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ES 2 304 468 T3

DESCRIPCION

Procedimiento para la extraccion de substancias de contenido de material orgénico.

La presente invencion se refiere a un procedimiento para la extraccién de substancias de contenido de material
orgdnico, que comprende el paso extraccién con una mezcla monofisica constituida por un 50% en volumen a un
90% en volumen de metanol, y un 50 a un 10% en volumen de agua, y opcionalmente un 0% en volumen a un 40%
en volumen de otro disolvente o mezcla de disolventes. En una forma de ejecucion, el procedimiento es parte de un
procedimiento para el andlisis de un perfil metalico.

La compresion de vias de sintesis bioquimicas en el metabolismo de células animales o vegetales, incluyendo
microorganismos, como bacterias, hongos, algas, o células de mamiferos, es atin muy rudimentaria a pesar del cono-
cimiento de vias de sintesis principales. La determinacién de estados fisiolégicos durante crecimiento, desarrollo, o
como reaccioén del estrés medioambiental estd limitada hasta la fecha esencialmente a la investigacién de moléculas
objetivo aisladas, como por ejemplo RNA y proteinas. Modificaciones del nivel de mRNA o proteina, o su actividad,
no se pueden correlacionar frecuentemente con modificaciones en el metabolismo, o incluso con funciones fenotipicas.

El andlisis directo de substancias de contenido celulares o metabolitos se efectia frecuentemente mediante re-
acciones enzimdticas especificas, ensayos inmunoldgicos, o sobre la base de procedimientos cromatograficos, que
identifican determinadas substancias por medio de tiempos de retencion o coeluciones con substancias de referencia.
Como se describe en Katona, J. Chromatography 1999, 847, 91-102, una gran parte del estado de la técnica trata s6lo
los andlisis de pocos componentes especificos, por ejemplo dcidos o azicares. La mayor parte de procedimientos co-
nocidos limitan un andlisis bioquimico extenso (a) no siendo abiertos, es decir, se pueden obtener s6lo informaciones
sobre metabolitos ya conocidos, (b) requiriendo trabajo muy intensivo, ya que frecuentemente sirven como base de
los mismos ensayos aislados, (c) poseyendo s6lo una resoluciéon muy reducida, pudiéndose obtener, por consiguiente,
solo un perfil de complejidad muy reducido y contenido en informacién reducido, (d) comprendiendo sélo metabolitos
o células sélo en un estado, a modo de ejemplo en una fase de crecimiento, o bajo influencia de un factor de estrés, y
no pudiéndose seguir, por lo tanto, modificaciones dindmicas en la célula, o (e) registrando sélo algunas de las clases
de substancias presentes en el organismo, por ejemplo sélo aziicares o s6lo dcidos grasos, o sélo determinados pesos
moleculares, pero no la amplia gama de substancias polares o apolares. S6lo al comienzo se muestra que los productos
metabdlicos o metabolitos no sélo representan productos intermedios o finales, sino que actian también como sensores
y reguladores.

La determinacidn extensa y cuantitativa de metabolitos y substancias de contenido presentes en una muestra orgéa-
nica (independientemente de que esta determinacion se limite a diferentes clases de substancias, etapas de desarrollos
o tipos de material, es decir, independientemente de que se trate de una huella dactilar metabdlica, perfil metabélico
o metabolismo) posibilita la investigacion directa de influencias inmediatas de crecimiento, desarrollo o estrés sobre
el organismo total o partes del mismo, y por consiguiente ayuda en la determinacién de funciones génicas como parte
esencial del andlisis gendémico funcional. Los procedimientos para el andlisis de perfiles de metabolitos, en especial si
son apropiados para el andlisis de nimeros de muestras mayores, permiten investigar la complejidad de interacciones
reguladoras sobre todos los planos y en todos los estadios, y valorar no en dltimo término la seguridad y el valor de
organismos modificados genéticamente.

En la mayor parte de los casos ha avanzado la determinacién de perfiles de metabolitos complejos en el rastreo
diagnéstico, pero recientemente se describieron también primeros perfiles de plantas (para una sinopsis véase Trethe-
wey, Curr. Opin. Plant. Biol. 1999, 2, 83-85). De este modo Sauter (ACS Symposium Series 1991, 443 (Synth. Chem.
Agrochem. 2), American Chemical Society, Washington, DC, 288-299) muestra la modificacién de substancias de
contenido en cebada tras tratamiento con diversos herbicidas. Como procedimiento ventajoso, Sauter describe que se
pesaron y se extrajeron con un 100% de etanol muestras de plantas congeladas. Tras filtracidn, secado y sililado, las
muestras se pueden separar a través de columnas capilares. Entre 100 y 200 sefiales se pudieron detectar, e identificar
con ayuda de substancias de referencia a través de sus coeficientes de retencion en cromatografia de gases (GC), o a
través de andlisis por cromatografia de gases-espectroscopia de masas (GC/MS).

Fiehn, Nature Biotechnology 2000, 18, 1157-1161, describe la cuantificacion de 326 substancias en extractos de
hojas de Arabidopsis. Para la comparacién de cuatro genotipos diferentes, en un procedimiento costoso se homoge-
neizaron muestras de plantas congeladas, se extrajeron en 97% de metanol bajo calentamiento breve, y tras adicién
de cloroformo y agua en varios pasos se obtuvieron una fase polar y una fase apolar, que se analizaron entonces por
LC/MS y GC/MS (s.a. Fiehn, Anal. Chem. 2000, 72, 3573-3580; http://www. mpimp-golm.mpg.de/fiehn/blatt-proto-
koll-e.html). Segin un procedimiento muy similar, por Roessner, The Plant Journal 2000, 23, 131-142, se extrajeron
substancias de contenido de plantas en metanol, y se compararon entre si los perfiles de metabolitos polares de plantas
de patata cultivadas in vitro y en tierra.

Gilmour, Plant Physiology 2000, 124, 1854-1865 extrae azicar a partir de hojas de Arabidopsis liofilizadas en 80%
de etanol tras incubacién durante 15 minutos a 80°C, e incubacién durante la noche a 4°C. Igualmente a 80°C, durante
30 minutos y en un 80% de etanol con Hepes, pH 7,5, Strand, Plant Physiology 1999, 119, 1387-1397, extrae dos
veces azicares solubles y almid6n sucesivamente. A esta temperatura elevada se extrae dos veces ain para mejorar el
resultado de extraccidn, y ciertamente una vez con un 50% de etanol-Hepes, pH 7.5, y una vez con Hepes, pH 7,5.
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Los procedimientos descritos en el estado de la técnica permiten sélo un automatizado limitado, que se puede
realizar ademads s6lo con un gasto técnico elevado. En especial el registro de grandes nimeros de muestras, la determi-
nacién de influencia de factores de estrés multiples sobre el metabolismo de organismos, o la observacién de procesos
dindmicos que requiere un andlisis continuo de muestras en marcos de tiempo frecuentemente muy reducidos, ocasio-
nan procedimientos

(a) que son rapidos, es decir, a modo de ejemplo, que la fijacién y andlisis de muestras se efectia dentro de un
intervalo de tiempo corto tras la obtencién de muestras,

(b) que son altamente reproducibles, es decir, a modo de ejemplo, que un andlisis a través de muchas muestras
diferentes proporciona resultados dentro de una amplitud de error reducida,

(c) que son sencillos de manejar, es decir, a modo de ejemplo, el procedimiento es automatizable, y realizable
sin gasto técnico o personal elevado,

(d) que son abiertos, es decir, a modo de ejemplo, que es analizable un gran nimero de substancias, y/o

(e) que son sensitivos, es decir, a modo de ejemplo que el andlisis registra también modificaciones reducidas
en concentraciones de substancias, y cantidades de substancias reducidas.

Muchos procedimientos tienen el inconveniente de ser apropiados s6lo para el andlisis de nimeros de muestras
reducidos. En el caso de un mayor nimero de muestras, la estabilidad de las muestras, y por consiguiente la repro-
ducibilidad de resultados, no se pueden garantizar. Un extenso andlisis continuo de material biolégico, por ejemplo
muestras animales o muestras de plantas, o por ejemplo la interaccién entre substancia(s) y organismos en sistemas
complejos y su desarrollo temporal, por consiguiente, no es posible.

El problema técnico que motiva la presente invencidn era, por consiguiente, encontrar un procedimiento que per-
mitiera superar los inconvenientes citados anteriormente de procedimientos conocidos en el estado de la técnica, y
posibilitar el andlisis rdpido y sencillo de un mayor niimero de muestras con una sensibilidad y reproducibilidad
elevada.

La solucién del problema se pone a disposicién mediante las formas de ejecucién caracterizadas en las reivindica-
ciones de la presente invencion.

Por consiguiente, la solicitud se refiere a un procedimiento para la extraccién de substancias de contenido de
material orgdnico, que comprende los pasos

(a) extraccion del material orgdnico o de una parte del mismo con una mezcla monofésica constituida por un
50% en volumen a un 90% en volumen de metanol, y un 50% en volumen a un 10% en volumen de agua,
y opcionalmente un 0% en volumen a un 40% en volumen de otro disolvente o mezcla de disolventes;

(b) extraccién del material orgénico o de una parte del mismo con un disolvente monoféasico apolar o mezcla
de disolventes, siendo el indice de polaridad segin Kellner del disolvente apolar o mezcla de disolventes
menor que el del agente de extraccidn de la fase polar en el paso (a) en 0,3 o més; y

(c) reunién de los extractos del paso (a) y del paso (b) para dar una mezcla monofédsica. A continuacion se
indican otros disolventes u otras mezclas de disolventes.

Bajo el concepto “material orgdnico” se entiende cualquier material organico o biol6gico, como material de plan-
tas, animales, microorganismos, a modo de ejemplo de protistas, hongos, bacterias, algas, virus, etc., por ejemplo
organismos separados de material de cultivo, liquidos corporales, como sangre, linfa, secreciones o nutrientes, pien-
sos, y otros productos animales o vegetales. Del mismo modo se entiende por este material de cultivo en el que viven
organismos, es decir, a modo de ejemplo también tras separacién de organismos, por ejemplo medios para el cultivo
de microorganismos, como protistas, por ejemplo quinetoplastas, plasmodias o bacterias, por ejemplo bacterias gram
positivas o gram negativas, o algas, hongos, por ejemplo levaduras, o células animales o vegetales.

Bajo el concepto “extraccién”, segiin la invencion se entiende que a partir de una muestra sélida o liquida con
disolventes apolares a polares, o0 mezclas de disolventes, las substancias contenidas en la misma, por ejemplo subs-
tancias de contenido de material organico, se pueden trasladar al respectivo disolvente o mezcla de disolventes. En
un disolvente polar, o como por ejemplo agua, se disuelven las substancia de contenido hidréfilas, por ejemplo tam-
bién metabolitos, en un disolvente lipéfilo se disuelven las substancias de contenido hidréfobas, por ejemplo también
metabolitos, del material.

A continuacién se entiende por “disolventes polares o mezclas de disolventes” disolventes o mezclas de disolven-
tes con un indice de polaridad de 4 a 10,2, preferentemente de 5 a 7, mds preferentemente de 5,5 a 6,5 segtin Kellner,
Analytical Chemistry, Weinheim, 1998, pagina 195. Los disolventes polares son, por ejemplo, agua, incluyendo diso-
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luciones acuosas, o disolventes organicos polares apréticos o préticos, a modo de ejemplo alcoholes de alquilo con
un resto alquilo con 1 a 6 dtomos de carbono, por ejemplo metanol, etanol, 1-propano, 2-propanol, butano, penta-
nol, hexanol, o por ejemplo acetona, acetonitrilo, acetato de etilo, dimetilsulféxido o N,N-dimetilformamida, u otros
disolventes con una polaridad mayor o igual a 0,50, como se indica, por ejemplo, en Kiister/Thiel, Rechentafeln fiir
die Chemische Analytik, Wlater de Gruyter, Berlin/New York 1993, pagina 359, o son mezclas de los mismos. Una
mezcla de disolventes empleadas seguin la invencién, constituida por un 80% de metanol / un 20% de agua, tiene, por
ejemplo, el indice de polaridad de 6,1 segin Kellner, 1998.

A continuacién se entiende por “disolventes apolares o mezclas de disolventes” disolventes o mezclas de disol-
ventes que tienen un indice de polaridad segin Kellner, Analytical Chemistry, Weinheim, 1998, pagina 195, que es
mads reducido que el del agente de extraccién de la fase polar en 0,3 o mas. El indice de polaridad segtin Kellner,
1998 es mds reducido que el del agente de extraccion de la fase polar en 0,5, de modo atin més preferente en 1, en
la mayor parte de los casos preferentemente en mds de 2. Una mezcla de disolventes empleadas segiin la invencién
constituida por un 40% de metanol/60% de diclorometano, tiene, por ejemplo, un indice de polaridad de 3,9 segtin
Kellner, 1998.“Disolventes apolares” son, por ejemplo, disolventes orgdnicos, a modo de ejemplo disolventes haloge-
nados, como cloroformo, diclorometano, tetracloruro de carbono, o disolventes alifaticos como hexano, ciclohexano,
pentano, heptano, etc., o disolventes aromdticos, como por ejemplo tolueno o benceno, o éteres, como por ejemplo
terc-butilmetiléter, dietiléter o tetrahidrofurano, u otros disolventes con una polaridad menor que 0,50, como se indica,
por ejemplo, en Kiister/Thiel 1993, o mezclas de los mismos.

Se entiende por una “fase polar” o un “extracto polar” una fase o un extracto que se obtiene a partir de una
extraccion con un disolvente o mezcla de disolventes con un indice de polaridad de 4 a 10,2, preferentemente de 5 a
7, de modo mas preferente de 5,5 a 6,5 segtin Kellner, Analytical Chemistry, Weinheim, 1998, pagina 195, o que se
obtienen a partir de una extraccién con un disolvente polar, o mezcla de disolventes, como se cita anteriormente.

Se entiende por una “fase apolar” o un “extracto apolar” una fase o un extracto que presenta una polaridad mas
reducida o un indice de polaridad mas reducido respecto a la fase polar o al extracto polar, y con el que se pueden
extraer mejor substancias de polaridad media a apolares, como por ejemplo en un extraccion con disolventes apolares
o mezclas de disolventes, como se citan anteriormente. Segun la invencién se obtiene una “fase apolar” o un “extracto
apolar” mediante extraccién con un disolvente o mezcla de disolventes con un indice de polaridad segiin Kellner,
Analytical Chemistry, Weinheim, 1998, pdgina 195, que es menor que el del disolvente o mezcla de disolventes de la
fase polar o del extracto polar en 0,3 o mds. De modo mds preferente, el indice de polaridad es mas reducido que el
del disolvente o mezcla de disolventes de la fase polar en 0,5, de modo atin mds preferente 1,0, en la mayor parte de
los casos preferentemente en més de 2, segtin Kellner, 1998.

Bajo el concepto “substancias de contenido” se entiende compuestos polares y apolares, por ejemplo “metabolitos”,
que se producen en reacciones de degradacién y formacién (reacciones catabdlicas o anabdlicas) del metabolismo, o
se absorben por organismos de su ambiente. Esto se refiere a compuestos que se presentan en forma celular, o en
organismos mas complejos también en forma extracelular, por ejemplo en liquidos corporales. En el cultivo de mi-
croorganismos u otros organismos estdn incluidas también las substancias de contenido de estos cultivos, por ejemplo
del medio de crecimiento. Se influye sobre la concentracion de una substancia de contenido mediante condiciones
externas (condiciones ambientales, condiciones de nutrientes, situaciones de estrés) o mediante condiciones inter-
nas (desarrollo, regulaciones, modificaciones ocasionadas genéticamente), a las que estan sujetos los organismos. El
concepto comprende tanto los denominados metabolitos primarios, como también metabolitos secundarios. Por regla
general se entiende por “metabolitos primarios” aquellos metabolitos que son productos de vias de degradacién y
formacioén, que son de significado fundamental para las células, y con ello son mds o menos iguales para todas las
células. Por regla general se entiende por “metabolitos secundarios” compuestos que se forman casi siempre por vias
secundarias, por ejemplo en situaciones de estrés, como condiciones de hambre o escasez, o una vez concluida la fase
de crecimiento activa de las células, y para las que no es conocida una funcién identificable para las células en muchos
casos (s.a. Rompp Lexikon Biotechnologie, New York, 1992). Por lo tanto, se entiende por substancias de contenido,
por ejemplo, substancias polares o apolares, como hidratos de carbono, aminas (en especial aminoacidos), tetrapirro-
les, lipidos, esteroides, nucledtidos, nucledsidos, cofactores, coenzimas, vitaminas, antibidticos, hormonas, péptidos,
terpenos, alcaloide, carotenoides, xantofilos, flavoides, etc., y las substancias de las respectivas vias metabdlicas, sin
tener que considerar limitante de ningtin modo la enumeracién anterior o siguiente.

Los hidratos de carbono, comprenden, por ejemplo, los hidratos de carbono de metabolismo de hidratos de carbono,
por ejemplo de glicdlisis, gluconeogénesis, por ejemplo triosas, tetrosas, pentosas, por ejemplo furanosas o hexosas,
por ejemplo piranosas o heptosas del metabolismo de polisacéridos, del metabolismo de piruvato, del metabolismo
de acetil-coenzima A, di- u oligosacaridos, glicésidos, derivados de hexosa, desoxi-hexosas, hidratos de carbono del
metabolismo de pentosa, del metabolismo de aminoazicares, del ciclo de citrato, del metabolismo de gliosilato, etc.,
u otras substancias de las respectivas vias metabdlicas.

Los aminoécidos comprenden, por ejemplo, los aminodcidos del metabolismo de aminodcidos, como por ejemplo
en el metabolismo de amoniaco, o del metabolismo de azufre, del ciclo de urea, u otros derivados, por ejemplo ami-
noécidos aromdticos o no aromadticos, aminodcidos polares, no cargados, no polares, alifaticos, aromdticos, cargados
positivamente, cargados negativamente, aminoacidos de cadena ramificada o de cadena no ramificada, esenciales o no
esenciales o no esenciales, u otras substancias de las respectivas vias metabolicas.
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Los tetrapirroles comprenden, por ejemplo, substancias del metabolismo de protoporfirina, del metabolismo de
hemoglobina, del metabolismo de mioglobina, de diferentes metabolismos de citocromo, del metabolismo de fotosin-
tesis, etc., u otras substancias de las respectivas vias metabdlicas.

Los lipidos comprenden, por ejemplo, dcidos grasos saturados o insaturados, esenciales o no esenciales, compues-
tos de acil-CoA, triacilglicéridos, lipidos de lipogénesis o de lipdlisis, fosfolipidos, por ejemplo glicerofosfolipidos,
eterlipidos, esfingofosfolipidos, glicolipidos, o las substancias de las respectivas vias metabdlicas.

Las hormonas comprenden hormonas esteroides o no esteroides, por ejemplo hormonas peptidicas, o por ejemplo
eicosanoides u octadecanoides.

Los esteroides comprenden, por ejemplo, las substancias del metabolismo de colesterol, hopanoides, esteroides ve-
getales, como fito- y micoesterinas, hormonas de insectos, isoprenoides, hormonas esteroides, gestdgenos, andrégenos,
estrogenos, corticosteroides, o las substancias de las respectivas vias metabdlicas.

Los nucleétidos y nucledsidos comprenden, por ejemplo, desoxi-y ribonucledtidos/nucledsidos, cuyos derivados
de 5’-fosfato, purinas, pirimidinas u otros derivados, por ejemplo derivados de nucledsidos o nucleétidos ciclados,
metilados y/o acetilados, etc., u otras substancias de las respectivas vias metabdlicas.

Del mismo modo estdn incluidas substancias que juegan un papel en esta vias metabdlicas. Se entiende por “otras
substancias de las respectivas vias metabodlicas” los respectivos productos intermedios en la biosintesis, en la conver-
sién, transporte o degradacion de las citadas substancias. Se puede encontrar una sipnosis sobre muchos metabolitos,
por ejemplo, en Michal, Biochemical Pathways, Berlin, 1999 o en KEGG. Kyoto Enciclopedia of Genes and Genomes,
Institute of Chemical Research at Kyoto University, Japan (por ejemplo http.//www.genome.ad.jp/dbget/ligand.html),
que se recogen expresamente en este caso.

Bajo el concepto “agua” se entiende cualquier tipo de una disolucién acuosa, también, por ejemplo, agua desioniza-
da, desmineralizada, destilada o bidestilada. También pueden estar disueltas en el agua, o mezcladas con la misma, una
o varias substancias que mejoran preferentemente la extraccion, estabilidad o solubilidad de substancias de contenido
de material orgdnico, o conducen a propiedades preferentes, por ejemplo valor de pH, conductividad, concentracién
de sales, etc., como por ejemplo en disoluciones salinas o tampdn.

Por regla general, las substancias polares se extraen en el estado de la técnica en alcoholes de alquilo puros,
o mezclados con agua o disoluciones tampdén, como etanol (Sauter, 1991, Strand, 1999, Gilmour, 2000) o metanol
(Fiehn, Anal. Chem. 2000 y Nature Biotechnology 2000, Roessner, 2000) o en agua o disoluciones tampodn.

El agua tienen propiedades de extraccién muy buenas para substancias polares. No obstante, es desfavorable que
en disoluciones acuosas se activen de nuevo procesos celulares, que se detuvieron generalmente con anterioridad
mediante congelacién o liofilizado. Esto puede ocasionar, por ejemplo, una degradacién o conversién enzimética de
diversos metabolitos, y conduce a una modificacién, y con ello a un falseamiento de concentraciones o condiciones
dentro de estos extractos. Por regla general se intenta suprimir estas reacciones secundarias indeseables mediante
trabajo sobre hielo. No obstante, esto tiene inconvenientes considerables, tanto para la eficiencia de extraccién, como
también para la elaboracién de grandes nimeros de muestras. Son inevitables pérdida de sensibilidad y desviacién del
estado celular verdadero en el momento de la cosecha.

Se emplean etanol o metanol, ya que por una parte tienen propiedades polares, y con ello se extraen suficientemente
substancias de contenido hidréfilas, por otra parte, ya que tras adicion a un extracto celular, los extractos celulares se
inhiben en su actividad debido al efecto téxico, desnaturalizante. Por consiguiente no se puede efectuar otra reaccion
de metabolitos, y las células se “congelan” en su estadio metabdlico momentdneo. No obstante, es desfavorable que
algunas clases de metabolitos polares sean solubles metanol o etanol s6lo con dificultad. Esto conduce a una pérdida
de sensibilidad, y puede influir sobre la reproducibilidad de resultados.

Para superar los inconvenientes de extraccién en alcohol puro o agua pura, por ejemplo Strand, 1999 y Gilmour,
2000 emplean para la extraccién de azicares mezclas de etanol/agua, e incuban el material de partida durante 15
minutos, o bien 30 minutos a 80°C en esta mezcla. Para mejorar la eficiencia de extraccion insuficiente, siguen respec-
tivamente otros pasos de extraccion costosos: Strand, 1999 establece una cadena de extraccién, y por consiguiente un
total de cuatro pasos de temperatura elevada: en primer lugar dos veces con un 80% de etanol/20% de Hepes, después
50% de etanol/50% de Hepes, y finalmente 100% deHepes, respectivamente 30 min. a 80°C, Gilmour, 2000, incubado
durante la noche a 4°C tras el paso de alta temperatura. No obstante, una extraccion en cuatro pasos, o adicionalmente
al paso de temperatura elevada atin durante la noche, requiere mucho tiempo y trabajo. El intento de alcanzar peores
propiedades de extraccién de etanol, en comparacién con agua, mediante temperatura elevadas y tiempos de extrac-
cién largos, puede conducir ademds a descomposiciones de substancias de contenido, y reduce, por consiguiente, el
nimero de substancias a detectar y la sensibilidad del sistema.

Ahora se descubrié que una mezcla monofésica constituida por un 50% en volumen hasta un 90% en volumen de
metanol, y un 10% en volumen a un 50% en volumen de agua, conduce a un rendimiento de extraccién muy bueno. El
procedimiento segun la invencién conduce a un rendimiento mds elevado que en una extraccién en metanol o etanol
puro. Ademads, la estabilidad del extracto es elevada frente a una extraccién pura en agua, y por consiguiente la repro-

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 304 468 T3

ducibilidad del procedimiento mejora considerablemente. En contrapartida a la extracciéon con mezclas de etanol/agua,
el rendimiento es tan elevado que es suficiente un tnico paso de extraccion para aislar un gran nimero de substancias
de contenido. En procedimientos motivados por el paso de extraccién segun la invencion para el aislamiento de subs-
tancias polares a partir de células vegetales, se limit6 el nimero de substancias analizadas sélo por el procedimiento
de andlisis. Se pudo conseguir una reproducibilidad muy elevada.

La mezcla empleada en el paso (a) tiene preferentemente una fraccion de al menos un 70% en volumen de metanol,
es mas preferente al menos un 75% en volumen, del mismo modo es preferente un 90% en volumen, es mds preferente
un 85% en volumen, en la mayor parte de los casos es preferente un 80% en volumen de metanol.

Del mismo modo es preferente un 10% en volumen a un 50% en volumen de agua, es mds preferente un 15% en
volumen a un 40% en volumen de agua, atn es mas preferente un 30% en volumen de agua, en la mayor parte de los
casos es preferente un 20% en volumen de agua. Por consiguiente, en la mayor parte de los casos, el procedimiento
segun la invencion se lleva a cabo con una mezcla constituida por un 80% en volumen de metanol y un 20% en
volumen de agua. En caso dado, la mezcla puede contener también cantidades reducidas de otro disolvente o mezcla
de disolventes, por ejemplo diclorometano, pero es preferente menos de un 10% en volumen, es mds preferente menos
de un 5% en volumen, en la mayor parte de los casos no se encuentra ningtin otro disolvente en la mezcla.

Segtin este primer paso de extraccion para substancias polares puede seguir uno o varios pasos de extraccién
(a’) con una disolucién con fraccién de agua elevada, o sélo con agua, o con otro alcohol, por ejemplo un alcohol
alquilico, con un reto alquilo con 1 a 6 atomos de carbono, por ejemplo metanol, etanol, 1-propanol, 2-propanol,
butanol, pentanol, hexanol, o por ejemplo acetona o acetonitrilo, en caso dado mezclado con agua, o como mezcla de
diversos componentes. En la mayor parte de los casos es preferente metanol o una mezcla de metanol/agua. En caso
dado, el paso dado (a) o (a’) se puede repetir una o varias veces. En una forma de ejecucién especialmente preferente
se lleva a cabo sélo una extraccién unica tras el paso (a).

Ademds, el procedimiento segin la invencién comprende un paso (b) de extracciéon con un disolvente apolar
monofasico, o mezcla de disolventes.

El disolvente o mezcla de disolventes en el paso (b) es mds apolar que el disolvente o la mezcla de disolventes en el
paso (a). Segun la invencion, el indice de polaridad (segin Kellner, 1998) del disolvente o de la mezcla de disolventes
en el paso (b) es menor que el del agente de extraccion de la fase polar en el paso (a) en 0,3 o mis. De modo mds
preferente, el indice de polaridad segin Kellner, 1998 es menor que el del agente de extraccién de la fase polar en
0,5, de modo atn mds preferente 1, en la mayor parte de los casos preferente en mas de 2. Una mezcla de disolventes
empleadas segtin la invencién constituida por un 40% de metanol/60% de diclorometano, tiene de este modo, por
ejemplo, un indice de polaridad de 3,9 segtin Kellner, 1998.

Los disolventes apolares o mezclas de disolventes se describieron anteriormente, por ejemplo disolventes polares
orgdnicos, o una mezcla de dos o mds disolventes polares, como por ejemplo alcoholes alquilicos con un resto al-
quilo con 1 a 6 dtomos de carbono, por ejemplo metanol, etanol, 1-propanol, 2-propanol, butanol, pentanol, hexanol,
o por ejemplo acetona, acetonitrilo, acetato de etilo, dimetilsulf6xido, o N,N-dimetilformamida, u otros disolvente
polares con una polaridad mayor o igual que 0,5, como se indican, por ejemplo, en Kiister/Thiel 1993, y uno o va-
rios disolventes orgdnicos descritos anteriormente, a modo de ejemplo disolventes halogenados, como cloroformo,
diclorometano, tetracloruro de carbono, o disolventes alifaticos, como hexano, ciclohexano, pentano, heptano, etc., o
disolventes arométicos, como por ejemplo tolueno o benceno, o éteres, como por ejemplo terc-butilmetiléter, dietiléter
o tetrahidrofurano, u otros disolventes con una polaridad menor que 0,5, como se indica, por ejemplo, en Kiister/Thiel
1993.

En el paso (b) se emplea preferentemente un componente disolvente, que no se mezcla con agua, para poder
ocasionar a continuacion la separacién de fases en una fase apolar y una fase polar en una reunién de fases subsiguiente.
No obstante, preferentemente se mezcla el componente con metanol. Ademas es ventajoso un punto de ebullicién
reducido, a modo de ejemplo de 100°C o menor, més preferentemente 80°C, de modo ain mas preferente 60°C, y en la
mayor parte de los casos preferentemente 40°C, o menor, a presion normal, ya que la eliminacién del disolvente o de
la mezcla de disolventes se puede llevar a cabo mds rdpidamente y a menores temperaturas, de manera mds cuidadosa
para las substancias de contenido.

Los disolventes halogenados son preferentes como disolventes en el paso (b). Es especialmente preferente una
mezcla de metanol y etanol y cloroformo, pentano, hexano, heptano, ciclohexano, tetracloruro de carbono o dicloro-
metano. Es mds preferente una mezcla de metanol o etanol con cloroformo o diclorometano. La mezcla en el paso
(b) estd constituida preferentemente por un 30% en volumen a un 60% en volumen de metanol o etanol, es preferente
una mezcla con un 40 a un 50% en volumen de metanol o etanol. En la mayor parte de los casos es preferente el
empleo de metanol. La fracciéon de diclorometano o cloroformo asciende preferentemente a un 40 hasta un 70% en
volumen, es preferente el empleo de diclorometano. El restante 0% en volumen a 30% en volumen puede estar cons-
tituido opcionalmente por “otro disolvente u otra mezcla de disolventes”, que forman una fase con la mezcla citada
anteriormente, por ejemplo etanol o cloroformo. Es preferente que no esté contenido “otro disolvente u otra mezcla de
disolventes”.
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En caso dado, la mezcla en el paso (b) puede contener también cantidades reducidas, preferentemente un 0% en
volumen a un 20% en volumen, es mds preferente un 10% en volumen, es atin mds preferente un 5% en volumen o
menos, en la mayor parte de los casos no hay agua preferentemente en la mezcla.

Por consiguiente, en una forma de ejecucién preferente, el procedimiento segin la invencién comprende el si-
guiente paso (b): extraccién con una mezcla constituida por un 30% en volumen a un 60% en volumen de alcohol
alquilico con 1 a 6 d&tomos de carbono, acetona, acetonitrilo, acetato de etilo, dimetilsulf6xido o N,N-dimetilformami-
da, y un 40% en volumen a un 70% en volumen de cloroformo, diclorometano, pentano, hexano, heptano, ciclohexano
o tetracloruro de carbono.

Sorprendentemente se descubrié que es posible una extraccion especialmente buena con una determinada propor-
ci6én de metanol y diclorometano. Por lo tanto, en la mayor parte de los casos, el procedimiento segin la invencién en
el paso (b) se lleva a cabo preferentemente con una mezcla constituida con un 30 a un 40% en volumen de metanol, y
un 60 a un 70% en volumen de diclorometano. En la mayor parte de los casos son preferentes un 40% en volumen de
metanol y un 60% en volumen de diclorometano.

En caso dado, el paso (b) se puede repetir una o varias veces, y/o pueden seguir uno o varios pasos opcionales
adicionales (b’) con una fraccién mas elevada de disolvente aprético o disolvente aprético puro.

En una forma de ejecucién especialmente preferente, el paso (b) se lleva a cabo sélo una vez.

Los pasos del procedimiento segun la invencién, en especial los pasos (a) y (b) se pueden llevar a cabo parale-
lamente, por ejemplo en primer lugar se divide la muestra, y después se obtienen por separado ambos extractos, o
sucesivamente, por ejemplo si la misma muestras tras separacion del 1 agente de extraccion se trata con un 2 agente
de extraccion, siendo el orden (a)(b) tan posible como el orden (b)(a), y siendo posibles también pasos intermedios.
Del mismo modo es posible combinar los pasos con otros pasos. En la mayor parte de los caos es preferente el orden

(@)(b).

De este modo, con el procedimiento segun la invencién, que contiene los pasos (a) y (b), opcionalmente también
los pasos (a’) y (b’), se puede preparar un gran niimero de muestras sobre metabolitos polares y apolares de manera
automatizada, rdpida y convenientemente reproducible para la investigacion.

En otro paso, en el procedimiento segin la invencién se retnen los extractos del paso (a) y del paso (b) para dar
una mezcla monofésica tras la extraccion.

Es ventajoso que la mezcla reunida de (a) y (b) se mezcle con uno o varios estandar de andlisis, por ejemplo
estandar internos y/o estdndar de cromatografia. Tales estidndar pueden ser, por ejemplo, compuestos no presentes
en las muestras naturales, pero similares a las substancias analizadas, incluyendo substancias con marcaje isotépico,
radioactivas o con marcaje fluorescente, como para azicares, por ejemplo ribitol o alfa-metilglucopirandsido, para
aminodcidos, por ejemplo, L-glicina-2,2-d, p L-alanina-2,3,3,3-d,, para 4cidos grasos o sus derivados, en especial
dcidos grasos de nimero impar, o sus ésteres metilicos, por ejemplo un decanoato, tridecanoato o nonacosanoato de
metilo. Los estdndar se pueden afiadir también por separado al respectivo extracto del paso (a) o (b).

En una forma de ejecucidn, en el procedimiento segin la invencién se emplean para la extraccién disolventes o
mezclas de disolventes que contienen adicionalmente hasta un 5% en peso, de modo mas preferente hasta un 3% en
peso, de modo atin més preferente hasta un 1% en peso de sales tampdn, dcidos y/o bases. Son preferentes sistemas
tampodn volétiles. De este modo, por ejemplo se pueden emplear segtin la invencién disolucién de formiato amodnico,
carbonato aménico, cloruro aménico, acetato amonico o hidrogenocarbonato aménico y/o un 4cido, por ejemplo acido
férmico, dcido acético, 4dcido trifluoracético, dcido pentafluorpropanoico, dcido heptafluorbutanoico, dcido nonafluor-
pentanoico, acido undecafluorhexanoico, dcido tridecafluorheptanoico o acido pentadecafluoroctanoico y/o una base,
por ejemplo trietilamina, piridina o amoniaco.

Es especialmente ventajoso que los extractos reunidos para la extraccién en el procedimiento segun la invencién
formen una fase a la que se pueden afiadir preferentemente estdndar. La ventaja del entremezclado monofésico reite-
rado de ambos extractos antes de la separacion de fases consiste en que restos de substancias polares de la extraccién
apolar pasan a la fase polar, y viceversa, restos de compuestos apolares de la fase polar pasan a la correspondiente fase
apolar.

Tal mezcla monofésica se consigue, por ejemplo, si en el paso (a) se extrae con un 80% en volumen de metanol
y un 20% en volumen de agua, y en el paso (b) se extrae con un 40% en volumen de metanol y un 60% en volumen
de diclorometano, y después se combinan ambos extractos. Por consiguiente, todas las substancias de contenido, y
opcionalmente, por ejemplo, también los estdndar, se encuentran en una fase.

Ambas fases se pueden separar seglin procedimientos conocidos por el especialista, véase, por ejemplo, Bligh y
Dyer, Can. J. Biochem. Physiol. 1959, 37, 911-917, a modo de ejemplo mediante la adicién de un disolvente apolar,
en especial orgdnico (por ejemplo diclorometano) o de un disolvente polar o mezcla de disolventes, en especial una
disolucién acuosa, por ejemplo de un tampon, o mediante adicién tanto de un disolvente apolar, como también de
un disolvente polar, o mezcla de disolventes, como se describid anteriormente. En este caso se produce una fase que
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contiene las substancias de contenido polares (“fase polar’/“extracto polar”), y una fase que contiene las substancias
de contenido de polaridad media a apolares (“fase apolar”/“extracto apolar”). La separacion de fases se consigue
preferentemente mediante la adicién de disolventes empleados para la extraccidn, en especial mediante la adicién de
metanol, diclorometano y/o agua. Tras la reunién se separan de nuevo las fases, y estas se pueden derivatizar y/o
analizar segin empleo subsiguiente.

En lugar de una separacion de fases, o tras la misma, en el procedimiento segin la invencién se puede llevar a cabo
un fraccionado en dos o mas fracciones, también por medio de una extraccién en fase sélida. Un fraccionado en varias
fracciones tiene la ventaja de poder adaptar mejor a los respectivos grupos de substancias los procedimientos de deri-
vatizado y andlisis. De este modo se transesterifican en especial fracciones, que contienen principalmente triglicéridos,
por ejemplo, para dar ésteres metilicos antes del andlisis. La extraccion en fase sélida es apropiada especialmente para
el automatizado.

En otra forma de ejecucion, el procedimiento segin la invencién comprende, por consiguiente, uno o varios pasos
para derivatizar, cromatografiar y/o analizar las substancias de contenido, por ejemplo a partir de los extractos o las
fases obtenidas. Preferentemente, los extractos o las fases se derivatizan, cromatografian y analizan en los siguientes
pasos del procedimiento segtin la invencién. Para analizar los extractos, se deben derivatizar determinadas substancias
de contenido segin método de separacién y andlisis empleado. De este modo, para una separacién por cromatografia
de gases (GC) se derivatiza preferentemente, mientras que para una separacion por cromatografia de liquidos (LC)
no es necesario generalmente un derivatizado. En caso dado, también es posible un procedimiento de andlisis sin
separacion cromatografica, por ejemplo espectrometria de masas (MS), espectrometria de absorcién atémica (AAS) o
espectrometria de resonancia nuclear (NMR).

En otra forma de ejecucién preferente, el procedimiento para la extraccidon segtn la invencion contienen atdn al
menos uno de los siguientes pasos adicionales:

i) congelacién de material, preferentemente congelacion rapida de material obtenido, por ejemplo cosecha-
do;

ii) liofilizado de material;

iii) homogeneizado y dispersién de material;

iv) concentracion por evaporacion de un extracto o de una fase para dar la fase seca, en especial polar o

apolar, en especial tras separacidn de fases y/o transesterificado/esterificado en la fase;

V) puesta en practica de un esterificado/transesterificado en la fase apolar;
vi) puesta en practica de una formacién de oxima en la fase apolar;

vii) puesta en practica de una formacién de oxima en la fase polar;

viii) puesta en practica de un trialquilsililado en la fase apolar; y/o

iX) puesta en praictica de un trialquilsililado en la fase polar.

El procedimiento segtn la invencién contiene los citados pasos ventajosamente por separado, de modo mas prefe-
rente varios, o en la mayor parte de los casos preferentemente todos, de modo especialmente preferente aproximada-
mente en el orden citado anteriormente o a continuacion.

Se debe evitar que hasta la extraccion se desarrollen procesos enzimaticos en las muestras, que modifican el espec-
tro de substancias de contenido.

Por lo tanto, el material se enfria ventajosamente de inmediato tras la cosecha, mejor se congela, para suprimir de
este modo cualquier actividad enzimadtica en la muestra o en el material, y por lo tanto para evitar una modificacién
en al distribucién de substancias de contenido. La congelacién de material se lleva a cabo preferentemente en menos
de 60 segundos, de modo mds preferente en menos de 30 segundos, en la mayor parte de los casos preferentemente en
menos de 15 segundos tras la obtencién o cosecha. Si el material es vegetal, la extraccién de muestras puede tener lugar
directamente en la cdmara Phytotron. Ventajosamente, el material se pesa rapidamente tras la obtencién, y después se
congela rdpidamente y en profundidad, por ejemplo en nitrégeno liquido, y se almacena, por ejemplo, a -80°C o en
nitrégeno liquido.

Del mismo modo es ventajoso liofilizar el material. Mediante el liofilizado se extrae el agua del material, de
modo que se inhiben procesos enziméticos. El empleo de liofilizado es especialmente ventajoso, ya que las muestras
elaboradas de este modo se pueden almacenar y elaborar adicionalmente a temperatura ambiente.
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En una forma de ejecucion de la invencién, la extraccion, por ejemplo la extracciéon de muestras liofilizadas o
congeladas, se apoya mediante otros pasos, por ejemplo mediante técnicas de homogeneizado y dispersion (Fiehn,
Anal, Chem. 2000 und Nature Biotechnology 2000, Sauter, 1991, Roessner, 2000, Bligh und Dyer, 1959, Strand, 1999
etc.).

De este modo se puede descomponer el material, por ejemplo mediante calor, molinos vibratorios u otros proce-
dimientos de molturado, presion, o modificaciones de presion rdpidas sucesivas, pasos de extraccién por ultrasonidos,
ondas de choque, microondas y/o Ultraturrax, y las substancias de contenido se pueden extraer mejor. Es ventajoso
un método de extraccién que permita el automatizado del procedimiento. De este modo es especialmente ventajoso
llevar a cabo una ASE (Acelerated Solvent Extraction), PSE (Pressurised Solvent Extraction), PFE (Pressurised Fluid
Extraction) o PLE (Pressurised Liquid Extraction), en la que el disolvente o mezcla de disolventes se comprime a
través del material bajo presion, y en caso dado a temperatura elevada (véase Bjorklund, Trends in Analytical Che-
mistry 2000, 19 (7), 434-445, Richter, American Laboratory 1995, 27, 24-28, Ezzell, LC-GC 1995, 13 (5), 390-398).
La extraccién se lleva a cabo preferentemente de modo que la temperatura y la presion se adaptan de modo que no se
descompongan las substancias de contenido, y la eficiencia de extraccion sea conveniente, por ejemplo a una tempera-
tura de 0°C a 200°C, son ventajosos 20°C, o son mds ventajosos 40°C a 150°C, son mds preferentes 120°C o menos. El
procedimiento se lleva a cabo preferentemente a 40 bar hasta 200 bar, de modo mads preferente a 70 bar, de modo atin
mas preferente a 100 bar hasta 170 bar. Por consiguiente, condiciones especialmente preferente son una temperatura
de 60 a 80°C, en especial 70°C, y 110 bar a 150 bar, en especial 140 bar. El tiempo de extraccion se puede situar
entre 3 segundos y 20 minutos, son preferentes 10 minutos, mds preferentes 5 minutos, o menos. Es especialmente
preferente el empleo de una temperatura de 60°C a 80°C, y una presion de 110 a 150 bar con un tiempo de extraccién
de menos de 5 minutos. Por consiguiente, las condiciones de extraccién son mds cuidadosas que las que se describen
en el estado de la técnica, y conducen a rendimientos mas elevados y a estabilidad mas elevadas de las substancias de
contenido aisladas.

La elaboracién de extractos se puede interrumpir en cualquier momento del procedimiento aqui descrito entre los
citados pasos, en tanto los extractos se almacenen o se conserven de manera estable, por ejemplo congeldndose y/o
liofilizdndose los extractos. No obstante, es preferente evitar una interrupcion de la elaboracion antes del andlisis. Tras
la extracciodn, las fases se pueden dividir en diferentes alicuotas, y evaporar en caso dado, por ejemplo para eliminar
dcidos volatiles y agua y/o para preparar las muestras para los siguientes pasos del procedimiento, por ejemplo con un
agitador IR (dispositivo vibratorio calentado con radiacién infrarroja bajo presién reducida, un centrifugado en vacio
o mediante liofilizado). La concentracién por evaporacién se efectuard cuidadosamente, de modo preferente a 10°C
hasta 80°C, de modo mas preferente a 20°C hasta 40°C, preferentemente bajo presiéon reducida, segiin disolvente o
mezcla disolventes, a modo de ejemplo, a 100 mbar hasta 10 mbar, preferentemente a 10 mbar. En el caso de empleo
de mezclas de diclorometano/metanol y/o metanol/agua es especialmente preferente la reduccion de la presion en
etapas hasta 10 mbar.

Una forma de ejecucién preferente comprende también pasos para la separacion y el andlisis, pudiéndose separar
las fases respectivamente a través de LC, GC y/o CE (electroforesis capilar). Tras GC se puede efectuar una detec-
cion de substancias de contenido, por ejemplo por medio de EI-MS (ionizacién por choque de electrones y anélisis
por medio de espectrometro de masas) o CI-MS (ionizacién quimica y andlisis por medio de espectrometro de ma-
sas), espectrometria de masas de campo de sector, cuadrupol, tiempo de evaporacién, trampa idnica o transformada
de Fourier-resonancia de i6n-ciclotrén, FID (detector de ionizacién de llama) o espectroscopia infrarroja por trans-
formada de Fourier, tras LC, por ejemplo, por medio de espectrometria de masas de campo de sector, cuadrupol,
tiempo de evaporacidn, trampa idnica o transformada de Fourier-resonacion de ién-ciclotrén, deteccion por absorcién
UV/Vis, deteccién por fluorescencia, NMR o espectroscopia infrarroja. El procedimiento segin la invencién compren-
de preferentemente una MS (espectrometria de masas), un andlisis por LC/MS (cromatografia de liquidos acoplada a
una deteccidn por espectrometria de masas arbitraria), GC/MS (cromatografia de gases acoplada a una deteccién por
espectrometria de masas arbitraria) y/o LC/MS/MS (cromatografia de liquidos acoplada a una deteccién por espectro-
metria de masas tandem arbitraria) en la mayor parte de los casos preferentemente un andlisis por LC/ME, GC/MS
y/o LC/MS/MS.

Tras la evaporacidn citada anteriormente, los extractos obtenidos segin la invencion se pueden absorber en disol-
ventes o mezclas de disolventes para HPLC, y después se pueden analizar en la LC. Como agentes eluyentes entran
en consideracién mezclas, por ejemplo de metanol, acetonitrilo o etanol y/o terc-butilmetiléter, tetrahidrofurano, iso-
propanol o acetona y/o agua y/o una sal, como por ejemplo disolucién de formiato aménico, carbonato amoénico,
cloruro amoénico, acetato aménico o hidrogenocarbonato aménico y/o un dcido, por ejemplo acido férmico, acido acé-
tico, 4cido trifluoracético, dcido pentafluorpropanoico, 4cido heptafluorbutanoico, dcido nonafluorpentanoico, acido
undecafluorhexanoico, dcido tridecafluorheptanoico o dcido pentadecafluoroctanoico y/o una base, como por ejemplo
trietilamina, piridina o amoniaco, segiin se deban separar extractos polares o apolares del paso (a), o bien (b). Por regla
general se lleva a cabo una elucién de gradiente, preferentemente sigue una deteccién por espectrometria de masas,
por ejemplo una deteccién por MS- o MS/MS (deteccion por espectrometria de masas simple, o bien espectrometria
de masas tandem).

Para la puesta en practica del andlisis por GC, con la fase apolar y/o la fase polar se puede llevar a cabo un
transesterificado/esterificado, en especial con metanol o etanol, y después una formacién de oxima, preferentemente un
metoximizado, como se describe anteriormente. Preferentemente se pueden afiadir substancias estdndar, por ejemplo
estandar de cromatografia y/o internos, a cualquier muestra o al respectivo extracto, por ejemplo una disolucién de
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dcidos grasos de niimeros impar, de cadena lineal, o hidrocarburos. A continuacién tiene lugar un trialquilsililado de
extractos, siendo opcional el oximizado y/o el trialquilsililado de la fase apolar.

Estos pasos se pueden llevar a cabo como se describe anteriormente, pero también se pueden combinar por separado
con otros pasos, por ejemplo otros métodos de separacién y andlisis, como se describen anteriormente, y adaptar
correspondientemente.

En una forma de ejecucion, en el procedimiento segiin la invencién se lleva a cabo consecuentemente un esteri-
ficado/transesterificado en la fase polar y/o apolar de la extraccion. El esterificado/transesterificado se lleva a cabo
preferentemente sélo en la fase apolar. Preferentemente, el esterificado/transesterificado de substancias de contenido,
o de una parte de substancias de contenido que se extrajeron segin la invencion, se lleva a cabo preferentemente con un
alcohol alquilico insaturado o saturado, de cadena lineal, de cadena ramificada o ciclico, con 1 a 8 4tomos de carbono,
por ejemplo metanol, etanol, 1-propanol, 2-propanol, butanol, pentanol, hexanol, etc. Es preferente metanol o etanol,
en la mayor parte de los casos es preferente metanol. La temperatura de reaccidn se sitia preferentemente entre 70 y
150°C, de modo més preferente entre 90 y 120°C, en la mayor parte de los casos son preferentes 100°C. El tiempo de
reaccion se sitda preferentemente entre 0,5 horas y 4 horas, mas preferentemente entre 1 hora y 3 horas. Pueden estar
presentes otros disolventes que son inertes en la reaccidn, por ejemplo tolueno, diclorometano, benceno y/o clorofor-
mo. También se pueden emplear mezclas de alcoholes y/o disolventes inertes. La disolucién puede contener también
un 20% en volumen o una cantidad menor de agua, preferentemente un 10% en volumen, mas preferentemente un 5%
en volumen o menos.

La fraccién de otros disolventes, a parte del citado alcohol, es preferentemente un 20% en volumen a un 0% en
volumen, y es lo mas reducida posible.

En una forma de ejecucién preferente el esterficado/transesterificado en la fase polar y/o apolar se lleva a cabo con
un 4cido volatil como catalizador, preferentemente con HF, HI, HCI, BF;, BCI;, HBr, dcido férmico, 4cido acético,
acido trifluoracético o 4cido tricloroacético, es mas preferente BF;, BCI; o HCI, en la mayor parte de los casos es
preferente HCI.

Se entiende por “dcido vol4til” un dcido que se puede eliminar sensiblemente de modo preferente por completo
mediante concentracién por evaporacion.

El empleo de un 4cido volétil, como por ejemplo HCI, es ventajoso. De modo especialmente preferente, el dcido
tiene una presidn de vapor mds reducida que el disolvente empleado, o los componentes de la mezcla de disolventes, o
un posible azedtropo de todos o uno de los componentes, incluyendo el propio 4cido. En contrapartida al procedimiento
descrito en el estado de la técnica, el empleo de acidos volatiles posibilita que los restos 4cidos se puedan eliminar
de manera ripida y automatizable mediante concentracién por evaporacion, mientras que, en el estado de la técnica,
los restos acidos se deben eliminar mediante pasos de lavado con secado subsiguiente, por ejemplo con un agente
desecante, como sulfato sédico y filtracién. Por consiguiente, el procedimiento es sensiblemente mejor para un andlisis
de rendimiento elevado. Como disolvente se puede emplear para el esterificado/transesterificado un alcohol alquilico
con un resto alquilo con 1 a 8 4tomos de carbono, como se describe anteriormente, de modo opcional con una fraccién
de un disolvente inerte, o una mezcla de disolventes, por ejemplo cloroformo, diclorometano, benceno y/o tolueno. Es
especialmente preferente una mezcla de cloroformo, metanol, tolueno y 4cido clorhidrico.

Tras el esterificado/transesterificado, la disolucién se puede concentrar por evaporacion para la eliminacién de
dcido, preferentemente hasta secado, por ejemplo para eliminar dcidos voldtiles y agua, y preparar las muestras para
los siguientes pasos de procedimiento, por ejemplo con agitador IR, centrifuga de vacio o mediante liofilizado. La
concentracion por evaporacion se efectuard cuidadosamente, de modo preferente por debajo de 80°C, mas preferente-
mente por debajo de 40°C, preferentemente bajo presion reducida, segtin disolvente o mezcla de disolventes, a modo
de ejemplo 10 mbar. Es especialmente preferente la reduccién de la presion en pasos, a modo de ejemplo a 10 mbar, en
el caso de empleo de diclorometano/metanol y/o mezclas de metanol/agua. Los disolventes empleados o las mezclas
de disolventes pueden apoyar el paso de secado, siendo especialmente volatiles, o favoreciendo la evaporacion de agua
como agentes de arrastre, como por ejemplo tolueno.

En otra forma de ejecucion preferente, en el procedimiento segtn la invencion se lleva a cabo una formacién de
oxima en la fase apolar y/o polar. Segtin la invencidn se entiende por oxima un compuesto de la estructura (I)

R’O‘ua' (rj,

pudiendo ser R H o un esto alquilo, preferentemente un resto alquilo con 1 a 6 dtomos de carbono, en especial un
resto metilo, etilo, propilo, butilo, pentilo o hexilo, o un resto arilalquilo substituido o no substituido, preferentemente
con 5 a 7 atomos de carbono en el resto arilalquilo, y con 0 a 2 heterodtomos en el anillo o en la cadena del resto
arilalquilo, por ejemplo un resto bencilo substituido o no substituido, en especial un resto bencilo halogenado con 1 a
7 restos halégeno, preferentemente un resto pentafluorbencilo, y pudiendo ser R’ cualquier resto bienlazante. Segtin
la invencién se pueden emplear como reactivos para la formacién de oxima compuestos de la estructura (Ib) R-ONH,,
definiéndose R como anteriormente, preferentemente hidroxiamina o hidroxilaminas O-substituidas, o respectivamen-
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te su sal con un 4cido volatil, por ejemplo hidrocloruros, como hidrocloruro de O-alquilhidroxilamina o hidrocluro de
O-pentafluorbencilhidroxilamina, segiin procedimientos conocidos por el especialista (s.a. Fiehn, Anal. Chem. 2000),
por ejemplo disuelta en una mezcla de disolventes, o en un disolvente, como por ejemplo piridina. Es preferente un
procedimiento seguin la invencién, empledndose para la formacién de oxima hidrocloruro de O-metilhidroxilamina
(II), hidroxicloruro de O-pentafluorbencilhidroxilamina (IIT) o hidrocloruro de O-etilhidroxilamina (IV), en la mayor
parte de los casos es preferente hidrocloruro de O-metilhidroxilamina (II).

L.

R™NH, {1b)

. to\ . -

EC™ “NH, ¢l {11}
F F (IZ1)

rO\ *
F C -
F R: NH? ¢

DNH, 1™ {1V}

La reacciéon se puede llevar a cabo durante 30 minutos a 6 horas, preferentemente durante 1 hora a 2 horas,
preferentemente al menos a 20°C hasta 80°C, de modo mds preferente de 50°C hasta 60°C. Es especialmente preferente
la puesta en practica durante 1 hora a 2 horas a 50°C hasta 60°C.

En otra forma de ejecucién segun la invencion se lleva a cabo un trialquilsililado en la fase polar y/o apolar.
El trialquilsililado se puede llevar a cabo segin la invencién con un compuesto de la férmula Si(R'™),, siendo R*
preferentemente una N-alquilo con 1 a 4 d&tomos de carbono-2,2,2-trifluoracetamida, de modo especialmente prefe-
rente una N-metil-2,2,2 -trifluoracetamida, como en la férmula (V). Por consiguiente, es especialmente preferente el
trialquilsililado con un compuesto de la férmula (V)

P ?’Rz
St \R:s (V) ‘
F CE

pudiendo ser R', R? y/o R?, independientemente entre si, restos alquilo respectivamente con 1 a 6 dtomos de
carbono, en especial CH;, C,Hs, C;H; o C4Hy con las siguientes formulas estructurales para C;H; o C,Hy:

H.
H,Cﬁ\cla{, (\'—I’

A
A

nic’mc’m’ {VII)
H,

R
C...
H,C R CH,

A

{(VIII)
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Co 1IX)

Ca (x)

' CJC}{CH-, (XI)

son preferentemente R! o R? restos metilo, de modo especialmente preferente, R!' y R? son restos metilo. R? es preferen-
temente un resto alquilo de cadena lineal o ramificado con 1 a 4 d&tomos de carbono, como se describe anteriormente,
es especialmente preferente un resto metilo o un resto terc-butilo, de modo mds preferente, R® es un resto metilo.
Preferentemente se lleva a cabo un trimetilsililado con MSTFA (N-metil-N-(trimetilsilil)-2,2,2-trifluoracetamida. La
reaccion se puede efectuar durante 10 minutos a 120 minutos, preferentemente durante 20 minutos a 60 minutos a
20°C hasta 90°C, preferentemente entre 40°C y 70°C.

Antes del trialquilsililado se pueden afiadir preferentemente uno o varios estandar internos y/o estandar de croma-
tografia.

En una forma de ejecucion especialmente preferente, el material estd constituido por material vegetal. La parte
esencial del estado de la técnica describe sélo el andlisis de liquidos, no constituidos por material s6lido. La elaboracién
de células vegetales se diferencia de la de células animales o tejidos en que las células animales poseen sélo una
membrana celular, pero las células vegetales estin rodeadas por una pared celular. A modo de ejemplo se pueden
extraer poblaciones o especies vegetales, por ejemplo plantas modificadas genéticamente o estresadas. Del mismo
modo se pueden obtener productos homogéneos a partir de un gran ndmero de organismos. Para la verificacién de
sensibilidad, exactitud, precision, variabilidad y reproducibilidad se pueden someter a ensayo disoluciones estindar o
material mezclado con disoluciones estdndar en el procedimiento. A tal efecto se puede almacenar el material orgénico,
por ejemplo, con cantidades definidas desde substancias estandar.

En una forma de ejecucién igualmente preferente, el procedimiento segtn la invencidn estd optimizado a rendi-
miento elevado, variabilidad reducida, y alta reproducibilidad, y es parte de un andlisis de rendimiento elevado.

Un procedimiento optimizado para andlisis de rendimiento elevado contienen preferentemente uno o varios de los
siguientes pasos:

1) cosecha/obtencion de material organico;
ii) liofilizado de material;
iii) empleo de mezclas de extraccion en el paso (a) y (b), que forman una fase tras reunién, preferentemente

en el paso (a) con un 80% en volumen de metanol y un 20% en volumen de agua, y en el paso (b) con un
40% en volumen de metanol y un 60% en volumen de diclorometano;

iv) concentracion por evaporacion de extractos tras separacion de fases y transesterificado/esterificado;
V) puesta en préctica de un esterificado/transesterificado en la fase apolar con un 4cido volétiles, preferente-
mente HCI; o

vi) andlisis de extractos por andlisis MS, LC/MS, LC/MS/MS y/o GC/MS.

Estos pasos de procedimiento estdn optimizados para el rendimiento elevado y el empleo de robdtica, y de este
modo la fraccién de trabajo manual se reduce al menos en un 10%, preferentemente un 20%, de modo mds preferente
en mas de un 30%, en la mayor parte de los casos preferentemente en al menos un 50%, frente al estado de la técnica.

Ventajosamente, mediante el procedimiento segin la invencién, y la posibilidad de automatizado y robética oca-
sionada por el mismo, la velocidad de conversion de muestras se reduce en mds de un 10%, de modo mds preferente
en mas de un 20%, de modo ain més preferente en mas de un 30%, en la mayor parte de los casos preferentemente
en més de un 50%. Del mismo modo, mediante los pasos de procedimiento segin la invencion se alcanza una re-
producibilidad sensiblemente elevada antes de un andlisis de rendimiento elevado. La elevada reproducibilidad del
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procedimiento segun la invencién esta caracterizada por la variabilidad analitica mas reducida al menos en un 10%,
preferentemente un 20%, de modo mds preferente al menos un 30%, y en la mayor parte de los casos preferentemente
al menos un 50%.

Los procedimientos descritos en el estado de la técnica no son apropiados, o 1o son s6lo de manera limitada, para
una extraccion de rendimiento elevado de metabolitos de material orgdnico. Las extracciones diagndsticas conocidas
se refieren en primer término a investigaciones de liquidos, por ejemplo orina, de modo que estos procedimientos no
son apropiados para la elaboracién de muestras sélidas, en especial de muestras de células vegetales.

Por consiguiente es especialmente preferente un procedimiento segtin la invencién que contiene el paso (iii), es mas
preferente un procedimiento que contienen los pasos (ii) y (iii), ain mds preferentemente (ii), (iii) y (iv), de modo atin
mas preferente (ii), (iii), (iv) y (v). En la mayor parte de los casos es preferente un procedimiento que contiene todos
los pasos (i) a (vi). Es especialmente preferente un procedimiento en el que se extrae el material orgdnico mediante
ASE. En caso dado, los extractos se pueden fraccionar adicionalmente a través de una extraccién en fase sélida.

En otra forma de ejecucidn, el procedimiento es parte de un procedimiento para el andlisis de un perfil metabo-
lico, ventajosamente como procedimiento de rendimiento elevado, y comprende los pasos de procedimiento citados
anteriormente, y el siguiente paso adicional: andlisis de datos de resultado por medio de reconocimiento de picos
automatico e integracién de picos.

De este modo, el procedimiento segin la invencién se puede emplear, a modo de ejemplo, para la preparacion de
muestras para investigar

a) efectos de diferencias genéticas sobre el perfil metabdlico,
b) la influencia, por ejemplo, de condiciones ambientales, estrés, substancias quimicas, etc.,
¢) lainteraccién entre a) y b) o
d) el desarrollo temporal de a), b) o ¢),
como por ejemplo en investigaciones de la influencia de una o varias substancias (por ejemplo también bibliotecas
de substancias) sobre el perfil metabdlico, por ejemplo, de organismos lo mas idénticos posible desde el punto de vista

genético modificados genéticamente a lo mds diferente posible desde el punto de vista genético.

La presente invencién se ilustra mediante los siguientes ejemplos, sin que esto se considere limitante de ningin
modo.

Ejemplo 1
Toma de muestras y almacenaje de muestras

La toma de muestras tiene lugar directamente en la cdmara Phytotron. Las plantas se cortaron con unas tijeras
de laboratorio reducidas, se pesaron rdpidamente en una balanza de laboratorio, se trasladaron a una envoltura de
extraccion refrigerada previamente, y se colocaron en un armazon de aluminio que estaba refrigerado con nitrégeno
liquido. Si es necesario, las envolturas de extraccién se pueden almacenar a -80°C en congelador. El tiempo de corte
de la planta hasta la congelacién en nitrégeno liquido no sobrepasa 10-20.

Ejemplo 2
Liofilizado

Se procuré que las plantas permanecieran en estado congelado hasta el primer contacto con disolventes durante el
ensayo (temperaturas <-40°C), o bien se liberaron las mismas de agua mediante liofilizado.

El armazén de aluminio con las muestras de plantas en las envolturas de extraccidn se colocé en la instalacion
de liofilizado refrigerada previamente (-40°C). La temperatura inicial durante el secado principal ascendia a -35°C, la
presién ascendia a 0,120 mbar. Durante el secado se modificaron los pardmetros correspondientemente a un programa
de presién y temperatura. La temperatura final después de 12 horas ascendia a +30°C, y la presién final se situaba en
0,001 a 0,004 mbar. Tras la desconexién de la bomba de vacio y de la mdquina refrigerante se ventil el sistema con
aire (desecado a través de un tubo secador) o argén.

Ejemplo 3
Extraccion

Las envolturas de extraccién con el material vegetal liofilizado se trasladaron a cartuchos de extraccién de 5 mL
de ASE inmediatamente después de la ventilacién del aparato de liofilizado.
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Las 24 posiciones de muestras de un aparato ASE (Accelerated Solvent Extractor ASE 200 con Solvent Controller
y AutoASE-Software (frma DIONEX)) se cargaron con muestras de plantas.

Las substancias polares se extrajeron con aproximadamente 10 mL de metanol/agua (80/20, v/v) a T = 70°C y
p = 140 bar, 5 min de fase de calefaccién, 1 minuto de extraccion estatica. Las substancias mas lipdfilas se extrajeron
con aproximadamente 10 mL de metanol/diclorometano (40/60, v/v) a T = 70°C y p = 140 bar, 5 min de fase de
calefaccién, 1 minuto de extraccion estdtica. Ambas mezclas de disolventes se extraen en los mismos viales para
muestras (viales de centrifugado, 50 mL con tapa a rosca, y septum perforable para ASE (DIONEX)).

La disolucién se mezcl6 con estandar internos: ribitol, L-glicina-2,2-d,, L-alanin-2,3,3,3-d4 y @-metilglucopirané-
sido y nonadecanoato de metilo, undecanoato de metilo, tridecanoato de metilo, nonacoanoato de metilo.

El extracto total se mezclé con 7 mL de agua. El residuo sélido de las muestras de plantas y la envoltura de
extraccion se desecharon.

Se agit6 el extracto, y después se centrifugd con al menos 1400 g durante 5 a 10 minutos para acelerar la separa-
cién de fases. Se extrajo 1 mL de la fase de metanol/agua excedente (“fase polar”, incolora) para el andlisis por GC
adicional, se extrajo 1 mL para el andlisis por LC. El resto de la fase de metanol/agua se desechd. La fase organica se
lavé de nuevo con el mismo volumen de agua (7 mL) y se centrifugd. Se extrajeron 0,5 mL de fase orgdnica (“fase
lipidica”, verde oscuro) para el andlisis por GC subsiguiente, se extrajeron 0,5 mL para el andlisis por LC. Todas las
alicuotas extraidas se concentraron por evaporacion con el evaporador en vacio infrarrojo agitador IR (Hettich) hasta
sequedad. La temperatura maxima durante el proceso de concentracién por evaporacion no sobrepasa 40°C en este
caso. La presion en el aparato no asciende a menos de 10 mbar.

Ejemplo 4
Elaboracion subsiguiente de la fase lipidica para el andlisis por LC/MS o LC/MS/MS

El extracto lipidico concentrado por evaporacién a sequedad se absorbi6 en agente eluyente. El desarrollo por

HPLC se llevé a cabo con elucién por gradiente.
Ejemplo 5
Elaboracion subsiguiente de la fase polar para el andlisis por LC/MS o LC/MS/MS

El extracto polar concentrado por evaporacion a sequedad se absorbié en agente eluyente. El desarrollo por HPLC

se llevd a cabo con elucién por gradiente.
Ejemplo 6
Derivatizado de fase lipidica para el andlisis por GC/MS

Para la transmetanolisis se afiadi6 al extracto concentrado por evaporacién una mezcla de 140 uL. de cloroformo,
37 uL de 4cido clorhidrico (37% en peso de HCI en agua), 320 uL. de metanol y 20 uL de tolueno. El recipiente
se cerré herméticamente, y se calentd bajo agitacién 2 h a 100°C. A continuacién se concentré por evaporacion la
disolucidn a sequedad. El residuo se secé completamente.

El metoximizado de grupos carbonilo se efectué mediante reaccion con hidrocloruro de metoxiamina (5 mg/mL en
piridina, 100 uL) durante 1,5 a 60°C en el recipiente cerrado herméticamente. Se afiadieron 20 uL. de una disolucién
de 4cidos grasos de nimero impar, de cadena lineal, como estindar temporales. Finalmente se derivatiz6 con 100 uL.
de N-metil-N-(trimetilsilil)-2,2,2-trifluoracetamida (MSTFA) durante 30 minutos a 60°C en el recipiente, de nuevo
cerrado herméticamente. El volumen final antes de la inyeccién por GC era 200 uL.

Ejemplo 7
Derivatizado de fases polares para el andlisis por GC/MS

El metoximizado y el trimetilsililado con MSTFA se efectué como se describe para la fase lipidica.

14



10

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 304 468 T3

REIVINDICACIONES
1. Procedimiento para la extraccion de substancias de contenido de material orgdnico, que comprende los pasos

(a) extraccién del material orgdnico o de una parte del mismo con una mezcla monofésica constituida por un
50% en volumen a un 90% en volumen de metanol, y un 50% en volumen a un 10% en volumen de agua,
y opcionalmente un 0% en volumen a un 40% en volumen de otro disolvente o mezcla de disolventes;

(b) extraccién del material orgénico o de una parte del mismo con un disolvente monoféasico apolar o mezcla
de disolventes, siendo el indice de polaridad segin Kellner del disolvente apolar o mezcla de disolventes
menor que el del agente de extraccién de la fase polar en el paso (a) en 0,3 o més; y

(c) reunién de los extractos del paso (a) y del paso (b) para dar una mezcla monofasica.

2. Procedimiento segtin la reivindicacién 1, llevandose a cabo el paso (a) con una mezcla de un 80% en volumen
de metanol y un 20% en volumen de agua.

3. Procedimiento segun la reivindicacién 1 6 2, llevandose a cabo el paso (b) con una mezcla con un 30% en
volumen a un 60% en volumen de alcohol de alquilo con 1 a 6 dtomos de carbono, acetona, acetonitrilo, acetato
de etilo, dimetilsulféxido o N,N-dimetilformamida, y un 40% en volumen a un 70% en volumen de cloroformo,
diclorometano, pentano, hexano, heptano, ciclohexano o tetracloruro de carbono.

4. Procedimiento segtin una de las reivindicaciones 1 a 3, llevandose a cabo el paso (b) con una mezcla de un 30%
en volumen a un 70% en volumen de metanol y un 40% en volumen a un 60% en volumen de diclorometano.

5. Procedimiento segin una de las reivindicaciones 1 a 4, derivatizdndose, cromatografidndose y/o analizandose
las substancias de contenido en uno o en varios pasos adicionales.

6. Procedimiento seguin una de las reivindicaciones 1 a 5, conteniendo el procedimiento uno de los siguientes pasos
adicionales:

i) congelacion del material;

i) liofilizado del material;

iii) homogeneizado y/o dispersién del material;

iv) concentracion por evaporacion de un extracto o una fase a sequedad,;

V) puesta en practica de un esterificado/transesterificado en la fase apolar;

vi) puesta en prictica de una formacién de oxima en la fase apolar;

vii) puesta en practica de una formacién de oxima en la fase polar;

viii) puesta en prictica de un trialquilsililado, conteniendo cada resto alquilo 1 a 6 4&tomos de carbono, en la
fase apolar; o

ix) Fuesta f:n practica de un trialquilsililado, conteniendo cada resto alquilo 1 a 6 dtomos de carbono, en la

ase polar.

7. Procedimiento segtn la reivindicacién 6, llevandose a cabo la extraccidon a una temperatura de 0°C a 200°C y a
una presion de 40 bar a 200 bar.

8. Procedimiento segin la reivindicacién 6 6 7, llevandose a cabo un esterificado/transesterificado bajo catalisis de
un 4cido volatil.

9. Procedimiento segtin una de las reivindicaciones 1 a 8, conteniendo los disolventes empleados para la extraccidn,
o las mezclas de disolvente, adicionalmente hasta un 5% en peso de sales tampdn, dcidos y/o bases.

10. Procedimiento segin una de las reivindicaciones 1 a 9, analizandose las fases respectivamente a través de un
andlisis por LC, GC, MS, LC/MS, GC/MS y/o LC/MS/MS.

11. Procedimiento segtin una de las reivindicaciones 1 a 10, estando constituido el material por material vegetal.

12. Procedimiento segtin una de las reivindicaciones 1 a 11, siendo el procedimiento parte de un procedimiento
para el andlisis de un perfil metabdlico, y conteniendo el mismo el siguiente paso adicional:

Andlisis de los datos de resultado por medio de identificacion de picos e integracion de picos automatica.
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