linear (1st Order), Cal Curve Id: 4171
—— 0.998850; R*2:0.997701; Weighting: None; Equation: Y = 1.92e+004 X - 1.13e+004; No
Intercept/Slope: -0.055211; RSD(E): 5.898802
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PeakName: 3CQA; RT: 3.099; Fit Type: Linear (1st Order); Cal Curve Id: 4508; R: 0.9990
—— 0.998164; WWeighting: None; Equation: Y = 1.97e+004 X + 1.50e+002; Normalized Intercep
0.000715; RSD(E): 4.867547

Realizado por: Thomas Garzon, 2024
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Realizado por: Thomas Garzon, 2024
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Figura 2. Imagen de datos para la seleccion de rangos de luz
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Realizado por: Thomas Garzon, 2024

Tabla 9. Identificacion de metabolitos 40 ev

Metabolite Tformuls AT (min) (€rror (ppmi Co

sine

10 Coment

Collision ene [H+] Aducts _Theorical[M] Theorical mass (m/z) [M»
2,6-Xylidine HIIN 123592 40 1007825 12108915 122096974 1220067 2244379 074
Avobenzone €20H2203 110258 40 1007825 310.15689 311164716 3111651 1233971 076 httoi/g
Avobenzone 2012203 110566 40 1007825 310.15689 311164716 3111651 1233971 072 htto.
Benzyltetradecyldimethylammoni. C23H42N 90219 40 1007825 33233173 3333305504 3323324 -3021.395 036 htt
Benzyitetradecyldimethylammonii C23H42N 2751 40 1007825 33233173 3333305504 3043007 8711493 078 htto /s
Benzyltetradecyldimethylammoni. C23H42N 114383 40 1007825 33233173 3333305504 3043005 8711553 076 hito.
Myristamidopropyl betaine C21Ha2N20: 79415 40 1007825 370.31955 371327375 3713271 -0740672 08 htp:
Caffeine H1O0N4 34518 40 1007825 194.08038 195.088208 1050886” 0391963 074 hitp.
oi IMIDAZOLE OH10N2 108986 40 1007825  146.0844 147.002221 1470021 082283 082 hitp
DIMETHYLBENZIMIDAZOLE CoHIoN2 102555 40 1007825 1460844 147.002221 1470821 -082283 079 hitp
DIMETHYLBENZIMIDAZOLE conioN2 109771 40 1007825 1460844 147002221 1470822 0142982 075 hitp://s
DIMETHYLBENZIMIDAZOLE coH1oN2. 116442 40 1007825 1460844 147002221 1470922 -0142984 071 hitpy/
DIMETHYLBENZIMIDAZOLE CoHioN2 101525 40 1007825 1450844 147092221 1470021 082283 075 http:
DIMETHYLBENZIMIDAZOLE CoH10N2 114924 40 1007825 1450844 147 082221 1470922 0142984 072 hitp.
DIMETHYLBENZIMIDAZOLE CoH10M2 112569 40 1007825 1460844 147 092221 1470923 0536861 074 http:
DIMETHYLBENZIMIDAZOLE CoH1ON2 119273 40 1007825 1460844 147092221 1470922 0142984 076 htto /s
DIMETHYLBENZIMIDAZOLE CoHI1ON2 118251 40 1007825 1460844 147092221 1470921 082283 072 hito://s
Ellagic acid C14H508 41936 40 1007825 30200626 303014081 3030143 0722633 080 hito://s
Glycerol 1-stearate 2114204 65679 40 1007825 358.30832 350316144 3503272 3076947 076 htto.
Lauramidopropyl betaine C19H4ON20¢ 69783 40 1007825 34228824 343206084 3432958 -0769108 086 htto:
N-Phenyl-1-naphthylamine C16H1N 92768 40 1007825 2192811 220288925 2201126 -8004262 072 htto.
Solvent Blue 36 C20H22M20] 104372 40 1007825 32216812 323175046 3231763 109528 092 hitp

Realizado por:

Thomas Garzon, 2024



Tabla 10. Identificacion de metabolitos 20 ev

Metabol ite Formiula RT (min.) Collision ene [H+] Theorical[M] Thearical ma Experimental Errar (ppm)  Cosine GNPS L\hfﬂlv[dmel\l
T | 2 7825 34111621 34312404 3651061 05836 s,
P T i P EoT Lo ] o1y 20 iowess 2761208 27792073 29913 0803353 hitpefgrgs ucsd i e ’
et Mt inabmm s e s T T TN T T T T T e e
Spectral Match to Nonaethylene glycal from NIST14 38041 20 1007825 4142465 41525432 4152557 33174082 091738 httpy//gnps ucsd. Jsp?Spect
3.0034 20 1007825 20408988 205.0977 1880706 0.B9067 http//gnps ucsd  jsp?Spectr
12 6067 20 1007825 40429265 40530048 4132671 0812625 hitp//gnps.uesd. gn!ull’ruteui-l&/lnvs\-hlarvspe(lmnusp’saectmmInx:Mh BO0D03137397
Spectral Match to Decaethylene glyes| from MIST14 39485 20 1007825 45827271 45923054 459282 3 1850209 09046 hitp:/) . CMSLI
epectral Match b Bensyldodeey|dimetiylarmmaiurm from NIST14] 1183 30 lowars s0e2173 30922821 3043004 0785551 it 4 ot
Spectral Match to §-Octadecenamide, (2)- from NIST14 111732 20 1007815 18127185 20227968 2822799 07934262 0.716594 http://gnps.ucsd. ML
[sectral Match to 1-Hexadecylpyridinium from NisT18 | 115933 20 1007825 30430043 20530025 302997 [ 7387 hpienesuesd COMSU
Spectral Match to 1,3-Dicyclohexylurea from NIST14 7.0106 20 1007825 224188856 22519669 2251967 00514 0843867 hutpy//gnps.ucsd. CCMSL
Petasol 2184 20 1007825 234.16198 2351698 2351703 21049815  0.794195 hupu)| . CMSLIBO00L1906050
MassbankEU SME76702 Lauryl B.0687 20 1007825 287.24604 28825387 2882542 11484949  (0.930593 http://gn, 1d. CMSL
Massbank.PR300457 Hyascyamine 3.7505 20 1007825 289.16779 20017562 2901767 37265988  (0.911511 hty id. MSL
i Soris a0 lowms misiows Z011280 si0112s Dassazen  Gm Hisoes sl ieote sl e S mmiD- O AOOOOE AT
Massbank:LUOT 1402 N-[3-{Dimethylaming|propylldodecanamide 68515 20 1007825 18428276 20529059 2852916 35444285 0887353 httpy//gnps ucsd. 5P MSL 1
Massbank:LUO7 1402 N-[3-(Dimethy lamino)propyJdodecanamide 147728 20 1007825 18428276 20529059 2852902 -13628487 0854609 httpy//gnps ucsd. ML 1
Massbank:LU052903 1.4-8is(N-isopropylaminolanthraquinone] Solvent Blue 3¢ 10.4298 20 1007825 32216813 32317595 3231757 07827962  0.791143 httpy//enps.ucsd. CCMSL
MassbankLU030803 -[dodecyll; 6.8551 20 1007825 27326678 2742746 2742755 32653738 0.75988 http:/fgnp: . CMSU
MassbankAU0ES06 3,6,9,12-Tetraonatetracasan-1-ol | Tetragthylens glycol me 10.5202 20 1007825 362.30312 36331105 3633104 -1787647  0.734339 hupy)| . CMSLIBO000S 775343
Massbank AU335306 DEET|NN-diethyl-3-methy|benzamide 6.6281 20 1007825 19113101 19213884 192139 08369058  0.846486 hiy d. M 72290
sy o Saot ol Lomta srummm Srtaira Tiosta] asirirssl Gmetalo e
iy i g T T AT T T T T e e
CacamidopropylBetaine 69641 20 1007825 34228824 34329607 3432967 18406506 09411 hitpy//gnps. ucsd.  jsp?Spectr
CAFFEINE - 50.0 eV 3.4466 20 1007825 19408038 1950882 1950894 6£.1479787 0.895565 http.//| d JSB’SGECINNIDTKMSI 7
Coreae s00cs T T T T T TR T T e e
P — Sssm oo owral saoousaa Thaansl ey Tmseredasusenalin : o eiamioeoi.ncon.oissaoe
e et ey 20500 Soise a0 i soesal sooisss | 1ss el ieacaer! 2 smsevedomsemaoltr A o s o101 406
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Benzalkonium chloride (C12) 82635 20 1007825 29323 29423783 3043013 3420184 0631852 hitpy//gnps. ucsd. M5
Ala-C150 107765 20 1007825 7729977 T MVALOR! 31826357 mVALORl 0700041 htto://gnos.ucsd. COMSL
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Tabla 11 IdentlflcaC|on de metabolitos 10 ev
. . . “ . .
Metabolite 2 Deaks Formul RT(mm J Coll Thrnrl(al[M]Thenmal mass { Emerlmenta\ Error (DDm] Co: GNPS Library Coment
caffeic acid CollisionEnergy:205060 3.35 180.04225 181.050077 718 0.74 hitr d. roteoSAFe/gnp: 5P ?SpH 180001012240
spectral Match to N-Lauroylsarcosine from N 8.0413 27121475 272222577 2722395 62.165024. 0.96 http://gnps ucsd.e ibraryspec 17
3pectral Match to N-Lauroylsarcosine from N 8.9114 27121475 272222577 2722393 61431231 0.96 http://gnps ucsd.e ibraryspec 17
spectral Match to Hexaethylene glycol from N 3.2469 28216785 283175672 2831779 7.8677949 081 http://gnps.ucsd. ibraryspectr 7
PHENYLACETIC ACID 2.1808 136.05243 137.060254 1350414 -14729.683 10.71 http://gnps.ucsd.e il pectr Ig 3
MassbankEU:5M876702 Laury| diethanolami 8.0913 287.24603 288.253858 2882714  60.85597 078 hitp://gnps.ucsd.c il yspectr 2
Massbank:PR311161 Allicii 0.3506 161.00948 162.017303 165.0551 18749.831 074 httDJ/gHDs u:sd, il yspectr =
Massbank:PR311161 Allicin + 2H (not validaf 0.7297 161.00948 162.017303 165.0543 18744.893 073 k il YSRE 38¢
Massbank:PR311161 Allicin + 2H (not validal  2.0758 161.00948 162017303 1650516 18728.228. 072 mtp//gnps uesd. ibraryspec 38
Massbank:LUO71401 N-[3-(Dimethylamino]pr  6.8284 28428278 285300601 2853080 64141504 087 http://gnps.ucsd. ibraryspectr 7
Massbank:KW 104704 bis(2-ethylhexyl)amine 7.2793 241.27695 242.284772 242.3003 64.08974 10.70 http://gnps.ucsd.e il pectr Is
Massbank:KO003085 Hypotaurine | 2-Aminoe 1.293 109.01975 110027575 1100091 -167.91274 082 hitp://gnps.ucsd.c il yspectr 2 1868€
Massbank:KO003085 Hypotaurine | 2-Aminoe 2.2556 109.01975 110.027575 1100071 -186.09 0.82 http://gnps. u:sd, il yspectr 1868
Massbank:KO0Q3085 Hypotaurine| 2-Amince 27442 10901975 110.027575 110.0068 -188.81659 0.82 hity il YSREC
Massbank:KO003085 Hypotaurine|2-Aminoe 33681 10901975 110027575 1100102 -157.91525 0.80 http://gnps ucsd.e ibraryspec 1868€
Massbank:KOO03085 Hypotaurine|2-Aminoe 41035 108078575 110027575 1100194 -74299846 083 http://gnps.ucsd. ibraryspectr 7 1868€
Massbank:KOO03085 Hypotaurine|2-Aminoe  3.0055 108078575 110027575 1100071 -186.09 080 http://gnps.ucsd. ibraryspectr 7 1868€
Massbank:kO003085 Hypotaurine | 2-Aminoe 3.4706 109.019575 110.027575 1100196 -72.48212 10.82 http://gnps.ucsd.e il pectr Is 1868E
Massbank:KO003085 Hypotaurine | 2-Aminoe 4.5426 109.01975 110.027575 110,013 -132.46708 081 hitp://gnps.ucsd. il yspectr 2 1868€
Massbank:KO003085 Hypotaurine | 2-Aminoe 25928 109.01975 110.027575 110.0068 -188.81659 080 httDJ/EHDs u:sd, il yspectr 1868
Massbank:KO0Q3085 Hypotaurine| 2-Amince 3.3269 10901975 110.027575 110.0097 -162.45956 0.83 h il YSRE
Massbank:KO003085 Hypotaurine|2-Aminoe  0.8665 10901975 110027575 1100089 -169.73047 079 mtp//gnps uesd. ibraryspec 1868€
Massbank:KO003085 Hypotaurine|2-Aminoe  4.0159 108078575 110027575 1100197 -71573257 079 http://gnps.ucsd. ibraryspectr 7 1868€
Massbank:FIODD569 Caffeine 3.4465 194 08038 195.088208 195.107 $6.325494 10.85 http://gnps.ucsd.e il pectr Ig 14465
Massbank:AU335303 DEET|N,N-diethyl-3-met 6.6279 1131012 192.138837 1921509  62.78256 076 hitp://gnps.ucsd.c il yspectr I 288
CocamidoprpylBetaine: £6.9535 342288 343.295825 3433178 64011755 10.90 http://gnps. u:sd, il yspectr 27
CocamidoprpylBetaine 7.0075 342.288 343.295825 3433177 ©3.720461 0.89 hity il YSREC 19927
CREATININE 30617 113.1179 114125725 1140897 -31566002 076 http://gnps ucsd.c ibraryspe 91¢
1S)-{-)-perillic acid CollisionEnergy:102040 53121 166.00938 167.107205  167.0917 -92.784939 0.76 hitp://gnps ucsd.e ibraryspec 14692
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