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INTRODUCCION 

En México, el uso de productos naturales para fines curativos se conoce 

desde hace tiempo y una de las plantas que se utiliza con frecuencia es la 

Caléndula officinalis, la cual presenta una gran actividad antiinflamatoria y 

analgésica principalmente, además, investigaciones recientes han determinado que 

el extracto de las flores puede presentar actividad contra el virus del SIDA 

(Síndrome de Inmunodeficiencia Adquirida). 

Las propiedades terapéuticas de esta planta se deben principalmente a 

compuestos tales como los Terpenoides, Flavonoides y Cumarinas. 

Por otro lado, las flores de la Caléndula officinalisse emplean también para 

la obtención de un colorante amarillo formado principalmente por carotenos y es 

muy utilizado en la industria agroalimentaria. 

Debido a estas propiedades, se han efectuado numerosos estudios sobre la 

extracción, separación e identificación de los principios activos presentes en la 

planta de Caléndula officinalis, esto utilizando diferentes técnicas. Sin embargo y a 

pesar de los grandes avances que se han logrado, los tiempos necesarios para su 

aislamiento siguen siendo muy largos y su cantidad obtenida es generalmente muy 

pequeña. 

La Cromatografía de Partición Centrífuga (CPC), es una técnica preparativa 

relativamente nueva, en la cual no se requiere de un soporte sólido, sino que la 

separación se efectúa en un medio líquido. Efectivamente, por CPC tanto la fase 

móvil como la fase estacionaria son dos líquidos in miscibles entre sí y una de las 

fases permanece "fija" gracias a la acción de una fuerza centrífuga constante, 

mientras que la otra la atraviesa. La separación de los sol utas presentes en la 
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La Caléndula officinalis es una planta herbácea de origen europeo, 

principalmente de la región del mediterráneo. En México, se puede encontrar en 

toda la República como planta ornamental bajo los nombres de Mercadela, 

Maravilla o Reinita. 

El tallo y las hojas son verdes, de tamaño relativamente grande y de 

consistencia gruesa. Las flores, presentes en cualquier estación del año, son de 

color naranja y están formadas por pétalos delgados y largos, como las 

margaritas!. 

Las flores frescas se han empleado en infusiones como antiinflamatorias 

(anginas, várices) y cicatrizantes (sangrado de encías, hemorroides, úlceras 

crónicas, etc.). Algunas veces, el agua se sustituye por leche y el líquido 

resultante se emplea para disminuir los dolores causados por úlcera o cáncer 

estomacal. Los extractos etanólicos de las flores secas se utilizan en la preparación 

de ungüentos que se aplican para regenerar tejidos (quemaduras, productos de 

belleza)2, 3. Al extracto etanólico de las flores también se le atribuyen propiedades 

bactericidas y antisépticas4
; es precisamente por esta propiedad que actualmente 

se estudia su posible actividad contra el virus del SIDAS. 

No se sabe que esta planta cause alguna reacción alérgica, aunque los 

bebés suelen ser sensibles a la misma. Por otro lado, se ha determinado en 

ratones la toxicidad del extracto etanol-agua (1: 1) de las flores secas, 

encontrándose un LDso de 375.0 mg/Kg, es decir, que la toxicidad es muy baja3
. 

La naturaleza de los principios activos no está muy definida. Aunque se 

sabe que las saponinas6 y polisacaridos7 presentes en el extracto presentan una 
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actividad antiinflamatoria, se ha demostrado que la actividad de un extracto libre 

de estos compuestos es prácticamente la misma de un extracto original. 

A partir de numerosos estudios hechos a la caléndula officinalis, se sabe 

que los compuestos a los que se les atribuye la actividad biológica pertenecen a las 

familias de los terpenoides, principalmente faradiol y taraxasterd, las cumarinas y 

los f1avonoides y generalmente están unidos a azúcares. Estos se concentran 

principalmente en las partes aéreas de la planta y los f1avonoides en particular, se 

encuentran mayoritariamente en los pétalos de las f1ores9
• lO, 

Estos estudios también revelaron que los f1avonoides son los causantes de 

las propiedades analgésica, antiinflamatoria y antitumoral que presenta la 

planta9. 10. 11 

Pero ¿Qué son y cómo son los f1avonoides? 

F!avonoides 

Los f1avonoides11 son una familia de meta bolitas secundarios producidos 

por las plantas y se caracterizan por tener tres anillos con un esqueleto de 15 

átomos de carbono que proviene biogenéticamente de tres unidades de acetato 

(e6) y una unidad de fenilpropano (e6-e3), por lo que se representa como 

(e6-er eS). 

El anillo B proviene de la condensación de las unidades de acetato con la 

unidad de fenilpropano. Cuando el enlace se hace con el carbono eL del 

fenilpropano, se obtienen los f1avonoides propiamente dichos (f1avanos), si el 

enlace es con el carbono 13, entonces se tienen 105 isoflavonoides y el enlace con el 

carbono y da origen a los neoflavonoides (figura 1), 

Los f1avonoides propiamente dichos se clasifican según el grado de 

oxidación del anillo e, el tipo de 0- y e-sustitución de los anillos A y B Y el tipo de 

glicosldación. De esta manera, se pueden distinguir las antocianidinas, las 

6 
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f1avonas, las f1avanonas, las auronas, las chalconas, las isoflavonas y los f1avonoles, 

siendo precisamente estos últimos los que se encuentran presentes en la planta de 

Caléndula officinalis. En la figura 2 se presenta la estructura de los compuestos 

representativos de cada familia. 

7 
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8 l' I 
~9 O 2 

A B 
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~4' 
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Figura 1. Esqueletos de los diferentes flavonoides, 

~ 
O 

A 
¿:; 

~ 

e 
¿:; 

Neoflavonoide 
(neoflavano) 

Estos compuestos se originan por condensación de tres acetilos con la 

cinamoil-CoA, o con la malonil-CoA para formar la chalcona, que se cicla a 

f1avanona y por deshidrogenación, a f1avona. Los f1avonoles se forman a partir de 

la chalcona a través del f1avanonol. En la figura 3 se representa la formación de 

algunos de estos f1avonoidesll
. 

Los f1avonoles, que son los compuestos que nos interesan en este estudio, 

son de color amarillo (del latín flavus = amarillo) y pueden presentarse como C- u 

O-glicósidos por la unión de monósidos o biósidos preferentemente en las 

posiciones C-3, C-7 y C-4'. Los monósidos y disacáridos más frecuentes son: 

D-glucosa, D-galactosa, L-ramnosa, rutinosa (6-0-ramnoglucósido), neohesperosa 

(2-0-ramnoglucósido) y soforosa (2-0-glucoglucósido). 

7 
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Figura 2. Clasificación de los flavonoides. 

Tanto los glicósidos de los flavonoles como las agliconas (moléculas libres 

de los azúcares) muy hidroxiladas son solubles en el líquido de las vacuolas. En 

cambio, las agliconas lipofílicas (como son los compuestos muy metoxilados) se 

encuentran en tejidos muertos, en idioblastosl1
, en cutículas de hojas y en líquidos 

de excreción acompañando a los terpenos. 
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Figura 3. Formación de algunos flavonoides. 

En general, la función biológica de los flavonoles en las plantas es la de 

atraer ciertos insectos para favorecer la polinización, proteger contra el ataque de 

virus u hongos, controlar el proceso de crecimiento, inhibir algunas acciones 

enzimáticas y participar en los sistemas de oxido - reducción de las células. 

9 
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Cromatografía de Partición Centrifuga. 

Las extracciones sucesivas líquido - líquido se conocen desde hace mucho 

tiempo y han sido ampliamente estudiadas principalmente por L. Craig15
• 

Con el desarrollo de nuevos equipos (principios de los años 70's), el 

proceso de Craig dio origen a la Cromatografía a Contracorriente, la cual fue 

desarrollada por Y. Ita y K. Nunogaki16 en Japón. 

Posteriormente, se diseñaron varios aparatos utilizando este principio y 

desafortunadamente cada uno de ellos llevó a una técnica diferente, pero todas 

ellas basadas en extracciones sucesivas líquido - líquido. Posiblemente esta 

multiplicidad de nombres impidió que este tipo de cromatografía se desarrollara 

rápidamente. 

A continuación se da una breve descripción de las principales técnicas que 

surgieron. 

Cromatografía a Contracorriente de Goteo 

La Cromatografía a Contracorriente de Goteo (CCCG) fue una de las 

primeras técnicas en donde se usó el concepto de contracorriente y fue introducida 

por L. Rikakai 17 a fines de los años 70's. El equipo está formado por una serie de 

tubos de vidrio verticales unidos en los extremos por pequeños tubos capilares de 

teflón. El proceso de separación consiste en bombear los solutos disueltos en la 

fase móvil (FM), la cual atraviesa en forma de gotas una fase estacionaria (FE) que 

se encuentra en los tubos de vidrio y por afinidad de los solutos ya sea por la FE o 

por la FM, se logra la separación. 

Por esta técnica, los tiempos de análisis son muy largos debido a que los 

flujos que se utilizan son muy pequeños, ya que de otra manera la FM desplazaría 

iC la FE en lugar de atravesarla, impidiendo así la separación. 

12 
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Esta técnica no tuvo mucho auge debido precisamente a los tiempos de 

análisis tan largos. 

Cromatografía a Contracorriente de Rotación Locular 

La Cromatografía a Contracorriente de Rotadón Locular (CCCRL) tampoco 

tuvo mucho auge debido a que el aparato que se utilizaba era muy compleja. En 

este caso, se siguió usando el mismo principio de extracciones sucesivas líquido -

líquido, pero como en CCCG se tenían problemas de retención de la FE, se decidió 

introducir una fuerza centrifuga. Así, el aparato se formó con una serie de 

cilindros colocados sobre un eje en posición horizontal, el cual se hacía girar al 

mismo tiempo que los cilindros que contenían a la FE18
• Desafortunadamente, en 

este sistema no se generaba una fuerza centrífuga muy grande, lo que provocaba 

que no se pudiera trabajar con flujos muy grandes (mayores de 1 mL/min) y que 

los tiempos de análisis siguieran siendo muy grandes18
• 

Cromatografía a Contracorriente de Alta Velocidad 

La Cromatografía a Contracorriente, fue desarrollada en la década de los 

80's por Y. Ita y colaboradores en E. U. A. En este caso, la FE es retenida en la 

columna por un campo centrífugo variable, generado por tres ejes de rotadón, los 

cuales se comportan como un sistema planetario. La columna está formada por un 

tubo de teflón enrollado en uno de los ejes formando una bobina y es en ella 

donde se encuentra la FE. La fuerza centrífuga variable generada es la que 

permite que la FE permanezca "fija" en la columna, mientras que la FM la atraviesa 

a gran velocidad (flujos altos, hasta 20 mLjmin). De esta manera, los tiempos de 

análisis son más cortos y las separaciones más eficientes. Esto es posible porque 

en este caso se pueden usar velocidades de rotación elevadas (hasta 1500 rpm). 

Por estas características, esta técnica se conoce actualmente como Cromatografía 

a Contracorriente de Alta Velocidad (CCCAvi9 . 

13 
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Cromatografía de Partición Centrífuga de Alta Eficiencia. 

K. Nunogaki desarrolló en Japón la Cromatografía de Partición Centrífuga 

de Alta Eficiencia (CPCAE). Esta se basa en la formación de un campo centrífugo 

constante producido por un mecanismo de rotación de un solo eje20
• 

En este caso, el aparato está formado por una columna de 31 x 47 x 50 

cm, con un peso aproximado de 43 Kg, en el interior se tiene un rotor (que es la 

columna misma), que está formado por seis pares de discos de teflón y acero 

inoxidable, en donde se encuentran grabados a ambos lados canales conectados 

entre sí por conductos. Cada disco contiene 178 canales, dando un total de 2136 

canales. Estos miden 15 x 2.5 x 2.1 mm y los conductos 15 x 1 x 1 mm, dando 

como resultado un volumen interno de '" 88 ¡.tL por canal, es decir, el 

correspondiente al 85 % de un volumen total de 220 mL. 

Estos discos se encuentran sobre un eje que gira sobre sí mismo. La FE es 

retenida en la columna por la fuerza centrífuga constante generada al hacer girar 

el rotor, mientras que la FM la atraviesa. 

Los conductos contienen únicamente FM, mientras que en cada canal hay 

FM y FE, pudiendo ajustarse la relación de ambas dentro de la columna. 

La FM que se encuentra en el interior de la columna es remplazada por FM 

nueva que se introduce al sistema de manera continua, realizándose de esta forma 

la separación cromatográfica. La figura 5 representa un esquema de una columna 

de este tipo. 

La CPC presenta un gran número de ventajas con respecto a otras técnicas 

cromatográficas, principalmente al compararla con las que utilizan una FE sólida. 

La ausencia de un soporte estacionario permite que se tenga un mayor volumen 

de FE, lo que permite que la capacidad de muestra sea grande, reflejándose esto 

en la poSibilidad de separar grandes cantidades de soluto en un solo análisis (de 

1L1 , , 
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miligramos hasta gramos). Por otro lado, permite aislar compuestos inestables o 

altamente degradables al entrar en contacto con el soporte sólido. 

sellQ 
rotor rQtatorio 

r=='~:::=::====!:======;;tiempo 
columna CPC 

tiempo 

Figura 5. Esquema de la columna para Cromatografía de Partición Centrífuga. 

Otra de las ventajas que presenta la epe con respecto a otras técnicas 

cromatográficas es la de eliminar costos por reemplazos periódicos de la columna, 

ya que es más económico utilizar un sistema de disolventes, sobre todo cuando se 

analizan grandes cantidades de muestra. 

Además, la epe permite tener una recuperación casi total de la muestra, 

aún cuando no haya separación, ya que cualquiera de las dos fases líqUidas 

pueden usarse como FM o FE, aún en un mismo análisis. 

Estas características hacen que la epe se use más en separaciones 

preparativas, sin descartar el interés analítico. 

15 
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Equipo 

En CPC se utiliza el mismo equipo que se emplea en CLAE, es decir, un 

sistema de bombas que permiten introducir la FE y la FM. Puesto que las dos 

fases son líquidas, se necesitan por lo menos dos vías de introducción. Por otro 

lado, cuando se analizan grandes cantidades de muestra, ésta se introduce al 

sistema por medio de una tercer vía; cuando se analizan pequeñas cantidades, la 

introducción de la muestra se puede hacer por medio de un inyector de válvula 

tipo "Rheodyne". Los detectores pueden ser UV-Visible, Fluorescencia, etc., 

dependiendo de las características físicas de la muestra. Sin embargo, cuando se 

trabaja con cantidades importantes, estos detectores se saturan, siendo necesario 

colectar fracciones de eluyente para su posterior detección fuera de línea. 

Al igual que en CLAE, el flujo de trabajo va a depender de la presión 

generada durante al análisis, pero en el caso de la CPC, esta presión también 

dependerá de la velocidad de rotación (úJ) de la columna con la que se controla la 

fuerza centrifuga (0-2000 rpm). En general; se trabaja con flujos comprendidos 

entre 1 y 10 mLfmin. En la figura 6 se muestra un esquema del equipo 

cromatográfico utilizado. 

La FM y la FE pasan a la columna por medio de dos sellos rotatorios que se 

encuentran, uno en la parte superior y el otro en la parte inferior del rotor y es a 

través de ellos que la columna se une directamente al inyector y al detector. 

En CPC, cualquiera de las dos fases puede ser usada como FE, por 

ejemplo, si ésta es la fase más densa y la FM la más ligera, la elución se hace en 

"Modo Ascendente", lo que quiere decir que la FM atraviesa a la FE de la parte 

inferior del canal hacia la parte superior. También se puede utilizar al revés y 

entonces se trabajará en "Modo Descendente", es decir la FM es la más densa y va 

atravesar a la FE (más ligera) de la parte superior del canal, a la parte inferior 

16 
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pasando a la parte superior de otro canal, así hasta salir del sistema 

cromatográfico (figura 7). 

A: Fase EstaCionaria 
B: Fase Móvil 
C: Muestra 
MD: Modo descendente 
MA: Moclo Ascer)(jente 

Detector 
tN·_~ 

Figura 6. Equipo empleado en CPe. 

Colector de 
fracoones 

ID = o -2000 1JIm 
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:-.--.:: 
.h~·i 

Modo Ascendente 

Modo Descendente 

Figura 7. Modos de elución ascendente y descendente en Cpe. 

Modos de elución. 

Al igual que en CLAE, por cromatografía de partición centrífuga se puede 

eluir en fase normal (cuando la fase más polar es la FE y la fase menos polar la 

FM), en fase inversa (cuando la fase más polar es la FM y la fase menos polar la 

FE). Además, por CPC también se puede hacer el análisis en modo dual de 

elución. En este caso se comienza la elución, por ejemplo en fase normal y 

después de un tiempo de análisis, la fase móvil será ahora la estacionaria para 

trabajar en fase inversa. En la figura 8 se explica mejor este modo de elución. 

18 
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Figura 8. Modo Dual de elución. Si se tiene una muestra que contiene 
5 componentes a, b, e, d y e, donde la afinidad de estos compuestos hacia la fase 
no polar incrementa de a hacia e, los componentes menos polares c, d y e eluyen 
a distintos tiempos cuando se usa como FM la menos polar, es decir, se trabaja 
en fase normal. En este caso los componentes a y b, quedan retenidos en la FE 
(1 Y 11). Se sigue pasando la fase móvil apolar para que los componentes a y b 
migren lentamente (IJI). Después de un tiempo, la dirección del flujo se invierte 
y ahora la FM es la más polar y la FE es la menos polar. De esta manera eluyen 
los compuestos a y b separados (IV). 
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CPCyCLAE. 

La CPC y CLAE son técnicas similares en varios aspectos, mismo principio 

(reparto de solutos) y mismo equipo de trabajo (bombas, inyectores, detectores). 

Sin embargo, existen grandes diferencias entre ellas, algunas de las cuales 

se enumeran a continuación20
• 

Tomando como base la cromatografía en fase inversa, en CLAE se tiene 

una fase estacionaria formada por una cadena lineal orgánica unida a un soporte 

de sílice, en donde la FE propiamente dicha solo ocupa del 5 al 7% del volumen 

total de la columna y no tiene cambios significativos con la variación de la 

composición de la FM. Este porcentaje es poco, pero a cambio, se tiene un 

sistema cromatográfico muy eficiente. 

En CPC, la sílice es "reemplazada" por un campo gravitacional que permite 

utilizar un disolvente orgánico (n-hexano por ejemplo) como FE y éste ocupa entre 

el 50 y 80 % del volumen total de la columna (figura 9). 

Estas diferencias en el porcentaje de FE tienen como consecuencia: 

- Los coeficientes de reparto utilizados para la purificación de una muestra por 

CPC son cercanos a la unidad, mientras que para CLAE son generalmente 

mayores de 15. 

- La capacidad de una columna CPC es mucho más importante que para una 

columna CLAE del mismo volumen total. Es posible entonces analizar grandes 

cantidades de muestra por CPC sin saturar la columna. 
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Fase reversa CLA.E 
Vm+ Ve = V!-Vsi 

CLAE 

Hexano 
(!'.sladonaria) 

Agua+ Ne! .. ol 
(Móvil) 

fase el¡ciol1ari~ 
lÍQuida 

il'l'tlr:Egl'1adi! 
(~5%) 

b 

Fase re~rsa CPC 
Vm+Ve = VI 

CPC 

Figura 9. Fases estacionarias utilizadas Ca) CLAE y Cb) CPC 

Resolución Cromatográfica 

Antecedentes 

l3 rel3dÓf1 depEtlde 
de 1310 condiciones 

eo{X!Iimentales: 
(~SO%) 

La ecuación fundamental de la cromatografía de reparto es: 

Donde Vr es el volumen de retención del sol uta, VM y VE son 

respectivamente los volúmenes de fase móvil y estacionaria dentro de la columna, 

y K es la constante de reparto. 

En CLAE, los volúmenes de FM y FE dentro de la columna no se conocen, 

mientras que en CPC sí es posible conocerlos, por lo que es posible calcular la 

constante de reparto de un compuesto dado, si se conoce el volumen de retención. 
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Eficiencia 

En cromatografía, la eficiencia se representa por el número de platos 

teóricos (N), que se calcula a partir de la siguiente ecuación: 

donde tr es el tiempo de retención y Wb es el ancho a la base del pico. 

En CPC se puede aplicar la misma ecuación, aunque por esta técnica no se 

tiene una columna real, sino una serie de canales conectados entre sí y parece ser 

que a lo más hay un plato teórico por canal 20. En la mayoria de los casos, se 

necesitan varios canales para formar un plato teórico. 

Reso/uC/on 

Para dos compuestos vecinos 1 y 2, la resolución (Rs) está en función del 

factor de selectividad (a), del número de platos teóricos (N) y del factor de 

retención (k'), siendo este último función de la constante de reparto K y de los 

volúmenes de FE y FM dentro de la columna VE y VM• 

El factor de selectividad es la relación de los coeficientes de reparto de dos 

solutos vecinos. En CLAE, K se reemplaza por el factor de retención k~ 

k' K I I 
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y 

donde t r es el tiempo de retención del soluto estudiado y to es el tiempo de elución 

de un soluto no retenido en la columna cromatográfica. 

Es posible entonces calcular la resolución a partir de la ecuación anterior: 

( I 
1 -(a-I'\I K ! 

R =-"N ~II I 
'4 a)K+Vu! 

l l· V I 
" E .J 

El valor de la relación de VM/VE es grande para CLAE (entre 13 y 20) Y no 

es importante en CPC (entre 0.25 a 1 para un volumen de FE entre 50 y 80% del 

volumen total de la columna). Esto significa que con el mismo factor de 

separación y constantes de reparto idénticas, la resolución es mucho más grande 

en CPC que en CLAE para un número de platos teóricos dado, es decir, el número 

de platos teóricos necesarios para tener una resolución determinada es menor en 

CPC que en CLAE. 

La figura 10 muestra que para cx=1.2, K= 1 Y N=1000, la resolución es de 

0.1 en CLAE (VE'" 7% del volumen total) y 1 en CPC (VE'" 65% del volumen total). 

Entonces, parar obtener una resolución de 1.5 se necesitan 190,000 platos teóricos 

en CLAE, mientras que 2,200 son suficientes en Cpe. 

Vemos así que el volumen de fase estacionaria en la columna CPC hace 

variar fuertemente la resolución, por lo que esta variable debe estar perfectamente 

controlada durante la optimización de las condiciones experimentales. 
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1.6 
! 
f 

1.2 ~ 

0.8 C 

1 L 
A 

0.4 E 

1 CPC 

O 

1 10 100 

0/0 VE 

Figura 10. Resolución en función del porcentaje de fase estacionaria para 
CLAE y para cpe. u. = 1.2, N = 1000, K = 1. 

Separación de fTavonoles. 

Desde hace aproximadamente 10 años y hasta la fecha, la mayoría de los 

análisis de los diferentes componentes de productos naturales se hacen por CLAE y 

los f1avonoles no son la excepción. 

Utilizando esta técnica, se han analizado diferentes plantas, alimentos y 

frutas. 
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A. Crozier y colaboradores21 hicieron un estudio comparativo de varias 

columnas cromatográficas y encontraron que para la separación de flavo no les los 

mejores resultados se obtenían con una columna Novapak C1S • 

La detección generalmente se hace por UV, pero cada vez se reportan más 

trabajos de CLAE acoplada a Resonancia Magnética Nuclear (RMN), o a 

Espectrometría de Masas (EM) para la identificación de los compuestos. 

En las Tablas 1 y II se describen algunos de los trabajos que se 

encontraron sobre la separación de f1avonoles por CLAE. 
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Tabla I. Separación de flavonoles reportadas por CLAE. 
- -----~------

, Muestra Tratamiento Columna FM 
i 

. Cistus laurifolus Extracción con Hypersil, MOS RP- H,O (0.5% de TFA)-
(Hojas)" CHCl3 e hidrólisIs. 8 MeOH-ACN-THF 

(68:6:6:20) ._-
Ginkgo biloba Extracción con Nucleosil 100-C18 A: Gradiente con H,O 
(Hojas)23 EtOH 80% e (0.5% ácido 

hidrólisIs. ortOfOSfórico), MeOH y 
THF 

, B: Gradiente con H,O 
(0.5% ácido 

¡ ortofOSfórico), ACN e 

I Isopropanol - THF 

I Caléndula Extracto con MeOH Aquapore C8 H,O - Isopropanol -
~ctnalis (flores)lO acuoso al 50% THF (10: 5:85) 

¡ Sambucus nigra Extracto con MeOH Aquapore C8 H,O - Isopropanol -
i (Flores)lO acuoso al 50% THF (12:4:84) 
I 

I Crataegus Hypersil ODS Gradiente con H,O Extracto con MeOH 
i (Hojas y Flores)24 acuoso al 80% (0.5% ácido 
, ortofosfórico), , 
¡ 

~OH - THF- ACN f- -- ----- --
! Jugo de naranja y Alícuotas de jugo Altima C18 H,O - (ácido fórmico 
! concentrado de diluidas en MeOH 0.2) - ACN-
i frutas comercial25 Isopropanol 

-- (19:23: 58L 

I Tabletas de Extracto con MeOH Shim-Pack H,O (H3P04 0.4 %) 
~angyannini'6 __ acuoso al 50% CLC-ODSC MeOH- (45: 55) 

I Cartamus Extracto con MeOH YWG-C,a H,O (H3P04 0.25 %) 
! Linctorius 
i (Flores)27 

acuoso al 70% MeOH (51.5:48.5) 

1G;nkgo Nloba Extracto con MeOH YWG-C '8 H,O (H3P04 0.2 %) 
~ojas)28 acuoso al 70% MeOH 50:50) --_. ----- ------- -------- -

- ----------
Detección Identificación 

I-::-JEstándar) ----
U.V. a 350 nm Quercetina, 
CCF ( Poliamida) Kaempferol, 

!lpigenina ___ 
- - --------

U.V. a 370 nm Quercetina, 
Complejación con Kaempferol 
A13+ Isoramnetina. 

---
U.V. a 340 nm Quercetina, 

Isoramnetina. 

U.V. a 340 nm Quercetina, 
Isoramnetina 
Rutina ---

U.V. a 260, 336 Y Quercetina, 
370 nm. Vitexina 

Isovitexina. 

-1------------ --
U.V. a 283 nm y Hesperidina, 
335 nm. Naringina 

Narirutina 
Roifolina 

---- . 
U.Va 254 nm Quercetma 

f-:-:-:-:-
U.V. a 360nm Quercetina, 

Kaempferol 
Rutina 

U.V. a 360 nm Quercetina 
_L ________ ~Kaempferol 

b. 

'" íb 
@ 
fE-:os 

~ 
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Tabla II. Separación de f1avonoles reportadas por CLAE con detección por EM. 

Muestra Columna 

Cistus Ladanifer Lichrosorb C18 

(Hojas)'9 
I 
I 

I 
ftu/a pubescens Spherisorb ODS-2 
y Betu/a pendu/a (Analítica) 

I (Hojas)30 )l Bondapak C18 

I (Preparativa) 
i 

, 
, 
, 

! Trifo/ium pratense 
I (trébol rOJo) 31 

ODS Hypersil 

i 
I 

¡ 
, 

I 
I Manzana, naranja Phenomenex RP 
I y peras (Pulpa)" C18 

I 
I 

I 

1 

I L ____ ._. __ ._. ______ 

Eluyente Detección 
. _. ~-------_ . 

H,O (acetato de U.V. a 350 nm 
amonio 0.1 M) MeOH - Espectrometría de 
ACN -THF masas (Impacto 
(56:16:6:22) electrónico)( EM-

lE) 

Gradiente de H,O (5% U.V. (arreglo de 
ácido fórmico) a diodos) 
Acetonitrilo (Analítico) RMN lH Y 13C 
Gradiente H,O (2.5% EM 
ácido acético) a EtOH 
96% (Preparativa) 

. __ ._---_._-1--------_.-
Gradiente de U.V. (arreglo de 
H,O(0.25%HOAc) a diodos) 
MeOH EM 

----
Gradiente con H,O U.V. (arreglo de 
(ácida fórmico1 %) - diodos) 
MeOH. EM 

Está, ndares Fragmentos de 

Apigenin 
I detección -i 

a. M+', [M - 1r, 

Qu< 
Kae 
Nal 
Mir 

l--
Dai 
Dai 
Gel 
ger 
Qu< 
Bio 

[M - H,Or', 
[M - cot, 
[M - CHOr, 
[M - OCH3]", 
r~.-CH3COL_ 

na, I M+. 
rol, 

nina 
a 

---.-+ -i 
[M+Hr, [M+Nar 

a, 
a, 
a, 
na, 
na e 
etrina Iso, ___ 

Mir 
Qu< 
Nal 
Lut 
He! 
Kae 
Api 

a, I [M - HJ o M' 
na, 
ina, 

ina, 
rol, 
a 

Iso _ . __ ._. __ ._. __ .. _. _____ . __ L'_ etina 

h 

'" Ol' 
@ 
~ 
'" ~ 



Antecedentes 

Separaciones por Cromatograña de Partición Centrífuga. 

Usando estas técnicas tanto en sus versiones antiguas como en sus 

versiones modernas, se han separado algunos flavonoles. Enseguida se resumirán 

estos trabajos. 

Usando la cromatografía a contracorriente de goteo (Deee) y el sistema 

bifásico cloroformo / propanol / metanol / agua (5:1:6.4 % v/v/v/v) en modo 

descendente con un flujo de 14 mL/hora (300 tubos) se separaron kaempferol y 

de quercetina en forma glicosídica partir de extractos purificados de Ginkgo 

Biloba33
• 

Este mismo extracto también se ha analizado por ee~4 usando el sistema 

bifásico cloroformo-metanol-agua (4:3:2 % v/v/v); usando una columna de 240 

mL de volumen total, se lograron separar la isoramnetina, kaempferol y quercetina, 

en un volumen de análisis total de 200 mL. 

Este sistema bifásico fue empleado por los mismos autores para separar 

los componentes de un extracto de espino, de donde se identificaron a la 

isoramnetina ya la quercetina35
• 

Del extracto de Ginkgo Biloba se separó por eee un glicósido de 

kaempferol y de quercetina usando gradiente de elución con agua como FE y 

acetato de etilo y 2-butanol como FM36
• 

Los estándares de quercetina y rutina se separaron por eee con el sistema 

bifásico acetato de etilo - etanol - solución acuosa de NaOH 0.007M (2:1:2 % 

v/v/v), usando la fase orgánica como FM (modo ascendente). En estas 

condiciones, la quercetina eluye primero y después la rutina37
• 
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Usando el sistema bifásico metiletilcetona (MEK) - agua/ se separaron 

6 estándares de flavonoles/ entre ellos el kaempferol y la quercetina/ así como sus 

derivados glucosídicos38
• 

Usando la Cromatografía de Partición Centrífuga/ sólo se ha reportado la 

separación de estándares de hesperetina/ kaempferol y quercetina/ con el sistema 

bifásico cloroformo - metanol - agua. Cabe destacar que en este artículo hacen la 

comparación de la separación de estos estándares usando la Cromatografía de 

Partición Centrífuga/ la Cromatografía a Contracorriente de Goteo y la 

Cromatografía a Contracorriente de Rotación Locular9
. 

Recientemente/ en nuestro laboratorio se separaron algunos flavonoles 

glicosídicos de kaempferol y quercetina presentes en extractos de Ginkgo biloba. 

En este caso se usaron dos sistemas bifásicos: acetato de etilo - etanol - agua 

(2:1:2 % v/v/v) y gradiente de elución con agua como fase estacionaria y n

hexano/ acetato de etilo, isobutanol como fases móviles40
• 

Como puede observarse/ son muy pocos 105 trabajos donde se reporta la 

separación de flavonoles empleando CPC y hasta donde se hizo la revisión para 

este estudio, no se encontró ningún trabajo acerca de la Caléndula officinalis. 

Por otro lado, como puede observarse, en varios de los sistemas bifásicos 

se utilizan disolventes dorados. Puesto que estos dañan la tubería de teflón, es 

conveniente sustituir este disolvente por algún otro 38. 

Es por eso que en este trabajo proponemos la separación de quercetina e 

isoramnetina de un extracto hidrolizado de Caléndula officinalis por Cromatografía 

de Partición Centrífuga. 
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PARTE EXPERlMENTAl 

Material y equipo 

Todos los disolventes utilizados fueron grado cromatográfico o grado 

reactivo de Baxter (E. U. A.), Prolabo (Francia), EM Science e INDEQ. Algunas 

veces se utilizaron disolventes grado técnico y en este caso se destilaron 

previamente. 

Los estándares de Kaempferol y Quercetina fueron de Sigma-Aldrich 

(E. U. A.). 

Las flores de caléndula officinalis se obtuvieron en el mercado Martínez de 

la Torre en la Ciudad de México. 

Para la cromatografía en capa fina, se usaron cromatofolios de sílica gel 

60 F254 con un espesor de capa de 0.2 mm de Merck (Alemania). 

Para el análisis por CLAE se utilizó un cromatógrafo de líquidos maraca 

Waters (E. U. A.) modelo 2487, equipado con dos bombas Modelo 515, inyector de 

válvula "Rheodine" con bucle de inyección de 20 >LL Y detector UV-Visible modelo 

2487. 

Para la separación por CPC se utilizó el mismo equipo, con una columna 

fue de partición centrífuga de Sanki Enginneering LTD (Kioto, Japón), con un 

volumen total de 230 mL. El bucle de inyección fue de 0.7 mL. 

Equipo de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) marca Varian modelo 

Unity 300 (E.U.A.) de 300 MHz. Se utilizó CDCb para los espectros de lH . 



Parte experimental 

Espectrómetro de Masas (EM) marca JEOL, modelo JM5-505 HA (Japón). 

La muestra se introdujo directamente usando la técnica de bombardeo rápido de 

átomos (FAB). 

Preparación del extracto. 

En un matraz erlenmeyer provisto de agitación magnética se pusieron 2 g 

de pétalos secos y pulverizados de las flores de caléndula officinalis en 50 mL de 

etanol acuoso al 70%. La mezcla se dejó en agitación durante 4 horas y después 

se filtró y el filtrado se sometió a una hidrólisis ácida durante 3 horas, agregando 

10 mL de una disolución de H2S04 al 30% en EtOH. Al término de la hidrólisis, se 

evaporó la mayor cantidad de EtOH y el residuo se neutralizó a pH 6-7 con una 

solución saturada de KOH, el precipitado obtenido se filtró y se redisolvió en 

AcOEt, se volvió a filtrar y se evaporó a sequedad. 

Para su análisis, el extracto se disolvió en la fase móvil (10 mL para CPC y 

100 mL para CLAE). 

Análisis por CPC 

En este estudio se utilizaron dos sistemas bifásicos diferentes 

AcOEt - EtOH - H20 2:1:2 (% v/v/v) y THF - DMSO - H20 59.2:16.2:25.6 (% 

v/v/v). 

Con el rotor apagado, la columna se llenó con 50% de cada una de las 

fases a un flujo de 10 mL/min , dejando eluir 100 mL de la mezcla para verificar 

que la relación de fases fuera la misma. Después, se paró el flujo y se encendió el 

rotor a una velocidad (m) de 1400 rpm. Después, se ajustó el flujo de fase móvil 

(FM) a 5 mL/min en modo descendente. Para un volumen de inyección de 0.7 mL, 

ésta se hizo a través del inyector. Cuando se inyectaron 10 mL, éstos se 

introdujeron al sistema cromatográfico a través de la bomba utilizando otra vía 
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(vía C). En este caso, una vez equilibrada la columna el flujo se puso a 1 mL/min y 

se hizo pasar la muestra seguida de la fase móvil, manteniéndose el mismo flujo 

por cinco minutos más (tiempo de inyección). Pasado ese tiempo, se aumentó el 

flujo a 5 mL/min y éste se mantuvo durante todo el análisis. Después de cierto 

tiempo de análisis, la elución se cambió a modo ascendente siendo ahora la fase 

móvil la fase acuosa. 

Para la detección por UV-Vis (300 nm), se colocó una válvula divisoria 

(1:10) entre la salida de la columna y la entrada del detector. Por otro lado, se 

colectaron fracciones de 25 mL de eluyente para posterior análisis por CLAE. 

Análisis por CLAE. 

Se utilizó una columna Hypersil Elite C18 (150 X 4.6 mm d. i.) con un 

tamaño de partícula de 5 ¡¡.m. El flujo fue de 1 mL/ min y la detección UV a 

300 nm. El gradiente de elución utilizado se describe en la Tabla III. 

Tabla III. Gradiente de elución utilizado. 

Tiempo I Agua (%) Acetonitrilo (%) 

(minutos) I (0.1% TFA) 

O 95 5 

5 95 5 

10 95 5 

15 70 30 

20 70 30 

25 60 40 
~""-~ ~~--"~~ 

30 O 100 ===J 
35 O 100 
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RESüi.. TADOS y DISCüSION. 

Preparación del extracto. 

Antes de determinar las mejores condiciones de separación, fue necesario 

obtener el extracto de las flores de Caléndula officinalis. En la bibliografía se 

reporta el uso de disolventes clorados para obtener estos extractos. Sin embargo, 

en nuestro caso no es conveniente usar este tipo de disolventes porque se podría 

dañar la columna de cromatografía de partición centrífuga. 

Es por eso que se estudió la extracción de los principios activos de nuestro 

interés usando diferentes disolventes no clorados, tanto polares (agua y alcoholes) 

como apolares (n-hexano). Por otro lado, para saber en qué tiempo se extraía la 

mayor cantidad de componentes sin que hubiera descomposición de los mismos, 

se varió el tiempo de agitación desde cinco minutos hasta 24 horas. Todos los 

experimentos se hicieron a temperatura ambiente. 

A todos los extractos obtenidos se les hizo cromatografía en capa fina 

(CCF) sobre placas de sílica gel usando diferentes eluyentes y diferentes 

reveladores, siendo éstos universales (yodo y H2S04 disuelto en etanol) y 

específicos como vainillina (para terpenos), ácido pícriCO (para glicósidos), ácido 

p-toluensulfónico (para esteroides y flavonoles), cloruro de aluminio (para 

f1avonoles), p-anisaldehido (para fenilhidrazonas y glicósidos) y ácido 

tricloroacético (para glicósidos). 

Los resultados se resumen en la Tabla IV, en donde únicamente se 

muestra el mejor tiempo de agitación para cada disolvente y se indica el o los tipos 
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Resultados y discusión 

de compuestos extraídos, de acuerdo al revelador con el que se obtuvieron más 

intensas las manchas (mayor respuesta). 

Tabla IV. Obtención del extracto de flores de Caléndula officinalis. 

Disolvente de Tiempo de Eluyente 
I 

Principales 
extracción agitación (CCF) compuestos i 
n-Hexano 4 horas n-Hexano / AcOEt I ---

I (70-30 % v!v) I 

Tolueno 5 horas n-Hexano / AcOEt 
I 

Terpenos 
i (70-30 % v/v) 

ACüEt 2 horas I n-Hexano / AcOEt I (70-30 % v/v) 
Terpeno 

THF I 7 horas i n-Hexano / ACüEt I Terpenos 
I I (70-30 % v/v) I 

Acetona i 2 horas i n-Hexano / ACüEt i Terpenos 
i (70-30 % v/v) ! Glicósidos 

Etanol i 4 horas n-Hexano / ACüEt Terpenos, 
(50-50 % v!v) Flavonoles 

Glicósidos 

Metanol 
I 

8 horas n-Hexano / ACüEt 
I 

Terpenos 
(30-70 % v/v) Flavonoles 

I i Glicósidos 

Etanol/Agua 

I 

4 horas AcüEt/ EtOH i Terpenos 
(70-30 % v/v) (70-30 % v!v) 

I 
Flavonoles 
Glicósidos 

Como puede observarse, los flavonoles glicosídicOS se obtienen con 

disolventes polares (desde acetona hasta mezcla etanol/agua) y es con esta 

última mezcla con la que se obtiene una mayor cantidad (las manchas obtenidas 

son más intensas). 

Es por eso que el extracto se hizo con la mezcla Etanol - Agua 70-30 

(% v/v) agitando durante cuatro horas a temperatura ambiente. En estas 

34 

I 

I i 
i 

i 
i 

I 



-------------------------------

Resultados y discusión 

también se extraen los terpenos, pero al ser de diferente polaridad, se pueden 

separar cromatográficamente. 

Como se mencionó anteriormente, los principales f1avonoles se presentan 

unidos a diferentes azucares. Es por eso que para obtener los f1avonoles libres 

(aglicones) se hizo una hidrólisis ácida. Esta se hizo en presencia de ácido sulfúrico 

con calentamiento a reflujo durante 3 horas. Después, la solución se neutralizó y 

se eliminó el etanol por evaporación. Al residuo se le añadió agua (para solubilizar 

los azúcares) y el precipitado formado (aglicones) se separó por filtración y 

después se redisolvió en acetato de etilo, el cual se eliminó antes de su análisis. 

Inicialmente se pensó redisolver el precipitado directamente con la fase 

móvil, pero se observó que al disolverlo en la mezcla acetonitrilo - agua y en la 

fase móvil para la CPC, los resultados eran diferentes (diferente composición del 

extracto). Es por eso que el filtrado obtenido por hidrólisis se disolvió primero en 

AcOEt (que fue el mejor disolvente para nuestros compuestos de interés), y 

después de eliminar éste, redisolverlo ahora sí en la FM a utilizar, en este caso, 

mezcla acetonitrilo agua 50-50(% v/v). 

Es importante hacer notar la importancia de controlar el pH al momento de 

neutralizar, ya que pequeñas variaciones del mismo modifican la composición del 

extracto. 

Análisis por ClAE 

Para saber si se obtenía o no una buena separación por CPC, era necesario 

contar con un control. Como se mencionó anteriormente, una de las técnicas de 

separación más utilizadas para este tipo de compuestos es la CU\E. 

En nuestro laboratorio, se contaba con un método de separación para 

f1avonoles glicosídicos40
• Este se modificó un poco, tomando en cuenta que en 
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Resultados y discusión 

este caso se trataba de los flavonoles libres. En la figura 11a se muestra el 

cromatograma para el extracto obtenido. 

Sobre el cromatograma se observa un pico mayoritario, que se supuso era 

la Isoramnetina (pico 8), ya que es el aglicón más abundante en las flores de 

Caléndula officinalis. Desafortunadamente no se contaba con este estándar para 

poder confirmarlo, por lo que se tuvo que identificar por otras técnicas como 

Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de lH y Espectrometría de Masas. 

Los terpenos coextraídos con los flavonoles, al ser de naturaleza más 

apolar, deberían eluir después. Efectivamente, estos compuestos eluyeron a partir 

de los 28 minutos, como se observa en la figura. 

De acuerdo a su estructura, la Quercetina (segundo flavonol más 

abundante) debería salir antes que la lsoramnetina. Se inyectó un estándar de 

Quercetina en las mismas condiciones que el extracto y se observó que este 

corresponde al pico número 6 del extracto con tiempo de retención de 19.9 min 

(figura llb). 
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Figura 11. Separación por CLAE. (a) Extracto hidrolizado de las flores de 
Caléndula officinalis. (b) Estándar de Quercetina, (tr = 19.9 min). Condiciones 
de separaCión descritas en la parte experimental. 
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Separación por Cpc. 

Una vez establecidas las condiciones para el análisis por CLAE, se buscaron 

las condiciones de separación por CPC para el mismo extracto. El primer sistema 

bifásico estudiado fue n-Hexano - AcOEt - MeOH - H20 1:1:1:1(% v/v/v/v). 

Cuando se utilizó la fase orgánica como FM (modo ascendente), los compuestos 

eluyeron prácticamente en el tiempo muerto es decir, no hubo retención. Al 

contrario, cuando la FM fue la fase acuosa (modo descendente), los sol utas 

eluyeron inmediatamente después de la inversión es decir, éstos presentaban una 

gran preferencia por la fase orgánica y casi no había interacción con la fase 

acuosa. 

Tratando de hacer menos polar la fase inferior y menos apolar la superior, 

se añadió THF al medio, ya que éste se distribuye de la misma manera entre las 

2 fases (sistema n-Hexano - AcOEt - THF - MeOH - Agua 1:1:1:1:1 (% v/v/v/v/v). 

Sin embargo, los resultados siguieron siendo los mismos. 

Tratando de hacer más homogénea la polaridad de las fases, se probó el 

sistema AcOEt - BuOH - MeOH - Agua 1:1:1:2 (% v/v/v/v) sin resultado alguno, 

además este sistema bifásico fue muy inestable en el sistema cromatográfico. 

Con todos los sistemas anteriores, se observó preferencia de los 

componentes del extracto por la fase orgánica. 

Sistema Acetato de Etilo - Etanol - Agua. 

En estudios hechos anteriormente en nuestro !adoratorio40 se utilizó el 

sistema bifásico formado por AcOEt, EtOH y Agua en proporciones 2:1:2 (% 

v/v/v). 

Este sistema se usó para analizar el extracto hidrolizado. Se inyectaron 

0.7 mL de la muestra disuelta en la fase superior del sistema (fase rica en AcOEt y 
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Resultados y discusión 

EtOH). En este caso se empleó un modo dual de elución, empezando en modo 

descendente (FM inferior, rica en Agua y EtOH) Y después de 120 minI en modo 

ascendente (FM superior). 

Puesto que en el mismo análisis ambas fases se iban a usar como 

estacionaria y móvil, la columna se llenó con 50% de cada una de las fases. 

El cromatograma obtenido se presenta en la figura 12. 
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Figura 12. Análisis por epe del extracto hidrolizado de flores de Caléndula 
officinalis. Sistema bifásico AcOEt - EtOH - Agua 2:1:2 C% v/V/v) Modo de 
elución descendente con inversión a los 120 mino (0= 1200 rpm, 
flujo = 5 mL/min, inyección = 0.7 mL y detección de UVa 300 nm. 

En este caso se observa que prácticamente todo eluye después de la 

inversión, obteniéndose 2 picos. El eluyente de cada pico se colectó y se analizÓ 

por CLAE. 
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Resultados y discusión 

La figura 13 representa el cromatograma correspondiente al segundo pico 

y como puede observarse, este corresponde a la Quercetina y a la Isoramnetina, 

es decir, no hubo separación. 
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Figura 13. Análisis por CLAE del eluyente del segundo pico del análisis por Cpe. 
Condiciones cromatográficas descritas en la parte experimental. 

Con este sistema bifásico sólo se pudieron separar los flavonoles de 

nuestro interés de 105 demás componentes del extracto, pero no se separaron 

estos flavonoles entre ellos, ni aún cuando se aumentó el tiempo de elución antes 

de invertir. 

Sistema THF - DMSO -Agua. 

De los resultados anteriores, supimos que para llevar a cabo la separación 

se debería utilizar un sistema en donde las dos fases tuvieran poca diferencia en 

polaridad entre sí. 
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Resultados y discusión 

Por otro lado, se sabía que el THF, el DMSO y el agua mezclados en ciertas 

proporciones forman 2 fases y que en ambas se encuentra los 3 disolventes en 

diferentes proporciones, es decir la diferencia de polaridades entre las 2 fases no 

es muy grande. 

Como el problema era separar los dos f1avonoles, estas pruebas se hicieron 

con estándares de Quercetina y Kaempferol. Este último se utilizó en vez de la 

Isoramnetina, ya que no se contaba con ella. De acuerdo a su estructura (figura 

4), el Kaempferol debería eluir entre la Quercetina y la Isoramnetina si se 

separaban los dos estándares, se separarían los f1avonoles presentes en el 

extracto. 

Se utilizaron diferentes cantidades de los disolventes y los mejores 

resultados se obtuvieron cuando se mezclaron 59.2% de THF, 16.4% de DMSO y 

24.3% de Agua. 

Este sistema bifásico se usó para el análisis por CPC, la elución fue en 

modo dual empezando en modo descendente (FM rica en Agua y DMSO) y 

después de 100 minutos, inversión a modo ascendente (fase móvil rica en THF). 

En la figura 14 se representan los análisis de Kaempferol, Quercetina y la 

mezcla de estos 2 analitos. 
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Figura 14. Separación por epe de los estándares (a) Kaempferol, (b) 
Quercetina, (e) mezcla de Kaempferol y Quercetina. Sistema bifásico, THF -
DMSO - Agua 59.2: 16.4:24.3(% v/v/v). Modo de elución descendente, 
inversión a los 100 minutos. ü) = 1400 rpm. FluJo = 5 mL/min. Detección UV a 
300 nm. V. de inyección = 0.7 mL (concentración aproximada de cada 
estándar 2 mg/mL). 
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Como se observa, con este sistema bifásico se logran separar la Quercetina 

y el Kaempferol. 

Con estos resultados alentadores, decidimos analizar el extracto hidrolizado 

usando las mismas condiciones. 

Así, primero se inyectaron 0.7 mL de una solución del extracto en 

concentración aproximada de 3 mgfmL. El cromatograma obtenido se presenta en 

la figura 15. 
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Figura 15. Análisis por CPC del extracto de Caléndula officina/is. Sistema 
bifásico, THF - DMSO - Agua 59.2:16.4:24.3(% v/V/v). Modo de elución 
descendente, inversión a los 100 minutos. co = 1400 rpm. Flujo = 5 mL/min. 
Detección UVa 300 nm. V. de inyección = 0.7 mL (concentración aproximada 
de extracto 
3 mgfmL). 

En este caso se observa únicamente un pico después de la inversión. Se 

colectó este pico y se analizó por CLAE, éste correspondió a la Isoramnetina 

(figura 16). 
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Figura 16. Análisis por CLAE de la fracción de Isoramnetina obtenida del análisis 
por Cpc. (Condiciones descritas en la parte experimental.) 

Se hicieron varias inyecciones en las mismas condiciones y los resultados 

fueron los mismos. 

Suponemos que a los niveles de concentración con que se trabajaron, la 

Quercetina no es detectable. 

Por este motivo y porque el objetivo era inyectar grandes cantidades, se 

inyectaron 160 mg de extracto hidrolizado disuelto en 10 mL de la fase superior 

del sistema bifásico. 

En este caso la inyección se hizo a través de la bomba a un flujo de 

1 mL/min y la inversión se hizo hasta que eluyó el pico mayoritario. En estas 

condiciones se obtuvieron 5 picos siendo el último el mayoritario que terminó de 

eluir a los 220 min, tiempo en que se hizo la inversión, obteniéndose un pico más 

(figura 17). 
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Figura 17. Análisis por epe del extracto de Caléndula officinalis. Sistema 
bifásico, THF - DMSO - Agua 59.2:16.4:24.3(% v/V/v). Modo de elución 
descendente, inversión a los 100 minutos. ro = 1400 rpm. Flujo = 5 mLjmin. 
Detección UVa 300 nm. V. de inyección = 10 mL (concentración aproximada 16 
mgfmL). 

Si en modo descendente eluye primero la Isoramnetina, en modo 

descendente debe eluir primero la Quercetina. 

Se colectaron fracciones de los últimos 2 picos antes de la inversión y se 

analizaron por CLAE. Efectivamente, el pico IV corresponde a la Quercetina y el 

pico mayoritario V a la Isoramnetina (figura 18). 

Se volvió a inyectar otra muestra del extracto en las mismas condiciones y 

en este caso también se obtuvieron 5 picos, pero la proporción de los primeros 

picos cambió (figura 19). 

Se hicieron varias inyecciones, cuidando todas las variables y se observó 

que el valor final de pH de la solución resultante de la hidrólisis influye mucho 

sobre la composición del extracto obtenido, sobre todo de los compuestos que 

eluyen primero (más polares). Sin embargo este hecho no influyó mucho en la 

cantidad obtenida de los flavonoles de nuestro interés, ya que el tamaño de los 

picos correspondientes a nuestros compuestos casi no varió. 
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Figura 18. Análisis por CLAE de las fracciones obtenidas por CPe. La fracción IV 
corresponde a la Quercetina y la fracción V a la Isoramnetina. (Condiciones 
descritas en la parte experimental). 

46 



Resultados y discusión 

v 

95D-" 

700.0 

II -E 
~ 
~ 

450-" 
1 

200-" 

28-" 56.0 84-" 112.0 140.0 168.0 196.0 2'24-" 251.0 28(1.0 
Tiempo (Min) 

Figura 19. Análisis por epe del extracto de Caléndula officinalis. Sistema 
bifásico, THF - DMSO - Agua (59.2:16.4:24.3). Modo de elución descendente, 
inversión a los 100 minutos. m = 1400 rpm. Flujo = 5 mL!min. Detección UV a 
300 nm. V. de inyección = 10 mL (concentración aproximada 16 mgfmL). 

Con las condiciones experimentales encontradas, se analizó por CPC una 

mayor cantidad del extracto, 600 mg de extracto disuelto en 10 mL de fase 

superior del sistema bifásico. 

Como se observa en la figura 20, el perfil obtenido fue el mismo para los 

compuestos de interés. 

Cabe señalar que entre la salida de la columna y el detector hay una 

válvula de división de flujo y esta se abrió completamente para este análisis, por lo 

que muy poca cantidad pasó al detector, debido a la gran cantidad de muestra. 
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Figura 20. Análisis por epe del extracto de Caléndula offícinalis. Sistema 
bifásico, THF - DMSO - Agua 59.2:16.4:24. 3(% v/vjv). Modo de elución 
descendente, inversión a los 100 minutos. ro = 1400 rpm. Flujo = 5 mL!min. 
Detección UVa 300 nm. V. de inyección = 10 mL (concentración aproximada 600 
mg en 10 mL). 

Con el sistema bifásico THF - DMSO - Agua (59.2:16.4:24.3) se logró 

establecer un método de separación preparativa para la Isoramnetina y la 

Quercetina presentes en el extracto hidrolizado de flores de Caléndula offícinalis. 

Sin embargo, hasta ahora se ha dicho que se trata de la Isoramnetina 

basándonos en que es el compuesto que debe encontrarse en mayor porcentaje. 

Sin embargo para comprobar que efectivamente se trata de este compuesto, se 

colectó la fracción correspondiente a este pico mayoritario del análisis por CPC y 

se evaporó el disolvente. 

A partir de 600 mg de muestra se obtuvieron 2 mg de cristales amarillos 

(con residuos de DMSO) que se analizaron por RMN lH Y Espectrometría de masas 

(figuras 21 y 22). 
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La diferencia entre la Quercetina y la Isoramnetina es la presencia de un 

grupo OCH3 en lugar de un OH (figura 4). 

Si la molécula tiene un grupo metoxi, en RMN lH debe aparecer una señal 

correspondiente al metilo unido a O-fenilo. Esta señal la tenemos a 3.82 ppm. 

También se tienen 4 señales que desaparecen al añadir agua deuterada a la 

muestra y que corresponden a los grupos OH. 

En el análisis por Espectrometría de Masas, se tiene el ion M+1 de 317, 

que coincide con la masa molecular de la Isoramnetina (316). 
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Figura 21. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de lH del pico mayoritario 
obtenido del análisis por CPC. 

-"', ,_.;," .-"', 
,-' :.--.:: -". '-'. 

49 



% Abundanda ... 

ro 

---_._--

Resultados y discusión 

}'1IJ j!lB 

180 l~ 200 >11U 

Figura 22. Espectro de Masas del pico mayoritario obtenido del análisis por (pe. 

Con estos resultados se confirma que el pico mayoritario corresponde 

efectivamente a la Isoramnetina. 

De esta manera se desarrolló un método de separación de los flavonoles 

que se encuentran en un mayor porcentaje en un extracto hidrolizado de las flores 

de Caléndula officinaJis. La separación se hizo con 600 mg de muestra, sin ser las 

condiciones de saturación de la columna, por lo que pOdría analizarse una mayor 

cantidad de muestra. 
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CONCLUSIONES 

Utilizando la Cromatografía de Partición Centrífuga, se desarrolló un 

método de separación a escala preparativa de la Isoramnetina y de la Quercetina, 

flavonoles de mayor contenido en un extracto hidrolizado de flores de caléndula 

officinalis. 

Usando el sistema bifásico THF - DMSO - Agua 59.2:16.4:24.3 C% v/v/v), 

se analizaron 600 mg de extracto obteniéndose 2 mg de Isoramnetina. La 

separación se llevó a cabo en 5 horas utilizando un volumen de aproximadamente 

1.5 Litros. Comparado con otras técnicas cromatográficas, se tienen un tiempo y 

volumen de análisis grandes. Sin embargo, cuando se compara con las técnicas 

normalmente utilizadas en la obtención de productos naturales (extracciones 

líquido-líquido y cromatografía en columna abierta), estos valores resultan 

pequeños, ya que en las técnicas antes mencionadas, para obtener la misma 

cantidad de compuesto, se necesitan más de 10 litros de disolventes y al menos 2 

días de análisis cromatográfico. 

La identificación de la Quercetina se hizo con estándar y la de la 

Isoramnetina por Resonancia Magnética Nuclear de lH y por Espectrometría de 

Masas. 

En las condiciones que se utilizaron en este trabajo, no se llegó a la 

saturación de la columna, por lo que es posible aumentar la cantidad de muestra 

por analizar. 

Para completar este trabajo, será necesario determinar la concentración 

límite de análisis y si el método funciona para un extracto sin hidrolizar, tomando 



Conclusiones 

en cuenta que estos f1avonoles se presentará el inconveniente de que se 

encontraron unidos a diferentes azúcares. 
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