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I INTRODUCCION

La medicina tradicional esta fuertemente arraigada en la sociedad mexicana siendo
preferida por un importante niumero de personas, sobre cualquier otro tipo de
tratamiento médico. Desempefia un papel ampliamente importante en comunidades
aisladas y de bajos recursos, siendo la Unica opcién conocida a la que la poblacién tiene
acceso en la mayoria de los casos (Bye R., Linares E., y Estrada E., 1995).

El uso de plantas medicinales para el tratamiento de diversas enfermedades es una
practica ampliamente difundida en el mundo desde tiempos remotos. Las plantas
medicinales constituyen la base de la medicina tradicional y representan una fuente
valiosa de compuestos bioldgicamente activos, y de prototipos para el desarrollo de
nuevos farmacos para la medicina moderna.

La cantidad de estudios fitoquimicos realizados a las plantas medicinales abarca un
numero limitado de especies que representa un porcentaje muy bajo comparado con la
diversidad de plantas medicinales de las que se conoce su existencia desde tiempos
prehispanicos (lllescas P., 2007).

El presente trabajo se basa en el estudio de dos extractos naturales Calendula
officinalis L., e Hippocratea excelsa K., mediante electroforesis capilar para establecer
una forma de identificacion de estas especies vegetales. Debido a la diversidad de
constituyentes quimicos que poseen han mostrado distintas actividades bioldgicas,
mismas que se correlacionan con las propiedades que se le atribuyen popularmente por
lo que también se lleva a cabo la cuantificacion de polifenoles totales mediante
espectrofotometria UV-Vis aunado a que estos metabolitos secundarios presentes en
los extractos forman parte de la actividad farmacoldgica que poseen las plantas
medicinales antes mencionadas.

Existen herramientas importantes para el analisis de sustancias fitoquimicas como la
cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR), cromatografia de gases, entre otras. No
obstante los dos métodos presentan grandes desventajas frente a la electroforesis
capilar, ya que esta técnica nos permite el analisis simultaneo de diferentes clases de
analitos en tiempos muy reducidos, y nos permite emplear pequefias cantidades de
muestra y de reactivos. Por ello se desarrollé6 una metodologia haciendo uso de la
electroforesis capilar de zona (ECZ) para realizar los perfiles electroforéticos de los
extractos etandlicos y, asi establecer una forma de identificaciéon “huella digital” de
estas especies vegetales.



Il. OBJETIVOS

Objetivo General

e Determinar el perfil electroforético de los extractos etandlicos de Calendula
officinalis L., e Hippocratea excelsa K., mediante la técnica de electroforesis capilar

empleada como método de identificaciéon de especies vegetales.

e Evaluar el contenido de polifenoles totales presentes en dichos extractos por
espectroscopia UV-Vis, empleando el reactivo de Folin Ciocalteu, con el fin de

conocer la cantidad de este tipo de metabolitos secundarios.

Objetivos Particulares

e Obtener los perfiles electroforéticos de los extractos de Calendula officinalis L., e
Hippocratea excelsa K. por electroforesis capilar a pH 9.3.

e Establecer la longitud maxima de absorcién (A max.) del complejo Folin-Rutina,
mediante espectrofotometria UV-Vis utilizado en la cuantificacion de polifenoles
totales.

e Preparar una curva de calibraciéon indirecta para llevar a cabo la cuantificacion de
polifenoles totales.

e Estimar la cantidad de polifenoles totales presentes en los extractos de Calendula

officinalis L. e Hippocratea excelsa K., mediante el método de Folin- Ciocalteu.



lll. GENERALIDADES

1.0 Métodos Fotométricos

La espectrofotometria UV-Visible es una técnica analitica que permite determinar la
concentracion de un compuesto en solucion. Se basa en que las moléculas absorben las
radiaciones electromagnéticas y a su vez que la cantidad de luz absorbida depende de
forma lineal de la concentracién. Para hacer este tipo de medidas se emplea un
espectrofotémetro, en el que se puede seleccionar la longitud de onda de la luz que
pasa por una solucién y medir la cantidad de luz absorbida por la misma.

El fundamento de la espectrofotometria se debe a la capacidad de las moléculas para
absorber radiaciones, entre ellas las del espectro UV-Visible. Las longitudes de onda de
las radiaciones que una molécula puede absorber y la eficiencia con la que se absorben
dependen de la estructura atdmica y de las condiciones del medio como: pH,
temperatura, fuerza idnica, constante dieléctrica, por lo que dicha técnica constituye un
valioso instrumento para la determinacién y caracterizacién de biomoléculas (Diaz N.,
Barcena J., Fernandez E., y Galvan A., 2003).

Las moléculas pueden absorber energia luminosa y almacenarla en forma de energia
interna. Esto permite poner en funcionamiento ciclos vitales como la fotosintesis en
plantas y bacterias. Cuando la luz (considerada como energia) es absorbida por una
molécula se origina un salto desde un estado energético basal o fundamental, “E1”, a
un estado de mayor energia (estado excitado), “E2”, y sdlo se absorbera la energia que
permita el salto al estado excitado. Cada molécula tiene una serie de estados excitados
(o bandas) que la distingue del resto de moléculas. Como consecuencia, la absorcion
que a distintas longitudes de onda presenta una molécula, su espectro de absorcidn
constituye una sefal de identidad de la misma. Por ultimo, la molécula en forma
excitada libera la energia absorbida hasta el estado energético fundamental.

excited
higher energy
triplet states

Whior
5 absorbed
= e
excitin
. |ighgt emitted .
fluorescence triplet
light states
S phosphorescence
0

ground state

Figura 1. Niveles de energia en una molécula.



En espectroscopia el término luz no sélo se aplica a la forma visible de radiacién
electromagnética, sino también a las formas UV e IR, que son invisibles. En
espectrofotometria de absorbancia se utilizan las regiones del ultravioleta (UV cercano,
de 195-400 nm) y el Visible (400-780 nm).
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Figura 2. Espectro electromagnético

La region UV se define como el rango de longitudes de onda de 195 a 400 nm. Los
compuestos con dobles enlaces aislados, triples enlaces, enlaces peptidicos, sistemas
aromaticos, grupos carbonilos y otros heterodtomos tienen su maxima absorbancia en
la region UV, por lo que ésta es muy importante para la determinacion cualitativa y
cuantitativa de compuestos organicos. Diversos factores como pH, concentracion de sal
y el disolvente alteran la carga de las moléculas, provocando desplazamientos de los
espectros UV (Miller N., y Miller J., 2008).

La fuente de radiacién ultravioleta es una lampara de deuterio. En la region visible del
espectrofotémetro apreciamos el color de una solucion que corresponde a las
longitudes de onda de luz que transmite, no que absorbe. El color que absorbe es el
complementario del color que transmite.

Por tanto, para realizar mediciones de absorcion es necesario utilizar la longitud de
onda en la que absorbe luz la solucién coloreada. La fuente de radiacion visible suele ser
una ldmpara de tungsteno y no proporciona suficiente energia por debajo de 320 nm.

LONGITUD DE ONDA COLOR DE LUZ QUE SE COLOR DE LUZ QUE SE REFLEJA U
APROXIMADA ABSORBE OBSERVA
390 - 435 Violeta Amarillo verdoso
435 - 490 Azul Amarillo
490 - 580 Verde Rojo
580 - 595 Amarillo Azul
595 - 650 Naranja Azul verdoso
650-780 Rojo Verde azulado




1.1 Transmitancia y Absorbancia

Cuando un rayo de luz de una determinada longitud de onda de intensidad (lo) incide
perpendicularmente sobre una disolucién de un compuesto quimico que absorbe luz o
cromoéforo, el compuesto absorberd una parte de la radiacién incidente (la) y dejard
pasar el resto (It), de forma que se cumple: lo=1la + It

La transmitancia (T) de una sustancia en solucién es la relacién entre la cantidad de
luz transmitida que llega al detector una vez que ha atravesado la muestra, It, y la
cantidad de luz que incidio sobre ella, lo, y se representa normalmente en tanto por
ciento: % T = It/lo x 100 La transmitancia nos da una medida fisica de la relacién de
intensidad incidente y transmitida al pasar por la muestra. La relacion entre %T y la
concentracion no es lineal, pero asume una relacién logaritmica inversa.

La absorbancia (A) es un concepto mas relacionado con la muestra puesto que nos
indica la cantidad de luz absorbida por la misma, y se define como el logaritmo de 1/T,
en consecuencia: A =log 1/T=-log T = -log It/ lo.

Cuando la intensidad incidente y transmitida son iguales (lo = It), la transmitancia es del
100% e indica que la muestra no absorbe a una determinada longitud de onda, y
entonces A vale log 1 =0.

La cantidad de luz absorbida dependera de la distancia que atraviesa la luz a través de
la solucion del cromoforo y de la concentracion de éste.

1.2 Ley de Lambert-Beer

Esta ley expresa la relacidon entre absorbancia de luz monocromatica (de longitud de
onda fija) y concentracién de un croméforo en solucion:

A=loglt/lo=¢g-cl

La absorbancia de una solucién es directamente proporcional a su concentracién a
mayor nimero de moléculas mayor interaccién de la luz con ellas; también depende de
la distancia que recorre la luz por la solucién a igual concentracién, cuanto mayor
distancia recorre la luz por la muestra, mas moléculas se encontrara; y por ultimo,
depende de g, una constante de proporcionalidad denominada coeficiente de extincién
qgue es especifica de cada croméforo. Como A es adimensional, las dimensiones de (g)
dependen de las de (C) y (). La segunda magnitud (It/lo) se expresa siempre en cm
mientras que la primera (c) se hace, siempre que sea posible, en M, con lo que las
dimensiones de (g) resultan ser: (M 'cm™). Este coeficiente asi expresado, en términos
de unidades de concentracién molar (o un submultiplo apropiado), se denomina
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coeficiente de extincién molar (eM). Cuando se desconoce el peso molecular del soluto,
la concentracion de la disolucién se expresa en otras unidades distintas de M, por
ejemplo g-L}, las dimensiones de (g) resultan ser distintas, por ejemplo g*-L-cm™, y al
coeficiente asi expresado se denomina coeficiente de extincién especifico (Harris D.,
2001).

La ley de Lambert-Beer se cumple para soluciones diluidas; para valores de
concentracion altos, (€) varia con la concentracion, debido a fendmenos de dispersion
de la luz, agregacion de moléculas, cambios del medio, etc.

1.3 Instrumentacion de UV-visible

Los espectrofotometros pueden variar en diseio, en especial con la incorporacién de
ordenadores para el analisis de datos, todos los espectrofotometros constan, segun se
indica en la Fig. 3, de:

1. Una fuente de energia radiante: ldmpara de deuterio y tungsteno.

2. Un monocromador para la seleccién de radiaciones de una determinada longitud de
onda: filtros, prismas, redes de difraccion.

3. Un compartimento donde se aloja un recipiente transparente (cubetas o tubos) que
contenga la muestra. Pueden ser de vidrio, cuarzo o plastico transparente. Para medir
en UV se deben usar las de cuarzo o silice fundido, porque el vidrio no transmite la
radiacion UV.

4. Un detector de luz y un amplificador convertidor de las senales luminosas en sefiales
eléctricas.

5. Un registrador o sistema de lectura de datos.

Detector

Exit slit

Dispersion device

Entrance slit

"R

Source

Figura 3. Componentes de un espectrofotémetro



1.4 Espectro de absorcion

El espectro de absorcidon es una representaciéon grafica que indica cantidad de luz
absorbida a diferentes valores de longitud de onda.

A partir de una solucién diluida de un compuesto, cuya absorbancia maxima entra
dentro del rango de medida del espectrofotémetro, se vera el valor de absorbancia a
diferentes longitudes de onda frente a un blanco que contenga el disolvente de la
solucién de la muestra a caracterizar. A partir del espectro de absorcién se obtendrd el
valor de A al que el compuesto presenta la mayor absorbancia (Amsx). Dicho A se utilizard
a la hora de hacer determinaciones cualitativas y cuantitativas del compuesto.

El espectro de absorcién de un compuesto depende fundamentalmente de la
estructura quimica de la molécula. No obstante, hay una gran cantidad de factores que
originan variaciones en los valores de A (max.) y €, entre los que se incluye el pH, la
polaridad del solvente o moléculas vecinas y la orientacion de las moléculas vecinas; y
cada uno afecta de forma particular.

1.5 Aplicaciones

Los métodos espectrofotométricos estan entre los mas sensibles de todos los
procedimientos analiticos. Las aplicaciones mas importantes de la fotometria y
espectrofotometria en la region visible son para la determinacién de trazas de iones
inorganicos. Aunque algunas de estas sustancias son suficientemente coloreadas para
hacer posible su determinacion directa, la mayoria no absorben fuertemente radiacién
ultravioleta o visible. No obstante la mayoria de los iones inorganicos se combinan con
varios reactivos complejantes para formar disoluciones intensamente coloreadas,
haciendo de esta manera posible su andlisis (Willard H., Merrit L., & Dean J., 1992).

2. Antecedentes de Electroforesis Capilar

La Electroforesis capilar (EC) es una técnica analitica de separacién que se utiliza
también para identificacion y cuantificacién. Fue introducida a México a partir del afio
2000 y crece el numero de aplicaciones debido al interés de investigadores y de la
industria en todo el mundo, ademas de su inclusidn en la USP 26 como método general
de andlisis.

La versatilidad de esta técnica reside en los elementos del equipo que se pueden
controlar como: la polaridad de los electrodos, el diametro interno y la longitud del
capilar, el tipo de introducciéon de la muestra, el uso de diferentes detectores, la
variedad de los electrolitos soporte, asi como el uso de aditivos que permiten un amplio
rango de aplicaciones que van desde pequefios iones hasta macromoléculas.



i

7

)L‘ d
i

2.1 Proceso electroforético

Es el fendmeno que se lleva a cabo cuando en un sistema dado, las especies cargadas
(iones) se mueven y separan bajo la influencia de un campo eléctrico en funcién de su
distinta velocidad de migracion.

El mecanismo de separacién de la electroforesis capilar es el mismo que el de la
electroforesis convencional. La migracién diferencial dentro de las zonas discretas es
debida a diferencias en las movilidades electroforéticas, las cuales estan a su vez
vinculadas a la relacion masa/carga y a la conformacion de los analitos Fig. 4 (Castillo
M., et. al.2005).

i
e
e

Figura 4. Equipo de electroforesis capilar

Empleando la técnica de electroforesis capilar, las sustancias pueden separarse en
una gran variedad de electrolitos soporte, incluyendo buffer acuosos, parcialmente
acuosos, y buffer completamente no acuosos, cuando se trabaja con sustancias poco
solubles o insolubles (Adamovics J., 1997).

Esta técnica consiste en introducir en un capilar una muestra de especies (cargadas o
neutras), que se separan en funcién de su carga y su movilidad iénica en el medio en el
gue se encuentran bajo la influencia de un campo eléctrico. Un sistema de EC consiste
basicamente de las siguientes partes (Fig. 5):

I. Dos Electrodos de platino (anodo y catodo).

Il. Fuente de poder de alto voltaje.

[Il. Depdsito (viales) en donde se colocan los electrodos respectivamente.

IV. Capilar (compartimiento donde se lleva a cabo la separacién).

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

VI. Sistema de introduccidn de muestra.

VII. Un detector
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Figura 5. Componentes basicos de un equipo de EC

2.2 Fundamentos de la técnica de electroforesis capilar

Muchas moléculas importantes poseen grupos ionizables y pueden tenerse en solucién
en forma de especies con carga eléctrica, ya sea como cationes (+) o como aniones (-).
Ademads las moléculas que poseen cargas similares suelen tener distintas relaciones
carga/masa. En conjunto, estas diferencias constituyen base suficiente para una
migracion diferencial, cuando los iones en disoluciéon se someten a un campo eléctrico.
(Castillo M., et. al.2005).

Los cationes se trasladan hacia el catodo (-) y los aniones hacia el dnodo (+) a
velocidades que dependen del equilibrio entre la fuerza impulsora del campo eléctrico
sobre los iones cargados de la muestra y las fuerzas de retardo entre las moléculas que
migran y el medio circundante, que son principalmente fuerzas de friccién electrostaticas.
La corriente se mantiene por todo el circuito ya que los electrodos, estan sumergidos en
viales que contienen buffer. Durante la separacidn en los electrodos se producen iones
hidroxilo e hidrégeno en el catodo, mientras que en el anodo se forman iones oxigeno e
hidrégeno. Las separaciones electroforéticas se originan por las diferentes movilidades de
los analitos. La movilidad electroforética se ve afectada por la carga, la forma y tamafio
del analito asi como de la viscosidad del medio y del flujo electroosmético.



2.3 Principios de la separacidn electroforética

2.3.1 Movilidad electroforética.

La separacion de los analitos por electroforesis convencional esta determinada por
las diferencias en sus velocidades dentro de un campo eléctrico (Watson D., 2005). La
velocidad esta dada por la férmula:

v =pE

Donde:

v: Velocidad del ion
Ke: Movilidad electroforética
E: Campo eléctrico aplicado

El campo eléctrico esta dado en volts/cm y depende del largo del capilar usado y de la
fuerza de potencial aplicado a través de este. La movilidad electroforética depende de
la especie idnica, tamafio, carga, temperatura, naturaleza y concentracion del analito
(Watson D., 2005).

2.3.2 Flujo electroosmético

Un constituyente fundamental de la EC es el flujo electroosmatico (FEO), el cual es el
flujo que origina la presencia del campo eléctrico en una solucién iénica cuando entra
en contacto con una superficie sdélida cargada. Por ejemplo, en un capilar de silice
fundida, la interface se pone en contacto con la solucidn que contiene el electrolito
soporte, la superficie del sélido estd con carga negativa debido a la ionizacién del grupo
silanol (a pH mayor de 7) y conjuntamente son sus iones forman una doble capa
eléctrica, los iones presentes en el sistema bajo la influencia del voltaje aplicado son
desplazados hacia el catodo o anodo de a cuerdo a su carga y arrastrando solvente con
ellos dada su solvatacién, originando asi el denominado flujo electroosmético. Fig.6
(Castillo M., et. al.2005).

El perfil plano del flujo electrosmdtico se presenta fundamentalmente por el manejo
fuerza del flujo uniformemente distribuida a lo largo del capilar al momento de aplicar
el campo eléctrico, este perfil es benéfico porque no contribuye directamente al
ensanchamiento de picos. Es importante sefalar que el FEO puede modificar la
migracién de los iones, ya que los cationes son impulsados por este a una mayor
velocidad. Si por otra parte la especie se mueve en contra del FEO su velocidad
disminuye.
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Figura 6. Proceso llevado a cabo dentro del capilar en presencia

del flujo electroosmético

El potencial zeta es proporcional a la densidad de carga en la pared del capilar, el
cual es dependiente del pH. Por lo tanto, la movilidad del FEO varia de acuerdo al pH del
buffer, observdndose que a pH alto la movilidad del FEO es significativamente mas
grande que a pH bajo. En la Fig. 7, se describe la variacién del FEO en funcién del pH
para un capilar de silice fundida. Arriba de pH 9, los grupos silanol se encuentran
totalmente ionizados y la movilidad del FEO es grande. A pH por debajo de 4, la

ionizacién de los grupos silanol es baja y la movilidad del FEO es insignificante.

51

Novilidad del FEO

~
-
L
-
>
-

pH

Figura 7. Variacion del FEO en funcién del pH

El potencial Z también depende de la fuerza idnica del buffer, porque cuando la
fuerza idnica se incrementa, la doble capa se comprime resultando en una disminucién

del potencial Z y una reduccién de la movilidad del FEO.

Debido a lo anterior se observa que la velocidad de migraciéon de un soluto no esta
directamente relacionada con la movilidad electroforética. Necesariamente, estd
relacionada con la combinacién de ambos, la movilidad electroforética y la movilidad

del FEO.
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2.4 Técnicas de Inyeccion

En general la cantidad de muestra inyectada debe ser menor del 1 al 2 % del total de
la longitud del capilar. Esto es una ventaja cuando el volumen de muestra es pequeno
pues se puede realizar numerosas inyecciones con una sola muestra, por otro lado,
volumenes pequefios aumentan las dificultades de sensibilidad para muestras diluidas.
La sobrecarga de muestra puede tener dos efectos significativos, y los dos perjudican la
resolucion (Altria K., 2001).

l. Si la magnitud de la inyeccidn es mas grande que el ensanchamiento de pico,
entonces este serd proporcional al ancho de pico.

Il. Esto puede alterar la homogeneidad del campo y distorsionar la forma del
pico provocando la mala conductividad entre el electrolito soporte y la de la
muestra.

La inyeccién cuantitativa de la muestra se puede lograr por diversos métodos: los dos
mas usados son el hidrodindmico y el electrocinético.

Inyeccion hidrodindmica: También Ilamada inyeccion neumadtica, se realiza mediante
diferencia de presién, por bombeo o bien por vacio, es decir, forzando la introduccion
de la muestra al capilar Fig. 8 Este sistema confiable y no selectivo. Con un control
preciso de la presion y el tiempo de inyeccion se pueden obtener inyecciones altamente
reproducibles (Castillo M., et. al.2005).

Sifonear ==

Presién > >

Muestra Muestra

Vacio

Muestra

Figura 8. Inyeccion hidrodindmica

Inyeccion electrocinética: Se realiza mediante electromigracién de los iones presentes
en la muestra al aplicarse un campo eléctrico, por lo que el flujo electroosmético es un
factor que afecta esta modalidad de inyeccién.
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La muestra es introducida aplicando un pequefio voltaje normalmente de 5 kV por un
tiempo determinado. El voltaje provoca que los iones de la muestra migren
selectivamente al interior del capilar. Fig. 9

Generalmente este tipo de inyeccidn no es tan reproducible como la hidrodinamica.

S

Muestra

Figura 9. Inyeccion electrocinética

2.5 Electroforesis capilar de zona

En el interior solo se encuentra el buffer, cuya composicién es uniforme a lo largo de
toda la regidon de separacion. La muestra se introduce como una banda estrecha en el
capilar, rodeada de la soluciéon buffer. Cuando se aplica el potencial a través de los
extremos del capilar, los compuestos idnicos de la muestra se mueven de acuerdo con
su propia movilidad (i) y si son lo suficientemente diferentes, se separan en bandas
discretas rodeadas de la disolucién buffer. La presencia del flujo electroosmatico serd lo
suficientemente elevado como para arrastrar los aniones hacia el detector. Si la carga de
la pared del capilar es negativa, el flujo electroosmotico se dirige hacia el catodo y el
orden de migracidn es: primero los cationes, luego las especies neutras todas juntas y
finalmente los aniones.

Para una buena separacién se deben cumplir los siguientes requisitos:
-Las movilidades (n) de cada soluto deben ser diferente.

-El electrolito de fondo debe ser homogéneo y la distribucion de la fuerza de campo
uniforme a lo largo de toda la longitud de capilar de separacién.

-Ni los solutos, ni los compuestos de la matriz de la muestra deben interaccionar o
unirse a las paredes del capilar.

Una limitacién de este método es la falta de selectividad para especies neutras que
comigran con el flujo electroosmdético y para sustancias con igual relacidon carga/masa.
Las separaciones se pueden llevar a cabo en disoluciones buffer no acuosas cuando los
compuestos son insolubles en agua o cuando se desea modificar la selectividad de las
separaciones.

13



2.6 Cromatografia capilar electrocinética micelar

Cuando los solutos no estan ionizados al pH del buffer de trabajo, carecerdn de la
capacidad de migrar bajo la influencia del campo eléctrico. No obstante, se moveran a lo
largo del capilar en sentido del flujo electroosmotico, pero todos exactamente con la
misma velocidad y, por lo tanto no podran separarse entre si. (Rouessac F., Rouessac A.,
y Ourisson G., 2003) La electroforesis capilar electrocinética micelar es una técnica que
implica la introduccion de un surfactante con un nivel de concentracion en el cual se
forman micelas. Las micelas se forman en las disoluciones acuosas cuando la
concentraciéon de una especie idnica que posee una cola de hidrocarburo de cadena
larga se incrementa mas alld de cierto nivel que recibe el nombre de concentracién
critica micelar (CMC), en este punto el surfactante empieza a formar agregados
esféricos formados por sus colas de hidrocarburo hacia el interior del agregado y sus
extremos cargados hacia el exterior expuestos al agua. Las micelas constituyen una
segunda fase estable que puede incorporar compuestos no polares en el interior
hidrocarbonado de las particulas y solubiliza asi especies o material graso se lava con
una disolucion detergente. En esta técnica se agrega surfactante al buffer de trabajo en
cantidades que exceden la concentracion micelar critica. El surfactante mas empleado
es el dodecil sulfato de sodio (SDS). La superficie de una micela iénica de este tipo tiene
una gran carga negativa que le imparte una fuerte movilidad electroforética. La mayoria
de los buffer, alcanzan una velocidad de flujo electroosmético tan alta hacia el electrodo
negativo, que las micelas son arrastradas, también hacia ese electrodo, pero con una
velocidad mucho menor. El mecanismo se basa en las diferencias de la constante de
distribucion de los analitos entre la fase acuosa movil y la fase estacionaria de
hidrocarburos. De esta manera, el proceso es una cromatografia auténtica (Sogorb S., y
Vilanova G., 2004).

2.7 Principales ventajas de la electroforesis capilar.

La implementacion de la electroforesis en tubos capilares en los uUltimos afios ha
aumentado el interés de esta técnica analitica. La EC tiene un numero de ventajas
comparado con CLAR, estas incluyen: (Altria K., Kelly M., y Clark B., 1998).

l. La disipacién del calor en el tubo capilar es buena y, por lo tanto, los cambios
de temperatura son muy pequefos y los resultados presentan mayor
reproducibilidad.

. Dada la rapida disipacion del calor, es posible utilizar voltajes muy altos
(hasta 30 kV), lo cual disminuye los tiempos de analisis y aumenta la
resolucidn entre los picos.

. El gasto de disolventes, aditivos y demas reactivos es minimo, de ahi sus
bajos costos y los casi nulos dafos al medio ambiente.

V. La cantidad de muestra necesaria se reduce a unos cuantos microlitros.

V. El valor de cada capilar es insignificante en comparacion con el de una
columna cromatografica u otra columna en general.

VI. Se puede utilizar una gran variedad de detectores tanto en linea o fuera de

linea o bien varios a la vez.
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VII. Se cuenta con equipos completamente automatizados que permiten analizar
mas de 100 muestras sin necesidad de atencion en el equipo.

VIIl.  Es posible acoplar los equipos de electroforesis capilar a otros equipos
analiticos.

2.8 Aplicaciones

La versatilidad que presenta la técnica de electroforesis capilar hace que esta sea
idénea para la separacién de diversas sustancias quimicas incluyendo iones,
metabolitos de farmacos, péptidos, proteinas, oligoglucésidos y DNA. En los ultimos
anos, el numero de métodos por CE que son empleados exitosamente en laboratorios
analiticos, biomédicos, farmacéuticos, ambientales de alimentos, forenses y clinicos se
han incrementado notablemente (Elosta S., Havel J., 2006).

Una de las caracteristicas mas atractivas que presenta esta técnica es que permite la
separacion simultanea de una gran variedad de analitos, incluyendo analitos que
forman complejos a través de interacciones moleculares. Por lo que la electroforesis
capilar continua creciendo rdapidamente como una técnica analitica en un amplio rango
de areas de aplicacién (Castillo M., et. al.2005).

El drea farmacéutica es uno de los campos de accién donde la electroforesis es muy

empleada. Esta técnica se puede utilizar en cada uno de los pasos de produccién de los
medicamentos.
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2.9 Calendula officinalis L.

Fig. 10 Imagen de Calendula officinalis L.

Nombre Cientifico: Calendula officinalis L.
Nombres Populares: Calendula, maravilla, virreina, clavel de muerto, marquesita.

Etimologia: El nombre del género Calendula proviene de la palabra latina Kalendae,
(calendas, primer dia del mes) usada por los antiguos romanos para indicar la floracion
durante el afo, en una zona y dado porque la planta florece casi todo el ano. El epiteto
officinalis indica que estaba incluida en la lista de plantas medicinales (Alonso J., 2004).

Origen: La Calendula es originaria de la region mediterrdnea y se encuentra
propiamente distribuida en todo el mundo, como planta ornamental. Es cultivada en
zonas de clima templado, tolerando todo tipo de suelos, preferentemente arcillosos.

Descripcion Botanica: Se trata de una planta aromdtica anual, perteneciente a la familia
de las Asteraceas (Compuestas), caracterizada por presentar una altura cercana al
medio metro, tallos erectos y ramificados, hojas oblongo-lanceoladas, conformada por
flores singulares de color amarillo-rojizo, brillantes y dispuestas en filas simples o
dobles. El fruto es un aquenio espinoso y curvado.

Composicion Quimica

Aceite esencial: Presenta una concentracidon variable hasta 0.12 % en las flores
linguladas y hasta un 4 % en el receptaculo. Es abundante en mono y sesquiterpenos
oxigenados: carvona, geranulacetona, cariofilencetona, mentona, isomentona, y-
terpineno, y d-cadineno, a-muroleno, cariofileno, a y B-ionona, 5,6-epoxi-B-ionona,

pedunculatina, dihidro-actinidiolido.
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Carotenoides: : a, B y y-caroteno, violaxantina, rubixantina, citroxantina, flavocromo,
galenina, luteina, licopeno, valenciaxantina, auroxantina, microxantina, 5,6-
epoxicaroteno, B-zeacaroteno, mutatoxantina y luteina epdxida. Los carotenoides son
compuestos relativamente estables, siendo solubles en grasas e insolubles en agua.
Flavonoides: En las flores linguladas hasta 0.88 % y en el receptdculo hasta 0.33 %. Los
flavonoides presentes son: isorhamnetin-3-glucdsido, isorhamnetina, heterdsidos,
rutina, quercetina glucdsido, calendoflasido, calendoflavosido, narcisina, isoquercetina,
guercetina, y kaempferol.

Alcoholes triterpénicos: Arnadiol, faradiol, a y B-amirina, derivados del acido laurico,
palmitico y margarico, lupeol, -taraxasterol, taraxasterol, faradiol-3-éster del acido
palmitico.

Entre otros: Cumarinas, escopoletina, umbeliferona y esculetina, esteroles, azlcar y
parafina, polisacaridos como pectina y hemicelulosa.

Acciones Farmacoldgicas: Antiinflamatorio, antihemorragico, antiséptico, astringente
para las heridas, espasmolitico, vulnerario, diaforético, emenagogo, resolutivo;
estimulante de la actividad hepatica, especialmente de la secrecién biliar, para atenuar
espasmos gastricos o intestinales, se considera fungicida en infecciones vaginales,
combate infecciones cutdneas y ulceras varicosas. Se utiliza como espasmadico,
depurador de la sangre, diurético, sudorifico, estimulante digestivo, emoliente, elimina
forunculos, cura el cancer de la matriz y estémago. Se utiliza para los trastornos
menstruales y mejora la actividad vesicular, cura dolores intestinales, ictericia y gripe.
Actividad inmunomoduladora, estimulan la fagocitosis de células polimorfonucleares
humanas, estimulan la proliferacion linfocitaria, a concentraciones de 0,1 mg/mL y 10
mg/mL, a concentraciones mayores se observa un efecto inhibitorio. Calma los
problemas musculares y desinflama las anginas (Alonso J., 2004).
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2.10 Hippocratea excelsa K.
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Fig.11 Imagen de Hippocratea excelsa K.
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Nombre Cientifico: Hippocratea excelsa K.
Nombres Populares: Cancerina, Mata piojo, Bejuco del piojo.

Origen: La especie Hippocratea excelsa K. (Hipocrateaceae) es originaria de América
central y en México se encuentra en los Estados de Durango, Estado de México,
Guerrero, Oaxaca, Chiapas y Yucatan (Sanchez E., y Durand D., 1985).

Descripcion Botanica: Los individuos de esta especie son bejucos lefiosos que llegan a
medir hasta 17 metros de largo y poseen una corteza café-rojiza. La recoleccién de la
raiz de cancerina puede hacerse durante todo el aio, pero en tiempo de lluvias aumenta
el riesgo para el recolector por la presencia de viboras y plantas aledafas espinosas.

Composicion Quimica

Los principales metabolitos secundarios de esta especie son triterpenoides y alcaloides.
También se ha descrito la presencia de grandes cantidades de politerpenoide del tipo de
la guta, epicatequina en la corteza de la planta y la presencia de flavonoides (rutina).
Algunos metabolitos secundarios aislados de Hippocratea excelsa K. son: Friedelina,
Canofilol, Acido canofilico, Excelsita, B- amirina, PB- sitosterol, Epicatequina,
Hipocrateina | y Il (Alonso J., 2004).

Acciones Farmacoldgicas: Se emplea en la medicina tradicional para el tratamiento de
cancer de piel, ulceras pépticas, dolencias de la piel, enfermedades del rifién, y los
desordenes de la menstruacion, también presenta caracteristicas pesticidas. Las semillas
y las hojas se emplean para el tratamiento de piojos y algunas especies de acaros, de ahi
gue en las zonas rurales se le designe como “mata piojo” (Mufioz L., 1998).
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IV. MATERIALY EQUIPO

Equipo de electroforesis capilar “MDQ Capillary Electrophoresis System” (Beckman
Coulter)
Balanza analitica (Mettler AT200 Fact) precisién 0.1 mg

Frascos ambar

Matraces aforados Pirex (10 mL, 100 mL)

Membranas de 0.45um, didmetro: 2.5mm (Durapore® PVDF)
Micropipetas (1-10 y 1-100 uL)

pH-metro (Beckman Q 310)

Pipetas volumétricas 1mL, 2mL, 10mL.

Piseta

Sonicador (Ultrasonic LC 304 Elma)

Vasos de precipitado 50mL, 100mL

V. REACTIVOS

Acido clorhidrico

Acido fosfomolibdinico

Agua desionizada

Carbonato de sodio

Hidroxido de sodio

Solucién buffer Diborato de sodio Na,B,07 (pH 9.3)
Solucion buffer Fosfato 20 mM/SDS 25 mM (pH 7.0)

Estdndar de Rutina (Pureza 95 %)

Extracto de Calendula officinalis L. e Hippocratea excelsa K.
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VI.  PREPARACION DE SOLUCIONES

Los extractos etandlicos de Calendula officinalis L. e Hippocratea excelsa K, fueron
proporcionados por Extractos Sigma S.A de C.V.®

Lavar el material con agua corriente, para después enjuagar finalmente con agua
desionizada, y secar.

Reactivo de Folin-Ciocalteu: El reactivo contiene Acido fosfomolibdinico, Acido
clorhidrico y Carbonato de sodio.

100 mL de solucién de acido fosfomolibdinico (Hz [P (M03010)4]) H.0 5%

Pesar 5.05g de Hs [P (M03010)4]*H,0 en un vaso de precipitado de 100 mL y se disuelve
con agua desionizada, después se vierte a un matraz aforado de 100 mL, se lava el vaso
de precipitado tres veces con agua desionizada depositando el agua de lavado en el
matraz aforado de 100 mL y finalmente se agrega agua desionizada hasta la marca de
aforo.

100 mL de solucién de acido clorhidrico (HCI) 2.5%

A un matraz aforado de 100 mL se le adiciona aproximadamente 20 mL de agua
desionizada, para después 2.5 mL de HCI, se agita y se completa el volumen con agua
destilada hasta la marca de aforo.

100 mL de solucién de carbonato de sodio (NaHCO3) 10%

A un matraz aforado de 100 mL se le adiciona aproximadamente 20 mL de agua
desionizada, para después afiadirle 10 g de NaHCOs3, se agita y se completa el volumen
con agua destilada hasta la marca de aforo.

100 mL de solucidn de hidréxido de sodio (NaOH) 10%

Pesar 10g de NaOH en un vaso de precipitado de 100 mL y se disuelve con agua
desionizada, después se vierte a un matraz aforado de 100 mL, se lava el vaso de
precipitado tres veces con agua desionizada depositando el agua de lavado en el
matraz aforado de 100 mL y finalmente se agrega agua desionizada hasta la marca de
aforo.

100 mL de solucion buffer de di borato de sodio Na;B,0; [20 mM] pH 9.3

Pesar 0.641g de Na;B,07 en un vaso de precipitado 100 mL afiadiendo agua desionizada
agitando hasta disolver completamente, se prosigue a medir el pH y segln sea el caso
agregar acido o hidroxido hasta ajustar el pH a 9.3, verter la solucién en un matraz
aforado de 100 mL enjuagando el vaso tres veces con agua desionizada afiadiendo el
lavado en el matraz, para finalmente aforar hasta la marca con agua desionizada.

Nota: Las soluciones buffer se filtran con membrana Durapore® 0.45 um, recibiendo el filtrado
en recipientes adecuados, prosiguiéndose a sonicarlas, taparlas y etiquetarlas.
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VIl. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Cuantificacion de polifenoles totales por espectrofotometria UV- VIS.

e Preparacion de la solucion estandar

Pesar 14.25 mg con exactitud de Rutina en un vaso de precipitado de 100 mL afiadiendo
agua desionizada, y agitando hasta disolver completamente, verter a un matraz aforado
de 100 mL, tomar de esta solucién una alicuota de 1 mL y aforar a 10 mL con agua

desionizada.

A partir de la solucidon anterior preparar los sistemas que conforman

la curva de

calibracion, el sistema mas concentrado se emplea para determinar la longitud de onda
Optima a la cual se leen los sistemas de la curva de calibracién indirecta, asi como las

muestras problema.

ePreparacion de curva de calibracion indirecta.

Sistema 1 2 3 4 5 6 7
Alicuota de rutina (mL) 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7
mL de Folin Ciocalteu (5%) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
mL HCI (2.5%) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
mL NaHCO; (10%) 1 1 1 1 1 1 1
Aforo (ml) 10
e Preparacion de muestras
- Leeralongitud de onda 6ptima
Sistema 1 2
mL de Acido
Fosfomolibdinico (5%) 0.5 0.5
mL HCl (2.5%) 0.5 0.5
mL NaHCO3 (10%) 1 1
Aforo (ml) 10 10
mL de Calendula officinalis L. 2 -
mL de Hippocratea excelsa K. -—- 7

*Acido fosfomolibdinico, HCl, NaHCOs, corresponden al reactivo de Folin Ciocalteu.
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e Establecer las concentraciones de las soluciones de andlisis de tal forma que se
encuentren dentro de las establecidas en la curva de calibracién.

e Reportar las concentraciones en g equivalentes de rutina/100 ml de extracto.

Todas las soluciones se filtran con membranas de 0.45 um, didmetro: 2.5 mm
(Durapore® PVDF).

Determinacion del perfil electroforético de extractos etandlicos de Caléndula officinalis L. e

Hippocratea excelsa K.

Preparacién de muestras

Extracto etandlico de
Calendula officinalis L.

Extracto etandlico de
Hippocratea excelsa K.

Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Muestra 1 Muestra 2
Tomar 1mL Pesar 15mg Colocar Realizar una Realizar una
de extracto y de rutinay 500 pl de dilucion 1/5 dilucion 1/10
colocar en un Ilevar aun extracto en un del extracto del extracto
vial con 150 pl matraz de vial. con bafer de con bufer de
de bufer de aforo de 10 boratos pH boratos pH
boratos mL con agua 9.35 9.35
pH 9.35 desionizada.

De la solucién
anterior
afiadir 100 pl,
a un vial que
contenga 1mL
de extracto.
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e Las muestras se analizan en el equipo, enseguida de su preparacion.
e Dimensiones del capilar y condiciones de arranque
Emplear un capilar nuevo de silice fundida, las dimensiones del capilar son 75 pL diametro

interno y 375 puL de didmetro externo, ademas de una longitud total de 60 cm y 50 cm de
longitud efectiva.

e Condiciones de analisis

Condiciones del equipo para el extracto de Caléndula officinalis L.: Inyeccion
hidrodinamica (presion: 0.5 psi, duracion: 5 seg.), separacion (Voltaje: 15.0 kV, duracion:
30 min., polaridad: normal, detector: arreglo de diodos UV-Vis).

Condiciones del equipo para el extracto de Hippocratea excelsa K.: Inyeccidn
hidrodinamica (presion: 0.5 psi, duracion: 5 seg.), separacion (Voltaje: 20.0 kV, duracion:
15 min., polaridad: reversa, detector: arreglo de diodos UV-Vis
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VIIl. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

Los extractos de Calendula officinalis L. e Hippocratea excelsa K., poseen una gran
cantidad de polifenoles lo cual estd en relacidn con la diversidad de acciones bioldgicas y
farmacoldgicas que presentan, lo que hace a los polifenoles un grupo de gran interés.

Existen numerosas investigaciones de farmacologia moderna con diferentes extractos
y preparaciones en el que se encontraron que las flores de Calendula officinalis L., son
antimicrobianas y antibacterianas, principalmente contra Staphylococos aureus,
Klebsiella pneumonie, levaduras como Candida monosa, entre otras especies por la
presencia de flavonoides (Angeles M., Cruz G., y et.al., 2010).

Asi mismo Hippocratea excelsa K. presenta propiedades antiinflamatorias y anti
cancerigenas lo cual se relaciona con la presencia de un grupo de polifenoles presentes
en la corteza (Romo V., 1985).

De aqui la importancia del estudio de polifenoles en los extractos, aunado a que hoy
en dia no se encuentra reportado en la literatura la cantidad de polifenoles totales
presentes en ambos extractos.

Para ello existen diversos métodos analiticos mediante los cuales es posible
determinar de forma cualitativa y/o cuantitativa compuestos organicos que contienen
ciertos grupos funcionales en diferentes sustancias. Entre los mas comunes de todos los
procedimientos analiticos, se encuentra la espectrofotometria UV-Vis, mediante la cual
se realizd la estimacion de polifenoles totales como g equivalentes de rutina, debido a
gue este polifenol es uno de los mas comunes y disponibles de forma comercial. Por lo
que la curva de calibracion se cred con este compuesto, empleando el reactivo de Folin-
ciocalteu.

OH OH
+ REACTIVO FOLIN  + CO, AMARILLO
Wot Mo
VAV N AR VA VAN VAV A PRV AV AV AV
0o o}
+  REACTIVOFOLIN + HCO; AZUL
W3 Mo>*
AV AN NN A Vo N oV W VRN o VoV Vo

Fig. 12 Reaccion entre polifenoles y el reactivo de Folin Ciocalteu
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La naturaleza quimica exacta del reactivo es aun desconocida, pero se cree que
contiene heteropolifosfotungstatos-molibdanos. La secuencia de reacciones reversibles
de reduccién de 1 o 2 electrones da origen a las especies azules, posiblemente
(PMoW11040)™. En esencia se cree que el molibdeno es facil de ser reducido en el
complejo y que la reaccién de transferencia de electrones ocurre entre los agentes
reductores y el Mo(VI).

La disociacidon de un protdn fendlico origina un anién fenolato el cual es capaz de reducir
el reactivo de Folin. El mecanismo de la reaccion es a través de una transferencia de
electrones. Los compuestos azules formados entre el fenolato y el reactivo de Folin
Ciocalteu son independientes de la estructura del compuesto fenélico, por lo tanto no
prevalece la posibilidad de la coordinacién de complejos formados entre el centro
metalico y el compuesto fendlico.

Dejando de lado la naturaleza quimica indefinida del reactivo, este método es simple y
reproducible, razén por la cual se ha convertido en un ensayo ampliamente utilizado en
el estudio de polifenoles. (Garrido D., Parada R., 2008)

Para realizar la curva de calibracién, se determind la longitud de onda Odptima
mediante un espectro de absorcidon desde la regiéon UV (200 nm) hasta la regién Visible
(800 nm). La rutina se empleo a una concentracién de [1.42 x 10 mg/100 ml], pero
debido a que la lectura era baja y no se apreciaba el maximo de absorcion, no era
posible realizar diluciones a partir de esta solucién, por lo que se incremento la
concentracion a [1.42 x 10 mg/100 ml], y a partir de esta, se realizaron las diluciones
correspondientes para la preparacion de las diversas curvas de calibracion de manera
independiente, obteniéndose una banda maxima de absorcion en la region visible del
espectro de absorcién a 710 nm. Ver Grafica 1.

Las concentraciones de la curva de calibracidn indirecta de rutina se encuentran en
un rango de 1.42 x 10% a 9.94x 107, expresadas como g/100 ml o bien 2.34 x 10'M a
1.64 x 10° M. Ver. Tabla 1.

Las concentraciones de los extractos se determinaron por medio de interpolacién de
sus absorbancias en la curva de calibracién. Para disminuir el error en las curvas
realizadas se tomd la media de las absorbancias obtenidas de las diferentes curvas, y la
concentracién de cada sistema que compone la curva de calibracidn indirecta de rutina.
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GRAFICA 1. ESPECTRO DE ABSORCION DEL COMPLEJO
FOLIN-RUTINA.

/ o — Complejo Folin-Rutina
S 12
E . / Blanco
g 0.8 o // Concentracion Rutina
0.6 \ 5.97x10—5g,"100mL
0.4 \\
0.2 \
¢
350 450 550 650 750 850
A/nm
Tablal. Curva de calibracion indirecta de rutina
Sistema 1 2 3 4 5 6 7
Alicuota (ml) 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7
mL Folin (5%) 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
ml HCI (2.5%) 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
ml NaHCO3
(10%) 1 1 1 1 1 1 1
Aforo (ml) 10
Concentracion
[g/100mL] 1.42E-05 2.84E-05 4.26E-05 5.68E-05 7.10E-05 8.52E-05 9.94E-05
Curva de
calibracion 1 0.2079 0.4509 0.6488 0.8687 1.0221 1.2038 1.5665
Curva de
calibracion 2 0.2369 0.4178 0.6431 0.8649 1.0536 1.2355 1.5187
Curva de
calibracion 3 0.2037 0.3909 0.6191 0.8559 1.0655 1.2906 1.5505
Curva de
calibracion 4 0.2121 0.4633 0.611 0.8619 1.0575 1.2806 1.4892
Curva de
calibracion 5 0.2151 0.4447 0.6162 0.8979 1.1151 1.2425 1.5222
Curva de
calibracion 6 0.2019 0.4373 0.6296 0.8645 1.0199 1.2962 1.5222
X Curva de
calibracion 0.2129 0.4342 0.6280 0.8690 1.0556 1.2582 1.5282
DESVEST 0.0127 0.0260 0.0153 0.0148 0.0348 0.0367 0.0270
C.v. 5.9852 5.9970 2.4366 1.7025 3.2932 2.9130 1.7674

Concentracion Stock [g/100ml]= 0.00142

De esta curva de calibracion indirecta se realizé la regresion lineal por el método de
minimos cuadrados y se ajusto a la ecuacién de la recta:

A=mx+b
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Donde:

A= absorbancia de la muestra

m= pendiente [15145]

x= concentracion de analito expresada como [polifenoles g/100ml]
b= ordenada al origen [-0.0051]

Por lo tanto la ecuacidon de ajuste de la curva es:
A= 15145 [polifenoles g/100ml] - 0.0051.

El coeficiente de correlacidn fue de: 0.9991

El coeficiente de determinacion fue de: 0.9983.

Los célculos para determinar la ordenada al origen, concentraciones, desviacion
estandar y coeficiente de variacion de la curva de calibracion, se encuentran en el Anexo
2. Es importante mencionar que se obtuvieron coeficientes de variacion entre 1.7025 y
5.9970 para los estandares, sin embargo la literatura reporta que al emplear un método
espectrofotométrico el coeficiente de variacion no debe ser mayor a 2% (Garcia, Cortés,
2002), no obstante los resultados superan este limite, uno de los factores que pudieron
alterar los resultados es que la muestra se dejo reposar durante una hora pero
probablemente no fue el tiempo suficiente para dejar reaccionar la mezcla por
completo. Actualmente se llevan a cabo estudios donde se observa que las
concentraciones de polifenoles pueden variar en funcion del tiempo de reaccion por lo
qgue el tiempo es un factor muy importante a controlar durante la determinacién de
polifenoles, asi como la temperatura vy la luz.

Por otro lado se realizé el analisis estadistico a los coeficientes de absortividad molar
de las diferentes curvas de calibracion realizadas de manera individual para comparar
los datos obtenidos y determinar si existe variacion entre ellas (Anexo 2, Tabla 10), asi
también se compararon los coeficientes de un mismo sistema de las seis curvas de
calibracion indirectas (Anexo 2, Tabla 11) en donde se observé que en ambos casos no
existe variacion significativa con una probabilidad de P=0.05.

En la Grafica 2. Se puede observar la tendencia lineal de la curva de calibracién
indirecta. Se obtuvo un coeficiente de correlacién de 0.9991, el cual es muy cercano a 1,
mostrando la relacién que existe entre el aumento de la absorbancia y el incremento de
la concentracidn de rutina, asi mismo el coeficiente de determinacion (r?) es cercano a
1, lo que indica el ajuste de los datos obtenidos al modelo lineal.
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GRAFICA 2. CURVA DE CALIBRACION INDIRECTA DE RUTINA
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La Tabla 2, muestra las concentraciones estimadas de polifenoles totales del extracto
de Calendula officinalis L., y como se puede observar en la Grafica 3, no hay variacion
significativa de la cantidad de polifenoles con respecto a la media de las
concentraciones, lo cual se demuestra con el analisis de varianza realizado a dichas
concentraciones (Ver Anexo 2), lo que indica que los polifenoles se mantienen estables,
por un periodo de tiempo prolongado, y con ello la actividad biologica que depende de
los polifenoles se mantendra constante, al ser proporcional. Cabe mencionar que es
necesario realizar posteriormente un andlisis propio de estabilidad ya que esta
determinacién solo hace referencia al tiempo que duré el experimento (4 meses), pero
posteriormente habrd que establecer hasta que momento deja de ser constante.

Tabla2.Concentracién de polifenoles totales de Caléndula officinalis L.

Fecha (g equivalentes de rutina/100ml de extracto)
06/04/09 2.9839E-02 + 0.0001
13/04/09 2.9419E-02 + 0.0007
20/04/09 2.9517E-02 £ 0.0003
27/04/09 2.9517E-02 £ 0.0003
18/05/09 2.9645E-02 + 0.0062
25/05/09 2.9637E-02 + 0.0060
17/06/09 2.9496E-02 + 0.0004
22/06/09 2.9703E-02 + 0.0060
29/06/09 2.9733E-02 £ 0.0065
06/08/09 2.9508E-02 + 0.0001
18/08/09 2.9752E-02 + 0.0066
20/08/09 2.9731E-02 £ 0.0069

C.V. 0.4407

El resultado que se reporta es el promedio de tres mediciones por fecha durante 4
meses, realizadas bajo las mismas condiciones de analisis.
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GRAFICA 3. CONCENTRACION DE POLIFENOLES TOTALES DE Calendula officinalis L.
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En el caso de Hippocratea excelsa K., se tiene que la concentracién de polifenoles
estimada es menor comparada con la del extracto de Calendula officinalis L. (Ver Tabla
3 y Grafica 4), manteniendo la misma tendencia de estabilidad con respecto al tiempo.
El analisis estadistico realizado a las concentraciones estimadas de este extracto indican
gue no hay variacion mayor a una probabilidad de P=0.05, por lo que las muestras no
difieren significativamente en concentracion.

Tabla 3.Concentracidn de polifenoles totales de Hippocratea excelsa K.

Fecha (g equivalentes de rutina/100ml de extracto)
06/04/09 7.4577E-03 £ 0.0065
13/04/09 7.4895E-03 £ 0.0013
20/04/09 7.5118E-03 + 0.0077
27/04/09 7.4820E-03 + 0.0007
18/05/09 7.5213E-03 £ 0.0131
25/05/09 7.4964E-03 £ 0.0001
17/06/09 7.4565E-03 + 0.0066
22/06/09 7.4876E-03 £ 0.0002
29/06/09 7.4911E-03 £+ 0.0005
06/08/09 7.4889E-03 + 0.0002
18/08/09 7.5857E-03 + 0.0003
20/08/09 7.4892E-03 + 0.0008

C.v. 0.4476
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GRAFICA 4. CONCENTRACION DE POLIFENOLES TOTALES DE Hippocratea excelsa K.
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Se reitera la importancia de realizar estudios de estabilidad para este tipo de
extractos, ya que en base a los resultados obtenidos, se puede observar que no existe
variacion significativa en las concentraciones de los extractos con respecto al tiempo, y
debido a la actividad biolégica que poseen estos compuestos es necesario saber, por
cuanto tiempo es estable y en un futuro poder determinar la fecha de caducidad para
un producto farmaceutico, alimenticio, o cosmético en el que sea empleado cualquiera
de los extractos analizados en el presente trabajo.

Otro objetivo de este trabajo fue determinar el perfil electroforético de los extractos
ya mencionados mediante la técnica de electroforesis capilar, con el propdsito de
observar su comportamiento y huella digital para evitar confusién con otro tipo de
plantas muy semejantes entre si, que tengan propiedades farmacoldgicas y/o bioldgicas
diferentes a las esperadas.

Para llevar a cabo el andlisis electroforético, las muestras etandlicas se filtraron a
través de una membrana Durapore® 0.45 um para proteger el equipo de precipitados y
material sélido. La muestra se sénico durante 10 minutos con la finalidad de desgasificar
la muestra.

Para la optimizacion de un método de electroforesis capilar, hay una serie de
pardmetros a considerar como son el voltaje, el pH y la concentraciéon del buffer, la cual
debe proporcionar una buena medida de separacién con un alto nimero de picos con
diferencias significativas en sus tiempos de migracién para los picos vecinos, la exactitud
de las mediciones experimentales (o movilidad) dependen en gran parte de estos
factores.
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Se prepararon tres muestras distintas bajo las siguientes condiciones de andlisis para
el extracto de Calendula officinalis L.

Capilar de silice de 75 um de diametro interno (d.i.), 60 cm de longitud total (Lt), 50
cm de longitud efectiva (Le), se empled un buffer de boratos 20mM pH 9.3, con una
inyeccién hidrodindmica a 0.5 psi de presidn, durante 5 segundos, se separd con un
voltaje de 15 KV, durante 30 minutos a polaridad normal. Se utilizé6 una detector de
arreglo de diodos UV-Vis, a una longitud de onda (A) de 254nm debido a que los
compuestos aromaticos tiene absorcion a esa longitud de onda. Todas las lecturas se
realizaron por triplicado.

De este andlisis se obtuvieron una serie de electroferogramas en los cuales se
detectaron compuestos anidnicos. Como se mencioné anteriormente los compuestos
aniénicos son los Ultimos en registrase y se presentan después del flujo electrosmatico.

La Muestra 1 de Calendula officinalis L. contiene buffer de boratos pH 9.35, para
mantener el pH en la muestra. La fuerza idnica del amortiguador o buffer determina el
ancho de la nube idnica que rodea a las moléculas cargadas. Cuanto mayor es la fuerza
idnica, mas estrechas son las bandas de separacion de los compuestos.
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Fig. 13 Electroferograma de Calendula officinalis L. (Muestra 1)

La Figura anterior muestra uno de los electroferogramas obtenidos para la muestra 1,
en cada electroferograma se observaron 24 picos, pertenecientes a compuestos
anidnicos, el pico 1 corresponde al flujo electroosmotico, el cual es influenciado por
distintas variables por lo que se presentan diferencias minimas en el tiempo de
migracidon en los electroferogramas aun siendo de la misma muestra, y por ello no es
recomendable comparar los tiempos de migracion de cada pico o los espectros de
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absorcion, la movilidad electroforética o el factor de migracién (tm/area) es un dato mas
confiable.

En base a la movilidad electroforética de cada pico se deduce que los picos de
Calendula officinalis L. de la muestra 1 son muy semejantes entre si, al realizar los
calculos estadisticos de contraste de significacién, se observa que dicha movilidad
presenta una varianza de 0.0028, la cual es muy pequefia, y el contraste F indica que no
existe variacion significativa con probabilidad P (0.05), aceptando la hipdtesis nula.

Por otro lado el coeficiente de variacién muestra que los tiempos de migraciéon son
precisos, al obtener un coeficiente de variacién menor a 1.5 (Ver Anexo 3)

Como ya se menciond Calendula officinalis L. presenta diversos polifenoles entre ellos
rutina, debido a esto a la muestra 2 se le adicioné un estandar de dicho polifenol para
comprobar su presencia, y se observé en la Fig. 14 que el pico No. 15 pertenece a la
rutina, ya que al comparar uno de los electroferogramas de la muestra 2, con los
obtenidos en la muestra 1, existe un crecimiento de este pico, verificando la existencia
de los polifenoles una vez mas en la planta.

Al relacionar los electroferogramas de los distintas muestras, nos damos cuenta que el
flujo electroosmético de la muestra 1 se registra un tiempo de 6.519 minutos, el
electroferograma de la muestra 2 lo hace en un tiempo de 6.548, mientras que la
muestra 3 se registra a los 6.521 minutos, el coeficiente de variacion para estos datos es
de 0.2480, por lo que no hay variaciéon significativa entre ellos. Esto nos indica que el
extracto se comporta de manera muy similar en las diferentes muestras, lo cual se
puede apreciar al ver los diversos electroferogramas, en los que se registran el mismo
numero de compuestos anidnicos, por lo que es un buen avance en la determinacion del
perfil electroforetico pues en un futuro estd técnica podria ser una forma de
identificacion de distintas especies vegetales.
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Fig. 14 Electroferograma de Calendula officinalis L. (Muestra 1y 2)
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Fig. 15 Electroferograma de Calendula officinalis L. (Muestra 3)

Siguiendo la comparacién de los electroferogramas de las muestras 1, 2 y 3, de
Calendula officinalis L., observamos que en ninguno de ellos se encuentran compuestos
cationicos, ni tampoco neutros porque no se registran compuestos antes del flujo
electroosmotico al pH de trabajo, sin embargo con ello no se concluye que no existan.
Para el propdsito de este trabajo no fué necesario determinarlo, hoy en dia existe
reportado en la literatura la cantidad de compuestos cationicos y neutros encontrados
en el extracto, a diferentes pH’s y distintas concentraciones (Chavez E., 2009).

Los trabajos reportandos acerca de Calendula officinalis L. indican que probablemente
los compuestos anionicos, es decir con carga negativa, los cuales se registran después
del flujo electroosmotico podrian ser principalmente dacidos fendlicos ya que se
caracterizan en tener en su estructura un grupo carboxilo y grupos hidroxilo, el pKa del
acido carboxilico se encuentra entre los valores de 3 a 5, es decir que a pH 9 van a estar
en su forma anidnica. Sin embargo los valores de pKa del grupo hidroxilo de un fenol se
encuentran entre 8 a 10, los acidos fendlicos como: el dcido galico, acido siringico, acido
cafeico, acido vanilico presentes en Calendula officinalis L., poseen en su estructura 2 o
3 sustituyentes hidroxilos, los cuales gracias al oxigeno presente hacen que sea mas
electronegativo, aumentando asi el efecto inductivo, por lo tanto el valor de pKa
diminuye pensando que su valor podria ser menor de ocho, considerando de esta
manera que los grupos hidroxilos estén cooperando con la carga negativa. Por otra
parte se considera que algunos flavonoides estén en su forma anionica, ya que
contienen en su estructura bencenos sustituidos por grupos hidroxilos acidos
obteniendo carga negativa a pH de 9. (Rudolf C., 1977)

Hippocratea excelsa K. es otra planta a la que se le realizé un perfil electroforético
empleando el mismo buffer de boratos 20mM pH 9.3, a diferencia de Calendula
officinalis L., en este método se invirtié la polaridad (-20 kV), con un tiempo de
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separacion de 15 minutos, debido a que a polaridad normal el tiempo de separacidn de
la muestra era muy prolongado aproximadamente después de una hora comenzaban a
mostrarse los compuestos presentes (datos no incluidos), mientras que a polaridad
reversa los resultados se mostraron inmediatamente.

Para realizar la huella digital de este extracto se realizaron diluciones con el buffer de
boratos. La primer dilucién fue 1:5 a la cual se denomind como Muestra 1, en la
Muestra 2 se realizé una dilucion de 1:10, y en ambas muestras se realizarén tres
repeticiones continuas de los cuales en la Fig. 16 se presenta un electroferograma de los
obtenidos en la muestra 1
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Fig. 16 Electroferograma de Hippocratea excelsa K. (Muestral)

Todos presentan un compuesto registrado después del flujo electroosmético, por lo
que se considera como anidnico. La Tabla 4 muestra una comparacidon de las
movilidades electroforéticas del Uinico compuesto registrado en las tres repeticiones de
la muestra 1.

Tabla. 4 Movilidades electroforéticas del extracto de Hippocratea excelsa K. (Muestra 1).

No.Pico [ tm; | tmy | tms | xpefy | x pef, | x pef; | x peo x pef S C.v.

1 2.096 | 2.462 | 2.083 | -1.171 | -1.178 | -1.171 | 1.253 | -1.174 (+ 0.0045) | 0.004 | 0.343

Para determinar si existen compuestos que comigren, se realizd una dilucién 1:10 con
buffer de boratos 20 mM, pero se registro nuevamente el mismo pico a un tiempo de
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migracion similar Fig.17. El que se haya registrado solo un pico no indica que la planta
contenga quimicamente un Unico componente, seria necesario someter la muestra a
distintos pH y diferentes concentraciones de buffer para favorecer la disociacién de
ciertos componentes que a pH 9.3 no es posible observar.

FEO

ALl

Minuies

Fig. 17 Electroferograma de Hippocratea excelsa K. (Muestra 2)

Se observa para la muestra 2 un perfil semejante a la muestra 1 con la diferencia de
que los picos se aprecian a una menor absorbancia incluyendo el pico del flujo
electroosmoético, pero los tiempos de migracion en las tres repeticiones de la muestra 2
(Tabla 5) son similares respecto a los indicados en la Tabla 3.

Tabla. 5 Movilidades electroforéticas del extracto de Hippocratea excelsa K. (Muestra 2).
No.Pico| tm; | tm, | tms | x pef; | X pef, | % pefs | x peo x pef S C.v.

1 2.402|2.373|2.220(-1.197| -1.198 | -1.195 | 0.346 | -1.197 + (0.0022) | 0.002 | -0.150

Los polifenoles son compuestos muy labiles, los cuales se descomponen facilmente, y en
este estudio se evalué su comportamiento durante un periodo de cuatro meses,
obteniendo resultados contrarios a lo reportado en la literarura. Los polifenoles se
mantienen estables sin cambios significaivos y esto probablemente se debe a que el
extracto contiene algun estabilizador como por ejemplo el acido benzoico, que hace
gue los polifenoles se mantengan estables por periodos de tiempo prolongados. Sin
embargo esto no es posible comprobarlo.
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Ahora bien, existe una gran relacién entre la cantidad de polifenoles estimados y los
electroferogramas obtenidos para cada extracto. Calendula officinalis L., contiene una
cantidad 10 veces mayor de polifenoles que Hippocratea excelsa K., por otro lado se
aprecia en los electroferogramas que la cantidad de compuestos detectados en los
extractos de Calendula officinalis L., también es mayor, mientras que en Hippocratea
excelsa K., ocurre lo contrario solo se aprecia un polifenol de gran peso molecular
basandonos en el orden de aparicidon de este componente, recordando que se registran
primero los que poseen una carga mas pequefia y un tamano mas grande que los
registrados al final.

Hippocratea excelsa K. fue analizada también mediante cromatografia capilar micelar
electrocinética (MECK) a pH 7 empleando buffer Fosfato 20 mM /SDS 25 mM a
polaridad normal, en el que el flujo electroosmatico se registra antes que las micelas, ya
gue estas presentan una menor velocidad debido a su carga negativa. La ventana de
migracién corresponde a un intervalo de tiempo entre el flujo electroosmético (to) y el
tiempo que tarda en registrarse la micela (tm), y el factor de retenciéon dependera de las
caracteristicas hidrofilicas o hidrofébicas del compuesto. Cuando un compuesto es
totalmente neutro en el buffer migra junto con el flujo electroosmotico
correspondiéndole un valor de cero, pero si migra dentro de la ventana de migracion
tendra valores de factor de retencidon de entre cero a uno, sin embargo aquellos que
pasan al mismo tiempo en el buffer y en la micela tienen un factor de retencion igual a
uno, y por ultimo aquellos que pasan mas tiempo en la micela sus valores del factor de
retencion son mayores a uno, por lo que probablemente los compuestos del extracto
son totalmente solubles en el buffer y eluyeron junto con el FEO, y por lo tanto no se
observé pico alguno. Fig. 18

M

Fig. 18 Electroferograma de Hippocratea excelsa K. por MECK.
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IX. CONCLUSIONES

Se determinaron los perfiles electroforéticos de los extractos etandlicos de
Calendula officinalis L., e Hippocratea excelsa K., mediante la técnica de
electroforesis capilar, empleada como método de identificacion de especies

vegetales.

La técnica de electroforesis capilar fue util para separar una gran variedad de
compuestos fitoquimicos, y asi caracterizar los extractos etandlicos, brindando al
estudio preliminar ventajas frente a otras técnicas desde el punto de vista
econdémico y ecoldgico. La dificultad que presenta la técnica es la optimizacién de
los parametros de separacion, sin embargo una vez obtenidos, la aplicacion del

método de caracterizacién es facil y rapida.

Por otro lado se estimd el contenido de polifenoles totales presentes en dichos
extractos por espectroscopia UV-Vis estableciendo las condiciones de lectura
oOptimas, empleando el reactivo de Folin Ciocalteu mediante una curva de
calibracion indirecta del polifenol rutina, observando que la cantidad de polifenoles

totales no varia significativamente con respecto al tiempo.

El andlisis espectrofotométrico es muy util para determinar polifenoles totales ya
que reduce el tiempo de analisis y se obtienen resultados reproducibles, esto nos
permitié conocer la cantidad de polifenoles, en donde observamos que Calendula

officinalis L. contiene mayor cantidad de estos con respecto a Hippocratea excelsa K.
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X.  PERSPECTIVAS

Con base en los resultados obtenidos se sugiere continuar con el estudio fitoquimico de
los extractos de Calendula officinalis L. e Hippocratea excelsa K., lo que permitiria
realizar una mejor separacién de los compuestos, y de esa forma identificar cada uno de

los agentes activos presentes en los extractos.

Posteriormente se recomienda la purificacion de cada uno de los compuestos activos

para realizar la evaluacion farmacoldgica de los mismos.

Finalmente podemos decir que este trabajo es un avance en la identificaciéon de
diversas especies vegetales, por lo que también se propone realizar estudios de
estabilidad de los extractos en un futuro, para poder determinar el tiempo de vida
media de los polifenoles en extractos naturales, y con ello determinar en su momento
fecha de caducidad de algun producto farmacéutico, cosmético o alimenticio que sea

elaborado a base de estos.
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ANEXO 1.

Anadlisis estadistico de la curva de calibracion indirecta de rutina

—_ xi
La media, X de las medias viene dado por: x = -

b

ey

Desviacion estandar, s, de n medias viene dada por: 5§ = ]
ﬂ—

Varianza: el cuadrado de la desviacion estandar, 52

Coeficiente de variacién: (DR) = 100 E)

C o s T2
Variacion dentro de muestras: >, 1 2, j Xij 2 — N

L . (Ti%—n)
Variacién entre muestras: Z l—
(T)*/N)
Donde N = nh = Numero total de medidas
T'i =Suma de las medidas en la 1—ésima muestra

T = Suma de todas las medidas, gran total.

(52, E}“

LTLL mnz

|I .'1'_5!;.:_:_ -1 } * ( nzzngj.:: - '_j}

Grados de libertad: g.1.=

El estadistico del contraste es F =Cuadrado medio entre muestras/ Cuadrado medio
dentro de muestras y el valor criticoes: Fh— 1, N — h.
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ANEXO 2

TABLA 1. CURVA DE CALIBRACION INDIRECTA DE RUTINA NO. 1

Sistema 1 2 3 4 5 6 7
Abs 1 0.2079 0.4509 0.6486 0.8489 1.0222 1.2038 1.5664
Abs 2 0.208 0.4509 0.6488 0.8687 1.0221 1.2038 1.5666
Abs 3 0.2079 0.4510 0.649 0.8886 1.0221 1.2037 1.5665

x 0.2079 0.4509 0.6488 0.8687 1.0221 1.2038 1.5665
Grafica 1. Curva de Calibracion Indirecta de RutinaNo. 1
2.0000
2 1.5000
G
=]
§ 1.0000 /./0/ y=14977x + 0.002
o R2=0.989
< 0.5000 ./'»
0.0000
0.00E+00 5.00E-05 1.00E-04 1.50E-04
g/ml
TABLA 2. CURVA DE CALIBRACION INDIRECTA DE RUTINA NO. 2

Sistema 1 2 3 4 5 6 7
Abs 1 0.2368 0.4176 0.6431 0.8648 1.0536 1.2354 1.5186
Abs 2 0.2369 0.4176 0.6430 0.8650 1.0537 1.2355 1.5185
Abs 3 0.2370 0.4179 0.6431 0.8648 1.0534 1.2355 1.5189

x 0.2369 0.2369 0.2369 0.2369 0.2369 0.2369 0.2369

Grafica 2. Curva de Calibracion Indirectade RutinaNo. 2

2

B

1.5

/

1

Absorbacia

0.5

"

y=14817x+0.0113

R%=0.9973

G/e’

0

0.00E+00 2.00E-05 4.00E-05 6.00E-05 8.00E-05 1.00E-04 1.20E-04

mg/100ml
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TABLA 3. CURVA DE CALIBRACION INDIRECTA DE RUTINA NO. 3

Sistema 1 2 3 4 5 6 7
Abs 1 0.2038 0.391 0.6192 0.8558 1.0655 1.2905 1.5504
Abs 2 0.2037 0.3909 0.6191 0.8559 1.0655 1.2905 1.5505
Abs 3 0.2037 0.3909 0.6191 0.8559 1.0654 1.2907 1.5505

x 0.2037 0.3909 0.6191 0.8559 1.0655 1.2906 1.5505
Grafica 3. Curva de Calibracion Indirectade RutinaNo.3

2.0000
S 1.5000 -
(5]
g /
-g 1.0000 y=15810x-0.0443
2 R%=0.9988
< (0.5000 /

0.0000

0.00E+002.00E-05 4.00E-05 6.00E-05 8.00E-05 1.00E-04 1.20E-04
mg/100ml
TABLA 4. CURVA DE CALIBRACION INDIRECTA DE RUTINA NO. 4

Sistema 1 2 3 4 5 6 7
Abs 1 0.212 0.4634 0.6111 0.8619 1.0575 1.2806 1.4893
Abs 2 0.2121 0.4633 0.611 0.8619 1.0574 1.2807 1.4892
Abs 3 0.2122 0.4633 0.611 0.8619 1.0577 1.2806 1.4892

x 0.2121 0.4633 0.611 0.8619 1.0575 1.2806 1.4892
Grafica4. Curva de CalibracionIndirectade RutinaNo. 4
1.6
1.4 /9//@
S 038 o y=14870x+0.009
S 06 e R?=0.9982
< 04 —
0.2
0
0.00E+00 2.00E-05 4.00E-05 6.00E-05 &.00E-05 1.00E-04 1.20E-04
mg/100ml
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TABLA 5. CURVA DE CALIBRACION INDIRECTA DE RUTINA NO. 5
Sistema 1 2 3 4 5 6 7
Abs 1 0.2151 0.4447 0.6163 0.8979 1.1152 1.2426 1.5221
Abs 2 0.2152 0.4447 0.6162 0.8978 1.115 1.2424 1.5223
Abs 3 0.2151 0.4446 0.6162 0.8979 1.1151 1.2425 1.5222
x 0.2151 0.4447 0.6162 0.8979 1.1151 1.2425 1.5222
N
Grafica 5. Curva de CalibracionIndirectade RutinaNo. 5
2
o 1.5 =
(5]
g /
2 1
S / y=15130x+0.0054
a R2=0.995
< (5§ /
0
0.00E+00 2.00E-05 4.00E-05 6.00E-05 8.00E-05 1.00E-04 1.20E-04
mg/100ml
w
TABLA 6. CURVA DE CALIBRACION INDIRECTA DE RUTINA NO. 6
Sistema 1 2 3 4 5 6 7
Abs 1 0.2019 0.4372 0.6295 0.8645 1.0199 1.2962 1.5223
Abs 2 0.2019 0.4374 0.6296 0.8646 1.02 1.2962 1.5222
Abs 3 0.2019 0.4373 0.6296 0.8645 1.0198 1.2962 1.5221
x 0.2019 0.4373 0.6296 0.8645 1.0199 1.2962 1.5222
n
Grafica 6. Curva de Calibracion Indirecta de Rutina No. 6
2
& 15 =
(=)
c /
(1]
e 1
o y=15264x-0.0139
3 / R?20.9974
< 05 /
0
0.00E+00 2.00E-05 4.00E-O5 6.00E-O5 8.00E-O5 1.00E-04 1.20E-04
mg/100ml
w
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TABLA 7. ANOVA DE UN FACTOR PARA LAS ABSORBANCIAS DE LOS SISTEMAS QUE CONFORMAN

Sistema 1 2 3 4 5 6 7
Curva de Calibraciéon 1 0.2079 | 0.4509 | 0.6488 | 0.8687 1.0221 1.2038 1.5665
Curva de Calibracién 2 0.2369 | 0.4178 | 0.6431 0.8649 1.0536 1.2355 1.5187
Curva de Calibracién 3 0.2037 | 0.3909 | 0.6191 0.8559 1.0655 1.2906 1.5505
Curva de Calibracién 4 0.2121 0.4633 0.611 0.8619 1.0575 1.2806 1.4892
Curva de Calibracién 5 0.2151 0.4447 0.6162 0.8979 1.1151 1.2425 1.5222
Curva de Calibracién 6 0.2019 | 0.4373 0.6296 | 0.8645 1.0199 1.2962 1.5222

LAS CURVAS DE CALIBRACION INDIRECTAS DE RUTINA

TABLA 8. ANOVA DE LAS ABSORBANCIAS DE LOS SISTEMAS QUE CONFORMAN LAS CURVAS DE
CALIBRACION INDIRECTAS DE RUTINA.

Origen de Suma de Grados Promedio | F Calculada | Probabilidad Valor
las Cuadrados de de los Critico
Variaciones Libertad | Cuadrados para F
Entre
muestras | 0.00079062 6 0.00013177 | 0.000608035 1 2.3239938
Dentro de
muestras | 9.10207198 42 0.216716
Total 9.1028626 48
Resumen de Grupos
GRUPOS CUENTA SUMA PROMEDIO VARIANZA
Curva de Calibracién 1 7 5.9687 0.85267143 0.213419916
Curva de Calibracién 2 7 5.9705 0.85292857 0.207146822
Curva de Calibracién 3 7 5.9762 0.85374286 0.235499486
Curva de Calibracion 4 7 5.9756 0.85365714 0.208445256
Curva de Calibracién 5 7 6.0537 0.86481429 0.216495635
Curva de Calibracion 6 7 5.9716 0.85308571 0.219814658
Curva de Calibracién 1 7 5.98605 0.85515 0.216190223

Si la hipdtesis nula es correcta, la estimaciéon de varianzas (g3~ ), no deberia diferir
significativamente. Si es incorrecta la estimacidn entre muestras de ;“ serda mayor que
la estimacion dentro de las muestras, debido a la variacion entre muestras.

Para contrastar si la estimacién entre muestras es significativamente mas grande se
utiliza un contraste F de una cola, en donde el valor critico de F es mayor que F
calculado, se cumple la hipdtesis nula, es decir las medias muestréales no difieren
significativamente.
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TABLA 9. COEFICIENTE DE ABSORTIVIDAD MOLAR DE LAS DIFERENTES CURVAS DE CALIBRACION

INDIRECTAS DE RUTINA.

. 1 2 3 a4 5 6 7
Sistema
Curvade Calibracion 1 | ) /e 04| 1.50E+04 | 1.526+04 | 1.53E+04 | 1.44E+04| 1.41E+04 | 1.58E+04
Curvade Calibracion 2.\ | e 01| 1 476404 | 1.51E+04 | 1.526+04 | 1.48E+04 | 1.456+04| 1.53E+04
Curvade Calibracién 3 | | /oc 01| 138E+04 | 1.45E+04 | 1.516+04 | 1.50E+04 | 1.51E+04| 1.56E+04
Curvade Calibracion 4 | ) /or 041 1.636+04 | 1.436+04| 1.52E+04| 1.49E+04 | 1.50E+04 | 1.50E+04
Curvade Calibracion 5| ) /e 04| 1.576+04 | 1.45E+04 | 1.58E+04 | 1.57€+04 | 1.46E+04 | 1.53E+04
Curvade Calibracion6 | | /e 04| 1.54E+04 | 1.48E+04 | 1.526+04 | 1.44E+04 | 1.526+04 | 1.53E+04
Resumen de Grupos
GRUPOS CUENTA| SUMA | PROMEDIO VARIANZA
Concentracion 1 7 105326.107 | 15046.5867 453723.9254
Concentracion 2 7 106337.005 | 15191.0008 512321.2808
Concentracién 3 7 103464.202 | 14780.6003 370438.1512
Concentracion 4 7 105673.793 | 15096.2561 356489.6496
Concentracién 5 7 106682.076 | 15240.2965 293459.722
Concentracion 6 7 104507.897 | 14929.6996 229921.1474
Concentracién 7 7 105326.107 | 15046.5867 453723.9254

TABLA 10. ANOVA DE LOS COEFICIENTES DE ABSORTIVIDAD MOLAR DE LAS CURVAS DE

CALIBRACION INDIRECTAS DE RUTINA.
Origen de Suma de Grados Promedio | F Calculada | Probabilidad Valor
las Cuadrados de de los Critico
Variaciones Libertad | Cuadrados paraF
Entre 1016773.18 5 203354.636 | 0.550511282 0.73684796 2.47716867
Muestras
Dentro de 13298123.3 36 369392.313
Muestras
Total 14314896.4 41
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TABLA 11. ANOVA DE LOS COEFICIENTES DE ABSORTIVIDAD MOLAR DE LOS SISTEMAS QUE
CONFORMAN LAS CURVAS DE CALIBRACION INDIRECTAS DE RUTINA.

Origen de las Suma de Grados Promedio de | F Calculada | Probabilidad Valor
Variaciones Cuadrados de los Critico
Libertad Cuadrados paraF
Entre 2607653.11 6 434608.852 1.299307564 0.28320162 2.371781
muestras
Dentro de 11707243.3 35 334492.666
muestras
Total 14314896.4 41

TABLA 12. CONCENTRACIONES DE POLIFENOLES TOTALES EN EL EXTRACTO DE Calendula

officinalis L.
Fecha (g equivalentes de rutina/
100ml de extracto)
06/04/09 2.9839E-02
13/04/09 2.9419E-02
20/04/09 2.9517E-02
27/04/09 2.9517E-02
18/05/09 2.9645E-02
25/05/09 2.9637E-02
17/06/09 2.9496E-02
22/06/09 2.9703E-02
29/06/09 2.9733E-02
06/08/09 2.9508E-02
18/08/09 2.9752E-02
20/08/09 2.9731E-02
C.V. 0.4407
Resumen de Grupos
GRUPOS | CUENTA | SUMA | PROMEDIO VARIANZA

Columna 1 12 10.7864 0.8988 0.0008

Columna 2 12 10.8048 0.9004 0.0008

Columna 3 12 10.9069 0.9089 0.0013
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TABLA 13. ANOVA DE

LAS CONCENTRACIONES DE POLIFENOLES TOTALES DE Calendula

officinalis L.
Origen de Suma de Grados | Promedio de F Probabilidad | Valor Critico
las Cuadrados de los Calculada paraF
Variaciones Libertad Cuadrados
Entre 0.000702312 2 0.000351156 | 0.35473263 | 0.703492364 3.284917651
muestras
Dentro de 0.032599196 33 0.000987854
muestras
Total 0.033301508 35

TABLA 14. CONCENTRACIONES ESTIMADAS DE POLIFENOLES TOTALES EN EL EXTRACTO DE
Hippocratea excelsa K.

Fecha (g equivalentes de rutina/
100ml de extracto)

06/04/09 7.4577E-03

13/04/09 7.4895E-03

20/04/09 7.5118E-03

27/04/09 7.4820E-03

18/05/09 7.5213E-03

25/05/09 7.4964E-03

17/06/09 7.4565E-03

22/06/09 7.4876E-03

29/06/09 7.4911E-03

06/08/09 7.4889E-03

18/08/09 7.5857E-03

20/08/09 7.4892E-03

C.V. 0.4476
Resumen de Grupos

GRUPOS CUENTA | SUMA | PROMEDIO VARIANZA
Columna 1 12 9.48327 | 0.7902725 1.8229E-05
Columna 2 12 9.4658 | 0.7888166 3.6422E-05
Columna 3 12 9.4779 | 0.789825 2.7622E-05

TABLA 15. ANOVA DE LAS CONCENTRACIONES DE POLIFENOLES TOTALES DE Hippocratea

excelsa K.
Origen de Suma de Grados Promedio F Probabilidad | Valor Critico
las Cuadrados de de los Calculada paraF
Variaciones Libertad | Cuadrados
Entre 1.33458E-05 2 6.67289E-06 | 0.24332098 | 0.785413984 3.284917651
muestras
Dentro de 0.000904999 33 2.74242E-05
muestras
Total 0.000918345 35
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ANEXO 3

TABLA 16. EXTRACTO ETANOLICO DE Calendula officinalis L. (MUESTRA 1).

No.Pico| tml | tm2 | tm3 | xpefl | xpef2 | xpefd [xpeo| xpef S C.V.*
1 6.795 | 6.938 | 6.702 | -9.58E-01 | -9.59E-01 | -9.58E-01 | 6.521 | -9.584E-01 | 3.831E-04 | -0.040
2 7.304 | 6.980 | 7.259 |-9.79E-01 | -9.78E-01 | -9.79E-01 -9.787E-01 | 5.279E-04 | -0.054
3 7567 | 7.533 | 7.596 | -9.80E-01 | -9.80E-01 | -9.80E-01 -9.798E-01 | 8.432E-05 | -0.009
4 7.625 | 7.636 | 7.638 | -9.80E-01 | -9.80E-01 | -9.80E-01 -9.800E-01 | 1.839E-05 | -0.002
5 7.879 | 7.779 | 7.779 | -9.81E-01 | -9.80E-01 | -9.80E-01 -9.804E-01 | 1.441E-04 | -0.015
6 8592 | 8.762 | 8.667 | -9.82E-01 | -9.83E-01 | -9.82E-01 -9.824E-01 | 1.731E-04 | -0.018
7 8.901 | 8.688 | 8.968 | -9.83E-01 | -9.82E-01 | -9.83E-01 -9.827E-01 | 2.876E-04 | -0.029
8 8.928 | 8929 | 9.483 | -9.83E-01 | -9.83E-01 | -9.84E-01 -9.832E-01 | 5.785E-04 | -0.059
9 9.142 | 9.579 | 9.967 | -9.83E-01 | -9.84E-01 | -9.85E-01 -9.840E-01 | 6.939E-04 | -0.071
10 9.752 | 9.938 | 10.176 | -9.84E-01 | -9.85E-01 | -9.85E-01 -9.846E-01 | 3.274E-04 | -0.033
11 10.342 | 10.033 | 10.275 | -9.85E-01 | -9.85E-01 | -9.85E-01 -9.850E-01 | 2.401E-04 | -0.024
12 10.367 | 10.258 | 10.633 | -9.85E-01 | -9.85E-01 | -9.86E-01 -9.853E-01 | 2.701E-04 | -0.027
13 10.946 | 11.633 | 11.658 | -9.86E-01 | -9.87E-01 | -9.87E-01 -9.866E-01 | 4.849E-04 | -0.049
14 11.742 | 11.771 | 11.875 | -9.87E-01 | -9.87E-01 | -9.87E-01 -9.870E-01 | 7.669E-05 | -0.008
15 12.138 | 12.017 | 11.958 | -9.87E-01 | -9.87E-01 | -9.87E-01 -9.873E-01 | 9.666E-05 | -0.010
16 12.288 | 12.292 | 12.321 | -9.88E-01 | -9.88E-01 | -9.88E-01 -9.876E-01 | 1.820E-05 | -0.002
17 12.579 | 12.554 | 12.592 | -9.88E-01 | -9.88E-01 | -9.88E-01 -9.878E-01 | 1.870E-05 | -0.002
18 12.921 1| 12.929 | 12.971 | -9.88E-01 | -9.88E-01 | -9.88E-01 -9.882E-01 | 2.451E-05 | -0.002
19 13.357 | 13.342 | 13.396 | -9.89E-01 | -9.89E-01 | -9.89E-01 -9.886E-01 | 2.386E-05 | -0.002
20 14.167 | 14.133 | 14.196 | -9.89E-01 | -9.89E-01 | -9.89E-01 -9.892E-01 | 2.405E-05 | -0.002
21 14.423 | 14.338 | 14.396 | -9.89E-01 | -9.89E-01 | -9.89E-01 -9.894E-01 | 3.214E-05 | -0.003
22 14.992 | 14.783 | 14.850 | -9.90E-01 | -9.90E-01 | -9.90E-01 -9.897E-01 | 7.362E-05 | -0.007
23 15.314 | 15.217 | 15.192 | -9.90E-01 | -9.90E-01 | -9.90E-01 -9.900E-01 | 4.236E-05 | -0.004
24 15.871 | 15.821 | 15.854 | -9.90E-01 | -9.90E-01 | -9.90E-01 -9.903E-01 | 1.549E-05 | -0.002

*El coeficiente de variacion de los tiempos de migracion de cada pico del electroferograma

Resumen de Grupos
GRUPOS CUENTA | SUMA PROMEDIO VARIANZA
Columna 1 27 26.5018 0.98155 0.00028
Columna 2 27 26.4991 0.98145 0.00028
Columna 3 27 26.4985 0.98142 0.00028

TABLA 17. ANOVA DE MOVILIDAD ELECTROFORETICA DE Calendula officinalis L. (MUESTRA 1)

Origen de las Suma de Grados de | Promedio de F Probabilidad | V. Critico
Variaciones Cuadrados Libertad | los Cuadrados | Calculada para F
Entre 2.36-07 2 1.2E-07 0.0043 0.999572876 3.11379226
muestras
Dentro de 0.021586 78 0.00028
muestras
Total 0.021586 80
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TABLA 18. EXTRACTO ETANOLICO DE Calendula officinalis L. (MUESTRA 2).

No.Pico | tml | tm2 | tm3 | xpefl | xpef2 | xpefd |[xpeo| xpef S C.v.*
1 7.813 | 6.854 | 7.042 | -9.80E-01 | -9.78E-01 | -9.78E-01 | 6.548 | -9.788E-01 | 1.438E-03 | -0.147
2 8.542 | 7.829 | 7.671 | -9.82E-01 | -9.80E-01 | -9.80E-01 -9.809E-01 | 1.075E-03 | -0.110
3 8.596 | 8.650 | 7.862 | -9.82E-01 | -9.82E-01 | -9.81E-01 -9.817E-01 | 9.912E-04 | -0.101
4 8.629 | 8.679 | 7.929 | -9.82E-01 | -9.82E-01 | -9.81E-01 -9.818E-01 | 9.329E-04 | -0.095
5 8.808 | 8.904 | 8.454 | -9.83E-01 | -9.83E-01 | -9.82E-01 -9.825E-01 | 4.823E-04 | -0.049
6 8.842 | 9.171 | 8.483 | -9.83E-01 | -9.83E-01 | -9.82E-01 -9.827E-01 | 6.760E-04 | -0.069
7 8.992 | 9.342 | 8.583 | -9.83E-01 | -9.84E-01 | -9.82E-01 -9.830E-01 | 7.245E-04 | -0.074
8 9.137 | 9.842 | 8.658 | -9.83E-01 | -9.84E-01 | -9.82E-01 -9.834E-01 | 1.064E-03 | -0.108
9 9.775 (10.129 | 8.783 | -9.84E-01 | -9.85E-01 | -9.83E-01 -9.840E-01 | 1.208E-03 | -0.123
10 10.067 | 10.471 | 9.671 | -9.85E-01 | -9.85E-01 | -9.84E-01 -9.848E-01 | 6.033E-04 | -0.061
11 10.575 | 10.754 | 9.887 | -9.86E-01 | -9.86E-01 | -9.85E-01 -9.853E-01 | 6.606E-04 | -0.067
12 10.717 | 11.425 | 10.046 | -9.86E-01 | -9.87E-01 | -9.85E-01 -9.857E-01 | 9.177E-04 | -0.093
13 11.350 | 11.621 | 10.409 | -9.87E-01 | -9.87E-01 | -9.85E-01 -9.862E-01 | 8.082E-04 | -0.082
14 11.596 | 11.779 | 10.579 | -9.87E-01 | -9.87E-01 | -9.86E-01 -9.865E-01 | 7.966E-04 | -0.081
15 11.713 | 12.179 | 11.146 | -9.87E-01 | -9.87E-01 | -9.86E-01 -9.869E-01 | 5.830E-04 | -0.059
16 12.083 | 12.333 | 11.475 | -9.87E-01 | -9.88E-01 | -9.87E-01 -9.872E-01 | 4.781E-04 | -0.048
17 12.246 | 12.679 | 12.246 | -9.88E-01 | -9.88E-01 | -9.88E-01 -9.877E-01 | 2.459E-04 | -0.025
18 12.579 | 13.075 | 12.383 | -9.88E-01 | -9.88E-01 | -9.88E-01 -9.879E-01 | 3.354E-04 | -0.034
19 12,958 | 13.829 | 12.783 | -9.88E-01 | -9.89E-01 | -9.88E-01 -9.884E-01 | 4.819E-04 | -0.049
20 13.700 | 14.017 | 13.525 | -9.89E-01 | -9.89E-01 | -9.89E-01 -9.889E-01 | 2.006E-04 | -0.020
21 13.887 | 14.433 | 13.663 | -9.89E-01 | -9.89E-01 | -9.89E-01 -9.891E-01 | 3.058E-04 | -0.031
22 14.301 | 15.429 | 14.105 | -9.89E-01 | -9.90E-01 | -9.89E-01 -9.895E-01 | 4.991E-04 | -0.050
23 15.225 | 16.317 | 15.063 | -9.90E-01 | -9.91E-01 | -9.90E-01 -9.902E-01 | 4.222E-04 | -0.043
24 15.738 | 17.454 | 15.967 | -9.90E-01 | -9.91E-01 | -9.90E-01 -9.907E-01 | 5.154E-04 | -0.052

*El coeficiente de variacion de los tiempos de migracién de cada pico del electroferograma

Resumen de Grupos

GRUPOS CUENTA | SUMA PROMEDIO VARIANZA
Columna 1 24 23.6580 0.9857 8.3235E-06
Columna 2 24 23.6647 0.9860 1.1463-05
Columna 3 24 23.6385 0.9849 1.1867E-05

TABLA 19. ANOVA DE MOVILIDAD ELECTROFORETICA DE Calendula officinalis L. (MUESTRA 2)

Origen de las Suma de Grados de | Promedio de F Probabilidad | V. Critico
Variaciones Cuadrados Libertad | los Cuadrados | Calculada paraF
Entre 1.5503E-05 2 7.7513E-07 0.73462792 | 0.483397595 3.12964398
muestras
Dentro de 0.00072805 69 1.0551E-05
muestras
Total 0.00074355 71
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TABLA 20. EXTRACTO ETANOLICO DE Calendula officinalis L. (MUESTRA 3).

No.Pico | trl | tr2 | tr3 | xpefl | xpef2 | xpuefd [xpeo| x pef S C.V.*
1 6.795 | 6.938 | 6.702 -9.58E-01 | -9.59E-01 | -9.58E-01 6.521 -9.584E-01 | 3.831E-04 | -0.040
2 7304 | 6980 | 7.259 | 9-79E-01 | -9.78E-01 | -9.79E-01 -9.787E-01 | 5.279E-04 | -0.054
3 7567 | 7.533 7.596 -9.80E-01 | -9.80E-01 | -9.80E-01 -9.798E-01 | 8.432E-05 | -0.009
4 7625 | 7.636 | 7.638 -9.80E-01 | -9.80E-01 | -9.80E-01 -9.800E-01 | 1.839E-05 | -0.002
5 7879 | 7779 | 7.779 | -9-81E-01 | -9.80E-01 | -9.80E-01 -9.804E-01 | 1.441E-04 | -0.015
6 8592 | 8762 | 8667 | 9-82E-01 | -9.83E-01 | -9.82E-01 -9.824E-01 | 1.731E-04 | -0.018
7 8901 | 8.688 | 8.968 -9.83E-01 | -9.82E-01 | -9.83E-01 -9.827E-01 | 2.876E-04 | -0.029
8 8.928 | 8929 | 9483 -9.83E-01 | -9.83E-01 | -9.84E-01 -9.832E-01 | 5.785E-04 | -0.059
9 9142 | 9579 | 9.967 -9.83E-01 | -9.84E-01 | -9.85E-01 -9.840E-01 | 6.939E-04 | -0.071

10 9752 | 9938 | 10.176 -9.84E-01 | -9.85E-01 | -9.85E-01 -9.846E-01 | 3.274E-04 | -0.033
11 10.342 | 10.033 | 10.275 -9.85E-01 | -9.85E-01 | -9.85E-01 -9.850E-01 | 2.401E-04 | -0.024
12 10.367 | 10.258 | 10.633 -9.85E-01 | -9.85E-01 | -9.86E-01 -9.853E-01 | 2.701E-04 | -0.027
13 10.946 | 11.633 | 11.658 -9.86E-01 | -9.87E-01 | -9.87E-01 -9.866E-01 | 4.849E-04 | -0.049
14 11.742 | 11.771 | 11.875 -9.87E-01 | -9.87E-01 | -9.87E-01 -9.870E-01 | 7.669E-05 | -0.008
15 12.138 | 12.017 | 11.958 -9.87E-01 | -9.87E-01 | -9.87E-01 -9.873E-01 | 9.666E-05 | -0.010
16 12288 | 12.292 | 12.321 -9.88E-01 | -9.88E-01 | -9.88E-01 -9.876E-01 | 1.820E-05 | -0.002
17 12579 | 12.554 | 12.592 -9.88E-01 | -9.88E-01 | -9.88E-01 -9.878E-01 | 1.870E-05 | -0.002
18 12.921 | 12.929 | 12.971 -9.88E-01 | -9.88E-01 | -9.88E-01 -9.882E-01 | 2.451E-05 | -0.002
19 13.357 | 13.342 | 13.396 -9.89E-01 | -9.89E-01 | -9.89E-01 -9.886E-01 | 2.386E-05 | -0.002
20 12167 | 14.133 | 14.196 -9.89E-01 | -9.89E-01 | -9.89E-01 -9.892E-01 | 2.405E-05 | -0.002
21 14.423 | 14.338 | 14.396 -9.89E-01 | -9.89E-01 | -9.89E-01 -9.894E-01 | 3.214E-05 | -0.003
22 14.992 | 14.783 | 14.850 -9.90E-01 | -9.90E-01 | -9.90E-01 -9.897E-01 | 7.362E-05 | -0.007
23 15314 | 15.217 | 15.192 -9.90E-01 | -9.90E-01 | -9.90E-01 -9.900E-01 | 4.236E-05 | -0.004
24 15.871 | 15.821 | 15.854 -9.90E-01 | -9.90E-01 | -9.90E-01 -9.903E-01 | 1.549E-05 | -0.002
*El coeficiente de variacion de los tiempos de retencién de cada pico del electroferograma
Resumen de Grupos
GRUPOS CUENTA | SUMA | PROMEDIO | VARIANZA
Columna 1 24 26.6247 0.9843 4.315E-05
Columna 2 24 23.6247 0.9843 4.2616E-05
Columna 3 24 23.6285 0.9845 4.3877E-05

TABLA 21. ANOVA DE MOVILIDAD ELECTROFORETICA DE Calendula officinalis L. (MUESTRA 3).

Origen de Suma de Grados Promedio de V. Critico
las Cuadrados de los F Calculada | Probabilidad paraF
Variaciones Libertad Cuadrados
Entre 4.379E-07 2 2.019E-07 0.004672 0.99533921 3.1296439
muestras
Dentro de 0.00298178 69 4.3214E-05
muestras
Total 0.00298218 71
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