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1. INTRODUCCION

Los radicales libres (RL) son especies quimicas que poseen uno 0 mas

electrones desapareados y son capaces de existir independientemente. Se
pueden formar por diversos mecanismos como ganancia o pérdida de un electron
o por la ruptura homolitica de una molécula. Son altamente reactivos e inestables,
y tienden a remover un electron de otras moléculas. Para obtener mayor
estabilidad se adicionan a otra molécula y actian como agentes oxidantes o
reductores (Houghton y Mukherjee, 2009; Halliwell, 2006).

Los RL mas importantes desde el punto de vista biolégico son los derivados
del oxigeno y del nitrogeno, aunque también destacan los derivados del hidrégeno
y del carbono, asi como, los formados por metales de transicién como el hierro y el
cobre, entre otros. La expresion “Especies Reactivas de Oxigeno” (ERO) es un
término que involucra no solo a los RL derivados del oxigeno, sino también a los
no radicales derivados de la reduccién molecular del oxigeno y que ademas son
muy reactivos. Las principales ERO son los que se producen por la ruptura o la
excitacion del oxigeno [oxigeno atomico (O), ozono (O3) y singulete de oxigeno
(*0,)] vy las parcialmente reducidas [anion superéxido (O,°), peréxido de
hidrogeno (H.0O,) y radical hidroxilo (OH®)] (Sawyer, 1988; Moure et al., 2001;
Céardenas-Rodriguez y Pedraza-Chaverri, 2005).

A continuacion se describen las especies reactivas y los RL de mayor

importancia a nivel biologico.

> Singulete de oxigeno (*O,)

El 'O, se forma cuando uno de los electrones desapareados del oxigeno
absorbe energia e invierte su rotacion. Existen dos formas del singulete de
oxigeno; la sigma () que conserva dos electrones desapareados en los orbitales
moleculares externos 2m* y es un RL, y la delta (A) que posee dos electrones,
apareados en un solo orbital 21T y no es un RL. Se ha estimado que la vida media
de este radical es de 10° s. Dependiendo de la naturaleza de la matriz que se

encuentre a su alrededor puede interactuar con otras moléculas por la
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transferencia de su energia de excitacion. Por combinacion quimica es capaz de

reaccionar con la mayoria de los compuestos celulares y puede oxidar
directamente a las proteinas, al DNA y a los lipidos (Diplock, 1998; Halliwell,
2006).

> Anion superéxido (0,°)

El O,° se forma por la reduccion univalente del O, y es la primera especie
reactiva que se forma durante dicha reduccién. En condiciones normales el 0,°
es producido por diversos sistemas enzimaticos tales como el sistema
xantina/xantina oxidasa (OX), la ciclooxigenasa, la lipooxigenasa, la nicotinamida
adenina dinucleotido fosfato (NADPH) oxidasa, la Oxido nitrico sintasa y el
citocromo P450. Sin embargo, la cadena de transporte de electrones es la fuente
mas importante de generacién del O,° (Xiong et al., 2007).

> Radical hidroxilo (OH®)

El radical OH® es altamente reactivo, es la principal ERO que ocasiona dafio
celular ya que reacciona rapidamente con casi todas las moléculas biologicas.
Esta especie se puede formar por la ruptura homolitica de la molécula de agua;
por radiacion de alta energia (rayos X); durante la division del H,O, por la reaccién
de Haber-Weiss o cuando el H,O, acepta un electron desapareado de un metal de

transicion formandose el OH® y el ion hidroxilo (OH ) (M’bemba et al., 2007).

» Peré6xido de Hidrégeno (H205,)

El H,O, no es un RL sin embargo, su importancia reside en que el H,0,
participa en numerosas reacciones que dan lugar a la generacion de radicales
libres. Posee una gran lipofilicidad que le permite atravesar con facilidad las
membranas biologicas y difundirse a los organelos, dando lugar a una reaccion de
oxidacion que genera el OH® (Cheeseman y Slater, 1993; Frei, 1994). Las
principales fuentes de formacion de H,O; son la reduccion univalente del oxigeno

molecular y la dismutacién del O,® (Sawyer, 1988; Fridovich, 1997).




T
> Oxido nitrico (NO)

Es sintetizado por la 6xido nitrico sintasa, aunque es un RL poco reactivo, es
precursor de otras especies reactivas de nitrdgeno entre las que se encuentran el
peroxinitrito, el acido peroxinitroso, el dioxido de nitrégeno y el trioxido de
dinitrogeno. Ademads, es capaz de formar complejos con los iones metalicos del
grupo hemo. El 6xido nitrico a concentraciones elevadas genera metabolitos que
pueden reaccionar con el O, el HO, y el O,® inactivando enzimas y

reaccionando con los acidos nucleicos (Bredt et al., 1991; Lamas et al., 1992).

» Anion peroxinitrito (ONOO_)

El NO°® reacciona con el O,° formando el anién ONOO , un intermediario
oxidante que puede protonarse y descomponerse con facilidad. Este anion tiene la
capacidad de modificar moléculas biologicas por oxidacion o por nitracion
(Cassina y Radi, 1996; Turrens, 2003).

Durante su descomposicion a pH fisiolégico, el ONOO puede producir algunos
RL. Estos productos se forman por medio de dos mecanismos, el primero implica
la protonacion del ONOO™ para formar el acido peroxinitroso (ONOOH); este acido
por descomposicién homolitica genera el radical diéxido de nitrégeno (NOy®) y el
OH?®. El segundo mecanismo implica una reaccioén entre el ONOO vy el diéxido de
carbono (CO,) para formar nitrosoperoxocarbonato (ONOOCO, ), el cual se
descompone para dar lugar al NO; y al radical carbonato (CO3®) (Xiong et al.,
2007; Pacher et al., 2007).

Finalmente, el anién superéxido es uno de los principales RL producidos por
los organismos aerdbicos como un subproducto durante la reduccion del oxigeno
molecular en las mitocondrias. En promedio, una célula utiliza 10** moléculas de
O, por dia 'y se estima que el 1% del oxigeno molecular formara ERO, por lo tanto,
aproximadamente 10™ ERO se producen por cada célula en un dia. Las células
normalmente emplean multiples mecanismos de defensa contra el dafio inducido
por los RL (Houghton y Mukherjee, 2009).
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Cuando el aumento del contenido intracelular de ERO sobrepasa las defensas

antioxidantes de la célula se produce un estrés oxidativo capaz de inducir dafio a
moléculas biolégicas como lipidos, proteinas y acidos nucleicos. El estrés
oxidativo es un desequilibrio en la generacién de especies oxidantes (RL y otras
especies reactivas) y la capacidad de los sistemas de defensa del organismo para
hacer frente a la agresion oxidativa. Se presenta en diversos estados patologicos
en los que se altera la funcionalidad celular contribuyendo, de esta manera, al
desarrollo de enfermedades degenerativas como la aterosclerosis, enfermedad de
Parkinson, Alzheimer, esclerosis multiple, cataratas, retinopatia diabética, asma,
infarto al miocardio, hipertensién, miocardiopatia, cirrosis hepética, pancreatitis,
insuficiencia renal, nefrotoxicidad, isquemia y cancer, entre otras (Gutteridge y
Halliwell, 1990).

Por otra parte, para evitar los efectos toxicos de las ERO las células cuentan
con defensas antioxidantes. Se conoce como antioxidante a cualquier sustancia
gue, cuando esta presente en bajas concentraciones con respecto al sustrato
oxidable retrasa o inhibe significativamente la oxidacion de este sustrato (Diplock
et al., 1998). Las sustancias antioxidantes se han clasificado en dos principales
sistemas: el sistema enzimatico y el sistema no enzimatico (enddégeno y exdgeno,
respectivamente). Ambos sistemas actian tanto en el espacio intracelular como en
el extracelular (Clarkson y Thompson, 2000; Houghton y Mukherjee, 2009).

El sistema de defensa correspondiente a las enzimas antioxidantes o
enddgenas esta formado por agentes antioxidantes de bajo peso molecular como
la superdxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT), la glutatién peroxidasa (GPx),
la diaforasa (DT) y el glutation (GSH). Algunos sistemas enzimaticos tales como
SOD y CAT actuan especificamente contra las ERO mientras que, algunos otros
reducen tioles (Houghton y Mukherjee, 2009).

Cabe mencionar que estos sistemas enzimaticos antioxidantes dependen de
otros nutrientes esenciales por ejemplo, la glutation peroxidasa requiere

cantidades adecuadas de selenio, la superoxido dismutasa depende de un aporte
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adecuado de cobre y zinc y la actividad de la glutation reductasa requiere de

riboflavina.

Cuando la actividad de estos sistemas enzimaticos es insuficiente se produce
una sobre produccién tanto de iones superdxido como de peréxido de hidrégeno,
dando lugar a la formacion del radical hidroxilo (OH®) que es altamente téxico.

Por otra parte, el sistema de antioxidantes no enzimatico o exdgeno se
considera util cuando el sistema enddgeno se satura. Estd conformado por una
serie de compuestos llamados depuradores de RL que logran retrasar la
produccién de los estos (Combs, 2000). Ejemplos de antioxidantes hidrosolubles
son la vitamina C o &cido ascorbico, el glutation reducido (GSH) y el acido urico.
Entre los antioxidantes liposolubles se encuentran la vitamina E, los carotenoides
y la bilirrubina. Cuando los sistemas fisiol0gicos anteriores se saturan ya sea, por
produccion excesiva de radicales (radiaciones ionizantes, radiacion ultravioleta,
ejercicio fisico extenuante, entre otros), o por descenso de la capacidad de los
sistemas enddgenos antioxidantes se involucran otros sistemas celulares como las
membranas, los acidos nucleicos y las proteinas (Child et al., 1998).

La literatura cientifica describe el uso de plantas medicinales que pueden
utilizarse para tratar los desérdenes donde las ERO juegan un papel importante.
Un gran numero de constituyentes aislados a partir de plantas han sido evaluados
para demostrar sus propiedades antioxidantes. Muchos de estos compuestos se
encuentran ya incorporados a preparados medicinales destinados a reducir los
sintomas asociados con los altos niveles de ERO. Una importante fuente de
antioxidantes es la dieta incluyendo las especies y los condimentos. En este
sentido, la familia Lamiaceae posee diversas especies con potentes propiedades
antioxidantes.

Los antioxidantes fendlicos como los flavonoides, taninos, cumarinas, xantanos
y sus procianidinas poseen capacidad para eliminar de manera dosis dependiente
los RL representando por lo tanto, potenciales recursos terapéuticos para las

patologias relacionadas con los RL.




e

Normalmente, la dieta suministra una cantidad suficiente de antioxidantes que

pueden ayudar a prevenir o retardar la ocurrencia de cambios patolégicos
asociados con el estrés oxidativo. Cuando la dieta no aporta la cantidad suficiente
de dichos antioxidantes los suplementos alimenticios pueden ayudar a prevenir
dichas alteraciones. A continuacién se describen algunos ejemplos selectos de
plantas con actividad antioxidante:

» Gingko biloba (ginkgo)

Gingko biloba (ginko) es ampliamente utilizado en la medicina tradicional para
tratar desordenes circulatorios especialmente en el cerebro y como antioxidante.
Asi, esta especie ha demostrado un efecto protector contra la isquemia cardiaca y
la lesion por reperfusion miocardica. Un gran numero de estudios han permitido
confirmar el caracter antioxidante de los extractos y sus fitoconstituyentes. De tal
manera que el extracto de las hojas preparado con n-butanol y los flavonoides
aislados a partir de este, fueron bioactivos en un ensayo con DDPPH y provocaron

la reduccion del citocromo C en un cultivo de células HL60 (Sloley et al., 2000).

» Mangiferaindica (mango)

Desde el punto de vista biologico el extracto acuoso de la corteza de mango

presentd un efecto inhibidor significativo sobre la peroxidacion de lipidos en
cerebro de rata. El extracto también elimina los radicales hidroxilo y el acido
hipocloroso y, posee propiedades quelantes del ion hierro.
En cuba la decoccién de la corteza de mango se utiliza a nivel industrial como
ingrediente para los suplementos alimenticios, los productos cosméticos y los
fitomedicamentos. Finalmente, uno de los flavonoides mayoritarios de esta
especie, la magniferina, mantiene el equilibrio oxidante/antioxidante (Ghosal et al.,
1996; Rai et al., 2007).
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La propiedad inhibitoria del ajo sobre la generacion de ERO y la peroxidacion

» Allium sativum (ajo)

lipidica se ha reportado en varios estudios in vitro. Banerjee y colaboradores
(2002) demostraron que la ingesta de ajo aumenta la cantidad de antioxidantes
enddgenos lo que podria tener importantes efectos citoprotectores sobre el
corazon. El sulfuro de dialilo confiere el sabor del ajo y atenua la peroxidacion
lipidica. Su capacidad antioxidante se debe a que recoge intermediarios de RL.
Otro componente importante es la alicina ya que puede tener mdltiples
mecanismos actuando como un antioxidante y como un inhibidor de ERO
(Grudzinski et al., 2001).

» Punicagranatum (granada)
El jugo de la granada fermentada y el aceite de las semillas contienen
flavonoides con una potente actividad antioxidante (Schubert et al., 1999). Tres
principales antocianidinas aisladas del fruto presentaron actividad atrapadora de

RL y efectos inhibitorios sobre la peroxidacion lipidica (Noda et al., 2002).
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2. ANTECEDENTES

2.1 Antecedentes de la especie Prunus serotina Ehrenb

2.1.1 Descripcion botanica

El &rbol del capulin (Prunus serotina Ehrenb, subespecie capuli (Cav)
McVaugh) es un miembro de la familia Rosaceae (Figura 1) que crece en las
serranias mexicanas y en otras regiones del continente americano (Martinez,
2007). Dicho arbol mide de 5.15 a 38.0 m de altura; la corteza es de una
coloracion café o grisacea, con tronco largo y recto; las hojas son estipuladas,
simples, alternas, ovadas a lanceoladas, con flores de color blanco que se
agrupan en racimos axilares colgantes y largos, de 10 a 15 cm de largo; de olor
caracteristico, su fruto es globuloso de color negro rojizo de 2 a 20 mm de
didmetro; su sabor es agridulce y ligeramente astringente; con una sola semilla
esférica y de sabor amargo (Martinez, 1989).

Figura 1. Flor y hojas de Prunus serotina Ehrenb.
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La especie se conoce popularmente con los nombres de capulin (México y

2.1.2 Nombres comunes

Puebla), cerezo, shencua, shengua, xengua (Michoacan), cusabi, uasiqui, jeco
(Chihuahua), pakshumk, t-nundaya, capuli taunday, paté shimal-ma-lu (Oaxaca) y
tzu'uri (Nayarit) (McVaugh, 1951; Sanchez, 2000).

2.1.3 Distribucion geografica

El capulin es un arbol originario de América y habita en climas célido,
semicalido, semiseco y templado. Esta asociado a los bosques tropicales
caducifolio y subcaducifolio, al matorral xerdfilo, a los bosques espinosos, meséfilo
de montafa, de encino, de pino y mixto.

En la Republica Mexicana la especie se distribuye principalmente en los
Estados de Baja California Sur, Coahuila, Colima, Chiapas, Chihuahua, Distrito
Federal, Durango, Estado de México, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Jalisco,
Michoacan, Morelos, Nayarit, Nuevo Ledn, Oaxaca, Puebla, Querétaro, Sonora,

Tamaulipas, Tlaxcala, Veracruz y Zacatecas (Figura 2) (Lara y Marquez, 1996).

mmm Prunus serotina

Figura 2. Distribucion geografica de Prunus serotina en la Republica Mexicana.
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La corteza, las hojas y el fruto de la especie P. serotina se han utilizado

2.1.4 Usos y propiedades medicinales

desde tiempos prehispanicos como alimento y remedio (Ordaz-Galindo et al.,
1999). En los Estados de Aguascalientes, Hidalgo, Michoacan, Morelos y Estado
de México, se emplea para el tratamiento de la tos un jarabe preparado a partir del
fruto o la infusion de las hojas, cada ocho horas (Anales, 1961; Argueta, 1994;
Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional, 2009). También se emplea como
antioxidante en la elaboracion de cosméticos y medicamentos herbolarios
(Olszewska, 2008).

En el Distrito Federal cominmente se utilizan las hojas para elaborar una
infusién para tratar la diarrea; la corteza, las hojas y la miel de abeja son de
utilidad para el tratamiento del dolor abdominal. Por otro lado, las ramas se utilizan
como agente fortificante para "hojearse” en el temazcal (Anales, 1961).

En el Estado de Sonora las hojas y la corteza son empleadas en el
tratamiento de la diarrea, el catarro, las nubes en los 0jos, y las fiebres periddicas;
el cocimiento de la corteza puesto al sol se utiliza para el tratamiento de las
camaras de sangre, se sabe también que el cocimiento del fruto es utilizado para
tratar el mal del orin y las hojas se utilizan también como agente antiespasmaodico
(Anales, 1961; Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional, 2009).

En los siglos XVI y XX, la especie aparece consignada para los siguientes
usos: tratamiento de la dermatosis, la dispepsia, la neumonia, la disenteria v,
como agente antipruritico, antidiarréico, antiespasmaodico y antipaltdico (Anales,
1961; Martinez, 1989; Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional, 2009).

Otros usos importantes que se le atribuyen a la especie se centran en los
frutos los cuales, se utilizan para algunos padecimientos cardiacos, mareos y dolor
de dientes, ademas es el producto mas apreciado del arbol por su valor comestible
en la preparacién de jaleas, dulces regionales, mermeladas, tamales y para
preparar licores (Hernandez, 1946; Kim et al.,, 2005; Biblioteca Digital de la
Medicina Tradicional, 2009).

10
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Los diferentes estudios fitoquimicos realizados sobre la especie han

2.1.5 Antecedentes fitoquimicos de Prunus serotina Ehrenb

permitido el aislamiento y la caracterizacibon de once flavonoides, cuatro
triterpenoides, dos glicésidos cianogénicos, dos antocianinas, un compuesto
aromético simple y un fenilpropanoide (Cuadro 1).

Los flavonoides se caracterizaron como: la astragalina (1), la juglamina (2),
la hiperina (3), el neohesperosido (4), la guaijaverina (5), la isoquercetina (6), la
avicularina (7), la rutina (8), la isoramnetina (9), el xilopiranésido de la
isoramnetina (10) y el ramnopiranosil-galactopirandsido de quercetina (11). Las
dos antocianinas aisladas fueron caracterizadas como el glucosido (12) y el
rutinésido de la cianidina (13). El acido clorogénico (14) y el benzoato de
glucopiranosilo (15) fueron identificados en la especie y pertenecen a las
categorias de los fenilpropanoides y los compuestos aromaticos simples,
respectivamente. Finalmente, la prunasina (16), la amigdalina (17), el &cido
ursolico (18) y tres derivados del mismo han sido caracterizados en la especie
[aldehido wursdlico (19), acido 2a,3a-dihidroxiuro-12-en-28-oico (20) y &acido
corosolico (21)]. (Biessels et al., 1974; Horsley y Meinwald, 1981; Santamour et
al., 1998; Hass et al., 1999; Ordaz et al., 1999; Olszewska y Wolbis, 2002; Sang et
al., 2002; Yoshikawa et al., 2002; Kayano et al., 2004; Deineka et al., 2005; Lv et
al., 2005; Olszewska et al., 2005; Ruiz et al., 2005; Amico et al., 2006; Wijeratine
et al., 2006; Olszewska, 2007; Olszewska, 2008).

11
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Cuadro 1. Metabolitos aislados de la especie Prunus serotina Ehrenb

(continuacion).
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2.2 Antecedentes de la especie Haematoxylon brasiletto Karst

2.2.1 Descripcion botanica

Haematoxylon brasiletto es un arbol de 7 a 15 m de altura; las ramas
poseen espinas duras de 1 a 3 cm de largo. La corteza es de café claro a rojiza 'y
el centro del tallo es café oscuro o rojo intenso. Las hojas se encuentran
dispuestas en forma de mofio (opuestas) y estan divididas en seis hojuelas. Las
flores son amarillas y se encuentran formando racimos muy vistosos y ligeramente
desiguales en tamafo (Figura 3). Los frutos son legumbres aplanadas mas largas

gue anchas y no abren al madurar; las semillas son de forma alargada.

Figura 3. Flores (izquierda) y arbol (derecha) de Haematoxylon brasiletto Karst.

2.2.2 Nombres comunes
En México la especie es conocida popularmente con los nombres de
“azulillo”, “corteza de Brasil”, “palo de tinta”, “palo tinto”, “guichachaco”, “yowi” y

“kakoameé”, entre otros (Argueta et al., 1994).

14
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H. brasiletto es originario del norte de Granada y habita en climas célido,

2.2.3 Distribucion geogréfica

semicalido, semiseco y templado. Es una planta silvestre y estd asociada a
bosques tropicales (caducifolio y subcaducifolio), espinosos, mesofilo de montafia,
de encino y de pino. Esta especie se distribuye principalmente en los Estados de:
Baja California Sur, Sonora, Morelos, Nayarit, Michoacéan, Guerrero, Oaxaca,
Veracruz, Guanajuato y en el Estado de México (Figura 4) (Argueta et al., 1994).

mmm Haematoxylon brasiletto

Figura 4. Distribucion geografica de Haematoxylon brasiletto Karst. en la

Republica Mexicana.

2.2.4 Usos y propiedades medicinales
En el siglo XVI, el Cddice Florentino sefiala que ciertas partes de la planta
eran utilizadas para combatir las fiebres. Francisco Hernandez sefiala, en su obra,

la utilidad de la especie para quitar la fiebre y detener la diarrea (Argueta et al.,
1994).

15
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En México, la corteza, la madera o el “corazén” del tronco se utiliza para

tratar padecimientos del sistema cardiovascular. En Baja California Sur y en el
Estado de México el macerado del corazén del tallo se utiliza para tratar la presion
arterial. En el Estado de Morelos la infusion de la corteza y/o la madera junto con
la especie Citrus sp. se utiliza para disminuir el nerviosismo. La infusion de la
corteza y el tronco también es de utilidad para tratar padecimientos renales,
transtornos gastrointestinales (dolor de estbmago, Ulcera gastrica y diarrea), dolor
de bazo y de dientes. La infusion de las flores se emplea para aliviar el dolor de
espalda, el resfriado y la tos. La especie aparece también sefialada para tratar los
ataques epilépticos, la diabetes, la anemia, la fiebre y la inflamacién (Paris y
Rousselet, 1958; Lolor y Martin, 1959; Argueta et al., 1994).

2.2.5 Antecedentes fitoquimicos de Haematoxylon brasiletto Karst

Los diferentes estudios fitoquimicos realizados sobre la especie H.
brasiletto han permitido el aislamiento y la caracterizacion de dos bencilcromenos
[hematoxilina (1) y brazilina (2)], cinco compuestos aromaticos simples [acido
caféico (3), galato de metilo (4), acido galico (5), floroglucinol (6) y acido 4-hidroxi
cinamico (7)] y una furanocumarina lineal [(5-metoxisoraleno (8)] (Cuadro 2)
(Sanchez et al., 1958 ;Pratt y Yuzuriha, 1959; Rivero, 2008).

Desde el punto de vista biologico el extracto acuoso de la madera presenté
actividad antibacteriana frente a Salmonella typhosatus y Staphylococcus aureus.
Por otra parte, el extracto del tallo obtenido con éter fue activo contra las especies
Brucella abortus, Brucella melitensis, Brusella suis, Shigella flexneri,
Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans y Porphyromonas gingivalis
(Sanchez et al., 1958; Pratt y Yuzuriha, 1959; Rivero, 2008).
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3. OBJETIVOS

» Encontrar las mejores condiciones de extraccion para el acido
clorogénico presente en las hojas frescas y secas de Prunus serotina
Ehrenb.

» Desarrollar un método analitico por Cromatografia de Liquidos de
Alta Eficiencia (CLAE), que permita identificar y cuantificar el
contenido de hemateina y hematoxilina en la infusion y el extracto

metanolico de la corteza de Haematoxylon brasiletto Karst.

18
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4. DESARROLLO EXPERIMENTAL

4.1 Material vegetal

Las hojas de Prunus serotina Ehrenb. subsp. capuli (Cav.) McVaugh fueron
recolectadas en Ciudad Universitaria, en el mes de agosto de 2010. El material
vegetal fue identificado por comparacién de sus caracteristicas macroscopicas y
sus perfiles cromatograficos en capa delgada y CLAE con una muestra auténtica.

La corteza de Haematoxylon brasiletto fue adquirida en el mercado de
Sonora, México, D.F, en el mes de septiembre de 2010. De nueva cuenta, el
material vegetal fue identificado siguiendo el procedimiento descrito en el parrafo

anterior.

4.2 Analisis por cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE)

El analisis por cromatografia de liquidos de alta eficiencia (CLAE) se realizo
en un cromatografo de liquidos marca SHIMADZU (Analytical and Measuring
Instruments Division, Kyoto, Japén) equipado con un detector UV-visible dual
SPD-10A; un inyector automatico SIL-10AD (VP); una bomba LC-10AT (VP); un
horno para columna CTO-10A; un desgasificador DGU14A y un sistema de control
SCL-10A (VP) SHIMADZU acoplado a un equipo de computo. El control del
equipo, la adquisicion, el procesamiento y la manipulacion de los datos se realizo
utilizando el software LabSolution/LCsolution. La respuesta utilizada para evaluar
los parametros de validacion fue el area bajo la curva (ABC).

El andlisis del contenido de acido clorogénico se realiz6 en una columna
C18 (Fortis ™ Technologies Ltd.), con un tamafio de particula de 5 um (150 mm de
longitud y 4.6 mm de diametro interno). La concentracion de las muestras oscila
entre 100-1000 pg/mL del analito. Por otra parte, el andlisis de la hemateina y la
hematoxilina se llevé a cabo en una columna C18 (Waters ™ BEH Technology),
de 50 mm de longitud, 4.6 mm de diametro interno y 5 um de tamafio de particula.
El volumen de inyeccion utilizada fue de 10 uL en ambos casos. La elucion se

realiz6 con un sistema isocrético y la fase movil consisti6 en una mezcla binaria
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constituida por MeOH:Bufffer de acetatos (Acetato de sodio 0.01M: Acido acético

(94:6); pH= 2,66) en la proporcion 12:88 para el andlisis del acido clorogénico y de
una mezcla de MeOH:Agua (TFA 0.1%) 90:10 para analizar el contenido de
hemateina y hematoxilina. La velocidad de flujo utilizado fue de 0.5 mL/min, la
temperatura empleada para los andlisis fue de 25°C. La longitud de onda
empleada para la deteccion de los compuestos fue de 254 nm y 285 nm. Todos
los disolventes empleados durante el andlisis fueron grado HPLC.

4.3 Preparacion de los extractos a partir de las hojas del capulin

Los extractos vegetales se prepararon utilizando las condiciones
experimentales descritas en la Tabla 1. Para ello, 20 g de material vegetal
fragmentado se extrajeron con 250 mL del disolvente apropiado durante 30 min en
un matraz bola o Erlenmeyer de 500 mL; la solucion resultante se filtré para su
posterior andlisis. Se trabajaron tres réplicas independientes para cada

experimento realizado.

Tabla 1. Condiciones experimentales para preparar los extractos vegetales.

Experimento Disolvente(") Método de extraccion Material vegetal
1 70:30 Sonicacién Seco
2 100 Sonicacién Seco
3 70:30 Soxhlet Seco
4 100 Soxhlet Seco
5 70:30 Sonicacién Fresco
6 100 Sonicacién Fresco
7 70:30 Soxhlet Fresco
8 100 Soxhlet Fresco

DE| disolvente de extraccion consistié en una mezcla binaria constituida por MeOH o EtOH con
agua en proporcion 70:30.
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4.4 Determinacion del contenido de acido clorogénico en los extractos de

trabajo

Las soluciones preparadas conforme a lo descrito en el punto 4.3 fueron
analizadas mediante Cromatografia de Liquidos de Alta Eficiencia utilizando la
metodologia analitica previamente validada en el laboratorio (Rosas, 2010).

Antes de analizar las muestras se evaluo, en primer lugar, la adecuabilidad
del método analitico. Para ello, se realiz6 el analisis por sextuplicado de una
solucién estandar que contenia 500 pg/mL de acido clorogénico. El criterio de
aceptacion para este parametro de calidad establece que la DER debe ser menor
del 2% para considerar que el método es adecuado para la aplicacion que se
pretende.

Posteriormente, se preparo una curva de calibracion utilizando cinco niveles
de concentracion diferentes (100 pg/mL — 1000 pg/mL). Los resultados obtenidos
se analizaron mediante un analisis de regresion lineal simple y se calcularon los
parametros estadisticos b, m, r, r? y los intervalos de confianza para la pendiente y

la ordenada al origen IC (B1) e IC (Bo), respectivamente.

4.5 Preparacion de la infusiobn de trabajo a partir de la corteza de
Haematoxylon brasiletto Karst

Para preparar la infusion de trabajo a partir de la corteza del palo de Brasil,
13 g de material vegetal fragmentado se extrajeron con 250 mL de agua en
ebullicibn durante una hora en un matraz Erlenmeyer de 500 mL; la solucién

resultante se enfrié y se filtr6 cuantitativamente para su posterior uso.

4.6 Determinacion del contenido de hemateina y hematoxilina en la infusién
Para evaluar los parametros de calidad del método analitico 100 mg de

hemateina o hematoxilina se trasvasaron por separado, a un matraz volumétrico

de 20 mL y se disolvieron con MeOH. A partir de esta solucién se realizaron las

diluciones necesarias para que un mL de la misma contenga 2.5, 2.0, 1.0, 0.5y
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0.25 mg/mL de hemateina o hematoxilina. La concentracion seleccionada como

100% fue de 1 mg/mL para los dos compuestos.

La presencia de la hemateina y la hematoxilina en la infusion de la corteza

de H. brasiletto se corroboré por medio de la co-elucibn de una muestra de la

matriz de trabajo con muestras auténticas de los productos naturales. Los

cromatogramas obtenidos se ilustran en las Figuras 5-9.
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Figura 5. Cromatograma obtenido con la infusion de trabajo.
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Figura 6. Cromatograma obtenido con la hemateina.
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Figura 7. Cromatograma obtenido con la co-elucion de la infusion y la hemateina.
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Figura 8. Cromatograma obtenido con la hematoxilina.
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Figura 9. Cromatograma obtenido con la co-elucion de la infusion y la

hematoxilina.

4.7 Evaluacién de los parametros de desempefio del método analitico

4.7.1 Selectividad y estabilidad analitica de la muestra

Para evaluar la selectividad y la estabilidad del producto natural se
registraron los cromatogramas de las soluciones estandar antes y después de
someterlas a las condiciones experimentales descritas en la Tabla 2.

Para la preparacion de las soluciones estandar 5 mg de hemateina o de
hematoxilina se disolvieron en 5 mL de MeOH. Las soluciones resultantes

contienen 1.0 mg/mL de los compuestos por analizar.
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Tabla 2. Condiciones experimentales para evaluar la especificidad de la

metodologia analitica.

Factor a evaluar Procedimiento

Basicidad 1 mL de la solucién estandar de hemateina o hematoxilina y 1 mL de NaOH 1 M se
sometieron a reflujo durante 30 min.

Acidez 1 mL de la solucién estandar de hemateina o hematoxilina y 1 mL de HCl 1 M se
sometieron a reflujo durante 30 min.

Oxidacion 1 mL de la solucion estandar de hemateina o hematoxilina y 1 mL de H,0 al 5% se

sometieron a reflujo durante 30 min.

4.7.2 Linealidad

4.7.2.1 Linealidad del sistema

Para evaluar la linealidad del sistema se prepard, por triplicado, una curva
de calibracion utilizando cinco niveles de concentracion. Para ello, 100 mg de
hemateina se disolvieron en 20 mL de MeOH. A partir de esta solucion se
prepararon las diluciones necesarias para que cada mililitro de la misma contenga
entre 0.25 mg/mL y 2.5 mg/mL.

El analisis de la hematoxilina se llevd a cabo utlizando el mismo
procedimiento descrito para la hemateina.

Con los resultados obtenidos se calculé la ordenada al origen (bo), la
pendiente de la recta (m), el coeficiente de determinacion (%) y el coeficiente de
correlacion (r) mediante un analisis de regresion lineal simple. Los parametros
estadisticos obtenidos se compararon con los siguientes criterios: r?>0.999,
r=0.999, m#0 y b=0.

4.7.2.2 Linealidad del método

La linealidad del método se evalué mediante la preparacion, por triplicado,
de una serie de soluciones estandar que contenian diferentes concentraciones de
hemateina o de hematoxilina (0.25 mg/mL y 2.5 mg/mL) en un volumen constante
de la matriz de trabajo (1 mL de infusion). Los resultados obtenidos (cantidad

adicionada vs cantidad recuperada) se realizaron mediante un analisis de
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regresion lineal simple y se calcul6 el coeficiente de determinacién (r?), la

desviacion estandar de la regresion (s xy), el coeficiente de variacion de la
regresion (CV ,y) y los intervalos de confianza para la pendiente IC (B1) y la
ordenada al origen IC (Bo).

Los criterios estadisticos empleados son: r>0.99, r>0.99, m#0, b=0, el IC

(B1) debe incluir la unidad y el IC (Bo) debe incluir el cero.

4.7.3 Exactitud

La exactitud del método analitico para ambos compuestos se evalud
utilizando la misma metodologia del punto anterior. Los resultados obtenidos se
expresaron en términos de la cantidad recuperada del analito (% de recobro).

Para que el método analitico sea exacto el porcentaje de recuperacion
debera encontrarse entre el 98% y el 102% y la DER debera ser menor del 2%.

4.7.4 Precision

4.7.4.1 Precision del sistema

10 mg de hemateina o hematoxilina se disolvieron en 10 mL de metanol. Se
prepararon seis muestras independientes por dilucidon y se analizaron cada una de
ellas por CLAE. Los resultados asi obtenidos se expresaron en términos de
desviacion estandar relativa (DER). El criterio de aceptacion para este parametro
de calidad establece que la DER debera ser menor del 2% para considerar que el

método es preciso.

4.7.4.2 Precision del método (Repetibilidad)

La repetibilidad del método se determind mediante el analisis de seis
réplicas de una misma solucion estandar preparada como se describié en el punto
anterior. La repetibilidad del método también se expresa en términos de

coeficiente de variacion (DER).
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La precision intermedia se evalué mediante el analisis por triplicado de una

4.7.4.3 Precision intermedia (Reproducibilidad intralaboratorio)

solucién estandar que contenia 1.0 mg/mL de hemateina o de hematoxilina

preparada por dos diferentes analistas y en dos diferentes dias.

4.7.5 Robustez del método

Para evaluar este parametro de desempefio se preparé una solucién
estandar de hemateina o de hematoxilina a una concentracion de 1.0 mg/mL. Los
factores instrumentales y no instrumentales que se modificaron en las condiciones
normales de operacion fueron la velocidad de flujo, la proporcion de la fase movil y
el volumen de inyeccion. El efecto de cada factor se evalué mediante el analisis
por duplicado de las muestras. Con los resultados obtenidos se determiné la
media aritmética de la condicion normal de operacién y de las condiciones

modificadas.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

En los ultimos afios, la busqueda de fuentes ricas en antioxidantes naturales,

ha sido de gran interés, debido a que algunos antioxidantes sintéticos llegan a
generar efectos nocivos a la salud. De manera general, los antioxidantes naturales
forman parte de la dieta nutricional diaria ya que estos se encuentran presentes en
la mayoria de los alimentos que ingerimos.

Entre los compuestos con actividad antioxidante aislados a partir de plantas se
encuentran los compuestos fenolicos como los flavonoides, los taninos y las
cumarinas, entre otros. Uno de los compuestos mas abundantes es el &cido
clorogénico (Yuki et al., 2010).

El 4cido clorogénico es un éster del acido caféico con el acido quinico (Sang et
al., 2009). Anteriormente, el término acido clorogénico se referia especificamente
al acido-5-O-cafeoilquinico, sin embargo, en la actualidad dicho término se refiere
a una familia de ésteres trans. Estos compuestos inducen una amplia gama de
respuestas incluyendo: antibacteriana (Li y Steffens, 2002), antifingica (Ma et al.,
2007), antiinflamatoria (Moreira et al., 2000), hipoglucemiante (Andrade Yy
Wiedenfeld, 2001), antioxidantes, analgésica, antipiréticos y antimutagénicos
(Jiang et al., 2000; Marinova, 2009).

El mecanismo de accion antioxidante del acido clorogénico se debe a su
capacidad para interactuar con las ERO y los metales eliminando principalmente al
radical OH® (Shi et al., 2007). Estructuralmente, la capacidad antioxidante de esta
molécula se debe a la presencia del anillo aromatico y al doble enlace conjugado
con el grupo catecol (Kono et al., 1997).

Cuando los grupos —OH situados en el anillo del acido caféico no se modifican,
el producto conserva su capacidad antioxidante. Sin embargo, en estudios
recientes se propone que la esterificacion de la cadena alifatica permitiria la
produccion de nuevos agentes antioxidantes (Xiang y Ning, 2008).

Cabe mencionar que el acido clorogénico, también inhibe la carcinogénesis en
el colon, el higado y la lengua ademas, protege contra el estrés oxidativo, actda

como captador de nitrito y supresor de la formacién de nitrosaminas en el
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compartimiento gastrico (Mori et al., 1986; Tanaka et al., 1993; Tsuchiya et al.,

1996). In vivo se ha comprobado que modula los niveles de la glucosa-6-fosfatasa
involucrada en el metabolismo de la glucosa (Hemmerle et al., 1997) también,
reduce el riesgo de enfermedad cardiovascular y disminuyen la oxidacion de los
lipidos de baja densidad, el principal determinante de la aterosclerosis (Nardini et
al., 1995). Sin embargo, debido a su baja solubilidad, solo se pueden utilizar en
ambientes acuosos, lo cual es un factor clave para su aplicacion y modificacion
guimica (Shi et al., 2007).

Por otro lado, este acido se encuentra presente en la mayoria de las plantas,
en cantidades muy pequefias para inducir una respuesta biolégica. Sin embargo,
se acumula en los frutos o en las semillas en cantidades suficientes para mostrar
un efecto fisiolégico.

Con base en estos antecedentes y considerando el alto contenido de acido
clorogénico en sus partes aéreas, se selecciond a la especie Prunus serotina
Ehrenb como fuente natural para extraer dicho producto.

En las siguientes Tablas (3-8) se resumen la concentracion de &acido
clorogénico encontrada en diferentes especies de manzanas, de plantas utilizadas
en la medicina oriental, en granos de café, en hojas y en frutos de diferentes

especies.

Tabla 3. Contenido de acido clorogénico (mg acido clorogénico/g peso seco), en

pulpas de diferentes especies de manzanas.

Especie Parte utilizada mg acido /g peso seco Referencia
Pinova 0.082+0.004
Reinders 0.1£0.005
Jonagold Pulpa 0.176+0.009 Gordana et al., 2007
Iduna 0.13+0.004
Braeburn 0.083+0.001
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Tabla 4. Contenido de acido clorogénico (% &cido clorogénico/peso seco), en

plantas utilizadas en la medicina oriental.

Parte
Especies/ Nombre comun 5 % acido/peso seco Referencia
utilizada
Vaccinium myrtillus (arandanos) 7.60% Bagchi et al, 2004
Crataegus laevigata (espinos) Frutos 15%
' Lee, 2008
Lonicera caerulea (madreselva azul) 25%
Artemisia vulgaris (artemisia) .
Hojas 15% Moon et al., 2009
Cynara scolymus (alcachofa)
Coffea arabica (café) Granos 6-7% Ky et al., 1997

Tabla 5. Contenido de acido clorogénico (mg acido clorogénico/Kg peso fresco),

en frutos de diferente especies.

Parte
Especie/ Nombre comun mg acido/Kg peso fresco Referencia
utilizada
Smallanthus sonchifolius (yacon) 46.38 Garcia et al., 2004
Physalis peruviana (aguaymanto 4.27
4 P (aguay ) Ivanova et al., 2005
Myrciaria dubia (camu-camu) 1.36
Frutos
Prunus serotina (capulin) 52.54
Cieslik et al., 2006
Morinda citrifolia (noni) 14.87
Cyphomandra betacea (tomate de arbol) 81.47 Boyer, 2004

Tabla 6. Contenido de acido clorogénico (% acido clorogénico/peso seco), en

granos de diferentes especies de café.

Parte Rango de
Especie/ Nombre comun N % acido/peso seco . Referencia
utilizada concentracion
C.umblotiana 1 0.90-1.09
C. salvatrix 2.18 1.74-3.00
C. eugenioides Granos 5.17 4.55-6.08 Campa, 2004
C. racemosa 5.33 4.78-5.57
C. heterocayx 6.25 6.11-6.52
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Tabla 7. Contenido de acido clorogénico (mg &cido clorogénico/100g peso seco),

en hojas de diferente especies.

Muestra/ Nombre comdn Parte utilizada  mg &cido/100g peso seco Referencia
I. paraguariensis (yerba mate) 1599.6 £77.3
P. anisum (anis) 87.1+4.8
A. satureioides (marcela) . 33.6+1.2
_ Hojas Marques y Farah, 2009
C. sinensis (te) 49.5+1.7
C. citrates (cafiuela de limén) 44.9+0.3
C. oblonga (membrillo) 33.110.2

Tabla 8. Contenido de acido clorogénico (mg acido clorogénico/g peso fresco), en

frutos de diferentes especies.

Especie/ Nombre comun Parte utilizada mg acido /g peso fresco Referencia
Tagetes terniflora (clavel turco) 1.68
Bravo, 1998
Ullucus tuberosus (olluco) 14.71
Dioscorea trifida (aji) 540
Frutos Dreosti, 1996
Eryngium foetium (culantro) 13.57
Physalis pubescens (uchuva) 1.37

Hernandez et al., 1999
Pasiflora quadrangularis (granadilla) 93.26

Con base en estas consideraciones el presente trabajo de tesis, se plante6
un disefio de experimentos para optimizar el método de extracciéon del acido

clorogénico a partir de una fuente natural.
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Los disefos de experimentos consisten en una serie de pruebas en las que

5.1 Disefio factorial 23

se hacen cambios en las variables de un proceso para poder estimar e identificar
los cambios correspondientes en la respuesta de salida. El disefio experimental
puede aplicarse entonces, para mejorar el desempefio o bien, para obtener
procesos robustos a las fuentes de variabilidad externas. El disefio experimental
aplicado en las primeras etapas del desarrollo de un proceso tiene las siguientes
ventajas: un mejor rendimiento, una variabilidad reducida, un tiempo de desarrollo
mas corto y la disminucion de los costos.

En este marco de referencia, el experimento de caracterizaciéon
seleccionado se centra en determinar cuales son las variables del proceso de
extraccion que afectan el rendimiento del acido clorogénico a partir de su fuente
natural. De acuerdo con los datos reportados en la literatura se sabe que las
variables mas importantes del proceso que influyen en el rendimiento son el
método de extraccion y el disolvente empleado.

Asi, para establecer el rendimiento 6ptimo se utilizé un experimento factorial
2% en que se pueden variar conjuntamente el método de extraccién, el disolvente
y el tipo de material vegetal. Para esta experimentacién se utilizaron como
variables fijas el volumen del disolvente y la cantidad de material vegetal. La
cuantificacion del &cido clorogénico se realiz6 utilizando un método por
cromatografia de liquidos previamente validado (Brown et al, 2010).

En el disefio factorial seleccionado cada uno de los factores tiene 2 niveles
[alto (+) y bajo (-)], de tal manera que permite 8 combinaciones entre los niveles y
los factores. Geométricamente, el disefio es un cubo (Figuras 10 y 11) y cada una
de las 8 corridas forman los vértices del cubo.

En la Tabla 9 se resumen los resultados de las 8 corridas en forma tabular

(matriz de prueba) para el disefio factorial utilizando MeOH como disolvente.
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Tabla 9. Resultados obtenidos utilizando como disolvente de extraccion MeOH.

Factores del disefio

Cantidad de é&cido clorogénico

. /mL
Experimento Disolvente Métodolc’ie Material 1 (ng ! 3
extraccion vegetal

1 70-30 Sonicacion Seco 550.991692 549.880559 549.774144
2 100 Sonicacion Seco 327.933246 325.802434 324.582481
3 70-30 Soxhlet Seco 488.707611  476.107  490.539946
4 100 Soxhlet Seco 342.279664 341.003218 341.136031
5 70-30 Sonicacion  Fresco  109.865955 110.923822 108.93867
6 100 Sonicacion  Fresco  100.993605 99.369992 97.2831187
7 70-30 Soxhlet Fresco  134.429569 135.002999 138.856974
8 100 Soxhlet Fresco  133.002947 133.976692 135.407069

(1-3) Resultados obtenidos a partir de tres réplicas independientes para cada experimento.

1.0

Material vegetal

909

Disolvente

136.097

99.2156

485.118

341.

1.0

Método

Figura 10. Representacion geométrica del disefio 2° para el experimento con

MeOH.
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Para calcular el modelo factorial se utilizé el programa STATGRAPHICS.

Los coeficientes calculados mediante el analisis estadistico permitieron estimar el

siguiente modelo factorial:

Concentracion

. L = + efecto A + efecto B + efecto C + efecto AB+ efecto AC+ efecto BC+ efecto ABC
acido clorogénico

=272.783 - 47.552*Disolvente + 1.42125*Método - 152.945*Material vegetal +
11.1488*Disolvente*Método + 44.3866*Disolvente*Material vegetal +
13.8538*Método*Material vegetal - 8.96724*Disolvente*Método*Material vegetal

El modelo calculado indica que el efecto del método de extraccion es
positivo, esto es, cuando se utiliza la sonicacion (nivel bajo) como método de
extraccion el rendimiento se incrementa. Por otra parte, los efectos del disolvente
y el material vegetal tienen un valor negativo sugiriendo entonces, que al utilizar
MeOH al 100% y material fresco la cantidad de acido clorogénico se reduce. Por
ultimo, el efecto de las interacciones disolvente-material vegetal, método-material
vegetal y disolvente-método son mayores que la obtenida con el efecto principal.

La magnitud de estos efectos fue confirmada con el analisis de varianza
(Tabla 10). Como se observa en la Tabla 10 el tipo de material vegetal es el factor
mas importante durante la extraccion del acido clorogénico en las condiciones
experimentales realizadas. De la Tabla 10 también se observa que todos los
efectos son significativos ya que sus valores de P son pequefios. Por otra parte, el
valor de R? ajustada indica que el 99.97 % de la variabilidad total se encuentra
explicada por el modelo propuesto. Finalmente, se construyeron los intervalos de
confianza para cada uno de los coeficientes. Este analisis indico que todos los

factores son importantes, debido a que los valores calculados no incluyen al cero.
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Tabla 10. Anélisis de varianza del modelo factorial utiizando MeOH como

disolvente.

Suma de Cuadrgdo Razén-F Valor-P Inter\{alo de
Fuente Cuadrados Medio confianza
A:Disolvente 54268.7 1 54268.7 5618.62 0.0000 54268.7+13.6245
B:Método 484788 1 48.4788 5.02 0.0396 48.4788+13.6245
C:Material vegetal 561414 1 561414 58125.09 0.0000 561414+13.6245
AB 2983.1 1 2983.1 308.85 0.0000 2983.1+£13.6245
AC 472842 1 47284.2 4895.49 0.0000 47284.2+13.6245
BC 460629 1 4606.29 476.91 0.0000 4606.29+13.6245
ABC 192987 1 1929.87 199.81 0.0000 1929.87+13.6245
Error total 154.54 16 9.65872
Total (corr.) 672689 23

R-cuadrada = 99.977 porciento
R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 99.967 porciento

En la Gréfica 1 se puede observar que los efectos que siguen el
comportamiento lineal (sobre la recta) no son significativos, mientras que los
efectos grandes estan apartados de ella. Asi, los efectos mas importantes que
surgen de este analisis son: disolvente, material vegetal y la interaccion
disolvente-material vegetal. Por otra parte la Gréafica 2 ilustra la varianza
homogénea del modelo debido a la distribucion paralela de los puntos. De lo
anterior se desprende que el modelo describe la relacion lineal entre las variables

y no presenta datos atipicos.
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Grafico de Probabilidad Normal para Var_1
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Grafico 1. Gréfica de probabilidad normal para el experimento con MeOH.
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Gréfico 2. Gréfica de residuos para el experimento con MeOH.
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En la Tabla 11 se resumen los resultados de las 8 corridas (matriz de

prueba) empleando EtOH como disolvente de extraccion.

Tabla 11. Resultados obtenidos utilizando como disolvente EtOH.

Factores del disefio

Cantidad de é&cido clorogénico

. /mL
Experimento Disolvente Métodolc’ie Material 1 (ugz ! 3
extraccion vegetal

1 70-30 Sonicacion Seco 436.010217 437.014995 440.156275
2 100 Sonicacion Seco 114117547 115.332748 115.415287
3 70-30 Soxhlet Seco 380.605708 383.274458 385.458067
4 100 Soxhlet Seco 284.881262 282.136191 281.947238
5 70-30  Sonicacibn  Fresco  110.966294 110.653386 112.09444
6 100 Sonicacion ~ Fresco  56.6393632 58.1394317 58.3904501
7 70-30 Soxhlet Fresco  84.1409909 85.2175721 82.1177081
8 100 Soxhlet Fresco  98.5164471 98.429098 96.2044256

(1-3) Resultados obtenidos a partir de tres réplicas independientes para cada experimento.

1.0

Material vegetal

.238

83.8254

Disolvente

57.7231

383.113

114.955
1.0

Figura 11. Representacion geométrica del disefio 2° para el experimento con

EtOH.
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El mismo procedimiento descrito en los parrafos anteriores se siguié para

evaluar el modelo utilizando etanol como disolvente de extraccion. Los
coeficientes calculados mediante el analisis estadistico permitieron estimar el

siguiente modelo factorial:

Concentracion

. . . = u + efecto A + efecto B + efecto C + efecto AB+ efecto AC+ efecto BC+ efecto ABC
&cido clorogénico

=196.161 - 57.815*Disolvente + 15.7499*Método - 108.535*Material vegetal +
36.2567*Disolvente*Método + 47.9091*Disolvente*Material vegetal -
12.6047*Método*Material vegetal - 19.4052*Disolvente*Método*Material vegetal

Del modelo anterior se desprende que el efecto del método de extraccion es
positivo, esto es, cuando se utiliza la sonicacion (nivel bajo) como método de
extraccion el rendimiento se incrementa. De nueva cuenta los efectos del
disolvente y el material vegetal son negativos sugiriendo que al utilizar EtOH al
100% y material fresco la cantidad de acido clorogénico disminuye. Por ultimo el
efecto de las interacciones disolvente-método y disolvente-material vegetal son
mayores con respecto al efecto principal (método de extraccion).

La magnitud de estos efectos fue confirmada con el andlisis de varianza
(Tabla 12). Como se observa en la Tabla 12 el disolvente es el efecto principal que
afecta el rendimiento de acido clorogénico durante su extraccion. De la Tabla 12
también se desprende que todos los efectos son significativos ya que sus valores
de P son pequefios. Por otra parte el valor de R? ajustada indica que el 99.98 %
de la variabilidad total se encuentra explicada por el modelo propuesto.
Finalmente, se construyeron los intervalos de confianza para cada uno de los
coeficientes; este analisis indicd que todos los factores son importantes, debido a

gue los valores calculados no incluyen al cero.
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Tabla 12. Anélisis de varianza del modelo factorial utilizando EtOH como

disolvente.

Suma de Cuadrado Intervalo de
Fuente Cuadrados Gl Medio Razon-F  Valor-P confianza
A:Disolvente 80221.9 1 80221.9 32956.34 0.0000 80221.9+13.6245
B:Método 5953.46 1 5953.46 244577  0.0000 5953.46+13.6245
C:Material vegetal 282716 1 282716 116144.12 0.0000 282716+13.6245
AB 31549.2 1 31549.2 12960.87 0.0000 31549.2+13.6245
AC 55086.8 1 55086.8 2263046 0.0000 55086.8+13.6245
BC 3813.09 1 3813.09 1566.47  0.0000 3813.09+13.6245
ABC 9037.44 1 9037.44 371272  0.0000 9037.44+13.6245
Error total 38.947 16 2.43419
Total (corr.) 468417 23

R-cuadrada = 99.9917 porciento
R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 99.988 porciento

En la Grafica 3 se puede observar que los efectos no significativos siguen
un comportamiento lineal, mientras que los efectos grandes se encuentran
apartados de la recta. Los efectos mas importantes que surgen de este analisis
son: disolvente, material vegetal y la interaccion disolvente-material vegetal.
Nuevamente, en la Grafica 4 nos proporciona una suposicion de varianza

homogénea debido a la distribucion paralela de los puntos.
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Grafico 4. Gréfica de residuos para el experimento con EtOH.
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Los métodos analiticos utilizados para evaluar la calidad de los productos

5.2 Validacién del método

farmacéuticos, estan sujetos a varios requisitos de acuerdo con la normatividad
vigente, asi como, con otros documentos normativos nacionales e internacionales
(ICH, 1995; ICH, 1996; FEUM, 2008). La Farmacopea de los Estados Unidos
Mexicanos es el documento legal instituido por la Ley General de Salud donde se
establecen los métodos de andlisis y los requisitos de identidad, pureza, potencia
y otras caracteristicas de calidad que garanticen que los farmacos, aditivos,
medicamentos, radiofarmacos y productos biolégicos sean eficaces y seguros
(FEUM,2008).

La validacion de un método analitico se define como el proceso que
establece, mediante estudios de laboratorio, que las caracteristicas de desempefio
del método, satisfacen los requisitos para su aplicacion analitica.

Los métodos analiticos para fines de validacion se clasifican en cuatro
categorias, ya que requieren diferentes esquemas de estudio.

> CATEGORIA 1. Método analitico para cuantificar a un componente
especifico en muestras de producto terminado o en pruebas de estabilidad
ya sea en farmacos, aditivos o preparados farmacéuticos.

> CATEGORIA Il. Métodos analiticos para la determinacion de impurezas

(productos de degradacion, sustancias relacionadas, isomeros 6pticos, etc.)

en muestras de farmacos, preparados farmaceéuticos y aditivos. Estos

métodos pueden incluir determinaciones cuantitativas o pruebas limite. Los
métodos de pureza quedan incluidos en esta categoria.

> CATEGORIA lIl. Métodos analiticos utilizados en la determinacion de una
muestra con el objeto de evaluar una caracteristica de desempefio del
preparado farmacéutico (liberacion controlada de tabletas, disolucion de
capsulas, etc.).

> CATEGORIA IV. Pruebas de identificacion de un analito en muestras de
farmacos, o preparados farmacéuticos, cuyo propdsito es establecer la

presencia del analito de interés (FEUM, 2008).
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Desde el punto de vista farmacoldgico la hematoxilina posee propiedades

antiinflamatorias (Hikino et al., 1977), antimicrobianas, antihipertensivas,
antioxidantes, anticonvulsivantes, analgésicas y anti-aterogénicas (Takechi y
Tanaka, 1982). También, se ha utilizado con éxito en las técnicas de tincion
bioldgica.

Otras investigaciones con la hematoxilina permitieron el descubrimiento de uno
de sus principales productos de oxidacién: la hemateina. Ambos compuestos junto
con la brazilina son considerados como los principales antibacterianos de la
especie Haematoxylon brasiletto.

Considerando que cuando se prepara una infusion se propician las condiciones
favorables para que la hematoxilina presente en la droga cruda se oxide a
hemateina se desarrollo un método analitico para la valoracion de la misma en la
matriz vegetal. Adicionalmente las condiciones analiticas encontradas fueron de
utilidad para cuantificar a la hematoxilina en los extractos organicos

Asi, para el desarrollo del método analitico se probaron varias columnas de
fase reversa, C8 y C18 con diferentes proporciones de disolventes como fase
movil. En todos los casos, se observo que las sefales correspondientes a la
hemateina y a la hematoxilina se presentaban en un tiempo de retencion de 1,3
min. La unica diferencia observada fue la longitud maxima de absorcién para
ambos compuestos. Por este motivo, y con la finalidad de expresar los resultados
en términos de hematoxilina o hemateina presente en la infusion o los extractos
organicos, respectivamente, se utilizaron ambos compuestos para demostrar la
validez del método analitico.

A continuacion se discute el analisis de resultados de cada caracteristica de

desempefio evaluada.
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La adecuabilidad consiste en la verificacion del sistema establecido con la

5.2.1 Adecuabilidad del sistema

finalidad de corroborar que dicho sistema funciona correctamente. Este parametro
de calidad se determiné mediante la inyeccion directa de una solucién estandar de
hemateina o hematoxilina (1.0 mg/mL) segun sea el caso en el cromatografo de
liquidos. Los resultados obtenidos mediante estos experimentos permitieron
estimar que la resolucion del componente mayoritario es mayor a 2 (Tabla 13). En
las Figuras 12 y 13 se ilustran unos ejemplos de los cromatogramas obtenidos.
Como se desprende de los resultados obtenidos en la Tabla 13, la DER es menor
al 2% por lo tanto, el sistema funciona correctamente durante el uso rutinario del

método.

mAU
1Detector A Chl:254nm
1250 4Detector A Ch2:2850m
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Figura 12. Cromatograma obtenido con una solucién de 1.0 mg/mL de hemateina.
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Figura 13. Cromatograma obtenido con una soluciéon de 1.0 mg/mL de

hematoxilina.
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Tabla 13. Resultados obtenidos durante la evaluacion de la adecuabilidad del

sistema.

No. de réplica ) No. de réplica )

Hemateina Area Hematoxilina Area

(1.0 mg/mL) (1.0 mg/mL)
1 17365031 1 13273471
2 17424538 2 13308585
3 17463853 3 13340015
4 17399166 4 13372717
5 17473011 5 13359527
6 17461689 6 13208144
y 17431214.7 y 13310409.8
S 42878.5539 S 61639.6838

DER 0.24598718 DER 0.46309381

5.2.2 Especificidad del método

La especificidad, es la capacidad de un método analitico para obtener una
respuesta debida Unicamente al analito de interés y no a otros componentes de la
muestra (especificidad) o bien, componentes que pudieran presentarse por efectos
ambientales (productos de degradacion, impurezas) y/o de interaccién con los
mismos componentes (selectividad).

Para evaluar la especificidad del método propuesto se determind la
respuesta de las sustancias de degradacion tanto, de la hemateina como de la
hematoxilina, originadas por la influencia de factores como la hidrdlisis y la
oxidacion. Los cromatogramas resultantes al inicio y al término de los

experimentos se resumen en las Figuras 14 a 21y en la Tabla 14.
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Tabla 14. Resultados para especificidad de la hemateina y hematoxilina.

Tiempode  Areabajola Tiempode Areabajola
Factor a Hemateina retencion curva Hematoxilina  retencion curva
evaluar 1.0 mg/mL (tr) (ABC) (UA) 1.0 mg/mL (trR) (ABC) (uA)
1 1.331 16712998 1 1.342 15324242
Estandar 2 1.33 16730918 2 1.344 15404673
3 1.329 16760645 3 1.343 15373524
. 1 1.284 11292535 1 1.303 12561639
Basicidad
2 1.289 11318403 2 1.302 12786482
, 1 1.342 10993982 1 1.349 8100377
Acidez
2 1.343 10996759 2 1.35 8091731
o 1 1.357 14164004 1 1.375 9999388
Oxidacion
2 1.357 14085159 2 1.375 9886953
r?‘lgLeJtectv:)rA Ch1:254nm
:DeleclorA Ch2:285nm
1000—5
750—;
C Zii)

Figura 14. Cromatograma de la solucion estandar de hemateina (1.0 mg/mL) en

condiciones normales de operacion.
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Figura 15. Cromatograma de la solucion estandar de hemateina (1.0 mg/mL)

sometida a reflujo durante media hora en solucion de NaOH 1 M.
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Figura 16. Cromatograma de la solucion estdndar de hemateina (1.0 mg/mL)
sometida a reflujo durante media hora en solucién de HCI 1 M.
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Figura 17. Cromatograma de la solucion estandar de hemateina (1.0 mg/mL)

sometida a reflujo durante media hora en solucion de H,0, al 5%.
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Figura 18. Cromatograma de la solucion estandar de hematoxilina (1.0 mg/mL) en

condiciones normales de operacion.
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Figura 19. Cromatograma de la solucion estandar de hematoxilina (1.0 mg/mL)

sometida a reflujo durante media hora en solucion de NaOH 1 M.
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Figura 20. Cromatograma de la solucién estandar de hematoxilina (1.0 mg/mL)

sometida a reflujo durante media hora en solucion de HCI 1 M.
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Figura 21. Cromatograma de la solucién estandar de hematoxilina (1.0 mg/mL)

sometida a reflujo durante media hora en solucion de H,0, al 5%.

Como se desprende de las Figuras 14 a 21, la hemateina y la hematoxilina
sb6lo se degradan en condiciones basicas. Dichas condiciones provocaron un
67.5% de degradacién para la hemateina, y un 81.9% para hematoxilina. Con

base en estos resultados se concluye que la respuesta obtenida por los
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compuestos en la matriz de trabajo se debe a la presencia de la hemateina y la

hematoxilina. Por lo tanto, el método analitico propuesto es selectivo pero no
especifico.

5.2.3 Linealidad del sistema

La linealidad de un procedimiento analitico se caracteriza por generar
resultados directamente proporcionales a la concentracion del analito en la
muestra dentro de un determinado rango. El rango de trabajo comprende del 20 al
200 % de la concentracion encontrada como 100% en ensayos previos con la
infusién de trabajo. Los resultados de estos experimentos se resumen en las
Tablas 15y 16, y en las Graficas 5y 6.

El manejo de los datos se realizé por medio de una regresion lineal simple.
Los parametros estadisticos calculados fueron la pendiente (b,), la ordenada al
origen (bo), el coeficiente de determinacion (r?) y el intervalo de confianza para la
pendiente [IC (B1)]. Los coeficientes de regresion calculados mediante el analisis

estadistico permitieron estimar las siguientes ecuaciones de regresion:

Area bajo la curva (ABC) = 1E+06+1E+07x (concentracion de hemateina)

Area bajo la curva (ABC) = 2E+06+9E+06x (concentracion de hematoxilina)

47



e

Tabla 15. Resultados obtenidos para evaluar la linealidad del sistema utilizando

hemateina.
Concentracion ) Concentracion real
No de réplica  de Hemateina Area de Hemateina
(mg/mL) (mg/mL)
1 1.0 17418709 1.6418709 Parametros de
2 10 17357155 16357155 Adecuabilidad del
Sistema

3 1.0 17322524 1.6322524

4 1.0 17342070 1.6342070 y =1.63896135
5 1.0 17389496 1.6389496 S=0.00672492
6 1.0 17507727 1.6507727 DER=0.4103162
1 25 38267661 3.7267661

2 25 37718176 3.6718176

3 2.5 37731811 3.6731811

1 2.0 31345543 3.0345543

2 2.0 31403745 3.1403745

3 2.0 31412548 3.0412348

1 1.0 16510533 1.5510533

2 1.0 16348791 1.5348791

3 1.0 16281739 1.5281739

1 0.5 8944211 0.7944211

2 0.5 8976718 0.7976718

3 0.5 8958976 0.7958976

1 0.25 4523826 0.3523826

2 0.25 4519829 0.3519829

3 0.25 4509460 0.3509460

50000000

o
« 40000000

y=1E+07x + 1E+06

RZ= 0,999;/4

[+F]
© 30000000

o

[}
o
o
o
o
o
o
o
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‘/f

Concentracione
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Concentracion de hemateina
(mg/mL)

2.5 3

Gréfico 5. Gréfica de linealidad para la hemateina.
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Tabla 16. Resultados obtenidos para evaluar la linealidad del sistema utilizando

Concentracion de hematoxilina

(mg/mL)

hematoxilina.
Concentracion de ) Concentracion real
No. de réplica Hematoxilina Area de Hematoxilina
(mg/mL) (mg/mL)
1 1.0 13336669 1.259629889 Parametros de
2 10 13363850 1.262650000 Adecg??"'dad del
3 10 13286750 1254083333 lema
4 1.0 13287649 1.254183222 J =1.25630133
5 1.0 13264788 1.251643111 S=0.00492242
6 1.0 13246566 1.249618444 DER=0.39213022
1 25 25090324 2.565591556
2 25 24943134 2.549237111
3 25 25044981 2560553444
1 2.0 20888286 2.098698444
2 2.0 20800982 2.088998000
3 2.0 20909551 2.101061222
1 1.0 11683774 1.075974889
2 1.0 11728700 1.080966667
3 1.0 11701250 1.077916667
1 0.5 6680702 0.520078000
2 0.5 6668089 0.518676555
3 0.5 6663633 0.518181444
1 0.25 3607614 0.178623777
2 0.25 3615844 0.179538222
3 0.25 3609814 0.178868222
30000000
® 25000000 y = 9E+06x + 2E+06
= R2=0.998 /
P 20000000
© 15000000
% 10000000 /
S 5000000 ‘,/’/
0
0.5 1 1.5 2 2.5 3

Gréfico 6. Gréfica de linealidad para la hematoxilina.
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Los parametros determinados en la curva de regresién ajustada para los

compuestos se presentan en las Tablas 17 y 18.

Tabla 17. Parametros estadisticos determinados con los datos de linealidad del

sistema para la hemateina.

Estadistico Resultado
bo 1E+06

b1 1E+07

r 0.99949035
r? 0.99898096
r2 ajustado 0.99890257
Error tipico 440441.643

IC (B1) (to.o75,13=2.160)

14540323.98<p1<15107698.69

Tabla 18. Parametros estadisticos determinados con los datos de linealidad del

sistema para la hematoxilina.

Estadistico Resultado
bo 2E+06

b+ 9E+06

r 0.98307979
r? 0.96644588
r ajustado 0.9638648
Error tipico 1780135.21

IC (B1) ) (to.7513=2.160)

9123273.341<B1=11416434.57

Para evaluar si las ecuaciones de regresion describen adecuadamente la

relacion lineal entre las variables se realizé un analisis de varianza (ANDEVA) a

los modelos propuestos. Los resultados derivados de dichos analisis se resumen

en las Tablas 19y 20.
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Tabla 19. Andlisis de varianza de la regresion lineal simple para el modelo

propuesto de la hemateina (n=15, a=0,05, Fo 5,115 = 4,54).

Grados de Suma de Promedio de
libertad cuadrados los cuadrados F Valor critico de F

Regresion 1 2.4722E+15 2.4722E+15 12744.0437 7.76378E-21
Residuos 13 2.52185E+12  1.93989E+11

Total 14 247472E+15

Coeficientes Error tipico Estadistico t Probabilidad

Intercepto 1300223.633 199688.4673 6.51126052 1.9687E-05
Variable X 1 14824011.33 131314.3272 112.8895198 7.7638E-21

Tabla 20. Analisis de varianza de la regresion lineal simple para el modelo

propuesto de la hematoxilina (n=15, a=0,05, Fo 05115 = 4,54).

Grados de Suma de Promedio de los
libertad cuadrados cuadrados F Valor critico de F

Regresion 1 1.18654E+15 1.18654E+15  374.433829 5.75948E-11
Residuos 13 4.11955E+13 3.16888E+12

Total 14 1.22773E+15

Coeficientes Error tipico Estadistico t Probabilidad

Intercepto 1570435.756 807081.8833 1.94581961 0.07362186
Variable X 1 10269853.96 530733.7772 19.35029274 5.7595E-11

En la tabla 21 se resumen los valores de F obtenidos para los compuestos.

Tabla 21. Valores de F calculados para cada compuesto.

Compuesto F
Hemateina 12744.0437
Hematoxilina 374.433829
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Como se desprende de los resultados indicados en la Tabla 21, el valor

estadistico de F calculado (Fo0s,1,15) para los dos modelos supera su valor critico,
por lo tanto, se concluye que la variacion en la respuesta se encuentra explicada
por los modelos propuestos.

Por otra parte, las pruebas de hipdtesis relativas a los coeficientes de
regresion demostraron que las pendientes de las rectas son diferentes de cero.

Asimismo, los intervalos de confianza calculados al 95% para la pendiente
de ambos modelos (Tablas 17 y 18) no incluye el cero por lo tanto, los modelos
estadisticos propuestos cumplen con los criterios establecidos en las Guias de
validacién emitidas por la ICH.

Finalmente, los coeficientes de determinacion para ambos modelos indican
qgue el 99% y 96,7% de la variacion total de las variables se encuentran descritos
por un modelo de regresion lineal para la hemateina y la hematoxilina,
respectivamente. Con base en estas evidencias se establecid que el método
analitico desarrollado es lineal en el intervalo de concentraciones establecido para

la hemateina y la hematoxilina.

5.2.3.1 Linealidad del método. Exactitud

La exactitud de un método analitico es la concordancia entre un valor
obtenido experimentalmente y el valor de referencia. Se expresa como el
porcentaje de recobro obtenido del analisis de muestras a las que se les han
adicionado cantidades conocidas de la sustancia a analizar.

En las Tablas 22-23 y en la Grafica 7 se ilustran los resultados obtenidos
para evaluar la exactitud del método respecto a la hemateina, y en las Tablas 24-

25y en la Grafica 8 se muestran los resultados obtenidos para la hematoxilina.
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Tabla 22. Resultados obtenidos para evaluar la exactitud del método utilizando

hemateina.
Concentracion de ) Concentracion
No. de réplica Hemateina tr Area real de Hemateina % Recobro
(mg/mL) (mg/mL)
1 2.5 1.34 37978681 2.52734446 100.992786
2 2.5 1.34 37768971 2.51338902 100.435126
3 2.5 1.341 37741951 2.51159094 100.363274
1 2.0 1.341 31718598 2.0393017 101.863222
2 2.0 1.34 31742610 2.04084552 101.940335
3 2.0 1.341 31758337 2.04185666 101.990842
1 1.0 1.338 16489671 1.01653922 101.552369
2 1.0 1.339 16334043 1.00694521 100.593927
3 1.0 1.339 16552575 1.02041706 101.939766
1 0.5 1.337 9005955 0.50708933 101.316549
2 0.5 1.338 8997900 0.50663578 101.225930
3 0.5 1.338 9004121 0.50698606 101.295916
1 0.25 1.338 4650478 0.2596635 100.256176
2 0.25 1.338 4632474 0.25865823 99.8680414
3 0.25 1.388 4645415 0.2593808 100.147027
y 101.118752
S 0.73022727
DER 0.72219314
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Tabla 23. Cantidad recuperada y cantidad adicionada para la hemateina

(linealidad del método).

Concentracion de Cantidad recuperada Cantidad adicionada

No. de réplica Hemateina Concentracion Concentracion
(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)

1 25 2.5025 2.52734446
2 25 2.5025 2.51338902
3 2.5 2.5025 2.51159094
1 2.0 2.002 2.0393017
2 2.0 2.002 2.04084552
3 2.0 2.002 2.04185666
1 1.0 1.001 1.01653922
2 1.0 1.001 1.00694521
3 1.0 1.001 1.02041706
1 0.5 0.5005 0.50708933
2 0.5 0.5005 0.50663578
3 0.5 0.5005 0.50698606
1 0.25 0.25025 0.2596635
2 0.25 0.25025 0.25865823
3 0.25 0.25025 0.2593808

3

y=1.0089x+0.0058

g 25 R?=0.9999
§52
5 E
S
c
8 05

0

0 0.5 1 1.5 2 2.5 3
Cantidad recuperada{mg/mL)

Gréfico 7. Gréfica de linealidad del método para la hemateina.
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Tabla 24. Resultados obtenidos para evaluar la exactitud del método utilizando

hematoxilina.
Concentracion de ) Concentracion
No.deréplica  Hematoxilina tr Area real de Hematoxilina ~ % Recobro
(mg/mL) (mg/mL)
1 2.5 1.346 25155903 2.51547508 100.619003
2 2.5 1.348 25236309 2.52351531 100.940612
3 2.5 1.346 25239228 2.52380719 100.952288
1 2.0 1.345 21212631 2.03523108 101.761554
2 2.0 1.347 21218887 2.03583130 101.791565
3 2.0 1.347 21211377 2.03511076 101.755538
1 1.0 1.343 11664838 0.99993632 99.9936315
2 1.0 1.344 11693201 1.00236766 100.236766
3 1.0 1.345 11665662 1.00000695 100.000695
1 0.5 1.342 6743272 0.50593686 101.187371
2 0.5 1.344 6746574 0.50618460 101.236920
3 0.5 1.344 6751674 0.50656725 101.313449
1 0.25 1.344 3594442 0.24909624 99.6384963
2 0.25 1.344 3602936 0.24968488 99.8739513
3 0.25 1.343 3619853 0.25085723 100.342893
y 100.776316
S 0.73264147
DER 0.72699768

55



e

Tabla 25. Cantidad recuperada y cantidad adicionada para la hematoxilina.

Concentracion de Cantidad recuperada  Cantidad adicionada

No. de réplica Hematoxilina Concentracion Concentracion
(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)

1 25 2.5 2.51547508

2 25 2.5 2.52351531

3 25 2.5 2.52380719

1 2.0 2.0 2.03523108

2 2.0 2.0 2.0358313

3 2.0 2.0 2.03511076

1 1.0 1.0 0.99993632

2 1.0 1.0 1.00236766

3 1.0 1.0 1.00000695

1 0.5 0.5 0.50593686

2 0.5 0.5 0.5061846

3 0.5 0.5 0.50656725

1 0.25 0.25 0.24909624

3 0.25 0.25 0.24968488

4 0.25 0.25 0.25085723
3

‘g y=1.013x- 0.0042

= 27 RZ=0.9999

E

3

g 1.5

S 1

B

T 05

B

e 0

S 0 0.5 1 15 2 25 3

Cantidad recuperada{mg/mL)

Gréfico 8. Gréfica de linealidad del método para la hematoxilina.

Los parametros determinados en la curva de regresion ajustada para la

hemateina y hematoxilina se muestran en la Tablas 26 y 27.
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Tabla 26. Pardmetros estadisticos calculados para el modelo de linealidad del

método (hemateina).

Estadistico Resultado

bo 0.005

b+ 1.008

r 0.99927155

r? 0.99854362

r2 ajustado 0.99843159

Error tipico 526583.096

IC (B1) ) (to.g7513=2.160) 14482895.04<f:<15161236.74

Tabla 27. Parametros estadisticos calculados para el modelo de linealidad del

método (hematoxilina).

Estadistico Resultado

bo -0.004

b+ 1.013

r 0.99994652

r2 0.99989304

r2 ajustado 0.99988481

Error tipico 0.00974639

IC (B1) ) (to.g7513=2.160) 1.006703468<p1<1.019258714

De acuerdo con los resultados indicados en las Tablas 22 y 24 los
porcentajes de recobro para la hemateina y la hematoxilina se encuentran dentro
de los limites establecidos en las guias Q2A y Q2B de la Conferencia Internacional
sobre Armonizacion (ICH, International Conference on Harmonisation) para
métodos cromatograficos (98-102%). De nueva cuenta, el ajuste de los resultados
obtenidos se realiz6 mediante un analisis de regresion lineal simple. La pendiente
calculada para los modelos es diferente de cero y el coeficiente de correlacion
indica que el 99.9% de los datos se encuentran explicados por el modelo de

regresion lineal. Una vez mas se realiz6 el andlisis de varianza para evaluar los
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modelos de regresion. Los resultados derivados de este analisis se resumen en

las Tablas 28 y 29. El ANDEVA para n=15 y a= 0,05% permite calcular un valor
para la distribucion (Foos1,15) de 8913.25177 para hemateina y de 121525.655
para hematoxilina, los cuales son mayores que el valor critico de (Foos115) 4,54,
por lo tanto, los modelos estadisticos calculados son adecuados. Nuevamente, los
intervalos de confianza calculados al 95% para la pendiente de ambos modelos
(Tablas 26 y 27) no incluyen el cero por lo tanto, los modelos estadisticos
propuestos cumplen con los criterios establecidos en las Guias de validacion

emitidas por la ICH.

Tabla 28. Analisis de varianza de la regresion lineal simple para evaluar la

linealidad del método para hemateina (n=15, a=0,05, Fo 5115 = 4,54).

Grados de Suma de Promedio de
libertad cuadrados los cuadrados F Valor critico de F

Regresién 1 247155E+15  2.47155E+15  8913.25177 7.91009E-20
Residuos 13 3.60477E+12 2.7729E+11

Total 14 2.47516E+15

Coeficientes Error tipico Estadistico t Probabilidad

Intercepto 1407202.972 2387434818 5.894204783 5.2862E-05
Variable X 1 14822065.89 156996.7465 94.41001942 7.9101E-20

Tabla 29. Andlisis de varianza de la regresion lineal simple para evaluar la

linealidad del método para hematoxilina (n=15, a=0,05, Fo 05115 = 4,54).

Grados de Suma de Promedio de los
libertad cuadrados cuadrados F Valor critico de F

Regresion 1 11.5439703 11.5439703 121525.655 3.36227E-27
Residuos 13 0.0012349 9.4992E-05

Total 14 11.5452052

Coeficientes Error tipico Estadistico t Probabilidad

Intercepcion -0.004157265 0.004418839 -0.9408047 0.363959184
Variable X 1 1.012981091 0.002905811 348.6052991 3.36227E-27
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La precision se define como el grado de concordancia entre los resultados

5.2.4 Precisién

analiticos individuales. Para evaluar la precision del método analitico se realizaron
diferentes experimentos conducentes a evaluar la precision del sistema
(repetibilidad), la precision del método y la precision intermedia (reproducibilidad).
De manera general, estos resultados se expresan en términos de desviacion
estandar relativa (DER). En las Figuras 22 y 23 se ilustran ejemplos de los

cromatogramas obtenidos para cada compuesto.
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4Detector A Ch1:254nm
{Detector A Ch2:285nm

12504
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soo—f
mo—f
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i
—— =
0.0 10 20 30 4.0 50 6.0 70 min

Figura 22. Cromatograma del estandar de hemateina 1.0 mg/mL.
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Figura 23. Cromatograma del estandar de hematoxilina 1.0 mg/mL.

5.2.4.1 Precision del sistema
La precisién del sistema se evalio midiendo la concordancia entre los
resultados analiticos individuales aplicando el procedimiento repetidamente a una
muestra. Los resultados de estas determinaciones se resumen en la Tabla 30.
Considerando que la DER calculada para ambos compuestos es de 0.50%
para la hemateina y 0.69% para la hematoxilina se concluye que el sistema es

reproducible bajo las condiciones de ensayo.
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Tabla 30. Datos experimentales obtenidos durante la evaluacién de precision del

sistema.

No. de réplica ) No. de réplica )
Hemateina Area Hematoxilina Area
(1.0 mg/mL) (1.0 mg/mL)
1.1 13391965 1.1 13432087
1.2 13283397 1.2 13454668
1.3 13244295 1.3 13432600
2.1 13217750 2.1 13244588
2.2 13120665 2.2 13541322
2.3 13260556 2.3 13432306
3.1 13210377 3.1 13472309
3.2 13278803 3.2 13536828
3.3 13126301 3.3 13486523
4.1 13121040 41 13481033
4.2 13175449 4.2 13626200
4.3 13246155 4.3 13564248
5.1 13237061 5.1 13622065
5.2 13202495 5.2 13663813
5.3 13256104 5.3 13521714
6.1 13182499 6.1 13657283
6.2 13187502 6.2 13601348
6.3 13189017 6.3 13740005
y 13218412.8 y 13538830.7
S 66760.5843 S 94694.0691
DER 0.50505749 DER 0.69942576

5.2.4.2 Precisi6on del método

La precision del método se determind mediante el analisis por sextuplicado

de una solucion que contenia 1.0 mg/mL de hemateina o de hematoxilina,

respectivamente. Los resultados obtenidos se muestran en

la Tabla 31.

Nuevamente, la DER para ambos compuestos es menor del 2% por lo tanto el

método analitico es preciso.
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Tabla 31. Resultados obtenidos para evaluar la precision del método.

No. de réplica ) No. de réplica ]

Hemateina Area Hematoxilina Area

(1.0 mg/mL) (1.0 mg/mL)
1 16202997 1 12764345
2 16155104 2 12752369
3 16116635 3 12742662
4 16111425 4 12745389
5 16384262 5 12759466
6 16150792 6 12744709
y 16186869.2 y 12751490
S 102136.463 S 8840.56546

DER 0.63098344 DER 0.06932967

5.2.4.3 Precision intermedia

Por ultimo, la reproducibilidad del método se evalué por medio del analisis
de una solucion de hemateina o hematoxilina a una concentracién de 1.0 mg/mL.
Este ensayo se realiz6 por dos analistas en dos dias diferentes. Los resultados
obtenidos se resumen en las Tablas 32 y 33. En los ensayos realizados, la DER
fue menor de 2% por lo tanto, se concluye que el método analitico propuesto es

repetible y reproducible.

Tabla 32. Resultados obtenidos de la hemateina para evaluar precision

intermedia.

Analista DER analista
1 2 1 2
14760450 14763199  0.20295343  0.44842939
Dia 1 14818268 14633499
14775434 14719055
15232441 14713250 DER analista
Dia 2 15229515 14702258 1 2
15261308 14710818  0.11529388  0.0392533
y 14859957.9
S 234388.352
DER 1.57731504
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Tabla 33. Resultados obtenidos de la hematoxilina para evaluar precision

intermedia.
Analista DER analista
1 2 1 2
12253910 12315271 0.81261191 0.91780975
Dia 1 12406786 12536723
12443374 12379709
11939189 12438886 DER analista
Dia 2 11915012 12391555 1 2
11837150 12375334 0.44818686 0.26625466
y 12269408.3
S 235768.607
DER 1.92159721

5.2.5 Robustez

La robustez del método analitico se determind realizando pequefas

variaciones de los parametros propuestos en la metodologia experimental. El

principal objetivo es identificar las variables controlables que puedan contribuir a

determinar cambios significativos.

Las variables que se modificaron en este parametro fueron velocidad de

flujo, proporcion de la fase movil, temperatura de la columna y longitud de onda.

El criterio de aceptacion indica que la diferencia entre la condicion normal y

modificada no debe de ser mayor al 2%. Los resultados obtenidos para este

parametro se resumen en las Tablas 34 a 37 y en las Figuras 24 a 45.
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Tabla 34. Resultados obtenidos para evaluar la robustez del método utilizando

una solucion de hemateina.

No. de

anli Muestra / condicion modificada tr Area
réplica

1 1339 16838278 Parametros de
2 1338 16850385 Adecuabilidad
3 Hemateina 1.0 mg/mL 1339 16870509
4 1338 16908533 . _sepa14075
5 1338 16894956  g-34177 8212
6 1339 16925004  DER=0.20245812
L Hemateina 1.0 mg/mL 280 nm 134 16964778
2 134 16968036
! Hemateina 1.0 mg/mL 290 nm 1.337 16213951
2 1336 16369069
1 Hemateina 1.0 mg/mL 5uL 1331 8522623
2 1332 8644555
1 Hemateina 1.0 mg/mL 15uL 1345 24352316
2 1342 24422770
1 Hemateina 1.0 mg/mL 0.400 mL 1663 21636687
2 1663 21897204
L Hemateina 1.0 mg/mL 0.600 mL 1125 14521191
2 1124 14602699
L Hemateina 1.0 mgimL 95:5 (MeOHH20+TFA) 1.341 17209236
2 1341 17271385
1 Hemateina 1.0 mg/mL 85:15 (MeOH:H20+TFA) 1.340 16750763
2 1399 16876868

S - Hemateina 1.0 mg/mL 20°C 1.338 17187865
2 1339 17061437
L Hemateina 1.0 mg/mL 30°C 1.338 17182568
2 1338 17124613
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Tabla 35. Diferencia absoluta entre los valores de las condiciones de operacion

modificada y normal para la hemateina.

Condiciénfmodificada

Condicion normal

. dil=l v - v 0
Condicion (V) (Ys) | di |yi y0| %o
Media aritmética de la
condicion normal de operacion 16881427.5
Media aritmética de 280 nm 16966407 84979.5 0.50
Media aritmética de 290 nm 16291510 589917.5 349
Media aritmética de 5 L 8583589 8297838.5 4915
Media aritmética de 15 pL 24397543 7516115.5 44 52
Media aritmética de 0.400
mL/min de flujo 21766945.5 4885518 28.94
Media aritmética de 0.600
mL /min de flujo 14561945 2319482.5 13.74
Media aritmética de proporcién
(95:5) MeOH:H,O+TFA 17240310.5 358883 2.13
Media aritmética de proporcién
(85:15) MeOH:H,O+TFA 16813815.5 67612 0.40
Media aritmética a 20°C 17124651 243223.5 1.44
Media aritmética a 30°C 17153590.5 272163 1.61
emprromEm

1000—%

750—5

500—5

0] L3

Figura 24. Cromatograma de la solucion estandar de hemateina (1.0 mg/mL) en

condiciones normales de operacién (A= 285 nm; velocidad de flujo= 0.5 mL/min;

temperatura= 25°C; fase movil MeOH:H,O (TFA 1%) (90:10) y volumen de

inyeccion= 10 pL).
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Figura 25. Cromatograma de la solucion estandar de hemateina (1.0 mg/mL)

utilizando 280 nm como longitud de onda de deteccion.
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Figura 26. Cromatograma de la solucién estandar de hemateina (1.0 mg/mL)

utilizando 290 nm como longitud de onda de deteccion.
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Figufa 27. Cromatograima de la solucién estandar de hemateina (1.0 mg/mL)

utilizando 5 pL de volumen de inyeccion.
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Figura 28. Cromatograma de la solucion estandar de hemateina (1.0 mg/mL)
utilizando 15 pL de volumen de inyeccion.
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Figura 29. Cromatograma de la solucion estandar de hemateina (1.0 mg/mL)

utilizando una velocidad de flujo de 0.400 mL/min.
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Figura 30. Cromatograma de la solucion estandar de hemateina (1.0 mg/mL)

utilizando una velocidad de flujo de 0.600 mL/min.
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Figura 31. Cromatograma de la solucion estandar hemateina (1.0 mg/mL)
utilizando una fase movil compuesta por MeOH: H,O (TFA 1%) en una proporcion
95:5.
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Figura 32. Cromatograma de la solucion estandar de hemateina (1.0 mg/mL)
utilizando una fase movil compuesta por MeOH: H,O (TFA 1%) en una proporcion
85:15.
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Figura 33. Cromatograma de la solucién estandar de hemateina (1.0 mg/mL)

utilizando una temperatura en la columna de 20°C.
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Figura 34. Cromatograma de la solucién estdndar de hemateina (1.0 mg/mL)

utilizando una temperatura en la columna de 30°C.
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Tabla 36. Resultados obtenidos para evaluar la robustez del método utilizando

una solucién de hematoxilina.

No. _de Muestra / condicion modificada tr Area
replica

1 1.339 16838278 . ;
arametros de

2 ) 1.338 16850385 Adocuabilidad

3 Hematoxilina 1 mg/mL 1.339 16870509

4 1338 16908533 1y =13055573.2

) 1.338 16894956  35-=47608.2803

6 1.339 16925904 DER=0.36465868

1 Hematoxilina 1 mg/mL 280 nm 1.340 16964778

2 1.340 16968036

1 Hematoxilina 1 mg/mL 290 nm 1.337 16213951

2 1.336 16369069

1 Hematoxilina 1 mg/mL 5uL 1.331 8522623

2 1.332 8644555

1 Hematoxilina 1 mg/mL 15uL 1.345 24352316

2 1.342 24422770

1 Hematoxilina 1 mg/mL 0.400 mL/min 1.663 21636687

2 1.663 21897204

1 Hematoxilina 1 mg/mL 0.600 mL/min 1125 14521191

2 1124 14602699

1 Hematoxilina 1 mg/mL 95:5 (MeOH:H20+TFA) 1341 17209236

2 1.341 17271385

1 Hematoxilina 1 mg/mL 85:15 (MeOH:H20+TFA) 1.340 16750763

2 1.399 16876868

1 Hematoxilina 1 mg/mL 20°C 1.338 17187865

2 1.339 17061437

1 Hematoxilina 1 mg/mL 30°C 1338 17182568

2 1.338 17124613
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Tabla 37. Diferencia absoluta entre los valores de las condiciones de operacion

modificada y normal para la hematoxilina.

Condiciénfmodificada Condicign normal

Condicion |dil=]y -y | %
(Y1) (Vo) e j
Media aritmética de la
condicion normal de operacion 13055573.2
Media aritmética de 280 nm 10754674.5 - 2300898.7 17.62
Media aritmética de 290 nm 14540980.5 - 1485407.3 11.38
Media aritmética de 5 L 6899033 - 6156540.2 4716
Media aritmética de 15 pL 18340935 - 5285361.8 40.48
Media aritmética de 0.400
mL/min de flujo 1648565 - 11407008.2 87.37
Media aritmética de 0.600
mL /min de flujo 11008000 - 2047573.2 15.68
Media aritmética de proporcién
(95:5) MeOH:H,O+TFA 12929390 - 126183.2 097
Media aritmética de proporcion
(85:15) MeOH:H,O+TFA 10085169.5 - 2970403.7 22.75
Media aritmética a 20°C 13116307 - 60733.8 0.47
Media aritmética a 30°C 13117719.5 - 62146.3 0.48
mggtechrA Ch1:254nm

1250 4 Detector A Ch2:285nm

750+

250+
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Figura 35. Cromatograma de la solucion estandar de hematoxilina (1.0 mg/mL) en
condiciones normales de operacion (A=285 nm; velocidad de flujo= 0.5 mL/min;
temperatura=25°C; fase movil MeOH:H,O (TFA 1%) (90:10) y volumen de
inyeccion=10 pL).
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Figura 36. Cromatograma de la solucion estandar de hematoxilina (1.0 mg/mL)

utilizando 280 nm como longitud de onda de deteccion.
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Figura 37. Cromatograma de la solucién estandar de hematoxilina (1.0 mg/mL)

utilizando 290 nm como longitud de onda de deteccion.
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Figura 38. Cromatogréma de la solucién estandar de hematoxilina (1.0 mg/mL)

utilizando 5 pL de volumen de inyeccion.
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Figura 39. Cromatograma de la solucién estdndar de hematoxilina (1.0 mg/mL)
utilizando 15 pL de volumen de inyeccion.
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Figura 40. Cromatograma de la solucién estandar de hematoxilina (1.0 mg/mL)

utilizando una velocidad de flujo de 0.400 mL/min.
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Figura 41. Cromatograma de la solucién estandar de hematoxilina (1.0 mg/mL)

utilizando una velocidad de flujo de 0.600 mL/min.
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Figura 42. Cromatograma de la solucién estandar hematoxilina (1.0 mg/mL)
utilizando una fase movil compuesta por MeOH: H,O (TFA 1%) en una proporcion
95:5.
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Figura 43. Cromatograma de la solucién estandar de hematoxilina (1.0 mg/mL)
utilizando una fase movil compuesta por MeOH: H,O (TFA 1%) en una proporcion
85:15.
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Figura 44. Cromatograma de la solucién estandar de hematoxilina (1.0 mg/mL)

utilizando una temperatura en la columna de 20°C.
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Figura 45. Cromatograma de la solucion estandar de hematoxilina (1.0 mg/mL)

utilizando una temperatura en la columna de 30°C.

De acuerdo con los datos obtenidos tanto para la hematoxilina como para la
hemateina, se concluye que el método analitico no es robusto debido a que la
diferencia, expresada en porcentaje, entre la condicion modificada y la normal es
mayor al 2%.
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Una vez validado el método analitico, se analizaron las concentraciones de

los metabolitos presentes en la infusidn, los resultados se resumen en la Tabla 38.

Tabla 38. Area bajo la curva de la hemateina presente en la infusion de

Haematoxylon brasiletto Karst.

No. de

réplicas Hemateina
tr Area C [mg/mL]
1 1.338 16489671  1.00747197
2 1.339 16334043  0.99796354
3 1.339 16552575  1.01131522
4 1.338 16535689  1.01028354
5 1.337 16450555  1.00508209
6 1.338 16310641  0.99653374
y 1.00477502
S 0.00624181
DER 0.6212143

Esos resultados se encuentran expresados en mg y representan

el promedio de 6 réplicas.

En sintesis, la concentracion promedio de hemateina encontrada en las

diferentes infusiones preparadas con la corteza de Haematoxylon brasiletto Karst

es de 1.0 mg/mL.
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6. CONCLUSIONES

Mediante el empleo de un disefio factorial 2° se establecié que la mayor
concentracion de 4cido clorogénico a partir de las hojas de Prunus serotina
Ehrenb se obtiene utilizando como disolvente metanol-agua (70:30),
material vegetal seco y como método de extraccion sonicacion.

El modelo también es Gtil para predecir la cantidad del acido clorogénico a
obtenerse en cualquier punto de la regidon experimental.

El método analitico desarrollado es de utilidad para evaluar el contenido de
hemateina en la infusion de Haematoxylon brasiletto Karst y hematoxilina
en los extractos organicos derivados de su corteza.

El método analitico desarrollado es selectivo, lineal, exacto y preciso.

7. PERSPECTIVAS

Conocer la proporcion de hemateina y hematoxilina en la infusion y en los
extractos metandlicos de Haematoxylon brasiletto Karst.

Emplear el método analitico desarrollado para cuantificar la hemateina y/o
la hematoxilina en preparados farmacéuticos elaborados con la especie.
Esta actividad permitira comprobar si las condiciones experimentales

desarrolladas son de utilidad para diferentes matrices farmacéuticas.
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-1.812

Ejemplo

Para r= 10 grados de
libertad:

P[t>1.812] =0.05
P[t<-1.812] = 0.05

1.812 i
ra 0,25 0,2 0,15 0,1 0,05 0,025 0,01 0,005 | 0,0005
1 1,000 1,376 1,963 3,078 6,314 | 12,706 | 31,821 | 63,656 | 636,578
2 0,816 1,081 1,386 1,886 2,920 4,303 6,965 9,925 | 31,600
3 0,765 0,978 1,250 1,638 2,353 3,182 4,541 5,841 12,924
4 0,741 0,941 1,190 1,533 2,132 2,776 3,747 4,604 8,610
5 0,727 0,920 1,156 1,476 2,015 2,571 3,365 4,032 6,869
6 0,718 0,906 1,134 1,440 1,943 2,447 3,143 3,707 5,959
7 0,711 0,896 1,119 1,415 1,895 2,365 2,998 3,499 5,408
8 0,706 0,889 1,108 1,397 1,860 2,306 2,896 3,355 5,041
9 0,703 0,883 1,100 1,383 1,833 2,262 2,821 3,250 4781
10 0,700 0,879 1,093 1,372 1,812 2,228 2,764 3,169 4,587
11 0,697 0,876 1,088 1,363 1,796 2,201 2,718 3,106 4,437
12 0,695 0,873 1,083 1,356 1,782 2,179 2,681 3,055 4,318
13 0,694 0,870 1,079 1,350 1,771 2,160 2,650 3,012 4,221
14 0,692 0,868 1,076 1,345 1,761 2,145 2,624 2,977 4,140
15 0,691 0,866 1,074 1,341 1,753 2,131 2,602 2,947 4,073
16 0,690 0,865 1,071 1,337 1,746 2,120 2,583 2,921 4,015
17 0,689 0,863 1,069 1,333 1,740 2,110 2,567 2,898 3,965
18 0,688 0,862 1,067 1,330 1,734 2,101 2,552 2,878 3,922
19 0,688 0,861 1,066 1,328 1,729 2,093 2,539 2,861 3,883
20 0,687 0,860 1,064 1,325 1,725 2,086 2,528 2,845 3,850
21 0,686 0,859 1,063 1,323 1,721 2,080 2,518 2,831 3,819
22 0,686 0,858 1,061 1,321 1,717 2,074 2,508 2,819 3,792
23 0,685 0,858 1,060 1,319 1,714 2,069 2,500 2,807 3,768
24 0,685 0,857 1,059 1,318 1,711 2,064 2,492 2,797 3,745
25 0,684 0,856 1,058 1,316 1,708 2,060 2,485 2,787 3,725
26 0,684 0,856 1,058 1,315 1,706 2,056 2,479 2,779 3,707
27 0,684 0,855 1,057 1,314 1,703 2,052 2,473 2,771 3,689
28 0,683 0,855 1,056 1,313 1,701 2,048 2,467 2,763 3,674
29 0,683 0,854 1,055 1,311 1,699 2,045 2,462 2,756 3,660
30 0,683 0,854 1,055 1,310 1,697 2,042 2,457 2,750 3,646
40 0,681 0,851 1,050 1,303 1,684 2,021 2,423 2,704 3,551
60 0,679 0,848 1,045 1,296 1,671 2,000 2,390 2,660 3,460
120 0,677 0,845 1,041 1,289 1,658 1,980 2,358 2,617 3,373
0 0,674 0,842 1,036 1,282 1,645 1,960 2,326 2,576 3,290
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Tabla Il. Distribucion F de Fisher

Puntos de Porcentaie de la distribucion F

Ejemplo:

Para nl =9, n2 = 12 grados de libertad:

P[F>2.80]=005
P[F>439]=001

_ 5% de area

1% de drea

2

i 4 5 F

ny

5 % (normal) y 1 T (negritas) puntos para la distribucion de F

n1 grados delibertad (para & mayor cuadrado medic)
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5% (normal) y 1 73 (negritas) puntos para la distribucion de F

I, n1 grados delibertad (para & mayor cuadrado medio) np
1 2 3 4 5 [5 7 8 9 10 11 12 14 16 20 24 30 40 50 75 100 200 500 o0

11 484 398 359 336 320 309 301 295 290 285 282 279 274 270 265 261 257 253 251 247 246 243 242 2400 11
965 7.21 6.22 567 532 507 489 474 463 454 446 440 429 421 410 402 394 386 3.81 3.74 371 366 362 3.60

12 475 389 349 326 311 300 291 285 280 275 272 269 264 260 254 251 247 243 240 237 235 232 231 230| 12
933 693 595 541 506 482 464 450 439 430 422 416 405 3.97 386 378 3.70 3.62 357 350 347 341 338 3.36

13 467 381 341 318 303 292 283 277 271 267 263 260 255 251 246 242 238 234 231 228 226 223 222 221 13
9.07 670 574 521 486 462 444 430 419 410 402 396 386 378 366 359 351 343 338 3.31 327 322 319 317

14 460 374 334 311 296 285 276 270 265 260 257 253 248 244 239 235 231 227 224 221 219 216 214 2.13| 14
886 651 556 504 469 446 428 414 403 394 386 380 370 362 351 343 335 327 322 315 311 306 303 3.00

15 454 368 329 306 290 279 271 264 259 254 251 248 242 238 233 229 225 220 218 214 212 210 208 207 15
8.68 636 542 489 456 432 414 400 389 380 373 367 356 349 337 329 3.21 313 3.08 3.01 298 292 289 287

16 449 363 324 301 285 274 266 259 254 249 246 242 237 233 228 224 219 215 212 209 207 204 202 2.01| 16
853 6.23 529 4,77 444 420 4.03 389 378 369 362 355 345 337 326 318 310 3.02 297 290 286 281 278 275

17 445 359 320 296 281 270 261 255 249 245 241 238 233 229 223 219 215 210 208 204 202 199 197 198 17
840 611 519 4.67 434 410 393 379 368 3.59 3.52 346 3.35 3.27 3.16 3.08 3.00 292 287 2.80 276 271 268 2.65

18 441 355 316 293 277 266 258 251 246 241 237 234 229 225 219 215 211 206 204 200 198 195 193 1.92| 18
8.29 6.01 509 458 425 401 384 371 360 3.51 343 337 327 319 3.08 300 292 284 278 271 268 262 259 257

19 438 352 313 290 274 263 254 248 242 238 234 231 226 221 216 211 207 203 200 19 194 191 189 188 19
818 593 501 450 417 394 3.77 363 352 343 336 330 319 312 3.00 292 284 276 271 264 260 255 251 249

20 435 349 310 287 271 260 251 245 239 235 231 228 222 218 212 208 204 199 197 193 191 188 186 1.84] 20
810 585 494 443 410 387 370 356 346 3.37 329 323 313 3.05 294 286 278 269 264 257 254 248 244 242

21 432 347 307 284 268 257 249 242 237 232 228 225 220 216 210 205 201 19 194 19 188 184 183 181 21
8.02 578 487 437 404 381 364 351 340 331 324 317 307 299 288 280 272 264 258 251 248 242 238 236

22 430 344 305 282 266 255 246 240 234 230 226 223 217 213 207 203 198 194 191 18 185 182 180 178 22
795 572 482 431 399 376 359 345 335 3.26 318 312 302 294 283 275 267 258 253 246 242 236 233 2.3

23 428 342 303 280 264 253 244 237 232 227 224 220 215 211 205 201 196 191 188 184 182 179 177 1.76] 23
788 566 476 426 394 371 354 341 330 3.21 314 3.07 297 289 278 270 262 254 248 24 237 232 228 2.26

24 426 340 301 278 262 251 242 236 230 225 222 218 213 209 203 198 194 189 186 182 180 177 175 173 24
7.82 561 472 4,22 390 367 350 336 326 317 3.09 3.03 293 285 274 266 258 249 244 237 233 227 224 2.21

25 | 424 339 299 276 260 249 240 234 228 224 220 216 211 207 201 196 192 187 184 180 178 175 173 1.71| 25
7.77 557 468 418 385 363 346 332 322 313 306 299 289 281 270 262 254 245 240 233 229 223 219 217

26 423 337 298 274 259 247 239 232 227 222 218 215 209 205 199 195 190 185 182 178 176 173 171 169 26
772 553 464 414 382 359 342 329 318 3.09 302 296 286 278 266 258 250 242 236 229 225 219 216 213

27 421 335 296 273 257 246 237 231 225 220 217 213 208 204 197 193 188 184 181 176 174 171 169 167 27
768 549 460 411 378 356 3.39 326 315 3.06 299 293 282 275 263 255 247 238 233 22 222 216 212 210

28 420 334 295 271 256 245 236 229 224 219 215 212 206 202 19 191 187 182 179 175 173 169 167 165 28
7.64 545 457 407 375 353 336 323 312 3.03 296 290 279 272 260 252 244 235 230 223 219 213 209 2.06

29 418 333 293 270 255 243 235 228 222 218 214 210 205 201 194 190 185 181 177 173 171 167 165 164| 29
760 542 454 4.04 373 350 3.33 320 3.09 3.00 293 287 277 269 257 249 241 233 227 220 216 210 206 2.03

30 417 332 292 269 253 242 233 227 221 216 213 209 204 199 193 189 184 179 176 172 170 166 164 162 30
7.56 539 451 4.02 370 347 330 317 307 298 291 284 274 266 255 247 239 230 225 217 213 207 203 201

32 415 329 290 267 251 240 231 224 219 214 210 207 201 197 191 186 182 177 174 169 167 163 161 159 32
750 534 446 397 365 343 326 313 3.02 293 286 280 270 262 250 242 234 225 220 212 208 202 198 1.96




5% (nomal) y 1 % (negritas) puntos para la distribucién de F
) n1 grados delibertad (para el mayor cuadrado medio) -
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 14 16 20 24 30 40 50 75 100 200 500 o0

34 413 328 288 265 249 238 229 223 217 212 208 205 199 195 189 184 180 175 171 167 165 161 159 157 34
744 529 442 393 361 339 322 3.09 298 289 282 276 266 258 246 238 230 221 216 208 204 198 194 191
36 411 326 287 263 248 236 228 221 215 211 207 203 198 193 187 182 178 173 169 165 162 159 15 155 36
740 525 438 389 357 335 318 3.05 295 286 279 272 262 254 243 235 2,26 218 212 204 200 194 190 1.87
38 410 324 285 262 246 235 226 219 214 209 205 202 196 192 185 181 176 171 168 163 161 157 154 153 38
735 521 434 386 354 332 315 3.02 292 283 275 269 259 251 240 232 223 214 209 201 197 190 186 1.84
40 408 323 28B4 261 245 234 225 218 212 208 204 200 195 190 184 179 174 168 166 161 159 155 153 151 40
731 518 431 383 351 329 312 299 289 280 273 266 256 248 237 229 220 211 2.06 1.98 194 187 1.83 1.81
42 407 322 283 259 244 232 224 217 211 208 203 199 194 189 183 178 173 168 165 160 157 153 151 149 42
7.28 515 429 380 349 327 310 297 286 278 270 264 254 246 234 226 218 209 203 195 191 185 1.80 178
44 406 321 282 258 243 231 223 216 210 205 201 198 192 188 181 1.77 172 167 163 159 156 152 149 148 44
7.25 512 426 378 347 324 308 295 284 275 268 262 252 244 232 224 215 207 201 193 189 182 178 175
46 405 320 281 257 242 230 222 215 209 204 200 197 191 187 180 176 1.71 165 162 157 155 151 148 146| 46
7.22 510 424 376 344 322 3.06 293 282 273 266 260 250 242 230 222 213 204 199 191 18 180 176 173
48 404 319 280 257 241 229 221 214 208 203 199 196 19 18 179 175 170 164 161 156 154 149 147 145 48
719 5.08 422 374 343 320 3.04 291 280 271 264 258 248 240 228 220 212 202 197 189 184 178 173 170
50 403 318 279 256 240 229 220 213 207 203 199 195 189 185 178 174 169 163 160 155 152 148 146 144 50
717 6.06 420 372 341 319 302 289 278 270 263 256 246 238 227 218 210 201 195 187 182 176 171 1.68
55 402 316 277 254 238 227 218 211 206 201 197 183 18 183 176 1.72 167 161 158 153 150 146 143 141 55
712 5.01 416 368 3.37 315 298 285 2.75 2.66 259 253 242 234 223 215 2.06 197 191 1.8 178 171 167 1.64
60 400 315 276 2563 237 226 217 210 204 199 195 192 186 182 175 170 165 158 156 151 148 144 141 139 60
7.08 498 413 365 334 31z 295 282 272 263 256 250 239 231 220 212 2.03 194 188 179 175 168 1.63 1.60
65 399 314 275 251 236 224 215 208 203 198 194 190 18 180 173 169 163 158 154 149 146 142 139 137 65
704 495 410 362 331 3.09 293 280 269 261 253 247 237 229 217 209 200 191 1.8 177 172 165 1.60 1.57
70 398 313 274 250 235 223 214 207 202 197 193 189 184 179 172 167 162 157 153 148 145 140 137 135 70
7.01 492 407 360 329 307 291 278 267 259 251 245 235 227 215 207 198 189 183 174 170 162 157 154
80 396 311 272 249 233 221 213 206 200 195 191 188 182 177 170 165 160 154 151 145 143 138 135 1.33] 80
696 4.88 4.04 356 326 3.04 287 274 264 255 248 242 231 223 212 203 194 185 1.79 170 165 1.58 1.53 1.50
100 | 394 3.09 270 246 231 219 210 203 197 193 189 18 179 175 168 163 157 152 148 142 139 134 131 1.28 100
690 482 398 351 321 299 282 269 259 250 243 237 227 219 207 198 1.89 180 1.74 165 160 152 1.47 1.43
125 | 392 307 268 244 229 217 208 201 196 191 187 18 177 173 166 160 155 149 145 140 136 131 127 1.25 125
6.84 478 394 347 317 295 279 266 255 247 239 233 223 215 203 194 185 176 169 160 155 147 141 137
150 | 390 3.06 266 243 227 216 207 200 194 189 185 182 176 171 164

1.5 154 148 144 138 134 1290 125 1.22| 150
6.81 475 391 345 314 292 276 263 253 244 237 231 220 212 200 1.92 1.8 173 166 1867 152 143 138 133
200 | 389 304 285 242 226 214 206 198 193 188 184 180 174 169 162 157 152 146 141 135 132 126 122 119 200
676 4.71 388 341 311 289 273 260 250 241 234 227 217 209 197 1.89 1.79 169 1.63 153 148 139 133 1.28
400 | 386 302 263 239 224 212 203 19 19 18 181 178 172 167 160 154 149 142 138 132 128 122 117 1.13| 400
670 466 383 337 306 285 268 256 245 237 229 223 213 205 192 184 175 164 158 148 142 132 125 119
1000 385 3.00 261 238 222 211 202 195 189 184 180 176 170 165 1568 153 147 141 136 130 126 118 113 1.08[ 1000
6.66 4.63 3.80 334 3.04 282 266 253 243 234 227 220 210 202 190 1.8 1.72 161 1.54 144 138 128 119 112
w 384 300 260 237 221 210 201 194 188 183 179 175 169 164 157 152 146 138 135 128 124 117 111 1.00]
6.63 4.61 3.78 332 302 280 264 251 241 232 225 218 208 200 188 1.79 1.70 159 152 142 136 125 115 1.00 I




	Portada
	Índice
	1. Introducción
	2. Antecedentes
	3. Objetivos
	4. Desarrollo Experimental
	5. Resultados y Discusión
	6. Conclusiones   7. Perspectivas
	8. Referencias
	Anexos

