»avﬁ UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

L

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN

DETERMINACION DE POLIFENOLES PRESENTES EN EXTRACTO
ETANOLICO DE GOBERNADORA (Larrea tridentata) POR
ELECTROFORESIS CAPILAR

T E S | S
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO
P R E S E N T A

JOSE JUAN MARTINEZ HERNANDEZ

ASESORA:
DRA. MARIA GABRIELA VARGAS MARTINEZ

CUAUTITLAN IZCALLI, ESTADO DE MEXICO 2015




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Quimico Farmacéutico Bibdlogo

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN
UNIDAD DE ADMINISTRACION ESCOLAR
DEPARTAMENTO DE EXAMENES PROFESIONALES

. ¥. 2

VNIVERADAD NACJONAL TG

AVENMA DE ASUNT&?¥OTO APROBATORIO
MEXICO o

M. en C. JORGE ALFREDO CUELLAR ORDAZ
DIRECTOR DE LA FES CUAUTITLAN
PRESENTE

RS

i
b
¥

; e |
ATN: M. EN A. ISMAEL HERNANDEZ MAURICIO
Jefe del Departamento de Examenes-Profesionales
A dedaBES-Cuautitlan,

Con base en el Reglamento General de Exémenes, y la Direccion de la Facultad, nos permitimos
comunicar a usted que revisamos el: Trabajo de Tesis

Determinacion de polifenoles presentes en extracto etanélico de Gobernadora (Larrea tridentata) por
Electroforesis Capilar.

Que presenta el pasante: José Juan Martinez Hernandez
Con nuimero de cuenta: 304013885 para obtener el Titulo de la carrera: Quimica Farmacéutico Biolégica

Considerando que dicho trabajo retine los requisitos necesarios para ser discutido en el EXAMEN PROFESIONAL
correspondiente, otorgamos nuestro VOTO APROBATORIO.

ATENTAMENTE
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Cuautitlan Izcalli, Méx. a 06 de Marzo de 2015.

PROFESORES QUE INTEGRAN EL JURADO

NOMBRE FIRMA
PRESIDENTE Q.F.B. Brigida del Carmen Camacho Enriquez A,Wmﬁ
VOCAL Dra. Maria Gabriela Vargas Martinez B
SECRETARIO Dr. Julio César Botello Pozos %
ler. SUPLENTE Q.F.B. Martha Anggélica Villegas Gonzélez
2do. SUPLENTE M. en C. Enrique Ramos Lépez /

>

NOTA: los sinodales suplentes estan obligados a presentarse el dia y hora del Examen Profesional (art. 127).

IHM/mmgm*



Quimico Farmacéutico Biélogo

Agradecimientos

Zuieno agradecer a mi famdia guienes don mi motivacion en (la

apoyo total adl como en las buenas ¢ malas han edtado siempre ake;
alentdndome a sequcn ¢ levantanme cada wey que he caido. 4 todos

elloe les digo que esto logno no es mes. ... ... “es nuestre ",

A mis padres: Sara g looé Juan, guienes han dade tode de o
para que cite loguo pudiowa cumplinse, @ witedes les digo gue
waedtrod edfuenzod ¢ desvelos no han sido en vano y aungue el camino
fue lango, al final le necibido lo mejor que me han podide dar en la
wida. Graciae por guiarme y hacowne la fentona gue soy alora.
Eoto es salo el principio gy se que mejoras codas edtdn en camino.,

A mis henmanos Liliana ¢ Edgarn, gracias por edtar agii, por

Juntos. Saben que los gucers ¢ cuentan con migo.



Quimico Farmacéutico Biélogo

A wi sobnina Danna, wi canade Tlacho y el lebe que uiene en
camine, graciad for foumar parte de edta famdiia, por el apoyo ¢

A més amigos gy compaienos de generaciin. Gracias a cada ano de
expeniencias que compantimes a lo lango de la camena. Tambicn
gracias a cada ano con lod que convivi en of Lab-40l de 7ESC-1.
A Dalee, Jessy, Luis, David, Gisvanni, Gougale y Tite Sote,
Gatbrnicla Vargas, gracias por el apoye brindade durante (a
nealizaciin de ote proyects, pon o wvalioss tiempo gue wos ha
dedicado y (a comfiansa gue olempre depositaste en wodotros.



Quimico Farmacéutico Bibdlogo

El presente trabajo fue financiado por el proyecto PAPIIT:
“Desarrollo de envases activos para la conservacion de
productos frescos y minimamente procesados” (IT201513),
de la Direccion General de Asuntos del Personal Académico,
UNAM.



Quimico Farmacéutico Biélogo

INDICE GENERAL

ADIEVIBIUIAS. ..ottt e e e e e e e e e e e s e r e e e e e e e e n e X
1 RESUMEN. L e e e e e e ennans 1
2 MARCO TEORICO.......coiieieeieiece ettt ettt 3

2.1 El género Larrea de la familia de las Zygophyllaceae. ................cccoouuunnee. 3

2.2 Larrea tridentata localizacién y nombres comunes. ...........cccccceeeeiiiiiinnnne. 3

2.2.1  Informacion taXONOMICA. ........c.uuvrrriiieeee et e e e e 4
2.2.2  CaAraCteriSHCAS. ... uuveeeiieiee e ettt e e e e e e e e e e 4
2.2.3  COMPOSICION. ..iiiiiiiiieee ettt e e e e e e e e s nb b e eeeeaeeeeeann 6
2.24  USOS Y APlICACIONES. ... 8
2.2.5  EtNODOIANICA. ... 8
2.2.6  ANECERUBNIES... ..o 10
2.2.7  TOXICIHAU. ..ccoeeeeeeeeeeee e 11

2.3 ANUOXIANTES. ..o 13

2.4 POlIENOIES.....ccciiii e 14

2.4 1 IMPOMANCIA. ...cceeiieieiiee e e e e e e e e e e eeanns 14
2.4.2  BIOSINTESIS. .ciiiiiiiiiiieie et 15
2.4.3  Extraccion de polifenoles. ...........ccooeiiiiiiiiiiiiiiiei e 16

2.5 Extraccidn asistida por ultrasonido.............ccooeviiiiiiiii e 17

2.6  Técnicas de andlisis utilizadas en polifenoles. ............cccccvvviiiiiiieeeieeennn, 18

2.7  ElECIrOfOreSIS. .oooieeeeeeeeeeeeeeeeee e, 19

2.8  Electroforesis capilar (CE)........cooooeeiiiiiiii 19

2.8. 1  FUNDAMENTO.....ccoi i 19
2.8.2 Modalidades de Separacion. ...........coeeeeeeeeeeeeeeeee e 20
2.8.3  INSTUMENTACION. oo 21




Quimico Farmacéutico Biélogo

2.8.4  Partes basicas de un equipo de CE........ccouvvviiiiiiieiiiiieiiiie e 21
2.8.5  INtroduccion de 1a MUESEIA ..........eeeiiiiiiiiiiiiiiiee it 22
2.8.6  DEIECIOIES. ... 23
2.8.7 Ventajas d@ CE. ..ottt e e e e eeaee 23
2.8.8  Calor de JOUlE........coooieeeeeeeeeeee 24
2.8.9  Movilidad electroforétiCa. ............ueeeveieiiiiiiiiiieeeee e 24
2.8.10 Flujo electroosmotico (EOF). ...ooooveiiiiiiiie, 25
2.9  Recubrimientos DIOrgANICOS. .........uuuiiiiiiieeiiieiiiieeeee e 27
2.9.1 Importancia de los recubrimientos. .............cccceeeiiiieeiiiieiiiici e 27
2.9.2 Perdidas postcosecha de mango en MéXICO ............cccuvvviiiieeeeeeeennnns 28
2.9.3 Recubrimiento adicionado con extracto de gobernadora................... 29

3 OBUIETIVOS. L. e 31
T R O o 1= AV o T CT=T o 1T = | 31
3.2 ODbjetivos PartiCUIAreS: .......cccovviiiiie e 31
4 MATERIALES Y METODOS. ....oooiiiiiiteeiecee et ee ettt 33
4.1  Material vegetal. ..........oooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie 33
4.2 BEQUIPOS ...ooiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee et 33
4.3  EStANdAreS Y rEACLIVOS. .....uuueiiiiieeeeiiiiiiiiiiiie e e e et e e e e e e 33
4.4  Procedimiento para la obtencion del extracto etandlico. ..............ccccee..... 34
4.5 Procedimiento de hidrolisis alcalina del extracto. ..........ccccocvveveiiiiiieeennns 35
4.6 Elaboracion del recubrimiento. ..........cooevvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee 36
4.7 Condiciones para la separacion de los polifenoles por CE. ..................... 36
4.8 Determinacion de l0S COMPUESLOS. ........euuiiiieieiiiiiiiiice e 37
4.8.1 Identificacién de polifenoles en el extracto de Gobernadora. ............ 37
4.8.2 Determinacion cuantitativa de los compuestos identificados.............. 38

Vi



Quimico Farmacéutico Biélogo

5 RESULTADOS Y ANALISIS. ....coviiiioieieetecteeteete et 39
5.1 Estudio del método de extraCCion. .........cccccviiiiiiiiiiiiieeee e 39
5.2  Estudio del diSOIVENtE. .........cooviiiiiiiiiiiiiii 40

5.2.1  Efecto de la proporcion del disolvente. ...........cccuvveeeeeeeiniiiiiiiiiieeenenn. 41
5.3 Resolucién del &cido nordihidroguayarético (NDGA). ......cevvvvvvvevieeeeeennnnn. 42
5.3.1 Condiciones finales para resolver NDGA. ........ccccccociiiiiiiiiiiiiiiiennnnnn. 43
5.4  Condiciones de hidrolisis del eXtracto. ...........cccuvieiiiiiieiiiiiiiiiieeeeee e 44
5.4.1 Efecto de latemperatura. ........ccccccooviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee 45
5.4.2 Efecto del tiempo de hidroliSiS. .........cccovviiiiiiiiiiiiieeieeeeee e, 45
5.4.3 Condiciones finales de hidroliSiS. ... 46
5.5 Determinacion de los polifenoles. .........cccccvviiiiiiiciiiiecc e, 47

5.5.1 Identificacién de polifenoles presentes en extracto de Gobernadora. 47
5.5.2  Eleccion de Estandar Interno (E.1)........oooovvviiiiiiiiciiiieiii e 48

553 Resumen de las condiciones finales de los 2 métodos desarrollados50

5.5.4  PrECISION. ...eeiiiiieeie ittt ettt e e e e as 50
5.5.5  Curvas de calibracion. ............ooooiiiiiiiiiiieee e 52
5.5.6  Cuantificacion de los compuestos en el extracto de gobernadora..... 55
5.5.7 Determinacion de los compuestos en el recubrimiento. .................... 58
6 CONCLUSIONES. ...ttt e e e e e e eeaans 62
T BIBLIOGRAFIA. e e e e e e e e e ees 63
8 ANEX O S, oo et a e 69

ANEXO 1 Identificacion del material vegetal utilizado, realizado por el herbario

de IZTA de FES-Iztacala y su certificacion como Larrea tridentata. ................... 69
ANEXO 2 Identificacion de polifenoles en extracto de Gobernadora. ................ 70
Identificacion en extracto etanGliCO. ...............uuuuuriiiiriiiiiiiiiiiii s 70

Vil



Quimico Farmacéutico Biélogo

Acido NordinidrogUAYArELiCO. .............covieeieieeeee e 70
Derivado A NDGA ... .. e 71
2-(4-Hidroxifenil) etanol. ...........cooii oo 72
RUBIN@L. .. 73
CAEQUING ... 74
ACIO ClOTOGENICO ..., 75
ACIdO 2,5-AiNIArOXIDENZOICO . .......eeeeeeeeee et 76
ADIGENINA ..ttt 77
Acido trans-4-hidroxi-3-metoxicindmico (FErtlico) ...........ccoovvvuvivviveeiireieenenns 78
(6= V= 0] ) 1= (0 I 79
AcCidO P-hidrOXIDENZOICO ...ttt 80
Acido 3,4-diidroXiDENZOICO..........ccveeeueereeeeecieeee e, 81
Identificacion en extracto hidrolizado .............ccueevviiieiiiiiiiie e 82
ACIHO P-CUMANICO......eeeee ettt ee e 82
ACIHO VANTTICO ..., 84
Acido p-hidroXiIDENZOICO .......oveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 85
ANEXO 3 ReSOIUCION A& NDGAL.......oeeiiieeeiiiiieeee e 86
ANEXO 4 Curvas de calibraCion. ...........cooouiiiiiiiiiiiiee et 91
Concentracion experimental en cada sistema de calibracion......................... 92

ANEXO 5 Graficos de ajuste al modelo lineal y graficos de residuales para

cada sistema de CaliDraCion. ...........ooooiiiiiiiiiiiiii e 95
ANEXO 6 Tratamiento al recubrimiento ..............cccccueviiiiiiiiiiiiiiiiiie 100
Recubrimiento fresco de Gobernadora. ............cccccciiiiiiiiiiiiiiiiis 100
Extraccion del POIMErO........oooviiiiiie e 102

viii



Quimico Farmacéutico Bibdlogo

Abreviaturas.

Abreviatura

Significado

Abreviatura

Significado

% RSD Desviacion estandar DAD Detector de Arreglo de
relativa diodos
°C Grados Celsius DL Dosis letal
A Microampere DLso Dosis letal capaz de matar al
50 % de la poblacién
pum Micrometro E Campo eléctrico
2,4 Hfe 2-(4-Hidroxifenil) etanol E.l Estandar interno
2,5 Dhb Acido 2,5- ECC Electrocromatografia Capilar
dihidroxibenzoico
3,4 Dhb Acido 3,4- ECEI Electroforesis Capilar de
dihidroxibenzoico Enfoque Isoeléctrico
A Area ECZ Electroforesis Capilar de
Zona
ANOVA Andlisis de varianza EDTA Acido
etilendiaminotetraacético
Api Apigenina E.U. Estados Unidos
bo Ordenada al origen EOF Flujo electroosmoético
by Pendiente FDA Food and Drug
Administration
Cat (+)-Catequina Fer Acido ferdlico
CCEM Cromatografia Capilar Fexp F experimental
Electrocinética Micelar
CE Electroforesis capilar Ftablas F obtenida de tablas
Clo Acido clorogénico g Gramo
cm Centimetro GC Cromatografia de gases
Cum Acido p-cumaérico H Altura
c.p. Citado por HO Hipétesis nula




Quimico Farmacéutico Bibdlogo

Significado

Abreviatura

Significado

Abreviatura

H1 MS Espectrometria de
masas
HPLC Cromatografia de MSep Cuadrados medios del
liquidos de alta error puro
resolucion
h Horas MSkpa Cuadrados medios de
la falta de ajuste
IC Intervalo de confianza N> Nitrégeno
Kae Kaempferol Na,B,O7*10H,0 | Tetraborato de sodio
k Kilogramo NaOH Hidréxido de sodio
kHz Kilohertz NDGA Acido
Nordihidroguayarético
kv Kilovolts nm Nanometros
L Litro pH Potencial de
hidrogeno
LOQ Limite de Phb Acido p-
cuantificacion hidroxibenzoico
LOD Limite de deteccion ppm Partes por millén
M Molar X Promedio
mg Miligramo psi Unidad de presion del
inglés “pounds force
per square inch”
MIC Concentracion minima re Coeficiente de
inhibitoria determinacion
min Minuto rpm Revolucién por minuto
mL Mililitro Rut Rutina
mM Milimolar S Desviacion estandar




Quimico Farmacéutico Biélogo

Abreviatura Significado Abreviatura Significado

S Segundo Tci Acido trans-cinamico

Sho Desviacion estandar tm Tiempo de migracion
de la ordenada al

origen

Sp1 Desviacion estandar uv Ultravioleta

de la pendiente

Std Estandar Van Acido vanilico
(refiriéndose a

estandar primario)

Xl



Quimico Farmacéutico Biélogo

1 RESUMEN.

La gobernadora (Larrea tridentata) se distribuye abundantemente en zonas
desérticas al norte del pais y ha sido utilizada ampliamente en la medicina
tradicional mexicana. Sus metabolitos secundarios son Uutiles frente a gran
variedad de hongos y bacterias debido a sus propiedades antioxidantes,
bactericidas y fungicidas. Por lo que el uso de tecnologias a base de gobernadora
puede prolongar el tiempo de vida de frutos mexicanos frente a hongos
fitopatdgenos causantes de grandes pérdidas postcosecha, mejorar la apariencia y

sanidad de los productos de mayor consumo Yy valor comercial.

En nuestro grupo de trabajo se ha evaluado la efectividad de la aplicacion de un
recubrimiento adicionado con extracto de gobernadora para alargar el tiempo de
vida postcosecha de mangos de la variedad Keitt, obteniendo resultados
favorables, siendo el conocimiento de la composicion del extracto de suma
importancia. Por lo que el objetivo del presente estudio fue extraer los compuestos
polifendlicos presentes en extracto etandlico de gobernadora (incluyendo el &cido
nordihidroguayarético, NDGA) y su posterior determinacién por electroforesis
capilar (CE), obteniendo la mayor cantidad de polifenoles realizando la extraccién
asistida por sonicacion durante 90 min con una solucién etanol-agua (70:30),
ademas se identificaron 13 compuestos en el extracto por el aumento en la sefial
del pico obtenido en el extracto al adicionar un poco del estandar del polifenol,
ademas de confirmarlo por comparacién del espectro de absorcién del pico en el
extracto, con los espectros de la base de datos de los estandares.

La determinacion cuantitativa de cada polifenol identificado se realizé por
interpolacién en las curvas de calibracion construidas y medidas por triplicado
previamente. Determinandose que la cantidad requerida de extracto para la
elaboracion del recubrimiento es de 13 mL para preparar 500 mL de
recubrimiento, lo cual no representa riesgos de toxicidad y dando ventajas

competitivas para una presentacion y aceptacion comercial.
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El estudio realizado durante este trabajo de tesis puede ayudar a la utilizacion y
aprovechamiento de la gobernadora como alternativa natural en el control de
hongos fitopatdbgenos que afectan a frutos mexicanos y contribuir indirectamente
en la elaboracion de recubrimientos biorganicos utilizando el extracto de esta

especie vegetal.
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2 MARCO TEORICO.

2.1 El género Larrea de la familia de las Zygophyllaceae.

Se sabe que el género Larrea de la familia de las Zygophyllaceae se compone de
cinco especies distribuidas en las zonas aridas y semiaridas del Norte y América
del Sur diferenciadas en su niumero cromosomico. Tres especies, L. cuneifolia
Cav. (n=26), L. nitida Cav. (n=13) y L. umeghinoi Speg. (n=13) se limitan a
Argentina. L. divaricata (DC.) Coville (n=13) principalmente en Argentina con
algunas poblaciones pequefias y aisladas en Perq, Chile y Bolivia. Y L. tridentata
Cov. (especie utilizada en este trabajo) se produce en América del Norte con tres
niveles de ploidia’ y es muy similar en su morfologia a L. divaricata; el diploide
(n=13) en el desierto de Chihuahua, el tetraploide (n=26) en el desierto de Sonora,
y el hexaploide (n=39) en el desierto Mojave. (Sakakibara, Difeo, Nakatani,

Timmermann, & Mabry, 1976).

2.2 Larreatridentata localizacion y nombres comunes.

Larrea tridentata se distribuye abundantemente en zonas desérticas desde el
oeste de Texas hasta el sur de California y en la republica mexicana se encuentra
en parte del desierto Sonorense incluyendo los estados de Baja California Norte,
Baja California Sur y Sonora, en el desierto Chihuahuense incluyendo los estados
de Chihuahua, Coahuila, Durango, Hidalgo, Nuevo Ledn, San Luis Potosi y
Zacatecas. (Lira Saldivar, 2003).

Comunmente en México se le conoce como gobernadora por su dominancia en las
grandes extensiones de las zonas aridas del norte de México (Lira Saldivar, 2003),
pero también se le conoce como Chaparral (Alonso, 2004), Guamis, Hediondilla y
Huamis, (Martinez, 1991), (Rzedowsky & Equihua, 1987).

' Numero de juegos completos de cromosomas, siendo n = al niimero de cromosomas.
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2.2.1 Informacion taxonémica.
De acuerdo con el instituto de biologia de la Universidad Nacional Autonoma de

México, en la tabla 2.1 se muestra la informacién taxonémica de gobernadora.

Tabla 2.1 Taxonomia de la gobernadora (Instituto de Biologia, 2010).

Phylum Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Sapindales
Familia Zygophyllaceae
Género Larrea

Epiteto especifico | tridentata
Nombre Cientifico | Larrea tridentata (Sessé & Moc. ex DC.) Coville
Autor del nombre | (Sessé & Mo. ex DC.) Coville

2.2.2 Caracteristicas.

Es una planta con forma de arbusto ramificado, perennifolio, de 0.6 a 3 m de
altura, hojas formadas por 2 foliolos ? unidos entre si en la base, foliolos
oblicuamente ovados a lanceolados?®, divaricados*, de 4 a 15 mm de largo por 3 a
8 mm de ancho, enteros, coridceos®, resinosos, de olor penetrante, verde o verde
amarillentos. (Vazquez Yanes & otros, 2009). Sus hojas contienen una resina que
se comporta como antitranspirante debido a que forma una barrera que disminuye
la transpiracidon. Los metabolitos secundarios (destacando lignanos y flavonoides)
son defensas para repeler la agresion de animales herbivoros, hongos y otros
microorganismos (Lira Saldivar, 2003).

La copa tiene un volumen promedio de 0.124 m® x arbusto, tronco erecto
ramificado desde la base, flores solitarias de 2.5 cm de diametro, sépalos elipticos
de 6 mm de largo por 4 mm de ancho, pubescentes, caedizos; pétalos de color

amarillo fuerte, de 1 cm de largo por 3 a 5 mm de ancho, caedizos, la raiz es un

% Cada una de las partes en que a veces se encuentra dividida una hoja compuesta.

$ Larga, mas ancha en la mitad, con forma de lanza, es decir con forma eliptica y alargada.
*Se aplica a las ramas que forman con el eje principal &ngulos muy abiertos.

® De consistencia similar al cuero.




Quimico Farmacéutico Biélogo

sistema radical superficial, poco profundo y muy extenso, llegando a ocupar casi el

total del espacio que hay entre un arbusto y otro.

En la figura 2.1, se muestran imagenes de la gobernadora donde se observan

algunas partes de la planta como hojas, flores y frutos.

v (R I - <ok . ¥ 20 T R

Figra 2.1 aractrsticas de gobernadoHojas,Iores y frutos)

Fuente: (Tenorio Lezama, 2006)
La gobernadora es bien conocida por su fuerte olor caracteristico, de ahi el
nombre comun en México de “Hediondilla” (Jardine, Abrell, Kurc, Huxman, Ortega,
& Guenther, 2010). Crece en los sitios mas secos de México, en terrenos planos,
laderas, lomerios bajos y en planicies aluviales. Se desarrolla en lugares con
temperaturas de 14 a 28 °C y presencia de 8 meses de sequia, en climas aridos y
en precipitaciones de 150 a 500 mm anuales. Los suelos en los que se desarrolla
son de profundidad variable, textura franco arenosa, estructura granular, drenaje
interno medio de consistencia friable, de color café grisaceo, compacto-arcilloso,
calcareo, blanco-arenoso, aluvial con pH de 6.8 a 7.6. (Vazquez Yanes & otros,
2009).
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Se ha demostrado una alta aclimatacion fotosintética de la temperatura, con tasas
méximas esencialmente constantes durante todo el afio a pesar de las grandes
diferencias en la temperatura del aire (Naumburg, Loik, & Smith, 2004). Y pueden
aparecer poblaciones puras de hasta 6.000 plantas por hectarea, lo que sugiere

que pueden poseer propiedades alelopaticas® (Elakovich & Stevens, 1985).

2.2.3 Composicion.

En estudios previos, el perfil fitoquimico de gobernadora revel6 la presencia de
importantes compuestos bioactivos que pueden ser asociados a la funcionalidad
de los extractos etandlicos, las pruebas cualitativas evidenciaron la presencia de
terpenos, taninos, flavonoides y saponinas, por Cromatografia de liquidos de alta
resoluciéon (HPLC) se identific6 acido cindmico, metil galato, catequina, ac 2-
hidroxicindmico, acido elagico, &cido clorogénico. (Ruiz Martinez, Ascacio,
Rodriguez, Morales, & Aguilar, 2011), NDGA, Kaempferol y Quercetina (Martins S.
, Aguilar, Teixeira, & Mussatto, 2011).

En las hojas se han identificado los flavonoides; 6-8-diglucésido de crisoeriol, 3-3'-
7-8-eter-tetrametilico de gosipetina, 3-7-dimetil-herbacetina, 3-7-8-éter-trimetilico
de herbacetina y vecenina; y los lignanos acidos dihidro-norguaiarético, 3'-
demetoxi-6-demetil-isoguaiacina, 4-epilearreatricina y su derivado 3’-hidroxilado.
Del tallo se han aislado los lignanos isoguaiacina, sus derivados 3’-demetoxi-6-
demetilado y 6-demetilado, larreatricina, sus derivados 3’, 3”-dimetoxilado, 3-4-
dehidrogenado y el 4-epi-compuesto y larreatridenticina; los triterpenos 3-beta (3-
dihidroxi-cinamoil)-eritrodiol; y el esterol betasitosterol, mientras que la raiz
contiene el compuesto quinoideo larreantina (Biblioteca Digital de la Medicina

Tradicional Mexicana, 2009).

De las hojas se ha aislado una resina que se exuda de tricomas glandulares
(células epidérmicas especializadas) que contienen aceites volatiles y otras

secreciones producidos por plantas (Jardine, Abrell, Kurc, Huxman, Ortega, &

® Produccién de sustancias que influyen en el crecimiento, supervivencia o reproduccién de otros
organismos.
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Guenther, 2010), dicha resina contiene la mayor cantidad hasta ahora encontrada
del &cido nordihidroguayarético (NDGA), presentdndose ademdas en todas las
especies e hibridos de Larrea, con una pequefia diferencia que depende del
origen a través del desierto Chihuahuense (2.62%), Sonorense (3.84%) y hacia el
Mojave (4.86%). (Lira Saldivar, 2003). La resina representa de un 10 a un 15% del
peso seco de la planta y ésta a su vez esta compuesta cerca del 50 % por NDGA
(Sakakibara, Difeo, Nakatani, Timmermann, & Mabry, 1976).

Es evidente que los compuestos de gobernadora reportados en la literatura son
numerosos, sin embargo, destacan por su contenido en base al peso seco del
follaje los lignanos fendlicos, seguido de las saponinas, flavonoides, aminoacidos y

minerales como se puede ver en la tabla 2.2.

Tabla 2.2 Principales constituyentes fitoquimicos de Larrea tridentata.
% del peso seco Tipo Compuesto
de la planta

Acido dihidroguayarético
16-21 Lignanos fendlicos Hemi-norisoguaiacin
Acido nordihidroguayarético
Nordihidroguaiacina

5-7.5 Flavonoides Apigenina, kaempferol
10-15 Saponinas
Triterpenos Larreagenin A, &cido larreico
0.1-0.2 Monoterpenos
volatiles
Alpha penene, delta-3-carene,
Hidrocarbonos 35 limoneno
Benzaldehido, benzilacetato,
Arométicos benzilbutano,
Metil naftaleno
Esteroides Beta-sitosterol, colesterol,
campesterol
Taninos
Carbohidratos Glucosa, sucrosa
70.1(de tallos) Lipidos alkil ésteres (C46-C56)
16.6 Aminoacidos Fenilalanina, isoleucina, acido
glutamico, acido aspartico, glicina.
15.6 mg/lb Vitaminas Caroteno
19.8 mg/100 g Vitamina C
Sodio, potasio, calcio, magnesio,
13.7 Minerales hierro, azufre y fosforo.

Fuente: Lira Saldivar (2003) c.p. Brinker (1993).
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2.2.4 Usos y aplicaciones.
Se usa como materia prima para la obtencion de resinas y antioxidantes, para tefir
cuero, como pegamento, en alimentacion de ganado y en la medicina tradicional

aungue no se le explota en mayor escala. (Rzedowsky & Equihua, 1987).

Las hojas como forraje son importantes por su contenido de proteinas lo que
permite utilizarlas para consumo animal, aunque se requiere de la eliminacion
previa de las resinas para incrementar su digestibilidad y palatabilidad. La resina
sirve de base para fabricar pinturas, para tefiir cuero, plasticos, es extraida de las
hojas y contiene a NDGA que se utiliza en la elaboracion de grasas para calzado,

pegamentos, aceites, lubricantes, barnices y hule.

Se sabe gque NDGA muestra actividad antifiUngica contra una gran variedad de
especies hongos y bacterias ademas de actividad insecticida contra: gorgojo pardo
del frijol (Acanthoscelides obtectus, Coleoptera: Bruchidae); barrenador mayor de
los granos (Prostephanus truncatus, Coleoptera: Bostrichidae) (Vazquez Yanes &
otros, 2009), actividad antioxidante, actividad hipoglucemiante etc. (Alonso, 2004),
razon por la cual en la medicina tradicional se ha utilizado ampliamente para tratar
diversos padecimientos. Estudios recientes muestran que ademas tiene
propiedades anticancerigenas, tanto in vitro como in vivo en las células del cancer
de mama, se le atribuye dicho efecto al NDGA, por su capacidad para inhibir
directamente la funcion de dos receptores tirosina quinasa; el receptor de la
insulina como factor de crecimiento (IGF-1R) y el receptor de c-erbB2/HER2/neu
(Youngren, y otros, 2005).

2.2.5 Etnobotanica.

La medicina tradicional est4 fuertemente arraigada en la sociedad mexicana
siendo preferida por un importante nimero de personas sobre cualquier otro tipo
de tratamiento médico. Este hecho, desempefia un papel importante en
comunidades aisladas y de bajos recursos. (Cervantes Romero, 2012).
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El uso de la gobernadora tiene una larga historia entre los pueblos nativos del
norte de México y el suroeste de E.U, fue utilizada tradicionalmente por los indios
norteamericanos como medicina para varias enfermedades (Martins S. , Aguilar,
Teixeira, & Mussatto, 2011) y son diversos los padecimientos en los que se
aplican sus propiedades medicinales, siendo el uso mas comun en aquellos que
son de origen renal urinario como calculos renales o de vejiga, para deshacerlos
se recomienda tomar como agua de uso la coccion de ramas o de toda la planta;
malestares renales (dolor de rifidon, mal de orin, mal de piedra), cistitis (inflamacion
de la vejiga), para aliviarlos se pueden ocupar ramas (jévenes), raices, hojas o

corteza, en cocimiento administrado en ayunas.

Con frecuencia se le emplea en problemas ginecolégicos, como esterilidad
femenina, mediante lavados vaginales con el cocimiento de las hojas o se toma un
té 9 dias antes y 9 después de la regla, durante 3 meses seguidos. Para quitar los
“entuertos” (dolores y malestares que suelen sufrir las mujeres después del parto),
se bebe una taza de té, preparado con las hojas de gobernadora, cada vez que se
presenta el dolor o bien se administra durante 10 dias después de la regla con la
finalidad de regularizar el sangrado o quitar los dolores menstruales. Como
conceptivo cuando las mujeres no conciben porque estan "descompuestas de la
matriz por enfriamiento" se administra un té preparado con gobernadora,
manzanilla y canela, ademas de dar un masaje para calentar a la mujer. Aunque

también suelen usarse las raices, ramas o corteza en cocimiento como abortivo.

Para aliviar el dolor de reumas se utiliza el cocimiento de la planta 6 las ramas
puestas en alcohol, dejando reposar por un dia, ambas preparaciones se usan en

frotacion o soélo se aplica la planta soasada en la zona dolorida.

Asimismo se reporta para tratar anemias, catarro, diabetes, dolor de cabeza, tos,
Ulcera, uretritis, presion sanguinea e infecciones en los pies; se sugiere beber el
cocimiento de las raices, ramas o corteza en lugar de agua hasta recuperarse; con
este mismo cocimiento se frota el area dolorida o es usado en bafios cuando se

tienen hemorroides.
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Cuando hay mala digestion o dolor de estbmago se ingiere la infusion de las
ramas, o bien, estas se aplican calientes sobre el vientre para aliviar hinchazones
o inflamaciones del cuerpo se ponen fomentos calientes con la infusion de las
hojas, la que ademas sirve para lavar heridas y granos; en caso de mareos, se
machacan las hojas y se dan a oler; si se tiene calentura, se hierve toda la planta y
con esto se bafa todo el cuerpo y para lograr una buena cicatrizacion, se deja
hervir la planta hasta que adquiera consistencia de miel, para aplicarla sobre

golpes y heridas. (Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional Mexicana, 2009).

2.2.6 Antecedentes

Los productos naturales son aprovechados para la obtencion de farmacos,
cosmeéticos, fragancias y aditivos alimenticios sin embargo, en la actualidad se ha
incrementado el interés por agentes antifingicos como son los aceites esenciales
y extractos vegetales para el control de fitopatbgenos. Siendo las plantas
empleadas en la medicina tradicional, un recurso potencial para encontrar nuevos

compuestos antimicrobianos (Gardufio Pizafia, 2009).

Se ha demostrado que los extractos acuoso y de éter de petroleo de gobernadora
presentan actividad antihelmintica en pollos infestados con Eimeria tenella y
actividad antibiética contra bacterias y hongos patdégenos. Extractos acuosos y
metandlicos de la raiz ejercieron una accion citotoxica al ser probados en el cultivo
de células humanas obtenidas de carcinoma -9KB y células leucémicas tipo P-
388. El extracto etandlico obtenido de las ramas, ejercié una actividad antibiética
sobre Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis y Streptococcus faecalis (Biblioteca

Digital de la Medicina Tradicional Mexicana, 2009).

Se ha evidenciado la inhibicion de bacterias como Enterobacter aerogenes,
Escherichia coli, Salmonella typhi asi como Staphylococcus aureus, ya que la
presencia de taninos puede formar complejos con enzimas y otras proteinas
inhibiendo sus funciones, ¢ inhibir el transporte de electrones a través de

membranas y adicionalmente alterar los iones como Hierro y Cobre inhibiendo asi
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la actividad de algunas enzimas que pueden ser esenciales para la vida

microbiana (Mendez, y otros, 2011).

También se ha evaluado su actividad antifangica frente a: Botrytis cinérea,
Colletotrichum coccodes y Fusarium oxysporum, mostrando actividad antifungica
frente a estos microorganismos (Lira, Hernandez, & Hernandez, 2006), ademas de
ser eficiente para el control de Fusarium verticillioides en cualquiera de sus fases
de crecimiento, en la germinacion de esporas, asi como en el crecimiento micelial
(Suarez Jiménez, Cortez Rocha, Rosas Burgos, Burgos Hernandez, Plascencia
Jatomea, & Cinco Moroyoqui, 2007). Otros investigadores evaluaron la actividad
antifingica de los extractos etandlicos frente a los hongos Aspergillus flavus y
Penicillium sp. mostrando que la concentracion minima inhibitoria (MIC) va de 3-7

mg/mL (Moreno, Gonzéles, Salcedo, Cardenas, & Perales, 2011).

2.2.7 Toxicidad.

La forma tradicional de tomar gobernadora es en una infusién de sabor fuerte y a
menudo considerado desagradable, lo que limita en gran medida la cantidad que
puede ser ingerida. La toxicidad causada por la ingestibn de gobernadora es
multifactorial en la naturaleza, como el consumo de cantidades excesivamente
grandes, relacionados al uso de productos encapsulados porque permiten a las
personas tomar una cantidad mayor con facilidad, donde el gusto no es un factor
limitante (Heron & Yarnell, 2001), aunque también pudiera haber ocurrido una

adulteracion.

En la medicina tradicional mexicana se ha utilizado gobernadora para diversos
padecimientos sin embargo, su uso se ha asociado con la nefropatia y la
hepatotoxicidad, por lo que se debe tener cuidado cuando se utiliza esta planta en
la medicina alternativa o complementaria (Arteaga, Carmona, Luis, Andrade Cetto,
& Cardenas, 2005). Ademas en animales se reporta que esta planta provoca el

envenenamiento de borregos cuando se come durante afios, observandose mayor
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mortandad entre los animales prefiados cuando la gobernadora esta disponible

como alimento (Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional Mexicana, 2009).

Debido a los reportes con el uso de la infusion de gobernadora, se removié a
NDGA del listado GRAS (Generally Regarded As Safe). La utilidad de estos
compuestos se ve obstaculizada por la falta de comprension de los mecanismos
de accidén para cada actividad, y a pesar de que numerosos trabajos han sido
reportados mostrando los efectos benéficos, ha habido pocos estudios sobre el
mecanismo con NDGA, ademas de que los datos toxicoldgicos y farmacocinéticos
sobre NDGA son escasos. (Lambert, Dorr, & Timmermann, Nordihydroguaiaretic
Acid: A Review of Its Numerous and Varied, 2004).

El uso de la gobernadora sigue siendo motivo de controversia, ya que mientras
algunos estudios sugieren su seguridad para ingesta humana, algunos otros
insisten en una eventual toxicidad. Los primeros trabajos realizados en la década
de los 70's en humanos, tampoco lograron demostrar una clara relacién
hepatotoxica (Alonso, 2004), al realizar un estudio con 59 pacientes con cancer
terminal a los cuales se les administré 16 a 24 onzas de té de gobernadora 6 250
a 3000 mg NDGA diaria (4.17-50 mg NDGA/kg), encontrdndose que ninguno de
los pacientes desarrollaron signos de dafio hepatico. La inyeccidén intramuscular
de NDGA en humanos a una dosis superior a 400 mg/kg de peso durante 5-6
meses demostré escasa a nula toxicidad. En ratones la DL 50 via oral fue
calculada en 4 g/kg, en conejillos de indias fue de 830 mg/kg (Heron & Yarnell,
2001), mientras que en una administracion intraperitoneal en ratones mostré una
DLspo de 75mg/kg observandose incremento en los niveles séricos de alanino-
aminotransferasa indicado sefales de toxicidad hepética (Alonso, 2004). En un
caso que contradice la teoria de que el uso de gobernadora no es toxico se
reporta a una mujer que bebié 3 a 4 tazas de té de Larrea tridentata durante un
periodo de 3 meses junto con 5 a 6 tazas de Tabebuia spp. en un periodo de 6
meses y desarroll6 carcinoma de rifidn (Smith et. al, 1994) c.p. (Heron & Yarnell,
2001), en éste caso la causalidad no se probd y parece poco probable que el
tumor se podria haber desarrollado en un corto periodo de tiempo. Sin embargo,
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otros estudios en humanos tampoco pudieron corroborar firmemente una clara
relacion hepatotoxica con ninguno de los principios activos de esta planta. Ya
desde la década de los 80's la OMS tampoco habia hallado hepatotoxicidad, a lo
que debe sumarse la incertidumbre sobre adulteraciones o presencia de
sustancias contaminantes en productos de venta libre de dudosa calidad y control
sanitario (Smet P. et al., 1993; Mc Caleb R. et al., 2000) c.p. (Alonso, 2004). Asi
mismo, el Dr. Clark Watt, perteneciente a un grupo de cientificos encargados de
evaluar la toxicidad del chaparral 6 gobernadora, sefial6 que no encontro relacion
directa entre su consumo y dafio hepético, concluyendo que la mayoria de los
casos sefialados como hepatotoxicos eran debidos a reaccion alérgica o de
hipersensibilidad (Hobbs, 1997) c.p. (Alonso, 2004). Todo ello provocd que en
1996 se revisase toda la literatura médica y se levantara la prohibicién de su venta
(Dharmananda S. 1996) c.p. (Alonso, 2004).

Cabe mencionar que a pesar de haberse considerado durante muchos afios a
gobernadora como una planta medicinal peligrosa para consumo humano y
prohibido su comercializacién, aunque la FDA levanto la prohibicién sobre su
venta, aun no figura en el listado de drogas seguras para uso humano, pero se
puede decir que el mayor peligro del consumo de esta especie radica en la toma
muy prolongada a concentraciones muy altas e hipersensibilidad con otros

farmacos de actividad hepatica (Alonso, 2004).

2.3 Antioxidantes.

Los antioxidantes son componentes protectores que consisten en un arreglo
enzimatico y nutrientes esenciales cuya funcion principal es prevenir la formacion
de radicales libres generados mediante la respiracion e interceptar los que ya se
han generado (Shi, 2001) c.p. (Gonzéalez Jiménez, 2010), retrasan el proceso de
oxidacion por diferentes mecanismos como la donacion de electrones (como
agentes reductores), la quelacion de iones metéalicos (eliminando asi posibles

radicales libres) o por genes de regulacion de la expresion y pueden ser usados
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para reducir los dafios oxidativos relacionados con la edad y con ciertas

enfermedades (Vaya & Aviram , 2001).

Los sistemas antioxidantes se engloban en dos grandes grupos: sistemas
enzimaticos y metabolitos de bajo peso molecular (Halliwell y Gutteridge, 1989)
c.p. (Pérez Tortosa, 2008) existen antioxidantes naturales contenidos en los
alimentos y también sintéticos elaborados por la industria. Los principales
sistemas antioxidantes enzimaticos en plantas estan constituidos por las enzimas:
superoxido dismutasa, ascorbato peroxidasa y catalasa. Ademas, la célula vegetal
dispone de un conjunto de sistemas no enzimaticos que permiten regular y
contrarrestar la agresion oxidativa como los antioxidantes de naturaleza
hidrosoluble: como el acido ascérbico, glutation y diversos compuestos fendlicos;
los liposolubles son los tocoferoles y los carotenoides (Mittler et al., 2004),
(Arrigoni y de Tullio, 2000) c.p. (Pérez Tortosa, 2008).

2.4 Polifenoles

Los polifenoles o compuestos fendlicos estan ampliamente distribuidos en el reino
vegetal, principalmente en forma de subproductos generados por el metabolismo,
apareciendo como metabolitos secundarios en todas las plantas (Antolovich M., P.
Prenzler P., Robards K., Ryan D.) c.p. (Pifieiro Méndez, 2005).

Quimicamente los fenoles son compuestos que poseen en su estructura al menos
un anillo aromatico sustituido con uno o0 mas grupos hidroxilo, que en la naturaleza
derivan de las rutas biosintéticas del &cido shikimico (fenilpropanos y derivados) y
la del acetato-malonato (fenoles simples y quinonas) y la combinacion de ambas

rutas da lugar a formacion de flavonoides (Pérez Tortosa, 2008).

2.4.1 Importancia.
En las plantas los polifenoles son Utiles para repeler agresiones por otros

microorganismos y existen evidencias que sugieren que estos compuestos son
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muy importantes para los ciclos vitales de las plantas, ademas de servir como

pantallas contra la radiacion UV (Pifieiro Méndez, 2005).

Tanto los frutos como otras partes de las plantas son una importante fuente de
sustancias fendlicas tanto para la dieta como para considerarlas a nivel comercial
(Pifieiro Méndez, 2005) y han sido objeto de un interés creciente debido a sus
propiedades anti-inflamatorias, antihistaminicas, antitumorales y prevencion frente

a radicales libres y enfermedades cardiovasculares (Peng, Liu, Peng, & Ye, 2004).

Existen especies vegetales distribuidas en la zona semidesértica de México con
antecedentes que indican el potencial antimicrobiano y este hecho es atribuido a
los compuestos polifendlicos, entre éstas destaca la gobernadora por su alto

contenido de fenoles y principalmente a su componente mayoritario NDGA.

2.4.2 Biosintesis.

En la figura 2.2 se muestran las principales rutas de sintesis. Los &cidos
hidroxicinamicos (HCAS) y los flavonoides derivan de los &cidos cindmicos, que se
forman a partir de la fenilalanina por la accién de la enzima fenilalanina amonio
liasa (PAL). Los &cidos cinamicos son transformados en HCA por la enzima
cinamato-4-hidroxilasa (C4H) y por la o-metiltransferasa. La enzima 4-
cumarato:CoA ligasa (4CL) cataliza la formacién de hidroxicinamoil CoA (HCA-
CoA) y este intermediario activado se emplea en la biosintesis de flavonoides y

ligninas.

La sintesis de flavonoides comienza con la condensacion de HCA-CoA con 3
moléculas de malonil CoA catalizada por la enzima chalcona sintasa (CHS). La
chalcona formada puede ser convertida en diversos productos finales como
flavona, flavonol y antocianina por diversas enzimas como chalcona isomerasa
(CHI), flavanona 3-hidroxilasa (F30H), isoflavona sintasa (ISF), flavona sintasa
(FS), flavonol sintasa (FLS), dihidroxiflavonol reductasa (DHFR) y antocianina
sintasa (AS).
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Figura 2.2 Ruta biosintética de compuestos fenélicos.
Fuente: (Sakihama et al. 2002) c.p. (Pérez Tortosa, 2008)

2.4.3 Extraccién de polifenoles.

La preparacidon de la muestra es una etapa critica en el analisis, especialmente en
muestras de origen vegetal donde la complejidad de la matriz es considerable, los
métodos de extraccion de fenoles dependeran entonces de distintos factores y los
procedimientos usuales de cuantificacion implican el uso de técnicas de
separaciéon, requiriendo para determinar compuestos fendlicos en muestras
vegetales sdlidas el empleo de técnicas de extraccion eficientes (Pifieiro Méndez,
2005). El procedimiento de extraccion viene determinado por el tipo de
compuestos que queremos obtener (Pérez Tortosa, 2008).

Las condiciones impuestas para la extraccion pueden dafar los compuestos
antioxidantes que se pretenden aislar, por tal motivo, han surgido una serie de
técnicas de extraccion que cumplen una doble mision: minimizar el deterioro de los
compuestos de interés y tratar con tecnologias minimamente contaminantes. Entre
estas tecnologias se encuentra la destilacion molecular, la extraccion con fluidos
supercriticos y el uso de ultrasonidos (Nakatani et al., 1984); (Muklopadhyay,
2000); (Albu et al., 2004) c. p. (Pérez Tortosa, 2008).
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Al contar con un material vegetal sélido las técnicas mas comunes empleadas
incluyen la extraccion con Soxhlet, extraccion asistida por ultrasonidos
(sonicacion), extraccion asistida con microondas, extraccion con fluidos

supercriticos y extraccion con fluidos presurizados (Pifieiro Méndez, 2005).

2.5 Extraccion asistida por ultrasonido.

Las técnicas clasicas de extraccion a partir de material vegetal se basan en la
extraccion de compuestos con base en sus solubilidades por dos liquidos
inmiscibles pero se ha comprobado mediante distintos estudios que la extraccion
asistida por ultrasonido es mas eficiente que la extraccibn por métodos
tradicionales ya que los efectos mecanicos del ultrasonido proveen una mayor
penetracion del disolvente en la matriz y mejoran la transferencia de masa
haciendo que la extraccibn sea mas efectiva y en un tiempo menor. También
puede utilizarse junto con otros métodos de extraccion no convencionales, aunque
la extraccidon asistida por ultrasonido no requiere de un equipo tan sofisticado y

costoso (Azuola & Vargas, 2007).

El concepto de ultrasonido contempla a cualquier sonido con una frecuencia tan
alta que el oido humano no puede detectar y se considera que éste se encuentra
arriba de los 20 kHz, pero menor que las microondas (Chemat, Zill-e & Khan,
2011) c.p. (Nufiez Luna, 2013).

La eficiencia de este método es atribuida a la propagacion de ondas ultrasénicas a
través del disolvente, presentandose el fenomeno de cavitaciéon, en la cual una
onda sonora genera una presion variable sinusoidal en algunos espacios
existentes en la solucion, siendo transmitida ésta onda en ciclos de compresion y
rarefaccion (expansiéon) (Nafiez Luna, 2013). El resultado es la formacién
ininterrumpida de microburbujas cuyo tamafio aumenta miles de veces en la
alternancia de los ciclos de presion, alcanzando un tamafio critico e implosionan
violentamente para volver al tamafio original. La implosion supone la liberacion de

toda la energia acumulada, ocasionando incrementos de temperatura instantaneos
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y focales, que se disipan ya que el tamafio de las burbujas es muy pequefio en

relacion al volumen del liquido disipandose rapidamente el calor.

2.6 Técnicas de analisis utilizadas en polifenoles.

El aislamiento y la cuantificacion de los polifenoles en productos naturales es dificil
debido a la complejidad de las muestras y se han utilizado diferentes métodos
para analizarlos desde utilizar gel de silice como soporte para el fraccionamiento
de los extractos en la Cromatografia en capa fina (Ruiz Martinez, Ascacio,
Rodriguez, Morales, & Aguilar, 2011), HPLC, Cromatografia de gases con
espectrometria de masas (GC-EM) y Electroforesis Capilar (EC). (Peng, Liu, Peng,
& Ye, 2004). Cabe sefialar que no hay necesidad de derivatizar las muestras de
compuestos fendlicos debido a que son arométicas y por tanto, presentan
absorcion intensa en la region UV (Gonzalez Jiménez, 2010).

El anadlisis por HPLC con detector de arreglo de diodos (DAD) permite una
excelente separacion y en la deteccion de algunos compuestos fitoquimicos
importantes en muestras de extractos, se observé que todos tenian un alto
contenido de compuestos fendlicos (Ruiz Martinez, Ascacio, Rodriguez, Morales,
& Aguilar, 2011). La técnica de HPLC es la mas ampliamente utilizada y
combinada con la Espectrometria de Masas (EM) se puede obtener la informacién
estructural de los analitos logrando la confirmacion de la identidad, sin embargo
tiene algunos inconvenientes como el largo tiempo de andlisis y la corta vida util
de la columna debido a numerosas interferencias y contaminaciones, mientras que
la CE se esta convirtiendo cada vez mas en una técnica de separacion analitica
importante por su velocidad, eficiencia, reproducibilidad, pequefio volumen de
muestra, y un consumo minimo de disolvente (Peng, Liu, Peng, & Ye, 2004)
ademas de permitir la utilizacion de diferentes detectores al igual que por HPLC.
Muchos autores mantienen que la CE y HPLC son técnicas analiticas
indispensables, ademas porgue en muchos casos se complementan,
especialmente cuando se quiere tener informacion general fiable sobre la
presencia de compuestos polifenolicos en ciertos alimentos (Pifieiro Méndez,
2005).
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2.7 Electroforesis.

El término electroforesis es empleado para describir la migracion de compuestos
cargados bajo la influencia de un campo eléctrico y representa una de las técnicas
clasicas de separacion mas utilizada en el area de la quimica, la cual se realiza
generalmente en geles hidrofilicos como medio de soporte y continda siendo de
gran utilidad, sin embargo este tipo de separacion es lenta, laboriosa, dificil de
automatizar y en ciertos casos no proporciona resultados cuantitativos precisos.
Lo anterior fue revolucionado con el uso de capilares de silice fundida de sélo
unas cuantas micras de diametro interno. (Castillo Rodriguez, Revilla Vazquez,
Lopez Arellano, & Rivera Garcia, 2005).

2.8 Electroforesis capilar (CE).

La CE llamada asi por el empleo de capilares de diametro interno pequefio, es una
técnica de separacién en la que las sustancias a analizar se separan en funcion de
su diferente movilidad (Rodriguez Dorado, 2010), es una de las técnicas de
separacibn mas usadas en la actualidad, que se utliza ademas para la
identificacion y cuantificacion de compuestos (Cervantes Romero, 2012), siendo
su mayor area de impacto el analisis de biomoléculas, apoyando y ampliando su
campo de aplicacion como son: la industria farmacéutica, medicina, criminalistica,
industria alimentaria, asi como en investigaciones bioquimicas (Castillo Rodriguez,

Revilla Vazquez, Lopez Arellano, & Rivera Garcia, 2005).

La versatilidad de esta técnica reside en los elementos del equipo que se pueden
controlar; como la polaridad de los electrodos, diametro interno y longitud del
capilar, el tipo de introduccién de la muestra y uso de diferentes detectores.
(Cervantes Romero, 2012).

2.8.1 Fundamento.

El mecanismo de separacion en la EC es el mismo de la electroforesis
convencional. La migracion diferencial dentro de zonas discretas es debido a
diferencias en las movilidades electroforéticas, las cuales a su vez estan vin-

culadas con la relacibn masa/carga y con la conformacion de los analitos. La EC
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consiste en introducir en un capilar un electrolito soporte o buffer, donde una
mezcla de especies (cargadas o neutras) se separan en funcién de su movilidad

electroforética bajo la influencia de un campo eléctrico.

Es importante hacer notar que aunque superficialmente este método se parece a
HPLC, los diferentes tipos de CE no se basan en fundamentos cromatogréficos,
las separaciones dependen de las diferencias entre las relaciones carga/masa de
los analitos mas que de las diferencias en la forma en que se distribuyen entre una
fase movil y una estacionaria (Castillo Rodriguez, Revilla Vézquez, LoOpez
Arellano, & Rivera Garcia, 2005).

2.8.2 Modalidades de separacion.
Los distintos modos de separacion con los que cuenta la CE pueden utilizarse
segun las necesidades del analista y usando el mismo instrumento se muestran

continuacion.

Electroforesis Capilar de Zona (ECZ)
Cromatografia Capilar Electrocinética Micelar (CCEM)
Electroforesis Capilar de Enfoque Isoeléctrico (ECEI)

Isotacoforesis Capilar

e e e e e

Electrocromatografia Capilar (ECC).

El tipo de electroforesis que se utiliza en el presente trabajo es el de electroforesis

capilar de zona, por lo que se hara énfasis a este modo de separacion.

2.8.2.1 ECZ.

La ECZ es uno de los modos de la CE mas ampliamente usados debido a la
simplicidad de operacion y a su gran versatilidad (Rodriguez Dorado, 2010), el
capilar “generalmente de silice fundida y recubiertos con una capa de poliimida por
su: Flexibilidad, alta conductividad, transparencia espectral en el UV-Vis.”
(Castagnino, 2000), (Cervantes Romero, 2012), es llenado sélo con un electrolito
soporte y la migracion de los analitos se da en zonas discretas y a diferentes
velocidades. La separacién de mezclas con analitos anionicos y cationicos es

posible debido a la influencia del flujo electroosmotico (EOF). Donde los analitos
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neutros no migran por si solos, pero coeluyen en presencia del EOF (Castillo

Rodriguez, Revilla Vazquez, Lopez Arellano, & Rivera Garcia, 2005).

2.8.3 Instrumentacion.

El capilar de separacion se llena con electrolito soporte (usualmente un buffer) y
se coloca entre dos depdsitos que también lo contengan, los electrodos son
conectados a una fuente de poder, que genera hasta 30 kV, y se sumergen en los
depositos por separado. La introduccién de una muestra se realiza sustituyendo
un depdésito de buffer por el contenedor con la muestra (generalmente un vial)
durante este proceso. Un volumen de muestra definido es introducido en el tubo
capilar, ya sea por presion o por la aplicaciéon de un pequefio voltaje por algunos
segundos, después se aplica una diferencia de potencial (o de corriente) para
realizar la separacion. Las especies idnicas en la muestra migran con direccion y
velocidad determinadas por su carga y masa; eventualmente pasan por un
detector y la sefial obtenida entonces se conoce como electroferograma (Castillo

Rodriguez, Revilla Vazquez, Lépez Arellano, & Rivera Garcia, 2005).

2.8.4 Partes basicas de un equipo de CE.
En la figura 2.3 pueden verse las partes basicas de un sistema de CE las cuales

son:

@ Dos electrodos de platino (anodo y catodo).
Fuente de poder de alto voltaje (autoreversible de 0 a 30,000 Volts).
Depésitos (viales) donde se colocan los electrodos y el electrolito soporte
respectivamente.

@ Capilar (compartimiento donde se lleva a cabo la separacion)

@ Sistema de enfriamiento del capilar (tipicamente en la forma de conveccién
de aire forzado o de liquido).

© Sistema que introduce la muestra.

@ Detector.
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Camara Sistema
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Figura 2.3 Partes basicas de un CE.
Fuente: (Castillo Rodriguez y otros 2005)

2.8.5 Introduccién de la muestra

La introduccion de la muestra puede ser hidrodinAmica usando una diferencia de
presion entre los dos extremos del capilar 6 electrocinética usando un campo
eléctrico que fuerce a la muestra (Harris, 2007). La introduccion de tipo
hidrodindmica se lleva a cabo mediante diferencia de presion, por bombeo, o bien
por vacio, es decir, forzando la introduccién de la muestra al capilar, de esta forma
el volumen de la muestra introducida estara en funcion de las dimensiones de los
capilares, la viscosidad del electrolito soporte en el capilar, la presion aplicada y el
tiempo, por lo que con un control de la presion y el tiempo de introduccion se
pueden obtener resultados altamente reproducibles (Castillo Rodriguez, Revilla

Vazquez, Lopez Arellano, & Rivera Garcia, 2005).

Para un analisis cuantitativo por CE es importante cuando se requiera, usar un
estandar interno (E.l), para mejorar la reproducibilidad de la cantidad de muestra
inyectada en el capilar (Harris, 2007). Esto es frecuente en muestras que poseen

matrices complicadas, ya que puede haber cambios de viscosidad entre ellas.
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2.8.6 Detectores.

La CE permite la utilizacion de diferentes detectores de acuerdo a la necesidad del
analista y de acuerdo al tipo de compuestos a analizar. Los detectores son
similares a los de HPLC, usando fuentes de deuterio con filtros o deteccion con
longitudes de onda seleccionadas (Castagnino, 2000), entre ellos: Absorcion UV-
Vis, Fluorescencia, Fluorescencia inducida por LASER, Amperometria,
Conductividad, Espectrometria de masas.

La deteccion espectrofotométrica con arreglo de diodos (DAD) en inglés, “Diode
Array Detection” es una alternativa a la deteccién individual o multiple. La cual
consiste en un sistema con un lente acromatico, un foco de luz en el capilar,
donde el rayo de luz es dispersado por una rejilla de difraccion; un DAD tiene
numerosos diodos, cada uno dedicado a medir los picos estrechos del espectro y

puede monitorear una muestra a muchas longitudes de onda.

2.8.7 Ventajas de CE.

Entre las grandes ventajas que ofrece CE, se encuentra la alta resolucion, alta
eficiencia de separacidon, corto tiempo de andlisis, pequefias cantidades de
muestra a utilizar y la separacién de un sin nimero de compuestos, una gama de
mecanismos que proporcionan una separacion selectiva (Castillo Rodriguez,
Revilla Vazquez, Lépez Arellano, & Rivera Garcia, 2005) ademas de un bajo

consumo de reactivos y costos (Rodriguez Dorado, 2010).

Otra importante ventaja de CE como una técnica alternativa para el analisis de
alimentos es que el capilar es facil de lavar para adquirir alta reproducibilidad
(Peng, Liu, Peng, & Ye, 2004). Cabe sefalar que al llevar a cabo la separacion
electroforética en capilares se reduce el efecto de calentamiento por la rapida
disipacioén de calor, lo cual tradicionalmente limitaba a las técnicas electroforéticas,
por lo que es posible aumentar el voltaje aplicado y entonces disminuir

considerablemente el tiempo de analisis y obtener una mejor resolucion de picos.
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2.8.8 Calor de joule.

Este fendmeno se da porque una corriente pasa a lo largo del capilar, ya que parte
de la energia eléctrica es convertida en calor dando como consecuencia el
aumento de la temperatura dentro del capilar, creandose un gradiente de
temperatura desde el centro hacia la pared del capilar (Rodriguez Dorado, 2010).
De aqui la importancia del empleo de capilares de diametro tan pequefio, debido a
que la superficie externa es mayor que la interna y la disipacion del calor es
mayor. Ademas se puede eliminar el calor de la superficie del capilar a través de
un sistema de refrigeracion que puede ser por una corriente forzada de aire o
mediante el uso de un liquido refrigerante. Este control de temperatura es
necesario no sélo para eliminar el calor sino para mantener el capilar a una
temperatura constante durante la separacion, incluso en ausencia de efecto Joule,

para asegurarnos la reproducibilidad de las medidas (Rodriguez Dorado, 2010).

2.8.9 Movilidad electroforética.

Es el fendbmeno que se lleva a cabo cuando en un sistema dado las especies
cargadas (iones) se mueven y se separan bajo la influencia de un campo eléctrico
en funciébn de su distinta velocidad de migracién (Castillo Rodriguez, Revilla

Vazquez, Lopez Arellano, & Rivera Garcia, 2005).
v=pE

Donde: v=velocidad del analito
pu=movilidad electroforética
E=campo eléctrico

El campo eléctrico es una funcion simple de la aplicaciéon del voltaje y longitud del
capilar (voltios/cm). La movilidad electroforética depende de la especie ionica, del
tamano, de la carga, de la temperatura, de la concentracion y de la naturaleza del

analito.
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De la siguiente ecuacion, es evidente que especies o analitos cargados y
pequefios tienen alta movilidad, mientras que especies cargadas con gran peso

molecular muestran baja movilidad.

— q
H= 6lirn
Donde: p=movilidad electroforética del analito

g=carga del analito
n=viscosidad de la solucion
r=radio molecular

2.8.10 Flujo electroosmaotico (EOF).

El EOF es el desplazamiento por el capilar de las moléculas del soluto y la
solucion buffer bajo la influencia de la corriente eléctrica, de modo que va del polo
positivo al negativo (Osatinsky, 2007), para lograrse se requiere tener cargada la

pared del capilar, generar un campo eléctrico y contar con un electrolito.

Un beneficio del EOF es provocar movimiento a todas las especies prescindiendo
de la carga y en la misma direccién. Bajo condiciones normales cuando la
superficie del capilar esta cargada negativamente, el flujo va del &nodo al catodo.
Los cationes fluirdn rapidamente hacia el catodo dependiendo de la magnitud del
flujo y puede ser en un orden mayor a sus movilidades electroforéticas. Por otro
lado, los aniones trataran de migrar hacia el anodo, pero si el EOF es mayor que

su movilidad electroforética pueden ser arrastrados hacia el catodo.

OH OH OHOH AltlopH 0 O 0" 0

A A R A
S1 Si o1 I S Sl SISi
I

Figura 2.4 Grupos silanol en la pared del capilar.
Fuente: (Castillo Rodriguez y otros 2005)
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El perfil de flujo del EOF es casi plano, este perfil es contrario al perfil laminar
observado en sistemas controlados por presion y no sufre de resistencia grande
en las paredes del capilar, ademas de ser benéfico porque no contribuye
directamente a la dispersion de zonas de los analitos y provoca el movimiento de
todas las especies sin importar su carga, en la misma direccion (Mufioz Ramirez,
2007).

Cuando se tiene EOF, pH entre 4-12 y polaridad positiva, las especies cargadas
positivamente se mueven a lo largo del capilar con una velocidad que es mayor
que la del EOF, puesto que su movimiento se ve acelerado por la atraccién de sus
cargas al electrodo negativo. Los analitos cargados negativamente se mueven en
sentido contrario y mas lentamente y en contra del flujo electroosmaético debido a
que son atraidos por el electrodo positivo. Mientras que los analitos neutros se
mueven a través del capilar con el EOF (Castillo Rodriguez, Revilla Vazquez,

Lépez Arellano, & Rivera Garcia, 2005). Ver figura 2.5.

#7 Al aplicar un campo eléctrico

Anodo Catodo
COOCOOCOOCOOOOOOOCOOOOOO
P O, O Q

o )
8 % Hg—al ®

s b H8 o O
OOCOOOOOOOOCOOVOOOOOOOOO

Figura 2.5 Representacion del proceso de separacion.
Fuente: (Castillo Rodriguez y otros 2005)

Asi como el EOF normalmente es beneficioso para la separacion, necesita ser
controlado puesto que valores elevados pueden provocar la elucién de los
compuestos antes de que se produzca la separacion o bien valores muy bajos
pueden conducir a tiempos de andlisis elevados o incluso que no eluyan
determinados compuestos. Asi, los parametros que nos van a permitir el control
del EOF son: campo eléctrico, pH de separacion, fuerza ionica del buffer de
separacién, adiciéon de disolventes organicos, temperatura, adicion de polimeros

neutros hidrofilicos y recubrimiento interno del capilar (Rodriguez Dorado, 2010).
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2.9 Recubrimientos biorganicos.

Los recubrimientos comestibles pueden ser definidos como una capa delgada de
material que cubre la superficie del alimento generalmente son aplicados en forma
liquida usualmente por inmersion. Constituyen una barrera semipermeable a los
gases y al vapor de agua que retrasa el deterioro del alimento, mejoran las
propiedades mecénicas, ayudan a mantener la integridad estructural del producto
gue envuelven, a retener compuestos volatiles y también pueden actuar como
vehiculo de aditivos alimentarios (antimicrobianos, microorganismo de control

biologico, antioxidantes, aromatizantes, colorantes etc.) (Gonzélez Melchor, 2012).

Se elaboran a partir de una gran variedad de proteinas, polisacaridos y lipidos ya
sea como componentes Unicos o combinados, con la finalidad de mejorar las
propiedades organolépticas, mecanicas o nutricionales de los alimentos (Pérez
Martinez, 2013). Las formulaciones pueden incluir plastificantes, emulsificantes,
agentes de superficie activa (surfactantes), agentes de liberacién especifica de

compuestos y lubricantes.

Ademas pueden servir como vehiculos para un amplio rango de aditivos
incluyendo compuestos antimicrobianos presentes en aceites esenciales y
extractos obtenidos de diferentes plantas con la finalidad del control de

microorganismos (Gonzélez Melchor, 2012).

2.9.1 Importancia de los recubrimientos.

Las pérdidas econOmicas debidas a enfermedades de postcosecha en granos,
frutas y hortalizas son provocadas principalmente por hongos y bacterias que
causan la degradacion de los tejidos y su consiguiente pudricién. Por lo que el uso
de sustancias bioactivas naturales para el control de infecciones por hongos
postcosecha ha ganado atencion (Suarez Jiménez, Cortez Rocha, Rosas Burgos,
Burgos Hernandez, Plascencia Jatomea, & Cinco Moroyoqui, 2007), entre ellas se
encuentran los aceites esenciales y extractos obtenidos de plantas con actividad
fungicidas, herbicidas, bactericidas e insecticidas (Moreno Limén, Salcedo

Martinez, Céardenas Avila, Hernandez Pifiero, & Nufiez Gonzalez, 2012), los
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cuales pueden tener un papel ecolégico importante para el control de
enfermedades o formar parte en la agricultura convencional. (LOpez Benites,
Lépez Betancourt, Vazquez Badillo, Rodriguez Herrera, Mensoza Elos, & Padron,
2005).

2.9.2 Perdidas postcosecha de mango en México

El mango es un fruto poco resistente y en su mayor parte muy perecedero, por lo
que si no se pone cuidado en su cosecha, manipulacion y transporte se deteriora
rapidamente y deja de servir para el consumo humano. Las principales causas de
pérdidas postcosecha son: enfermedades, plagas, desordenes fisiolégicos y dafios
mecanicos. Considerando las enfermedades como una de las principales causas
de pérdidas en varios cultivos, el mango puede quedar infectado antes o después
de la cosecha por enfermedades difundidas por el aire el suelo y el agua. Entre las
enfermedades en mango destacan la antracnosis, cenicilla polvorienta, fumagina y
sama, reconociéndose al hongo del género Colletotrichum como el agente causal
de la enfermedad comuUnmente llamada antracnosis, la cual se encuentra
distribuida en todos los estados productores de mango y las pérdidas son del 3 %

llegando a alcanzar el 60 %.

La infeccion del fruto por antracnosis se produce mayoritariamente cuando éste
llega a la madurez pero ya desde cuajado existen niveles bajos de infeccidén en
forma de pequefias manchas que se mantienen sin desarrollar hasta la
maduracion. Las lesiones empiezan como pequefias manchas ligeramente
hundidas que pueden ser de color marron claro a oscuro y que en frutos maduros

puede presentar un halo rojo (Gonzalez Melchor, 2012).
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Figura 2.6 Antracnosis en mango causada por Colletotrichum ‘gloeosporioides

2.9.3 Recubrimiento adicionado con extracto de gobernadora.

En nuestro grupo de trabajo, Gonzalez Melchor (2012) elaboré una serie de
formulaciones de un recubrimiento comestible a base de Alginato de sodio con los
excipientes: glicerol, Tween 80 y la cantidad de extracto de gobernadora para
generar 3000 mg/L de fenoles totales. Seleccionando la formulacion C del
recubrimiento que se aplic6 en mangos de la variedad Keitt para alargar su tiempo
de vida postcosecha en el control de antracnosis ver figura 2.7. La aplicacién de
tal recubrimiento permitio reducir la pérdida de peso, la velocidad de respiracion, la
firmeza sin afectar el pH, acidez, vitamina C, solidos solubles, de igual forma no
afect6 el color, es decir que no tuvo un efecto en la luminosidad, cromaticidad y
tono de los frutos, lo cual lo hace ser una alternativa tecnolégica que contribuye
alargando la vida atil mejorando la calidad y generando un valor agregado en

mango.
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A) Control; B) Alzinato 0.75%. Glicerol 3%, 0.5% tween, 2 minutos de mmersion; C) Alginato 0.75%, Glicerol 3%, 0.5% tween, 4 minutos de mmerzion; D) Alzinato 0.75%, Glicerol 2%,
tween, 2 minutos de mmersion; E) Algmato 0.75%, Glicerol 2%. 0.5% tween. 4 minutos de mmersion
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Figura 2.7 Efecto de la aplicacion de un recubrimiento a base de alginato de sodio
en mangos de la variedad Keitt.
FUENTE: (Gonzalez Melchor, 2012)
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3 OBJETIVOS.

3.1 Objetivo General:

Identificar y cuantificar los compuestos polifendlicos presentes en extractos de
gobernadora (Larrea tridentata Moc. & Sessé ex DC. Cov.) utilizando la técnica
de Electroforesis Capilar (CE), con la finalidad de caracterizar los polifenoles
presentes en dichos extractos, que son base de la elaboracion de recubrimientos

para el aumento de la vida postcosecha de mangos de la variedad Keitt.

3.2 Objetivos particulares:
@ Realizar el estudio de seleccion del método de extraccidén de los polifenoles
de Larrea tridentata, y la comparacion de los electroferogramas obtenidos
por CE usando la técnica de extraccion por maceracién y extraccion

asistida por ultrasonido.

@ Realizar un estudio utilizando diferentes proporciones de disolvente,
comprando los perfiles obtenidos por CE para seleccionar la composicion
de disolvente que permita la extraccion de la mayor cantidad de

compuestos.

@ Identificar las sefiales de los polifenoles presentes en el extracto de
gobernadora mediante la adicion del estandar y comparacion del espectro

de absorcién para su posterior cuantificacion.

@ Medir las curvas de calibracion correspondientes a cada polifenol
identificado usando la técnica de CE, con la finalidad de obtener los
modelos que permitan la cuantificacion certera de cada uno de los fenoles

presentes en los extractos de Gobernadora.
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@ Cuantificar por CE los polifenoles presentes en el recubrimiento elaborado a
base de extracto de Gobernadora y aplicado en la piel de mangos de la
variedad Keitt y relacionar este hecho con su aumento de vida postcosecha.
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4 MATERIALES Y METODOS.

4.1 Material vegetal.

Para realizar este trabajo se utilizaron tallos y hojas de la planta Gobernadora

(Larrea tridentata Moc. & Sessé ex DC. Cov.) adquirida en las Bodegas de

Atizapan de Zaragoza. La identificacion fue realizada por una experta de la UNAM,
la M. en C. Ma. Edith Lopez Villafranco del Herbario I1ZTA, Facultad de Estudios

Superiores Iztacala-UNAM. Tlalnepantla Estado de México. EI documento oficial

se puede ver en el anexo 1.

4.2 Equipos
@ Electroforesis Capilar P/ACE MDQ, Beckman Coulter (Fullerton, CA. USA).
@ Balanza analitica BOECU (Alemania).
@ Bafio de ultrasonido Transsonic T570 Elma® (Alemania).
@ Centrifuga Allegra™ 21, Beckman Coulter (Fullerton, CA. USA).
@ Potenciébmetro, Hanna Instruments (Padua, Italia).
@ Desionizador MilliQ (Millipore, MA USA).
© Bomba de vacio PALL.

4.3 Estandares y reactivos.

Q

Estandares marca Sigma Aldrich: (+)-Catequina = 98 %, &cido 2,5-
dihidroxibenzoico 98 %, acido 3,4-dihidroxibenzoico = 97 %, acido
clorogénico = 95 %, NDGA = 90 %, acido p-cumarico = 98 %, acido ferulico
99 %, &cido trans-cindmico 99 %, Apigenina = 97 %, Kaempferol = 97 %,
Quercetina 98 %, Rutina = 94 %.

Estandares marca Fluka: 2-(4-hidroxifenil) etanol 100 %, &cido vanilico
297%, 3-aminofenol = 98 %.

Estandares marca J.T. Baker: acido p-hidroxibenzoico 100 %.

Reactivos: Etanol y metanol grado HPLC marca Fermont, hidroxido de
sodio (NaOH), Tetraborato de sodio (NaB;O;*10H,0O) y acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) marca J.T. Baker.
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4.4 Procedimiento para la obtencion del extracto etandlico.

La mezcla 6ptima de disolventes para realizar la extraccion de la mayor cantidad
de polifenoles es una solucién de etanol-agua (70:30). La optimizacion de la
proporcion del disolvente y del método de extraccion se discute en el apartado de

analisis de resultados.

I. La muestra vegetal seca de Gobernadora es molida en una licuadora y la
estandarizacion del tamafio de particula se realizd utilizando tamices de

acero inoxidable. Ver Figura 4.1.

Figura 4.1 Molienda y tamizado de la planta.

Il. Se pesa 1.0 g de planta seca, molida y de tamiz malla No. 40 en un vaso de
precipitados de 50 mL y se le adicionan 10 mL de una mezcla de etanol-
agua (70:30).

lll.  Tras agregar el disolvente se sella el vaso utilizando papel parafilm y se
realiza la extraccion asistida con ultrasonido durante 90 min recirculando el

agua del sonicador. Ver figura 4.2.

Figura 4.2 Proceso de extraccién asistida por sonicacion.

IV. Concluida la sonicacion se trasvasa el extracto a tubos de centrifuga de
polisulfona y se centrifuga a 8,000 rpm durante 15 minutos.
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V. El sobrenadante se filtra a vacio utilizando papel filtro de poro chico, se lava

con 3 mL de etanol 70% Yy se lleva al volumen inicial de 10 mL con etanol-
agua (70:30). Ver figura 4.3.

Figura 4.3 Proceso de separacion de los solidos del extracto.

VI. Se realiza una dilucién del extracto tomando 1 mL con una pipeta
volumétrica, se deposita en un matraz aforado de 10 mL y se lleva al aforo

con etanol-agua (70:30). Ver figura 4.4.

Figura 4.4 Proceso de dilucion de la muestra.

4.5 Procedimiento de hidrélisis alcalina del extracto.
Para realizar la hidrélisis en medio basico se utiliza una solucién hidrolizante que
contiene NaOH 1.8 N, EDTA 10 mM y Acido Ascorbico 1 %.

. Se toman 2 mL de extracto etandlico sin diluir y se concentra por
evaporacion controlada usando un evaporador con un flujo de nitrégeno a
20 psi de presion y 35°C de temperatura.

Il. Se reconstituye con 2 mL de solucion hidrolizante y es puesto en bafio
maria a 60 °C durante 30 minutos.
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4.6 Elaboracion del recubrimiento.

Se utilizé la formulacion que contiene: Alginato de sodio 0.75%, Glicerol 3%,
Tween 80 al 0.5% y la cantidad de extracto etandlico necesario para 3000 mg/L de
fenoles totales determinada por Follin-Ciocalteu de acuerdo a (Gonzéalez Melchor,
2012) requiriendo solo de 13 mL de dicho extracto para preparar 500 mL de

recubrimiento.

Se pesan los ingredientes y se mezclan en un vaso de precipitados con ayuda de
un agitador mecanico hasta incorporacion total. Se depositan aproximadamente 30
mL del recubrimiento en moldes de plastico para obtener las peliculas. Para la
posterior medicion por CE, se despega dicho recubrimiento, se pesa y se disuelve
en agua agitando con una barra magnética hasta su completa disolucion y se mide

por CE a las condiciones establecidas. Ver figura 4.5
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Figura 4.5 Elaboracion del recubrimiento a base de alginato de sodio.

4.7 Condiciones para la separacion de los polifenoles por CE.

Se utiliza un equipo de Electroforesis Capilar P/ACE MDQ, Beckman Coulter
Capillary Electrophoresis system (Fullerton, CA, USA), utilizando un capilar de
silice fundida de 50 um de diametro interno, 54.6 cm de longitud total y 44.1 cm de
longitud efectiva. La deteccion se realiz6 empleando un detector con arreglo de
diodos (DAD) monitoreado a una longitud de onda de 200 nm y un voltaje aplicado
de 28 kV con el cual se alcanzan corrientes entre 90 y 100 pA.

La separacion se lleva acabo empleando un buffer de boratos a partir de
tetraborato de sodio (Na;B407*10 H,O) de concentracion 50 mM a un pH de 9.4 y
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usando como disolvente agua desionizada y bajo las condiciones especificadas en
la tabla 4.1.

Tabla 4.1 Condiciones de separacion de los compuestos fendlicos por CE.

1 Enjuague 20psi 5 min buffer boratos 50 mM
2 Inyeccion 0.5 psi 5s Muestra
3 Separacion 28 kV 40 min buffer boratos 50 mM

Cabe mencionar que para acondicionar el capilar y al inicio de cada dia de trabajo

se realiza un lavado a 25 psi con agua desionizada durante 2 min, NaOH 0.1 M

durante 10 min, agua desionizada durante 3 min y posteriormente 10 min con

buffer (boratos 50 mM). Asi mismo al final del dia se realiza un lavado con agua a

25 psi durante 10 minutos para evitar la acumulacion de sales en el capilar.

4.8 Determinacion de los compuestos.

4.8.1 Identificacidon de polifenoles en el extracto de Gobernadora.

Una vez preparado el extracto etandlico de Gobernadora se realiza la
medicion obteniendo su electroferograma (perfil) y se adiciona una pequefia
porcion del estandar por confirmar (extracto fortificado).

Considerando el tiempo de migracion del estandar, se compara el
electroferograma del extracto de Gobernadora sin adicionar con el extracto
enriquecido con el estandar a evaluar.

Se confirma la presencia del compuesto con un incremento en la altura del
pico del que se sospecha o bien se descarta con la aparicién de uno nuevo
gue no corresponda a ninguno de los picos del perfil electroforético de la
planta.

Adicionalmente se compara el espectro de absorcion del pico del extracto

con el espectro de absorcion del estdndar correspondiente.
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4.8.2 Determinacion cuantitativa de los compuestos identificados.

Para realizar la determinacioén cuantitativa de los compuestos se realizo las curvas
de calibracién correspondientes y se evaluaron los parametros de: precision,
linealidad, coeficiente de determinacién (r?), intervalos de confianza para la
pendiente, asi como los limites de deteccion y cuantificacion. La planeacion de las

curvas de calibracion puede revisarse a detalle en el ANEXO 4.
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5 RESULTADOS Y ANALISIS.

5.1 Estudio del método de extraccion.

Para determinar los polifenoles presentes en el material vegetal fue necesario
desarrollar un procedimiento para extraer los compuestos asi como encontrar las
condiciones adecuadas para realizar la extraccion, por lo que se llevé a cabo un
estudio para determinar el tipo de extraccion adecuado, el disolvente a utilizar y la

proporcion.

Para seleccionar el método de extraccion de los polifenoles presentes en
gobernadora se utilizaron 2 métodos; uno usando el método mas comun de

extraccion (maceracion) y otro usando extraccion asistida por ultrasonido.

I.  Extraccion por maceracion de 1g de la planta seca y tamizada a malla No.
40 con 10 mL del etanol-agua (70:30) durante 14 horas en la obscuridad.
Il.  Sonicacion de 1g de la planta seca y tamizada a malla No. 40 con 10 mL de

etanol-agua (70:30) durante 90 minutos con recirculacién de agua fria.

En la figura 5.1 se comparan los electroferogramas del extracto etandlico obtenido
por las dos formas de extraccién (I y Il) observandose perfiles similares en cuanto

a cantidad de picos, tiempos de migracion y alturas.

PDA - 200nm PDA - 200nm

0.5 goh02-Repl.dat gohoO6-repl.dat

Extraccion por maceracion

I LNJL, ML-VJJ LMMQJL_MJ\

Extraccion asistida con sonicacion

Lo )

0.0 ~‘—~—-—JJ“‘” - et e

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
Minutes

Figura 5.1 Electroferograma de extraccion por maceraciéon (14 hrs) y asistida con
sonicacion (90 min).
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Se determind que las sefales de los polifenoles obtenidas por los métodos de
extraccion | y Il, no presentan diferencias para afirmar que un método sea mejor
que el otro, sin embargo, debido a que el tiempo requerido para realizar la
extraccidbn por maceracion es significativamente mayor (14 hrs) alargando el
tiempo de analisis y con ello su costo, se decidio utilizar el método de extraccion
asistida por sonicacion en las mediciones posteriores, requiriendo sélo de 90

minutos para llevarse a cabo.

5.2 Estudio del disolvente.

Para determinar en qué medio se obtenian las mejores sefiales que permitieran
analizar los compuestos presentes en el extracto de Gobernadora se realiz6 la
extraccion asistida por sonicacién utilizando como disolventes etanol-agua (70:30)
y metanol-agua (70:30). Al comparar los electroferogramas obtenidos para cada
extracto y su réplica se observa que son muy similares entre si mostrando la
misma cantidad de sefiales y tiempos de migracion (tm), aunque en el extracto
etandlico las sefales antes del minuto 8 parecen mejor resueltas que en el
extracto metandlico. Considerando que en extracto etandlico se obtienen sefiales
mejor resueltas en comparacion al extracto con metanol, ademas de que etanol
resulta un disolvente mas amigable con el medio ambiente, se decidio trabajar con
el extracto etandlico el cual no es téxico como el metanol o algunos otros

disolventes. Ver figura 5.2.

0.8

FDA -200N0m PDL -2000m PDL -2000m POL -2000m
gobo s repl.dat gobisrep2. dat gobiiTepi.dat gobii—ep2.dat

" _,_LJLJMJ_A
- /,\M\.J\\,\
0.1

o 2.8 8.0 7.8 10.0 12.8 18

Figura 5.2 Electroferograma de extracto utilizando etanol y metanol.

Etanol

Metanol

.0 17.8 20.0 22.8 258.0 27.48 20.0 32.8 25.0 ar.a 40
Minutes
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5.2.1 Efecto de la proporcion del disolvente.
Para determinar la proporcion adecuada de disolvente y realizar la extraccion de la
mayor cantidad de los polifenoles presentes en gobernadora, se prepararon 5

extractos variando las proporciones etanol-agua como se observa en la tabla 5.1.

Tabla 5.1 Proporciones de disolvente para realizar la extraccion.
Propo on disolvente (%

c O
Etanol Agua
E 100% 100 0
E 70% 70 30
E 50% 50 50
E 25% 25 75
E (acuoso) 0 100

Al comparar los electroferogramas de los extractos obtenidos con dichas mezclas
se observa que al variar las proporciones de etanol-agua no hay diferencia en la
cantidad de sefales pero si en la intensidad, ya que las sefales antes del min 9.5
se ven aumentadas en altura a mayor proporcion de etanol, de igual forma cuando
hay mayor proporcion de agua algunas sefales después del min 9.5 se ven
aumentadas en altura, esto debido a la solubilidad de los componentes en los
disolventes. Ver figura 5.3.

0.8

PDA -200nm PDA - 200nm PDA -200nm PDA - 200nm PDA-200nm
gohd1-Rep2.dat goh02-rep2.dat goh03-rep2.dat goh04-rep2.dat goh05-rep2.dat

0.7

o E 100 %

0.5

0.4 E70 % 2

0.3

AU

E50% .
| E 30 %
0.1
0.0 JQMMMJ\&

4 s e 7 s T e T ao T T a2 s T 1 T s T e
Minutes

Figura 5.3 Electroferograma de extracto a diferentes proporciones de etanol-agua.
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La proporcidon de disolventes con la que se decidio trabajar fue la proporcion de
etanol-agua (70:30) ya que se observa la mayoria de las sefiales del perfil
electroforético de gobernadora. Curiosamente, dicha proporcion coincide con la
utilizada para lograr la inhibicion del hongo Colletotrichum gloeosporoides en las
pruebas in vitro reportadas por Gonzélez Melchor (2012), por lo que se verifica

que es la composicion del extracto mas adecuada a utilizar en las peliculas.

5.3 Resolucion del &cido nordihidroguayarético (NDGA).

En “condiciones normales” para determinar todos los compuestos del extracto de
gobernadora, la separacion se realiza usando un buffer de boratos (a partir de
tetraboratos) 50 mM de pH 9.4 y un voltaje aplicado de 28 kV, sin embargo no fue
posible resolver el NDGA sin afectar los demés compuestos identificados. Ejemplo
de esto, en la figura 5.4 se observan las sefiales no resueltas de la mezcla de los
estdndares de NDGA (4) y derivado metilado (5) medidos a las condiciones

normales, imposibilitando su integracion.

Por tal motivo fue necesario encontrar otras condiciones de separacion, realizando
cambios en el buffer (concentracion y pH) asi como voltaje aplicado para poder

resolver estos compuestos. Ver anexo 3.

___ PDA-200nm
PRUEBA ESTANDARESO01

0.035 [-0.035

0.030+

[-0.030

0.025-

[-0.025
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0.015+
11— e

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
0.020- :
1
1
1
1
1
1
1
A
0.010""" 1

[-0.010
-----

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
Minutes

Figura 5.4 Mezcla NDGA (4) y derivado metilado (5) medidos a condiciones
normales.
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5.3.1 Condiciones finales pararesolver NDGA.

Para lograr separar el NDGA del su derivado metilado (del que se habla mas
adelante), se modifico la concentracion y el pH del buffer de separacion ademas
de disminuir el voltaje aplicado, decidiéndose que las condiciones adecuadas son:
utilizar un buffer de boratos 30 mM, pH 9.0 y voltaje de 20 kV a las que se llamara
en adelante como “condiciones NDGA”. Cabe mencionar que se tuvo que realizar
un dilucion de 1mL de extracto en 10 mL etanol-agua (70:30) que llamaremos
dilucion D (ver anexo 3), debido a la alta concentracion de éstos 2 compuestos en

el extracto etanodlico.

Al realizar la medicion del extracto diluido D medido a las nuevas condiciones, el
pico del NDGA se observa mejor resuelto del pico del derivado metilado aunque
no en linea base, pero con una buena reproducibilidad, ademas de ser facil de

integrar y lograr su cuantificacion. Ver figura 5.5.
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0.01- J m : boou
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Figura 5.5 Extracto diluido medido a las condiciones NDGA. Pico 4. NDGA y 5.
derivado metilado

Sin embargo al realizar la medicibn de una mezcla de estandares NDGA vy
derivado metilado medido a las condiciones NDGA migra a un menor tiempo (7.75
min) que el NDGA (ver Fig. 5.6) al comparar el espectro de absorcion del pico 5 es
similar al del NDGA, hecho que hace sospechar, que el pico 5 pertenece a uno de
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los derivados metilados de NDGA, de los cuales ya existen reportes de su
existencia en Larrea tridentata (Lambert, y otros, 2005) aunque no existen

estandares en el mercado de éstos derivados para confirmarlo con una adicion.

___ PDA -200nm [

curva NDGA 501 ,
0.059 4 Fo.os
0.041 Fo
0.031 Foos

b 2

0.021 5 Fooz
0.01] J Foor
0,004y b — / —tow

4.0 45 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 75 8.0 8.5 2.0

Minutes

Figura 5.6 Electroferograma de NDGA (4) y derivado metilado (5) medidos a
condiciones NDGA.

5.4 Condiciones de hidrélisis del extracto.

Algunos de los polifenoles presentes en plantas se encuentran unidos a azucares
(glicosilados) modificandose el tiempo de migracion de tales compuestos vy
causando problemas para determinarlos al no contar con estandares de referencia
de muchos polifenoles unidos a azlcares, por lo que se planteé la realizacion de
una hidrélisis del extracto de gobernadora como se indica en el apartado 4.5. La
hidrolisis se llevd a cabo en medio béasico utilizando una solucién fresca que
contiene NaOH 1.8 N, EDTA 10 mM y Acido Ascorbico 1 % de acuerdo a Sanchez
Soto (2013), estudiandose las condiciones adecuadas de temperatura y tiempo de

hidrolisis que se puede ver en subsecuentes apartados.
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5.4.1 Efecto de latemperatura.

Para determinar la temperatura adecuada se realiz6 la hidrolisis del extracto a una
temperatura de 30 y 60 °C. Al comparar los electroferogramas se observa que
para ambos casos los perfiles son similares, en cuanto a cantidad de sefales y
tiempos de migracion, sin embargo se decidio realizar la hidrolisis a 60 °C para
mediciones posteriores debido a que se presenta una mayor intensidad de las
sefales entre los minutos 15y 25. Ver figura 5.7.
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Figura 5.7 Electroferograma de extracto hidrolizado (60 y 30 °C).

5.4.2 Efecto del tiempo de hidrdlisis.

Para determinar el tiempo adecuado se realizé la hidrdlisis a 60°C por 30 y 60
minutos, al comparar éstos electroferogramas frente a un extracto resuspendido
en solucion hidrolizante sin calentamiento alguno é6 minuto cero, se observan las
mismas sefales entre los minutos 5 y 8.5 pero muy disminuidas en la hidrolisis a
30 y 60 minutos, determinandose que visualmente no hay diferencia entre ambos
tiempos de hidrélisis. Sin embargo, a fin de reducir el tiempo de analisis para
mediciones posteriores se decidio realizar la hidrolisis a un tiempo de 30 min. Ver

figura 5.8
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Figura 5.8 Electroferograma de extracto hidrolizado a diferentes tiempos.

5.4.3 Condiciones finales de hidralisis.

Se determiné que las condiciones adecuadas son: realizar la hidrolisis en medio
basico durante 30 minutos a una temperatura de 60 °C. Al comparar el
electroferograma del extracto hidrolizado con el extracto “Normal” (sin hidrolizar),
se observa que la mayoria de las sefales del extracto etandlico también se
encuentran en extracto hidrolizado pero de mucho menor altura, ademéas se
observa la aparicion de 2 sefiales nuevas no identificadas en el extracto normal
aproximadamente en los minutos 15.5 y 16.5 resultado muy posiblemente de la
ruptura de enlaces de azlcares presentes en algunos fenoles. La sefial a los 23
min corresponde al &cido ascoérbico el cual fue adicionado en la solucién

hidrolizante (como estabilizante) ver figura 5.9.
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Figura 5.9 Electroferograma de extracto etanélico normal e hidrolizado.
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5.5 Determinacion de los polifenoles.

5.5.1 Identificacion de polifenoles presentes en extracto de Gobernadora.

En la tabla 5.2 se muestra la identificacion de los compuestos que se realizd por

adiccion del estandar como se indica en el aparatado 4.8.1, lograndose identificar

13 compuestos polifendlicos en los extractos, de los cuales 11 estan presentes en

el extracto etandlico y 2 en el extracto hidrolizado.

Tabla 5.2 Compuestos identificados en extracto de gobernadora.

Std Nombre Tipo de extracto \
Etanol 70 % Hidrolizado

01 2-(4-Hidroxifenil) etanol v

02 Rutina v

03 (+)-Catequina v

04 Acido nordihidroguayarético v

05 | Acido clorogénico 4

06 | Acido 2,5-dihidroxibenzoico v

07 Apigenina v

08 Ferulico v

09 Kaempferol v

10 | Acido p-cumarico v

11 | Acido vanilico v

12 | Acido p-hidroxibenzoico 4

13 | Acido 3,4-dihidroxibenzoico v

En la figura 5.12 se presenta el electroferograma de una mezcla de los estandares

identificados donde se observa el orden de migracién para para cada compuesto.
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Figura 5.10 Mezcla de estandares de los compuestos identificados.

5.5.2 Eleccion de Estandar Interno (E.I).

Al ser la introduccion de la muestra al equipo de CE de tipo hidrodinamica,
pequefios cambios de viscosidad entre las muestras, sobre todo en matrices
complejas como son los extractos vegetales, causan variaciones en la cantidad
introducida por el capilar y en el tiempo de migracion, por lo que se requiere
utilizar un estandar interno (E.l). El uso del E.I mejora la reproducibilidad del
volumen introducido de la muestra, ademas de disminuir errores en la toma de
alicuotas y volumenes de aforo. Por tal motivo fue necesario seleccionar un E.I de
estructura similar a los analitos, de una pureza alta y que no presentara traslapes
con las sefales propias del extracto con lo cual relacionar la respuesta del E.I con

la respuesta del analito de interés, minimizando asi la variacion en la inyeccion.

En la figura 5.11 se muestra la adicion de 4 estandares (como posibles candidatos
a E.I) en muestras independientes de extracto etandlico (3-Aminofenol,
etilparabeno, propilparabeno y acido benzoico). La traza inferior es la del extracto
como tal, mientras la traza superior es la fortificada con el estandar. Podemos
observar que 3-aminofenol es el Unico estandar que no presenta traslape con
alguna otra sefal propia del extracto de la planta, ya que con los otros compuestos
el método no es selectivo, ademas de que 3-aminofenol tiene un pico eficiente, no
es un componente natural en las muestras y no aumenta el tiempo de analisis,

razon por lo que se selecciono como E.I a ser adicionado en el extracto etanolico.
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En el extracto hidrolizado no fue posible usar 3-aminofenol y ninguno otro de los

estdndares como E.l. ya que se traslapan con otras sefales, por lo que se

selecciond quercetina como E.l., del cual se sabia que su tiempo de migracion

aproximadamente en el min 23 no presenta traslape con ninguna sefial propia del

extracto hidrolizado. Ver figura 5.12.
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Figura 5.12 Eleccion de quercetina como E.l. en extracto hidrolizado.
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5.5.3 Resumen de las condiciones finales de los 2 métodos desarrollados

En la tabla 5.3 se resumen las condiciones a utilizar en los 2 métodos

desarrollados, con la finalidad de referirse a éstas solo con el nombre del método:

Tabla 5.3. Resumen de las condiciones finales de los métodos desarrollados

Titulo del Tipo de Condiciones a Estandar
Método Extracto utilizar en CE interno (E.l.)
Condiciones Etanol:agua buffer boratos 30 | 3-aminofenol
NDGA (70:30) mM, pH 9.0y 20 kV
Condiciones Etanol:agua buffer boratos 50 | 3-aminofenol
Normales (70:30) mM, pH 9.4y 28 kV
Extracto Hidrolizado buffer boratos 50 Quercetina
hidrolizado mM, pH 9.4y 28 kV

5.5.4 Precision.

Se evaluo la precision en tiempo, area y altura de los picos de cada uno de los
polifenoles. EI método utilizado, asi como el nimero de replicas medidas se
especifica en la tabla 5.4 De la respuesta analitica se obtuvo el promedio,

desviacion estandar y %RSD.

Tabla 5.4 Condiciones utilizadas para la evaluaciéon de la precision

Método utilizado | Compuestos Réplicas |
Condiciones NDGA NDGA 9
Condiciones Los 10 fenoles 8
Normales restantes
Extracto hidrolizado | &cido p-cumarico 8
acido vanilico

En la tabla 5.5 se muestran los resultados de precisién en tiempos de migracion,
por lo que se puede decir que el sistema es preciso para la mayoria de los
estandares ya que las respuestas presentan un minimo de variabilidad con un
%RSD <2%, a excepcién de los acidos: vanilico, p-hidroxibenzoico y 3,4-
dihidroxibenzoico, para los cuales se tiene una variacion mayor en tiempos de

migracion durante las corridas con un %RSD entre 2.3y 3.3.
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Tabla 5.5 Precision en tiempo de migracion de los compuestos.

Prom | Desvest %RSD
acido 2,4-hidroxifeniletanol | 4.21 0.03 0.68
Rutina 7.66 0.09 1.18
Catequina 8.17 0.09 1.12
NDGA 7.90 0.04 0.49
acido clorogénico 9.74 0.14 1.45
acido 2,5-dihidroxibenzoico | 11.38 0.17 1.5
Apigenina 13.49 0.26 1.94
Ferulico 13.99 0.25 1.79
Kaempferol 14.3 0.25 1.74
acido p-cumarico 17.66 0.33 1.9
acido Vanilico 18.85 0.45 2.38
acido p-hidroxibenzoico 27.98 0.8 2.58
acido 3,4-dihidroxibenzoico | 31.88 1.31 3.3

Para precision en relacion de areas (A reno/A ) €l sistema es preciso para NDGA
(compuesto principal de gobernadora) al tener un %RSD<2% mientras que para el
caso de relacion de alturas (H reno/H £.1) Se determiné que la variabilidad es grande
y que el sistema no es preciso para ninguno de los estandares al tener un
%RSD>8%, razén por la cual se decidio utilizar el rea de cada pico como
respuesta analitica para la medicibn de las correspondientes curvas de
calibracion. Ver tabla 5.6.
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Tabla 5.6 Precisién en Areay Altura.

Desvest
Acido 2,4-hidroxifeniletanol | 0.51 0.01 2.25 0.61 | 0.05 | 8.44
Rutina 0.32 0.02 4.92 0.20 | 0.03 | 13.52
Catequina 1.46 0.04 2.81 0.43 | 0.05 | 11.24
NDGA 1.00 0.02 1.71 099 | 0.15 | 14.81
Acido clorogénico 0.44 0.01 2.85 0.20 | 0.03 | 12.96
Acido 2,5- dihidroxibenzoico | 1.43 0.05 3.79 0.50 | 0.05 | 10.13
Apigenina 1.36 0.03 1.89 0.44 | 0.04 | 8.76
Acido ferdlico 1.14 0.02 2.16 0.41 | 0.03 | 8.20
Kaempferol 2.72 0.14 5.01 0.50 | 0.08 | 1547
Acido p-cumarico 3.55 0.11 2.99 0.34 | 0.03 | 9.32
Acido vanilico 4.50 0.17 3.78 0.36 | 0.03 | 8.67
Acido p-hidroxibenzoico 0.44 0.01 2.85 0.20 | 0.03 | 12.96
Acido 3,4-dihidroxibenzoico | 1.43 0.05 3.79 0.50 | 0.05 | 10.13

5.5.5 Curvas de calibracion.
Se realizaron las curvas de calibracién como se indica en el ANEXO 4 los datos
obtenidos fueron analizados en el software estadistico Statgraphics Centurion XV

con los que se pudieron evaluar algunos parametros de validacion.

En la tabla 5.7 se muestran las ecuaciones del modelo seleccionado (lineal) que
describen la relacion entre relacion de area (Rel A) y concentracion para cada una
de las curvas de calibracién, ademas se observa que todas las curvas tienen un
coeficiente de determinacién r*>>0.98 (a excepcién de &cido fertlico con 0.9654 y
kaempferol con 0.9727), indicando que el modelo lineal explica méas del 98 % de la
variabilidad en la relacién de areas (Rel A). Con relacién a las r* < 0.98 de los
modelos lineales de acido ferulico y kaempferol, en el Anexo 5 se observa que
criterios mas importantes que la r*; como la homocedasticidad de los datos (para
la correcta aplicacion del método de minimos cuadrados) y el ANOVA, soportan la

seleccion del modelo lineal como correcto para ser aplicado para a la prediccion.
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Tabla 5.7 Ecuaciones del modelo lineal para las curvas de calibracion.

Asta/ae) = (Intercepto £S) + (Pendiente +S) *([Fenol]/ [E.I])
(24 hfe )

Rel A = (—0.0054 + 0.0025 0.0036 £+ 0.0000

[Rut]
= (—0. + 0. : T 0.
Rut Rel A = (—0.0180 + 0.0126) + (0.0023 + 0.0000) * ( — aminofenol] 0.9963
Rel A = (—0.0719 + 0.0077) + (0.0114 + 0.0002) * [Catequma
Cat ela= . + Y ' - — aminofenol] 0.9948
[NDGA]
NDGA | RelA = (—0.0062 £ 0.0086) + (0.0113 + 0.0001) * ( —aminofendl] ) 0.9993
Rel A = (—0.0159 + 0.0047) + (0.0018 + 0.0001) Clorogemco]
Clo e x - — aminofenol]/ | 0.9800
[25 Dhb]
Rel A = (—0.0092 £ 0.0037 0.0099 + 0.0003
2,5- e ( X ) + ( - ) * ( —_ amlnofenOI ) 0.9908
DHB
[Apigenina]
. = (—0.0371 + 0. 0107 + 0.
Api Rel A = (—0.0371 £ 0.0123) + (0.0107 + 0.0003) * ( — aminofenol] ) 0.9898
[Ferulico]
= (-0. + 0. : * 0.
o | RelA=(—0.0454+0.0074) + (0.0105 + 0.0006) * ( —aminofenol]) | 0.9654
[kaempferol]
= (-0. + 0. : * 0.
ae | RelA=(—0080110.0195)+ (0.0246 + 0.0015) * ( —aminofenol]) | 0.9727
Rel A = (—0.2432 + 0.0913) + (0.0426 + 0.0017) * p Cumarico]
cum x - — aminofenol]) |0.9831
[Vanilico]
van | RelA= (00123 +0.0047) + (0.0049 + 0.0002) * ( ~aminofenol]) | 0.9840
[Phb |
= (—0. + 0. : * 0.
php | RelA=(—0.1871+0.0207) + (0.0296 + 0.0006) * ( —aminofenol] ) |0.9944
[3 4 Dhb]
Rel A = (—0.1627 + 0.0202 0332 +0.0014
34. | RelA=(=0.1627 +0.0202) + (0.0332 £ 0.00 )*<[3_ammofenol] 0.9868
Dhb

NOTA: En la ecuacion para cada modelo se muestran los parametros de la ecuacion
lineal - su desviacion estandar.
2,4-Hfe (acido 2-4-Hidroxifenil etanol), Rut (Rutina), Cat (Catequina), NDGA (&cido
nordihidroguayarético), Clo (acido clorogénico), 2,5-DHB (acido 2,5-dihidroxibenzoico),
Api (apigenina), Fer (acido ferulico), Kae (kaempferol), Cum (acido p-cumarico), Van
(acido vanilico), Phb (acido p-hidroxibenzoico), 3,4-Dhb (acido 3,4-dihidroxibenzoico).
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Para poder probar la validez de los modelos propuestos en la Tabla 5.7,

necesariamente se deben realizar varias pruebas estadisticas:

1) La observacion del grafico de Relacion de areas vs [Fenol] para ver su
tendencia

2) El analisis de los residuales para determinar si existe homocedasticidad

3) La prueba de analisis de varianza (ANOVA) con falta de ajuste al modelo

4) La evaluacion del coeficiente de determinacion (%)

En el analisis de los resultados de estas pruebas se observa una tendencia lineal
en las curvas de calibracion y el analisis de los residuales presenta
homocedasticidad (datos distribuidos al azar y sin tendencias), lo que significa que
las varianzas de las repeticiones para todos los niveles de concentracion pueden

considerarse iguales. Se muestran detalles del analisis en el ANEXO 5.

Al realizar el andlisis de varianza (ANOVA) con falta de ajuste se compara el
cociente de la varianza de la falta de ajuste al modelo, dividida entre la varianza
del error puro (MSgpa/MSeg) con la Frapas, Y mediante una prueba de hipétesis se
determina si hay o no ajuste a dicho modelo, se observa que la Fey, (Calculada por
el software) para cada compuesto es menor que la Frapas (de distribucion de
Fisher para un 95 % de confianza), por lo que se cumple la Hipétesis nula (Ho),
determinando que si hay ajuste al modelo lineal para cada curva de calibracion.

Ho = Fexp < Frapas = Hay ajuste al modelo
Hi = Fep > Franas = Faltade ajuste al modelo

En la tabla 5.8 se muestran los datos de Feyp Y Franias CON l0s que se determind

dicho ajuste al modelo.
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Tabla 5.8 Resumen de ANOVA con falta de ajuste.

Estandar F exp F tablas Ajuste al
modelo

acido 2,4-hidroxifeniletanol 3.15 | < 3.838 v
Rutina 0.74 | < | 3.863 v
Catequina 0.38 | < | 3.357 v

NDGA 0.51 < 3.357 v

acido Clorogénico 0.6 < | 3.259 v
acido 2,5- dihidroxibenzoico | 0.25 | < | 3.687 v
Apigenina 1.47 | < | 3.357 v

Ferulico 3.72 | < | 4.347 4
Kaempferol 1.33 | < 5.409 v

acido p-cumarico 3.85 | < 412 v
acido Vanilico 0.8 < 3.357 v

acido p-hidroxibenzoico 2.14 | < | 3.633 v
acido 3,4-dihidroxibenzoico 055 | < 5.409 v

Posterior a la validacion del modelo lineal, se determinaron los intervalos de
confianza para la pendiente (IC = b1+ tggs, n-2 Sp), l0s limites de deteccion (LOD=
(3.3 X Syx)/b1) y limite de cuantificacion (LOQ= (10 X Sy)/bl) para cada sistema
de calibracion los cuales se muestran en la tabla 5.9. De acuerdo a los criterios de
aceptacion en la Guia de Validaciéon de Métodos Analiticos editada por el Colegio
Nacional de QFB's, al tener una r>>0.98 y el IC para la pendiente (b1) no incluir al

cero, se aceptan nuestros limites de deteccion y cuantificacion.

5.5.6 Cuantificacidon de los compuestos en el extracto de gobernadora.

La cuantificacion de los compuestos polifendlicos en los extractos se realizé
utilizando 3-aminofenol de concentracion 150.14 mg/L como E.I 1 para el extracto
etandlico y Quercetina 150.06 mg/L como E.I 2 para el extracto hidrolizado, para el
caso de la cuantificacion del NDGA se utilizé 3-aminofenol como E.I en el extracto
diluido “D” (1 mL de extracto en 10 mL de etanol-agua) debido a la alta

concentracion de dicho compuesto.
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En la tabla 5.10 se muestra el promedio de la concentracion de los compuestos
presentes en el extracto etandlico de gobernadora asi como la cantidad de cada

compuesto por cada 100 g de planta medidos por triplicado.

Tabla5.91.C, LODy LQD de las curvas de calibracién.

Fenol IC = LOD=(3.3X LOQ=(10 X
b1+ to.975,n-2 Sh1 Syx)/bl Syix)/bl
inferior superior ( ng/mL) (ng/mL)
Acido 2,4-Hidroxifeniletanol | 0.0036 0.0037 3.4230 10.3728
Rutina 0.0022 0.0024 29.4100 89.1212
Catequina 0.0109 0.0118 3.3634 10.1921
NDGA 0.0111 0.0114 4.6979 14.2359
Acido Clorogénico 0.0017 0.0020 15.6716 47.4898
Acido 2,5-Hihidroxibenzoico | 0.0093 0.0104 2.0347 6.1658
Apigenina 0.0101 0.0113 6.8952 20.8945
Acido ferulico 0.0091 0.0119 2.0989 6.3602
Kaempferol 0.0213 0.0280 2.5207 7.6386
Acido p-cumarico 0.0389 0.0463 11.1222 33.7037
Acido vanilico 0.0045 0.0052 5.6457 17.1082
Acido p-hidroxibenzoico 0.0283 0.0310 3.3191 10.0578
Acido 3,4 dihidroxibenzoico | 0.0301 0.0363 1.6019 4.8543

Tabla 5.10 Cuantificacion de los polifenoles de Larrea tridentata en extracto etanol-

agua (70:30).

Compuesto

[Fenol]

(Mg/mL)

mg/100 g
de planta

Acido 2,4-hidroxifeniletanol 63.85 67.22 1.73 2.57

Rutina 332.51 350.01 11.67 3.33

Catequina 29.39 30.94 4.70 15.18

NDGA 603.48 635.24 4.15 0.65

Acido Clorogénico 99.27 104.49 32.83 31.42

Acido 2,5- Dihidroxibenzoico 10.30 10.84 0.80 7.41

Apigenina 44.68 47.03 4.19 8.91

Acido fertlico 8.91 9.38 0.20 2.19

Kaempferol 11.39 11.99 0.20 1.65

Acido p-Hidroxibenzoico 36.33 38.24 10.31 26.95
Acido 3,4 Dihidroxibenzoico | 14.74 15.52 * *

*Solo se pudo realizar la integracion correcta en una de las replicas
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Mientras que en la tabla 5.11 se muestra la concentracion de los compuestos
presentes en el extracto hidrolizado de gobernadora asi como la cantidad de cada
compuesto por cada 100 g de planta.

Tabla 5.11 Cuantificacidon de los polifenoles en extracto Hidrolizado

Compuesto mg/g mg / 100
planta g
de planta
acido p-cumarico 13.76 0.0145 1.45
acido Vanilico 45.25 0.0476 4.76

Como podemos observar en las tablas 5.10 y 5.11, todos los compuestos son
cuantificables de una forma confiable (es decir con un error bajo) ya que las
concentraciones obtenidas son superiores al limite de cuantificacion (ver tabla 5.9)
con excepcion del acido p-cumarico con un LOQ= 33.7 pg/mL y LOD= 11.12
pug/mL, que aunque puede ser interpolado, su cuantificacion tendra asociado un
error mayor. Cabe hacer mencién que para el &cido clorogénico y el acido p-
hidroxibenzoico se dificultd la integracion, debido a su asimetria y su baja altura, lo

gue se refleja en sus altos valores de %RSD.

De acuerdo a la tabla 5.12, tenemos como componentes mayoritarios (>10%) al
NDGA y la Rutina, y como minoritarios (<10%) a los compuestos: acido 2,4-
hidroxifeniletanol, catequina, acido clorogénico, acido 2,5-dihidroxibenzoico,
apigenina, acido ferulico, kaempferol, acido p-cumarico, acido vanilico, acido p-

hidroxibenzoico y acido 3,4-dihidroxibenzoico.

La totalidad de estos compuestos polifendlicos presentes en Larrea tridentata muy
posiblemente son los responsables de la inhibicién del crecimiento del hongo
Colletotrichum gloeosporoides, aplicados como pelicula en un recubrimiento
adicionado con extracto de gobernadora en mangos de la variedad Keitt (Gonzélez
Melchor, 2012), ya que existen reportes de la actividad de los polifenoles sobre

una gran cantidad de microorganismos. Moreno (2011), Gardufio Pizafia (2009),
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Lépez Benites (2005), Lira Saldivar (2003), Heron & Yarnell (2001), Elakovich &

Stevens (1985).

Tabla 5.12 Porcentaje de cada polifenol por cada 100 g de planta

Compuesto % Fenol
acido 2,4- 5.0651415
hidroxifeniletanol
Rutina 26.37385
Catequina 2.3313817
NDGA 47.866416
acido Clorogénico 7.8734996
acido 2,5- 0.8168125
Dihidroxibenzoico
Apigenina 3.5437906
acido Ferulico 0.706799
Kaempferol 0.9034669
acido p-Hidroxibenzoico | 2.8814492
acido 3,4- 1.1694584
Dihidroxibenzoico
acido p-cumarico 0.10926
acido Vanilico 0.3586741

5.5.7 Determinacion de los compuestos en el recubrimiento.

A pesar de la dilucion de los compuestos al elaborar el recubrimiento y debido a
las dificultades para concentrar dicho recubrimiento (ver anexo 6), se decidié
cuantificar el contenido de NDGA en el recubrimiento fresco. Al realizar la
medicion directa del recubrimiento bajo las condiciones NDGA, utilizando 3-
aminofenol a 150.14 mg/L como E.I y comparar los electroforegramas del
recubrimiento con y sin E.I, se obtuvieron los electroferogramas de la figura 5.13,
donde se observa la diferencia en la intensidad de los picos del E.l. y NDGA,
debido a la gran dilucion realizada (13 mL de extracto para preparar 500 mL de
recubrimiento), ademas de una sefal interferente propia de los excipientes que

aparece debajo del pico del E.I. la cual podria causar problemas de integracion.
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Figura 5.13 Perfil de los recubrimientos frescos adicionado y sin adicionar El.

En la tabla 5.13 se muestran los datos de la determinacion cuantitativa de NDGA

presente en el recubrimiento elaborado.

Tabla 5.13 Cuantificacion de NDGA en el recubrimiento
Método de [NDGA] png/mL % RSD

cuantificacion
Curva de calibracion 9.60 1.62

Para monitorear por CE el perfil de los recubrimientos ya secos, las muestras de
fueron disueltas en 30 mL de agua debido a que el alginato de sodio es poco
soluble en mezclas con alta proporcion de etanol. En la figura 5.14 se muestra la
comparacion de los perfiles del recubrimiento fresco comparado con el
recubrimiento disuelto en agua a los 7,10, 15 y 20 dias, medidos a las
“condiciones NDGA” donde podemos ver una disminucion de todas las sefiales
incluyendo a la del NDGA (4) y su derivado entre los minutos 8 y 8.5.
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Figura 5.14 Comparacioén del recubrimiento fresco y los recubrimientos disueltos a

7,10, 15y 20 dias.

La pérdida de las sefales de tales compuestos a los 7 dias de elaborado el

recubrimiento posiblemente se deba a:

a) Una degradacion de los polifenoles a los 7 dias de realizado dicho

recubrimiento ya que son inestables con la luz, el oxigeno del ambiente y el

calor (Reyes Aguilar, 2014).

b) Que los polifenoles hayan quedado encapsulados en el alginato (Rowe,

Sheskey, & Owen, 2006).

c) Que la poca solubilidad de los polifenoles en agua produjera bajas sefales,

ya que muchos de éstos son mas solubles en mezclas con etanol. (Rowe,

Sheskey, & Owen, 2006).
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Dicha perdida no es de preocupacion ya que a pesar de que NDGA es el
componente principal de la Gobernadora, los efectos o bondades de tal
compuesto se han asociado a un efecto sinérgico con la gran cantidad de
compuestos antioxidantes con actividad antifingica presentes en toda la planta
ampliando el efecto del compuesto activo primario NDGA. Lo anterior sugiere usar
un extracto de todos los constituyentes de la estructura de la planta (hoja/ramas)
en comparacion con solo usar una preparacion de NDGA purificado o sintetizado.
(Lira Saldivar, 2003) y en la aplicacion de dicho recubrimiento con esta
formulacion en mangos de la variedad keitt se logré prolongar su tiempo de vida
atil frente a antracnosis ademas de mejorar sus propiedades (Gonzalez Melchor,
2012).

Cabe mencionar que mediante este estudio se determiné que la cantidad de
NDGA empleada para realizar el recubrimiento es minima ya que en un mango se
encontraria aproximadamente 0.288 mg NDGA en el recubrimiento. Si se
considera que en estudios previos, no se reportdé toxicidad alguna en la
administracion de hasta 250-3000 mg NDGA en humanos administrada como
infusién, Alonso (2004), seria seguro consumir hasta 10,416 mangos con todo y
piel, por lo que no representa un peligro para el consumidor. Ademas el
recubrimiento fue aplicado en un fruto del cual no se consume la cascara y se ha
reportado que el efecto tdéxico de la gobernadora estad relacionado al consumo
prolongado y en grandes cantidades de infusion directa de gobernadora. No
obstante, organismos regulatorios como la COFEPRIS requeririan estudios de

toxicidad especificos por para su posible aplicacion.
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6 CONCLUSIONES.

v

En el presente trabajo se desarrollaron exitosamente dos meétodos de
identificacion y cuantificacion por CE, uno para la determinacion de NDGA y

otro para la determinacion de los demés polifenoles.

Se determinaron las condiciones de extraccion de la mayor cantidad de
polifenoles en Gobernadora, que son: realizar la extraccion asistida por
sonicacion durante 90 min, empleando una solucion de etanol-agua (70:30)
y realizar la hidrolisis alcalina a 60 °C durante 30 minutos.

Mediante la adicion del estandar y por comparacion de los espectros de
absorcién, se lograron identificar 11 compuestos fendlicos presentes en el
extracto etandlico y 2 compuestos en el extracto hidrolizado.

La cuantificacion de los 13 compuestos fendlicos se realizd utilizando los
modelos obtenidos con las curvas de calibracion correspondientes,
determinando que los compuestos mayoritarios (>10 %) en el extracto de
gobernadora son: NDGA y Rutina, presentando los 11 compuestos
restantes sefiales mas pequefias (<10%). Y debido a sus propiedades
antioxidantes y fungicidas muy posiblemente la totalidad de estos
compuestos en el extracto de Larrea tridentata son los responsables de la
inhibicion del crecimiento del hongo Colletotrichum gloeosporoides en las

peliculas aplicadas en mango por Gonzélez Melchor (2012).

Por todo lo anterior en este trabajo, respecto a la seguridad del uso de
extractos de Larrea tridentata, sugerimos el empleo de gobernadora como
una buena alternativa para enfrentar plagas de importancia econémica que
afectan a frutos mexicanos y aumentar su vida postcosecha, realizando
para tal efecto los estudios de toxicidad correspondientes para que sea

aceptada su utilizacion por organismos gubernamentales.
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8 ANEXOS.

ANEXO 1 Identificacion del material vegetal utilizado, realizado por el
herbario de IZTA de FES-Iztacala y su certificacion como Larrea

tridentata.
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ANEXO 2 Identificacion de polifenoles en extracto de Gobernadora.
Identificacion en extracto etandélico.

Acido nordihidroguayarético.
Como podemos ver en la figura 8.1 comparando la traza de abajo (extracto
etandlico) con la traza de arriba (extracto fortificado con estandar) a un tiempo de
migracion de aproximadamente 8.7 min existe un aumento del pico debido a la
adicion del estandar, con lo cual comprobamos la presencia de NDGA en el

extracto etanolico de gobernadora.
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Figura 8.1 Identificacion de NDGA en extracto etandlico.

Para confirmar que el pico incrementado corresponde al NDGA, se presenta la
comparacion de los espectros de absorcion del estdndar y del extracto de
gobernadora en el min 8.7, que muestra la similitud entre ambos espectros de

absorcion confirmando que corresponde al NDGA. Ver figura 8.2
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Figura 8.2 Espectron(mje absorcién de A) Estandar NDGA y "Lg)) Extracto etandlico

70



Quimico Farmacéutico Biélogo

Derivado de NDGA.

Como podemos ver en la figura 8.3 comparando la traza de extracto etandlico con
la traza de extracto fortificado con estandar de acido trans-cinamico (Std con tm
similar), a un tiempo de migracion de aproximadamente 8.4 min existe un aumento
del pico debido a la adicion del estandar, dado que este estandar en el extracto
adicionado migra en un tiempo donde se encuentran 2 picos traslapados se
adicion6 nuevamente ese extracto para pico verificar que era el segundo pico el

gue vio incrementado en altura.
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Figura 8.3 Identificacion de acido trans-cinamico en extracto etandlico.

Sin embargo, al comparar el espectro de absorcion del extracto con el del
estandar de acido trans-cinamico no hay coincidencia en los perfiles (Fig. 8.4). Por
lo anterior, podemos concluir que el acido trans-cindmico migra a estas mismas
condiciones muy probablemente con un derivado del NDGA (metilado) ya que
existen referencias de su existencia (Lambert, y otros, 2005) y presenta un
espectro de absorcién similar al NDGA (ver Fig. 8.4 B). Lamentablemente no

existe un estandar disponible de este derivado para corroborar la hipotesis

planteada.
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Figura 8.4 Espectro de absorcion de A) a"(m:ido trans-cinamico, B) Extracto etandlico
y C) NDGA.

2-(4-Hidroxifenil) etanol.

Como podemos ver en la figura 8.5 comparando la traza de abajo (extracto

etandlico) con la traza de arriba (extracto fortificado con estandar) a un tiempo de

migracién de aproximadamente 4.2 min, existe un aumento del pico debido a la

adicion del estandar, con lo cual comprobamos la presencia de 2-(4-hidroxifenil)

etanol en el extracto etandlico de gobernadora.
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Figura 8.5 Identificacion de 2—(4—h|drOX|fen|I) etanol en extracto etanélico.
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Para confirmar que el pico incrementado corresponde al estandar, se presenta la
comparacion de los espectros de absorcion del estandar y extracto de
gobernadora en el min 4.2 que muestra una baja similitud entre ambos espectros
de absorcion por lo que en este caso es dificil usar los espectros de absorcion

para confirmar la presencia del acido 2-(4-hidroxifenil) etanol. Ver figura 8.6.

0T 423mn I 427w
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Figura 8.6 Espectro de absorcion de A) 2-(4-hidroxifenil) etanol y B) Extracto
etanolico

Rutina
Como podemos ver en la figura 8.7 comparando la traza de arriba (extracto
etandlico) con la traza de abajo (extracto fortificado con estandar) a un tiempo
de migracion de aproximadamente 8.6 min, existe un aumento del pico debido
a la adicién del estandar, con lo cual comprobamos la presencia de rutina en el

extracto etandlico de gobernadora.
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Figura 8.7 Identificacion de rutina en extracto etanalico.
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Para confirmar que el pico incrementado corresponde al estandar, se presenta la
comparacion de los espectros de absorcion del estandar y extracto de
gobernadora en el min 8.6 que muestra la similitud entre ambos espectros de

absorcion confirmando que corresponde a rutina. Ver figura 8.8.
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Figura 8.8 Espectro de absorcion de A) Rutinay B) Extracto etandlico

Catequina
Como podemos ver en la figura 8.9 comparando la traza de arriba (extracto
etandlico) con la traza de abajo (extracto fortificado con estandar) a un tiempo
de migracion de aproximadamente 7.8 min, existe un aumento del pico debido
a la adiciéon del estandar, con lo cual comprobamos la presencia de catequina

en el extracto etanélico de gobernadora.
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Figura 8.9 Identificacion de catequina en extracto etanélico
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Para confirmar que el pico incrementado corresponde al estandar, se presenta la

comparacion de los espectros de absorcion del estandar y extracto de

gobernadora en el min 7.8 que debido a su baja concentraciébn en extracto

muestra una baja similitud entre ambos espectros de absorcion por lo que en este

caso es dificil usar los espectros de absorcion para confirmar la presencia de

catequina. Ver figura 8.10.
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Como podemos ver en la figura 8.11 comparando la traza de abajo (extracto

etandlico) con la traza de arriba (extracto fortificado con estandar) a un tiempo de

migracion de aproximadamente 9.4 min, existe un aumento del pico debido a la

adicion del estandar, con lo cual comprobamos la presencia de acido clorogénico

en el extracto

etandlico de gobernadora.
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Figura 8.11 Identificacion de acido clorogénico en el extracto etanadlico.
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Para confirmar que el pico incrementado corresponde al estandar, se presenta la
comparacién de los espectros de absorcion del estandar y el extracto de
gobernadora en el min 9.4 que debido a su baja concentraciébn en extracto
muestra una baja similitud entre ambos espectros de absorcion por lo que en este
caso es dificil usar los espectros de absorcion para confirmar la presencia de

acido clorogénico. Ver figura 8.12.
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Figura 8.12 Espectro de absorcion de A) Acido clorogénico y B) Extracto etanélico

Acido 2,5-dihidroxibenzoico
Como podemos ver en la figura 8.13 comparando la traza de abajo (extracto
etandlico) con la traza de arriba (extracto fortificado con estandar) a un tiempo de
migracion de aproximadamente 10.6 min, existe un aumento del pico debido a la
adicion del estandar, con lo cual comprobamos la presencia de &acido 2,5-
dihidroxibenzoico en el extracto etandlico de gobernadora.

1 __PDA -200nm —__PDA -200nm 7N\
xdillen52dia-Repi.dat pxdil1210ulrept l " \
0.014] ] f\ \ naw
I i
0.012] : / || ez
1
I 1
0.010 | 1 PP
|
2 | 2
0.008 : I 1 Fans
| 1 f \/"\ i
n ;
0.006 f‘.:: f A |‘ ;\5‘\ Fooss
L AA AV A NNVAVA 1! !
] \ W\ g W - / s I
\ j \__ \ \VAN'~ — MmN
0.0041 [\ / . [ AL [
P——— (f 4
\ / ——— o
-
92 9.4 96 a8 100 102 104 106 108 11.0 112 114 118 118

inutes

Figura 8.13 . Identificacion de acido 2,5-dihidroxibenzoico en el extracto etandlico.
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Para confirmar que el pico incrementado corresponde al estandar, se presenta la
comparacion de los espectros de absorcion del estandar y extracto de
gobernadora en el min 10.6 que debido a su baja concentracibn en extracto
muestra una baja similitud entre ambos espectros de absorcion por lo que en este
caso es dificil usar los espectros de absorcion para confirmar la presencia de

acido 2,5-dihidroxibenzoico. Ver figura 8.14.
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Figura 8.14 Espectro (njme absorcion de A) Acido 2,5—dihidroxinlgenzoico y B) Extracto
etanolico

Apigenina
Como podemos ver en la figura 8.15 comparando la traza de abajo (extracto
etandlico) con la traza de arriba (extracto fortificado con estandar) a un tiempo de
migracion de aproximadamente 12.6 min, existe un aumento del pico debido a la
adicién del estandar, con lo cual comprobamos la presencia de apigenina en el

extracto etanolico de gobernadora.
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Figura 8.15 Identificacion de apigenina en el extracto etandlico.
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Para confirmar que el pico incrementado corresponde al estandar, se presenta la

comparacion de los espectros de absorcion del estandar y extracto de

gobernadora en el min 12.6 que demuestra la similitud entre ambos espectros de

absorcion confirmando que corresponde a apigenina. Ver figura 8.16.
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Figura 8.16 Espec%mro de absorcion de A) Apigeninay B)"mExtracto etandlico

Acido trans-4-hidroxi-3-metoxicinamico (Ferulico)

Como podemos ver en la figura 8.17 comparando la traza de abajo (extracto

etandlico) con la traza de arriba (extracto fortificado con estandar) a un tiempo de

migracién de aproximadamente 15.8 min, existe un aumento del pico debido a la

adicién del estandar, con lo cual comprobamos la presencia de acido ferulico en el

extracto etandlico de gobernadora.
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Figura 8.17 Identificacion de acido feralico en el extracto etandlico.
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Para confirmar que el pico incrementado corresponde al estandar, se presenta la
comparaciéon de los espectros de absorcion del estandar y extracto de
gobernadora en el min 15.8 que debido a su baja concentracion en extracto
muestra una baja similitud entre ambos espectros de absorcion por lo que en este
caso es dificil usar los espectros de absorcion para confirmar la presencia de
acido ferulico. Ver figura 8.18.
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Figura 8.18 Espectr(n)mde absorciéon de A) acido feralico y E) Extracto etandlico
Kaempferol
Como podemos ver en la figura 8.19 comparando la traza de abajo (extracto
etandlico) con la traza de arriba (extracto fortificado con estandar) a un tiempo de
migracion de aproximadamente 13.3 min, existe un aumento del pico debido a la
adiciéon del estandar, con lo cual comprobamos la presencia de kaempferol en el

extracto etanolico de gobernadora.
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Figura 8.19 Identificacion de kaempferol en el extracto etanolico
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Para confirmar que el pico incrementado corresponde al estandar, se presenta la
comparaciéon de los espectros de absorcion del estandar y extracto de
gobernadora en el min 13.3 que debido a su baja concentracibn en extracto
muestra una baja similitud entre ambos espectros de absorcion por lo que en este
caso es dificil usar los espectros de absorcion para confirmar la presencia de

kaempferol. Ver figura 8.20.
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Figura 8.20 EspectnFo de absorcion de A) Kaempferol y B")mExtracto etandlico

Acido p-hidroxibenzoico
Como podemos ver en la figura 8.21 comparando la traza de abajo (extracto
etandlico) con la traza de arriba (extracto fortificado con estandar) a un tiempo de
migracion de aproximadamente 24 min, existe un aumento del pico debido a la
adicion del estandar, con lo cual comprobamos la presencia de &cido p-
hidroxibenzoico en el extracto etandlico de gobernadora.
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Figura 8.21 Identificacion de acido p-hidroxibenzoico en el extracto etandlico.
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Para confirmar que el pico incrementado corresponde al estandar, se presenta la
comparacion de los espectros de absorcion del estandar y extracto de
gobernadora en el min 24 que debido a su baja concentracion en extracto muestra
una baja similitud entre ambos espectros de absorcion por lo que en este caso es
dificil usar los espectros de absorcion para confirmar la presencia de acido p-

hidroxibenzoico. Ver figura 8.22.
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Figura 8.22 Espectr(n)mde absorcion de A) Acido p—hidroxibgnzoico y B) Extracto
etanolico.

Acido 3,4-dihidroxibenzoico
Como podemos ver en la figura 8.23 comparando la traza de abajo (extracto
etandlico) con la traza de arriba (extracto fortificado con estandar) a un tiempo de
migracion de aproximadamente 27 min, existe un aumento del pico debido a la
adicién del estandar, con lo cual comprobamos la presencia de acido 3,4-

dihidroxibenzoico en el extracto etandlico de gobernadora.
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Figura 8.23 Identificacion de acido 3,4-dihidroxibenzoico en extracto etandlico
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Para confirmar que el pico incrementado corresponde al estandar, se presenta la
comparacion de los espectros de absorcion del estandar y extracto de
gobernadora en el min 27 que debido a su baja concentracion en extracto muestra
una baja similitud entre ambos espectros de absorcion por lo que en este caso es
dificil usar los espectros de absorcion para confirmar la presencia de acido 3,4-

dihidroxibenzoico. Ver figura 8.24.
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Figura 8.24 Espectro de absorcion de A) Acido 3,4-dihidroxibenzoico y B) Extracto
etandlico

Identificacidn en extracto hidrolizado

Acido p-cumaérico
Como podemos ver en la figura 8.25 comparando la traza de abajo (extracto
hidrolizado) con la traza de arriba (extracto fortificado con estandar) a un tiempo
de migracién de aproximadamente 17 min, existe un aumento del pico debido a la
adicion del estandar, con lo cual comprobamos la presencia de acido p-cumarico

en el extracto hidrolizado de gobernadora.
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Figura 8.25 Identificacion de acido p-cumaérico en extracto hidrolizado.

Para confirmar que el pico incrementado corresponde al estdndar, se presenta la

comparacién de los espectros de absorcion del estandar y extracto de

gobernadora en el min 17 que muestra una baja similitud (ya que los espectros

mostrados estan a diferentes pH’s) entre ambos espectros de absorcion por lo que

en este caso es dificil usar los espectros de absorcién para confirmar la presencia

al acido p-cumérico. Ver figura 8.26. Para hacer la comparacion correcta de

espectros de absorcién deberian ser medidos a las mismas condiciones.
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Figura 8.26 Espegtro de absorcion de A) Acido p-cumémrico y B) Extracto
hidrolizado.
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Acido vanilico
Como podemos ver en la figura 8.27 comparando la traza de abajo (extracto
hidrolizado) con la traza de arriba (extracto fortificado con estandar) a un tiempo
de migracion de aproximadamente 21 min, existe un aumento del pico debido a la
adicion del estandar, con lo cual comprobamos la presencia de acido vanilico en el

extracto hidrolizado de gobernadora.
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Figura 8.27 Identificacién de acido vanilico en extracto hidrolizado.

Para confirmar que el pico incrementado corresponde al estandar, se presenta la
comparacién de los espectros de absorcién del estandar y extracto de
gobernadora en el min 21, que muestra una baja similitud (ya que los espectros
mostrados estan a diferentes pH’s) entre ambos espectros de absorcién por lo que
en este caso es dificil usar los espectros de absorcién para confirmar la presencia
al &cido vanilico. Ver figura 8.28. Para hacer la comparacion correcta de espectros

de absorciéon deberian ser medidos a las mismas condiciones.

84



Quimico Farmacéutico Biélogo

___ 21.75Min 1673 Min
prez09-Repl.dat xconc60-Rep3.dat

e SN

0+ T T T T 10— T T T T
20 250 300 30 40 450 200 250 300 350 40 450
nm

Figura 8.28 Espectro de absorcion de A) acido vanilico y B) Extracto hidrolizado.

Acido p-hidroxibenzoico
Como podemos ver en la figura 8.29 comparando la traza de abajo (extracto
hidrolizado) con la traza de arriba (extracto fortificado con estandar) a un tiempo
de migracion de aproximadamente 31 min, existe un aumento del pico debido a la
adicion del estandar, con lo cual comprobamos la presencia de &cido p-
hidroxibenzoico en el extracto hidrolizado de gobernadora, aunque no fue posible

obtener un espectro de absorcion del pico del extracto para confirmarlo.
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Figura 8.29 Identificacion de acido p-hidroxibenzoico en extracto hidrolizado.
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ANEXO 3 Resolucion de NDGA.

Al realizar la medicion del extracto de gobernadora para intentar resolver NDGA
utilizando una concentracién de buffer de separaciéon desde 30 mM hasta 70 mM
se observa ganancia en resolucion conforme disminuye la concentracién de buffer
hasta 30 mM, donde NDGA parece estar mas separado de su interferencia que a
una concentracion mas alta, pero sin lograrse una separaciéon completa, ademas
de un evidente aumento en el tiempo de corrida debido al aumento en la

concentracion del buffer de separacion. Ver figura 8.30.
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Figura 8.30 Perfiles de separacion a diferentes [buffer] (30-70 mM de arriba hacia
abajo) medidos a 28 kV

Se midi6 el mismo extracto a las diferentes concentraciones de buffer
disminuyendo el voltaje aplicado a 20 kV, esperando que la migracién de los
compuestos fuera mas lenta y se resolvieran mejor dichos compuestos. A pesar
de que disminuyendo el voltaje aplicado a 20 kV el pico del NDGA parece estar
mas separado de su interferencia obteniéndose ganancia en resolucién, igual no

se separa en linea base. Ver figura 8.31.
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Figura 8.31 Perfiles de separacion a diferentes [buffer] (30-70mM de arriba hacia
abajo) medidos a 20 kV.

Al realizar la separacion del extracto a diferentes valores de pH de buffer (Fig.
8.32) como se muestra en los perfiles obtenidos (a los pH's 9.4, 9.2, 9.0, y 8.5),
hubo ganancia en resolucién a pH's menores de 9.4 y mayores a 8.5. Ver figura
8.32-A, donde se observa que a pH de 9.2 la movilidad de los compuestos
cercanos a NDGA y su derivado metilado es diferente, migrando dos picos
cercanos a NDGA mientras que a pH de 9.0 sigue el mismo perfil pero mejor
resueltos. En cuanto al E.I, se observa que a los pH's 9.0 y 9.2 no presentan
traslapes como en el extracto medido a pH de 8.5, por lo que se seleccioné los
pH's 9.0 y 9.2. Ver figura 8.32-B

8.5 “8.5
9.0 9.0
9.2¢ 9.2
9-4000 7“"9.4

Figura 8.32 A) NDGA y su derlvado B) E.I. 3-aminofenol, a diferentes pH's.
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Al realizar la separacion a las condiciones seleccionadas anteriormente: se
observo que utilizando un buffer boratos 30 mM, pH 9.2 y 20 kV (A) y 30 mM pH
9.2 y 28 kV (B), para ambos casos no hay ganancia en resolucion de NDGA, y
existe un traslape con picos cercanos, por lo que se pierde selectividad. Ver figura
8.33.
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Figura 8.33 Perfiles de la separacion de NDGA con buffer 30 mM, pH 9.2 a 20y 28 kV

Al realizar la separacion utilizando un buffer 30 mM pH 9.0 y 20 kV (C) se logro
una mayor resolucion de NDGA y su derivado, mientras que para 30 mM pH 9.0 y
28 kV (D) se observa el mismo perfil solo que los tiempos de migracion son
menores juntandose mas todas las demas sefiales y no hay problemas de traslape

con el E.I. (3-aminofenol) para ambos casos. Ver figura 8.34
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Figura 8.34 Perfiles de la separacion de NDGA con buffer 30 mM pH 9.0 a 20y 28 kV

Adicionalmente para la separacion de NDGA se realiz6 la diluciobn de extracto
etandlico de gobernadora tomando las alicuotas del extracto y llevando al aforo

como se indica en la tabla 8.1.

Tabla 8.1 Dilucion del extracto etandlico de Gobernadora.

Dilucién  Vol. de extracto Vol. aforo con
(ml) EtOH 70% (ml)
A Sin dilucién Sin dilucién
B 1 2
C 1 5
D 1 10
E 1 20
F 1 25

En la figura 8.35 se muestra la comparacion de los perfiles del extracto etandlico a
los diferentes volumenes, donde se observa el efecto de la dilucion y una ligera
ganancia en la resolucién de los dos picos que se encuentran traslapados entre
los minutos 8.5y 9.
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Figura 8.35 Dilucion de extracto de gobernadora.

En la figura 8.36 se muestra un acercamiento de la dilucién del extracto, donde se

observa que las sefiales traslapadas con tiempo de migracion entre los minutos

8.5 y 9.0 son dos compuestos traslapados los cuales posteriormente se identifico

uno de ellos como acido nordihidroguayarético (NDGA) ver ANEXO 2 de

identificacion de polifenoles.

" Figura 8.36 Acercamiento de NDGA.
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ANEXO 4 Curvas de calibracion.

Grupos de estandares.

Para no rebasar el volumen de aforo al realizar las curvas de calibracion, se
decidi6 realizar grupos de estandares para preparar las soluciones stock. Ver tabla
8.2.

Tabla 8.2 Concentracion experimental de las soluciones stock.

Acido 2,4- 500 50 100 | 0.0252 504
hidroxifeniletanol
Rutina 2500 50 94 0.1337 | 2513.56
A Acido clorogénico 460 50 95 0.0242 | 459.80
Apigenina 290 50 97 0.0152 | 294.88
Acido p-cumarico 360 50 98 0.0184 | 360.64
Catequina 190 200 98 0.0389 | 190.61
Acido2,5- 75 200 98 0.0159 77.91
dihidroxibenzoico
Acido ferulico 50 200 99 0.0109 | 53.95
B Kaempferol 67 200 97 |0.0137| 66.44
Acido p- 180 200 100 | 0.0359 | 179.50
hidroxibenzoico
Acido 3,4- 75 200 97 |0.0155| 75.17
dihidroxibenzoico
Acido vanilico 180 200 97 0.0379 | 183.81
C E.l. 1 (3-aminofenol) 3750 50 98 0.1915 | 3753.40
D E.l. 2 (Quercetina) 3750 50 98 0.1914 | 3751.44
E NDGA 760 100 90 0.0846 | 761.40

Una vez preparadas las soluciones stock se tomo6 con pipetas volumétricas los
diferentes voliumenes para preparar los sistemas de calibracion, llevando al aforo
indicado con etanol-agua (70:30) y se realiz6 la medicion por CE a sus respectivas

condiciones de analisis. Ver tablas 8.3y 8.4.
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Tabla 8.3 Curva de calibracién (condiciones NDGA).

Grupo E

Grupo C

Agregado (mL)

aforo (mL)

1

1

2

25

25

25

25

25

OO A~ WIN|F

OO A~lWIN

RlRRR-

N oo bh~lw

25

Tabla 8.4 Curva de calibracién (condiciones normales).

Sol | Grupo A | Grupo B | Grupo C | Grupo D | Adicionado | Aforo
1 1 1 1 1 4 25
2 2 2 1 1 6 25
3 3 3 1 1 8 25
4 4 4 1 1 10 25
5 5 5 1 1 12 25
6 6 6 1 1 14 25
7 0 7 1 1 9 25

Concentracion experimental en cada sistema de calibracion.

En las tablas 8.5 y 8.6 se muestran las concentraciones de los compuestos a

cuantificar en cada solucién de los sistemas de calibracion.

Tabla 8.5 Concentracion experimental en soluciones del sistema de calibracién
(condiciones NDGA).

Concentracion en cada sol (mg/L)

Compuesto

1 2 3 4 5 6
NDGA 30.46 | 60.91 | 91.37 | 121.82 | 152.28 | 182.74
E.l. (3-aminofenol) | 150.14 | 150.14 | 150.14 | 150.14 | 150.14 | 150.14
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Tabla 8.6 Concentracion experimental en soluciones del sistema de calibracion a
condiciones normales.

Compuesto Concentracion (mg/L)

1 2 3 4 5 6

Acido 2,4- 20.16 | 40.32 | 60.48 | 80.64 | 100.80 | 120.96
hidroxifeniletanol

Rutina 100.54 | 201.08 | 301.63 | 402.17 | 502.71 | 603.25

Acido clorogénico 18.39 | 36.78 | 55.18 | 73.57 | 91.96 | 110.35

Apigenina 53.94 | 53.94 | 53.94 | 53.94 | 53.94 | 53.94

Acido p-cumarico 1057.72 | 528.86 | 352.57 | 264.43 | 211.54 | 176.29

E.l. (3-aminofenol) 150.14 | 150.14 | 150.14 | 150.14 | 150.14 | 150.14

Tabla 8.7 Concentracion experimental en soluciones del sistema de calibracién
(condiciones normales).

Concentracion (mg/L)

1 2 3 4 5 6 7
Catequina 7.62 15.25 | 22.87 | 30.50 | 38.12 | 45.75 | 53.37
Acido 2,5- 3.12 6.23 9.35 12.47 | 15,58 | 18.70 | 21.81
dihidroxibenzoico
Acido ferdlico 2.16 4.32 6.47 8.63 10.79 | 12.95 | 15.11
Kaempferol 2.66 5.32 7.97 10.63 | 13.29 | 15.95 | 18.60
Acido p- 7.18 | 14.36 | 21.54 | 28.72 | 35.90 | 43.08 | 50.26
hidroxibenzoico
Acido 3,4- 3.01 6.01 9.02 12.03 | 15.04 | 18.04 | 21.05
dihidroxibenzoico
Acido vanilico 7.35 14.71 | 22.06 | 29.41 | 36.76 | 44.12 | 51.47
E.l. (3-aminofenol) 150.14 | 150.14 | 150.14 | 150.14 | 150.14 | 150.14 | 150.14
E.l. (quercetina) 150.06 | 150.06 | 150.06 | 150.06 | 150.06 | 150.06 | 150.06
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En la tabla 8.8 se muestra el método de integracion con el que se realizé la

obtencién de los datos.

Tabla 8.8 Método de integracién para los electroferogramas

Parametro Tiempo inicio Tiempo final Valor
(min) (min)

Width 4.8 40 0.2
Threshold 4.8 40 350
Valley to Valley 0 40 0
Shoulder 0 0 10000
Sensitivity
Minimum Area 0 40 1500
Width 0 4.79 0.02
Threshold 0 4.79 500
Integration Off 0.08 4.2 0
Integration Off 4.7 7.85 0
Integration Off 8.53 10.2 0
Integration Off 12.8 14.3 0
Integration Off 16.49 32 0
Integration Off 11 11.9 0
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ANEXO 5

Gréaficos de ajuste al

modelo lineal y graficos

residuales para cada sistema de calibracion.
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Figura 8.37 Graficos de (A) ajuste al modelo lineal y (B) residuales para la curva de

0.5

RelA24Hfe_1_1

NDGA.

Gréfico del Modelo Ajustado
Rel A2 4 Hfe 1_1=-0.00539683 + 0.00363905*Conc 2 4 Hfe_1 1
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Gréfico de Residuos
Rel A24Hfe_1_1=-0.00539683 + 0.00363905*Conc 2 4 Hfe_1 1

Conc24Hfe 11

Figura 8.38 Graficos de (A) ajuste al modelo lineal y (B) residuales para la curva de
acido 2,4 hidroxifeniletanol.
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Figura 8.39 Graficos de (A) ajuste al modelo lineal y (B) residuales para la curva de

rutina.
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Gréfico del Modelo Ajustado Gréfico de Residuos
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Figura 8.40 Graficos de (A) ajuste al modelo lineal y (B) residuales para la curva de
acido clorogénico.
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Figura 8.41 Graficos de (A) ajuste al modelo lineal y (B) residuales para la curva de
apigenina.
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Figura 8.42 Graficos de (A) ajuste al modelo lineal y (B) residuales para la curva de
acido p-cumarico.
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Gréfico del Modelo Ajustado Gréfico de Residuos
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. . . . = . . - -
e} [
E 1L . o ]
HI g [ .
8 [}
O % of ° ]
< g - —
Q L
14 § [ °
5 -lf ’ ]
Q [ o
x .
Of, . . . A 2k . . . =
15 % 3% 45 55 15 % 35 45 55
Conc Cat_1 Conc Cat_1
Figura 8.43 Gréficos de (A) ajuste al modelo lineal y (B) residuales para la curva de
cateq uina.
Gréfico del Modelo Ajustado Gréfico de Residuos
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Figura 8.44 Graficos de (A) ajuste al modelo lineal y (B) residuales para la curva de
acido 2,5-dihidroxibenzoico.
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Figura 8.45 Graficos de (A) ajuste al modelo lineal y (B) residuales para la curva de
acido ferulico.
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RelAkae_1
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Figura 8.46 Graficos de (A) ajuste al modelo lineal y (B) residuales para la curva de

Rel APhb_1

kaempferol.
Gréfico del Modelo Ajustado Gréfico de Residuos
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Figura 8.47 Graficos de (A) ajuste al modelo lineal y (B) residuales para la curva de

RelA34 Dhb_1

acido p-hidroxibenzoico.
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Figura 8.48 Graficos de (A) ajuste al modelo lineal y (B) residuales para la curva de

acido 3,4-dihidroxibenzoico.
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Gréfico de Residuos
Rel AVan=-0.0122953 + 0.00487464*Conc Van
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Figura 8.49 Gréficos de (A) ajuste al modelo lineal y (B) residuales para la curva de
acido vanilico.
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ANEXO 6 Tratamiento al recubrimiento
Se realiz6 la elaboracién del recubrimiento a base de Alginato de Sodio y extracto

etandlico de gobernadora como se indica en el apartado 4.6, y se midié por CE.

Recubrimiento fresco de Gobernadora.

Al comparar los electroferogramas de la figura 8.50 del recubrimiento fresco
adicionado con E.l. (Traza de arriba) y un blanco con todos los excipientes (traza
de abajo) medido a las condiciones normales, se observa que hay dos sefiales en
el perfil del recubrimiento que corresponden a los excipientes; la primera sefial del
blanco aparece en el recubrimiento en el minuto 4 con forma de un pico ancho y
muy cercano al E.l.,, y la segunda aproximadamente en el min 6, ademas se
observa que todas las sefiales de los compuestos en el recubrimiento fresco son
de menor intensidad que la del E.l debido a la gran dilucién del extracto al elaborar

el recubrimiento.
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Figura 8.50 Electroferograma de recubrimiento fresco y blanco. (Buffer boratos 50
mM pH 9.4y 28 kV)

En la figura 8.51 al comparar el electroferograma del recubrimiento fresco
adicionado con E.l (traza de arriba) y sin adicionar (traza de abajo) a las
condiciones para determinar NDGA se observa que la sefial atribuida por los
excipientes del recubrimiento a estas condiciones migra aproximadamente en el
minuto 4.5 justo debajo del E.l ocasionando problemas de integracién. De igual
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forma las sefiales de NDGA y el derivado metilado del NDGA son de menor

intensidad que la del E.I por lo que se decidié concentrar el recubrimiento.
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Figura 8.51 Electroferograma de recubrimiento adicionado con E.l. y sin adicionar
(buffer boratos 30 mM, pH 9.0y 20 kV).
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Para obtener una concentraciébn de los compuestos que sea comparable al
extracto etandlico 70% se decidid concentrar el recubrimiento utilizando un
evaporador, llevando la muestra de 5 ml iniciales a 1 mL. Sin embargo; a medida
gue se concentra forma una especie de goma adhiriéndose a las paredes del tubo
y ocasionando una perdida evidente de los compuestos ademas de un aumento
en la viscosidad del recubrimiento (debido a las propiedades fisicoquimicas de

Alginato de sodio) y una probable caramelizaciéon. Ver figura 8.52.

Figura 8.52 Proceso para concentrar el recubrimiento.
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Al comparar los electroforegramas del recubrimiento concentrado y recubrimiento
directo medidos a las condiciones para NDGA, se observa un incremento en las
sefiales anchas propias de los excipientes (en évalos Fig. 8.53) pero no se
detectan las sefales de interés quizas debido a la perdida (degradacion debido a

la temperatura) de los compuestos en la goma ya mencionada. Ver figura 8.53.
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Figura 8.53 Recubrimiento concentrado de 5 a 1 mL (buffer boratos 30mM pH 9.0y
20 kV)

Extraccion del polimero
Considerando que el polimero es insoluble en etanol, caso contrario a los

polifenoles, se decidié hacer unas pruebas para extraer dicho polimero antes de
concentrar, agregando etanol 70 % y se somete a sonicacion durante 5 minutos,

posteriormente se retira el polimero con una varilla de vidrio, se concentra en

evaporador y se lleva a la marca de aforo. Ver figura 8.54.

—— =
Figura 8.54 Extraccion del polimero en el recubrimiento.
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Una vez retirado el polimero se midi6 por CE y en la figura 8.55 se muestra la
comparacion del recubrimiento concentrado comparado con el recubrimiento
fresco inicial, observdndose que las sefiales de NDGA y su derivado, de igual
forma no aparecen, lo cual nos hace pensar en una perdida de los compuestos al
ser posiblemente encapsulados en el polimero o en una degradacion de dichos
compuestos a los 7 dias de realizado el recubrimiento. Por lo anterior, se decidio
no remover el polimero y determinar los componentes en el recubrimiento fresco

para tener una buena aproximacion.
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Figura 8.55. Comparacion de recubrimiento fresco y recubrimiento concentrado a
los 7 dias de realizado el recubrimiento.

En vista de la ausencia de NDGA a los 7 dias de elaborado el recubrimiento, y
considerando que en la aplicacion de éste en mangos de la variedad Keitt se
aplicé durante 20 dias (obteniendo buenos resultados en cuanto a la mejora del
tiempo de vida postcosecha y mejora de sus propiedades) se decidié monitorear el
perfil del recubrimiento durante 20 dias situando el interés en el componente
mayoritario NDGA. Dicha comparacion del perfil, se mostré anteriormente en el

apartado de analisis de resultados.
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