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Resumen

Diversas especies de Passiflora L. (Passifloraceae) son usadas en medicina tradicional en el tratamiento de
la ansiedad, el insomnio y otros trastornos nerviosos. De ellas han sido aisladas varias C-glicosilflavonas.
En este trabajo se determind la presencia de C-glicosilflavonas en Passiflora caerulea L.y P. foetida L.,
por medio de HPLC y se utilizo FTIR en forma comparativa, con el objeto de hacer un aporte al control de
calidad y caracterizar los extractos acuoso y metandlico de ambas especies. Los cromatogramas de HPLC
de ambos extractos mostraron tiempos de retencion caracteristicos a 12,10 min (vitexina), 17,94 min (iso-
vitexina), 19,93 min (orientina) y 25,11 min (isoorientina), con espectros UV caracteristicos. P. caerulea
presento las cuatro C-glicosilflavonas mencionadas, mientras que P. foetida carecid solo de isoorientina en
el extracto acuoso y Gnicamente presento vitexina e isovitexina en el extracto metanolico. En la zona de la
“huella dactilar” de los perfiles FTIR se observaron diferencias cualitativas sustanciales. P. foetida presentd
una banda a 1.250 cm™!, que no se detectd en P. caerulea. En esta tltima la relacion de areas CO/CH del
extracto acuoso fue de 3,87; mientras que para P. foetida fue de 1,58; en el extracto metanodlico la relacion
de areas CO/CH resultdé 17,09 para P. caerulea y 15,40 para P. foetida. Estos datos espectrales aportan
herramientas que pueden facilitar la caracterizacion de ambas especies durante el control de calidad de las
drogas crudas y de los medicamentos herbarios que las contengan en su formulacion.

HPLC and FTIR C-glycosylflavones identification in aqueous
and methanolic extracts in Passiflora caerulea and P. foetida (Passifloraceae)

Summary

Several species of Passiflora L. (Passifloraceae) are used in traditional medicine for the treatment of anxiety,
insomnia, and other nervous disorders. Various C-glycosylflavones have been isolated from these species.
In this study the presence of C-glycosylflavones in Passiflora caerulea L., and P. foetida L. was determined
by HPLC, and FTIR was used in a comparative form, in order to contribute to the quality control as well as
the identification and authentication of these compounds from crude drugs, aqueous extracts and methanolic
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extracts of these species, with which some herbal medicines are prepared. HPLC chromatograms of both,
aqueous and methanolic extracts, showed characteristic peaks at retention time 12.10 min (vitexin), 17.94
min (isovitexin), 19.93 min (orientin), and 25.11 min (isoorientin) with characteristic UV spectra. P. caer-
ulea contained the four mentioned C-glycosylflavones, while P. foetida showed a lack of isoorientin in the
aqueous extract, and contained only vitexin and isovitexin in the methanolic extract. Substantial qualitative
differences in the “fingerprint” region of the FTIR profile were found. P. foetida showed a band at 1250 cm!
which was not detected in P. caerulea. The CO/CH ratio in the aqueous extract was 3.87 in P. caerulea,
while 1.58 in P, foetida. The CO/CH ratio in the methanolic extract in P. caerulea was 17.09 and 15.40 in
P. foetida. These spectral data helped to characterize both species during quality control of crude drugs and
herbal medicines containing these plants in their formulation

Introduccion

La familia de plantas Passifloraceae incluye alrede-
dor de 18 géneros y 630 especies originarias de las
regiones tropicales y subtropicales de todo el mundo.
Para América del Sur solo se acepta la presencia
del género Passiflora L., que abarca 42 especies en
Sudamérica austral (Deginani y Cervi, 2008).

Diversas especies de este género son usadas
en medicina tradicional para el tratamiento de
trastornos, como ansiedad, insomnio y otras per-
turbaciones nerviosas (Brasseur y Angenot, 1984;
Carlini, 2003; de Castro y col., 2007; Deng y col.,
2010; Dhawany col., 2004; Liy col., 2011; Mendes
y col., 2012).

Los principales constituyentes fitoquimicos de
las especies de Passiflora son glucésidos (parti-
cularmente glucésidos flavonoides), alcaloides y
compuestos fenolicos. Muchas C-glicosilflavonas
del tipo de orientina, isoorientina, vitexina e iso-
vitexina fueron aisladas de este género (de Paris y
col., 2002; Pereira y col., 2004; Zeraik y Yariwake,
2010; Zucolotto y col., 2012).

Dos especies de amplia distribucion en la Ar-
gentina, P. caerulea L. y P. foetida L., donde son
conocidas bajo diversos nombres comunes y se
expenden y emplean para el tratamiento de distintas
dolencias.

P caerulea es una liana de hojas palmatiparti-
das, con flores vistosas provistas de sépalos verde
brillante con bordes hialinos, y pétalos cuculados
blanco-verdoso; la corona presenta los radii blancos
en la porcion superior, y morados en la porcion infe-
rior; pali capilares, en 2 series, morados; operculum
erecto, membranaceo, con filamentos morados,
inclinados hacia el androginéforo verdoso (Figu-
ra 1). Se la conoce con los nombres de “biricuya”,
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“burucuya”, “flor de Cristo”, “flor de pasion”, “flor

de la pasion”, “granadilla”, “maracuja de cobra”,
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“mburucuya”, “mburucuyd comun”, “ocara”, “pa-
sionaria”, “piogola” y “umburucuya”.

Las sumidades, tanto en floraciéon como en fructi-
ficacion, y mas raramente su raiz, son empleadas en
medicina popular. La infusion de las hojas y las flores
al 1 % es utilizada tradicionalmente para combatir
la ansiedad, la tension nerviosa y el insomnio; se le
atribuyen propiedades como diurético (parte aérea
y frutos), espasmolitico (parte aérea), eupéptico
(decoccion del fruto), antihelmintico (hoja o raiz),
regulador del ciclo menstrual (raiz), anticonceptivo
(raiz), antiictérico (frutos y hojas), antiescorbtitico
(frutos), antiinfeccioso urinario (frutos), hasta anti-
tusivo y antiasmatico (parte aérea).

Esta especie es frecuentemente utilizada en aso-
ciacion con “melisa” (Melissa officinalis), “tilo” (Ti-
lia spp.), “kava” (Piper methysticum) o “valeriana”
(Valeriana officinalis) en casos de insomnio, y con
“espino albar” (Crataegus oxyacantha) en caso de
palpitaciones y taquicardia (Barboza y col., 2009;
Deginani, 2001; Del Vitto y col., 1997; 2011; Gupta,
1995; Lahitte y col, 1998; Roig 2001).

Figura 1.- Flores y frutos de Passiflora caerulea
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Por su parte, P. foetida es una liana perenne con
pilosidad de velutina a hirsuta, blanquecina, que
incluye abundantes glandulas pediceladas. Ademas
presenta laminas tripartidas, en menor proporcion
pentapartidas, pilosas; sus flores son vistosas, mas
pequetias que P. caerulea. Las bracteas estan muy
divididas y glutinosas. Los sépalos son verdosos
con pilosidad velutina. Los pétalos son levemente
cuculados, blanco-violaceos, eglandulosos, glabros.
La corona tiene los radii blancos, con el cuarto
superior azulado. El pali capilar se presenta en dos
series, azulado (Figura 2). Se la conoce con varios
nombres vernaculos, como “mburucuya mini”,

” mburucuya

“pasionaria hedionda”, “granadilla”, *
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menor, “mburucuyd”, “corona de Cristo”, “mburu-
cuya aceitoso”, “mburucuya campero”, “mburucuya
rastrero”, “pasionaria”, “pocoto”, “pedon”, y “hon-
tayek” (Deginani, 2001).

La parte aérea, y particularmente las hojas, se
emplean en infusion en medicina vernacula como
antiinflamatorio y antiespasmodico y para el trata-
miento del insomnio; al igual que la raiz se aplican
como emenagogo y antihistérico; ademas, la raiz es
considerada astringente y vulneraria; las flores se
utilizan como expectorante y antiasmatico (Barboza
y col. 2009; Del Vitto y col., 1997; 2011; Toursar-
kissian, 1980).

En este trabajo se determiné la presencia de
C-glicosilflavonas en Passiflora caerulea L.y P.
foetida L., por medio de cromatografia liquida de
alta performance (HPLC) y se utilizé espectroscopia
de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR)
en forma comparativa, con el objeto de aportar a
la caracterizacion de estas drogas vegetales y de-
terminar la presencia de estos compuestos en los
extractos acuoso (EA) y metanolico (EM) de ambas
especies.

Figura 2.- Flores y frutos de Passiflora foetida

Materiales y métodos

Los especimenes que se documentaron son los
siguientes: Passiflora caerulea L., San Luis, Dpto.
Pringles, Rio Grande, Del Vitto & Petenatti #9431,
111-2009 (UNSL); Passiflora foetida L.: San Luis,
Dpto. Junin, Piedra Blanca, Del Vitto et al. #9272,
1-2009 (UNSL).

Las partes aéreas de ambas especies fueron colec-
cionadas e inmediatamente secadas en estufa de aire
forzado a 40 °C hasta humedad higroscopica; luego
fueron molidas con un molino a cuchillas. Los EA'y
EM de ambas especies se obtuvieron a partir de 5g
de muestra. Para la obtencion del EA la muestra fue
extraida con 100 ml de agua en estado de ebullicion
(Farmacopea Argentina, 2010). Posteriormente se
procedio ala liofilizacion con un liofilizador Rificor®
LT-16. Por su parte, el EM se obtuvo por maceracion
de 5 g de muestra con 100 ml de metanol (24 h, tres
veces consecutivas) y posterior evaporacion con
evaporador rotatorio Biichi®.

Para el analisis por HPLC, se disolvio un gramo
de cada uno de los extractos liofilizados en aceto-
nitrilo: acido fosforico 0,05 % (20:80) y se llevo
a 100 ml. Alicuotas de 20 uL fueron inyectadas
en un equipo HPLC-UV/DAD UltiMate® 3.000
(Dionex), equipado con una columna Gemini C18
(Phenomenex®) usando como fase movil acetonitri-
lo: acido fosforico 0,05 % (20:80) con un flujo de
0,8 ml min!. Se trabajo a una longitud de onda de
330 nm y los espectros UV fueron registrados en el
intervalo de 200-367 nm. Los datos obtenidos de los
cromatogramas fueron procesados con el software
Chromeleon® asociado al equipo.

Para obtener los espectros de FTIR, se prepararon
pastillas de KBr con cada uno de los extractos (EA
liofilizado y EM sometido a evaporacion) de las
dos especies en estudio, en la proporcion 3:100. La
homogeneizacion se realizo en un mortero. Aproxi-
madamente 100 mg de la mezcla homogeneizada
fueron colocados entre dos discos metalicos, den-
tro del cilindro de una prensa hidraulica, se aplico
luego una presion de 500 kg cm™ durante 5 min, se
descomprimid y se colocd la pastilla obtenida en el
portamuestra; se registrd el espectro en un espec-
trometro Protégé® 460 (Nicolet), con un divisor de
haz de luz de Csl y se midio entre 4.000 y 460 cm!,
con una resolucion de 4 cm™. Todos los reactivos
utilizados fueron de pureza analitica o de grado
HPLC.
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Resultados

El analisis de los cromatogramas HPLC de P.
caerulea indicd que esta especie contiene cuatro
C-glicosilflavonas (vitexina, isovitexina, orienti-
na ¢ isoorientina) tanto en el EA como en el EM
(Figuras 3 y 4).

Figura 3.- Perfiles de HPLC de extracto acuoso de
Passiflora caerulea
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Figura 4.- Perfiles de HPLC de extracto metandlico de
Passiflora caerulea
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Por su parte, el EA de P. foetida solo carece de
isoorientina (Figura 5), mientras que el EM solamen-
te contiene vitexina e isovitexina (Figura 6). Las C-
glicosilflavonas mostraron espectros caracteristicos
a tiempos de retencion de 12,10 min para vitexina;
17,94 min para isovitexina; 19,93 min para orientina
y 25,11 min para isoorientina.
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Figura 5.- Perfil HPLC de extracto acuoso de Passiflora
foetida
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Figura 6.- Perfil HPLC de extracto metandlico de
Passiflora foetida
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En cuanto a los espectros de FTIR, se mostrd
de utilidad en la diferenciacion de ambas especies
de plantas, particularmente considerando la zona
llamada “huella dactilar” (entre 1.400 y 400 cm™),
donde se presentan diferencias cualitativas sustan-
ciales. P. foetida present6 una banda a 1.250 cm!,
que no se observa en P. caerulea. Esta situacion es
coincidente con la que plantearon diversos autores
en la caracterizacion de otras especies de Passiflora
(Adiana y Mazura, 2011; Konwar y Baruah, 2011;
Muruganantham y col., 2009; Rui y col., 2014).

Asimismo, el calculo de la relacion de areas
CO/CH para cada especie estudiada contribuyo a
diferenciarlas, ya que en P. caerulea fue de 3,87 para
el EA, mientras que para P. foetida resulto de 1,58;
por su parte, en el EM la relacion fue de 17,09 para P,
caeruleay 15,40 para P, foetida (Figuras 7y 8). Esta
relacion de areas ha sido empleada con anterioridad
en la caracterizacion de algunas Pteridophyta fosiles
(Psenicka y col., 2013; Zodrow y col., 2010).
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Figura 7.- Espectro FTIR de extracto acuoso (rojo) y
extracto metanolico (azul) de Passiflora caerulea

Figura 8.- Espectro FTIR de extracto acuoso (rojo) y
extracto metandlico (azul) de Passiflora foetida

Conclusiones

Los cromatogramas HPLC y los espectros de FTIR
son herramientas ttiles para evaluar la calidad de
los medicamentos a base de hierbas, considerando
globalmente sus multiples constituyentes quimicos.
En este caso, los espectros HPLC indican que P,
caerulea contiene cuatro C-glicosilflavonas (vitexi-
na, isovitexina, orientina e isoorientina), tanto en el
EA como en el EM; por su parte, el EA de P, foetida
presenta vitexina, isovitexina y orientina, mientras
que su EM solo contiene vitexina e isovitexina.

Los espectros de FTIR también muestran diferen-
cias cualitativas sustanciales; que evidencian mayor
presencia de compuestos oxigenados en el EM que
en el EA de ambas especies, ya que la relacion CO/
CH es mayor; por otra parte, la cantidad de com-
puestos oxigenados extraidos es comparativamente
mayor en P. caerulea que en P. foetida.

Los resultados obtenidos aportan herramientas
para la caracterizacion de las drogas crudas y los
medicamentos herbarios que contengan Passiflora
caerulea y P. foetida, dos especies frecuentes en
la region, y por lo tanto, facilitan su control de
calidad.
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