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1. INTRODUCCION

Las plantas medicinales, los productos fitoterdpésity los productos naturales
aislados representan un mercado que mueve milegiliimes de doélares, tanto en los
paises industrializados, como en los paises enrrdibsaA pesar del progreso de la
guimica de sintesis, la investigacion cientificarecel estudio de las plantas medicinales
continda intensamente, dando como resultados fgifidacion de las plantas dotadas de
actividad farmacoldgica, el descubrimiento de nsesastancias farmacol6gicamente
activas, el descubrimiento de nuevas moléculas, clagles son transformadas en
medicamentos mediante procesos de semi-sintes#s validacion cientifica del uso de
plantas de la medicina tradicional y la medicingpyar. El analisis fitoquimico
proporciona datos preliminares sobre los constittege quimicos de la planta que, junto
con los resultados de la investigacion farmacobgisede orientar la continuacion de los
estudios’ La accién farmacolégica de una determinada plargdicinal depende en la
mayoria de los casos de varios principios activa®ysolo de uno aislado, existiendo
sinergismo y acciones coadyuvantes entre ellosmddo que por lo general resulta
conveniente la accion de toda la planta en su otmjgue la de un determinado

compuesto.

Este trabajo se basa en el estudicdendula officinalis por electroforesis capilar
utilizando exclusivamente los pétalos de las floygsra obtener los perfiles de tres
extractos (etanolico, aceténico y hexanico). Deldadia gran variedad de constituyentes
guimicos como son: saponinas triterpenoides, aleshdriterpénicos, flavonoides,
hidroxicumarinas, carotenoides, aceites volatileslisacaridos® 3> %Y Se ha reportado
que Calendula officinalis tiene propiedades antiinflamatorigs actividad anti-VIH®,
efectiva en la prevencion de la dermatitis prodaugidr la irradiacion en pacientes con
cancet’, accion citostatica frente al carcinoma de Ehylimttividad inmunomoduladora,
estimulan la fagocitosis de células polimorfonueahumanas, estimulan la proliferacion

linfécitaria mitégeno-inducida, ademas de su eféetctericida®

El andlisis y la evaluacion de la calidad de estes$ancias fitoquimicas es esencial

para proporcionar la maxima eficacia, eficiencigeguridad para los consumidores. La



cromatografia de gases (GC) y la cromatografiadé&ule alta resolucion (HPLC), son
herramientas valiosas para el analisis de sustarit@uimicas. Sin embargo los dos
métodos son laboriosos y necesitan una adecuguka ddgpreconcentracion y limpieza que
aumente las sensibilidades y prolongue la vidadeblumnas, el cual redunda en tiempos
de anélisis excesivamente largos e instrumentagitmy sofisticad®’ El estudio realizado

a los extractos d€alendula officinalis se desarroll6 por electroforesis capilar el cual
permite el andlisis simultaneo de diferentes clatesnalitos en tiempos reducidos. Se
desarrolla una metodologia analitica por electesfisr capilar de zong&ZE capillary zone
electrophoresis) y por cromatografia capilar electrocinética micelECC micellar
electrokinetic  capillary ~ cromatography), presentando ventajas sobresalientes, sobre otras
técnicas, ya que emplea cantidades pequefias dentglhes muy sensible, rapida y se
requiere poca preparacion de la muesttamo resultado se obtendra un perfil
electroforético de los extractos etandlico, acemni hexanico deCalendula officinalis
identificando y determinando asi las diferenciastebforéticas que existen en cada uno de
ellos™ Ademas se identificaran las diferencias y semegmge existen ent@alendula
officinalis y Tagetes erecta, comparando sus electroferogramas debido a qu@laatas
morfologicamente parecidas y de la misma famifatualmente no se ha registrado
ninguna técnica analitica capaz de determinar otenjoente y de forma répida, simple y
efectiva, los metabolitos secundarios Gaendula officinalis. Qué proporcionara datos
preliminares sobre los constituyentes quimicos aeplanta que puede orientar la
continuacion de los estudios que permitan la ifleation y cuantificacion de los
compuestos fitoquimicos, ademas de su actividate@ara frente a enfermedades y su

absorcion en el organismo.



2. RESUMEN

Este trabajo se baso en el estudio electroforééd®alendula officinalis, dada a la
gran variedad de constituyentes quimicos, resptesalde su amplia actividad
farmacologica y bactericida. El estudio se reatizdes extractos (etandlio 76%, acetdnico
100% y hexanico 100% ) de pétalos Galendula officinalis por electroforesis capilar, ya
gue esta técnica nos permite el analisis simultateedliferentes clases de analitos en
tiempos reducidos. Desarrollando una metodologiaetectroforesis capilar de zona y
cromatografia capilar electrocinética micelar amimésodos a pH 2, 5y 9, para determinar
los perfiles electroforéticos de los tres extracigs asi establecer una forma de
identificacion de esta especie vegetal. Concluyenaoel mejor disolvente de extraccion,
se consigue con el etanol, y el pH 9 es 6ptima pas dos métodos debido a que se
registra por electroforesis capilar de zona 6 igo por cromatografia capilar
electrocinética micelar 20 picos, registrandosé¢otal de 26 picos a este pH. Y por ultimo
se comparan los electroferogramas a las mismasictomes de trabajo d€alendula
officinalis y Tagetes erecta para identificar las diferencias y semejanzas eyugten entre
ellas, debido a que son plantas morfolégicamentecfmas, concluyendo que se detectan

sustanciales diferencias en cuanto a los perfidetreforéticos de cada planta.



3. JUSTIFICACION

El uso de las plantas medicinales no ha perdidencig. En la actualidad registra
un auge y en el futuro su importancia sera mayarela de que hay un interés creciente
por las plantas medicinales es que la Organizaddndial de la Salud ha recomendado
movilizar todos los recursos como medio legitimoapacanzar la salud y, la movilizacion

incluye a la medicina tradicional y a su principatrumento: las plantas medicinales.

Los vegetales producen una diversidad de moléculass y dificiles de sintetizar,
producto del metabolismo secundario, algunas resjixd@s de su coloracion y aromas de

las flores y frutos.

Este trabajo se basa en el estudio electroforé@tedres extractos (etandlico,
acetonico y hexanico) d€aléndula officinalis dada a la gran variedad de metabolitos
secundarios responsables de su amplia actividagnataiogica y bactericida.
Desarrollandose dos métodos uno por electroforesigilar de zona y otro por
cromatografia capilar electrocinética micelar amimodtodos a pH 2, 5y 9, para
determinar el mejor disolvente de extraccion y ldl gptimo de trabajo, en base a sus
perfiles electroforéticos obtenidos y, asi estasle@na forma de identificacion de la planta.
Se comparara los electroferogramasCaéendula officinalisy Tagetes erecta las mismas
condiciones de trabajo, para determinar las difgasry semejanzas que existen entre ellas,

debido a que son plantas morfolégicamente parecidas



4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Determinar mediante la técnica de electroforesgilarael perfil de tres extractos
(etandlico, acetdnico y hexanico) @alendula officinalis para establecer una forma de

identificacion de esta especie vegetal.

4.2 Objetivos particulares

» Obtener los extractos etandlico, acetdnico y hecadie Calendula officinalisy
Tagetes erectgara su analisis por electroforesis capilar.

» Obtener los electroferogramas de los extractosdéta y acetonico d€alendula
officinalis por electroforesis capilar de zona y los electaeamas del extracto
etandlico, acetonico y hexanico por cromatograéigilar electrocinética micelar,
ambos métodos a pH 2, 5y 9, para definir las cimés optimas de trabajo en
cuanto a pH.

 Comparar y determinar las diferencias electrofcaétide los tres extractos de
Calendula officinalispara identificar el mejor disolvente de extrancié

» Determinar cuadntos compuestos catidnicos, anidnjcosutros se obtienen de los
extractos: etanolico, acetonico y hexanicdadéendula officinalisy en que extracto
se obtiene la mayor cantidad de compuestos depefuael pH.

» Identificar las posibles semejanzas y diferenciageeCalendula officinalisy
Tagetes erectaa través de la comparacion de sus electroferagatabido a que

son plantas morfolégicamente parecidas y de la enfamilia.



5. GENERALIDADES

5.1 Antecedentes de electroforesis capilar

La electroforesis capilar es una técnica de sefggrague se basa en la diferente
velocidad de migracion de las especies cargadaseleseno de una disolucion
amortiguadora, a través de la cual se aplica urpoaetéctrico constanf&.Se aplica una
diferencia de potencial eléctrico entre dos eleldsocon cargas eléctricas opuestas y los
iones presentes en la disolucion se mueven hadauuotro electrodo segln su propia

carga®®

En 1967, Hjerten empleo capilares milimétricos pespecies cargadas y neutras,
los que eran rotados a través de su seccion |aliggiu para evitar los efectos de
conveccion. En 1979 Virtanen y Mikkers emplearopileaes de 200 um de didmetro
interno en vidrio y teflon respectivamente. Maréin 1942, separa cloruro, aspartato y
glutamato por isotacoforesis. En 1963 Konstantif@shukova y los Evereast en su tesis de
graduacion en 1964, fueron los precursores dearapily la medicion de la absorcion UV a
traves del mismo, permitié obtener los espectroactaristicos de absorcion. En 1980,
Jorgenson y Lukacs emplean capilares de silicadardk diametro de 75 um y Jorgenson
clarifica teéricamente las relaciones entre losp@tros operacionales y la cualidad de la
separacion revelando el elevado potencial analifiecesta técnica. La separacion de
péptidos que realizo lo hizo sobre un capilar tieesiundida a potenciales elevados de 20
kV a 30 kV en un campo de 400 V/cm a 500 V/cm gefrados por aire, fue un avance de

la electroforesis capilar.

El flujo electroosmoticqEOF, por sus siglas en inglégenerado por los grupos
silanol de la superficie interna del capilar da oamsultado una corriente plana del frente
del liquido que contrasta con el frente parabdlieda cromatografia de alta resolucion. La
ventaja de esta técnica es que el capilar de $ilimiida que generalmente se cubre con una
capa de polimina para darle mayor rigidez y res@te tiene una ventana a traves de ella

que permite el pasaje de la luz UV de tal maneealadeteccion es on-lirfé.



5.2 Movilidad electroforética

La electroforesis es un proceso en el que un gradide potencial produce el
transporte de las particulas cargadas. En el toatesplectroforético, a la fuerza del campo
(Feise. = z - e - E) se opone la resistencia viscosa del méip = f - v, lo que produce,
cuando se igualan, una velocidad constante deadi&uylas. El proceso puede escribirse
asi:

Felec. = Fres.
zerE=f-v

Donde:

Zz = numero de cargas de unidad e

E = valor del campo eléctrico

v = velocidad de las particulas

f = coeficiente de rozamiento

e= carga del electron (-1,602XTT)

La movilidad electroforética () de una particutalae velocidad de migracién por
unidad de campo eléctrico.
v
HTE
Dez-e-E = f-v tenemos:
z-e-E
—

y sustituyendo este valor glese obtiene la ecuacion:

v =

Asi pues, la p de una molécula depende directandersa carga e inversamente del
coeficiente de rozamiento, que a su vez depeneetdinente del tamafio y la forma de la
molécula y la viscosidad del medio. La migracionlag particulas depende del pH del

medio en que estén, ya que su carga neta depekuld.tfe



5.3 Movilidad aparente
La movilidad aparente g de un ion es la suma de la movilidad electrofoaét

(Mep) del i6n mas la movilidad electroosmoticadjpde la disolucion:
Hap= Hept Heo

Para un catibn analito que se mueve en la mismecaldm que el flujo
electroosmotico, laddy Heo tiene el mismo signo, y por tanto lg,|@s mayor quedy La
electroforesis transporta los aniones en direcopuesta a la electroosmosis, de modo que
para los aniones los dos términos de la ecuaa@dei signos opuestos. A pH neutro o alto
una fuerte electro6smosis transporta aniones adecaporque la electroosmosis es
normalmente mas rapida que la electroforesis. Ladg una especie dada es la velocidad
neta Vnetg de la especie dividida por el campo eléctrico (E)

Vneta — Ld/t
E V/L,

donde: lg = longitud de la columna desde la inyeccion &der, L = longitud total de la

Hap =

columna de un extremo a otro, V = voltaje aplicadtre los dos extremos y t = tiempo

necesario para que un soluto migre desde el extdennoyeccion hasta el detector.

El flujo electroosmoético se mide afiadiendo a la straeun soluto neutro que
absorba en el UV y midiendo el tiempo de migradiga.g hacia el detector. Lacpies la

velocidad de las especies neutrag (g dividido por el E.

Uneutra — Ld/tneutro
E V/L,

La pep de un analito es la diferencigop peo?®

Ueo =

5.4 Flujo electroosmético

La electroforesis capilar es capaz de separar énismo proceso cationes, aniones
y analitos neutros, debido al denominado flujo tetesmético, que se define como el
movimiento del fluido electrolitico contenido en capilar de silice cuando se aplica una

diferencia de potencial en sus extremos.



El EOF es consecuencia de la carga neta negatiles eredes del capilar. En el
caso de capilares de silice fundida, esta supedieicarga es generada principalmente por
la ionizacion de los grupos silanol a partir dezbegun el equilibrio acido-base:

—-Si—0OH - —-Si0~ + H*

Las cargas negativas de la pared del capilar atrdes iones positivos del tampon,
creando asi una doble capa eléctrica. Cuando & apl voltaje a lo largo del capilar, los
cationes de la doble capa se difunden hacia eldcétorastrando agua con ellos. El
resultado es un flujo neto de fluido que migra &adielectrodo negativo. Este flujo es el
gue va arrastrar a los aniones y moléculas neb#eia el detector situado en el catodo. El
EOF puede ser controlado. Asi a mayor pH, el gdeldonizacion de los grupos silanol
sera mayor, y por lo tanto también lo sera el E®R inversa si el pH es bajo, disminuira
el porcentaje de grupos silanol ionizados y tamb@érhara el EOF. La adicién de
modificadores orgénicos miscibles con el tampdnasatilizado para regular el EGE.
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Fig. 1: Representacion de la formacion de la dafalpa eléctrica y del flujo electroosmético que aguar al
aplicar una diferencia de potencial en los extrerdesin capilar de silice.

5.5 Solucién amortiguadora
En la electroforesis, el amortiguador ejerce daxifines: por un lado, lleva la

carga eléctrica y, por otro, determina la carga et las moléculas que se separan y, por
ende, la direccion de la migracion electroforétita. fuerza ionica del amortiguador

determina la anchura de la nube i6nica que rodemtdéculas cargadas. Cuanto mayor es
la fuerza ionica, mas estrechas son las bandaspdgagion. Sin embargo, mucha fuerza
iGnica produce un calentamiento mayor y tal veddanaturalizacion de las especies que

van a separase, por lo que hay que llegar a uneiéolde compromist'



5.6 Interacciones electrostaticas
Un i6n se encuentra rodeado de contraiones formandatmaosfera idnica que es

la responsable de la accion de dos fuerzas adiemrienominadas: fuerza de retardo
electroforético (Ry) y fuerza de efecto de relajacione(FLa Fe: Se produce debido a que
el ibn central no migra en un estado estacion®uesto que los contraiones se mueven en
la direccién opuesta al i6n central, la fuerzaasamiento es mayor, y como resultado la p
decrece. Este efecto sera mayor a medida que sngfa concentracion del tampdon pues

la densidad de la carga de la atmoOsfera de con&gisera mayor.

Por otra parte, a medida que se produce la migradgb ion central, la atmosfera
ionica se deforma conduciendo a ja. [En este proceso a medida que el idn central ayanz
la densidad de carga de la atmésfera ionica ear@ ffrontal del i6bn es menor que en la
parte trasera. Durante este tiempo de relajacidionecentral se frena debido a la fuerza

eléctrica, ki, que actia en la direccidén contraria a su migracio

Cuanto mayor sea la concentracion del electrolittgs fuertes seran las
interacciones electrostaticas, no solamente eagréohes de la disolucién de electrolito,
sino también entre los analitos cargados y sugaones. En presencia de interacciones

i6nicas, la movilidad efectiva sera siempre men@ la movilidad aparent@.

5.7 Potencial zeta
La pep esta relacionada con el potencial zeta (potewni@alado de la teoria de la

doble capa que describe la interfase entre unéplartcargada y la disolucion tampon).
Segun el modelo de Stern, la doble capa eléctritd eonstituida por una capa de
contraiones adsorbidos (capa compacta) y una cidysadde composicién idGnicamente
heterogénea (con exceso de contraiones), que isaidxthasta una zona de la disolucion

tampon donde la composicidn es ibnicamente homagéne

El potencial zeta,é), es el potencial eléctrico en la interfase ddénpor los
contraiones adsorbidos y los contraiones que saeetran en la capa difusa. El potencial

zeta es proporcidnal a la cantidad de contraiomeseptes en la superficie de un soluto
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cargado. El numero de iones adsorbidos viene detadm por el pH y la fuerza idnica de
la disolucion.

Cuando la concentracién del tampon, o mas precis@néda fuerza idnica se
incrementa, el espesor de la doble capa eléctistairtlye y el potencial zeta serd menor.

Como consecuencia las movilidades electroforétledss iones también seran menores.

5.8 Calentamiento de joule
Cuando una corriente (l) atraviesa una disoluciénetectrolito, debido a las

colisiones friccionales entre los iones movilesag moléculas del tampon, parte de la
energia eléctrica se convierte en calor. El calodgcido se denomina efecto de Joule. La
generacion del calor va a depender del campo elédly, por tanto del voltaje y de la
longitud del capilar), de la composicion del tamganravés de la conductividad molar) y
de su concentracion. Cuanto mayor es el voltajeagnd mayor sera la produccion del
calor debido al efecto de Joule. Si el calor getemo se disipa a la misma velocidad que
es generado, la temperatura de la disolucion sermenta y se pueden producir gradientes

térmicos a traves de la disolucion del tampon.

El aumento de la temperatura causa problemas ceva@oracion no uniforme de
la disolucién tampon, por lo que aumentara su agnaeion idnica del mismo y ademas
provoca la formacion de burbujas que impedira edopde la corriente eléctrica. La
densidad de un liquido homogéneo disminuye al taie® de esta forma un liquido que se
caliente desigualmente, presenta zonas de difedem&idad que tienden a mezclarse, este
fendmeno se llama conveccion, el cual origina @mdporte del analito de interés no

debido a la migracion lo que producira un ensanéaimde las bandas de soluto.

Temperaturas elevadas pueden producir descompoglei&olutos. La viscosidad
disminuye al aumentar la temperatura y conduce anaremento en la velocidad de
migracion de los iones. A un voltaje fijo, para ggecumpla la ley de Oh(¥ =1 - R), Si
la resistencia aumenta, la intensidad de corrigatee que disminuir. Y si disminuye la

intensidad de corriente, disminuye también el cgéarerado.
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Los tubos capilares presentan una relacion areafstigl/volumen elevada por lo
gue se facilita la disminucion de calor, por trensfcia. Los gradientes de temperatura en
capilares se producen debido a que el calor esupigml en todo el capilar pero solamente
se disipa a traves de las paredes del mismo. Faméndir la generacion del calor se puede
reducir el diametro del capilar, el campo eléctricambiar la composicion del tampon y

usar sistemas de control de temperattifa’

5.9 Equipo de electroforesis capilar
La configuracién basica de un equipo de electrafsreapilar esta constituido por:

un capilar de silice fundida. Tiene entre 15 cn®§ ¢m de longitud y 20 pum a 100 pm de
diametro interno, la pared externa del capilar estabierta de una capa de poliimida para
dotarlo de una mayor flexibilidad y resistenciantde del capilar se realiza la separacion.
Los capilares se sujetan normalmente de un cartelptéstico que alinea los extremos del
capilar en los viales del tampon y los electrodbido a la gran longitud de los capilares,
estos se enrollan en circulos en un soporte earta puperior del cartucho.

El sistema de refrigeracion del capilar. Duranteséparacion se aplican grandes
cantidades de corriente. Debido a la resistendiendeimiento de las cargas, se genera una
gran cantidad de calor que ha de ser disipadotpaea controladas las condiciones y evitar

gue el capilar se funda. Es por ello que el capiade ser refrigerado.

Fuente de corriente eléctrica de alto voltaje. Debministrar una diferencia de
potencial entre los extremos del capilar de ha@t&\2a 30 kV con una intensidad de hasta
200 A a 250 pA.

Viales con electrdlito y muestra. Contienen unaldigon tampon en la que se va a
realizar la separacion o bien la muestra que \&ehanalizada. Normalmente se colocan en
un carrusel de muestras que suele estar termeastatiZl sistema mueve los viales
automaticamente y los eleva e inserta en los ergedel capilar mediante un sistema

neumatico.
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Dos electrodos de platino. Cada uno se encuentm@acto con un extremo del
capilar y sumergido en los recipientes que contisgletampon donde se va a realizar la
separacion. Se denomina cétodo al electrodo negathientras que el anodo es el

electrodo positivo.

Detector. En el extremo del capilar se encuentrasistema que registra una
propiedad fisica de los analitos que llegan aléiefector mas comdn es la de absorbancia
de radiacion UV-Vis de longitud de onda variablede bateria de diodos, aunque
actualmente existen detectores de fluorescen@etretjuimicos o espectrometros de masa,
etc. La representacion de la propiedad fisico-qdmiedida generalmente en absorbancia

en funcion del tiempo de migracion es lo que s#elemina electroferograma.

Un sistema de registro y analisis de sefial. Lal skflaletector es registrada por un
ordenador que, con un software apropiado, es cdg@aepresentar dicha sefal en funcién

del tiempo para generar el electroferogrdma.

Sistema de refrigeracién. Sistema recepior|
~ deradiacion | [Sisiema de registro \.

!— ______________________________________ : :é JJI‘
11
Capilar —p | %9 %@ i ﬁri.z--.;ma.zmi.«;min‘m—min-
4, |
|
|
|

Fuente de corriente elecirica

Fig. 2: Esquema de los elementos béasicos de upedqis electroforesis capildr.

5.1.0 Introduccion de la muestra

Para evitar el ensanchamiento de los picos y laigoiente pérdida de resolucion,
el volumen de muestra introducida en el capiladebera exceder el 1-2 % del volumen
total del mismo. Por ejemplo el volumen total decapilar de 1 m de longitud y 100 pm
de diametro es aproximadamente 3 pL, ello implica la cantidad de muestra consumida
para la realizacion del analisis serd de unos patosxisten dos tipos principales de

introduccién de la muestra en un capifar.
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5.1.1 Inyeccion electrocinética

Se lleva a cabo remplazando el reservorio del tangmdel extremo de inyeccion
por el vial de muestra y aplicando un voltaje dteamn corto periodo de tiempo. Las
fuerzas del campo aplicado son de 3 a 5 veces e®rmue las aplicadas en las
separaciones. El analito entra en el capilar pagrawion electroforética y debido al
bombeo de EOF.

En este tipo de inyeccién se produce una discricionade las especies ionicas,
debido a que los iones mas moviles, son cargadamagor proporcion que los iones
menos moviles. De este modo la muestra inyectad@&ne la misma composicién que la
muestra original. Los solutos con mayor movilidadirsyectaran antes que los que tienen
menor movilidad. Los cationes con mayor relacibnga&adio entraran primero en el
capilar, luego los cationes con menor relacién aaagio, seguidamente las especies
neutras, y finalmente los aniones, en orden ivarsu relacion carga/radio. La inyeccion
electrocinética es muy simple, no requiere instntaon adicional, y es ventajosa cuando

se inyecta medios muy viscosos o cuando se utitiapilares rellenos de g&l.

5.1.2 Inyeccién hidrodinamica

Se lleva a cabo por aplicacién de presion en ekmxd de inyeccidn, succion por
vacio aplicado a la salida del capilar o bien delsbefecto sifén obtenido por elevacion
del reservorio de inyeccidn con respecto al resgrvoe salida. Las inyecciones
hidrodinamicas proporcionan muestras representatieda composicion de los analitos de
la muestra. Los volumenes de la muestra inyectddpsnden del tiempo de inyeccion,
dimensiones del capilar y caida de presion a traetscapilar. Se puede producir un
ensanchamiento de la banda de muestra debido fél geabdlico caracteristico de los
flujos dirigidos por presiér®

5.1.3 Detectores de absorbancia UV-Vis

Ampliamente utilizado, debido a su naturaleza casversal para compuestos
organicos. Para adaptar el capilar a esta funsérelimina la proteccién de poliimida de
las paredes externas del capilar en la region deedea a situar el detector. El paso de la

luz es limitado por el pequefio diametro internoddglilar, ademas de su curvatura. El haz
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de luz incidente debera ser enfocado hacia eliantdel capilar para lograr una cantidad
maxima de fotones en esa region y minimizar ladigpersa que alcanza el fotodetector. La
reduccion de la luz dispersa puede conseguirseamiedientes de enfoque colocadas cerca
del capilar, fibra 6ptica o con una simple rendifara mejorar la sensibilidad y el rango
lineal de la deteccion es aumentar el camino épditda célula sin por ello degradar la

eficacia y la resolucion. Se puede conseguir dsitasentes maneras:

Utilizando células de burbujas, en el cual se cme@ burbuja directamente en el
interior del capilar, de manera que es el diametterno el que se modifica localmente
pero no el diametro externo del mismo. La burbujta docalizada en la regién de
deteccion, no se produce un incremento apreciabla eorriente (por tanto, no se genera
calor). En la regién de la burbuja se produce usmiducion de la velocidad del flujo
debido a que disminuye la resistencia eléctricpoy,tanto, el campo eléctrico. De esta
forma, la concentracién de la banda se mantienstaote pero el camino éptico se

incrementa.

La otra forma seria cambiar el sentido de la inwde de la radiacion sobre el
capilar. El cual se deforma este en la region decd®n formando una zeta, y se hace
incidir la luz longitudinalmente. El camino optietectivo depende de la longitud del brazo

central de la Z (aprox. 3 mm).

En otro método se incrementa el paso de la luadadiacion mediante reflexion.
Las denominadas celdas de multireflexion, son aglah column que presentan dos
ventanas. El extremo del capilar estd recubiertopldéa y la radiacion experimenta
multiples reflexiones antes de salir del capilae. €3ta forma el paso 6ptico se incrementa

mientras las propiedades fisicas permanecen coesfan
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Muesira Muesira

Radiacion Radiacién Radiaciin .
incidente transmitida {ncidente — —hRmmn

transmitida

Fig. 3: Capilares con burbuja y doblados en fornea4] que aumenta la longitud del paso 6ptico.

5.1.4 Electroforesis capilar de zona

En el interior del capilar solo se encuentra elpgém cuya composicion es uniforme
a lo largo de toda la regién de separacion. La truese introduce como una banda
estrecha en el capilar, rodeada de la soluciondanfpuando se aplica el potencial a través
de los extremos del capilar, los componentes iénimla muestra se mueven de acuerdo
con su propia [ Yy, si dichas p son lo suficientémeliferentes, se separan en bandas
discretas rodeadas de la disolucién tampon. Leepoés del flujo electroosmético sera lo
suficientemente elevado como para arrastrar lasnasihacia el detector. Si la carga de la
pared del capilar es negativa, el flujo electrodstnése dirige hacia el catodo y el orden de
elucién es: primero los cationes, luego las espem@itras todas juntas y finalmente los

aniones.

Para una buena separacion se deben de cumpliglosrges requisitos:
* Las u de cada soluto de la muestra deben de seentiés.
» El electrolito de fondo debe de ser homogéneo gis&ibucion de la fuerza de
campo uniforme a lo largo de toda la longitud daleade separacion.
* Ni los solutos ni los compuestos de la matriz denlagestra deben interaccionar o

unirse a las paredes del capilar.
Una limitacion de este método, es la falta de seldad para especies neutras que

coemigran con el flujo electroosmotico, y para ausias con igual relacion carga/masa.
Las separaciones se pueden llevar a cabo en dmwdsctampon no acuosas cuando los
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compuestos son insolubles en agua o cuando se desdificar la selectividad de las

separacione®

5.1.5 Cromatografia capilar electrocinética micelar

Cuando los solutos no estan ionizados al pH dgbdande trabajo, careceran de la
capacidad de migrar bajo la influencia del camgeteko. No obstante, se moveran a lo
largo del capilar en sentido del flujo electroosis@tpero todos exactamente con la misma
velocidad y, por tanto, no podran separarse enif€ ka cromatografia capilar
electrocinética micelar es una técnica que imgacatroduccion de un surfactante con un
nivel de concentracion en el cual se forman micelas micelas se forman en las
disoluciones acuosas cuando la concentracion despecie ibnica que posee una cola de
hidrocarburo de cadena larga se incrementa madeatiéerto nivel que recibe el nombre de
concentracion critica micelar (CMC), en este puatosurfactante empieza a formar
agregados esféricos formados por 40 o 100 ionesusrtolas de hidrocarburos hacia el
interior del agregado y sus extremos cargados lelcexterior expuestos al agua. Las
micelas constituyen una segunda fase estable qeoepncorporar compuestos no polares
en el interior hidrocarbonado de las particulaslytsiliza asi especies no polares. Esta
solubilizacién la encontramos cominmente cuandosupearficie 0 material graso se lava
con una disolucion detergente. En esta técnicgrega surfactante al tampoén de trabajo en
cantidades que exceden la concentracion micekiacrkl surfactante mas empleado es el
dodecil sulfato de sodio (SDS). La superficie da amicela i6nica de este tipo tiene una
gran carga negativa que le imparte una fuerte mdadl electroforética. No obstante la
mayoria de los tampones, alcanzan una velociddldijdeclectroosmético tan alta hacia el
electrodo negativo, que las micelas son arrastradadién hacia ese electrodo, pero con
una velocidad mucho menor. EI mecanismo se badasediferencias de la constante de
distribucion de los analitos entre la fase acuosailny la fase pseudoestacionaria de

hidrocarburos. De esta manera, el proceso es on@atografia auténtici.
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5.1.7Calendula officinalis.

Figura 4: Imagen de Calendula officinalis

Nombre cientifico: Calendula officinalid..
Clasificacion botanica: FamiliaAsteraceae
Etimologia

El nombre del géne@alendula proviene de la palabra latikalendae,(calendas,
primer dia del mes) usada por los antiguos rompamsindicar la floracion durante el afio,
en una zona y dado porque la planta florece cadsi & afo. El epitetofficinalis indica

que estaba incluida en la lista de plantas med&sia

Origen
Originaria del sur de Europa meridional y del OwgerSe cultiva en climas frios y
templados desde la edad media como planta medigipalr sus cualidades ornamentales,

debidas a las hermosas y continuas cabeztfelas.

Descripcion botanica

La Calendula officinalisLin., familia de las Asteraceas, es una hierba laméa o
menos pelosa, de 30 a 60 cm de altura; hojas sygternas, algo gruesas, de oblongas a
obovado-oblongas, enteras o diminutas y remotanugméculadas; cabezuelas solitarias
en peddnculos robustos, vistosos de 3,75 a 5 cdiédeetro; los radios planos, extendidos
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de color amarillo blanquecino hasta anaranjadodsulgjue se cierran por la noche; a veces
la planta es prolifera desde el involucro, y poréaias cabezuelas pedunculadas en un

circulo. El olor de la planta es poco grét$>?

Principales constituyentes quimicos

Presenta aceites esenciales, ricos en monoterpgeagsnados y sesquiterpenos
(epicubebol y aloaromadendrol): carvona, geranita® cetona de cariofileno, mentona,
isomentonay-terpineno, yd-cadinenop-muroleno, cariofilenog y p-idbnona, 5,6-epoxg-
ibnona, pedunculatina, dihidro-actinidiolidoLos flavonoides que presentan son
isorhamnetin-3- glucosido, isorhamnetina, hetedssidrutosidos, quercetina glucosido,
calendoflasido, calendoflavésido, narcisina, isocena, quercetina, rutésido vy
kaempferol. Los alcoholes triterpénicos son: amlaaradiol,o y B-amirina, derivados del
acido laurico miristico, palmitico y margarico, &qb, y-taraxasterol, taraxasterol, faradiol-
3-éster del &cido palmitico, calenduladithcluyendose los &cidos fendlicos como:
cumarico, gentisico, vanilico, cafeico, siringio, hidroxifenilacetico, protocatequinico,
felurico, p-hidroxibenzoico, salicilico, clorogéajoseratrico, o-cumarico y acidos quinicos.
También contiene taninos como piragolol. Los carotdes presentes son;, B y v-
caroteno, violaxantina, rubixantina, citroxantiflayocromo, galenina, luteina, licopeno,
valenciaxantina,  auroxantina, = microxantina, 5,6x&m@oteno, p-zeacaroteno,
mutatoxantina y luteina epoxida. Se identificanosamas derivados de &cido oleandlico:
calendulosidos A, B, C, D, DF, G y H. Entre otros principios activos estémmarinas,
escopoletina, umbeliferona y esculetina, ester@e8car y parafina, polisacaridos como
pectina y hemicelulosa.** 46 Y4°

Aspectos farmacolégicos

Antiinflamatorio, antihemorragico, antiséptico, ragjente para las heridas,
diaforético, estimulante de la actividad hepatipaya atenuar espasmos gastricos o
intestinales, se considera fungicida en infecciofaggnales, combate infecciones cutaneas
y Ulceras varicosas, depurador de la sangre, diarétestimulante digestivo, emoliente,
elimina fordnculos, para el tratamiento del cardeta matriz y estdomago. Se utiliza para
los trastornos menstruales y mejora la actividadicutar, cura dolores intestinales,
ictericia y gripe?? ' Tiene una accion citostatica frente al carcinom&brlich y sarcoma
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180. Actividad inmunomoduladora, estimula la fatmsis de células polimorfonucleares
humanas, estimulan la proliferacion linfocitariatdgeno-inducida, a concentraciones de
0,1 mg/mL y 10 mg/mL, a concentraciones mayore®lsserva un efecto inhibitorio.
Exhibe actividad antibacteriana frentestaphylococcus aureug streptococcus fecalis,
antimicética frente &richomonas vaginaliy antiviral frente al virus influenza y al virus

herpes simplé.

5.1.8 Tagetes erecta

Figura 5: Imagen de Tagetes erecta

Nombre cientifico: Tagetes erecta L.

Clasificacion botanica: FamiliaAsteraceae

Etimologia: Su etimologia proviene de "cempoal” (veinte o texin) y "xochitl” (flor); es
decir, "veinte flores”, en nahuatl.

Origen: Nativa de México, se cultiva en América y Eurgoano ornamental, se propaga
facilmente por semilla.

Descripcion botanica: Herbacea erecta muy aromatica, de tallo ramificgdbojas
opuestas, divididas. Las inflorescencias vienercapbezuelas con flores del disco tubulares
y de la periferia ligulares, amarillas o anarangadeienen frutos pequefios en aquenios
comprimidos con vilano

Compuestos quimicosZeaxantina, violaxantina, anteraxantinaf, e-caroteno, luteina,
fitoeno, licopeno, astaxantina, etc.

Usos terapéuticos:Tiene propiedades purgantes para expulsar pasasitstinales, para

tratar luxaciones, sirve ademas como vermifugo.
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6. MATERIAL Y EQUIPO

Matraz aforado de 50 mL y 100 mL (Kimax)

Vasos de precipitado de 50 mL (Kimax)

Membranas de 0,45 pm, diametro: 2,5 mm (Duraporé®mh

Balanza analitica (Mettler AT200 Fact)

pH-metro (Beckman Q 310)

Sonicador (Ultrasonic LC 304 Elma)

Rotavapor (Buchi R-114)

Micropipetas: 10 pL -100 pL y 100 pL -1000 pL (Tsterpette, Brand)

Capilar de silice fundida de 60 cm de largo, 50dentargo efectivo, 145 um de diametro
externo y 75 um de diametro interno (Beckman Coufellerton CA).

Equipo de electroforesis capilar (Beckman CoultéAGE System MDQ Capillary
Electrophoresis, Fullerton, CA).

7. REACTIVOS

Acido clorhidrico (Productos Quimicos Monterrey)

Hidroxido de sodio (Productos Quimicos Monterrey)

Solucion amortiguadora estandar (Beckman Coultés @7 y 10)
Fosfato de sodio monobasico (Tecnica Quimica)

Fosfato de sodio dibasico (J.T. Baker Xalostoc, ikt&x

Borato de sodio (J.T. Baker Xalostoc, México)

Dodecil sulfato de sodio

Refrigerante fluorinert™ FC-77 (Beckman P/ACE™ @pst2000 Capillary Cartridge
Coolant).

Agua desionizada

Etanol (grado técnico, purificado)

Hexano (grado técnico, purificado)

Acetona (grado técnico, purificado)
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8. PREPARACION DE SOLUCIONES

Lavar el material con agua y jabon especial, paspuaes enjuagar finalmente con agua
desionizada, y secar.

100 mL de solucion de acido clorhidrico (HCI) 0.1M
A un matraz aforado de 100 mL se le adiciona apragamente 20 mL de agua
desionizada, para después afnadirle 0,8 mL de HCigiga y se completa el volumen con

agua destilada hasta la marca de aforo.

100 mL de solucién de hidréxido de sodio (NaOH) M.

Se pesa 0,8323 g de NaOH en un vaso de precigia®&® mL y se disuelve con
agua desionizada, después se vierte a un matreedafde 100 mL, se lava el vaso de
precipitado tres veces con agua desionizada depdsi el agua de lavado en el matraz
aforado de 100 mL y finalmente se agrega agua nieaida hasta la marca de aforo.

50 mL de solucion amortiguadora de fosfato de sodimonobasico (NaHPO,4.H,0) 20
mM pH 2

Se pesa 0,1379 g de (N#&D,.H,O) en un vaso de precipitado de 50 mL y se
disuelve aproximadamente con 30mL con agua desidaiza cual se le mide el pH,
agregandole segun sea el caso acido o hidroxidta Heggar a un pH igual a 2.
Posteriormente se vierte en un matraz aforado del5@&njuagando el vaso tres veces con

agua desionizada y vertiendo esta en el matrazjlporo agregarle agua desionizada hasta
la marca de aforo.

50 mL de solucion amortiguadora de fosfato de sodidibasico (NaHPO, .12H,0) 20
mM pH 5

Se pesa 0,3581 g de (NaHPI2HO) en un vaso de precipitado de 50 mL
agregandole 30 mL de agua desionizada agitanda tsstiver completamente, después se
prosigue a medir el pH agregandole acido o hidwsiegin sea el caso hasta ajustar el pH
a 5, a continuacion se vierte en el matraz afodmdb0 mL, enjuagar el vaso tres veces con

agua desionizada y verter al matraz, aforar Hastearca con agua desionizada.
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50 mL de solucion amortiguadora de borato de sodiNa,B,O;.10H,0) 20 mM pH 9

Se pesa 0,3814 g de #30;.10H,0 en un vaso de precipitado 50 mL afadiendo
agua desionizada agitando hasta disolver complet@yse prosigue a medir el pH y segin
sea el caso agregar acido o hidroxido hasta ajespit a 9, verter la solucidon en un matraz
aforado de 50 mL enjuagando el vaso tres vecesgoa desionizada afiadiendo el lavado

en el matraz, para finalmente aforar hasta la n@ynaagua desionizada.

50 mL de solucién amortiguadora de fosfato de sodimonobasico (NaHPO,.H,0) 20
mM vy dodecil sulfato de sodio 50 mM pH 2

Se pesa 0,1379 g de (N#&D,.H,O) en un vaso de precipitado de 50 mL y se
disuelve aproximadamente con 30 mL con agua desidaj el cual se le mide el pH,
agregandole segun sea el caso &cido o hidroxida hegar a un pH igual a 2. Se prosigue
a adicionarle poco a poco la cantidad de 0,731@ glatlecil sulfato de sodio agitando
constantemente hasta disolver. Posteriormenteesee\ven un matraz aforado de 50 mL,
enjuagando el vaso tres veces con agua desionzagatiendo esta en el matraz, por

ultimo agregarle agua desionizada hasta la maredode.

50 mL de solucién amortiguadora de fosfato de sodidibasico (NaHPO,4.12H,0) 20
mM y dodecil sulfato de sodio 50 mM pH 5

Se pesa 0,3581 g de (NaHPT2HO) en un vaso de precipitado de 50 mL
agregandole 30 mL de agua desionizada agitanda tsstiver completamente, después se
prosigue a medir el pH agregandole acido o hidmsiggin sea el caso hasta ajustar el pH
a 5, a continuacién se adiciona poco a poco ladahde 0,7319 g de dodecil sulfato de
sodio agitando constantemente hasta disolver. frarstente se vierte en el matraz aforado
de 50 mL, enjuagar el vaso tres veces con aguardesida y verter al matraz y aforar hasta

la marca con agua desionizada.

50 mL de solucion amortiguadora de borato de sodigNa,B,07.10H,0) 20 mM y
dodecil sulfato de sodio 50 mM pH 9

Se pesa 0,3814 g de #a0;.10H,0 en un vaso de precipitado 50 mL afadiendo
agua desionizada agitando hasta disolver completi@mse prosigue a medir el pH y segun

sea el caso agregar acido o hidroxido hasta ajekf a 9, se prosigue a adicionarle poco
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a poco la cantidad de 0,7319 g de dodecil sulfatsatlio agitando constantemente hasta
disolver. Verter la solucién en un matraz aforaddb@ mL enjuagando el vaso tres veces
con agua desionizada afadiendo el lavado en ebmatara finalmente aforar hasta la

marca con agua desionizada.

Nota: Todas las soluciones amortiguadoras se filtrammmembrana Durapore®
0,45 um, recibiendo el filtrado en recipientes ad€elos, prosiguiéndose a sonicarlas y por

ltimo se taparon y etiquetaron.
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9. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Extracto etanolico deCalendula officinalis

Extracto etandlico deCalendula officinalis. Se depositan 10 g de pétalos de
Calendula officinalis en un frasco &mbar y se vierte 250 mL de alcah®d6% en agua, se
deja reposar una semana agitando frecuentemengteriBomente se filtra en papel
Whatman No. 2. El extracto se somete al rotavajstahconcentrar la muestra (Tener
cuidado de que no precipite). Después se adicidhaml del extracto etandlico
concentrado a un embudo de separacion y 10 mLxdmnbepara conseguir la purificacion
del extractd’. Se agita vigorosamente abriendo la llave fre@mante para dejar escapar
la presion. Dejar reposar la solucion hasta quedasfases estén bien separadas, extraer la
fase hexanica, repitiendo dos veces mas la eitraamn hexano. Guardar la fase

etandlica en un vial color ambar.

Extracto acetonico deCalendula officinalis

Extracto acetonico de€alendula officinalis; Se depositan 10 g de pétalos de
Calendula officinalis en un frasco ambar y se vierte 250 mL de acetbd@(®b, se deja
reposar por una semana agitando frecuentementaroSigue a filtrar en papel Whatman
No. 2, enseguida se somete al rotavapor hasta minacéa muestra. Colocar el extracto
concentrado en un vial color ambar. La purificaciée logra con éter etilico y

diclorometano (En esta ocasion se omite la pudficg.

Extracto hexanico deCalendula officinalis

Extracto hexanico deCalendula officinalis: Se depositan 10 g de pétalos de
Calendula officinalis en un frasco ambar y se le adiciona 250 mL derweed 100%, se
deja reposar por una semana agitando frecuentem&rntentinuacion se filtra en papel
Whatman No. 2. El extracto se somete al rotavapstahconcentrar la muestra. En un
embudo de separacion se adicionan 10 mL del egttastanico concentrado y 10 mL de
etanol. Se agita fuertemente abriendo la llaveugatemente para dejar escapar la presion.
Dejar reposar la solucion hasta que las dos fasin éien separadas, extraer la fase

etanolica y repetir la extraccidbn con etanol dosesemas. Recoger la fase hexanica,
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someterla al rotavapor hasta la evaporacion dellwdiste, disolver la oleorresina en

acetato de etilo y guardar esta solucion en uncelair ambar.

Preparacion de muestras del extracto etandlico paralectroforesis capilar
300 pL de la fase etandlica + 700 pL de bufferadtaftos pH 2, sonicar.
300 pL de la fase etandlica + 600 pL de bufferaddatos/sds pH 2, sonicar.
250 pL de la fase etandlica + 750 pL de bufferadtaftos pH 5, sonicar.
250 pL de la fase etandlica + 600 pL de bufferaddatos/sds pH 5, sonicar.
200 pL de la fase etandlica + 800 pL de bufferaatos pH 9, sonicar.
250 pL de la fase etandlica + 800 pL de bufferaatos/sds pH 9, sonicar.

Preparacion de muestras del extracto acetdnico pamectroforesis capilar.

200 pL del extracto aceténico + 1000 pL de buftefasfatos pH 2, sonicar.

200 pL del extracto aceténico + 1000 pL de bufeefasfatos/sds pH 2, sonicar.
200 pL del extracto aceténico + 1000 pL de bufeefasfatos pH 5, sonicar.

200 pL del extracto aceténico + 1000 pL de buftefasfatos/sds 5 pH 2, sonicar.
200 pL del extracto aceténico + 1000 pL de bufeebdratos pH 9, sonicar.

200 pL del extracto aceténico + 1000 pL de buffebdratos/sds pH 9, sonicar.

Preparacion de muestras del extracto hexanico paraectroforesis capilar

200 pL de la fase de acetato de etilo + 800 pLufebde fosfatos/sds pH 2, sonicar.
200 pL de la fase de acetato de etilo + 800 pLufebde fosfatos/sds pH 5, sonicar.
200 pL de la fase de acetato de etilo + 800 pLufieebde boratos/sds pH 9, sonicar.

Filtrar cada muestra en membrana Durapore® de (#5y sonicar antes de

introducirlas al equipo
Nota: Se debe observar que las muestras se encuentibienhomogeneizadas y

procurar que los marcadores del flujo electroosmo6tio no estén presentes en un

porcentaje mayor del 30 % en la muestra.
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Condiciones del equipdnyeccion hidrodinamica (presion: 1.0 psi, duracit0,0

seg), separacion (Voltaje: 20.0 kV, duracion: 6§, gelaridad: normal, detector: arreglo de
diodos UV-Vis).

Las lecturas se realizan por triplicado, para hacerel analisis estadistico

correspondiente.(Ver Anexo 1).

Realizar la misma metodologia experimental para Tgetes erecta

Realizar pruebas fitoquimicas a los extractos puritados de Calendula
officinalis para los siguientes metabolitos secundarios: alcitles, saponinas,

triterpenos, flavonoides y taninos para verificar 8 existencia.(Ver Anexo 3).
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10. RESULTADOS Y DISCUSION

La disolucidon de una sustancia en un disolvente @ésterminada por la energia de
interaccion existente entre los atomos o molécdissoluto y las del disolvente. Esta
energia de interaccion sera tanto mayor cuantgoanr@&eidas sean las estructuras del soluto
y del disolvente. Un soluto se disuelve en aquebldente que tenga una estructura
parecida a la de ella; en otras palabras la paldrite un soluto corre pareja con la del
disolvente en el cual es soluble.

Por lo que la solubilidad en disolventes de po#tithtermedia, tal como etanol,
permite pensar en la presencia de solutos orgadieasaracter relativamente polar, tales
como acidos organicdEn cambio el agua es una molécula altamente potdo que va a
disolver moléculas muy polarés.Por lo tanto diremos que el extracto va a estar
constituido de compuestos de polaridad intermedstahde compuestos de alta polaridad,
hablando en este caso del extracto etandlico. &depdecir entonces, que el extracto
aceténico posee compuestos de mediana polaridat exteacto hexanico consta de
compuestos apolares.

Se realiza la filtracion de los extractos etangliaoetonico y hexanico en papel
Whatman No. 2 por decantacién, para eliminar tesicsélidos de tamafio consideraBle.
Los extractos etanolico, acetonico y hexanico secewtran a presion reducida, para
eliminar la mayor cantidad de disolvent®teniendo la precaucién de que no precipite,
pues nos interesa que todos los metabolitos seetien solubles. Los extractos obtenidos
arrastran multiples impurezas, por ello, una v@asslo el extracto de los restos sélidos de
Calendula officinaslisy Tagetes erectaespectivamente se requiere una purificacion. En
este caso la naturaleza @alendula officinalisy Tagetes erectas vegetal, por lo que cede
a los extractos gran cantidad de pigmentos y gragas es preciso eliminar. Otras
sustancias que interfieren son las ptomainas cshageefactivas que han dado histéricas
disputas toxicologicas por su similitud quimica dos alcaloides. Dichas sustancias son
aminas producidas por la descarboxilacion de amidoa durante la putrefaccion de las

materias protéicas; por ello han sido denominadltecédes animales o alcaloides de la
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putrefaccion. La purificacion del extracto se basbel reparto diferencial en mezcla de
disolventes, es decir mediante una extracciéndmmiguido® La purificacién del extracto

etandlico se llevé a cabo con hexahmientras que la purificacién del extracto aceténic
se lleva a cabo con éter etilico y diclorometanioor& bien, en el caso del diclorometano
puede haber cloruro de ciandégeno, que produce aestgmicianos y los perdxidos en el
éter pueden oxidar los compuestos que se extraet panto se omite la purificacion del

extracto. La purificacion del extracto hexanico IBva a cabo con etanol como lo

mencionamos anteriormente.

Enseguida para llevar a cabo el analisis electttifar, las muestras etandlicas,
acetonicas y hexanicas se filtran a través de uaabrana Durapore® 0,45 pum, para
proteger al equipo de precipitados y material s4iid_a finalidad de realizar la sonicacion

es para desgasificar la muestra.
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Extracto etandlico d€alendula officinalisy Tagetes erectaor electroforesis capilar de
zona pH 2
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Fig.6 Electroferograma de Calendula officinalis
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Fig. 7 Electroferograma de Tagetes erecta

Como se menciond anteriormente que los compueat@nicos son los primeros
en registrarse antes que el flujo electroosmotrpeste electroferograma @alendula
officinalis (fig. 6) observamos la presencia de diez compuestos catjrims compuestos
que se registran primero tienen una carga mas grand tamafio mas pequefio que los que
se registran al Ultimo. En el andlisis fitoquimael extracto etandlic@nexo 3, tabla 31%€
detectd la presencia de flavonoides, por ejempkgrhamnetina 3-O glucdsido,
isorhamnetina, rutinésido, quercetina glucosidenkierol, etc. Que han sido reportados en

trabajos sobr€alendula officinalisestos compuestos tienen algo en comun, un oxig@no
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el heterociclo, el cual en medio acido, en est® @GapH 2 se cree que se encuentre
protonado al igual que los oxigenos de los enl&:ggicosidicos, contribuyendo asi a la
carga de la molécula. Se habla también de la pEsel®e taninos, los cuales pueden
presentarse en su forma hidrolizada 6 condensatacterizandose también por los
enlaces O-glicosidicos y el oxigeno en el hetetocikdemas se identificaron saponinas
en el extracto etandlico, las cuales presentarcesl®-glicosidicos y oxigenos formando
parte del heterociclo en su estructura, estos ngerte logran protonarse, se piensa que
estos se registran después que los flavonoidesigota debido a que tienen un mayor

tamafio estructural.

Comparando los electroferogramas de las dos glaséaobserva la cantidad de
ocho picos; los primeros cuatro pertenecen a costpsieationicos, enseguida el quinto
gue corresponde al flujo electroosmatico y porntdtise llega a observar dos picos que
salen después del flujo electroosméticolagetes erectéig.7). Sin embargo e€alendula
officinalis (fig. 6) se aprecian 11 picos, de igual manera los priméies pertenecen a
compuestos catidnicos y el ultimo al flujo elecswdtico. En ambos electroferogramas el
flujo electroosmético se ve afectado por diferentesiables, por lo que presenta
diferencias en el tiempo de migracion de cada tanglor ejemplo el flujo electroosmético
en Calendula officinalisse registra en 20,4485, mientras quelagetes erectéb hace en
20,9438. En este trabajo uno de los objetivos espacar los electroferogramas de cada
respectiva planta a las mismas condiciones dejtralpor lo dicho anteriormente sobre el
flujo electroosmdético no se recomienda comparatiéapos de migracién de cada pico o
los espectros de absorcion, si no de usar la rdadilielectroforética o el factor de
retencion, como un dato mas seguro. Por lo tanttedace que el pico ocho @alendula
officinalis con s media de 8,531i?V.s es muy semejante al pico uno Begetes erecta
con s media de 7,7656v/V.s, pero realizando los calculos estadisticos derastet de
significacion, se rechaza que presentan wpanedia igual para P(0.1), P(0.05), P(0.02) y
P(0.01), debido a que t calculada se situa fuetaindervalo de confianza para cada
probabilidad. Sin embargo el pico nueve @alendula officinalis que presenta unae
media de 7,9443¢/v.s comparandolo con el pico uno Tlagetes erectaon un valor de

media de 7,7656¢/V.s, se comprueba que existe evidencia para aceptapmgsentan i
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media iguales para P(0.1), P(0.05), P(0.02) y RJ0.8 consecuencia de que ahora t
calculada cae dentro del intervalo de confianza gada caso. Enseguida se compara
nuevamente el pico nueve @alendula officinaliscon s media de 7,7448v/v.s con el
pico dos del'agetes erectgue presentasmedia de 6,1818¢/V.s, negando que tengan una
Mef media igual, porque t calculada se localiza fuedardervalo de confianza para P(0.1),
P(0.05), P(0.02) y P(0.01). Finalmente se comphpace 10 deCalendula officinaliscon
Hermedia de 1,293&%V.s y el pico cinco dd agetes erectaon s media de 0,26487/V.s,
habiendo suficiente evidencia para rechazar queiamedia es diferente, esto a
consecuencia de que t calculada esta exageradanséiriela del intervalo de confianza,
debido a que presenta un valor de 313,06. Deduzipadlo tanto, que la semejanza entre
Tagetes erecty Calendula officinalisse encuentra en el pico 9, pero los picos 1-8 ¢€l0

Calendula officinalisson los que la diferencian dagetes erectaVer Anexo 1, Tabla2y 3y
Anexo2, Tabla 28).

Extracto etandlico deCalendula officinalis por cromatografia capilar electrocinética
micelar pH 2
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El flujo electroosmatico se registra antes quenalas, ya que estas presentan una
menor velocidad debido a su carga negativa. Laamentle elucion corresponde a un
intervalo de tiempo entre el flujo electroosmotfty) y el tiempo que tarda en registrarse la
micela (t.), y el factor de retencion dependera de las teniaticas hidrofilicas o
hidrofobicas del compuesto. Sin embargo en el r@fscbgrama deéCalendula officinalis
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(fig. 8), se observa la ausencia de compuestos neutros, g/an@use registra ningun
compuesto después del flujo electroosmotico, peto kacen antes de esté. Cuando un
compuesto es totalmente soluble en el tampdén gluy® con el flujo electroosmotico
correspondiéndole un valor de retencion igual a,qeero si eluye dentro de la ventana de
elucion tendra valores de factor de retencién diee@ro a uno, sin embargo aquellos que
pasan el mismo tiempo en el tampon y en la migefeeh un factor de retencion igual a
uno, y por ultimo aquellos que pasan mas tiempdaenicela sus valores del factor de
retencidon son mayores a uno. Los picos presentestenelectroferograma @alendula
officinalis, presentan valores de factor de retencion negatdemostrandose asi que se
tratan de compuestos catidnicos, que se logranrasepar este método. El tiempo de

migracion del flujo electroosmatico es de 19,2598utos. (Ver Anexo 1, Tabla 4).

Extracto etandlico d€alendula officinalisy Tagetes erectaor electroforesis capilar de
zona pH 5
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Basandonos en el electroferogramaCddendula officinaligfig. 9), debido a que el
pH 5 es menos acido que el pH 2, observamos queddaidad del flujo electroosmatico es
mas rapido considerablemente ya que se registtangiempo mucho menor, ademas se
puede apreciar la existencia de cuatro compuestigmieos, ya que estos se registran
después del flujo electroosmotico. Los compuestodnacos podrian ser principalmente
acidos fendlicos presentes €alendula officinalis debido a que se ha reportado en
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trabajos la existencia de estos en la misma, caoneejemplo; el acido cafeico, vinilico,
salicilico, siringico, etc. Se menciona esto, ppaknente porque el grupo funcional
carboxilo presente en su estructura, posee un dal@Ka entre 3-5, y por lo tanto a este
pH el grupo carboxilo se encuentra en su forma &) como ya mencionamos
anteriormente se van a registrar primero los gereeti mayor carga, seguidos de los que

presentan un menor tamafo estructural.

Lo que podriamos decir al comparar los electrofenmgs deCalendula officinalis
(fig. 9)y Tagetes erectéig. 10) es inicialmente que el flujo electroosmoético sesteg en un
tiempo menor erCalendula officinaliscon un tiempo de 4,2420 minutos queTagetes
erecta,que se registra en6600 minutos, pero como ya lo expresamos angesyvaria por
diferentes razones, asimismo en el electroferogrden@alendula officinalisse aprecia
como ya lo comentamos precedentemente cuatro ca@tgguanionicos, sin embargo en
Tagetes erectase observa la ausencia de estos, presentandoamesté el flujo
electroosmotico. Finalmente comentamos que édtendula officinalisy Tagetes erecta
no hay semejanza alguna, y los picos 2-5 son leddarencian £alendula officinalisle

Tagetes erectdVver Anexo 1, Tabla 5y 6).

Extracto etanodlico deCalendula officinalisy Tagetes erectgpor cromatografia capilar
electrocinética micelar pH 5
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Fig 11, Eleciroferograma de Calendula officinalis Fig 12 Electroferograma de Tagetes erecia

Refiriendonos al electroferograma @alendula officinalis(fig. 11) se percibe la

presencia de seis compuestos neutros, que migpendiendo de su reparto entre la fase
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acuosa y la fase micelar, los cuales se regigtriamero los mas hidrofilicos y enseguida
los méas hidrofobicos. En este caso el flujo elednodtico se registra primero que estos.
Recordando al electroferograma@alendula officinaligoH 2 por electroforesis capilar de

zona, se observa que existen diez compuestos icasopero a pH cinco por electroforesis
capilar de zona, hay una ausencia de compuesidsicas, por lo que se cree que este pH
es insuficiente para mantenerlos protonados y seeatren en este caso en su forma

neutra.

Comparando el electroferograma @alendula officinaligfig. 11) con el deTagetes
erecta(fig. 12), se observa que ahora el flujo electroosmaéticdCalendula officinalisse
registra en un tiempo de 9,5865 minutos, mientss enTagetes erectdo hace en un
tiempo de 7,2844 minutos, ademas se percibe deataferograma dé&agetes erectana
ausencia de compuestos neutros, mientras tantcCadandula officinalis hay seis
compuestos neutros, donde el pico dos y tres presem factor de retencion de 0,2841 y
0,3278 respectivamente, que son valores menores g por lo tanto pasan mas tiempo en
el tampdn por ser mas hidrofilicos, en cambio leséls picos presentan valores mayores a
uno, por lo tanto son mas hidrofébicos por permanenas tiempo en las micelas.
Finalizando se comenta que los picos 2-7 presamtes electroferograma dealendula
officinalis a estas condiciones de trabajo son los que ddemre@Calendula officinalisle

Tagetes erectg que no existe alguna semejanza entre glfasAnexo 1, Tabla 7y 8).
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Analizando el electroferograma @alendula officinalisfig. 13), se observa que se
registran cinco compuestos en su forma anionicdgeis con carga negativa, los cuales se
registran después del flujo electroosmotico, queesponde al pico nimero uno. Los
compuestos anidnicos que se registran podrianrseigalmente acidos fendlicos ya que
se han reportado ddalendula officinalisy se caracterizan por tener en su estructura un
grupo carboxilo y grupos hidroxilo, se dice queakdohol del acido carboxilico es méas
acido que el grupo hidroxilo del fenol, ya que Blapdel acido carboxilico se encuentra
entre los valores de 3-5, es decir que a pH 9 wstaa en su forma anidnica. Sin embargo
los valores de pKa del grupo hidroxilo de un fesel encuentra entre 8-10, los &cidos
fendlicos como: el acido gélico, &cido siringicoida cafeico, acido vanilico presentes en
Calendula officinalis poseen en su estructura 2 o 3 sustituyentes Xiliosp los cuales
gracias al oxigeno presente hacen que sea masopkmativo, aumentando asi el efecto
inductivo, por lo tanto el valor de pKa disminuyenpando que su valor podria ser menor
de ocho, considerando de esta manera que los ghighasilos estén cooperando con la
carga negativa. Por otra parte se considera quaa@dgflavonoides estén en su forma
anidnica, ya que contienen en su estructura bescsustituidos por grupos hidroxilos,
presentando varias estructuras de resonancia, biemtlo en este caso una molécula

aniénica a pH nuev&.Y **
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Al relacionar los dos electroferogramas; nos damoenta de que el flujo
electroosmotico varia en los dos casos, debidoeaequel electroferograma @alendula
officinalis (fig. 13) se registra en un tiempo de 6,9425 minutos y exteekroferograma de
Tagetes erectdig. 14)lo hace en un tiempo de 5,1137 minutos. Los picgstignen una
Hef Muy similar son: el pico nimero dos @alendula officinaliscon una g de -1,4957
m?/V.s y el pico nimero dos deagetes erectaon una g de -1,8464n%V.s, no obstante, al
realizar los calculos estadisticos de contrastsigigficacion para las probabilidades de:
P(0.1), P(0.05), P(0.02) y P(0.01), se rechaz#@latésis de que lacpmedia del pico sea la
misma para las dos plantas, debido a que t cakulade un valor de 20,10, y este cae
fuera del intervalo de confianza para las cuatrobgilidades. Asimismo se hace la
comparacion entre el pico tres @alendula officinaliscon una g de -2,4803n/V.s y el
pico tres delagetes erectaon una ik de -2,8453n%/V.s, rechazandose que tengan un valor
de W semejante, debido a que t calculada es igual73 2 calizandose fuera del intervalo
de confianza para los cuatro tipos de probabilied.1), P(0.05), P(0.02) y P(0.01).
Igualmente comparamos el pico seis con un valompge igual a -6,3810m*V.s en
Calendula officinalisy al pico cuatro con un valor de -6,165%Vv.s en su ¢ enTagetes
erectg exhibiendo un valor de t calculada de -8,29, agahdo que tengansumedia
similares para las probabilidades de P(0.1), B{pR(0.02) por caer fuera del intervalo de
confianza, sin embargo se acepta en el caso delp(Por localizarse dentro del intervalo
de confianza. Enseguida se vuelve a comparar elgeis deCalendula officinaliscon una
Her de -6,3810mV.s con el pico cinco deéTagetes erectaon s de -6,4835m/V.s,
obteniendo t calculada de 3,46, por lo tanto Seaz que tengangmedia semejante para:
P(0.1) y P(0.05), en cambio para P(0.02) y P(0Os@lacepta debido a que t calculada cae
dentro del intervalo de confianza. Y por ultimo \agelve a comparar el pico seis de
Calendula officinaliscon s de -6,3810n%/V.s y al pico seis d&agetes erectaon igual
a 6,8564/Vv.s, obteniendo una t calculada de 16,64, rechazanuirselas probabilidades
de (0.1), P(0.05), P(0.02) y P(0.01) afirmando lgug.s media no es la misma para las dos
plantas, porque t calculada se sitia fuera delrvialie de confianza. Comentando
finalmente que los picos 2-4 @alendula officinalisson los que la diferencian dagetes

erectay que no hay semejanzas entre ellas a estas cumeBade trabajqVver Anexo 1, Tabla
9y 10y Anexo 2, Tabla 29).
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Extracto etanodlico deCalendula officinalisy Tagetes erectgpor cromatografia capilar
electrocinética micelar pH 9.
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Fig 15 Flectraferagrama de Calendula afficinalis Fig I8 Electraferagrama de Tagstes erecia

En el electroferograma d€alendula officinalis(fi.15), se puede apreciar que se
registran una mayor cantidad de compuestos quimj@ese encuentran sin carga, es decir
en su forma neutra. Se considera que estén presalteholes alifaticos, ademas de
algunos flavonoides que tengan en su estructuréitumisnes no electronegativas.
Estimando que las saponinas que tienen en su u@lé@nidades de glucosa, que se
caracterizan por tener grupos hidroxilo, sin estmas de resonancia, y por esta razon tenga
un caracter menos acido, ademas de que puedair et@stholes de cadena lineal o
terpénoides, como por ejemplo carotenoides comodainas, algunos podrian ser la
luteina, Zeaxantina §-criptoxantina, que se caracterizan por poseerdunas atomos de
oxigeno en su estructura. Los compuestos neut®pi@sentan caracteristicas hidrofilicas
se encuentran antes del pico doce, pero el conpuest pasa el mismo tiempo en la
micela y en el tampon corresponde al pico catoetedd a que tiene un valor de factor de
retencion de uno, en cambio los compuestos quenrpada tiempo en la micela que en el

tampon se encuentran desde el pico quince y ganto son méas hidrofobicos.

Haciendo la comparacion de los dos electroferogsaprasentes d€alendula
officinalis (fig. 15) y Tagetes erectdfig. 16) Se nota una mayor presencia de picos en
Calendula officinalisdebido a que cuenta con veinte picos, en cammbi@getes erectae
logra apreciar doce picos, contdndose el flujo telesmético en ambos casos. Con
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respecto al flujo electroosmotico se observa qugraren un tiempo de 3,0387 minutos en
Calendula officinalis mientras que emagetes erectdo hace en un tiempo mayor 5,2320
minutos. Haciendo las comparaciones de los factbeesetencion de las dos plantas nos
damos cuenta que el pico dos @alendula officinalistiene un factor de retencion de
0,1369 muy parecido al pico dos flagetes erectaon un factor de retencion de 0,1341,
obteniendo un valor de t calculada de 1,51, el sealocaliza dentro del intervalo de
confianza para las probabilidades de P(0.10), BYOR(0.02) y P(0.01), es asi que diremos
gue el factor de retencion medio de los dos pisosl enismo. Enseguida comparamos el
pico cinco deCalendula officinaliscon un valor de factor de retencion igual a 0,2&34 el
pico tres deTagetes erectgue posee un factor de retencion de 0,2789, agBsigose un
valor de t calculada de 20,73, colocandose fudrintirvalo de confianza para las cuatro
diferentes probabilidades P(0.10), P(0.05), P(0yOR}0.01), rechazando que la media del
factor de retencion sea la misma para las dosgdabtespués comparamos al pico seis de
Calendula officinaliscon un factor de retencién de 0,3691 con el pigatro deTagetes
erectacon un valor de 0,3351, adquiriendo un valor dal¢ulada de 24,51, por lo tanto se
vuelve a rechazar la media del factor de retengdas no es la misma para los dos picos.
Posteriormente se compara el pico och@dkendula officinaliscon un factor de retencion
de 0,4576 y al pico cinco dEagetes erect@on un valor de factor de retencién igual a
0,4692, hallandose un valor de t calculada de ;3gtthazdndose para las probabilidades
de P(0.10) y P(0.05) debido a que el valor se iozdliera del intervalo de confianza y por
tanto se considera que la media del factor de ceteres diferente para las dos plantas,
pero si lo es para las probabilidades de P(0.0Rj0y01) ya que t calculada se localiza
dentro del intervalo de confianza, comentandosenees que la media del factor de
retencion es la misma para las dos plantas. Luegmmpara el pico 12 con un factor de
retencion de 0,7548 dbalendula officinalisy al pico seis ddagetes erectaon un valor

de factor de retencion de 0,7949, logrando unédctileada de -10,12, por lo tanto para las
cuatro probabilidades de P(0.10), P(0.05), P(0yOR]0.01) se situa fuera del intervalo de
confianza, por consiguiente se rechaza que la noslitactor de retencidn sean iguales.
Posteriormente se compara el pico trec€dkndula officinaliscon un valor de factor de
retencion de 0,9777 con el pico ocholdgetes erectaon un valor de factor de retencion

de 1,0872, resultando una t calculada de -39,89.e8ibargo este valor cae fuera del
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intervalo de confianza para las probabilidades @&1P), P(0.05), P(0.02) y P(0.01),
negandose que la media del factor de retenciénlsseaisma para las dos plantas.
Asimismo se compara el pico catorceGkdendula officinalisatribuyéndose un factor de
retencion de 1,0242 con el pico ocho Tegetes erectaon un factor de retencion de
1,0872, adquiriendo una t calculada de -19,49)ptanto se puede apreciar que este valor
se localiza fuera del intervalo de confianza de gesbabilidades de P(0.10), P(0.05),
P(0.02) y P(0.01), significAndose que la mediafaetor de retencion es diferente para las
dos plantas. A continuacién se compara el picoacon un factor de retencion igual a
1,1142 deCalendula officinaliscon el pico ocho d&agetes erectgue posee un factor de
retencion de 1,872, estimandose con esto t cakudled 15,18, colocandose fuera del
intervalo de confianza para los cuatro tipos debgodidad P(0.10), P(0.05), P(0.02) y
P(0.01), denotdndose que la media del factor émcitn para las dos plantas es diferente.
De igual modo se hace la comparacion del pico sletei deCalendula officinaliscon un
factor de retencion igual a 1,4377 y el pico nudeelTagetes erectaon un factor de
retencion de 1,3244, estimando una t calculad&édsg8hallandose esta fuera del intervalo
de confianza para P(0.10), P(0.05), P(0.02) y RjD1@chazando que la media del factor
de retencion sea semejante para las dos plantaed@imos a comparar el pico dieciocho
de Calendula officinalis corun factor de retencién igual a 1,6863 encontrandoag
proximo al pico diez ddagetes erectaon un factor de retencion de 1,5507, obteniéndose
asi una t calculada con valor de 27,05 ubicandoseafdel intervalo de confianza de
P(0.10), P(0.05), P(0.02) y P(0.01), considerandpse la media del factor de retencion
para las dos plantas no es la misma. Finalmenteosgara el pico diecinueve de
Calendula officinaliscon factor de retencion igual a 1,8358 y el picweo deTagetes
erectacon un factor de retencién igual a 1,7096, sudpeasi el valor de t calculada de
23,55, notando que este valor aparece fuera deivaldb de confianza para P(0.10),
P(0.05), P(0.02) y P(0.01), considerando que laianeel factor de retencion es diferente
para las dos plantas. Terminamos diciendo queitos 2, 3, 5, 6, 7 y 9-20 dealendula
officinalis son los que la diferencian dagetes erectg que las semejanzas se encuentran

en el pico 4 y 8 d€alendula officinalis(ver Anexo 1, Tabla 11y 12 y Anexo 2, Tabla 30).
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Extracto acetdnico déalendula officinalispor electroforesis capilar de zona pH=2
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Fig 17 Rlectraferagrama de Calendula afficinalis

En el electroferograma d@alendula officinaligfig. 17), se presenta la cantidad de
dos picos que nos indica que el primero de elldsasa de un compuesto cationico, se cree
gue podria tratarse de la presencia de algun ftaslerel cual a pH 2 el oxigeno que esta
formando parte del heterociclo se llega a protosiarplvidar que las pruebas fitoquimicas
(anexo 3, tabla 31jesultan positivas para flavonoides y taninos.oldstante al referirnos al
electroferograma de&alendula officinalis(fig. 18) nos dice que existen 2 compuestos
cationicos y no solo uno como se aprecia en ekrefecograma dda fig. 1710 que nos
indica que ambos compuestos son indistinguiblesefamtroforesis capilar de zona, pero
gue al agregar las micelas se pueden resolver,lasi@sicelas en algunas ocasiones logran
ayudar a separar compuestos que presenten la misiibdad en electroforesis capilar de
zona.El segundo pico corresponde al flujo electroosmdatige se registra en un tiempo de
14,8710 minutos, recordando lo que mencionamogiantente, este se registra después

de los cationegVer Anexo 1, Tabla 13).
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Extracto acetonico deCalendula officinalis por cromatografia capilar electrocinética
micelar pH=2
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Fig 18 Electraferograma de Calendula afficinalis

Observamos en el electroferograma @alendula officinalis (fig. 18) que el flujo
electroosmético se registra en un tiempo de 30,8%Adtos, y después de este no se registran mas
picos, que corresponderian a compuestos neutneseribargo se registran dos picos antes del
flujo electroosmotico que corresponden a compuesttidnicos(Ver Anexo 1, Tabla 14).

Extracto aceténico d€alendula officinalisy Tagetes erect@or electroforesis capilar de
zona pH=5
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Fig 19 Rlectroferograma de Calendula officinalis Fig 20 Bleciroferograma de Tageter srecta

Basandonos en el electroferogramaCagendula officinalis(fig.19), se observa que
solo existe el flujo electroosmotico, careciendocdmpuestos cationicos y el pico que se
registro a pH dos es incapaz de mantenerse praiap#i cinco. Sin embargo al comparar

este electroferograma con el @lagetes erectdfig. 20y nos damos cuenta que son muy
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parecidos, debido a que en los dos electroferogras@Eo se registra el flujo
electroosmotico, en el electroferogramadddendula officinalisse registra en un tiempo de

6,2307 minutos y eifagestes erectae registra en 7,5867 minut@ger Anexo 1, Tabla 15y
16)

Muestra del extracto acetonico @alendula officinalisy Tagetes erectpor cromatografia
capilar electrocinética micelar pH=5
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Fig 21 Flectraferograma de Calendula officinalis

Fig 22 Electraferagrama de Tagetes erecta

A estas condiciones de trabajo, el electroferogrdef@alendula officinaligfig. 21)
presenta en primer lugar al flujo electroosmético 3818 minutos y enseguida la
presencia de un compuesto que se presenta sin, cagadando que a este pH por
electroforesis capilar de zona es insuficiente Brartal compuesto con carga positiva que
se registra a pH dos, por lo tanto proponemos,ajeste pH se encuentra en su forma
neutra y por lo tanto se logra registrar por cramefia capilar electrocinética micelar en
esta forma. No obstante al comparar el electrofarog deCalendula officinalis(fig. 21)
con el deTagetes erectdig. 22) se percibe que ehagetes erectaolo se registra el flujo
electroosmotico en un tiempo de 7,5867 minutos, gllor se manifiesta que el pico que
migra después del flujo electroosméticoGalendula officinalis es el que lo diferencia de
Tagetes erectgver Anexo 1, Tabla 17 y 18).
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Extracto aceténico d€alendula officinalisy Tagetes erect@or electroforesis capilar de
zona pH=9
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Fig. 23 Elsclroferograma de Calendula officinalis Fig 24 Blectraferagramea de Tagetes arecta

Refiriéendose al electroferograma dealendula officinalis (fig. 23) el flujo
electroosmotico es el primero en registrarse, sihaggo después de este se logra apreciar
la existencia de dos picos que pertenecen a dopuEstos anidnicos con una escasa

concentracion, creemos que pueden tratarse prin@pée de algun tipo de flavonoide que
se logra extraer con acetona.

Sin embargo al hacer la comparacion de los dogdreferogramas, se ve que el
flujo electroosmotico eRalendula officinalisse registra en un tiempo de 8,9959 minutos y
enTagetes erectdig. 24)lo hace en 6,8393 minutos. También se manifiesteeql agetes
erecta presenta cuatro compuestos anidnicos, mientrasocdm mencionamos
anteriormente el deCalendula officinalis s6lo presenta dos compuestos anionicos.
Finalmente se considera que los diferentes piceseptes en ambos electroferogramas
tienen movilidades electroforéticas caracteristipas lo tanto se manifiesta que los picos
presentes en el electroferograma@gendula officinalisson los que la diferencian de
Tagetes erectgVver Anexo 1, Tabla 19 y 20).
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Extracto acetonico d€alendula officinalisy Tagetes erectgor cromatografia capilar
electrocinética micelar pH=9
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Fig 25 Blectroferograma de Calendula officinalis Fig 28 Rlectroferagrama de Tageies erecia

Se percibe en el electroferogramadendula officinaligfig. 25), que se registra en
primera instancia el flujo electroosmdético, y egisda se aprecia la existencia de cuatro
compuestos neutros. Los pétalos @elendula officinalisse caracterizan por poseer
carotenoides, caracterizandose por sus gruposxilms@ue estan unidos a grupos alquilo
sin resonancia, por lo tanto es muy dificil quergaeun hidrégeno, como consecuencia su
pKa se encuentra a valores superiores de nueveplgitar que los carotenos estan
presentes en esta planta y son las responsablesldel como también lo hacen algunos

tipos de flavonoides.

Si comparamos el electroferograma @alendula officinalis(fig. 25) con el de
Tagetes erecta(fig. 26) percibimos que en el dealendula officinalis el flujo
electroosmotico tarda mas tiempo en registrarses fuhace en 11,7143 minutos, mientras
gue enTagetes erectsse registra en 5,4442 minutos, ademas de que npeeseis
compuestos neutros. Sin embargo los valores daciéte de los picos d€alendula

officinalis son los que la diferencian dagetes erectgVver Anexo 1, Tabla 21y 22).
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Extracto hexanico deCalendula officinalis por cromatografia capilar electrocinética
micelar pH 2
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Fig 27 Rlectraferagrama de Calendula officinalis

Este electroferograma dgalendula officinalis(fig. 27) se caracteriza por presentar
solamente al flujo electroosmético que se registran tiempo de 27,8956 minutos, en este
caso para marcar el tiempo del flujo electroosm@e utilizo acetato de etilo, debido a que
es el que solubiliza mejor los componentes quimagEsextracto hexanico, ademas de
solubilizarse con las micelas. Comparando el eléangrama con el extracto etandlico y
acetonico por el mismo método, observamos que dogpuestos que se registran son
cationicos, ya que se registran antes del flujotedlesmatico, y en las pruebas fitoquimicas
(anexo 3, tabla 31jesultaban positivas para flavonoides, taninosppisi@mas principalmente,
mencionando que el oxigeno del heterociclo y dieaenO-glicésidico se podria protonar a
este pH, la mayoria de estos se registraban coételdo de electroforesis capilar de zona,
pero algunos de ellos lo hacian por el método denatografia capilar electrocinética
micelar. Por lo tanto expresamos que en las prubgsimicas para el extracto hexanico
resulto negativo para flavonoides, taninos y sap®)i sospechandose que estos
compuestos quimicos fueron extraidos cuando seadal purificacién con etanol, dando
como resultado que no se registre en el electrpfanoa algin compuesto neutro o
cationico por este métodaver Anexo 1, Tabla 23).
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Extracto hexanico d€alendula officinalisy Tagetes erectgpor cromatografia capilar
electrocinética micelar pH=5
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Fig 28 Electraferagrama de Calendula officinalis Fig 29 Rlectroferograma de Tagetes erecta

Refiriéndonos al electroferograma @alendula officinalis(fig. 28), se vuelve a
observar que solo se registra el flujo electroograd@n un tiempo de 7,8851 minutos. Sin
embargo al compararlo con el electroferogramaTdgetes erectafig. 29), el flujo
electroosmotico se registra en 8,0070 minutos, adesgiste un compuesto de naturaleza
neutra(Ver Anexo 1, Tabla 24 y 25).
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Extracto hexanico d€alendula officinalisy Tagetes erectgpor cromatografia capilar
electrocinética micelar pH=9
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Fig 30 Rlsctroferograma de Calendula afficinaliz Fig 31 Blectraferograma de Tageter erecia

El electroferograma dgalendula officinalis(fig. 30) nos muestra la presencia del
flujo electroosmaotico en un tiempo de 5,6463 misytambién estd acompafiado de dos
picos, que corresponden a compuestos neutros. ®akide las pruebas fitoquimicas para
este extracto resultaron negativas para flavonpi@esnos, alcaloides y saponinas, pero
resultaron positivas para triterpenos, se dicepqaieian tratarse de algun tipo de alcoholes
lineales y terpénicos, dialcoholes terpénicos, gjemplo; a y B-caroteno, auroxantina,
luteina, etc. Que son algunos tipos de carotenogies se encuentran presentes en
Calendula officinalis.Comparandolo con el electroferogramaT@dgetes erectéig. 31) se
aprecia que el flujo electroosmoético se registrauentiempo después, pues hace su
aparicion en 6,0827 minutos, siendo acompafadoud#ro compuestos de naturaleza
neutra, con factores de retencion diferentes a aomopn deCalendula officinalis.
Finalmente se dice que los picos@alendula officinalisque se llegan a registrar son los
gue la diferencian d€agetes erectg que no existe ninguna semejanza entre ellagaa es

condiciones de trabajover Anexo 1, Tabla 26 y 27).
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Tabla 1. Resultados de los extractos etandlico, @béeico y hexanico deCalendula
officinalis.

Métodao Extracto etanélicc Extracto acetdnicc Extracto hexanicc
CZE pH=2 12 2
MECC pH=2 5 3 1
CZE pH=5 5 1
MECC pH=5 7 2 1
CZE pH=9 6 3
MECC pH=9 20 5 3
Total 55 16 5
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11. CONCLUSIONES

Se obtuvieron los perfiles electroforéticos dedmfractos deCalendula officinalis

mediante los dos métodos propuestos a diferentes pH

De acuerdo a los resultados obtenidos (Tabla hglgimos que el mejor disolvente
de extraccion es el etanol, por registrarse laidamttotal de 55 especies quimicas, por
CZE y MECC a los tres diferentes pH’s.

El pH éptimo para llevar a cabo el andlisis etefoético para la identificacion de
Calendula officinalis, se consigue a pH 9 para los tres extractos, debique se logran
detectar 26 especies quimicas, (6 por CZE y 20MiB€C) en el extracto etandlico, 8
especies quimicas, (3 por CZE y 5 por MECC) enx#laeto acetonico y 3 especies

guimicas por MECC en el extracto hexanico.

Del presente trabajo se plantea que los métodmsuestos aqui, pueden ser una
opcion viable y barata de hacer la identificaciérCdlendula officinalis de entre otras que
son parecidas a ella comi@getes erecta, considerando algunas modificaciones y su

optimizacion de ellos.

La técnica de electroforesis capilar aplicad€akendula oficinalis fue Util para
separar una gran variedad de compuestos fitoquémiay medio de los dos métodos CZE
y MECC. Ofreciendo principalmente ventajas de rggrida y sensible. Brindando al
trabajo preliminar la potencialidad de la técnaaanalisis de los componentes contenidos
en los pétalos d€alendula officinalis, logrando detectar sustanciales diferencias en los

electroferogramas.
Este trabajo propone realizar en estudiasepores la identificacion y caracterizacion

de los metabolitos secundarios presentes en loactss deCalendula officinalis por

electroforesis capilar.
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ANEXO # 1
Andlisis estadistico de los picos dbalendula officinalisy Tagetes erecta.
Movilidad electroosmotica:

VUneutra _ Ld/tneutro

Ueo =

E —  V/L
Movilidad aparente:
— Uneta — Ld/t
Hap = T~ = V7L,

Donde:
Lq = longitud de la columna desde la inyeccion &tcter.
L = longitud total de la columna de un extremo a.otr
V = voltaje aplicado entre los dos extremos.
t = tiempo necesario para que un soluto migre desdextremo de inyeccién hasta el
detector.
theutro= tiempo necesario para que el marcador de fligmamdesde el extremo de inyeccion
hasta el detector.
Mep = Map~ Heo
Factor de retencion:
tr — o

k=—">1 "
tr
t, (1 m)
Donde:
k = factor de retencion.
t, = tiempo de retencion de las especies neutras.
t,= tiempo de migracion del flujo electroosmético.
tmc= tiempo de migracion de la micela.
. . . eo— XX
La mediax de las medidas viene dado par = o
.., , . . Zi(xi—f)z
Desviacion estandar, s, de n medidas viene dada por EE—
Varianza: el cuadrado de la desviacién estandar, s

Coeficiente de variaciénl 00 (%)
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Extracto etandlico d€alendula officinaligor electroforesis capilar de zona pH 2

No. Picos |  tiempo | ¥ Hec | X Mt s $ C.V.
1 5,618¢ 19,362:| 0,012:| 0,000: | 0,063
2 6,627 15,298 | 0,017¢| 0,000: | 0,117:
3 6,719: 14,988: | 0,016 | 0,000: | 0,108:
4 7,015¢ 14,044!| 0,057<| 0,003 | 0,408¢
5 7,053 13,931:| 0,2143¢ | 0,020¢ | 1,029¢
6 7,591 12,424(| 0,052¢ | 0,002¢ | 0,423«
7 9,123 9,106( | 0,083¢| 0,007( | 0,920¢
8 9,454 8,531. | 0,108 | 0,011¢ | 1,271t
9 9,816¢ 7,944 | 0,012« | 0,000. | 0,156¢
10 17,384. 1,293: | 0,005¢ | 3,15x1C | 0,434«
11 20,448 | 7,335¢ 0,005( | 2,56x1C | 0,068¢

Tabla 2: Movilidad electroosmética ¢ m*/V.s, movilidad electroforética () m%V.s, desviacién estandar
(s), varianza (3, coeficiente de variacion (C.V.).

Extracto etandlico d&agetes erectpor electroforesis capilar de zona pH 2

No. Picos | X tiempo | ¥ Pec | X Hef s 5 C.V.
1 10,048 7,765¢ | 0,128 0,016¢ 1,657¢
2 11,241 6,181¢ | 0,098 | 0,009¢ 1,588:
3 11,552: 5,822¢ | 0,043¢ 0,001¢ 0,748:
4 12,736 4,615¢ | 0,105} 0,011: 2,291¢
5 20,196! 0,264¢ | 0,001( 1,040: 0,384¢
6 20,943t | 7,162: 0,026( | 0,000¢ 0,363¢
7 22,362! -0,454¢ | 0,002¢ | 7,14x1C | -0,587¢
8 26,550: -1,512:¢ 0,018: 0,000: -1,241¢

Tabla 3: Movilidad electroosmética ) m%V.s, movilidad electroforética ) m?/V.s, velocidad
electroforéticares (cm.s"), desviacion estandar (s), varianz3, (soeficiente de variacién (C.V.).

Extracto etandlico deCalendula officinalispor cromatografia capilar electrocinética
micelar pH=2

No. Picos | =&t, xto xk s 5 C.V.
1 19,259¢ 0,044¢ | 0,002( 0,232¢
2 12,583: -0,351( | 0,001¢ 2,48X1('6 -0,448¢
3 12,998¢ -0,329: | 0,000: | 7,03x1C® | -0,080¢
4 17,269¢ -0,105. | 0,000« | 1,61x1¢" | -0,382:
5 17,337: -0,101¢ | 0,001¢ | 3,55x1(° | -1,855¢

Tabla 4: Tiempo de retencién del soluto (iminutos), tiempo del flujo electroosmético(minutos) y k el
factor de retencion k, desviacién estandar (s)amaa (9), coeficiente de variacion (C.V.).
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Extracto etandlico d€alendula officinaligor electroforesis capilar de zona pH 5

No. Picos| ¥ tiempo | X Hec | X Mef s 5 C.V.
1 4,242( | 35,360° 0,160: | 0,025¢ | 0,452¢
2 4,975¢ -5,212¢ | 0,0557 | 0,003: | -1,068¢
3 6,498t -12,278: | 0,027¢ | 0,000¢ | -0,227:
4 8,021« -16,660: | 0,114.| 0,013( | -0,685:
5 11,956« -22,814¢ | 0,039¢ | 0,001¢ | -0,173"

Tabla 5: Movilidad electroosmética @) m?/V.s, movilidad electroforética () m#/V.s, velocidad
electroforéticares (cm.s'), desviacion estandar (s), varianz3, (soeficiente de variacién (C.V.).

Extracto etandlico d€agetes erectpor electroforesis capilar de zona pH 5

No. Picos | & tiempo X leo s g C.V.

1 7,660( 19,582. 0,015: 0,000z 0,077
Tabla 6: Movilidad electroosmética () m?%V.s, desviacién estandar (s), varianzd),(soeficiente de
variacion (C.V.).

Extracto etandlico d€alendula officinalipor cromatografia capilar electrocinética micelar
pH 5

No. Picos| X tiempo | X to x k s g C.V.
1 9,586¢ 0,026: 0,000 0,272:
2 12,276! 0,284: 0,004: 1,79x1C° 1,489:
3 12,689 0,327¢ 0,000¢ 3,14x1(7 0,170¢
4 23,487t 1,484¢ 0,002¢ 6,62x1(° 0,173:
5 24,562: 1,601t 0,002( 4,19x1(° 0,127¢
6 27,345: 1,904 | 0,004« 1,93x1(° 0,230¢
7 42,786! 3,617¢ 0,001° 3,04x1(° 0,048:

Tabla 7: Tiempo de retencién del soluto (iminutos), tiempo del flujo electroosmético(tinutos) y k el
factor de retencion k, desviacién estandar (s)amaa (9), coeficiente de variacion (C.V.).

Extracto etandlico d€agetes erectpor cromatografia capilar electrocinética micelidrs

No. Picos xto s ¢ C.V.
1 7,284 0,035¢ 0,001: 0,488’

Tabla 8: Tiempo del flujo electroosméticg (minutos), desviacién estandar (s), varianZp ¢®eficiente de
variacién (C.V.).
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Extracto etandlico d€alendula officinaligor electroforesis capilar de zona pH 9

No. Picos | ¥ tiempo | X pec X Uef s g C.V.
1 6,942°¢ 21,607¢ 0,242: 0,058¢ 1,120:
2 7,458: -1,495° | 0,018: 0,000:s -1,209¢
3 7,842 -2,480: | 0,000: | 5,95x1(® | -0,009¢
4 8,421: -3,795¢ | 0,016: 0,000: -0,425(
5 9,021: -4,980% | 0,040t 0,001¢ -0,814¢
6 9,851: -6,381( | 0,042 0,001¢ -0,664¢

Tabla 9: Movilidad electroosmética ) m?V.s, movilidad electroforética ) m?/V.s, velocidad
electroforéticaves (cm.s'), desviacion estandar (s), varianz3, (soeficiente de variacion (C.V.).

Extracto etandlico d€agetes erectpor electroforesis capilar de zona pH 9

No. Picos| X tiempo | X e X Uef s 5 C.V.
1 5,1137 29,333l 0,060¢ 0,003° 0,207
2 5,457: -1,846¢ | 0,024: 0,000¢ | -1,312¢
3 5,663( -2,845: | 0,030¢ 0,000¢ -1,071:
4 6,474¢ -6,165¢ | 0,015( 0,000z | -0,243¢
5 6,564 -6,483¢ | 0,027¢ 0,000¢ | -0,431:
6 6,673¢ -6,856¢ | 0,025t 0,000¢ -0,371¢
7 8,302( -11,265. | 0,031 0,000¢ | -0,278(
8 9,089’ -12,830( | 0,1457 0,021: -1,135¢
9 9,570z -13,659! | 0,018" 0,000: -0,137:
10 10,049 -14,405° | 0,182¢ 0,033¢ | -1,269:
11 11,557 -16,354¢ | 0,022 0,000t -0,136:
12 12,449( -17,283¢ | 0,007: | 5,49x1(° | -0,042¢
13 13,271t -18,030° | 0,002¢ | 7,88x1(° | -0,015¢

Tabla 10: Movilidad electroosmética @) m*V.s, movilidad electroforética ) m?V.s, velocidad
electroforéticare; (cm.s"), desviacion estandar (s), varianz3, (soeficiente de variacion (C.V.).
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Extracto etandlico deCalendula officinalispor cromatografia capilar electrocinética
micelar pH 9

No. Ficos | xtiempo | xto x k s g C.V.
1 3,038° 0,046: 0,002: 1,519(
2 3,078: 0,013( | 6,60x1(° | 4,36x1(C° 0,506:
3 3,133 0,031: 0,000: 5,34x1(® 0,740(
4 3,453: 0,136¢ 0,002° 7,78x1(° 2,038:
5 3,715( 0,223 0,001¢ 3,49x1(° 0,836¢
6 4,155¢ 0,369: 0,002 5,93x1(® 0,659¢
7 4,259¢ 0,403¢ 0,008: 6,88x1(> 2,055¢
8 4,423 0,457¢ 0,004: 1,84x1(¢° 0,937:
9 4,621 0,523: 0,002¢ 6,89x1(® 0,502(
10 4,919: 0,621¢ 0,002 5,85x1(® 0,389(
11 5,069¢ 0,671° 0,003( 9,10x1(® 0,449(
12 5,320( 0,754¢ 0,003t 1,25x1(° 0,468(
13 5,991¢ 0,977¢ 0,004« 1,91x1¢° 0,446
14 6,131¢ 1,024 0,005! 2,80x1(° 0,516¢
15 6,402¢ 1,114 0,002¢ 6,13x1(° 0,222:
16 6,815! 1,251 0,000: 1,07x1(’ 0,026:
17 7,375: 1,437" 0,001" 2,81x1(® 0,1167
18 8,121: 1,686 0,002: 5,03x1(° 0,133(
19 8,569¢ 1,835¢ 0,009( 8,18x1(> 0,4921
20 10,939t 2,628¢ 0,001( 1,01x1(° 0,038:

Tabla 11: Tiempo de retencién del soluto(tninutos), tiempo del flujo electroosmaéticp(tinutos) y k el
factor de retencion k, desviacién estandar (s)amaa (9), coeficiente de variacion (C.V.).

Extracto etandlico d&agetes erectpor cromatografia capilar electrocinética micelidr9

No. Picos| ¥ tiempo | ¥ to x k s g C.V.
1 5,239( 0,0241 0,000¢ 0,460(
2 59372 0,1341 | 0,001¢ 3,30x1(C° 1,354¢
3 6,690 0,278¢ | 0,0001 1,07x1C® 0,036¢
4 6,982¢ 0,3351 0,000z 3,37x1C® 0,054¢
5 7,678 0,469z | 0,003¢ 151x1C° 0,8281
6 9,364 0,794¢ 0,005¢ 3,53x1C° 0,7472
7 9,887: 0,8961 0,001¢ 3,28x1(° 0,2022
8 10,8731 1,087z | 0,001¢ 3,38x1(° 0,1692
9 12,093¢ 1,324« 0,001t 2,34x1C° 0,115¢
10 13255¢ 1,5507 0,008¢ 7,05x1C° 0,541¢
11 140697 1,709¢ | 0,002z 5,09x1C° 0,132(
12 212147 3,115¢ 0,0001 1,53x1C® 0,003¢

Tabla 12: Tiempo de retencién del soluto(tninutos), tiempo del flujo electroosmaéticp(tinutos) y k el
factor de retencion k, desviacién estandar (s)amaa (9), coeficiente de variacion (C.V.).
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Extracto acetdnico déalendula officinaligor electroforesis capilar de zona pH 2

No. Picos | X tiempo | ¥ Hec | X et S g C.V.
1 14,569¢ 0,208¢ 0,001( | 9,94Xx1(’ 0,477¢
2 14,870 | 10,086 0,016¢ 0,000: 0,163:

Tabla 13: Movilidad electroosmética @) m*V.s, movilidad electroforética ) m*V.s, velocidad
electroforéticaves (cm.s'), desviacion estandar (s), varianz3, (soeficiente de variacién (C.V.).

Extracto acetdnico déagetes erectpor cromatografia capilar electrocinética miceldr2

No. Picos | ¥ tiempo | X to x k s g C.V.
1 24,253! -0,219: | 0,000« | 2,20x1(’ -0,209:
2 28,505. -0,077¢ | 0,001¢ | 3,47x1(° -2,401¢
3 30,857 0,013: | 0,000: 0,042¢

Tabla 14: Tiempo de retenciéon del soluto(tminutos), tiempo del flujo electroosmético(tinutos) y k el
factor de retencion k, desviacién estandar (s)amaa (9), coeficiente de variacion (C.V.).

Extracto acetdnico déalendula officinalipor electroforesis capilar de zona pH 5

No. Picos | X tiempo | X plec s ¢ C.V.
1 6,230" 24,078t | 0,401t 0,161z 1,667:

Tabla 15: Movilidad electroosmética @) m*V.s, movilidad electroforética ) m?V.s, velocidad
electroforéticares (cm.s'), desviacion estandar (s), varianz3, (soeficiente de variacién (C.V.).

Extracto acetdnico deagetes erectpor electroforesis capilar de zona pH 5

No. Picos | ¥ tiempo | ¥ pec s g C.V.
1 7,586 19,771¢ | 0,063¢ 0,004: 0,323:

Tabla 16: Movilidad electroosmética @) m?%V.s, movilidad electroforética ) m?V.s, velocidad
electroforéticares (cm.s"), desviacion estandar (s), varianz3, (soeficiente de variacién (C.V.).

Extracto acetonico deCalendula officinalispor cromatografia capilar electrocinética
micelar pH 5

No. Picos | ¥ tiempo | X to xk S g C.V.
1 8,995¢ 0,015: 0,000: 0,169¢
2 9,381¢ 0,043 | 0,000¢ | 8,05x1(’ 2,072:

Tabla 17: Tiempo de retencién del soluto(tninutos), tiempo del flujo electroosmaéticp(tinutos) y k el
factor de retencion k, desviacién estandar (s)amaa (9), coeficiente de variacion (C.V.).
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Extracto acetdnico deagetes erectgor cromatografia capilar electrocinética miceldrs

C.V.
0,622¢

X to s <
0,042¢ 0,001¢

No. Picos
1 6,839:

Tabla 18: Tiempo del flujo electroosméticg fminutos), desviacién estandar (s), varianZp (weficiente de
variacién (C.V.).

Extracto acetdnico déalendula officinalipor electroforesis capilar de zona pH 9

No. Picos | ¥ tiempo | ¥ Hec X et s § C.V.
1 6,230" 24,074 0,134¢ 0,018: 0,558¢
2 11,211 -10,695: 0,019: 0,000¢ | -0,181(
3 23,272 -17,628t¢ 0,085¢ 0,007 -0,486"

Tabla 19: Movilidad electroosmética @) m*V.s, movilidad electroforética ) m*V.s, velocidad
electroforéticaves (cm.s'), desviacion estandar (s), varianz3, (soeficiente de variacién (C.V.).

Extracto acetdnico dEagetes erectpor electroforesis capilar de zona pH 9

No. Picos | X tiempo | ¥ pec X U s g C.V.
1 5,047: 29,723t 0,400° 0,160¢ 1,348:
2 5,355¢ -1,717: 0,026( 0,000 -1,512¢
3 8,592¢ -12,266¢ | 0,062( 0,003¢ -0,505:
4 9,903¢ -14,577: 0,006 | 4,47x1C> | -0,045¢
5 11,213( -16,346: | 0,027¢ | 0,000¢ -0,169:

Tabla 20: Movilidad electroosmética @) m*V.s, movilidad electroforética ) m?V.s, velocidad
electroforéticaves (cm.s'), desviacion estandar (s), varianz3, (soeficiente de variacién (C.V.).

Extracto acetonico deCalendula officinalispor cromatografia capilar electrocinética
micelar pH 9

No. Picos | ¥ tiempo | X to x k s g C.V.
1 11,714 0,011: | 0,000: 0,096
2 12,892 0,101¢ 0,001¢ | 3,63x1(° 1,869«
3 13,173 0,126: 0,000¢ | 7,06x1(’ 0,665
4 14,469: 0,238¢ 0,001¢ | 1,75x1(° 0,554«
5 15,362¢ 0,316: 0,002: | 6,02x1(° 0,776(
6 22,717! 0,961: 0,001: | 1,54x1(° 0,129:

Tabla 21: Tiempo de retencién del soluto(tninutos), tiempo del flujo electroosmaéticp(tinutos) y k el
factor de retencion k, desviacion estandar (s)amaa (9), coeficiente de variacion (C.V.).
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Extracto acetdnico déagetes erectpor cromatografia capilar electrocinética miceldr9

No. Picos | ¥ tiempo | X to x k s g C.V.
1 5,444; 0,036: | 0,001: 0,669
2 6,190° 0,137¢ 0,003: 9,77x1(° 2,266
3 8,580! 0,581( | 0,000: | 1,13x1(" | 0,057¢
4 10,041¢ 0,853: 0,013¢ | 0,000: 1,638(
5 11,226° 1,074: 0,002: 5,15x1C° | 0,211«
6 16,034¢ 1,977(C | 0,010¢ | 0,000: 0,535¢
7 19,655¢ 2,662’ 0,003’ 1,38x1(° | 0,139¢

Tabla 22: Tiempo de retencién del soluto(tninutos), tiempo del flujo electroosmaéticp(tinutos) y k el
factor de retencion k, desviacién estandar (s)amaa (9), coeficiente de variacion (C.V.).

Extracto hexanico deCalendula officinalis por cromatografia capilar electrocinética
micelarpH 2

No. Picos| xto S 5 C.V.
1 27,895¢| 0,006¢ 4,10X1('5 0,023(

Tabla 23: Tiempo del flujo electroosméticg minutos), desviacion estandar (s), varianZp (eeficiente de
variacién (C.V.).

Extracto hexanico deCalendula officinalis por cromatografia capilar electrocinética
micelarpH 5

C.V.
0,221¢

Tabla 24: Tiempo del flujo electroosméticg minutos), desviacién estandar (s), varianZp (eeficiente de
variacién (C.V.).

No. Picos| xto s <
1 7,885 | 0,017t 0,000:¢

Extracto hexanico d€agetes erectpor cromatografia capilar electrocinética miceldrs

No. Picos | ¥ tiempo | X to x k s g C.V.
1 8,007 0,023( 0,000¢ 0,287¢
2 14,729 0,852. | 0,003° 1,37x1C° 0,435(

Tabla 25: Tiempo de retenciéon del soluto(tminutos), tiempo del flujo electroosmaético(tinutos) y k el
factor de retencion k, desviacion estandar (s)amaa (9), coeficiente de variacion (C.V.).
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Extracto hexanico deCalendula officinalis por cromatografia capilar electrocinética
micelarpH 9

No. Picos | ¥ tiempo | X to x k S $ C.V.
1 5,646: 0,006: | 4,11x1CC | 0,113
2 7,885 0,399¢ | 0,0017 | 3,07x1(’ 0,438
3 18,405t 2,303 | 0,003 | 9,95x1C" | 0,137

Tabla 26: Tiempo de retencién del soluto(tninutos), tiempo del flujo electroosmaéticp(tinutos) y k el
factor de retencion k, desviacién estandar (s)amaa (9), coeficiente de variacion (C.V.).

Extracto hexanico d€agetes erectgor cromatografia capilar electrocinética miceldrd

No. Picos| Xtiempo | Xto x k s g C.V.
1 6,0827 0,0142 0,0002 0,2341
2 9,284 0,5312 0,0015 2,32xt0 0,2867
3 16,468 1,7359 0,0018 3,18x10 0,1027
4 16,6266 1,7627 0,0015 2,19x10 0,0839
5 23,406 2,9162 0,0014 2,01x10 0,0487

Tabla 27: Tiempo de retenciéon del soluto(tminutos), tiempo del flujo electroosmético(tminutos) y k el
factor de retencion k, desviacion estandar (s)amaa (9), coeficiente de variacion (C.V.).
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ANEXO No.2

Contraste de significacion
Los resultados de un método analitico nuevo slgu contrastar mediante
comparacion con los obtenidos utilizando un segumétwdo (quiza uno de referencia). En
este caso tenemos dos medias muestraleg x,. Tomando como hipotesis nula que los
dos métodos proporcionen el mismo resultado, s Heggl; = |, Se necesita probar si;(
- X,) difieren significativamente de cero. Si las dasgestras tienen desviaciones estandar
gue no son significativamente diferentes, se pwadigilar una estimacion conjunta de la
desviacion estandar, s, a partir de las dos deswex estandar individuales ¥ $. Para
decidir si la diferencia entre las dos medias mmakestx; y X,, es significativa, es decir
para contrastar la hipoétesis nula; bh = |z, se calcula es estadistico t:
(X1 — X3)
1 1

S |— J—
n1+n2

donde s se calcula a partir de:

(ny — DS7 + (n, — 1)83
(ny +ny —2)

y t tienen, + n, — 2 grados de libertad.

§% =

Este método supone que las muestras se extraephbiiecipnes con desviacion
estandar iguales.

Cuando sea poco probable que las desviacionesdastda las poblaciones sean
iguales, no es muy adecuado mezclar las desviaciestédndar muestrales para dar una
estimacion global o conjunto de la desviacidnretdd Un método aproximado en estas
circunstancias se propone a continuacién. Paraastat H: |; = K cuando no puede
suponerse que las dos muestras procedan de polgaaon desviacion estandar iguales,
se calcula el estadistico t donde:

‘= (%1 — X3)
n n

Con grados de libertad:
sz 2\
214 22
<n1 nz)
g.l.= T T
( » * » )
nf(n; —1) ni(n,—1)

redondeandose el valor obtenido a un nimero ehtero
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TABLA No. 27

Desviacion estandar significativamente diferente pi2 CZE

t, P (0,10) P(0,05) P (0,02) P (0,01)
7,88 2,13 2,78 3,75 4,60
n =3 x,= 8,5311 S=0,1084

N, =3 %,= 7,7656 50,1287

t= 3,89~ 4

Ho = La movilidad media del pico es la misma paradies plantas.

H; = La movilidad media del pico es diferente parades plantas.

Ho=M - =0

Hi= [ - o #0

Sustituyendo los valores en la ec. (3), obtenetr08,88 y de la ec. (4) g.l.= 3,884.

P(0,10): Se rechaza la hipétesis nula, el valdraddculada se sitia fuera del intervalo de cozfian
P(0,05): Se rechaza la hipétesis nula, el valdraddculada se sitta fuera del intervalo de comfian
P(0,02): Se rechaza la hipétesis nula, el valdraddculada se sitia fuera del intervalo de cozfian
P(0,01): Se rechaza la hipétesis nula, el valdraddculada se sitia fuera del intervalo de coafian

to P (0,10) P( 0,05) P (0,02) P (0,01)
2,39 2,92 4,30 6,96 9,92
n=3 X1=7,9443 5= 0,0124

n,=3 X,= 71,7656 5= 0,1287

t= 2,04

Ho = La movilidad media del pico es la misma paradies plantas.

H; = La movilidad media del pico es diferente parades plantas.

Ho=M - =0

Hi= - 1#0

Sustituyendo los valores en la ec. (1), obtenetra®,39 y de la ec. (2) g.l.= 2,642.

P(0,10): Se acepta la hipétesis nula, el valoratdculada se sitia dentro del intervalo de comfian

P(0,05): Se acepta la hipétesis nula, el valoratdculada se sitia dentro del intervalo de comfian

P(0,02): Se acepta la hipétesis nula, el valoratddulada se sitia dentro del intervalo de comfian

P(0,01): Se acepta la hipétesis nula, el valoratddulada se sitda dentro del intervalo de comfian

to P (0,10) P( 0,05) P (0,02) P (0,01)
30,87 2,92 4,30 6,96 9,92
n =3 X,= 7,9443 S=0,0124

n,=3 X,=6,1819 5= 0,0981

t=2,06

Ho = La movilidad media del pico es la misma paradies plantas.

H; = La movilidad media del pico es diferente parades plantas.

Ho= -1 =0

Hi= - #0

Sustituyendo los valores en la ec. (1), obtenetr030,87 y de la ec. (2) g.l.= 2,662.

P(0,10): Se rechaza la hip6tesis nula, el valdroddculada se sitia fuera del intervalo de coafian

P(0,05): Se rechaza la hip6tesis nula, el valdroddculada se sitia fuera del intervalo de comfian

P(0,02): Se rechaza la hip6tesis nula, el valdroddculada se sitia fuera del intervalo de comfian

P(0,01): Se rechaza la hipétesis nula, el valdroddculada seitda fuera del intervalo de confian

t, P (0,10) P( 0,05) P (0,02) P (0,01)
313,06 2,92 4,30 6,96 9,92
n =3 X,=1,2931 5= 0,0056

n,=3 X,=0,2649 5= 0,0010 t=2,13

Ho = La movilidad media del pico es la misma paradias plantas.
H, = La movilidad media del pico es diferente parades plantas.
Ho=M1- =0
Hi= [ - #0

Sustituyendo los valores en la ec. (1), obtenetrd313,06 y de la ec. (2) g.l.= 2,22.

P(0,10): Se rechaza la hip6tesis nula, el valdroddculada se sitia fuera del intervalo de comfian
P(0,05): Se rechaza la hip6tesis nula, el valdroddculada se sitia fuera del intervalo de coafian
P(0,02): Se rechaza la hip6tesis nula, el valdroddculada se sitia fuera del intervalo de coafian
P(0,01): Se rechaza la hip6tesis nula, el valdroddculada se sitia fuera del intervalo de comfian
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TABLA No. 28

Desviacién estandar significativamente diferente pi9 CZE

t, P(0,10) P(0,05) P(0,02) P(0,01)
20,10 2,13 2,78 3,75 4,60
n =3 X,=-1,4957 = 0,0181

n=3 x,=-1,8464 = 0,0242

t= 3,70

Hp = La movilidad media del pico es la misma paradies plantas.

H; = La movilidad media del pico es diferente parades plantas.

Ho= -1 =0

Hi= -1 #0

Sustituyendo los valores en la ec. (1), obtenetra20,10 y de la ec. (2) g.l.= 3,74

P(0,10): Se rechaza la hip6tesis nula, el valdroddculada se sitia fuera del intervalo de coafian

P(0,05): Se rechaza la hip6tesis nula, el valdroddculada se sitia fuera del intervalo de coafian

P(0,02): Se rechaza la hip6tesis nula, el valdraddculada se sitia fuera del intervalo de comfian

P(0,01): Se rechaza la hipétesis nula, el valdroddculada se sitia fuera del intervalo de comfian

to P(0,10) P(0,05) P(0,02) P(0,01)
20,73 2,92 4,30 6,96 9,92
n=3 X1=-2,4803 S 0,0002

n,=3 X,=-2,8453 S 0,0305

t= 2,00

Hp = La movilidad media del pico es la misma paradies plantas.

H, = La movilidad media del pico es diferente parades plantas.

Ho=M1- =0

Hi= - #0

Sustituyendo los valores en la ec. (1), obtenetra20,73 y de la ec. (2) g.l.= 2,00.

P(0,10): Se rechaza la hip6tesis nula, el valdroddculada se sitia fuera del intervalo de comfian

P(0,05): Se rechaza la hip6tesis nula, el valdroddculada se sitia fuera del intervalo de coafian

P(0,02): Se rechaza la hip6tesis nula, el valdroddculada se sitia fuera del intervalo de comfian

P(0,01): Se rechaza la hip6tesis nula, el valdroddculada se sitia fuera del intervalo de coafian

to P(0,10) P(0,05) P(0,02) P(0,01)
-8,29 2,92 4,30 6,96 9,92
n=3 X1=-6,3810 5= 0,0424

n=3 X,=-6,1656 5= 0,015

t=2,49=2

Ho = La movilidad media del pico es la misma paradies plantas.

H; = La movilidad media del pico es diferente parades plantas.

Ho=M - =0

Hi= - #0

Sustituyendo los valores en la ec. (1), obtenetro$,29 y de la ec. (2) g.l.= 2,49.

P(0,10): Se rechaza la hip6tesis nula, el valdroddculada se sitia fuera del intervalo de coafian

P(0,05): Se rechaza la hip6tesis nula, el valdroddculada se sitia fuera del intervalo de comfian

P(0,02): Se rechaza la hipotesis nula, el valdraddculada se sitia fuera del intervalo de comfian

P(0,01): Se acepta la hipétesis nula, el valoraiddulada se sitda dentro del intervalo de comfian

t, P(0,10) P(0,05) P(0,02) P(0,01)
3,49 2,13 2,78 3,75 4,60
n =3 X,=-6,3810 5= 0,0424

n=3 X,=-6,4835 S= 0,028

t=3,46=3

Ho = La movilidad media del pico es la misma paradies plantas.

H; = La movilidad media del pico es diferente parades plantas.
Ho=-1=0

Hi= [ - o #0

Sustituyendo los valores en la ec. (1), obtenetrd3,49 y de la ec. (2) g.l.= 3,46
P(0.10): Se rechaza la hip6tesis nula, el valdroddculada se sitia dentro del intervalo de cozfia
P(0.05): Se rechaza la hip6tesis nula, el valdraddculada se sitia dentro del intervalo de cozfia

P(0.02): Se acepta la hipétesis nula, el valoratdculada se sitia dentro del intervalo de comfian
P(0.01): Se acepta la hipétesis nula, el valoraiddulada se sitda dentro del intervalo de comfian
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3 P(0,10) P(0,05) P(0,02) P(0,01)
16,64 2,35 3,18 4,54 5,84
=3 %,= -6,3810 S 0,0424

np =3 x,= -6,8564 50,0255

t=3,27~3

Ho = La movilidad media del pico es la misma paradies plantas.

H;= La movilidad media del pico es diferente parades plantas.

Ho=M - =0

Hi= - 1#0

Sustituyendo los valores en la ec. (1), obtenetr06,64 y de la ec. (2) g.l.= 3,27.
P(0,10): Se rechaza la hip6tesis nula, el valdraddculada se sitia fuera del intervalo de comfian
P(0,05): Se rechaza la hip6tesis nula, el valdroddculada se sitia fuera del intervalo de coafian

P(0,02): Se rechaza la hip6tesis nula, el valdroddculada se sitia fuera del intervalo de comfian
P(0,01): Se rechaza la hipétesis nula, el valdroddculada se sitia fuera del intervalo de comfian
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TABLA No. 29

Desviacidn estandar significativamente diferente pt9 MECC

ty P(0,10) P(0,05) P(0,02) P(0,01)
1,51 2,35 3,18 4,54 5,84
n =3 x,=0,1369 5= 0,0028

n=3 x,=0,1340 = 0,0018

t=3,4%3

Hp = La movilidad media del pico es la misma paradies plantas.

H; = La movilidad media del pico es diferente parades plantas.

Ho= -1 =0

Hi= [ - o #0

Sustituyendo los valores en la ec. (1), obtenetrok,51 y de la ec. (2) g.l.= 3,41

P(0,10): Se acepta la hipétesis nula, el valoraiddulada se sitda dentro del intervalo de comfian

P(0,05): Se acepta la hipétesis nula, el valoratddulada se sitia dentro del intervalo de comfian

P(0,02): Se acepta la hipétesis nula, el valoratédulada se sitia dentro del intervalo de comfian

P(0,01): Se acepta la hipétesis nula, el valoraiddulada se sitda dentro del intervalo de comfian

to P(0,10) P(0,05) P(0,02) P(0,01)
20,73 2,92 4,30 6,96 9,92
n=3 X,=0,2234 5= 0,0019

n,=3 x,=0,2789 5= 0,0001

t=2,01~ 2

Hp = La movilidad media del pico es la misma paradies plantas.

H, = La movilidad media del pico es diferente parades plantas.

Ho=M1- =0

Hi= - 1#0

Sustituyendo los valores en la ec. (1), obtenetra20,73 y de la ec. (2) g.l.= 2,01.

P(0,10): Se rechaza la hip6tesis nula, el valdroddculada se sitia fuera del intervalo de comfian

P(0,05): Se rechaza la hip6tesis nula, el valdroddculada se sitia fuera del intervalo de coafian

P(0,02): Se rechaza la hip6tesis nula, el valdroddculada se sitia fuera del intervalo de comfian

P(0,01): Se rechaza la hipétesis nula, el valdroddculada se sitia fuera del intervalo de comfian

to P(0,10) P(0,05) P(0,02) P(0,01)
24,51 2,92 4,30 6,96 9,92
n =3 X;= 0,3691 5= 0,0024

n=3 x,=0,3351 3= 0,0001

t=2,00

Ho = La movilidad media del pico es la misma paradies plantas.

H, = La movilidad media del pico es diferente parades plantas.

Ho= - =0

Hi= [ - #0

Sustituyendo los valores en la ec. (1), obtenetra24,51 y de la ec. (2) g.l.= 2,00

P(0,10): Se rechaza la hipétesis nula, el valoraddulada se sitia fuera del intervalo de confianz

P(0,05): Se rechaza la hip6tesis nula, el valdroddculada se sitia fuera del intervalo de comfian

P(0,02): Se rechaza la hip6tesis nula, el valdraddculada se sitia fuera del intervalo de comfian

P(0,01): Se rechaza la hip6tesis nula, el valdroddculada se sitia fuera del intervalo de comfian

ty P(0,10) P(0,05) P(0,02) P(0,01)
-3,46 2,13 2,78 3,75 4,60
n =3 X,= 0,4576 S=0,0043

n,=3 x,=0,4692 5= 0,0039

t=3,96=4

Ho = La movilidad media del pico es la misma paradies plantas.
H, = La movilidad media del pico es diferente parades plantas.
Ho=-1=0
Hi= - #0

Sustituyendo los valores en la ec. (1), obtenetro$3,46 y de la ec. (2) g.l.= 3,96

P(0,10): Se acepta la hipétesis nula, el valoratdculada se sitia dentro del intervalo de comfian
P(0,05): Se acepta la hipétesis nula, el valoratddulada se sitia dentro del intervalo de comfian
P(0,02): Se acepta la hipétesis nula, el valoratdculada se sitia dentro del intervalo de comfian
P(0,01): Se acepta la hipétesis nula, el valoraiddulada se sitda dentro del intervalo de comfian
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t3 P(0,10) P(0,05) P(0,02) P(0,01)
-10,12 2,35 3,18 4,54 5,84
n=3 X,=0,7548 = 0,0035

n,=3 X,=0,7949 5= 0,0059

t=3,25=3

Ho = La movilidad media del pico es la misma paradies plantas.

H; = La movilidad media del pico es diferente parades plantas.

Ho=-1=0

Hi= - 1#0

Sustituyendo los valores en la ec. (1), obtenetr04.0,12y de la ec. (2) g.l.= 3,25.

P(0,10): Se rechaza la hip6tesis nula, el valdroddculada se sitia fuera del intervalo de comfian

P(0,05): Se rechaza la hip6tesis nula, el valdroddculada se sitia fuera del intervalo de comfian

P(0,02): Se rechaza la hip6tesis nula, el valdroddculada se sitia fuera del intervalo de comfian

P(0,01): Se rechaza la hipétesis nula, el valdroddculada se sitia fuera del intervalo de comfi

ty P(0,10) P(0,05) P(0,02) P(0,01)
-39,89 2,35 3,18 4,54 5,84
n =3 X,=0,9777 S=0,0044

n=3 x,=1,0872 3= 0,0018

t=2,65=3

Ho = La movilidad media del pico es la misma paradies plantas.

H; = La movilidad media del pico es diferente parades plantas.

Ho= -1 =0

Hi= -1 #0

Sustituyendo los valores en la ec. (1), obtenetr0o39,89 y de la ec. (2) g.l.= 2,65.

P(0,10): Se rechaza la hip6tesis nula, el valdroddculada se sitia fuera del intervalo de coafian

P(0,05): Se rechaza la hip6tesis nula, el valdroddculada se sitia fuera del intervalo de coafian

P(0,02): Se rechaza la hipotesis nula, el valdroddculada se sitia fuera del intervalo de comfian

P(0,01): Se rechaza la hipétesis nula, el valdroddculada se sitla fuera (intervalo de confianz

t, P(0,10) P(0,05) P(0,02) P(0,01)
-19,49 2,92 4,30 6,96 9,92
n=3 X,=1,0242 == 0,0053

n,=3 X,=1,0872 5= 0,0018

t=2,45=2

Ho = La movilidad media del pico es la misma paradies plantas.

H; = La movilidad media del pico es diferente parades plantas.

Ho=M - =0

Hi= - 1#0

Sustituyendo los valores en la ec. (1), obtenetr04.9,49 y de la ec. (2) g.l.= 2,45.

P(0,10): Se rechaza la hip6tesis nula, el valdroddculada se sitia fuera del intervalo de comfian

P(0,05): Se rechaza la hip6tesis nula, el valdroddculada se sitia fuera del intervalo de coafian

P(0,02): Se rechaza la hip6tesis nula, el valdroddculada se sitia fuera del intervalo de coafian

P(0,01): Se rechaza la hipétesis nula, el valdroddculada se sitia fuera del intervalo de comfian

{4 P(0,10) P(0,05) P(0,02) P(0,01)
15,18 2,13 2,78 3,75 4,60
n =3 X1=1,1142 = 0,0025

n=3 x,=1,0872 3= 0,0018

t=3,63=4

Ho = La movilidad media del pico es la misma paradies plantas.
H, = La movilidad media del pico es diferente parades plantas.
Ho=M1- =0
Hi= [ - #0

Sustituyendo los valores en la ec. (1), obtenetrok5,18 y de la ec. (2) g.l.= 3,63.

P(0,10): Se rechaza la hip6tesis nula, el valdroddculada se sitia fuera del intervalo de comfian
P(0,05): Se rechaza la hip6tesis nula, el valdroddculada se sitia fuera del intervalo de coafian
P(0,02): Se rechaza la hip6tesis nula, el valdroddculada se sitia fuera del intervalo de coafian
P(0,01): Se rechaza la hip6tesis nula, el valdroddculada se situa fuera del intervalo de comfian
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Desviacion estandar significativamente iguales pHRIECC

t, P(0,10) P(0,05) P(0,02) P(0,01)
86,56 2,13 2,78 3,75 4,60

n =3 %,= 1,4377 S 0,0017

N =3 %,= 1,3244 S=0,0015

t=4

Ho = La movilidad media del pico es la misma paradies plantas.

H; = La movilidad media del pico es diferente parades plantas.
Ho=-1=0

Hi= - #0

Sustituyendo los valores en la ec. (1), obtenetrd®6,56 y de la ec. (2) g.l.= 4.
P(0,10): Se rechaza la hip6tesis nula, el valdroddculada se sitia fuera del intervalo de comfian
P(0,05): Se rechaza la hip6tesis nula, el valdroddculada se sitia fuera del intervalo de coafian

P(0,02): Se rechaza la hipotesis nula, el valdraddculada se sitia fuera del intervalo de comfian
P(0,01): Se rechaza la hipétesis nula, el valdroddculada se sitia fuera del intervalo de comfian

Desviacién estandar significativamente diferente pt9 MECC

t, P(0,10) P(0,05) P(0,02) P(0,01)
27,05 2,92 4,30 6,96 9,02

n =3 %,= 1,6863 S 0,0022

n, =3 %,= 1,5507 S 0,0084

t=2.27

Ho = La movilidad media del pico es la misma paradies plantas.

H;= La movilidad media del pico es diferente parades plantas.

Ho= - =0

Hi= [ - #0

Sustituyendo los valores en la ec. (1), obtenetra?7,05 y de la ec. (2) g.l.= 2,27.
P(0,10): Se rechaza la hip6tesis nula, el valdroddculada se sitia fuera del intervalo de comfian
P(0,05): Se rechaza la hip6tesis nula, el valdroddculada se sitia fuera del intervalo de coafian

P(0,02): Se rechaza la hip6tesis nula, el valdroddculada se sitia fuera del intervalo de comfian
P(0,01): Se rechaza la hipétesis nula, el valdraddculada se sitia fuera del intervalo de comfian

Desviacion estandar significativamente iguales pHRIECC

t, P(0,10) P(0,05) P(0,02) P(0,01)
23,55 2,92 4,30 6,96 9,92

N =3 x%,= 1,8359 S 0,0090

N =3 x%,= 1,7096 50,0023

t=2,26~2

Ho = La movilidad media del pico es la misma paradies plantas.

H, = La movilidad media del pico es diferente parades plantas.

Ho= -1 =0

Hi= [ - #0

Sustituyendo los valores en la ec. (1), obtenetra33,55 y de la ec. (2) g.l.= 2,26.
P(0,10): Se rechaza la hip6tesis nula, el valdroddculada se sitia fuera del intervalo de coafian
P(0,05): Se rechaza la hip6tesis nula, el valdroddculada se sitia fuera del intervalo de coafian

P(0,02): Se rechaza la hip6tesis nula, el valdroddculada se sitia fuera del intervalo de comfian
P(0,01): Se rechaza la hip6tesis nula, el valdroddculada se sitia fuera del intervalo de comfian
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ANEXO No. 3
Andlisis fitoquimico

Las pruebas fitoquimicas son sencillas, sensiklgsecificas y rapidas de realizar.
Las reacciones de coloracion y precipitacion nosngien observar la existencia de
determinados compuestos quimicos en las plantass Essayos fitoquimicos cualitativos
se pueden realizar sobre la misma droga, entetdverfzada, o sobre extractos a partir de
la droga con diferentes disolventes. En este aasaliolventes utilizados son: etandlico,
acetoénico y hexanico.

Los principios activos existentes en las plantasdiomales provienen del
metabolismo secundario y esos se encuentran emréggms en porcentaje raramente
superior al 1%, son por ello moléculas poco abutadaa inmersas en células vegetales
junto a otras moléculas, muchas de las cualesmgsestructuras muy relacionadasr
lo que la fitoquimica permite aislar e identifi¢éas principios activos de numerosas plantas
con importante actividad biol6gica.

Debido a que se ha lidiado con bajas concentragidaecomponentes, este trabajo
no se dirige a la obtencion de principios activgisp al hecho de comprobar la existencia
de algunos de ellos. Por lo que este analisis edafoentalmente cualitativo y no
cuantitativo.
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Metabolito
secundario

Caracteristicas fisicas y quimicas

Accion farmacoloégica

Ejemplo de la estructura

Alcaloides

Sustancias naturales de origen vegetal.
Compuestos constituidos de N, C, H, O
S.

Actividad éptica. p.f. <200.

Los alcaloides en su forma base son p
solubles en agua, mientras en forma de
son hidrosolubles. Se dividen en 3 grup
alcaloides verdaderos; con el nitrége
heterociclico y procedente de aminoacid
protoalcaloides; son aminas simples (
caracter basico, nitrégeno no heterociclic
formado de aminoacidos,
pseudoalcaloides; propiedades idéntica
los alcaloides verdaderos, pero que
proceden de aminoacids.

Los alcaloides oxigenados, son sélidos
color blanco de sabores amargos
cristalizables, también son bases terciarig
sales de amonio cuaternario. Los alcaloi
gque se encuentran no oxigenados,
liquidos oleaginosos y volatiles con un o
caracteristico y suelen poseer funcion
amina secundari&’

La actividad farmacologica de Iq
glcaloides se da en dosis muy baj
Son sustancias muy téxicas. Debid
la gran cantidad de compuestos }
peas estructuras tan variadas
sgilicaciones son distintas. S
oantifibrilantes, espasmolitico
nbloqueantes neuro-musculare
oantimalaricos, anticancerigenag
actividad sedante, se utiliza ¢
pastados de ansiedad, insomiic
yantiinflamatorio, antipirética
s aatihiperglucémica, tienen efec
remtiséptico intestinal de&ryptolepis
sanguinolentay Mahonia aquifolium
de actividad  antipsériatica
antihelmintica erEvodia rutaecarpa
asantiagregante plaquetaea Melicope
desnfusay efecto antiséptico intestin
sen Corydalis pallida>®
cantimicrobiand y citotoxica frente]
de carcinoma humar@.

Fig. 31 Ejemplos de

alalcaloides oxigenados
(cafeina) y nitrogenados
(nicotina)

Saponinas

Son heterésidos que constan de una
glucidica (con 1 6 mas azUcares) y de
genina (parte no glucidica), denoming
sapogenina, que puede ser de naturg
esteroide o triterpénica, por tanto de cara
poco polar. Los azlicares mas frecuer
son: la glucosa, arabinosa, ramng

paate accion farmacolégica de |z
LiIsaponinas triterpénicas se basan e
daoder protector de la pared vascu
lazmotonico, antiinflamatorio
cteicatrizante, adaptégen
tegpectorante, antitusivo, antiulceros
sagdaptogeno, balsdmico. Hablando

galactosa y xilosa y en los saponésiddas saponinas esteroidicas, se utiliz

triterpénicos frecuente el Aaci
glucurénico®
Saponinas triterpenicas 4 (pentaciclicag

y tetraciclicas). Las saponinas triterpéni

es

pentaciclicas son mas frecuentes, sus grumasacteristico

representativos sofizamirina yo-amirina y
lupeol. Las saponinas triterpénic
tetraciclicas, presentan la estructura b
del dammarano. Saponinas estereoid
(C,7): Las monodesmosidicas (en las que
une la parte azucarada por una g
posicion.

Las saponinas son solubles en mez
hidroalcohdlicas e insolubles en disolven
organicos de media y baja polaridad.

embargo, las geninas libres en agua no
solubles, pero si en disolventes organi
apolares. Su principal propiedad fisica
que en solucibn acuosa son agern
tensoactivos, es decir, son capaces
formar espuma (poder afrégeno) y form
emulsiones. Son dificiles de cristalizar.

de esteroide
antihemorroidal

dacomo fuente

venotonico,
diurético®
cas El poder hemolitico e
de las saponin
triterpénicas, ya que interaccion
ason el colesterol de la membrana
sices eritrocitos. La mayoria de las
csaponinas son ictiotdxicos, es de
sen téxicos para animales de san
oleia, sobre todo para los pecés.

clas
tes
5in
son
cos
es
tes
de
ar

H,C

50,

de HyC
, {9 32 Sapondsido esteroidi

(Ruscdsido)

as
AN
g&\ _GlcA
5 o” o

Cir,

gElg 33 Sapondésido triterpénic
(Glicirricina).

Lo

o
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Metabolito
secundario

Caracteristicas fisicas y quimicas

Accion farmacolégica

Ejemplo de la estructura

Triterpenos

Son productos naturales cuya estrug
consta de 30 C de seis unidades
isoprend® Se distinguen cuatro clase
triterpenos de cadena abierta, triterpe
triciclicos, triterpenos tetraciclicos
triterpenos pentaciclicos. El escualeno eg
triterpeno de cadena abierta, considerad
precursor de los demds triterpenos
esterole$?

Un ejemplo de los triterpenos triciclicos
la ambreira, del ambar de la ballena. |
triterpenos tetraciclicos son algo m
abundantes, por ejemplo: el lanosterol. |
triterpenos pentaciclicos se encuentran 1
difundidos entre las plantas, aparecen li
0 combinados (como aglicones) c
diversos azucares, entre ellos tenemaos- |
amirina y el acido  oleandlicg

tdra pesar de los limitados us(
deportados para los triterpenos,

sestdn haciendo investigaciones

nesta linea y los resultados indican
ygran potencial que tienen con
dnogas y posibles agroquimicos.

pesdte sentido se puede menciona
neconocida actividad antiinflamator
del calenduladiof*

es

L0S

as

L0S

nuy

res

on

a

principalmente de las hojas de olivo, corte¢za

del guayaco y la remolach%®’ >®

a
Fig. 34 Escualeno

Taninos

Nombre comun aplicado a varios produ
vegetales, tanto amorfos como cristalinos
Tienen composiciones diferentes.

Tienen un ligero olor caracteristico y
color que va desde el amarillo al casta
oscuro. La exposicion a la luz oscurece
color. Sabor amargo y astringentes,
disuelven con facilidad en agua, alcoho
acetona, pero son insolubles en bence
éter o cloroformo. A 210°C s
descomponen produciendo diéxido
carbono y pirogalol. La propiedad quimi
que determina la mayoria de ¢
aplicaciones es la rapida precipitacion q
se produce al mezclarlos con albumi
gelatina, y con sales alcaloideas
metalicas?

Los taninos vegetales se clasifican en
grupos:  Taninos  hidrolizables;  sq
polimeros heterogéneos que contier
acidos fendlicos, sobre todo acido gélicq
azucares simples, son mas pequefios qu
taninos condensados y se hidrolizan n
facilmente®® Los taninos condensados
catéquicos también conocidos
procianidinas o catéquicos, son polime
arométicos multihidroxilados, basados
una unidad flavonoide de 15 carbon
(CsC3Cs), son conocidos por su ampl
distribucién en la naturaleZa.

ctB8e caracterizan por poseer accio
. antidiarreicas, astringente
cicatrizantes y hemostaticos.
n
1fio
su
se
y
2No,
e
de
ca

e los
nas
0]

como

ros
en
os
ia

nes

n

HO OH

OH
Fig. 35 Taninos hidrolizables

Fig. 36. Taninos condensado

69




Metabolito Propiedades fisicas y quimicas Accion farmacolégica Ejemplo de la estructura
secundario
Flavonoides | Los flavonoides son pigmentos naturgles general los flavonoides son

presente’s en plantas superioresprotectores capilares y venoso

principalmente en las partes aéreas: hqgj&voreciendo la correcta sintesis

flores y frutos. Las principales familias queolageno, inhiben la agregaci o

contienen flavonoides son:
Su nombre deriva del latin flavus: amaril
dan colores a las flores.

Los flavonoides son

polifendlicos que presentan un esqueleto

15C (G-Cs-Cq) de tipo 2-fenil benzopirona, protectores de la pared vascufar.

compuesto de dos anillos de fenilos (A 'y
ligados a través de un anillo C de pira
(heterociclicof.y
Los flavonoides se encuentran ligadog
moléculas de carbohidratos y se
denomina glicésidos, y cuando no tien
ligadas moléculas de carbohidratos se
denomina agliconas flavonoides, |
glicosidos pueden ser de dos clases: cor

carbohidratos ligados a través de atomos de

oxigeno (enlace hemiacetal), es decir cq
O-glicésidos; o con los carbohidrat

ligados a través de enlaces C-C, es decir

como C-glicésidos.
La solubilidad depende de la forma en ¢
se encuentren y el nimero y clase de
sustituyentes presentes. Los glicésidos
solubles en agua y alcohol. Las aglicof
flavonoides altamente hidroxiladas s
solubles en alcohol (etanol, metanol y
butanol), mientras que las poc
hidroxiladas lo son en solventes como €
etilico, acetato de etilo y acetona. L
agliconas flavonoides altamen
metoxiladas son solubles en disolven
menos polares como éter de petréled
cloroformo. Los glicésidos flavonoides s
sélidos amorfos que se funden ¢
descomposicién, mientras que [
correspondientes agliconas son soli
cristalinos®®

Para su estudio sistematico los mas de 4
flavonoides naturales se han clasificado
varias clases de acuerdo con las varia
estructurales que presenta la cadena ce
C;. De acuerdo con esto los flavonoides|
clasifican en varios grupos:
flavonoles, dihidroflavonoles, flavanong
isoflavona, chalconas, auronas, isoflavor

catequinas, antocianos y leucoantocianos.

Diferentes tipos de flavonoides realiz
funciones muy diversas en la plan

Rutaceaplaquetaria y muchos de ellos s
Poligonaceas, Asteraceas y Umbeliféfasprotectores

compuestpantiinflamatorias,

Flavonas,

hepéticos.  Algun
opresentan ademas propiedac
diuréticas, espasmolitical

antiagregan

géaquetario, protector ocular
B)

no

a
es
en
les
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los
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los
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en
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0
'9ig. 37 Estructura basica de
¥flavonoide

incluyendo la pigmentacion y la deferisa.
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Determinacion cualitativa de los metabolitos securadios presentes en las muestras de
Calendula officinalis

Objetivo

Realizar la marcha fitoquimica para los extractasaico, acetonico y hexanico de
Calendula officinalis para determinar la presencia de alcaloides, sag®ntriterpenos,
taninos y flavonoides.

Material y Equipo

1 Embudo Buchner mediano

1 Gradilla

1Matraz kitazato de 250mL
Pipetas Pasteur

Papel filtro No. 1

Trampa de vacio

10 Tubos de ensaye

1 Vaso de precipitado de 50mL

1 Parrilla eléctrica

3 Vasos de precipitado de 100mL
4 Matraces aforados de 100MI

1 Matraz aforado de 50mL

3 Pipetas volumétricas de 10mL, 5mL, 1mL.
Rotavapor

Reactivos

Agua destilada

Acido nitrico

Acido clorhidrico

Acido sulfdrico

Cloroformo

Hidroxido de sodio

Acido picrico

Cloruro de mercurio

Yoduro de potasio

Yodo resublimado

Nitrato de bismuto pentahidratado
Vainillina

Cloruro férrico

Acido silicotiingstico

Viruta de magnesio amalgamado
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Preparacion de soluciones

Reactivo HagerSolucién saturada de &cido picrico

Reactivo de MayerPesar 1,36g de cloruro de mercurio y disolver @ml6 de agua
destilada. Enseguida pesar 5g de yoduro de paast®mL de agua destilada. Mezclar las
soluciones y aforar a 100mL con agua destilada.

Reactivo de WagnerPesar 1,27g de yodo resublimado y disolver conl2dm agua
destilada agregarle 2g de yoduro de potasio, afot&0mL.

Reactivo de DrangendorfPesar 8g de nitrato de bismuto pentahidratadcsghdir con
20mL de acido nitrico. Pesar 27.2g de yoduro dagpoty disolver con 20mL de agua
destilada. Mezclar las dos soluciones y dejar pose durante 24hr. Decantar la solucion
(para separar los cristales de nitrato de potgsidyrar con agua los 100mL.

Reactivo de silicotungsticé@?esar 5g de acido silicotiingstico y disolver comP de &cido
sulftrico al 6N y aforar a 100mL.

Reactivo de RosenthaldPesar 1g de vainillina en 100mL de etanol.

Cloruro feérrico:Disolver 1,25¢g de cloruro férrico en 25mL de agiestilada y aforar a
50mL con alcohol metilico.

Reactivo de gelatin®esar 1g de gelatina y disolver con 30mL de agstlada caliente, y
agregarle 10g de cloruro de sodio agitar hastdwdisy finalmente aforar 100mL con agua
destilada.

Metodologia
Usar los extractos etanolico, acetonico y hexamewmificados de Calendula
officinalis.

Alcaloides

Una porcion del residuo se disuelve en acido dioido diluido (0,1M) y se filtra
hasta que el filtrado sea completamente transgarEhfiltrado se ensaya con los reactivos
para alcaloides: Mayer, Drangendorff, Wagner, Hag&cido silicotingstico. Resultado de
Mayer (precipitado color blanco crema), Drangerfd{pfecipitado anaranjado-marrén),

Wagner (precipitado color marron).
Nota: Una gota de reactivo, es suficiente para cpdeeba, comparar contra un estandar.

Saponinas

Disolver en un tubo de ensaye una porcion de resaiandlico con agua caliente,
agitar vigorosamente por algunos minutos. La forémde espuma estable por algunos
minutos con apariencia de panal de abejas se evagdsitiva.

Otra porcion del residuo se ensaya con el reackv®osenthaler: si afladimos al
extracto una gota del reactivo y una gota de asidfiirico concentrado; la aparicion de
colores rojo, rosa, verde, purpura o azul en kxfase se considera positiva.
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Triterpenos

Disolver una porcion del residuo, con 1mL de clorofo, agregar 1mL de
anhidrido acético y dejar resbalar por las pardeéésubo, dejar reposar en frio. Afadir 1 6
2 gotas de acido sulfarico concentrado: la aparidé colores rojo, rosa, verde, purpura o
azul en la interfase se considera positiva.

Taninos

Disolver con agua una porcién del extracto, filttamar dos alicuotas de 1mL para
las pruebas con cloruro férrico (la aparicion déorewiones verdes, azul o marrén se
considera positiva) y con reactivo de gelatina ¢sasidera positivo un precipitado
abundante).

Flavonoides
Una porcion del extracto se diluye con etanol ylisale en dos tubos. A un tubo

con el extracto diluido se le agrega un trocitovileta de magnesio amalgamado y se la
agregan unas gotas de acido clorhidrico conceni{iidaccion de Shinoda). La aparicion
de colores amarillo ocre se considera positiva plaoides.

Al otro tubo se le agregan unas gotas de hidroxidosodio diluido (0.1M) la
aparicién de amarillo o naranja se considera initizale la presencia de flavonoides.
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RESULTADOS

Pruebas E.E. E.A. E.H. Ejemplo de la estructura

Mayer +/- - -
Alcaloides | Drangendorff - - -

Wagner - - -

Hager - - - CH,

Acido silicotungstico - +/- - Nicotina

Espuma + - -
Saponinas

Rosenthaler + - - Glon__Gich

CHs
Sapondsido triterpénico
CH,
CH3
Triterpenos | Triterpenos + + +
Escualeno
. o] o)

Cloruro férrico + + - X~ R
Taninos

Gelatina + + - HO OH

OH
Tanino hidrolizable

Magnesio + + -
Flavonoides

Hidréxido de sodio + + -

Estructura basica de un flavonoie

Tabla 31: E.E. (Extracto Etandlico), E.A. (Extracto Acet@mic E.H. (Extracto Hexanico), + (positivo), -

(negativo), +/- (mas 6 menos).
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