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Capitulo 1 Introduccion

Muchos de los principios activos utilizados en el campo de la terapéutica han tenido su
origen en sustancias de origen natural (mineral, vegetal, animal). Ejemplos de esto son el
acido acetilsalicilico obtenido originalmente de la especie Filipendula ulmaria y los
analgésicos narcoticos derivados de la morfina que originalmente se obtenia de a especie
Papaver somniferum;, actualmente ambos principios activos se obtienen por medio de
sintesis. Asimismo, muchos principios actives que se encuentran en forma natural también
pueden ser obtenidos por medio de sintesis. Sin embargo, vanas firentes naturales de
farmacos proveen compuestos que son dificiles de producir comercialmente por métodos
sintéticos, estos compuestos solo pueden ser obtenidos directamente a partir de las fuentes
naturales o bien por semisintesis (ej. antibidticos, glicosidos cardioténicos, alcaloides del
opio, alcaloides del ergot, vacunas, antitoxinas, etc.' ).

En la actualidad, el uso tradicional de las plantas medicinales con fines terapéuticos es
cada vez mas extenso, sobre todo en paises como México, cuya biodiversidad de especies y
la existencia de grupos con tradicién en la medicina natural, han permitido el mantenimiento
y propagacion de esta costumbre. De hecho, se estima que a nivel mundial ¢! 25% de las
sustancias terapéuticas utilizadas son plantas medicinales tradicionales’.

Por otro lado, se sabe que los principios activos producen accién diferente cuando se
administran en su forma natural (tinturas, extractos) que cuando se administra un compuesto
sintético. Esto hace pensar que el medio natural de la planta contiene otras sustancias con
propiedades distintas que, al ser administradas conjumtamente con el principio activo,
pueden influir en la respuesta farmacologica.

Las preparaciones galénicas (tinturas hidroalcoholicas, extractos de material de plantas)
son comunmente empleada§ en muchos paises, tales como China, India, Suiza, Alemania,
Francia y algunos paises sudamericanos. En México y Estados Unidos han recobrado
populandad como resultado del resurgimiento del interés en la medicina tradicional.

Aunque estos productos pueden presentar ventajas en proveer un nimero de diferentes
tipos de constituyentes fisiologicamente activos, hay una frecuente dificultad para

estandarizarlos, haciendo dificil tanto la identificacion como la precision en la dosts.
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Salvo raras excepciones, en México y Estados Unidos no existen los estandares de
calidad para medicamentos de preparacién galénica. Es asi que preparaciones de este tipo
sOlo pueden ser obtenidas de un productor que goce de buena reputacion en su trabajo.

La Secretaria de Salud esta proxima z editar en México la primera Farmacopea
Homeopatica, en la cual se mencionan algunas especificaciones para varias plantas
medicinales utilizadas en el pais. En la mayoria de las especificaciones existentes solo se
mencionan parametros descriptivos para la identificacion de la planta, o bien para la
obtencion de preparados galénicos, mas no para la cuantificacion de principios activos en
estos. Por otro lado, son requeridos métodos de estandarizacion de este tipo de
preparaciones, que sean factibles de adicionar a las especificaciones ya establecidas.

Si se considera que la mayoria de las plantas medicinales utilizadas pueden tener
compuestos activos con capacidad de oxidarse‘o reducirse directamente o de participar en
reacciones de oxidorreduccién, uno de los métodos de cuantificacion que se presenta como
optimo es el analisis electroquimico.

El presente estudio tiene como fin contribuir al estudio de la planta Arnica montana.

Mediante este estudio se da inicio al desarrollo de un método de cuantificaciéon de
compuestos activos en las preparaciones galénicas de esta planta, utilizando para ello
métodos-electromeétricos.

Este método tiene como ventaja el no requerir una separacion previa de los
constituyentes de la tintura para poder realizar {a cuantificacion de los compuestos activos,
lo que implicaria un trabajo mz';s largo, laborioso y costoso. Ademas, también nos permite
estudiar las propiedades fisicoquimicas de las preparaciones galénicas con un minimo de
modificaciones de la mezcla original,

Se utilizo uno de fos compuestos activos de la tintura (icide caféico) como compuesto
modelo para encontrar las mejores condiciones en que es posible cuantificarlo. Las
condiciones encontradas se aplicaron en la cuantificacion del compuesto activo en la tintura,
previa identificacion de éste en las tinturas por medio de cromatografia en capa fina.

Los resultados mostraron que la tintura presenta varias sefiales; dos de estas seiiales

corresponden a la oxidacion del acido caféico. Se encontrd que una de estas sefiales de

(1)
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oxidacion esta controlada por un proceso de difusion, y es la que se utilizd para llevar a cabo
la cuantificacion de la tintura.

Ademas de lograr la cuantificacién del compuesto activo en la tintura, se presentan los
resultados de un estudio de las propiedades acido-base del &cido caféico, a partir del cual se
obtuvieron los valores de las constantes de acidez condicionales para este compuesto. Se

determind también que estas propiedades pueden ser utilizadas para la valoracién del

compuesto.
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Tinturas

Se denominan tinturas a las preparaciones liquidas alcohélicas o hidroalcohdlicas
obtenidas mediante la extraccién de material vegetal o animal, o las diluciones de los
respectivos extractos. Son clasificadas en simples y compuestas segiin sean preparadas con
una o més materias primas respectivamente.””

Las tinturas se obtienen principalmente por medio de maceracién y percolacion. En
algunas preparaciones se aplica un tratamiento previo al materia! a ser extraido, con el fin de

inactivar enzimas, triturar, desgrasar, etc.

Acido Caféico

Acido 3,4-hidroxicinamico. Peso molecular, 180.16; punto de fusién, 194-198°C;
cristales amarilios obtenidos a partir de soluciones acuosas concentradas. Poco soluble en
agua, libremente soluble en alcohol frio; en soluciones alcalinas cambia de un color amarillo
a naranja. Constituyente de plantas en las cuales se encuentra en forma de acido
clorogénico, cinarina y/o en forma libre. Se puede producir por hidrofisis del 4cido
clorogénico.

Este compuesto tiene varias propiedades farmacolégicas. Ha sido utilizado por sus
propiedades antimicrobianas y anti-inflamatorias. También se ha encontrado que posee
accion antimutagénica (inhibe la peroxidacion, impidiendo la formacion de radicales libres)™
y ayuda a combatir problemas circulatorios (inhibe la oxidacién de la lipoproteina de baja

densidad {LDL], evitando la formacién de colesterol)*2

. Se ha mencionado en la literatura
que el éster fenilico del acido caféico (CAPE) posee actividades (nicas para inhibir la
HIV1-Integrasa, enzima que es necesaria para la integracion del virus del SIDA al ADN
humano®%,

El acido caféico esta presente en varios productos de origen natural, como el vino tinto,
ciertas plantas y algunos tés, por lo que se recomienda el consumo de estos productos sobre

todo para ayudar a disminuir los problemas de circulacion.
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Arnica montana

Planta dicotiledénea de la familia de las Compuestas. La familia se divide en dos grupos:
Tubuliflorae y Liguliflorae, a este altimo se le atribuyen propiedades estimulantes,
astringentes e incluso, narcéticas.

Debido a las propiedades farmacolégicas de sus constituyentes, esta planta ha sido
utilizada en la medicina tradicional en forma de infusidn, compresas y tinturas,
principalmente en e} tratamiento de golpes, torceduras e inflamaciones; también es util para
favorecer la circulacion, como antiséptico, para combatir el catarro pulmonar y para mejorar
casos de debilidad muscular y nerviosa, debido a su accién estimulante.

La mayoria de los estudios que han sido realizados a diferentes especies de arnica, se
basan en la utilizacion de técnicas cromatogrdficas, en las que la identificacion de los
compuestos se realiza mediante técnicas espectroscopicas y/o por comparacion con
patrones’”. Dada la complejidad de los extractos naturales, en 1a mayoria de los estudios se
realiza un tratamiento de separacidén previa para separar compuestos de diferentes
polandades. Se han estudiado los componentes de esta planta en diferentes estadios de

crecimiento de las plantas. Algunos compuestos que se han identificado son los siguientes:

Compuestos trideca(1)en-pent(3,5,7,9,11)ina

poliacetilénicos dienotrinas

4-hidroxitimoldimetileter
Esteres de fenol 3-etilfenilester
timolmetileter

isovalerato, isobutirato,formato

Acidos acido clorogénico
Carboxifenolicos acido caféico
cinarina
Terpenoides arnidio}

aminoacidos, flavonoides, taninos,
Otros compuestos resinas, aceites esenciales,

carbohidratos.
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Tres de los compuestos principales, cuya importancia se debe a su actividad bioldgica,
son los acidos carboxifenolicos.
C—OH
H Acido Caféico

N0

8]
Acido Clorogénico
. OH OH

o
\C/\ OH

“ o Cinarina

C— H
HO

HOOC
OH

OH

Fig. 1. Principaies' compuestos activos de arnica

Como se observa en la figura 1, en estos compuestos existen grupos funcionales que

pueden ser oxidados o reducidos, caracteristica que confiere a estas moléculas la capacidad
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de participar en reacciones de oxidorreduccién. Esta capacidad no ha sido aprovechada en
los estudios que hasta ahora se han hecho sobre esta planta, y es la razén por la que se llegd
a la propuesta de realizar este estudio electroquimico, ya que estos métodos se basan
precisamente en la capacidad oxidorreductora de las moléculas,

Si se observa la estructura de los compuestos carboxifendlicos anteriormente
mencionados, se ve que el 4cido caféico es el que tiene una estructura mas simple, ademas
de formar parte de los otros dos compuestos, cinarina y acido clorogénico. El acido caféico
puede obtenerse a partir del 4cido clorogénico mediante reacciones de hidrolisis.

Existen algunas farmacopeas en las que se menciona en forma general a las tinturas;
algunos parametros que se aplican a estos preparados son densidad relativa, contenido de
etanol, contenido de metanol y propanol, residuo seco, etiquetado y almacenamiento ",

En cuanto a la planta de drnica, algunas otras farmacopeas mencionan su descripcion fisica y
la forma de preparacion de la tintura'®™". En lo que se refierc a la tintura de amnica en
particular, se encontrd que dos farmacopeas mencionan la preparacion de la tintura, algunas
caracteristicas fisicas de ella y su forma de almacenamiento'®"”, Finalmente se encontré que
solamente en la farmacopea de Suiza y de Alemania (paises donde la medicina tradicional
tiene gran importancia), s¢ mencionan métodos quimicos y cromatograficos para las pruebas
de identificacion; en ellos se utiliza, entre otros compuestos, acido caféico sintético como

una de las referencias '*"?

Sin embargo, nada se menciona en relacion a la forma de cuantificar o estandarizar la
tintura. Esta es otra de las razones por la cual se proponen en este trabajo métodos
voltamperométricos como una alternativa de estandarizacion de estos preparados
farmacéuticos, utilizando en este caso 4cido caféico como referencia para el estudio del
arnica.

Este método tiene como ventajas, entre otras, el no requerir necesariamente la separacion
previa de los constituyentes para la identificacion, ademas de que el pardmetro de medicion
(intensidad de corriente en este caso) presenta respuesta aditiva, Esto facilita la

cuantificacion en presencia de otros constituyentes en Ia solucion, proveniente de la mezcia

original.
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Objetivo General

Proponer un método de cuantificacion del principio activo de la tintura de 4rnica, basada
en métodos electroquimicos de analisis, sin tener que realizar un laborioso tratamiento

previo de aistamiento de los principios activos que se encuentran en la tintura.

Objetivos Especificos

Utilizar el principio activo de la planta ( acido caféico ), como compuesto modelo para la
determinacion cuantitativa de la tintura.

Realizar un estudio electroquimico del acido caféico, para determinar las condiciones
optimas en que es posible cuantificarlo.

Estudiar la tintura de rnica mediante técnicas electroquimicas, y determinar el principio

activo expresandolo como el contenido de 4cido caféico en ella,
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4.1. Reactivos

Acido acético Q. P. Merck
Acido borico R. A. Mallinckrodt
Acido caféico R. A. Aldrich
Acido clorhidrico R. A. J. T. Baker
Acido fosforico R. A. J. T. Baker
Acido nitrico R. A Merck
Carbonato de Potasio Q. P. Merck
Hidréxido de sodio R. A ). T. Baker
Nitrato de potasio R. A. J. T. Baker
Solucion Buffer pH 4 £ 0.02 (20°C) Merck
Solucion Buffer pH 7 1 0.02 (20°C) Merck
Solucion Buffer pH 10 + 0.05 (20°C) Merck
Etanol R. A Merck
Metanol R. A J. T. Baker
Nitrogeno de alta pureza Linde

Placas de gel de silice 60 Fgsq 0.2mm espesor Merck
Tintura de arnica obtenidas a partir de la pla;lta total
Marcas:
Schussler
Weleda
Agua destilada

4.2. Equipo

Balanza Analitica Mettler AE240
pHmetro Tacussel Beckman Century SS-1

Potencidstato Tacussel tipo PRGS
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Graficador Yokohama tipo 3036X-Y-Recorder
Mitiveltimetro Tacussel Electronic tipo S6N
Electrodo combinado de Ag/AgCl Metrohm
Electrodo de referencia: Ag/AgCl/ KCl,; 3M Copenhagen XR120
Electrodo auxiliar: Platino
Electrodos de trabajo:
Electrodo de Gota de Mercurio
Electrodo de Disco Giratorio de Platino (superficie tedrica = 3.8 mm?)
Electrodo de Disco Giratorio de Oro (superficie tedrica = 3.8 mm®)
Agitador magnético con barra
Estufa

Desecador

4.3. Material de laboratorio

Vasos de precipitado, vidrios de reloj, matraces volumétricos, matraces erlenmeyer,

pipetas, micropipeta, bureta, probeta, espatula, celda electroquimica, soportes, anillos, etc.
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4.4. Metodologia

Durante este trabajo se estudiaron dos tinturas de arnica. Se utilizaron como referencia
soluciones hidroalcohdlicas de acido caféico de concentracion conocida. Para la preparacion
de cada solucidn de acido caféico se pesaron cantidades adecuadas de este reactivo con el
fin de obtener concentraciones del orden de 1 X 10° a 1 X 10* M: se disolvieron con una
mezcla de etanol-agua (50:50) (va que este reactivo no es totalmente soluble en agua), y se
llevo después al aforo con esta misma mezcla. Ademds de ayudar a la disolucion de la
muestra, la mezcla de etanol-agua es adecuada para simular el entorno del compuesto en la
tintura, pues el disolvente de extraccién en estas ultimas es precisamente una mezcla
hidroalcoholica. Se utiliza el mismo procedimiento para las soluciones utilizadas en las
técnicas electroanaliticas, en las cuales se trabaja en un electrolito acuoso en el que se hacen
las adiciones del analito disuelto en la mezcla; también es posible trabajar tedo el tiempo

con la mezcla etanol-agua.
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Montaje del Equipo
Para el trazo de las curvas Intensidad-Potencial se utilizé un sistema de tres

electrodos que fueron montados segin la figura 2:

EA. Electrodo Anxiliar

ER. Electrodn de Referencia
ET. Hectrods de Trabajo
ES. Eectrolito Soporte

mV. Miliveltimetro

mA, Milianperimetro

Fig. 2. Esquema de la celda de reaccion. Sistema de tres electrodos.
Determinacion del dominio de electroactividad.

En todos los casos, se coloca en la celda una cantidad conocida del electrolito soporte, se
elimina el oxigeno disuelto en el electrolito mediante el burbujeo de nitrégeno durante
tiempo suficiente (10-15 minutos). Después de esto, el nitrégeno se mantiene sobre la
solucion durante toda la sesion para mantener una atmosfera fibre de oxigeno y evitar que el

oxigeno se disuelva nuevamente. Posteriormente se traza el polarograma respectivo.
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Cuando setiliza el electrodo de gota de mercurio (EGM), el dominio de electroactividad

estd determinado por los potenciales correspondientes a la oxidacion del mercurio y a la

reduccion del medio de reaccion , respectivamente,

En el caso de la utilizacion de electrodo sdlido las barreras estan determinadas por los
potenciales correspondientes a la oxidacion y reduccién del medio de reaccion.

Se trabajaron dos electrolitos soportes (preparacion descrita en el Anexo I), KNO; 0.1 My

solucién reguladora Britton-Robinson, esta ultima a diferentes condiciones de pH.

Los potenciales de barrera experimentales para los distintos electrodos utilizados son los que

se muestran en la tabla siguiente:

Potenciales de barrera (vs Ag/ AgCl/ KCl,, 3M)
Electrodo Electrolito pH Barrera | Bamrera | AE (mV)
soporte Catodica | Anédica
EGM KNO; 0.1 M 6.0 -1800mV | 450mV | 2250 mV
EGD Grafito | KNO;0.1 M 6.0 -1500mV | 1170mV | 2670 mV
B-RO.I M 1.5 S330mV | 1450mV | 1780 mV
EGD B-ROIM 35 470mY | 1400mV | 1870 mV
Oro B-RO.IM 6.2 -680mV { 1200mV | 1880mV
B-R0O.1M 10.7 -900 mV 900 mV i800 mV
EGD Platino | B-R0O.1M 1.5 -300 mV 900 mV 1200 mV
EGM. Electrodo de gota de mercurio .
EGD. Electrodo giratorio de disco
B-R. Solucidn reguladora Britton-Robinson

Nota: Se considerd la barrera cuando [ =1 pA




Capitulo 4 Parte Experimental

Sistema de dcido caféico

Para el sistema del cido caféico se realizo la valoracién del compuesto. Posteriormente
se hizo el estudio electroquimico.

En lo que se refiere a la parte electroquimica, se realizd un estudio polarografico para
tratar de observar seflales de reduccion, mas no se detectd ninguna. Posteriormente se
hicieron estudios voltamperométricos preliminares con distintos electrodos de disco
giratorio (grafito, oro, platino). Los resultados son similares para estos tres electrodos,
detectindose sefiales de oxidacién. Con electrodo de oro se realizé un estudio de la
influencia del pH sobre la forma de las curvas. Se observd que la utilizacién continua de los
electrodos solidos producia problemas de adsorcion, y se determind que en el electrodo de
platino los problemas de adsorcion interfieren menos en el aspecto de las seiiales. Una vez
elegido el pH y el electrodo adecuado, se realizaron experimentos haciendo variar la
velocidad de barrido, para determinar si las reacciones estin controladas por difusion o no y
en su caso, si pueden ser utilizadas para determinaciones analiticas.

Finalmente se realiza el experimento para determinar el efecto de la concentracién de
4cido caféico sobre la intensidad de las sefiales, y observar si hay una proporcionalidad

lineal, También se obtuvo el limite de deteccion.

Valoracion acido-base del dcido caféico.

Se preparé una disolucidon de icido clorhidrico 0.02 M, que fue titulada
volumétricamente con una cantidad conocida de K;CO; anhidro disueito en 10 mL de agua.

Se prepar6 también una disolucion 0.02 M de NaOH, normalizindola posteriormente
con la solucién de &cido clerhidrico anteriormente valorada.

Finalmente se llevd a cabo la valoracion del acido caféico. Para esto se pesaron
cantidades convenientes de Acido caféico y se disolvieron con 10 mL de mezcla etanol:agua
(50:50), con el fin de obtener concentraciones del orden de 1 X 102 M, Posteriormente se

procedié a valorar con una disolucién normalizada de NaQH.
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Capitulo 4 Parte Experimental

Estudio electroquimico

Polarografia

Se utilizd KNO; 0.1 M como electrolito soporte.  Se realizaron adiciones del icido
caféico trazando polarogramas a diferentes concentraciones. En el caso de icido caféico no

se detectaron sefiales,
Voltamperometria

En el estudio voltamperométrico del compuesto modelo {dcido caféico), se determino
que los voltamperogramas se obtienen mejor bajo las condiciones siguientes:
Electrodo de platino
Solucion Britton-Robinsen pH 1.5 como electrolito soporte
Bajo estas condiciones se realizaron los experimentos del efecto de la concentracion del
analito. Se verificd que existe una relacion lineal entre la intensidad de corriente y la

concentracién de acido caféico; se evalian la desviacion estandar y el limite de deteccién,

Influencia del pH

Se utilizdo como electrolito soporte una solucién buffer Britton-Robinson, ajustando a
distintos valores de pH mediante la adicién de NaOH diluido. Se realizaron experimentos
realizando adiciones de acido caféico al electrolito soporte de pH constante, observando el
comportamiento de la sefial sobre electrodo de oro y haciendo variar el valor de pH en cada
experimento. Para cada valor de pH se observaron los cambios en la forma de las sefiales y

¢l valor de E'\2.  Se determiné que a pH acido (alrededor de 1.5) se observan mejor las

sefiales.

15
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Influencia del material del electrodo

Se obtuvieron voltamperogramas sobre electrodos de platino y de grafito, que se
compararon con los obtenidos sobre oro. Se observa que la forma de los
voltamperogramas sobre el electrodo de platino es mejor que sobre los otros. Se determina

el potencial de media onda de cada una de las sefiales de oxidacion sobre este electrodo.

Estudio de las sefiales voltamperométricas sobre electrodo de platino

~

Influencia de la velocidad de giro del elecirodo de platino (velocidad angular w).

Este experimento se realizé con el fin de elucidar si el proceso depende de la difusion o
tiene complicaciones cinéticas.

A una concentracion constante del analito y a pH 4cido, se trazaron voltamperogramas
sobre el electrodo de platino haciendo variar la velocidad de giro del electrodo de platino y
con tos datos se obtuvieron posteriormente las graficas de las funciones i = flo), i = flo'?),
va que en régimen de difusion convectivo sobre electrodos solidos planos, la ecuacion de

Levich indica que la intensidad varia proporcionalmente con la funcién o'

I = 0.62nSFD™. o'"?v**C -
donde:
n. namero de electrones intercambiados
S. area del electrodo
F. constante de Faraday
D. coeficiente de difusidn del analito
o. velocidad angular del electrodo
v. viscosidad cinematica del medio

C. concentracién del analito




Capitulo 4 Parte Experimental

Efecio de la concentracion de deido caféico sobre la intensidad de corriente

Se trazaron los voltamperogramas sobre el electrodo de platino, a pH = 1.5, para distintas
concentraciones del analito en la celda de reaccién. Se trazaron graficas de la funcién
iun = f (concentracion del acido caféico) y se calculd a partir de los datos el limite de

deteccion para el acido caféico.



Capitulo 4 ' Parte Experimental

Sistema de 4rnica

Identificacion de acido caféice en las tinturas

En una placa de gel de silice de 20 mm X 50mm se aplico una muestra de cada una de las
tinturas de 2rica y una muestra de una solucién de &cido caféico. Se utilizé metanol como
disotvente de elucién y luz UV como revelador. Al comparar las tinturas con el acido
caféico utilizado como referencia, se observd que, efectivamente, las tinturas contienen

acido caféico, ademds de otros compuestos.

Estudio electroquimico

En cuanto al sistema de arnica, se realizé tanto el estudio pelarografico como el
voltamperométrico. Se detectaron sefiales de reduccion y de oxidacidon. La sefial de
oxidacion se asocid con acido caféico, debido a la similitud de su aspecto y de los valores de
potencial de media onda. Por lo tanto, establecidas las condiciones para la mejor
determinacion de acido caféico, se realizo su cuantificacién en la tintura con el método de

adiciones patron; las medidas se realizaron sobre la sefial de oxidacion.

Polarografia

Se utilizé KNO; 0.1 M como electrolito soporte. Se realizaron adiciones de 1a tintura de
arnica y se trazaron polarogramas a diferentes cantidades agregadas de tintura. Se
detectaron sefiales de reduccidén y oxidacidén. Las sefiales de reduccién presentaron
problemas de adsorcidon o cinéticos, por lo que su estudio se suspendié. La sefial de
oxidacion para la tintura de amica esta muy cerca de la barvera de oxidacion de! mercurio,

por lo que su estudio resulta complicado.
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Voltamperometria sobre electrodo de platino a pH= 1.5

En el estudio voltamperométrico del compuesto modelo (4cido caféico), se determind
que los voltamperogramas se obtienen mejor bajo las condiciones siguientes:
Electrodo de platino
Solucion Britton-Robinson pH 1.5 como electrolito soporte
Bajo estas condicicnes se estudi6 el nimero de sefiales en los voitamperogramas de Iz
tintura de arnica, y se determinaron los potenciales condicionales de media onda para las
sefiales. Finalmente, bajo estas mismas condiciones se determind la cantidad de acido

caféico en la tintura por el método de adiciones patrdn,

Determinacion de la cantidad de dcido caféico en las tinturas. Método de adiciones patron .

Se trazé el voltamperograma correspondiente al electrolito soporte (pH = 1.5). Se
colocd una alicuota de volumen conocido de la tintura de amica sobre el electrolito soporte
y se trazd el voltamperograma correspondiente sobre el electrodo de platino. Después de
esto se realizaron adiciones de una solucion de acido caféico de concentracion conocida,
trazando los voltamperogramas respectivos a cada adicién. Se obtuvo, a partir de los datos
de los voltamperogramas, una curva de la forma iy =.f {concentracidon de acido caféico
agregado). Se hizo corresponder el valor de intensidad de la alicuota de !a tintura con un
valor de concentracion de acido caféico igual a cero. A partir de los parametros de la

grifica se determind la cantidad de principio activo en la tintura expresando el contenido de

acido caféico en ella.
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L. Sistema de dcido caféico

I.A. Valoracion acido-base del acido caféico

Las graficas comespondientes a las valoraciones previas de acido clorhidrico e hidroxido de

sodio se encuentran en e} Anexo II.

A continuacion se presenta el esquema de valoracion del acido caféico (figura 3):

Valoracin de 17.5 me de Acido Caféico con NaOH0.0209 N

14 - - 6,9 mL
pH=0.97

|
<

N
ApH/AY

Vol NaOH (mL) Vo inicial; 10 mL

Fig. 3. Curva de vaioracion acido-base del Acido caféico

La curva de valoracion tiene un comportamiento que corresponde 2l de la valoracion de un
acido diprotico, ya que se observan dos saltos importantes de pH, uno a un volumen de 4.7 mL
y el otro alrededor de 9.4 mL. Esto indica que han sido neutralizados dos protones. El protén

valorado en el primer punto de equivalencia tiene una fuerza acida mayor que el valorado en el

segundo.
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IL.A.l, Grupos acidos valorados

Si se considera la estructura del acido caféico, se ven los sitios acidos susceptibles de

reaccionar en presencia de hidroxido de sodio.

/

Las flechas marcan los sitios de valoracion susceptibles a ser neutralizados: el proton del
grupo carboxilico y los protones fenolicos.

De estos dos tipos de protones, el mis acido es el proton del grupo carboxilo, por lo que
podemos decir que es el que se valora en el primer punto de equivaiencia.

Respecto al segundo punto de equivalencia, se observa que se gasta practicamente el mismo
volumen de iones hidroxilo que para el primero. Después del segundo salto de pH no existe
otro punto de equivalencia mas. Esto significa que solamente uno de los protones fendlicos es
valorado, sin llegar a neutralizar el segundo grupo fendlico.

Los resultados son congruentes con el comportamiento tedrico esperado, es decir, que al
tener dos grupos -OH, la acidez del segundo grupo fenélico disminuye por la formacion de
puentes de hidrogeno con el oxigeno dei fenolato formado. Ademas, de estos dos grupos
fenolicos, el colocado en posicién para al sustituyente R tiene un efecto resonante mayor, por
lo que al ionizarse, es mis estable comparado con el grupo hidroxilo en posicién meta al

sustituyente R,
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I.A.2. Cilculo de la pureza del dcido caféico

9.4 mL de NaOH * 0.0209] meq NaOH * | meq ac, catéico * | mmol ac. caféico = (.0962 mmol ac. caféico
| ml. NsOH 1 meq NaOH 2 meq ac. caféico

Tomando en consideracion el peso molecular del acido caféico:
0.0962 mmol ac. caféico * 180,16 mg ac. caféico = 17.33 mg ac. caféico
i mmol ac. caféico

Esto corresponde a la cantidad de 4cido caféico experimental.

Con el dato de la cantidad pesada de acido caféico (17.5 mg) se obtiene ef porcentaje de

pureza:

17.33 mg experimentales * 100 % = 99.03 %

17.5 mg tedricos

Para poder plantear un estudio estadistico se realizaron varias valoraciones independientes.
A partir de los resultados obtenidos en estos experimentos (ver Anexo V), encontramos
finalmente un intervalo de pureza del analito, establecida mediante este método, que se halla en
el intervalo siguiente:
Xut0=9854+340 (n=3)

donde:
s = valor promedio de los datos
6 =ts/Vn
t = t de student para n-1, 90% de confianza
s = desviacion estandar de los datos

n = numero de valoraciones realizadas
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L.A.3. Obtencion de valores de pKa’ del 4cido caféico

Los valores de pKa’ para el acido caféico no estén reportados en la literatura, pero se puede
obtener una aproximacién de ellos al observar la curva expenmental de valoracién y si se
considera lo mencionado respecto al orden de valoracion de los protones acidos.

En la grafica de valoracién presentada, para x = 0.5 y x = 1.5 (x: fraccion valorada), se
obtienen los valores de pH que serian los correspondientes a los valores de pKa' para las

especies diprotica y monoprética de este acido.

Planteados los siguientes equilibrios acido-base:
HA + OH ———> HA’
HA + OH ——— A™

Ya que en el curso de la valoracion se tiene:

para 0<x<I] pH=pKa+log | [HA]
(HzA]

y justo a Ja mitad de la valoracion pH = pKa. Los valores de pKa’ correspondientes serian,
para esta curva de valoracion:

pKa’y HA/HA =533

pKa’, HA/A* =997

A partir de las distintas curvas de valoracion obtenidas, también se establece un intervalo de
confianza de los valores de pKa’ obtenidos en estas condiciones. Estos son los siguientes:
pKa’'y, H;A/HA™:
Xar £ 0o =538 120.27 (n=3})
pKa'; HA /A" :
Xpt Oogue = 9952003 (n=3)

Con base en lo mencionado en la literatura™, el primer pKa’ tiene un valor semejante al de

un acido carboxilico y el segundo al de un fenol, lo que ratifica lo planteado previamente.
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I.A.4. Fuerza del Acido caféico

Podemos observar también que la forma de la curva obtenida por los datos experimentales,
en la primera parte de la valoracion, es semejante a la forma de la curva de valoracién que
presentan los 4cidos débiles. Si esto es cierto, tomando como base la ecuacion de un icido

débil al inicio de la valoracion, podemos plantear para el 4cido caféico:

pH ="A[ (pKa' = ApKa’)) - log (Co+ ACo) |

Si:
pKa’ + ApKa’; =538+027 y
log (Co + ACe) =-2.02+ 0.01
entonces:
pH=" [(5381027) -(-2.02% 0.01)]
pH=370+£0.14

Este es el valor tedrico de pH que adoptaria un icido deébil en estas condiciones de
concentracion y valor de pKa. Experimentalmente se encontré que al inicio de la valoracion

existe un pH = 3.72. Esto es comparable con el valor obtenido con la férmula tedrica.
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LB. Estudio Electroquimico

L.B.1. Polarografia

No se observaron sefiales de reduccion del acido caféico. Se observo una sefial de oxidacion
muy cercana a la barrera anddica, lo que dificulta su estudio y posible aplicacién con fines de
analisis.

Con el fin de ampliar el dominio en la region de oxidacion y poder observar mejor Ia sefial se

realizd el estudio voltamperométrico con electrodo sélido.

I.B.2. Voltamperometria

Sé probaron distintos electrodos giratonios de disco: grafito, oro, platino. Los resultados en
cada uno de elles son similares. Se observan sefiales de oxidacion en el intervalo de 100 a 800
mV con respecto al electrodo de Ag/ AgCl/ KCl, 3M, segin sea el valor de pH en el medio de
reaccion. La utilizacion continua de los electrodos se ve afectada por problemas de adsorcion
del compuesto sobre ellos. Al utilizar un electrodo diferente o recién tratado (limpiado), la
adsorcion no se hace evidente al inicio, pero se manifiesta después de cierto nimero de
experimentos. Para remover el material adsorbido de la superficie del electrodo fue necesario
darle un tratamiento de exposicidn a acido nitrico durante un tiempo suficiente (5 min) y un
lavado posterior con agua destilada; se hizo esto antes de cada experimento.

Se realizd el estudio de la influencia de pH sobre las sefiales en electrodo de oro. A partir de
este estudio se dedujo que el pH en el cual se observan mejor las sefiates es a pH = 1.5.

Se realizo también el estudio de la influencia del material del electrodo. En los resultados se
observd que los problemas de adsorcion sobre el electrodo de platino interfieren menos en el

aspecto de las sefiales, por lo que el resto de los estudios se realizaron sobre este electrodo.

LB.2.1. Influencia del pH

A continuacion se presentan los resultados de la influencia del pH del medio de reaccidon

sobre las sefiales de oxidacién del acido caféico, obtenidas sobre electrodo de aro.
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Forma de los voltamperogramas
[Acido Caféico] = 4.5 ppm E'w
I{nA) vs E (mV . .
pH (@A) vaE (V) Comentarios 1* seiial
Velocidad de barrido: 4 mV/s
Velocidad de gire del electrodo : 1500 rpm
Sz observan dos sefiales de
o oxidacién del 4cido caféico. La
500 primera seital ticne forma de meseta
400
1.5 160 y la scgunda forma de pico. Se| 612 mV
200 obticne e¢f valor de E’\, pama la
100
0l primer sefial de oxidacién.
0 500 1000
Se obscrvan dos sciiales de
100 oxidacién, ambas tienen forma de
600
500 meseta a este valor de pH. No cs
3.5 || 400 ' fAcil distinguir en qué potencial se| 358 mV
300 separan las dos sedales. Se obtiene
200
100 cl valor de E’y» para ta primer seiial
! : ' de oxidacidn. Las intensidades de
0 300 1000 corriente  son  menores que a
pH=15.
Se cobservan dos sefiales de
2000 + L . .
oxidacién. La primer seflal tiene
1500 + forma de meseta y la scgunda forma
6.2 , .
1000 | de pico. Se determina el E'y,; para 21 mv
so0 L la primer sefal.
[ —_— 4
0 500 1000 1300
10.7. Pueden observarse sefiales de oxidacion, pero no estin definidas. Al No se
aumentar 1a concentracion de 4cido caféico en ia celda no se ve efecto en 12 determin
intensidad de la corricnte.

Fig. 4. Influencia del pH sobre las sefiales de oxidacion del Acido caféico
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Los valores de E’)» mencionados en la figura 4, se determinaron realizando el estudio
logaritmico de los voltamperogramas. En el anexo I se presenta la base tedrica de este

estudio.

A partir de los resultados obtenidos en los experimentos anteriores, se concluye que el valor

de B’y esta en funcion del pH,

Se observa que la reaccion de oxidacion se realiza mas fcilmente a valores alcalinos de pH,
ya que la sobretension es menor. Datos de la literatura indican que la oxidacién de compuestos
derivados de fenol se oxidan liberando protones®, por lo tanto un medio de reaccién alcalino
facilita la reaccién. No obstante, se observa que a valores acidos de pH se definen mejor las
curvas de oxidacidn, a pesar de que la segunda curva estd en forma de pico en estas
condiciones y las intensidades de corriente son mayores, por ello es conveniente realizar las

determinactones de acido caféico a un pH 4cido (alrededor de 1.5).

1.B.2.2. Influencia del material del electrodo

Una vez determinadas las condiciones de pH Optimas para el trazo de los voltamperogramas,
se hizo la comparacion de las sefiales de oxidacion obtenidas sobre electrodo de oro con las
sefiales obtenidas sobre electrodo de platino. Se cbservéd que los problemas de adsorcién sobre
el electrodo de platino interfieren menos sobre ia forma de las sefiales.

Enla figura 5 se muestran los resultados obtenidos en este estudio.

27



8¢

0DIJED OPIOR [3P UOIDBPIXO 2P SI[RYIS SB[ 2JGOS OPOIID3}3 [ap JeLatew Jap epuanpuy g Sy

‘sa[eyss seque eed 21 g 9 pulugisp

8 CENO B] 2p tun asretudpp tivd sepriedss NudswRuUNOGNS {Aw)3
0051 0001 0os 0
AW G0 |0 upisy 4 EISOW OP BULIG) WD UQIDEPINO 3P SOJRYIS SOp Ay . ; N ‘o
[euas 2 onb sourea1s5qo BIOYY 010 9P OPOTISTD US SEPIUANQO S| B oj0adsa wdi oot B 000k ounelq
uod> ofow USUYAP IS UGIIEPING P So[eyas sey anb op oyody o u?.._ﬂ b ﬁ m
AW igf  [u3 uddmpen 35 SOIqUIED S01S3 Snb SOWEAIISQO ‘usweAnda)y urds ooor
TEU3S .1 | 000T B OST 9P QAnunusIp 8 (3TA ) 0paid|s [op 011F 3p PEPLOfes 0005
Bf (BOMMO EpIED B[ JMUNWSIP 3P uy (5 uod )} ouneid ua s/aw 0009
T © 010 U3 S/AU t 9P QANUTISIP 35 (A} OPIEQ 9P PEPINO[3A ] wdd g = {oo1p5e] oproy]
(Aurd
0001 00% 0
+ + 0
s - 001
‘UQIIEPIXO 2p [eyas sourud v) wied ¥1, 7 ap 10eA 12 wSEowmwa&\r oue [s1Tg)
susngo 2§ 0oid 3P BULIO) EPIMTIS ] A EI5S3UT 2P BULIOJ SU2]) [EUaS LU
oor >
AW Zlg {esemud e 00I3/ED OPIDR [9P UDLDEDIXO 3P SI[EYSS SOP ULALISYO 35 o5
1egas 1 009
UL
wdd p'p = [091)2)) opioy]
n g SOLRIUALLIO.) (Aw) g sa (Vu) | 0poN233 PP

sewerSoradurejjop

[ELRJEI




Capitulo 5 Resultados y Discusion

Se observa en la figura 5 que al utilizar electrodo de platino la forma de las sefiales se define
aun mas, en comparacion con las obtenidas con electrodo de oro.

Observamos que con el electrodo de platino los problemas de adsorcidén son mucho menores
en comparacién con el electrodo de oro,

Se logra obtener una sefial en forma de meseta con electrodo de platino para la segunda
reaccién de oxidacién, la cual se presenta en forma de pico con oro debido a la adsorcion del
compuesto sobre este ditimo electrodo.

La sobretension sobre el electrodo de platino es menor que sobre el electrodo de oro, pues
el potencial de media onda para la primer sefial de oxidacidn es menor en el electrodo de

platino que en oro; es decir, la oxidacién se realiza més ficilmente sobre el electrodo de platino.

Asi, para la realizacion de los siguientes experimentos, s¢ ha utilizado electrodo de platino.

1.B.2.3. Estudio de las sefiales voltamperométricas sobre electrodo de

platino, a pH 1.5
1.B.2.3.1. Influencia de la velocidad de giro del electrode
En esta serie de experimentos se hizo varar la velocidad de giro del electrodo a una
concentracion constante de icido caféico, y se trazaron los voltamperogramas correspondientes

a cada una de las velocidades de giro. Los voltamperogramas obtenidos se muestran en la

figura 6:
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Efecto de 1a velocldad de giro del electredeo
7000 4 P
166
N
&§000 < 87
208
L1
5000 -
- 4000 ] o (radu)
-
Z
= 3000 4
2990 4
1000 +
Vb. 2 mV/s
4] +
g 200 400 500 300 1000 1200
E{mV)

Fig. 6. Influencia de la velocidad de giro det efectrodo sobre la forma de las sefiales de

oxidacién del acido caféico.

En todos los casos se observan las dos sefiales. La primera de ellas crece al aumentar la
velocidad de giro del electrodo. En cuanto a la segunda sefial, parece no aumentar con la
velocidad de giro det electrodo.

Las graficas siguientes muestran el efecto que tuvo la velocidad de giro del electrodo sobre
la intensidad de corriente de las sefiales al graficar tanto la funcion 1 = flo) como la funcidn

i = fln'?).

Efecto de la vetocidad de giro del electrodo ()

6000 ~ y = 6,1523x + 3257 .4
- | R? = 0,9894
L4
< 5000 y = 7,1209x + 1624.3
2 o
- R? = 0,9835
E 3000 1
34
Q
& 2000 y = -0.9685x + 1633,1
e o - - - - a R? = 0,8909
& 1000 1 - '
E
0 Potenciales de medida:
140 180 240 290 340 390 440 o680 mV
w {radis} m 1100 my
A 1100 mV tot

Fig. 7. Representacion grafica de la funcidn iy, = fle)
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Se observa en la figura 7 que, aunque la intensidad de corriente aumenta con la velocidad
angular del electrodo para la primer sefial y fa sefial total, no se da este comportamiento en
forma lineal. Para la segunda sefial no aumenta el valor de la intensidad, sino que
pricticamente se mantiene constante. Ademas, en ninguno de estos tres casos la constante de

regresion indica un comportamiento lineal.

Efecto de la velocidad de giro del electrodo ()

— 600D - ¥ = 204,56x + 1602,1
: R? = 0,9984
g S0 = 237,15x - 298,14
£ 4000 R? = ,9957
8
']
B 3000 4
h-3
b
g 2000 1 y = -32,592x + 1800,2
= B——'—-ﬂ—___.___’____._____n 2 =
R R? = 0,9209
o Potenciales de medida:
12 14 16 18 20 22 g BBOUMV
{o (radfe})* 12 = 1100 mV
A 1300 mv tot

Fig. 8. Representacion grafica de la funcién iy, = fo'?)

En esta segunda grafica (figura 8) se observa que la intensidad es linealmente proporcional a
la raiz cuadrada de la velocidad angular para la primer sefial de oxidacién dado que el valor de
la constante de correlacion para este caso es cercano a la unidad.

El hecho de que haya esta proporcionalidad con esta funcion de la velocidad angular (w*),
implica que la reaccion de oxidacién que se esta llevando a cabo esta controlada por un proceso
de difusion™ y sigue Ja ecuacion de Levich, de manera que esta seflal puede ser utilizada para
la determinacion cuantitativa del compuesto.

En cuanto a la segunda sefial, podemos observar que la intensidad atribuida a la segunda
oxidacidn no aumenta con la velocidad angular, sino que tiende a permanecer constante o bien
disminuir ligeramente. Esto nos hace a pensar que es posible que haya una reaccién quimica

acoplada y que, por lo tanto, la segunda reaccion de oxidacién dependa de un proceso cinético.
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Puede ser posible un mecanismo de reaccion como el que se propone en el siguiente
esquema:
RE,

AC——— ACE,

RQ
RE;
ACQ —— ACE,

Siendo:
AC. Acido Caféico en forma reducida
ACE,. Acido Caféico producto de la primer oxidacién electroquimica
ACQ. Producto medificado por reaccién quimica
ACE;. Uhtimo producto de oxidacién, obtenido por una segunda oxidacion
electroquimica
RE. Reaccion electroquimica

RQ. Reaccion quimica

La primera reaccion se lleva a cabo por una oxidacion electroquimica del acido caféico, que
esta controlada por un proceso de difusion, es decir, por la concentracion del acido caféico, El
producto de esta primera reaccidén sufre una modificacién debido a una segunda reaccion
quimica en disolucion, lo cual implica un proceso cinético. El producto de esta reaccién

quimica es electroactivo y puede ser detectado en la segunda sefial electroquimica,

Otro de Jos mecanismos posibles de oxidacion puede ser el siguiente:
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RE; R-E2
AC > ACE, — > ACE;
RQ

ACQ

En este segundo caso, lo que se plantea es que la primera reaccion electroquimica de
oxidacién del icido caféico se lleve a cabo por un proceso de difusion simple para producir el
primer producto de oxidacion (ACE,}. Una vez formado este compuesto existe la posibilidad
de que pueda ser oxidado directamente a ACE; en forma electroquimica, pero también es
susceptible de reaccionar quimicamente en solucion. Esto implica una competencia entre el

segundo proceso electroquimico v la reaccién quimica en solucidn.

Finalmente, se propone un Gltimo mecanismo:

RE] R-EZ
AC > ACE, » ACE;
RQ

ACQ

En este caso, lo que se plantea es que se lleven a cabo dos reacciones electroquimicas
consecutivas, y el ultimo producto de oxidacion, ACE;, sea el que reaccione quimicamente en
solucion inmediatamente después de la oxidacion, y debido a esto la segunda sefial que se
detecta no crece proporcionalmente, pues esta desapareciendo del electrodo al reaccionar

quimicamente.

En la grifica de intensidad en funcion de ©'?, se observa que cuando se aumenta la

velocidad de barride, la sefial correspondiente a la segunda reaccién electroquimica ya no
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crece, sino que se mantiene constante o bien tiende a disminuir. El que Ia intensidad de la
segunda sefial no aumente con la velocidad de giro del electrodo nos hace volver a pensar que
es posible que haya una reaccién quimica y que, por lo tanto, la segunda oxidactén.
electroquimica involucra un proceso cinético.

Por las razones antes mencionadas, la segunda sefial de oxidacion no puede ser utilizada de
forma simple para la cuantificacion del compuesto, puesto que involucra un proceso quimico.
La sefial total {o aditiva), presenta un comportamiento lineal al aumentar la velocidad de giro
del electrodo, pero al depender de Ia sefial no controlada por difusion, tampoco puede ser

empleada por ahora para la cuantificacion del compuesto.

Asi pues, se muestra la conveniencia de utilizar la primer sefial de oxidacién del acido
caféico, que estd controlada por un proceso de difusion convectiva, para la determinacion

cuantitativa del compuesto en las tinturas.
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1.B.2.3.2, Variacién de la intensidad de corriente en funcién de la

concentracion, Limite de deteccién

El experimento se realizd bajo las siguientes condiciones:
pH=15
Electrodo giratorio de platino como electrodo de trabajo

Se utilizd la primer sefial de oxidacion, la cual es controlada por difusion convectiva.

El efecto de la concentracion de acido caféico sobre la intensidad de la corriente de estas

sefiales de oxidacion, corresponde al esquematizado en la siguiente grafica:

3000
2500 |
v =142,16% + 40
.. 2000 { R = 0.9997
<
£
-
o
2 1500
"
< Yioo = 95 nA
E Xioo = 0.385 ppm
1000
500 Evi=471 mV
Polencial de medida: 680 mV
¢ ! !
0 5 10 15 20
[Acida Cafélco (ppm) Vb, 2 mVis
V¥ge. 1000 rpm

Fig. 9. Representacion grafica de la funcién itim = f{[4cido caféico]) de la primera

sefial de oxidacion.

Se observa en la figura 9 que el valor del coeficiente de regresion es cercano a la unidad, lo

que implica un comportamiento lingal.
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Yiop representa ab limite de detecitn para la respuesta, que en este caso corresponde a la

intensidad de corriente, y en quimica analitica esta definida por:
Yiop= Y+ 3sp donde: Yg. Seifial del blanco
ss. Desviacién estandar del blanco

Xpp representa el limite de deteccion para la escala de X, y en este caso es la concentracién
del acido caféico. En el Anexo IV se muestran los calculos necesarios para la obtencion de
estos parametros.

En lo que se refiere a limites de deteccion, se puede observar que pueden ser detectadas
partes por billon de acido caféico. Este limite de deteccion es Gtil ya que siendo el acido
caféico una sustancia farmacolégica es deseable poder detectar cantidades pequefias para
obtener precision de dosis, detectarlo como impureza en formas farmacéuticas, e incluso

detectarlo en fluidos bicldgicos.
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II. Sistema de arnica

ILA. Identificacién de acido caféico en las tinturas

©
@

Cromatoplaca:

Eluyente: Metanol

C. Acido caféico cstandar
As. Tintura Weleda 2
Aj. Tintura Weleda 3

A;. Tintura Schussler

El analisis de acido caféico puro por medio de luz UV de la cromatoplaca muestra una mancha
en la columna correspondiente & acido caféico, con un Rf = 0.75.

En las columnas donde se colocaron las muestras A y Az se observan dos manchas, una de
ellas coincide con la mancha de acido caféico. La otra mancha tiene un Rf = 0.62 y se trata de un
compuesto menos polar que el cido caféico.

En la columna donde se colocd la tintura As se observa fa mancha correspondiente a acido
caféico y también la mancha de Rf = 0.62 que se presentd también en la tinturas A; y A;. Enla
parte inferior de la cromatoplaca de A; se observa un cormmiento de compuestos no separados.

En lo que respecta a la apaniencia fisica de las tinturas, la identificada como As es de un color
mas obscuro {café rojizo) que las tinturas A; y A;, las cuales son de un color amarillento.

Los resultados de la cromatoplaca proveen una informacidn cualitativa no concluyente acerca

de 1a existencia de acido caféico en las tinturas. Es interesante observar que la tintura As presenta

37



Capitulo 5 - ' Resultados y Discusion

mas compuestos en comparacidn con las otras, ademés del compuesto de interés. En todas las
tinturas utilizadas existe otro compuesto ademas del dcido caféico, el cual probablemente sea otro
de los principios activos de la planta.

El hecho de que ademas de 4cido caféico exista otra variedad de compuestos en la planta
{sobre todo en 1a tintura As), puede ser un indicio de la forma en que se obtuvieron las tinturas,
ademas de ser un indicador de pureza del acido caféico en ellas. Sin embargo, el que el dcido
caféico esté o no en forma pura en la tintura no implica que esta sea mas o menos efectiva en
cuanto a la actividad farmacolégica que pueda ejercer, ya que la existencia de otro tipo de
compuestos en la tintura puede ayudar a que el principio activo lleve a cabo su accidn terapéutica

y la presencia de estos metabolitos en las tinturas puede ser deseada.
1L.B. Estudio electrequimice
I1.B.i. Estudio polarografico

El estudio polarografico de las tinturas de &rnica indicd que existen reacciones de reduccion (2
sefiales) y de oxidacion (1 sefial}.

En cuanto a las sefiales de reduccion no lograron obtenerse resultados reproducibles en este
medio. Se observa que hay problemas ya sea de adsorcion o bien cinéticos; al tratar de reproducir
los experimentos no siempre se veian las sefiales o bien solo una de ellas lo que no nos permitié
obtener mas informacion acerca de ellas, Probablemente se podrian estudiar al cambiar las
condiciones de trabajo, como el medio de reaccidn, por ejemplo.

En cuanto a la sefial de oxidacion, se encontré que se encontraba cercana a la barrera anédica
y, aparentemente, lz intensidad de esta sefial aumentaba con la concentracion. Esta sefial resulto
coincidir con la sefial de oxidacion que se obtuvo de un estudio polarografico de 4cido caféico.
Dada esta circunstancia, se enfocé el estudio hacia esta sefial para peder realizar 1a cuantificacion
de las tinturas en base a acido caféico y para obtener un mayor intervalo en la zona de oxidacién

se utilizo electrodo giratorio de platino.
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11.B.2. Estudio voltamperométrico sobre electrodo de platino a pH = 1.5

Los resultados después de eliminar la corrente residual se muestran en la figura 10. Los
voltamperogramas inferiores corresponden a la oxidacion de la tintura. Los voltamperogramas

superiores corresponden a las sefiales de la tintura después de que se ha agregado acido caféico.

Tintura Voltamperogramas
KnA)=f[ E (mV}] Comentarios E' 2
=0 Se observan dos sefiales de oxidacion, I* sefial
. 434 mvV
A 150 correspondientes a la oxidacion de
1000 - . . 2° sefial
- N acido caféico en la tintura. Se 781 mV
° oy %* | determina el E’y, para cada sefial.
[} 500 1000
000 Se observan dos sefiales de oxidacion, 1* sefial
;’;{ correspondientes a la oxidacion de| 452mV
A; :x acido caféico en la tinfura. Se
Vb= 2mVh
5""; %es = 1500 || determina el E’y, para cada sefial, 2" sefial
L 0 00 1000 32 mV
7000 I En esta tintura se observa con claridad
6000
5000 solamente la segunda sefial | 2" seiial
4000
As 3006 correspondiente a la segunda oxidacion| 757 mV
2000 Vo 2mVA
“I’z vee 1300w || deb acido caféico
] 500 1000

Fig. 10. Sefiales de oxidacion de 4cido caféico en las tinturas de arnica
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En las tinturas A; y A; se observaron dos sefiales de oxidacidn, fas cuales corresponden a las
mismas observadas para el acido caféico estandar utilizado. Esto se corrobord ya que la
intensidad de las sefiales de las tinturas crecid con la adicidon de alicuotas de una solucidn estandar

de acido caféico.

El potencial de media onda para la primera sefial de oxidacion del acido caféico en la tintura Ay
corresponde a E’12 = 452 vy en la tintura A corresponte a E’1» = 433, El analogo para la primera
sefial de oxidacion del acido caféico estindar es E'j = 471 mV. Existe un desplazamiento de
19 mV y 38 mV para las tinturas A; y A; respectivamente,

En cuanto a la segunda reaccion de oxidacion del icido caféico en estas mismas tinturas, la
sefial tiene un potencial de media onda E’y» = 762 mV para Ja tintura A;. y E\p = 781 mV para la
tintura A;. El analoge correspondiente a la segunda reaccion de oxidacion para el dcido caféico
estandar es E’; = 809 mV. Existe un desplazamiento de potencial de 47 mV y 28 mV para las

tinturas Az y A, respectivamente..

En la tintura As al potencial de la primera oxidacién, la intensidad de corriente leida fue muy
pequefia y mal definida; se observéd con claridad solo la segunda reaccion de oxidacion. Esto se
corrobord ya que la intensidad de la sefial de la tintura crecié con la adicion de alicuotas de una
solucion estandar de icido caféico.

En Ia tintura As no existe una sefial clara y bien definida correspondiente a la primera reaccion
de oxidacion, lo que nos hace pensar que ia tintura es de otra calidad; no puede realizarse lIa
determinacion sobre la segunda sefial mientras no se haya realizado un estudio mas completo
sobre el mecanismo de oxidacién del 4cido caféico, que nos permita encontrar las condiciones en
que sea posible realizar 1a cuantificacion sobre la segunda sefial.

El potencial de media onda para la segunda sefial de oxidacion del acido caféico en la tintura
correspende a E'p = 757 mV. El anilogo para la segunda sefial de oxidacion del acido caféico

estandar es E';, = 809 mV. Existe un desplazamiento de 52 mV.
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El que los potenciales de media onda en la tintura estén desplazados hacia potenciales un poco
mas negativos implica que el compuesto se oxida mas ficilmente en la tintura; esto puede deberse
a que el dcido caféico en la tintura se encuentra sustituida con otros grupos funcionales distintos o
bien a que la presencia de los otros compuestos en la tintura modifique la sobretension. De
cualquier forma se puede realizar la cuantificacion en la tintura, puesto que los grupos funcionales

que se oxidan son los mismos, y las sefiales, en general, se comportan igual en la tintura sola y con

- &cido caféico.

1.B.2.3.2. Determinaci6n de }a cantidad de dcido caféico en las tinturas.

Método de adiciones patrén

La cuantificacion de las tinturas se realizd en las tinturas A; y A;, pues son las que presentan la
sefial controlada por difusion convectiva. En cuanto a la tintura As no se realizod la cuantificacién,
pues se observo que solamente se presenta con claridad la sefial correspondiente a la segunda
oxidacion del &cido caféico, y esta sefial no esta controlada por difusién, sino que hay reacciones
quimicas implicadas y es posible que haya un proceso cinético de por medio y la primera seftal no
se define claramente.

Para la cuantificacién del compuesto en las tinturas se utilizd el método de adiciones patron.

En la seccion correspondiente a metodologia se explica el fundamento de este estudio.

Los resultados obtenidos para las tinturas A; y A; se presentan a continuacion:
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FE DE ERRATAS

Evrata 1:

Péginas 42 y 43
La figura 12 es incorrecta, la figura correcta ¢s la siguiente:

300 +
3 Gl
P
8 150 = 10,791x + 57,931
8 R =0,9977
§ 5,3 ppm
i
B b Q : t ~
-10 0 10 20 30
Ey2'=452 mV
[Ac Gatélco] ppm Potencial de medida;
600 mv
Fig, 12. Representacion grafica del método de adiciones patrén
aplicado a ia tintura A,
El texto gue dice:
Para la tinfura Aa:
536.9 ug Acido caféico * 50 mL medio de reacci6n
_mi. medio de reaccién = 26 845 pg Acido caféico
1.0 mL de tintura por mL de tintura A;
debe decir:
ara la tintura Aj: .
5.3 ug Acido caféico * 50 mL medio de reaccién
_mlL medio de reaccién = 265 ug Acido caféico
1.0 mL de tintura por mL de tintura A
rrata 2:
Pigina 47
1 texto que dice!

tintara As: 26 845 pg de Acido caféico por mL de tintura (1.49 X 10" M)

+ decir:
tintura As: 265 g de Acido caféico por mL de tintura (1.47X 10° M)
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Fig. 11. Representacion grafica del método  Fig. 12. Representacion grafica del método
de adiciones patrén aplicado a la de adiciones patrén aplicado a la

tintura As. tintura As.

Las cantidades marcadas con flecha (figuras 11 y 12) son las concentraciones correspondientes

en celda.

Las alicuotas correspondientes a las tinturas A, y A3 son: 1.8 mL y 1.0 mL respectivamente,

en un volumen total de celda de 50 mL.
El célculo final de la concentracion de acido caféico en la tintura original es:
Para la tintura A;:

5.8 g Acido caféico * 50 mL medio de reaccion
mbL medio de reaccion =161.1 pg Acido Caféico

1.8 mL tintura por mL de tintura A,
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Para la tintura Aj;

536.9 ug Acido caféico * 50 mL medio de reaccién
mL medio de reaccién = 26 845 pg Acido Caféico

1.0 mL tintura por mL de tintura A,
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Con base en lo planteado como objetivo, se puede concluir que el propdsito general se
cumplié,

La determinacion cuantitativa de la tintura se realizd por medio de métodos electroquimicos,
los cuales nos permitieron realizar la cuantificacion del principio activo de la tintura {&cido
caféico), sin tener que hacer una separacion previa de los compuestos contenidos en ella, lo que

hubiese implicado un trabajo mas largo y laborioso.

Se encontrd que la tintura de amica presenta sefiales de reduccién y oxidacién. Las sefiales de
reduccidn se observaron en el estudio polarografico. Se observo que estas reducciones implican
procesos méas complejos de reduccion, estos pueden ser debidos a problemas de adsorcién o bien
a reacciones quimicas acopladas al proceso electroquimico, por lo que se requiere de un estudio

por separado de estas sefiales.

En cuanto a la parte de oxidacion, se observaron dos sefiales. El estudio del principio activo
de la tintura (icido caféico) como compuesto modelo permitid determinar que las sefiales
observadas se deben a la oxidacion de este principio activo en las tinturas, y que es el compuesto
que se oxida. Distintos autores han mencionado que compuestos derivados de fenol, como lo es el
acido caféico, tienen ka capacidad de realizar reacciones de oxidacién, las cuales dan hugar a la

formacion de compuestos con grupos quinonicos, "

Mediante ¢l estudio de la influencia del pH sobre la oxidacion del icido caféico se determina
que las sefiales de oxidacion del compuesto esta afectada por el pH del medio. La literatura
menciona que la oxidacion de fenoles a quinonas genera la liberacion de protones *** por lo
que un medio de reaccién alcalino favorece la reaccidn de oxidacion. Esto podemos observarlo
ya que la oxidacién de 4cido caféico se realiza mas facilmente conforme aumenta el valor de pH.
Sin embargo, a valores de pH extremos (mayores de 10) las sefiales de oxidacion tienden a
desaparecer;, esto hace suponer que hay una transformacion de los grupos oxidables del

compuesto.
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No obstante que las reacciones de oxidacion electroquimica se realizan mas facilmente a
valores alcalinos de pH, la forma de las curvas voltamperométricas estan mejor definidas a pH

acido, por lo que valores de pH alrededor de 1.5 son dptimos para e} estudio de las sefiales,

Se determina que sobre electrodo de platino las sefiales de oxidacion se presentan mejor
definidas y que la adsorcion sobre este electrodo no afecta de manerz impertante la forma de las
curvas, por lo que este electrodo resulta apropiado para el estudio de las curvas

voitamperomeétricas de) arnica.

Los resultados del estudio de la influencia de la velocidad de giro det electrodo muestran que
sélo la primera sefial de oxidacion del acido caféico esta contrelada por un proceso de difusién
convectiva y que la segunda reaccion de oxidacion tiene implicaciones cinéticas, lo que significa

que hay reacciones quimicas acopladas.

Se plantean como posibles los siguientes mecanismos, aunque se requiere realizar mas estudios

para poder comprobarlos o descartarlos:

Mecanismo 1

AC

(Electroactivo)

"-ne | I"Oxidacion Electroquimica

ACE,

l Reaccion Quimica
ACQ

(Electroactivo)

- ne’ J' 2° Oxidacion Electroquimica
ACE,
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ACE;

Mecanismo 2

-ne’
2° Oxidacion

Electroquimica

Mecanismo 3

AC

(Electroactivo)

- ne’ | 1 Oxidacién Electroquimica

ACE,

(Electroactivo)

| Reaccién Quimica
ACQ

AC

{Electroactivo)

-ne’ | 1°Oxidacién Electroguimica

ACE,

{Electroactivo)

-ne | 2% Oxidacién Electroquimica
ACE,

Reaccién Quimica
ACQ

La literatura menciona que la oxidacion de compuestos derivados de catecol producen

o-quinonas, que son productos inestables que pueden dar origen a ta formacion de mezclas de

reaccién complicadas, incluyendo la formacién de compuestos diméricos y sus productos de

oxidacion™. Puede ser posible que en el caso del acido caféico haya un mecanismo similar y por

esta razdn solo la primer sefial esta controlada por difusién.
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Por otro lado, se determinaron los potenciales de media onda para el acido caféico a pH 1.5

sobre electrodo de platino, estos son:

Primera reaccién de oxidacion. E’jp =471 mV/ Ag/AgCl
Segunda reaccion de oxidacion. E’y = 809 mV/ Ag/AgCl

Los potenciales de oxidacidon del compuesto en la tintura son similares, un poco desplazados
hacia potenciales menores, Jos grupos que se oxidan son los mismos tanto en el acido caféico
utilizado como referencia como en la tintura. El desplazamiento de potencial puede deberse a que
el compuesto activo no se encuentra en forma libre en la tintura, que haya otros sustituyentes en
la molécula o, mas probablemente, a cambios en la tension superficial provocados por la presencia

de los otros componentes de la tintura.

Se cuantificaron las tinturas A; y A, expresando el contenido de 4cido caféico en ellas. Estos
valores son:
tintura Az 161pug de 4cido caféico por mL de tintura (8,94 X 10™ M)
tintura A;: 26 845 pg de 4cido caféico por mL de tintura  (1.49 X 107 M)

En lo que se refiere a la tintura A, no se realizd la cuantificacion, puesto que solo presenta la
sefial de oxidacién no controlada por difusion. Esta caracteristica puede atribuirse a que esta
tintura presenta una calidad de elaboracion distinta a las dos anteriores; esto puede ser
determinante para su actividad farmacologica.

Existe la posibilidad de profundizar el estudio de esta segunda sefial de oxidacién para

encontrar las posibles condiciones de su utilizacion con fines analiticos.

De manera adicional se realizd un estudio de las propiedades acido-base del principio activo.

Mediante este estudio se determund la pureza del 4cido caféico utilizado como referencia:

98.54 + 3.40 (n=3).
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Las curvas obtenidas en las valoraciones realizadas muestran que son valorados dos protones
del acido caféico. Uno de ellos es el protén del grupo carboxilico y el otro uno de los protones
fenolicos; se piensa que ¢l protén fendlico valorado es €l que esta colocado en posicion para a la

cadena lateral (v no el mefa), pues las estructuras resonantes favorecen la ionizacién de este

grupo.

/

OH

El estudio de las curvas de valoracion nos permitid obtener los valores de los pKa

condicionales para €l acido caféico. Estos valores son:

pKa', (H:A/HA)=5382027(n=3)
pKa’z (HA™/ AT)=9952003(n=3)

Finalmente, también observamos a partir de las curvas de valoracion que el comportamiento

acido-base del acido caféico es de un icido diprético débil en las condiciones estudiadas.

Como comentario adicional podemos mencionar que aun hay puntos que seria interesante
poder estudiar mas a fondo, La determinacion del nbmero de electrones implicados en las
reacciones de oxidacién, el mecanismo de oxidacion del acido caféico que da origen a las
caracteristicas de las sefiales de oxidacion del compuesto, el estudio de las sefiales de reduccion

presentes en las tinturas y la comparacion de resultados por otros métodos.
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Preparacion de electrolitos soporte

a) KNO; 0.1 M (250 mL)

2.525 g KNO; * 1 mol KNO; =01M
0251 101.108 g KNO;

b) Solucion reguladora Britton-Robinson (250 mL)

2.525 g KNO, * 1 mol KNO =0.1 M
0.25L 101.108 g KNO;

0.6183 g Ac. borico * 1 mol Ac. borico =0.04M
025L 61.83 g Ac. borico

1.2 mL Ac. fosfonico * 1.741 g Ac. fosforico * | mol Ac_fosforico  =0083 M

0251 1 mL Ac. fosforico  101.02 g Ac. fostorico

En esta segunda solucién se utiliza KNO; 0.1 M como electrolito soporte, ademais
contiene una mezcla de acidos. Al ajusiar el pH deseado con la solucién de NaOH se
producen las especies basicas para cada uno de los acidos, de manera que se genera un
sistema regulador en la solucion, obteniendo diferentes valores de pH en funcion de la
cantidad agregada de NaOH.

Las concentraciones de estos sistemas reguladores son de un valor alrededor de
1 X 107 M. Esta concentracién es suficiente para amortiguar las soluciones problema de

acido caféico en la celda, las cuales se trabajan en una concentracion maxima de | X 10* M.
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7

Cilculo de 1a concentracion de iacido clorhidrico

Curva de valoracion:

Valoracion de HCl con 29.9 mg de K2 CO» anhidro

[ 19,2 mL 4
I
13
25
3
2 =
B
4
15
1
1os
)
25
Vol HCl (mL) Vol infcial: 10 mL

Fig. 13. Curva de valoracidn de acido clorhidrido

Se utilizaron 19.2 mL de HCI para valorar 29 9 mg de K,COs, el calculo de la concentracion

de HCl es el siguiente:

299 mg KoCOx * 1 mmol KoCOs * 2 mmol HCl * 1 meq HCI
138 meg K>COs 1 mmol KoCOs | mmol HCL = 0.0226 N
19.2 mL HCI
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Cilculo de la concentracion de NaOH

Curva de valoracién:

Valgracidn de NaOH con HCi1 0.0226 N

ApH/AY

01 234567 8 9101112131415161718 1920

Vol HCI (mL)

Fig, 14. Curva de valoracidn de hidroxido de sodio

Se utilizaron 9.25 ml. de HCI 0.0226 N para valorar una alicuota de 10 mL de NaOH, el

calculo de la concentracion de NaOH es el siguiente:

9.25 mL HC1 * 0.0226 meq HCI * 1 meg NaQH
1 mL HCI 1 meq HCI =0.0209 N
10 ml. NaOH
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i/
Estudio logaritmico de los voltamperogramas®’
Para la oxidaci6n de una sustancia reducida se tiene la ecuacién:

E=Ew- RT In Ja-1
onF I
donde:
E. Potencial medido en la region logaritmica
E’i». Potencial de media onda condicional
R. Constante de los gases
T. Temperatura de trabajo
Ia. Commente de oxidacion medida en la meseta
I. Corriente correspondiente al potencial medido
a. Coeficiente de transferencia
n. Numero de electrones intercambiados

F. Constante de Faraday

Si se tiene una serie de datos de intensidad de corriente y los potenciales

correspondientes a estas intensidades, se puede trazar una grifica de la forma

Y=0X +a
donde:
Y=E
b =-RT/anF
X =1In (Ia-IT)
a=Ep
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La representacion grafica permite determinar los valores de la pendiente y la ordenada. A
partir del valor de los parametros constantes (R, T, F, o, b}, es posible conocer ¢l namero

de electrones intercambiados en Ia reaccion.
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v

Determinacion de limites de deteccién

E! limite de deteccién de un analito (X)) es aquella concentracién que proporciona una sefial
en el instrumento (Y) significativamente diferente de la seflal de una muestra en blanco o “sefial
de fondo™ 2,

Yiop representa al limite de detecion para la respuesta, que en este caso corresponde a la
intensidad de corriente. Xypp representa el limite de deteccidn para {a escala de X, y en este
caso es la concentracion del acido caféico.

Para obtener estos pardmetros, se requiere de una serie de datos X y Y. A partir de estos

datos se realizan una serie de célculos que permiten obtener los valores de limites de

deteccion para Xy Y.

Concentracién Intensidad

54

(ppm) (nA)
Xi Yi Yicalc (Yi-Yicalc)*? (Yi-Yprom)"2 Xir2 {Xi-Xprom)"2
2,04 340 330 100 1322500 41616 66,5856
612 350 910 400 360000 374544 16,6464
10,2 1490 1490 0 0 104,04 0
14,28 2090 2070 400 360000 203,9184 16,6464
18,36 2640 2650 100 1322500 337,0896 66,5856

r 0.999‘702823[ Itu»z.m)"s Limite inferior [Limite Superior

Pend 142,1568627 +/-  3,636740666 138,5201221 145,7936034

Ord 40 +/- 4261862856 -2,618628556) 85,23725711

Xprom 10,2

Yprom 1490

ZXi 51

LYi 7450

Y(Yi-Yicalc)"2 1600

ZXirY) 686,664

E(Xi-Xprom)*2 166,464

Z(Yi-Yprom)~2 3365000

ZXi*Yi) 59654

S e 18,25741858
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Sreat 1,415074189
Sors 16,58312395
t (n-2, 95%) 2,57
Y10 94,77225575
XLoo 0,385294439

El significado de los simbolos se dan en la tabla siguiente:

n numero de datos X-Y

r Coeficiente de correlacion de la recta

Pend Pendiente de la recta

Ord Intercepto

Xprom Valor promedio de los valores de X

Yprom Valor promedio de los valores de Y

X Suma de los valores de X

LY; Suma de los valores de Y

X (Y;-Y;cal;)2 Sumatoria del cuadrado de la diferencia entre el valor
experimental y el valor ajustado de Y

X! Sumatoria del cuadrado de los valores de X

I (X;-Xprom)®

Sumatoria del cuadrado de

experimental y el valor promedio de X

ta diferencia entre ¢! valor

T (Yi-Yprom)?

Sumatoria del cuadrado de

experimental y el valor promedio de Y

la diferencia entre e} valor

Sy Desviacion estandar de la recta

Spead Desviacién estandar de la pendiente

Somg Desviacion estandar del intercepto

t t de student

Xipp Limite de deteccion para la concentracion del analito
Yiop Limite de deteccion para la respuesta del eguipo
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Asimismo:

Sy = {Z (Y;-Yprom)?/ n-2}%

Spend = Syx / { I (Xi-Xprom)® }%

Soa =Sy / { X2/ n T (Xi-Xprom)® }4

YLDD:YB+ 3s

Xipp = 3s Pend

NOTA: Para obtener Y. pp 5¢ considerd Yy = Ord.
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Datos obtenidos de las valoraciones

Valoracién No.

pKa, pKa; % pureza
1 5.25 9.93 96.32
2 5.56 9.94 100.26
3 5.33 5.97 99.03
b ¢¥ 5.38 9.95 98.54
5 0.16 0.02 202
Co0% 0.27 0.03 3.40

Xoa £ Goes
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