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Figura Il: Especie Marrubium vulgare L.

Nota: Imagen adaptada de: Freixa, B. (2002)
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Acido ac Carga eléctrica Q
P . Coeficiente de
Acido ascérbico HAsc clente ¢ r?
determinacion
Acido Coeficiente de flujo
Lo o EDTA il e fluj Heo
etilendiamintetraacético electroosmético
ncentracion del
Altura h Co t’:e t a'c 6n de [E.L]
estandar interno
Anélisis de varianza Constante
ANOVA dieléctrica del €
(analysis of variance) medio
p Cuadrados medios
Area A . MS
de la falta de ajuste FoA
Cromat?gra.fia ca-pilar CCEM Cuadrados medios MSe
electrocinética micelar del error puro
Cromatografia liquida
de alta resolucién Py
Desviacion
(High performance estandar relativa
liquid cromatography)
Electroforesis capilar
(Capillary CE Dosis letal media DLso
electrophoresis)
Electroforesis capilar de ECE F calculada
enfoque isoeléctrico experimentalmente Fexp
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Abneviataras y simbolos

Electroforesis capilar en
zona

Equivalentes

Espectroscopia de
absorcion atémica

Extraccion asistida por
calor convencional

Extraccion asistida por
calor convencional en
medio acuoso

Extraccion asistida por
calor convencional en
medio etanol-agua
(70:30)

Extraccion asistida por

calor convencional en

medio metanol-agua
(70:30)

Extracto acuoso
hidrolizado, asistido por
ultrasonido.

Extraccion asistida por
ultrasonido

Extraccion asistida por
ultrasonido, en medio
acuoso

Extraccion asistida por
ultrasonido, en etanol-
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Figura lll: Extraccidn, tamiz fitoquimico y DLso. Elaboracion propia
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Resumen

Uno de los desafios que enfrenta la humanidad a través de los tiempos ha sido la lucha
contra las enfermedades que le aquejan. El hombre desde su aparicion en la faz de la tierra
ha encontrado, en la naturaleza misma, los medios necesarios para afrontar esta lucha en
la que las plantas son el principal recurso utilizado. Las plantas han mostrado ser un recurso
medicinal muy valioso y entre ellas se encuentra el marrubio (Marrubium vulgare L.). Planta
de la familia de las labiadas, originaria de Europa, Asia y del norte de Africa que se desarrolla
en la orilla de los caminos, terrenos abandonados y areas con disturbio (Vibrans, 2011),
distribuida en practicamente todo el territorio mexicano en suelos fértiles y secos (Carreto
& Ortega, 2018). Marrubio es una planta de Europa, naturalizada en México como maleza
ruderal (Vibrans, 2011).

El marrubio es una planta mencionada por Hipdcrates en una obra sobre esterilidad de las
mujeres y Dioscérides la utilizaba como emenagogo, e indica que la planta se debe manejar
con cuidado en pacientes con enfermedades renales. En el siglo IX, el marrubio se
consideraba como una medicina potente, mientras que, en el siglo XVI, Pietro Mattioli la
prescribia a las mujeres para estimular la secrecion de leche. En México se utiliza el
cocimiento para curar afecciones respiratorias, en forma tépica como astringente y por via
oral para eliminar gusanos intestinales y “contra la bilis”. (Reader's Digest, 1987), ademas
para el tratamiento de las hemorroides junto con otras plantas (toloache y malva) (Vibrans,
2011).

El valor cultural de esta planta en el tratamiento de estas enfermedades es considerable,
sin embargo, no hay estudios suficientes que avalen su seguridad y eficacia, pilares de las
estrategias de la Organizacién Mundial de la Salud (2014-2023) sobre medicina tradicional.
En el afan de contribuir en los estudios basados en evidencias se desarrollé una metodologia
que permitié establecer un perfil quimico cualitativo y cuantitativo de los polifenoles
presentes en los extractos acuoso e hidroalcohdlico por Electroforesis Capilar y se
determind la capacidad antioxidante del extracto acuoso por espectrofotometria UV-VIS
utilizando el reactivo de Folin-Denis.

Por otro lado, como una contribucidn a los estudios de seguridad se determind la DLso del
extracto acuoso de marrubio utilizando como sujeto de prueba, Artemia franciscana,
crustaceo sensible a una gran variedad de compuestos quimicos, de facil manejo en el
laboratorio, y con un cultivo relativamente sencillo y barato.

Los resultados obtenidos mostraron la presencia de polifenoles como 4acido ferdlico, (+)-
catequina, resveratrol, resorcinol, tirosol, acido nordihidroguayarético, arbutina, (-)
epicatequina y rutina. El estudio toxicoldgico resulté en una DLso= 2562.86 mg/L, que de
acuerdo con los criterios de Sanabria-Galindo (1997) la califican como de letalidad minima
que denota la seguridad de uso.
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Figura IV: Especie Marrubium vulgare L.

Nota: Imagen adaptada de: Ortiz, P. Cervantez, G. & Chimal, H. (2017)
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1 Introduccion

El marrubio (Marrubium vulgare L.), es una planta de la familia de las lamiaceae, en México
se encuentra ampliamente distribuido y se conoce con distintos nombres, por ejemplo:
malcubio, malva del sapo, malvarrubina, marrubio blanco, mata ceniza, vitzacua, melcupis
en Baja California Norte, tzopiloshihuitl en el Estado de México, k'ameri en Michoacan y
kathuchjeekunia en Puebla (Carreto & Ortega, 2018). Se tiene referencia de que esta planta
ha sido utilizada desde el siglo XVII para curar distintos padecimientos como son:
enfermedades respiratorias (catarros, tos, bronquitis, resfrios, gripes, faringitis, asma),
fiebre, falta de apetito, diarreas, dispepsias (digestiones dificiles de tipo cronico),
trastornos menstruales, lesiones cutdneas, heridas superficiales y quemaduras, asi como
afecciones del cuero cabelludo (Ministerio de salud, 2009). En la actualidad se han
reportado articulos que mencionan diversas propiedades de los extractos de marrubio, por
ejemplo, se utilizan para tratar enfermedades como la diabetes mellitus de tipo 1 (EImhdwi,
Muktar, & Atitalla, 2015), presentan actividad hepatoprotectora (Akther, Sultana, &
Akther, 2013), antifungica y larvicida (Aouati & Berchii, 2015), entre otros usos.

Debido a la diversidad de aplicaciones que el marrubio presenta en la medicina tradicional
mexicana y en diversos estudios publicados recientemente, (Bouterfas, Mehdadi, ELaoufi,
Latreche & Benchiha, 2016; EImhdwi, Muktar, & Atitalla, 2015; Aouati & Berchii, 2015)
consideramos importante conocer el perfil fendlico del marrubio, ya que muchas de las
aplicaciones que presenta la planta podrian estar relacionadas con la actividad antioxidante
de los fenoles, los cuales se ha demostrado que presentan dicha actividad, por lo que
ayudan a prevenir los dafios producidos por el estrés oxidativo y, por lo tanto, prevenir
enfermedades. El estudio de la planta en busca de compuestos fendlicos se realizd
mediante la aplicacion de técnicas sencillas y de bajo costo como electroforesis capilar y
espectrofotometria UV-VIS.

La técnica de electroforesis capilar es una técnica que aun no es aprobada por la
“Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos, en el andlisis de plantas” (Secretaria de
salud, 2013), sin embargo, se decidid utilizarla debido a que es una técnica barata, que
requiere de volumenes pequefios, no genera residuos toxicos, presenta una alta
sensibilidad y repetibilidad, asi como tiempos de migraciéon cortos y un sistema de
deteccién de arreglo de diodos (DAD) que permite la deteccion de una amplia gama de
moléculas, por lo que es otra técnica que permite realizar el andlisis confiable de Ila
composicidén quimica de los extractos vegetales.

Debido a que la mayoria de las aplicaciones del marrubio estan relacionadas con la salud,
se considera de suma importancia establecer la seguridad de uso del extracto acuoso a
través del ensayo de letalidad de A. franciscana.



Figura V: Extraccion, tamiz fitoquimico y Cuantificacion. Elaboracion
propia
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2 Marco tedrico
2.1 Marrubio (Marrubium vulgare L.)
2.1.1 Nombre y localizacién

El marrubio es proveniente de Asia, Europa, del norte de Africa y en la actualidad se
encuentra distribuido practicamente en todo el territorio mexicano, se puede encontrar en
estados como Baja California Norte, Baja California Sur, Chiapas, Chihuahua, Coahuila,
Ciudad de México, Durango, Guanajuato, Hidalgo, Jalisco, Estado de México, Michoacdn,
Morelos, Nuevo Ledn, Oaxaca, Puebla, Querétaro, San Luis Potosi, Sonora, Tamaulipas,
Tlaxcala, Veracruz y Zacatecas, (Mondragon Pichardo & Tenorio Lezama, 2018)

El marrubio habita en lugares baldios nitrificados a menudo algo himedos, como los bordes
de cultivos, caminos y escombreras cerca de zonas habitadas, comun en terrenos de cultivo
abandonados y cultivada en huertos familiares, asociada a bosques tropicales caducifolio y
subcaducifolio, matorral xerdfilo, pastizal, asi como a bosques mesdfilo de montafia, de
encino, de pino, mixto de encino-pino y de junipero (Carreto & Ortega, 2018).En altitudes
entre 0 y 1500 m. Generalmente, el tipo de suelo no le afecta, aunque suele preferir los
suelos calizos; puede soportar temperaturas de hasta -10 °C (Gutiérrez Carreto & Frade
Garcia, 2016).

Figura 2.1 Especie Marrubium vulgare L.

Nota: Imagen adaptada de: Carreto & Ortega, 2018.
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2.1.2 Caracteristicas

“El marrubio es una planta herbacea, perenne, de 20 y 85 cm, basalmente lefiosa, con tallos
blancos lanosos y con un olor similar al moho y la humedad. Hojas de 1.5-5x1-5 cm, ovadas,
agudas, crenadodentadas, de color verde oscuro, pecioladas y cubiertas de una pelusa corta
de color grisaceo inflorescencias en verticilastros globosos, densos; bracteas foliaceas;
bractéolas lineares y flores color blanco. El calizde 8 a 10 mm, obcdnico con el limbo mucho
mas corto que el tubo, con 5 dientes iguales, agudos, mucronados o casi espinescentes.
Corola de 5-8 mm, bilabiada, de color crema con maculas purpuras; labio superior convexo,
peloso, e inferior trilobado. Fruto en nucula, aplanada o trigonal. En la figura 2.1 se muestra
un ejemplar de marrubio” (Mondragon Pichardo & Tenorio Lezama, 2018; Carreto & Ortega,
2018).

2.1.3 Composicién quimica

El marrubio se diferencia de las demas labiadas por acumular diterpenos no volatiles en sus
pelos tectores y producir cantidades muy pequenas de aceite esencial, pese a su fuerte olor,
cuyo contenido en esencia es de trazas. El principal compuesto de los extractos de las hojas
del marrubio es la marrubiina, una lactona diterpénica amarga con un nlcleo
labdanofurdnico (1% del extracto fluido).

Premarrubina Marrubiina

Figura 2.2 Estructura de la marrubina y su precursor. Nota: imagen adaptada de: Freixa, B. (2002)

“La marubiina (figura 2.2) no se encuentra como tal en la planta, sino que se forma por
transformacién de su precursor inestable durante el proceso de extraccién; otros
diterpenos relacionados estructuralmente son el marrubiol, el peregrinol y el vulgarol. El
aceite esencial estd formado principalmente por tricicleno, B-pineno, bisabolol, B-elemona
e isomenton-8-tiol. Se ha reportado que contiene flavonoides, entre los que destacan
apigenina, luteolina y sus derivados 7-glucésido, 7-lactato, 7-(2-glucosil)lactato y 7-(2-
glucurosil) lactato, y los correspondientes 3-glucdsido y 3-ramnoglucdsido, vitexina,
vicenina Il y crisoeriol. Contiene acidos fendlicos y derivados: cafeico, clorogénico, 1-

3
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cafeilquinico y criptoclorogénico. También contiene taninos (2-3%), saponinas, mucilagos y
materias minerales”. (Sales de potasio, hierro y vitamina C) (Bouterfas, Mehdadi, Elaoufi,
Latreche, & Benchiha, 2016).

2.1.4 Usos y aplicaciones

El marrubio tiene diversas aplicaciones en el tratamiento de enfermedades relacionadas
con el sistema digestivo y el sistema respiratorio, tradicionalmente se ha utilizado para
tratar problemas de asma, bronquitis, catarros, gripe, resfrios y tos, también se ha utilizado
para tratar problemas estomacales, dispepsias y faltas de apetito (Ministerio de salud,
2010).

“Se le atribuyen propiedades coleréticas, accidon que puede explicarse, al menos en parte
por la presencia de los acidos cafeico y clorogénico, en esta actividad podria estar implicado
también el acido marrubico, del cual se ha demostrado que estimula la secrecidn de sales
biliares, este acido no se encuentra en la planta ni en sus extractos; sin embargo, se forma
por saponificacion a partir de la marrubiina. La guia alemana de plantas medicinales
(Comisidn E) aprueba el uso del marrubio y sus preparados en casos de pérdida de apetito
y trastornos dispépticos, como flatulencia y sensacion de saciedad” (Freixa, 2002).

“Por otro lado, tiene propiedades diuréticas debido a su contenido en sales potasicas,
popularmente se ha utilizado incluso como febrifugo en casos de malaria. El marrubio debe
ser utilizado con precaucion, ya que la marrubiina es un agente cardioactivo que puede
producir arritmias a dosis elevadas, ademds es un emenagogo y un abortivo, por lo que
debe evitarse totalmente su uso en mujeres embarazadas y en nifios menores de 2 afios”
(Freixa, 2002).

Se ha demostrado que el extracto acuoso de marrubio ayuda a disminuir los niveles de
glucosa en la sangre, asi como los niveles de citoquinas y de éxido nitrico, los cuales estan
relacionados con la diabetes mellitus tipo 1; (ElImhdwi, Muktar, & Atitalla, 2015). También
presenta una fuerte actividad hepatoprotectora (Akther, Sultana, & Akther, 2013).

Finalmente, se ha reportado que el extracto acuoso e hidroalcohdlico del marrubio
presentan actividad antifungicay larvicida (Aouati & Berchii, 2015; Bouterfas, y otros, 2016).

2.2 Estrés oxidativo

En la actualidad se sabe que uno de los procesos bioldgicos naturales del cual se derivan
algunas enfermedades es el estrés oxidativo; todos los organismos que presentan una
respiracion aerobia utilizan oxigeno para realizar sus procesos bioldgicos, el oxigeno es un
elemento que presenta un doble efecto fisiolégico: por una parte es esencial para la
obtencion de energia, pero también presenta efectos toxicos en el organismo, debido a que
de él se derivan diversas moléculas inestables denominadas radicales libres los cuales
tienen efectos dafiinos en las células (Constanza Corrales & Mufioz Ariza, 2012).
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El estrés oxidativo es un estado que se caracteriza por presentar elevados niveles de
radicales libres y especies reactivas, los cuales no puede contrarrestar la célula con sus
mecanismos de defensa (Lozano Casanova, 1999).

“El estrés oxidativo puede tener diferente magnitud, desde el estrés oxidativo leve, en el
cual las moléculas antioxidantes son suficientes para restablecer el equilibrio, hasta el estrés
oxidativo grave, el cual llega a tener grandes alteraciones en el metabolismo celular como
rompimiento en la cadena de DNA, aumento de la concentracidén de calcio intracelular,
descompartamentalizacién de los iones Cu?*y Fe?* catalitico, dafio a los transportadores
membranales de iones y otras moléculas especificas, asi como peroxidacién de lipidos”
(Dorado Martinez, Rugerio Vargas, & Rivas Arancibia, 2003).

2.2.1 Radicales libres.

“Desde el punto de vista quimico, los radicales libres son pequefias moléculas con un
electrdn sin aparear, son altamente reactivos y, por lo tanto, tienen un tiempo de vida corto,
son facilmente difusibles y se producen generalmente en las células por diferentes
mecanismos, a través de reacciones de tranferencia de electrones entre los que se
encuentran la cadena respiratoria mitocondrial, la cadena de transporte de electrones a
nivel microsomal y las reacciones de oxidacion, por lo que producen dafio celular (oxidativo)
al interactuar con las principales biomoléculas del organismo” (Venereo Gutierrez, 2002).

“Algunos radicales libres se producen generalmente a través de reacciones de transferencia
de electrones, con o sin participacion enzimatica, pero mediada por iones metalicos de
transicion; tal es el caso del radical hidroxilo (-OH) que es generado siempre que el perdxido
de hidrégeno (H202) entra en contacto con iones cobre (Cu*?) o iones hierro (Fe*?), ya que
el perdxido de hidrogeno y los complejos metalicos estan presentes en humanos, es légico
asumir que el radical hidroxilo (+OH) puede ser formado in vivo”.

Los mecanismos de formacion de los radicales libres son tres:
1. Transferencia electrdnica, en la que se produce la cesién de un electrén a una molécula.
2. Pérdida de un protén de una molécula.

3. Ruptura homolitica de un enlace covalente de cualquier molécula, de manera que cada
fragmento obtenido conserva uno de los electrones apareados del enlace.

“Si mas del 95% del O2 consumido por las células de nuestro organismo es reducido via
acuosa por el citocromo oxidasa mitocondrial, completamente a H20 durante la respiracion
mitocondrial, un pequefio porcentaje (<5%) es convertido a especies reactivas de oxigeno.
Una vez que se ha formado el radical libre en la reaccidon de iniciacidn, éste tiene la
capacidad de ceder el electrén a cualquier otro compuesto, originandose nuevos radicales,
lo cual constituye la reaccion de propagacidn en cadena que puede amplificarse tanto que
llegue a afectar a los tejidos corporales” (Saavedra, 2010).
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2.2.2 Antioxidantes

Como ya se menciond anteriormente, todos los seres vivos que utilizan oxigeno para
obtener energia liberan radicales libres, los cuales deterioran la estructura y
funcionamiento celular, sin embargo, este proceso suele ser controlado gracias a
mecanismos de defensa que ayudan a neutralizar estos efectos dafiinos, los organismos
aerobios, producen enzimas y moléculas que contrarrestan el efecto oxidante de los
radicales libres, a estas defensas se las denomina antioxidantes.

Los niveles bajos de antioxidantes o la inhibicidn de estos causan estrés oxidativo y pueden
dafiar o matar las células.

“La enzima aldehido oxidasa (AOX) constituye la primera linea de defensa contra el dafio
oxidativo y se encarga de eliminar los radicales derivados del oxigeno O: y el H20, en la
segunda linea de defensa se encuentran moléculas no enzimaticas, capaces de reducir a los
radicales libres, para evitar el dafio oxidativo” (Venereo Gutierrez, 2002).

Un antioxidante dietético es una sustancia que forma parte de los alimentos que
consumimos diariamente y puede prevenir los efectos adversos de especies reactivas sobre
las funciones fisioldgicas normales de los humanos (Coronado, Vega, Rey Gutierrez,
Vazquez, & Radilla, 2015).

En la naturaleza, la principal fuente de moléculas antioxidantes son los productos de origen
vegetal, existen diversas moléculas provenientes del metabolismo secundario de las
plantas, las cuales presentan actividad antioxidante, entre los mas importantes se
encuentran la vitamina C, la vitamina E, los carotenoides y los flavonoides (Coronado, Vega,
Rey Gutierrez, Vazquez, & Radilla, 2015).

2.3 Fenoles

Los fenoles son un conjunto heterogéneo de moléculas que provienen del metabolismo
secundario de las plantas, se caracterizan por presentar al menos un anillo bencénico
sustituido por uno o mas grupos hidroxilo.

Existen diferentes criterios, como estructura y origen, para clasificar los polifenoles. En la
figura 2.3 se muestra un ejemplo.

Los principales grupos de polifenoles son: acidos fendlicos, (derivados del acido benzoico y
del acido hidroxicinamico), estilbenos, lignanos, alcoholes fendlicos y flavonoides (Quifiones
& Aleixander, 2012).

Los principales grupos de polifenoles son provenientes de las rutas del acido shikimico
y la del acetato-malonato, entre ellos se encuentra los acidos fendlicos derivados de
acido p-hidroxibenzoico y del acido p-hidroxicinamico, los lignanos del acido cinamico,
los alcoholes fendlicos y los metabolitos de biosintesis mixta estilbenos y flavonoides.
En la figura 2.3 se muestran algunos ejemplos.
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La ruta del acido shikimico proporciona la sintesis de los aminoacidos aromaticos
(fenilalanina o tirosina), y la sintesis de los acidos cinamicos y sus derivados (fenoles
sencillos, acidos fendlicos, cumarinas, lignanos y derivados del fenilpropano); la ruta de los
poliacetatos proporciona las quinonas y las xantonas.

Derivados del ac. p- Biosintesis mixta

hidroxibenzoico

Q Estilbenos Flavonoides
Rl OH
OH
RO
A
Ry
R3
OH

R1=R2=R3= OH ACidO Galico R=H Resveratrol

Derivados de acidos hidroxicinamicos

0
9 OH o OH
R OH
2 X OH
Ry
Ry
RZ Ry

R,=OH Acido p-cumérico _ N .
: P R1:OH; RQZH Tirosol R;=R,=OH Enterodiol

Figura 2. Clasificacion de compuestos fendlicos de acuerdo con su origen

“Los fenoles tienen la caracteristica de presentar actividad antioxidante, antimicrobiana,
antimicédtica y protegen a las células de los efectos de los rayos UV-VIS. Diversos estudios
indican que la funcidn antioxidante de los polifenoles radica en un amplia gama de
actividades bioldgicas como secuestradores de radicales libres y quelantes metalicos,
ademads de que presentan actividad en la modulacién de enzimas y tienen efectos sobre las
vias de sefializacién celular y en la expresion de genes” (Rodrigo, Miranda, & Leonardo,
2011).

2.3.1 Importancia

“Los fenoles son los principales antioxidantes de la dieta y su ingesta es 10 veces superior a
la de la vitamina C y 100 veces superior a la de la vitamina E o los carotenoides. Algunos
alimentos destacan por su alto contenido en compuestos fendlicos entre ellos el té verde,
el vino, las frutas y el cacao, por mencionar algunos; los polifenoles contenidos en estos
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alimentos son altamente efectivos como defensa antioxidante” (Quifiones & Aleixander,
2012).

Los polifenoles son responsables de ciertos sabores caracteristicos y de la astringencia que
presentan algunas plantas o frutas, esta Ultima caracteristica es debido a la capacidad que
tienen los polifenoles de precipitar proteinas y de complejarse con macromoléculas, es por
esto que su aplicacidon es muy comun en la industria del curtido de pieles, debido a que
ayuda a formar enlaces entre las fibras de coldgeno, lo cual le confiere resistencia al agua,
al calor y la abrasién (Isaza Martinez, 2007).

Diversos estudios han demostrado que una dieta alta en productos vegetales, ricos en
compuestos fendlicos, ayuda a prevenir diversas enfermedades relacionadas con el estrés
oxidativo de las células, por ejemplo, aterosclerosis, enfermedades neurodegenerativas,
cancer y Alzheimer por lo que se ha demostrado que ayudan al buen funcionamiento y
proteccidn del sistema cardiovascular y cerebrovascular (Sanchez Valle & Méndez Sanchez,
2013).

Debido a las propiedades de los fenoles y las aplicaciones reportadas de los extractos de
marrubio, consideramos importante conocer el perfil electroforético de los polifenoles
presentes en las hojas, con el fin de observar la relacion entre sus propiedades y la presencia
de algun polifenol.

Actualmente se estdn realizando muchisimos estudios con esta planta a nivel mundial,
debido a la diversidad de propiedades que presenta y, en el caso particular de México, es
importante su estudio debido a su amplia distribucién y propiedades benéficas que se le
han encontrado en el tratamiento de la diabetes mellitus tipo |, que es una enfermedad que
padecen el 15.8 % de los adultos de este pais (EImhdwi, Muktar, & Atitalla, 2015; Mejia,
2017).

2.4 Extraccion
El término extraccion se define como la transferencia de una sustancia de un medio a otro.

Existen diversos métodos de extraccion, los cuales tienen como fin la liberacion del
contenido celular y favorecer la obtencidn de los componentes quimicos de las plantas.

Los procesos de extraccion pueden ser variados y su eleccién depende principalmente de
las propiedades fisicas, quimicas y estructurales de los metabolitos que se desea extraer,
asi como de las caracteristicas de la materia prima que se esté analizando y otros factores
asi como la toxicidad y puntos de ebullicidn de los disolventes. (Gonzélez Villa, 2004)

Existen métodos de extraccidon, por ejemplo: mecdnicos como la expresion, métodos de
extraccion basados en puntos de ebullicion como la destilacion, métodos basados en la
utilizacion de gases o métodos basados en la extraccion con liquidos, en la figura 2.4 se
muestran algunos.
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La extraccién con disolventes se divide en dos tipos: extraccion continua y discontinua.

Extraccion al equilibrio o métodos discontinuos. Son aquellos procesos que resultan cuando
hay un gradiente de concentracion, es decir, la distribucion de la concentracién de las
sustancias dentro y fuera de la particula vegetal alcanzan el valor de la constante de
equilibrio, no existe diferencia y por tanto, el gradiente de concentracidén entre extracto
crudo y la droga residual es cero.

Extraccidn exhaustiva o continua: Proceso de separacién en el que siempre se mantiene el
gradiente de concentracién entre el liquido extractivo y la droga a extraer. En esta técnica
el disolvente utilizado se va renovando, actuando en una sola direccién y nunca llegara a al
equilibrio (DaSilva, Couto, & Bresolin, 2012).

Métodos de Extraccion

oS Extraccién con 72
Extraccién Extraccién con

A Destilacion fluidos 5
Mecdnica o disolventes
supercriticos

f j 1

*  Expresién
'? v Arrastre de vapor
® Incisién

Continuas Discontinuas

< v
Maceracién
Digestién
Infusién
Decoccion

. Soxhlet
. Percolacién

Figura 2.4 Métodos de extraccion
Nota: Imagen adaptada de: Amaguaiia, R & Churuchumbi R, (2018)

En un esfuerzo por desarrollar métodos de extraccion con una mayor eficiencia se han
combinado las energias alternas con los métodos convencionales para el desarrollo de
nuevos métodos como la extraccion asistida por microondas y la extraccién asistida por
ultrasonido.

Los métodos convencionales como destilacion por arrastre de vapor y extraccion por
disolventes presentan algunas desventajas como: rendimientos bajos, pérdidas de
compuestos volatiles, tiempos de extraccidn prolongados, y residuos tdxicos provenientes
del disolvente utilizado. Estas condiciones han llevado al desarrollo de técnicas alternativas
que superan las desventajas de los métodos tradicionalmente usados. Como una alternativa
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a los métodos convencionales surgen los métodos con un enfoque verde entre los que se

encuentra: extraccion con fluidos supercriticos, la extraccion asistida por microondas y
ultrasonido, entre otros, ver figura 2.5.

En este trabajo se realizaron extracciones con disolventes polares y se compararon dos
formas de acelerar el proceso de extraccién, la primera mediante infusion con calor
convencional y la segunda aplicando ultrasonido como método alternativo, que es muy
utilizado recientemente en la extraccion de polifenoles (Gonzalez Villa, 2004).

(A) (B) (€)

Extracoion Asistits por
ultrasonido

Extraccion Asistida
poc micropadas

Extracon
convencicaal

Generndot de
Control de uloasonido
temperacurna

A medio de,
£44 } transtar=rcis et acciin 36nct 030

de calor
- x wrarsfenencia
'z de cador

]
:p COMprason COMprasin  CamprERan
AN AWA
-
:l
VARV
é
-d L ¥ L Tanpo
% Q. ! raretarotn  randlecoty  ranviecods
» 2 '
; , ++000¢
) e——
L}
]
'
1

L rresstereccn
decalor

Az camooelicnce

Formecdn PFrepageciin
desuracn T S0 ld burbaja
encdes

ARUS[molécubs dipole]

Rotacién Molecutary pelacaacide

Figura 2.5 Método convencional y con un enfoque verde.
Nota: Imagen adaptada de: Roohinejad, y otros, (2018)

2.4.1 Extraccion con calor convencional (ECC)

Durante la extraccién se puede utilizar disolvente caliente para favorecer el proceso de
difusidon de los componentes, con el fin de realizar una mejor extraccion y aumentar el
gradiente de concentracion entre la materia vegetal y el disolvente, como lo indica la ley de
Fick (Gonzalez Villa, 2004).

2.4.1 Extraccion asistida por ultrasonicacién (EUS)

Técnica innovadora fundamentada en el uso de las ondas ultrasdnicas para la extraccion de
compuestos de una matriz vegetal (puede ser de otro tipo). La propagacién de las ondas
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ultrasdnicas causa la implosion de burbujas, fenédmeno conocido como cavitacion (figura
2.6) que induce macroturbulencia, colisiones entre particulas a alta velocidad vy
perturbacion en las particulas microporosas de la muestra. Como resultado, el soluto se
difunde rapidamente de la fase solida al disolvente. La extraccion asistida por ultrasonido
presenta varias ventajas: es amigable con el medio ambiente, simple, efectiva, econdmica,
con altos rendimientos y aceleracion cinética comparada con los métodos convencionales.
Sin embargo, la eficiencia del instrumento disminuye con el tiempo, ya que la potencia
disminuye progresivamente con el uso (Roohinejad, y otros, 2018).

Compresion

AN AWAT™
S VAVAVAE

Expansion
Tamafio de O o O 0 O % Injziosl:an
burbuja violenta
Tamafio maximo de
burbuja

Figura 2.6 Fendmeno de cavitacion
Imagen adaptada de: Ahmed, J. Ramaswamy,H. Kasapis, S & Boye J. (2010)
2.5 Hidrdlisis

En la naturaleza, los polifenoles se encuentran en mayor proporcion de una forma
glicosilada, también se pueden encontrar en su forma libre y en forma de sulfatos, dimeros
o polimeros (Quifiones & Aleixander, 2012).

Durante el proceso de identificacidon que se realizd en este trabajo, se utilizaron polifenoles
libres, los cuales se comercializan generalmente en su forma libre, por lo que para poder
realizar una comparacién de las sefiales del extracto con los estandares utilizados, se realizd
una hidrolisis del extracto, para tener cada polifenol en su forma libre y asi tener respuestas
comparables (Nardini, Cirillo, Natella, & Scaccini, 2002).

11
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2.6 Electroforesis

Electroforesis proviene de dos palabras griegas, elektro que significa electricidad y phoros
que significa movimiento (Valpuesta, 2008).

La electroforesis es una técnica de separacidn, la cual se basa en la migracion o
desplazamiento diferencial de particulas cargadas (iones) y sustancias neutras, por
atraccion o repulsién en un medio conductor por accién de un campo eléctrico (Castagnino,
1999).

2.6.1 Historia

El desarrollo de la técnica de electroforesis capilar ha sido el resultado de multiples
descubrimientos a lo largo del tiempo, los cuales ayudaron a mejorar la técnica.

En 1809 Reuss citd en las memorias de la Sociedad Natural Imperial (Moscow), un fendémeno
en el cual al inducir una corriente eléctrica dentro de un frasco con agua y arena se observa
el movimiento migratorio de particulas de arena en el fondo del frasco, éste fue el primer
fendmeno que indica la polarizacion de la silice, ya que la arena estd compuesta
principalmente de didxido de silicio, que es el material que se utiliza en la actualidad para
la fabricacion de tubos capilares que fungen como camaras de separacion en la
electroforesis capilar (Castagnino, 1999).

En 1816 se observo el transporte del agua por accién de una corriente galvanica, generada
por la polarizacion negativa del capilar que une dos recipientes electrddicos.

Debido al paso de la corriente eléctrica, se produce una primera capa de cationes llamada
capa fija y una segunda capa llamada capa movil y, debido a la polarizacion del agua, se
produce una migracion de las particulas hacia el catodo, en contra del flujo de la corriente
eléctrica, esta corriente liquida se denomina flujo electroosmatico (Castagnino, 1999).

La electroforesis fue desarrollada inicialmente por Tiselius, quien comenzé a estudiar el
proceso electroforético debido a la necesidad de mas técnicas de separacidn de proteinas,
por lo que le otorgaron el premio Nobel en 1948.

Tiselius trabajaba la electroforesis en medios libres sin elementos soporte, por lo que tuvo
problemas vinculados con la difusién térmica y con la conveccidn, problema que se resolvié
utilizando medios anticonvectivos como agar, agarosa y poliacrilamida.

Estos y otros descubrimientos fueron mejorando la técnica de electroforesis hasta llegar
ahora a contar con equipos de electroforesis capilar muchisimo mas precisos.

2.7 Electroforesis capilar (CE)

La electroforesis capilar (CE) presenta el mismo fundamento de separacion que la
electroforesis clasica, la diferencia se encuentra en el empleo de capilares de silice fundida
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menores a 200 um de diametro, en los cuales se lleva a cabo la separacion de los
componentes de una forma diferencial, con base en las movilidades electroforéticas de las
particulas, las cuales estan vinculadas con su relacién carga/masa y con la conformacién de
los analitos (Revilla Vazquez, 2005).

La electroforesis capilar difiere de la electroforesis clasica basicamente en dos aspectos:

>
>

Se realiza en tubos capilares de didmetro entre 10y 200 um.

No es necesario usar un medio anticonvectivo, aunque en ocasiones se utilizan los
geles para el tamizado de macromoléculas (Revilla Vazquez, 2005).

2.7.1 Partes basicas del equipo de electroforesis capilar (CE)

Un equipo de electroforesis capilar esta constituido por los componentes que se indican a
continuacion. Ver figura 2.7

>

VVVVYVYVYY

Un capilar de silice fundida, recubierto de poliacrilamida con un didmetro interno
de entre 10 y 200 pum

Dos electrodos (anodo y catodo)

Una fuente de poder

Viales donde se introducen los electrodos y el electrolito soporte

Sistema de enfriamiento del capilar

Sistema de inyeccion

Un detector

ELECTROFORESIS CAPILAR
CONFIGURACION INSTRUMENTAL BASICA

Fuente de alto voltaje

+

Anodo

Citodo

Capiar con cantrol
de termpoeatina

Hecuodo Hectrodo

trtrada Sulida

Figura 2.7 Componentes de un equipo de electroforesis capilar. Nota: Imagen adaptada de

Chopin, D. (2012)
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Capilares: Los capilares de silice fundida revolucionaron la cromatografia de gases y han
producido la cdmara de separacion en la electroforesis capilar, son una parte fundamental
del equipo y en electroforesis capilar suelen tener un diametro de entre 10 y 200 um"
(Revilla Vazquez, 2005).

Electrodos: Un par de electrodos que realizan el trabajo de catodo y anodo, que son
generalmente de platino.

Fuente de poder: Una fuente de potencia de alto voltaje de 20 a 30 kV, altamente
estabilizada y automatizada para el mantenimiento estable de la tensidon y la corriente
(Castagnino, 1999).

Detectores: Existe gran diversidad de detectores que se utilizan en electroforesis capilar,
con la finalidad de realizar el analisis de diversas muestras.

» Espectrofotométricos: UV-VIS (arreglo de diodos), fluorescencia

» Electroquimicos: Conductimétricos, amperométricos y potenciométricos
» Espectrométricos: Espectrometro de masas
>

Sistemas acoplados: plasma acoplado inductivamente (ICP), Espectroscopia de
absorcién atomica (EAA)

Electrolito soporte: Existe una gran variedad de soluciones amortiguadoras para utilizar
como medio soporte, segun el pH al que se requiere trabajar.

Los sistemas amortiguadores efectivos tienen un intervalo de amortiguamiento de
aproximadamente dos unidades de pH al rededor del valor del pKa.

La solucion amortiguadora utilizada debe presentar ciertas propiedades:
1. Buena capacidad de amortiguamiento de pH en el intervalo encontrado
2. Baja absorbancia en la longitud de onda de la deteccidn

3. Baja movilidad (por lo que se necesita una baja concentracidn iénica) (Castagnino,
1999)

Sistema de enfriamiento: El sistema de enfriamiento es muy importante debido a que es el
encargado de disipar el calor generado por la corriente eléctrica y evita cambios en la
viscosidad y en la movilidad de las particulas.

Existen dos sistemas de enfriamiento:
1. Utilizando aire por medio de un ventilador

2. Utilizando un liquido, generalmente clorofluorocarbonos (CFC)
14
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El sistema de enfriamiento por liquido suele ser teéricamente mas eficiente que el sistema
de enfriamiento por ventilacion, sin embargo, el sistema de enfriamiento por ventilacion
suele ser mas simple y mas barato.

Sistema de inyeccidn: Para tener una alta eficacia tedrica, el sistema de inyeccion no deberia
introducir un ensanchamiento de la zona significativo, por lo que los métodos de inyeccion
utilizados evitan el posible ensanchamiento de zonas debido a la conexidn con valvulas de
inyeccion.

Existen principalmente dos formas de inyeccién en CE, la inyeccion por gradiente de voltaje
(electrocinética) y la inyeccion por gradiente de presién (hidrodinamica o hidrostatica)
entre los dos extremos del capilar (Revilla Vazquez, 2005).

2.7.2 Modalidades de electroforesis

La selectividad de esta técnica se debe a las diferentes modalidades de electroforesis
capilar, las cuales permiten el analizar una gran diversidad de moléculas (Revilla Vazquez,
2005).

» Electroforesis capilar en zona (ECZ): Es el tipo de electroforesis mas sencillo debido
a que Unicamente se lleva a cabo la separacion de la muestra en un electrolito
soporte y la separacion de los compuestos anidnicos, catidnicos y neutros se da
por accion del campo eléctrico y del flujo electro osmatico (FEO).

» Cromatografia capilar electrocinética micelar (CCEM): En este tipo de
electroforesis se utilizan agentes surfactantes o tensoactivos los cuales son
adicionados al electrolito soporte en ciertas concentraciones que produzcan la
formacion de micela; esta técnica ayuda en la separacion de particulas neutras e
inclusive particulas cargadas.

» Electroforesis capilar de enfoque isoeléctrico (ECEI): Es una técnica utilizada
generalmente para la separacidn de péptidos y proteinas basandose en su punto
isoeléctrico, se utiliza en la separacion de especies zwitterionicas las cuales a
diferente pH presentan carga positivas, negativas o ambas, pero con una carga
neta de cero a determinado pH.

» Isotacoforesis capilar (IC): En esta técnica se utilizan un electrolito lider, el cual
debe de tener un tiempo de migracion menor a todos los analitos y un electrolito
terminal, y que debe de tener un tiempo de migracién mayor a todos los analitos.

» Electroforesis capilar en gel: En esta técnica, el capilar se llena con un gel que
funciona como tamiz molecular para producir una separacion basada en el tamafio
de las particulas.

15
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2.7.3 Ventajas de la electroforesis capilar

El desarrollo de la electroforesis capilar trajo diversas ventajas como una alta resolucion,
una alta eficiencia en la separacién, tiempos de andlisis cortos, pequefias cantidades de
muestra, una alta selectividad y una aplicacién en diversas areas de la quimica (Revilla
Vazquez, 2005).

Estas ventajas son consecuencia del desarrollo de los componentes y de la diversidad de
variables que se pueden controlar como son la corriente eléctrica, el didmetro y largo del
capilar, la eleccidn de diversas soluciones electrolito, la modalidad de separacion, asi como
la eleccién de diversos detectores (Revilla Vazquez, 2005).

2.8 Principios de la separacion por electroforesis

2.8.1 Movilidad electroforética

La movilidad electroforética es una propiedad que depende de la especie idnica, del
tamafio, de la carga, de la temperatura, de la concentracion y de la naturaleza del analito,
por lo tanto, es evidente que los analitos cargados y pequefios tienen una alta movilidad
mientras que las particulas cargadas con un alto peso molecular presentaran una movilidad
baja.

En la ecuacion 1 podemos ver la representacion matemadtica de la movilidad, donde:

n= : Ecuacién 1
6nrn
K = Movilidad electroforética. n = Viscosidad de la solucidn.
g = Carga del analito. r = radio molecular

2.8.2 Flujo electroosmético (FEO)

El flujo electroosmatico se genera en el capilar debido a la presencia de un campo eléctrico,
la solucidn electrolito entra en contacto con la superficie del capilar de silice fundida por lo
que queda cargada negativamente debido a la ionizacidn de los grupos silanol (a pH mayor
a 4)y provoca la atraccidn de particulas catidnicas de la solucidn electrolito, estas particulas
forman una doble capa, la primera capa se llama capa estatica debido a que los cationes se
encuentran fuertemente adsorbidos a la superficie capilar, la segunda capa presenta una
mayor movilidad y ésta genera el llamado flujo electroosmético, el cual se mueve en contra
de la corriente eléctrica, en direccidn al catodo, tal y como se muestra en la figura 2.8.
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Figura 2.8 Flujo electroosmdtico.

Nota: Imagen adaptada de: Lapizco, E. (2015)

2.8.3 Velocidad lineal del FEO

La velocidad lineal del flujo electroosmético (v,,), esta dada por la ecuacién 2, la cual se
muestra a continuacion, donde:

€E]

0 = 4 Ecuacion 2
{=Potencial zeta. E=Campo eléctrico.
n=Viscosidad. €= constante dieléctrica del medio.

2.8.4 Potencial zeta

Los cationes que se encuentran cercanos a la superficie y pertenecen a la doble capa,
generan un potencial muy cerrado entre la pared y los contraiones, que se denomina
potencial zeta () como se describe en la ecuacién 3, donde:

(= @ Ecuacion 3
{=Potencial zeta. Meo=Coeficiente de flujo electroosmético.
n=Viscosidad. €= constante dieléctrica del medio.
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2.9 Toxicidad en Artemia franciscana

Existe la creencia de que el consumo de plantas medicinales, por ser de origen natural, no
generan ningun dafio al organismo, sin embargo, esta creencia es falsa ya que si una planta
tiene efecto medicinal, también puede presentar un efecto toxico.

Desde 1982 se han desarrollado bioensayos para la determinacién de la toxicidad con la
utilizacion de “camarones de mar” (Artemia franciscana); los cuales son utilizados como via
inicial de tamizaje téxico de extractos, fracciones y compuestos depurados para discriminar
aquellas muestras de elevada toxicidad, debido a que presenta buena correlacién con la
toxicidad in vitro, demostrando ser un método adecuado para poner de manifiesto
metabolitos secundarios relacionados con actividades bioldgicas interesantes (Sanabria,
1997).

2.9.1 Toxicidad aguda

La toxicidad aguda es la capacidad de una sustancia de causar dafio durante su exposicién
a ésta. Los sintomas se pueden presentar durante la exposicion, pocas horas después o
pocos dias después de la exposicion.

2.9.2 Toxicidad crénica

La toxicidad cronica es la propiedad de una sustancia de causar dafios a largo plazo. Estos
efectos tienen un periodo de latencia y se manifiestan después de un largo tiempo. Los
efectos toxicos cronicos pueden resultar de una exposicidn simple o después de repetidas
exposiciones a lo largo de un periodo. Los efectos crénicos pueden ser neuroldgicos,
mutagénicos, cancerigenos en el sistema reproductor y teratogénicos.
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Figura VI: Especie Marrubium vulgare L.

Nota: imagen adaptada de: Mondragon P. y Tenorio L. (2018)
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3 Objetivos

3.1 Objetivo general del trabajo:

Desarrollar una metodologia para la identificacion y cuantificacion de los polifenoles
presentes en las hojas de la planta marrubio (Marrubium vulgare L.) por electroforesis
capilar, con el fin de contribuir al estudio fitoquimico de la planta.

3.2 Objetivos particulares:

-Realizar el estudio fitoquimico proximal para evaluar el tipo de compuestos que contienen
las muestras vegetales de Marrubium vulgare L., utilizando calor convencional.

-Analizar los extractos obtenidos mediante la extraccion, utilizando calor convencional y
ultrasonicacién, con el fin de seleccionar el perfil electroforético que proporcione mayor
cantidad de polifenoles.

-Seleccionar el disolvente adecuado para la extraccidn de los componentes fendlicos de las
hojas de marrubio, con el fin de obtener el mayor nimero de polifenoles y mayor altura de
la sefial.

-Identificar los polifenoles presentes en los extractos de marrubio, mediante la comparacion
de los perfiles electroforéticos del extracto, y el extracto adicionado con un estandar,
mediante la comparacién de los tiempos de migracién, forma de la sefal analitica y
comparacion del espectro UV-VIS.

-Cuantificar los polifenoles identificados en los perfiles electroforéticos, con la medicion de
las curvas de calibracidn correspondientes e interpolacion en el modelo lineal obtenido.

-Evaluar la mortalidad causada por el extracto acuoso de Marrubium vulgare L. en nauplio
de Artemia Franciscana, para determinar la dosis letal media.
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4 Metodologia

4.1 Colecta de la planta

El material vegetal se recolecté en el mes de julio en el poblado de San Sebastidan del
municipio de Zumpango, Estado de México.

4.1.1 Preparacién del material vegetal

La conservacion del material vegetal fue por desecacion natural a la sombra, para lo cual, el
material se extendié en una mesa sobre papel secante, protegido de la luz y el polvo.

Una vez que el material vegetal se secd, se separaron las hojas y se trituraron utilizando un
molino de cuchillas. El polvo obtenido se paso a través de un tamiz con malla nimero 60.
Ver figura 4.1

Figura 4.1 Tamizado de la planta. Fotografia tomada en el laboratorio de
quimica analitica de la FES Cuautitlan, Campo 1. Elaboracion propia

4.2 Tamiz Fitoquimico.

4.2.1 Extraccion

Extracto acuoso: Se pesd 1 g del polvo vegetal en un vaso de precipitados y se adicionaron
20 mL de agua desionizada. Se cubrio el sistema y se colocd en un bafio Maria por 90 min a
50 °C. Terminado el tiempo se etiquetd como extracto acuoso.

Extracto hidroalcohélico: Se pesé 1g de materia prima vegetal previamente triturada y se
adicionaron 20 mL de una mezcla etanol-agua (70:30), se cubrid y se colocd en un bafio
Maria durante 90 minutos a 50°C, finalizado el tiempo se etiqueté como extracto
hidroalcohdlico (figura 4.2).

4.2.2 Separacion
Los dos extractos se trabajaron por separado y debidamente etiquetados. Se introdujeron
en una centrifugadora durante 15 min a una velocidad de 3000 rpm. Finalizado el tiempo
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se filtraron a vacio, se concentraron utilizando un evaporador de flujo de nitrégeno durante
1 h aunatemperatura de 40°Cy 5 psi de presion. De cada extracto se tomé una alicuota de
2mL para realizar las pruebas a la gota indicadas en la tabla 4.1.

Figura 4.2 Extracto acuoso e hidroalcohdlico. Fotografia tomada en el laboratorio de quimica
analitica de la FES Cuautitldn, Campo 1. Elaboracion propia

Tabla 4.1 Anélisis fitoquimico (Anguiano, 1994)

Extracto etanol-agua Extracto

Metabolito para

identificar. (70:30) acuoso
Lactonas v -
Azucares reductores v v
Fenoles v v
Flavonoides v v

Nota: (-)= No se realizé la prueba, ( ¥ ) =Se realizé la prueba
4.3 Cuantificacion de los fenoles totales.

4.3.1 Extraccién de la muestra de marrubio para analisis de fenoles totales.

Se pesé 1.21 g de polvo vegetal en un vaso de precipitados, se agregaron 20 mL de agua
desionizada a 60 °C, se cubrié y se dejo enfriar durante 90 min, posteriormente se filtrd y se
centrifugd durante 15 min a 2500 rpm.

21



,\%:JN@"’” Wotodotoo

Se tomaron 400 pl del extracto y se hicieron reaccionar con 250 uL de reactivo de Folin-
Denis (tungstato de sodio y acido fosfomolibdico en acido fosférico), con 400 uL de Na2COs
al 7.5% y se llevo a un aforo de 10 mL, se dejo reposar durante 30 minutos y posteriormente
se midio la absorbancia a una longitud de onda de 710 nm.

4.3.2 Curva de calibracién de acido galico.

Se pesd 0.0264 g de 4cido galico, se disolvieron y se llevaron a un aforo de 10 mL,
posteriormente se tomaron 400 pLy se llevaron a un aforo de 10 mL para tener una solucién
estandar de concentracion 103.48 mg/L. A partir de esta solucion stock, se tomé el volumen
indicado para cada sistema los cuales se muestran en la tabla A.l (anexo Ill), se hicieron
reaccionar con 250 pL de reactivo de Folin-Denis, 400 uL de Na>COs al 7.5 %, se llevaron las
soluciones a un aforo de 10 mL, protegiendo los sistemas de la luz dentro de una caja oscura
y después de 30 min se midié la absorbancia de cada sistema, utilizando un
espectrofotémetro UV-Vis de la marca DYNAMICA modelo HALO-XB a una longitud de onda
de 710 nm.

4.4 Analisis de polifenoles por Electroforesis

4.4.1 Extraccién

Se prepararon 6 extractos con las condiciones mostradas en la tabla 4.2. En todos los
extractos se utilizaron 20 mL de disolvente (agua o etanol-agua o metanol-agua) y un
tiempo de extraccién de 60 min. En los sistemas 1,2 y 3 se utilizé calor convencional (ECC)
y el resto fue una extraccidn asistida por ultrasonido (EUS).

Tabla 4.2 Condiciones de extraccién de compuestos fendlicos asistido por diferente método y con
diferente disolvente.

1 ECCa Agua 1.00 60

2 ECCea EtOH-H,0 (70:30) 1.01 60

3 ECCnv-a MeOH-H,0 1.01 60
(70:30)

4 EUSA Agua 1.02 25

5 EUSeA EtOH-H,0 (70:30) 1.00 25

6 EUSm.a MeOH-H,0 1.02 25
(70:30)

Nota: ECC: Extraccion por calor convencional; EUS: Extraccion Asistida por Ultrasonido.

Subindices A: agua; E-A: Etanol-Agua y M-A: Metanol-Agua
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4.4.2 Separacién

Finalizado el tiempo de extraccién cada muestra se centrifugd a 3000 rpm por 15 min,
después de filtraron a vacio y se concentraron con el evaporador de flujo de nitrégeno
durante 1 ha 40°Cy 5 psi de presién. El extracto fluido nuevamente se filtré con acrodiscos
de 0.45 micrométrosy se llevé a un aforo de 10 mL. Cada extracto se reservé para su analisis
por electroforesis capilar. Ver figura 4.3.

Figura 4.3 Extractos de marrubio. Fotografia tomada en el laboratorio de
quimica analitica de la FES Cuautitldn, Campo 1. Elaboracion propia

4.5 Extraccion asistida por ultrasonido

4.5.1 Determinacion del tiempo

Se prepararon 6 extractos, se peso alrededor de 1 g de materia prima vegetal previamente
tratada. Se adicionaron 20 mL de disolvente y se aplicé ultrasonido como se indica en la
tabla 4.3.
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Tabla 4.3 Variacion del tiempo de extraccion de compuestos fendlicos.

1 EUSA 30
2 EUSA 60
3 EUSA 90
4 EUSE-a 30
5 EUSE-a 60
6 EUSEe-A 90

Posteriormente cada solucidn se centrifugd a una velocidad de 3000 rpm por 15 min. Se
filtraron las soluciones con vacio, se concentraron con el evaporador de flujo de nitrégeno
por 1 hrs 40°Cy 5 psi. Los extractos obtenidos nuevamente se centrifugaron en las mismas
condiciones y finalmente se filtraron con acrodiscos de 0.45 micrémetros. La solucion se
llevd a un aforo de 10 mL. Las soluciones finales se reservaron para su posterior analisis por
electroforesis capilar.

4.6 Hidrdlisis de los extractos.

Para la hidrolisis se prepararon 2 extractos:

En el primer extracto (EUSau): Se pes6 0.507g de hoja de marrubio, se agregd 10 mL de
disolvente, se cubrid y se aplico ultrasonido durante 60 min.

En el segundo extracto (EUSEe-an): Se pesd 0.512g de hoja de marrubio, se agregd 10 mL de
disolvente, se cubrid y se aplico ultrasonido durante 60 min.

1. EUSan: Extraccion asistida por ultrasonido, en medio acuoso, hidrolizado
2. EUSE.an: Extraccion asistida por ultrasonido, en medio etanol-agua, hidrolizado

Posteriormente se centrifugaron a 3000 rpm durante 15 min, se filtraron a vacio, se
concentrd la solucidn con el evaporador de flujo de nitréogeno durante 90 min a 40°Cy 5 psi,
se agregd 1 mL de solucién hidrolizante (hidroxido de sodio 3.6M, etilendiamintetraacetato
de sodio (EDTA) 20 mM y acido ascérbico (HAsc) al 2%) y se colocé a bafio Maria durante 60
min a 60 °C, como se muestra en la figura 5.4; se volvié a centrifugar cada solucién a 3000
rpm durante 15 min, se filtrd la solucidn con acrodiscos de 0.45 um y se aforé a 5 mL, para

posteriormente obtener el perfil electroforético. Ver figura 4.4
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Figura 4.4 Hidrolisis del extracto de marrubio. Fotografia tomada en el laboratorio de quimica
analitica de la FES Cuautitldn, Campo 1. Elaboracion propia

4.7 Condiciones de separacion por electroforesis capilar

1. Las mediciones de los compuestos polifendlicos se realizaron con un capilar de
silice fundida de 50 um de diametro interno, 51.5 cm de longitud total, 41 cm de
longitud efectiva, un campo eléctrico de 26.6 kV y realizando una deteccién a una
longitud de onda de 200 nm.

2. Alinicio de la experimentacion se realizé el lavado del capilar como se indica en la
tabla 4.4 y posteriormente se realizaron las medidas con el procedimiento que se
indica en la tabla 4.5.

3. En cada evento se realizd un lavado con buffer de boratos durante 15 min, un
tiempo de espera antes de la inyeccion de la muestra para lavar el capilar por fuera
y en el momento de la separacién de cada evento se obtuvieron corrientes de entre
80y 90 pA.

Tabla 4.4 Condiciones de lavado inicial

Enjuague Agua desionizada

Enjuague 3 NaOH (0.1M)
Enjuague 10 Agua desionizada
Enjuague 3 Buffer (boratos 50mM)

25



,

v\%j/v@’”" Luimica )

En la tabla 5.5 se muestra el procedimiento de separacion de los compuestos fendlicos por
CE.

Tabla 5.5 Procedimiento de separacion de los compuestos fendlicos por CE

Enjuague  Presion 40 15 min  Buffer de boratos

(50 mM)
- Inyeccion  Presion 0.5 5s muestra
- Espera - - 0.2s Buffer de boratos
(50 mM)
- Separacion Voltaje 26.6 30min Buffer de boratos
(50 mM)

4.8 |dentificacién y cuantificacion de los polifenoles

4.8.1 Identificacién
Para la identificacion de los polifenoles se consideraron tres aspectos analiticos:

1.- Se comparé la forma y tiempo de migracién de las sefales de los estandares con las
sefales del extracto.

2.- Se adiciond el estandar al extracto, con el fin de observar un aumento en el area o altura
de la sefial identificada en el extracto o descartar la presencia si aparece una sefial a un
tiempo diferente, ajeno al perfil del extracto.

3.- Se confirmd la presencia de los polifenoles comparando los espectros UV obtenidos en
el extracto con el detector de arreglo de diodos.

Los extractos EUSa, EUSan, EUSeA y EUSEan se seleccionaron para la identificacion de los
compuestos polifendlicos y la cuantificacidn se realizé iUnicamente en los extractos EUSe-a y
EUSE-an, debido a que fueron: los extractos que presentaron mas sefiales, con mayores areas
y alturas, ademds de que en estos extractos se encontraron todos los polifenoles
detectados.

4.8.2 Precision

Para determinar la precision, se evalud la repetibilidad, para lo cual se prepararon dos
sistemas patrén de mezclas de estandares, pesando para cada estandar lo sefialado en la
tabla 4.6 y utilizando metilparabeno y acido cafeico como estandares internos.
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Tabla 4.6 Mezcla de estandares para repetibilidad.

4.8.3 Cuantificacién de los componentes

A continuacion, en las tablas 4.7 y 4.8 se muestra como se prepararon las curvas de
calibracién para la cuantificacién de los compuestos fendlicos.

Tabla 4.7 Preparacion de las soluciones stock para construir las curvas de calibracién

25 401.408
8.7 98 25 272.832
25 332.64

25 272.44
99 25 259.77
99.5 25 254.72

Peso (mg) Pureza (%) Vaforo [E.L]
(mL)
5 100 20 250
6.6 99 25 261.36
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Para la cuantificacion de los compuestos fendlicos se utilizaron dos estandares internos,
primero el metilparabeno para la cuantificacion de los polifenoles en el EUSea y
posteriormente el acido cafeico para la cuantificacion en los polifenoles presentes en el
EUSE-aH.

En la tabla 4.8 se indican los volimenes tomados de la solucién stock para construir las
curvas de calibracion.

Tabla 4.8 Volimenes tomados de las soluciones stock para construir las curvas de calibracion

A continuacion, en la tabla 4.9 se muestran las concentraciones finales de las curvas de
calibracidn.

Tabla 4.9 Concentracidn final de los estandares utilizados para construir las curvas de calibracién

Solucion

1 2 3 4 5 6
8.02 16.05 32.11 48.16 64.22 80.28
5.45 10.91 21.82 32.73 43.65 54.56
6.65 13.30 26.61 39.91 53.22 66.52
5.44 10.89 21.79 32.69 43.59 54.48
5.19 10.39 20.78 31.17 41.56 51.95
5.09 10.18 20.37 30.56 40.75 50.94

20 20 20 20 20 20
20.90 20.90 20.90 20.90 20.90 20.90
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Posterior a la construccién de las curvas de calibracion, se prosiguié a medir por CE los
extractos EUSeay el EUSe-an con la adicidn del estandar interno para poder cuantificar los
polifenoles, las extracciones se realizaron como se indica a continuacion.

Para la primera muestra del EUSea se pesd 0.522 g de hoja de marrubio, se agregaron 10
mL de solucién etanol-agua (70:30), se cubrié y se aplicéd ultrasonido durante 60 min,
posteriormente se centrifugd durante 15 min a 3000 rpm, se decantd, se llevd la solucidn al
evaporador de flujo de nitrégeno (N2) y se concentré durante 1 h a 35°C y 5 psi,
posteriormente se centrifugd durante 15 min a 3000 rpm y se filtré con acrodiscos de 0.45
um, se agregoé 0.4 mL de solucidn de metilparabeno a una concentracién de 250 mg/L como
estandar interno (E.|.) posteriormente se llevé a un aforo de 5 mL y finalmente se realizé la
separacién por CE.

Para la segunda muestra del EUSe-an se pesd 1.0139 g de hoja de marrubio, se agregaron 20
mL de solucidn etanol-agua (70:30), se cubrié y se aplicé ultrasonido durante 60 min, se
centrifugd durante 15 min a 3000 rpm, se decantd y se llevd la solucién al evaporador de
flujo de N2y se concentré durante 1 h a 35 °Cy 5 psi; posteriormente se adiciondé 2 mL de
solucién hidrolizante (NaOH 3.6M, EDTA 20 mM y Hasc al 2%) y se colocd en bafio Maria
durante 30 minutos a 60°C, después se centrifugd 15 minutos a 3000 rpm y se filtré con
acrodiscos de 0.45 um, se agregd 0.8 mL de acido cafeico a una concentracién de 261.36
mg/L, se llevo a un aforo de 10 mL y finalmente se realizo la separacion por CE.

4 9 Determinacion de la dosis letal media del extracto acuoso

4.9. Preparacion del extracto acuoso (Liofilizado)

Se pesaron aproximadamente 10 g de hoja de marrubio y se le agregaron 100 mL de agua
desionizada, se cerrd el sistema y se realizé la extraccidén con ultrasonido durante 60 min,
posteriormente se centrifugd a 3000 rpm durante 15 min, se filtré a vacio y se congeld a -
20 °C durante 48 hrs en un congelador General Electricc Modelo FCM 7DMB WH,
finalmente se liofilizé el extracto a -50 °C durante 48 hrs en un liofilizador marca
LABCONCO.

4.9.1 Eclosién de Artemias

Se pesaron 20 mg de quistes de Artemia franciscana y se hidrataron durante media hora en
agua desionizada con agitacidén constante, se filtraron y se colocaron durante 6 minutos en
la solucién desencapsualadora (3 mL de NaOCl al 6%, 3 mL de NaOH al 5 % y 20 mL de agua
de mar), posteriormente se filtré y se lavaron los quistes con HCI 0.1 M durante 1 minuto,
después se enjuagaron con agua desionizada abundante, se colocaron en un sistema de
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eclosidn, con luz y agua de mar a pH 7.5 y una temperatura de 25°C y 24 horas después se
observad la presencia de Artemias franciscana en fase nauplio.

4.9.3 Preparacion de los sistemas prueba para la determinacion de DLsg

Se pesaron 0.9091 g de extracto de marrubio liofilizado en un tubo de ensayo y se agregaron
2.5 mL de polisorbato 60, 1.5 mL de DMSO y 5 mL de agua de mar, se agitaron con ayuda
del vortex (Scientific Industries modelo Genie 2) hasta disolver el extracto, finalmente se
llevé a un aforo de 200 mL con agua de mar; con esta solucion de 4545.5 mg/L se prepararon
los sistemas que se indican a continuacion en la tabla 4.10.

Tabla 4.10 Sistemas preparados para la construccion de la curva de dosis letal media.

1 0 10 10 0
2 0.005 9.99 10 2.27

3 0.05 9.95 10 22.72

4 2.00 8 10 909.10
5 3.00 7 10 1363.65
6 4.00 6 10 1818.20
7 5.00 5 10 2272.75
8 6.00 4 10 2727.30
9 7.00 3 10 3181.85
10 8.00 2 10 3636.40
11 9.00 1 10 4090.95
12 10.00 0 10 4545.50

Una vez que se prepararon las soluciones a diferente concentracién con el extracto
liofilizado, se colocaron 10 sujetos de estudio (Artemias) en 12 cajas Petriy se agregaron 10
mL de extracto liofilizado a diferente concentracion como se indica en la tabla 4.10,
posteriormente se monitored la respuesta después de 48 horas de exposicion.
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5 Resultados y analisis

5.1 Tamiz fitoquimico

Las pruebas a la gota realizadas al extracto acuoso e hidroalcohdlico dieron los
resultados mostrados en la tabla 5.1.

Tabla 5.1.- Analisis fitoquimico del extracto acuoso

Metabolito para identificar.  Extracto etanol- Extracto
agua (70:30) acuoso
Lactonas +++ _
Azucares reductores ++ +++
Fenoles +++ ++
Flavonoides ++ ++

Nota: (+++) abundante; (++) moderado; (+) escaso; dudoso (+/-) y negativo (-)
(Dominguez, 1988)

El tamiz fitoquimico se centré en detectar los metabolitos de interés para este proyecto.
Primero los polifenoles, para lo que se realizé la prueba de cloruro férrico que detecta el
anillo fendlico con la formacién de un compuesto de coordinacién de tipo Fe(OR)s*, donde
OR representa al fenol ionizado. Los colores que aparecen son azul, verde, violeta y rojo y
son producidos por la absorcidn selectiva de la luz por el &tomo de hierro influenciado por
los residuos de fendlicos. Por otro lado, la reaccion de Shinoda es una reaccidn compleja
que involucra la reduccién del flavonoide a la cianidina. La reduccidn se lleva a cabo por un
metal (Mg) disuelto en acido (HCl) y cuando reacciona con la solucién de prueba
(flavonoide) se presenta una produccidn vigorosa de hidrégeno (gas), rapidamente seguida
por la aparicién de un color rojo brillante y diferentes tonos como rojo-azuloso y violeta,
formdandose asf la cianidina.

La prueba de Fehling para detectar azlcares reductores se llevd a cabo porque los

polifenoles como flavonoides y taninos pueden encontrarse en forma libre o asociados a
carbohidratos. La reaccidn se basa en la capacidad de los aldehidos de oxidarse a un acido
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carboxilico y liberar electrones que reducirdn al 4tomo de Cu®a Cu®* produciendo un
cambio de color de la solucién (azul) y un precipitado de color rojo ladrillo

El analisis dio como resultado pruebas positivas para las reacciones de cloruro férrico y
Shinoda tanto en el extracto acuoso como en el extracto etanol-agua, estas reacciones
permiten detectar la presencia de polifenoles como tanino y flavonoides, la reaccion de
Fehling para azucares reductores también resulté positiva.

Finalmente, en el caso de la prueba de Baljet se realizd con el fin de detectar la presencia
de un metabolito caracteristico de esta especie, la marrubiina, que es una lactona
diterpenoide. La reaccion resulta en la interaccion entre grupos metilenos activos con
compuestos aromaticos (acido picrico) que tienen sustituyentes atractores de electrones,
en medio basico, que conduce a la formacién de un color naranja a rojo obscuro.

Los resultado obtenidos indican la presencia de moléculas con estructura de lactonas,
Azucares reductores, fenoles y flavonoides (ver anexo Il).

5.2 Fenoles totales.

A continuacion, en la figura 5.1 se observa la curva de calibracion de acido galico, la cual se
utilizdé para determinar la capacidad antioxidante del extracto de marrubio, esta curva
presentd un coeficiente de determinacidn (r?) de 0.9953.

Grafico del Modelo Ajustado
Absorbancia = -0.0247418 + 0.0706741"[mg/L)
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Figura 5.1 Grdfica de absorbancia de complejos de dcido gdlico vs
concentracion
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El andlisis de fenoles totales indicd que el extracto acuoso presenta una capacidad
antioxidante de 181.46 ug equivalentes (eq) de acido galico por mL, este resultado se
comparé con la capacidad antioxidante de algunas otras plantas como se muestra a
continuacién en la tabla 5.2. (Mufioz Velazquez, 2012)

Tabla 5.2 Capacidad antioxidante de diferentes plantas

Boldo 312.71
Hierbabuena 231.85
Marrubio 181.46
Arnica 173.31
Limén 71.69
Manzanilla 69.28

Como se observa en la tabla 5.2, el marrubio presenta una capacidad antioxidante muy
similar al drnica y aproximada a la hierbabuena, las cuales son plantas que se utilizan con
frecuencia en la medicina tradicional mexicana.

Estos estudios confirmaron la capacidad antioxidante del extracto de marrubio vy, el estudio
fitoquimico, la posible presencia de moléculas con las caracteristicas de los fenoles, por lo
que se prosiguio a su identificacion en los extractos del marrubio, mediante la técnica CE.

5.3 Condiciones de extraccion

Previamente a la identificacion y cuantificacion de los polifenoles de los extractos, se
estudiaron dos tipos de energia alternativa en la extraccion (calor convencional y
ultrasonido), diferentes disolventes (agua, etanol-agua (70:30) y metanol-agua (70:30), asi
como la variacidon del tiempo de extraccién de los extractos y la hidrdlisis de los mismos.

5.3.1 Extraccion con calor convencional y asistido por ultrasonido

A continuacién, en la figura 5.2 se observa la comparacién de los electroferogramas
obtenidos, usando agua como disolvente y realizando la extraccidn con calor convencional
y ultrasonido (ECCa y el EUSa).
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Los dos perfiles electroforéticos presentan una tendencia muy similar, por lo que se puede
decir que no hay gran diferencia en los componentes que se extraen por los dos métodos,
sin embargo, se puede observar que el perfil superior (1) perteneciente al EUSa presenta
sefiales con areas y alturas ligeramente mayores que en el perfil inferior (2), del ECCa,
ademas el EUSa presenta dos sefiales mds intensas en aproximadamente 9.5 y en 15.8 min.

00125 Disolvente agua

0.0100

0.0075

0.0050

0.0025

0.0000

2 4 6 8 10 12 14 16 18
Minutos

Figura 5.2 Comparacion de la forma de extraccion en extractos acuosos obtenidos por 1) ultrasonido
y 2) calor convencional

En la siguiente figura 5.3, se observar la comparacion de la extraccion usando la mezcla de
etanol: agua (70:30) como disolvente y calor convencional o ultrasonido como energias
alternativas de extraccién (ECCeay el EUSE-a), donde de igual manera en el perfil 1) EUSea
se observan sefiales con una mayor area y altura en comparacién con el 2) ECCe.a, ademas
el EUSe-a presenta una sefial con mayor altura en 8.2 min.

0.010

Disolvente: etanol-agua 70:30

0.005

0.000

-0.005

-0.010

Minutos

Figura 5.3 Comparacion del método de extraccion (1) ultrasonido o 2) calor convencional, usando
etanol-agua (70:30) como disolvente.
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Al utilizar mezclas de metanol-agua (70:30) como disolvente de extraccion (figura 5.4) se
observa que el perfil del ECCm-a y del EUSm-a, son similares a los extractos analizados
anteriormente, se observa que el perfil superior perteneciente al 1) EUSw.A, presenta
sefiales con dreas y alturas ligeramente mayores, por lo que se determiné que el ultrasonido
como fuente alternativa es un mejor método de extraccion, ya que permite obtener perfiles
con mayor cantidad de sefiales y con areas y alturas mas grandes, comparado con 2) ECCu-
A.

| Dsolvente.
0.05 Metanol-Agua
_ 70:30
0.04
1.-EUSm-a
AU 0.03
0.02 i
0.01 2.-ECCv-a
0.00 e

Minutos

Figura 5.4 Comparacion del tipo de extraccion (1) ultrasonido o (2) calor convencional, utilizando una
mezcla de etanol-agua (70:30) como disolvente.

5.3.2 Comparacion de la extraccion con diferentes disolventes.

En la figura 5.5 se muestran los perfiles electroforéticos que pertenecen a la extraccion
usando como disolventes agua, las mezclas de etanol-agua y metanol-agua (70:30) (EUSa,
EUSea vy el EUSm-a) se puede observar que la mayor cantidad de sefiales se obtienen en el
EUSa y el EUSe-a, las sefales se presentan antes de los 10 min, los 3 perfiles presentan una
tendencia similar, sin embargo, el EUSa tiene una mayor cantidad de sefiales las cuales
presentan una mayor area y altura, ademas de que se observa una sefial adicional en 9.5
min; en el caso del extracto EUSe., presentd sefiales con areas y alturas considerables y
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similares al extracto obtenido en medio acuoso. Finalmente el EUSm-a presentd la misma
tendencia con areas y alturas menores, respectivamente.

0.06 PDA - 2000m PDA - 200nm PDA - 200nm
marrubio93 marrubio95 marrubio98
0.05 EUS
Agua
0.04 WL_JLM—MMMNJ—
A Etanol-agua (70:30)

Metanol-agua (70:30)

0.00

30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100
Minutos

Figura 5.5 Electroferogramas obtenidos en la extraccion asistida por ultrasonido.

5.3.3 Determinacién del tiempo de extraccidn, asistido por ultrasonido

Una vez que se analizd la extraccién mediante diferentes métodos y diferentes disolventes
se prosiguio a estudiar cdmo afecta el tiempo de extraccidn a los componentes.

En la figura 5.6 y 5.7, se muestran los EUSa y EUSe-a sometidos a diferentes tiempos de
extraccion; en estos electroferogramas se observa que el mejor tiempo de extraccion de los
compuestos es de 60 min, debido a que con este tiempo de sonicacidn se obtienen perfiles
con sefiales mas definidas, con dreas y alturas mayores en comparacién a los extractos
asistidos por sonicacién durante 30 min, por lo que se considerd que aplicando ultrasonido
Unicamente 30 min, no se realiza una extraccién completa de los componentes. En el caso
de los extractos donde se aplicé ultrasonido durante 90 min, se puede ver que los extractos
presentan una tendencia similar a los obtenidos durante 60 min de ultrasonicacién, sin
embargo, algunas sefiales presentan menores areas y alturas, por lo que se considerd que
el mejor tiempo para la extracciéon de los componentes es 60 min.
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Figura 5.6 Variacién del tiempo de ultrasonicacion del extracto acuoso (EUSa)
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Figura 5.7 Variacion del tiempo de ultrasonicacion del extracto etanol-agua (70:30) (EUSe.a)

5.3.4 Hidrdlisis de los extractos acuosos y etanolicos

Una vez que se determind el tiempo de extraccion, se prosiguié a obtener el perfil
electroforético de los extractos EUSa, EUSe-a, USany del EUSe-an, los cuales se muestran en
la figura 5.8 y 5.9, aqui se observa que los cuatro electroferogramas tienen una tendencia
muy similar, sin embargo, el EUSe-a y el EUSe-an presentan una mayor cantidad de sefiales,
ademads de que presentan una mayor areay altura, por lo que se decidid que estos extractos
son los éptimos para realizar la cuantificacion en los extractos de las hojas de marrubio, sin
embargo, la identificacion de los polifenoles se realizd en los cuatro extractos EUSa, EUSe-a,
EUSan, y del EUSE-aH.
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Figura 5.8 Hidrolisis de extractos acuosos
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Figura 5.9 Hidrolisis de extractos etanol-agua (70:30)

5.4 Identificacion de polifenoles.

Después de la determinacion de las mejores condiciones de extraccion, se prosiguio a la
identificacion de los polifenoles presentes en los extractos EUSa, EUSe-a, EUSany del EUSE-aH.

A continuacion, se presenta un ejemplo de la identificacion del resveratrol en el EUSg-a.

En la figura 5.10 se observan dos electroferogramas, el de la parte inferior pertenece al
EUSe vy en la parte superior se presenta el EUSea adicionado con estandar de resveratrol,
en este electroferograma se ve claramente el aumento del dreay la altura de una sefial que
se encuentra a 6.4 min por lo que se confirmé la presencia del resveratrol debido al
enriquecimiento del extracto.
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Figura 5.10 Adicion de estandar de resveratrol en el extracto etanol-agua (70:30)

Posteriormente se realizd la identificacion de la sefial, comparando los espectros UV-Vis de
la sefial presente en el EUSe-a y el espectro UV-Vis correspondiente del estandar utilizado.

En la figura 5.11 se presenta el espectro UV-Vis de la sefial que se sospecha que es
resveratrol y el espectro UV-Vis del estandar de resveratrol en donde se ve claramente que
los espectros son bastante similares y en ambos se puede observar un maximo de
absorbancia en 200 nm y otro mdximo en 325 nm, por lo que queda confirmada la presencia
de resveratrol en el EUSE-a.

25— :;:rum bio S - ;&MSI& resveratrol >
% 33 (A) T:% 50 Len
10 £ 0 ]
200 250 300 350 400 200 250 300 350 400

nm nm

Figura 5.11 Identificacion de resveratrol por UV, medido a 365 nm. A) Espectro de la sefial
identificada y B) espectro del estdndar de resveratrol

De la misma forma se identificaron todos los fenoles presentes en los extractos, los cuales
se muestran en la tabla 5.3 y en el anexo V se indica a detalle su identificacion.
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Debido a que el EUSe-a y EUSe-aH presentaron una mayor cantidad de sefiales y casi todos los
polifenoles detectados se encontraron principalmente en estos extractos, se decidié que
estos son los éptimos para realizar la cuantificacion de los polifenoles presentes en las hojas
de marrubio. Ver figura 5.12.

0.06
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0.05 Metilparabeno Catequina
0.04 Arbutina Resveratrol /

(A)
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25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95
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Figura 5.12 Polifenoles encontrados en los extractos de hojas de marrubio EUSg.a (A) y EUSe.an(B)

Cabe mencionar que algunos polifenoles como la (-)-epicatequina y el acido NDGA no se
agregaron a la cuantificacion, debido a que sus sefales tenian areas y alturas pequefias un
poco por arriba del nivel del ruido por lo que se complica mucho su cuantificacién.
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Tabla 5.3 Polifenoles encontrados en los extractos de hojas de marrubio

Polifenol EUSA EUSan EUSEa EUSE-aH
identificado

Acido ferulico

Acido NDGA
(+)-Catequina

(-)-Epicatequina

Nota: (-)= No identificado en el extracto, ( ¥ ) =Identificado en el extracto

5.5 Seleccion del estandar interno.

Debido a que los extractos de plantas son matrices muy complejas, se utiliza un estandar
interno (E.l.) el cual tiene la finalidad de minimizar los errores de inyeccién debido a
pequefios cambios en la viscosidad, lo que provoca que entre cantidades diferentes de
muestra al capilar, y por lo tanto haya variaciones en las areas y alturas de las sefiales que
se detectan.

La eleccion del E.l. mas adecuado, consistid en seleccionar un compuesto de estructura
similar a los analitos de estudio, de alta pureza y que no se encuentra de forma natural en
la muestra, su sefial no se traslapa con otra sefial y presenta una tendencia simétrica, lo
cual permitié una buena integracion.

En este experimento se utilizé el metilparabeno y acido cafeico como estandares internos
para la cuantificacidn de los fenoles del EUSe-ay el EUSe-aH.
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5.5.1 Precision del sistema.

De acuerdo a las guias de validacidon en lo que respecta a los tiempos de migracion se
obtuvieron % RSD < 2% y de acuerdo a los criterios de aceptacion se puede afirmar que el
método es preciso en el caso de los tiempos de migracion, como se muestra en la tabla 5.4

y5.5.

Tabla 5.4 Precision (%RSD) en tiempos de migracidn de los polifenoles identificados en el EUSea

Estandar Promedio (x) Desviacion = %RSD
en tm estandar
n=12 (s)
Arbutina 3.47 0.01 0.28
Resveratrol 4.50 0.01 0.22
Metilparabeno (E.I.) 5.12 0.03 0.58
(+)-Catequina 5.26 0.02 0.38

Tabla 5.5 Precisidon (%RSD) en tiempos de migracién de los polifenoles identificados en el EUSg.an

Estandar Promedio (x) Desviacion %RSD
en tm n=6 estandar
(s)
Acido ferulico 14.4 0.20 1.38
Acido cafeico (E.l.) 23.01 0.34 1.47
Resorcinol 5.95 0.02 0.33
Tirosol 4.40 0.04 0.90

Posterior a los experimentos de repetibilidad, se realizé la construccién de las curvas de
calibracién como se indica en el anexo VI, las curvas se midieron por triplicado y a
continuacion, en la figura 5.13, se muestra un ejemplo de las curvas realizadas para
resveratrol.

42



"‘%‘:J”gm s Recultados 4 andlicis

En la figura 5.13 se muestra la curva de calibracion medida por triplicado del estandar de
resveratrol, se realizd con ayuda de la relacidn de alturas = Altura resveratrol/Altura E.I.,
aqui se observa que los residuales presentan una tendencia homocedastica, por lo que se
puede decir que los resultados se ajustan al modelo lineal, el coeficiente de determinacion
(R?) fue de 0.9998. En el caso de las demds curvas de calibracién que se muestran en el
anexo VI, presentan residuales también homocedasticos y con coeficientes de
determinacién mayores a 0.98, a continuacion se muestra en la tabla 6.6 las ecuaciones y
coeficientes de determinacidn de cada curva realizada.

Grafico del Modelo Ajustado
Rel dreas resveratrol = -0,0667423 + 0.987066"[resveratrol]/[metilparabeno]
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Figura 5.13 Curva de calibracidn de resveratrol y sus respectivos residuales
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Tabla 5.6 Ecuaciones y coeficientes de determinacion de las curvas de calibracién

Acido ferdlico Rel A= (-0.0613727+0.05) + (1.31145+0.05)* ( Zi‘;’f‘;‘l‘f;’]]) 0.9980
Arbutina Rel A=(0.0121224 +0.02)+(0.56840620. oz)*(L““a]) 0.9994
[metilparabeno]
. [catequina]
(+)-Catequina Rel A=(-0.110078+0.05)+(0.09233=0. 05)*(%) 0.9976
Resveratrol Rel A=(-0.0667423 +0.014)+(0.987066+0. om)*(L‘“““]) 0.9981
[metilparabeno]
Resorcinol Rel h= (0.0172848+0.02) + (0.770388+0. 02)*(%) 0.9746
Tirosol Rel A=(-0.0921082+0.04) + (2.1037+0. O4)*(m) 0.9931

[ac cafeico]

Rel= cociente, A=area y h=altura

5.7 Cuantificacion de los compuestos en los extractos de marrubio

La cuantificacion de los polifenoles presentes en el EUSe.a, se realizé con el metilparabeno
como estandar interno de concentracion 20 mg/L; en el caso de la segunda curva de
calibracién para el EUSean, se utilizd el acido cafeico como estandar interno a una
concentracién de 20.90 mg/L. A continuacidén, en la tabla 5.7 se muestran los limites de
deteccién (LOD) y limite de cuantificacion (LOQ) correspondientes a cada uno de los
sistemas de calibracion.

Tabla 5.7 LOD y LOQ de las curvas de calibracién

(mg/L) (mg/L)

Acido ferulico 3.12 9.47
Arbutina 2.42 7.35
(+)-Catequina 4.21 6.37
Resorcinol 7.60 23.04
Resveratrol 0.12 0.38
Tirosol 5.44 16.50

Nota: Sy/x=desviacidn estandar de regresién, bi=pendiente
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En la tabla 5.8 se muestra el promedio de la concentracion de los polifenoles presentes en
el EUSe-ay la cantidad de cada polifenol por cada 100 g de hoja de marrubio, en donde cada
muestra fue medida por triplicado.

En la tabla 5.9 se muestra el promedio de la concentracion de los polifenoles presentes en
el EUSe-an y la cantidad de cada polifenol por cada 100 g de hoja de marrubio, cada muestra
fue medida por triplicado.

Como se puede observar en las tablas 5.9 y 5.10, todos los polifenoles presentaron bajas
concentraciones, en el caso del EUSea no se pudo cuantificar la arbutina, debido a que el
valor de la concentracion esta por debajo del limite de deteccidn, por lo que solo se logro
la identificacion mediante la adicién del estandar y la comparacion del espectro UV-Vis de
la sefial, en el caso de la (+)-catequina y el resveratrol si fue posible cuantificarlos, ya que
sus concentraciones estan por encima del limite de deteccién y cuantificacién. En el caso
del EUSe-an si se pudo cuantificar el resorcinol y el tirosol, aunque con alto error, ya que
estos dos polifenoles quedan por encima del limite de deteccidn, pero por abajo del limite
de cuantificacidn.

Tabla 5.8 Cuantificacion de los polifenoles del marrubio encontrados en el EUSe.a

Arbutina 0.049 0.49 3.94 0.017 0.43
(+)-catequina 13.42 12.85 6.32 0.008 0.12
Resveratrol 5.6262 5.388 5.13 0.007 0.13

Nota: %RSD= porcentaje de desviacién estdndar relativa

Tabla 5.9 Cuantificacién de los polifenoles del marrubio encontrados en el EUSe-ax

Acido ferulico 12.46 12.29 14.81 0.27 Les
. 8.45 8.34 5.58 0.04 0.71
Resorcinol
. 5.72 5.64 4.21 0.02 0.47
Tirosol

Nota: %RSD= porcentaje de desviacidn estandar relativa
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Al igual que la arbutina, resorcinol y tirosol, hubo algunos polifenoles que no se pudieron
cuantificar (acido nordihidroguayaretico, (-)-epicatequina y rutina), debido a que su sefiales
se encontraban un poco arriba del nivel del ruido en el extracto, sin embargo, se pudieron
detectar gracias al detector de arreglo de diodos (DAD), el cual permitié la comparacién de
sus espectros de absorcion con sus estandares correspondientes como se muestra en el
anexo V.

5.8 Evaluacioén de la toxicidad del extracto acuoso de marrubio

El estudio de toxicidad del extracto acuoso indicé que su uso es seguro en el tratamiento de
algunos padecimientos, debido a que la dosis cronica presenta una minima letalidad; se
realizd el estudio de la dosis letal media del extracto (DLso), en donde se observd que
después de 24 h de exposicion no se lograba llegar a la muerte de la mitad de la poblacion,
por lo que se realizd una exposicidon durante mas tiempo para saber si el extracto presenta
un efecto a largo plazo.

Después de 48 horas de exposicidn se observd la muerte de mas de la mitad de la poblacién
(tabla 6.11) y se determiné que la dosis letal media DLso es de 2562.86 mg/L, por lo que de
acuerdo con referencias de (Sanabria-Galindo, Lépez, & Gualdrén, 1997)(tabla 5.10), el
marrubio presenta una letalidad minima y su uso es seguro.

Tabla 5.10 Criterios de letalidad

0.1-100

100-300

300-640

>640

Nota: Informacién obtenida de (Sanabria-Galindo, Lépez, & Gualdrdn, 1997)
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Tabla 5.11 resultados del bioensayo de letalidad de Artemia, utilizando el extracto acuoso de

marrubio

Ensayol Ensayo2 Ensayo3 Total de sujetos

muertos
- 10 0 0 2 2
- 10 1 1 0 2
- 10 3 0 0 3
- 10 4 3 0 7
- 10 a4 2 3 9
- 10 4 5 4 13
- 10 6 6 4 16
- 10 5 6 6 17
- 10 8 8 9 24
- 10 8 9 9 25
- 10 5 a4 5 25
- 10 10 10 10 30
- 10 0 0 0 0

Nota: Los resultados del andlisis estadistico fueron obtenidos con el programa IBM SPSS Statistics 20

5.9 Respuesta transformada por probit.

En la figura 5.14 se muestra la grafica de las respuestas obtenidas por el andlisis probit en
la que se puede ver que la pendiente presenta un coeficiente de determinacién de 0.99 lo
que nos indica que los datos se ajustan al modelo lineal y es confiable usarla para
determinar la DLso.

47



,

"‘%‘:J”gm s Recultados 4 andlicis

Andlisis de toxicidad del extracto acuoso de marrubio

0.8
y = 1.4533x - 4.4539

0.7 r2=0.9922
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Log de la concentracion (mg/L)

Figura 5.14 Andlisis de toxicidad del extracto acuoso de marrubio

Nota: En estadistica se llama funcién probit a la inversa de la funcion de distribucién o
funcién cuantil asociada con la distribucién normal estandar. La funcién tiene aplicaciones
en graficos estadisticos exploratorios y modelos probit.
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6 Conclusiones

e Sedesarrolld exitosamente una metodologia para la identificacidn y cuantificacion
de los polifenoles presentes en las hojas del marrubio, utilizando la técnica de
electroforesis capilar como método de separacidn y deteccion.

e El estudio fitoquimico indicé que los extractos de las hojas de marrubio presentan
pruebas positivas para polifenoles, lo que es importante ya que dio las bases para
proponer su determinacion.

e El andlisis de fenoles totales indicé que efectivamente la planta tiene una
capacidad antioxidante, muy parecida a la de plantas que se utilizan
cotidianamente como la hierbabuena o la manzanilla.

e Se selecciond el método de extraccidn mas adecuado que fue el asistido por
ultrasonido, asi como su tiempo de aplicacién mas conveniente para la extraccion
de los polifenoles.

e Se identificaron 9 polifenoles presentes en las hojas de marrubio de los que se
cuantificaron 5 (acido ferulico, (+)-catequina, resveratrol, resorcinol y tirosol) los
otros 4 (4cido nordihidroguayaretico, arbutina, (-)-epicatequina y rutina) se
identificaron mediante el enriquecimiento del extracto y por comparacion del
espectro UV-Vis obtenido con el DAD, pero presentaron seiales solo un poco por
encima del ruido de la linea base y por debajo del LOD.

e Con ayuda del analisis de toxicidad del extracto acuoso de las hojas de marrubio se
puede decir que el uso de la planta en el tratamiento de ciertos padecimientos es
seguro, ya que presenta una dosis letal de 2562.86 mg/L y de acuerdo con
referencia de (Sanabria-Galindo, Lépez, & Gualdrén, 1997), no presenta un riesgo
para la salud.

6.1 Prospectivas.

Este estudio que se realizé pretende contribuir con el conocimiento que se tiene del
marrubio, con el fin de aprovechar al maximo sus propiedades y poder poner las bases para
posteriores estudios en el tratamiento de algunos padecimientos como son la diabetes
mellitus tipo I.
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7 Anexos

Anexo |.- Documento de |a identificacion taxondmica de la planta

utilizada (Marrubium vulgare L.)
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Anexo Il.- Analisis fitoquimico

A continuacién, se muestran las imdgenes de las reacciones realizadas en el estudio
fitoquimico.

En la figura A.l se puede ver el extracto acuoso y el extracto etanol-agua (70:30), estos
extractos presentaron un color café y verde respectivamente, muy intensos por lo que se
diluyeron para realizar la comparacion del color, figura A.ll.

Figura A.l Extracto acuoso e hidroalcohdlico concentrados. Fotografia
tomada en el laboratorio de desarrollo de métodos analiticos de campo 1,
FES Cuautitldn, Elaboracion propia

Figura A.ll Extracto acuoso e hidroalcohdlico diluidos. Fotografia tomada en
el laboratorio de desarrollo de métodos analiticos de campo 1, FES
Cuautitldn, Elaboracion propia
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Reaccion de Fehling
Se tomaron 2 mL de extracto y se hicieron reaccionar con 1 mL de solucién de sulfato

cuprico y 1 mL de solucién de tartrato de sodio y potasio, posteriormente se calentd la
solucién en bafio Maria durante 20 minutos.

La reaccidn es positiva para azucares reductores, debido a que si se observa la presencia de
precipitado color rojo. En este caso lo resultados fueron positivos para los dos extractos, ya
que se observd un ligero precipitado color rojo ladrillo. Figura A.llI

Figura A.lll Reaccion de Fehling. Fotografia tomada en el laboratorio de
desarrollo de métodos analiticos de campo 1, FES Cuautitldn, Elaboracion
propia

Reaccion de Shinoda

Se tomaron 2 mL de extracto en un tubo de ensaye, se le agregaron 2 mL de agua
desionizada, 1mL de HCI concentrado y 0.5 g aproximadamente de magnesio metalico;
cuando la reaccion términd, se agregé 1mL alcohol amilico.

La presencia de una coloracién amarilla, roja o naranja es la caracteristica de una prueba
positiva para flavonoides.

En este caso la prueba de deteccion de flavonoides fue positiva para los dos extractos, ya
que en el extracto acuoso se nota una coloracidn naranja y una presencia relativamente
abundante de precipitado color vino, en el caso del extracto hidroalcohdlico, pasé de un
color verde claro a un color café, como se observa en las figuras A.IVy A.V.

52



Anexae

Figura A.IV Reaccion de Shinoda en el extracto acuoso. Fotografia tomada en
el laboratorio de desarrollo de métodos analiticos de campo 1, FES
Cuautitldn. Elaboracion propia

Figura A.V Reaccion de Shinoda en el extracto hidroalcohdlico. Fotografia
tomada en el laboratorio de desarrollo de métodos analiticos de campo 1,
FES Cuautitldn. Elaboracion propia

Reaccion de cloruro férrico

Se tomaron 2 mL de extracto en un tubo de ensaye y se agregd 1 mL de solucién de cloruro
férrico al 5 %.

La presencia de color verde oscuro indica la presencia de fenoles.

Como podemos ver en las figuras A.VI y A.VII, la reaccidn de cloruro férrico fue positiva en
el caso de los dos extractos, ya que los dos presentaron una coloracion verde al reaccionar
con la solucidn de cloruro férrico.
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Figura A.VI Reaccion de FeCls en el extracto acuoso. Fotografia tomada en el laboratorio de
desarrollo de métodos analiticos de campo 1, FES Cuautitldn. Elaboracion propia

Figura A.VIl Reaccion de FeCls en el extracto hidroalcohdlico. Fotografia tomada en el laboratorio
de desarrollo de métodos analiticos de campo 1, FES Cuautitldn, Elaboracion propia

Reaccion de Baljet
Debido a que la solubilidad de las lactonas es mayor en soluciones etandlicas, Unicamente
se realizé el andlisis en este extracto.

Se tomaron 2 mL de extracto en un tubo de ensaye, se agregd 1 mL de acido picrico al 1%
en etanol y 1 mL de solucién de hidréxido de sodio al 10%.

La presencia de precipitado color rojo ladrillo indica la presencia de lactonas, en este caso
la prueba fue positiva, ya que se observo la aparicidén de sdlido color rojo y el cambio de
color de la solucién de verde a café. Figura A.VIII
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Figura A.VIIl Reaccidn de Baljet en el extracto hidroalcohdlico. Fotografia tomada en el laboratorio
de desarrollo de métodos analiticos de FES Cuautitldn, campo 1. Elaboracion propia

Anexo lll.- Determinacion de fenoles totales

Preparacién de la curva de acido galico, con el reactivo de Folin-Denis

Tabla A.l Sistemas preparados para la construccidn de la curva de calibracion de acido gélico
medido a una longitud de onda de 710 nm y con un volumen final de 10 mL.

1 0 0 0.003
2 200 plL 2.0697 0.133
3 400 pL 4.1395 0.261
4 600 plL 6.2092 0.381
5 800 pL 8.2790 0.538
6 1000 pL 10.3488 0.712
7 1200 pL 12.4185 0.896
8 1400 plL 14.8443 1.023

La curva realizada presento un r? de 0.9953, como se muestra en la figura A.IX.

La concentracién de fenoles totales del marrubio se obtuvo mediante interpolacion con la
curva de calibracién, en este caso el extracto acuoso de marrubio presenté una absorbancia
de 0.488.
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Grafico del Modelo Ajustado
Absorbancia = -0.0247418 + 0.0706741"[acido galico]

12— , 3 . — . - . . . - —

Absorbancia

0 3 6 9 12 15
[acido galico]

Figura A.IX Curva de calibracion de dcido gdlico
Absorbancia corregida = Absorbancia de la muestra- absorbancia de la matriz
Absorbancia corregida = 0.491-0.003 = 0.488

Con ayuda de la ecuacion de la curva de calibracion obtenemos la concentracion de la
muestra

y = 0.0706741x — 0.0247418

Despejando x y sustituyendo la absorbancia de la muestra:

0488 + 00247418
X = TT0.070641

X = 7.2584 mg/L

Concentracién de fenoles totales en el extracto es:

(7.258472)(0.01L) mg
fenol les] = = 181.4604 —
[fenoles totales ] 1071 81.460 T
mg acido galico mg de acido galico
181.4604 —(0.02L) = 3.6292 mg de ————— = 0.0029
L 1210 mg mg de planta
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Anexo IV.- Escalas de zonas de predominio de los polifenoles

detectados

Las siguientes escalas de zonas de predominio EZP, muestran las especies de compuestos
fendlicos presentes en el rango de pH de 0 a 14, con base a los pKa de cada polifenol,
ademas se indica la especie en predominio a pH de 9.4, el cual es el pH de trabajo en la
separacion.

Arbutina
oH OH OH
HO OH HO OH HO OH
o o OH o o OH o &
OH o5
] } >
T pH
-3 9.4 9.82
Resveratrol
HO OH & -
Sl e's :@ - sy
N AN N N
HO HO o &
1 ['] '] o
1 1 1 -
9.4 95 11 pH
9.4
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(+)-Catequina

OH OH
l OH O é)
HO. HO. HO
0 (0]
HO O OH HO O OH
1 1

T 9.5 9.6 10.5 12.3 pH
9.4
Tirosol
O
HO § o
] 3 o
| | I »
-2.4 ? 10.2 pH
9.4
Resorcinol
©
OH O ok
OH OH o
} >
5.7 9.2 T pH
9.4




Anexae

HO HO OH HO HO HO OH HO

=
v

9.5 2.6 10.5 pH

(-)-Epicatequina

v

? | | L] | | 1

9.5 9.6 10.5 12.3 pH
9.4
Acido NDGA
Ho ," &
S L

| 1 .
-6.3 9.2 T oH
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Acido ferulico

HsC o H
HC 0 °0 I
0
X OH Q/\A(SD
HO H-O
| |

-4.9 10.2 T pH
9.4

A 4

Anexo V.- Identificacion de polifenoles

A continuacién, se presentan los electroferogramas de la identificacién de los polifenoles
en el EUSeay en el EUSE-an.

» EUSea

Arbutina

En la figura A.X se muestran dos electroferogramas, el perfil inferior (1) pertenece al EUSe-a
sin ninguna adicion y en el perfil superior (2) se observa el EUSe.a enriquecido con el
estandar de arbutina, se ve claramente el aumento de la altura de una sefial a 5.03 minutos
de tm, por lo que se prosiguid a confirmar su presencia comparando el espectro UV-Vis del
estandar con el de la sefial de interés.

PDA - 200nm marrubio 30 min

0.025 manbios Adicion de arbutina
0.020 \ 2.- EUSe.a + estandar
0.015
A 0.010
0.005
0.000

-0.005
1.- EUSEA

-0.010
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Minutos

Figura A.X Identificacion de arbutina por adicion de estdndar

En la figura A.XI se muestra la comparacidn de los espectros UV-Vis de la identificacion de
arbutina, el espectro (A) pertenece a la sefial que se sospecha es arbutina (A) y el (B) el del
estandar de arbutina, claramente se observa que los dos espectros UV-Vis presentan una
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tendencia muy similar y maximos de absorcion a una longitud de onda de 200 nm, por lo
que queda confirmada la presencia de arbutina en el extracto.

__2mn 1 UO I . =100
50 mATudio r - Estindaf dé arbibing (B)
% (A1 50 "

5,
g X L. . \ ]

200 250 300 350 400 200 250 300 350 400
mm Am

Figura A.XI Espectros de absorcion UV-Vis de arbutina, medido a 326 nm. Nota: A) Espectro de la
sefial identificada en el extracto y B) espectro del estdandar de arbutina

Resveratrol

A continuacion, se presenta la identificacion de resveratrol, en la figura A.XIl se puede ver
dos electroferogramas, el de la parte inferior (1), pertenece al EUSe.a y en la parte superior
(2) se presenta el extracto adicionado con estandar de resveratrol, en este
electroferograma podemos ver claramente el aumento del dreay la altura de una sefial que
se encuentra a 6.4 minutos de tm, por lo que se confirmé la presencia del resveratrol debido
al enriquecimiento del extracto.

PDA - 200nm PDA - 200nm
marrubios marrubiol

0.015 Adicion de
resveratrol
0.010 S~
2.-EUSea+
AU estandar
0.005
0.000
1.-EUSe-a
-0.005

Minutes
Figura A.XVII Identificacion de resveratrol por adicion de estdndar

Posteriormente, se realizo la identificacién de la sefial, comparando los espectros UV-Vis
de la sefial presente en el extracto y el espectro UV-Vis correspondiente del estandar
utilizado.

En la figura AXIIl (A) se presenta el espectro UV-Vis de la sefial que se sospecha que es
resveratrol y en la figura A.XIII (B) se observa el espectro UV-Vis del estandar de resveratrol,
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los espectros son bastante similares y ambos presentan maximos de absorcién en 200 nm
y 325 nm, por lo que queda confirmada la presencia de resveratrol en el extracto etanol
agua (70:30).

2517 — niube (A) r LU E&'f&“mmam (B) -
2 20 Fa D
£ 15 o g Al ’
12 | | | | :;U 0 | | | | Lo
200 250 300 350 400 200 250 300 380 400
nm nm

Figura A.XIll Espectros de absorcion UV-Vis del resveratrol, medido a 365 nm. Nota: A) Espectro de la
sefal identificada y B) espectro del estdndar de resveratrol

(+)-Catequina

Otro de los polifenoles encontrado en el EUSg.a fue la (+)-catequina, a continuacién
en la figura AXIV se muestran dos electroferogramas, el perfil inferior (1)
pertenece al extracto sin adicionar estandar y el perfil superior (2) pertenece al
electroferograma del extracto, adicionado con el estandar de (+)-catequina.

PDA - 200nm PDA - 200nm
marrubiol0 marrubiol
0.04 Andicién de
(+)-catequina
A 0.02 |l 2-EUsea+
estandar

0.00

-0.02 ,

Minutos

Figura A.XIV Identificacion de (+)-catequina por adicion de estdndar
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En el perfil superior se puede ver claramente el aumento del drea y altura de una sefial que
aparece a 5.95 min de tm, por lo que proseguimos a confirmar su presencia mediante la
comparacion de los espectros de absorcion UV-Vis de la sefial que se sospecha es (+)-
catequinay el del estandar de (+)-catequina.

En la figura A.XV (A) se muestra el espectro de absorcion de la sefial que identificamos en
el extracto y en la figura A.XV (B), se muestra el espectro de absorcién del estandar de (+)-
catequina. Como se puede ver, los dos presentan una tendencia similar y tienen maximos
de absorcién en 210 nm, por lo que con esta evidencia confirmamos la presencia de (+)-
catequina en el extracto.

T 1005w -1t
50 muitublo A =50 3 Eutdndae do Catequing
% 25 L2 E 50 ‘..// \ (B) g
N\ \_
() P wl W
200 250 300 350 400 200 250 300 350 400
nm nmm

Figura A.XV Espectros UV-Vis de (+)-catequina, medido a 200 nm. Nota: A) Espectro de la sefial
identificada y B) espectro del estdndar de (+)-catequina

Estos tres polifenoles que se indicaron anteriormente son los polifenoles presentes en el
EUSE-a

A continuacidn, se presentan los polifenoles presentes en el EUSEe-ax

»  EUSe-an

En el extracto hidrolizado se detectd la presencia de 6 polifenoles mas, los cuales se
muestran a continuacion.

Tirosol

En la figura A.XVI se presentan dos electroferogramas, en el perfil inferior (1) se puede
observar el electroferograma del EUSe.an como tal y en el perfil superior (2) se muestra el
electroferograma del extracto, adicionado con el estdndar de tirosol, el cual se observa
claramente que se detecta a un tiempo de retencién de 2.8 minutos de tm.
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PDA - 200nm PDA - 200nm
0.03 marrubio2 marrubiol Adicion de
' tirosol
/ D EUSe st

0.02 estandar
0.01

0.00

1.-EUSE-aH

-0.01

15 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5
Minutos

Figura A.XVI Identificacion de tirosol por adicion de estandar

Posteriormente se obtuvieron los espectros UV-Vis de la sefal que se sospecha es tirosol y
el espectro UV-Vis del estandar de tirosol.

En la figura A.XVII (A) se observa el espectro de absorcion de la sefial que analizamos en el
extracto y en la figura A.XVII (B) el espectro de absorcion del estandar de tirosol, los dos
presentan una tendencia similar y maximos de absorcién en 200y 275 nm, por lo que queda
confirmada la presencia de tirosol en el extracto.

o— 2 1 — ¥0Mn b
D 20- .‘..‘\ ﬁsﬂ;ﬁ:} (A) --ﬂ _ 200 timsol o
g 10 \ - 2% 1[)[)- By
: N 3 3 -
0; jae. SO 0 8
2f]0 250 300 350 400 200 250 300 350 400
nm nm

Figura A.XVII Espectros UV-Vis de tirosol, medido a 273 nm. Nota: A) Espectro de la sefial
identificada y B) espectro del estdndar de tirosol
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Resorcinol

En la figura A.XVIII se presentan los electroferogramas de la identificacion de resorcinol, en
el perfil inferior (1), se presenta el EUSean, y en el perfil superior se observa el extracto
adicionado con el estandar de resorcinol. Como se puede observar aumenta una sefial muy
pequeia, que se encuentra a 5.89 min, una vez que se detectd la presencia del extracto,
proseguimos a confirmarlo con la comparacién de los espectros de absorcion de la sefial y
el estdndar del resorcinol.

0.05

Adicion de
0.04 resorcinol

2.-EUSE-aH

0.02

0.01

o 2 4 6 8 10
Minutos

Figura A.XVIII Identificacion de resorcinol por adicion de estandar

En la figura A.XIX (A), se observar el espectro UV-Vis de la sefial que se sospecha es
resorcinol y en la figura A.XIX (B) el espectro UV-Vis del estandar de resorcinol, los dos
espectros presentan un maximo en 200 nm y otro maximo en 270 nm, ademas de que los
dos espectros tienen una tendencia muy similar, por lo que se confirma la presencia de
resorcinol en el extracto.

£\ IR N
i i I s N
200 250 300 350 200 250 300 350 400

nm nm

Figura A.XIX Espectro UV-Vis de resorcinol, medido a 280 nm. Nota: A) Espectros de la sefial
identificada y B) espectro del estandar de resorcinol.
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(-)-Epicatequina

A continuacidon, se presenta la identificacion de (-)-epicatequina en el EUSe-aH, como
podemos ver en la figura A.XX tenemos dos electroferogramas, el perfil inferior (1),
pertenece al extracto y el perfil superior (2) pertenece al extracto adicionado con estandar
de (-)-epicatequina, en este perfil se puede ver claramente el aumento del area de una sefial
que se encuentra a 8.2 min de tm.

PDA - 200nm PDA -200nm

marrubio8 marrubiol Adicién de
0.03 (-)-epicatequina
0.02 / 2.-EUSEan +

estandar

0.01

0.00

-0.01

0 2 4 6 8 10 12
Minutos

Figura A.XX Identificacion de (-)-epicatequina por adicion de estdndar

Posteriormente confirmamos la presencia de (-)-epicatequina, con la comparacion de los
espectros de absorcion de la sefial que analizamos y del estandar de (-)-epicatequina, en la
figura AXXI (A) se presenta el espectro de absorcion de la sefial que analizamos en el
extracto y en la figura A.XXI (B) el espectro de absorcién del estandar de (-)-epicatequina.
Como se puede observar, la tendencia de los dos espectros es parecida y los dos presentan
maximos en 200 y 280 nm, por lo que con esta evidencia podemos confirmar la presencia
de (-)-epicatequina en el extracto.
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Figura A.XXI Espectros UV-Vis de (-)-epicatequina, medido a 280 nm. Nota: A) Espectro
de la sefial identificada y B) espectro del estandar de (-)-epicatequina.

Rutina

La rutina es otro polifenol que se detectd en el EUSean, en la figura AXIl se observa el
electroferograma de su identificacién, en el perfil inferior (1) se muestra el
electroferograma del EUSean como tal y en el perfil superior (2) se presenta el extracto
adicionado con estandar de rutina, como podemos ver hay una sefial que aumenta de
altura, en un tm de 8.4 minutos.

0.025 Adicién de
rutina.
0.020 \
0.015
AU
0.010 -
2.-EUSg.an +
0.005 estandar
0.000
0 2 4 6 8 10

Minutos

Figura A.XXIl Identificacion de rutina por adicion de estdndar
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En la figura A.XXIIl se muestra la comparacion de los espectros de absorcién de la sefial que
sospechamos es rutina (A) y el espectro de absorcion del estandar de rutina (B), los dos
espectros presentan una tendencia muy similar, con maximos de absorcidon en 220 y 275
nm, por lo que con ello confirmamos la presencia de rutina en el extracto.

I m—r P.] m—rT .
/\\ marrubio j\fﬂma (B)
/N / N\
o\ (A) \ 20 / \ »
\ I/ \ )
\ / N .
o\ 2 s\ /) P
A N\ / \ /
AN N4 \ J
TN 10 \ S "
2 \\ 2 \ /7 i
e Ane MV 5 7 .

200 225 250 275 300 325 350 375 400 200 225 250 275 300 325 350 375 400
nm nm

Figura A.XXIll Espectros UV-Vis de rutina, medido a 280 nm. Nota: A) Espectro de la sefial
identificada y B) espectro del estandar de rutina

Acido nordihidroguayarético (NDGA)

A continuacidn, se muestra la identificacion del acido NDGA en el EUSe-an. En la figura AXXIV
se muestra el electroferograma de la identificacion del 4cido NDGA, en el perfil inferior (1)
se presenta el electroferograma del extracto y en el perfil superior (2) se tiene el extracto
adicionado con estandar de acido NDGA, en él se observa claramente el aumento de la
altura de una sefial que se encuentra a 9.4 min de tm, una vez que se detectd la sefal
proseguimos a comparar los espectros de absorcién de la sefial y el estandar de acido NDGA.

AU

0.012

0.010

0.008

0.006

0.004

0.002

0.000

PDA - 200nm
marrubio8

PDA - 200nm
marrubiol

e, Acido NDGA

9
Minutos

10 11

Figura A.XXIV Identificacion de dcido NDGA por adicién de estandar
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A continuacion, en la figura A.XXV (A) se presenta el espectro de absorcion de la sefial que
se sospecha es acido NDGA la cual presenta un maximo de absorcidon en 200 nm, y otro
maximo en 300 nm, de igual forma en la figura A.XXV (B) se observa el espectro de absorcidon
del acido NDGA y presenta la misma tendencia y también maximos en 200 y 300 nm por lo
que con estas evidencias podemos confirmar la presencia de dcido NDGA en el extracto.

T

o] o e T
ol - B8
i |3 & 85 o f
w0 [= £ s |
n' N\ i 0 s
'?:.) 25 25 275 YW 3 Bh 5 t:j_f_. zm 250 m 350 m

am nm
Figura A.XXV Espectros UV-Vis del dcido Nordihidroguayaretico (NDGA), medido a 290 nm. Nota: A)
Espectro de la sefial identificada y B) espectro del estandar de dcido NDGA

Acido ferulico

Finalmente, el ultimo polifenol que se encontrd en el extracto EUSe-an fue el 4cido ferdlico,
a continuacion en la figura A.XXVI se observa el electroferograma de la identificacion de
acido ferdulico, en el perfil (1) se presenta el electroferograma del extracto como tal y en el
perfil superior (2) el extracto adicionado con estandar de acido ferdlico, aqui se puede
observar que crece una sefial que se encuentra a 8.2 min de tm.

PDA - 2001 PDA - 2001 L
marrubiolnzm marrubiolnm Ad_lCIOn de_
0.020 acido ferdlico
0.015
2.-EUSg.an +
estandar
A 0.010
U
0.005
0.000
-0.005
4 5 6 7 8 9 10
Minutos

Figura A.XXVI Identificacion de dcido ferulico por adicion de estdndar
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Posteriormente, para confirmar la presencia del acido ferulico en el extracto, comparamos
el espectro de absorcién de la sefial que nos interesa la cual se muestra en la figura A.XXVI
(A) y el espectro de absorcidon del estandar de acido ferulico, el cual se muestra en la figura
A.XXVI (B), como se puede observar los dos espectros presentan maximos de absorcién a
en 200y 350 nm, por lo que con estos resultados se confirma la presencia de acido ferulico
en el extracto.

15[~ vamn o e
2 10 \ ,_,,.LA) F10 % - ! () :
0L ' - ' 32
200 250 300 350

0 %
200 225 250 275 300 325 3% 375 400
nm nm

Figura A.XXVI Espectros UV-Vis de dcido fertlico, medido a 350 nm. Nota: A) Espectro de la sefial
identificada y B) espectro del estandar de dcido ferulico

Anexo VI.- Concentracion de los polifenoles estandar, para la
cuantificacion

Tabla A.ll Concentracion de los polifenoles estandar para la cuantificacidn en el extracto etanol-agua
(70:30)

8.0281 5.4566 6.6528 20 25
- 16.0563 10.9132 13.3056 20 25
- 32.1126 21.8265 26.6112 20 25
- 48.1689 32.7398 39.9168 20 25
- 64.2252 43.6531 53.2224 20 25
- 80.2252 54.5664 66.528 20 25
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Tabla A.lll Concentracion de los polifenoles estandar para la cuantificacion
en el extracto etanol-agua (70:30) hidrolizado

5.44896

5.0944 20.90 5.19552 25

- 10.89792 10.1888 20.90 10.39104 25
- 21.79584 20.3776 20.90 20.78208 25
- 32.69376 30.5664 20.90 31.17312 25
- 43.59168 40.7552 20.90 41.56416 25

Anexo VII.- Validacion del modelo lineal de las curvas de calibracion de
los compuestos fendlicos

La validacién de los modelos lineales de las curvas de calibracion, se realizé por medio de
un analisis de varianzas con falta de ajuste (ANOVA). Con ayuda del software statgraphics
centurion XVI, se obtuvo el grafico de regresion lineal para las tres repeticiones de cada
curva de calibracién, utilizando los respectivos estandares internos; se determind si hay una
tendencia lineal en los datos y se obtuvieron los coeficientes y parametros de la regresion
lineal con su respectivo error, esto se realizd por el método de minimos cuadrados, cuya
ecuacion lineal de la recta se establece en la ecuacidn 4.

y = by + b;x Ecuacién 4

Donde “y” es la relacion de dreas o alturas (Arenol/Ac.. 6 hrenol/he.), “bo” es la ordenada al
origen o intercepto, “bi” es la pendiente y “x” es la relacién de concentraciones

([fenol]/[E.L]).

En seguida se analizaron los datos con un grafico de residuales, se descartaron los datos
atipicos con un 95 % de confianza, y se confirmo el ajuste lineal observando si las varianzas
de los datos son homogéneas, es decir, si son homocedasticos.

Posteriormente se realizd el test de falta de ajuste al comparar valores de F de la

distribucion de Fisher; para esto, se calculd F experimental (Fexp) de acuerdo a la ecuaciéon
5.

MS y
Fop, = —DA Ecuacién 5
exp MSEP

Donde MSrpa y MSep son los cuadrados medios para la varianza de los residuales de la
carencia de ajuste y el error puro, respectivamente, éstos se obtuvieron de los resultados
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del analisis ANOVA que reporta el software statgraphics centurion XVI. A continuacion se
obtuvo el valor de F de tablas (Ftablas) para un 95 % de confianza (a=0.05), se considerd que
“k” es el numero de puntos de la curva de calibracién y “n” es el nimero total de corridas
realizadas; de acuerdo a lo anterior, se obtuvieron los grados de libertad (gl) para MSrpa y
MSep cuyos valores son k-2 y n-k, respectivamente, de esta forma se establecié el valor de F
de tablas. Una vez determinados los valores de Fexpy Ftablas, S cOmparan para establecer si
hay o no un ajuste al modelo de acuerdo a las siguientes pruebas de hipdtesis:

Ho = Fexp < Ftablas = Hay ajuste al modelo.
H1 = Fexp > Frablas = Hay falta de ajuste al modelo.

Finalmente se verificd que el coeficiente de determinacidn (r?) sea mayor que 0.98, este
criterio indica que hay un ajuste al modelo lineal.

Ya validado el modelo lineal, se calcularon algunos parametros de validacién; en primer
lugar, se evalud el intervalo de confianza para la pendiente (IC(b1)), cuyo criterio de
aceptacion es que no debe incluir el cero.

En seguida se calculé el limite de deteccion LOD con base en la curva de calibracién y la
desviacion estandar de regresidn, cuya formula se establece en la ecuacion 6.

3.3S
LOD = ([E.L.]) % Ecuacién 6

Donde: [E.I.] es la concentracion del estandar interno, Sy/ es la deviacién estandar de
X

regresion y bies la pendiente de la curva de calibracién.

Posteriormente se calculd el limite de cuantificacién LOQ con base en la curva de calibracion
y la desviacién estandar de la regresion, cuya férmula se establece en la ecuacién 7.

108
LOQ = ([E.L.]) % Ecuacion 7

Donde: [E.l.] es la concentracidon del estandar interno, Sy/ es la desviacidon estandar de
X
regresion y b1 es la pendiente de la curva de calibracion.

A continuacidn, se presenta la validacion del modelo lineal de las curvas de calibracion para
cada uno de los compuestos polifendlicos de interés con su respectivo estandar interno, asi
como el calculo de algunos parametros de validacidén mencionados con anterioridad.

Acido ferulico

Se obtuvo la regresion lineal para las tres repeticiones de la curva de calibracion y se utilizo
como respuesta el drea de los picos, en la tabla A.IV se muestran los valores obtenidos de
las curvas de calibracion, asi como la concentracion.
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Tabla A.IV Datos de la curva de calibracién para estandar de acido ferulico

1 5.4489 20.9088 1379 4979 0.2606 0.2769
. 1 5.4489 20.9088 1257 4571 0.2606 0.2749
. 1 5.4489 20.9088 1355 4687 0.2606 0.2890
. 2 10.8979  20.9088 2815 4481 0.5212 0.6282
. 2 10.8979  20.9088 2892 4844 0.5212 0.5970
. 2 10.8979  20.9088 2686 4410 0.5212 0.6090
. 3 21.7958  20.9088 4820 3889 1.0424 1.2393
. 3 21.7958  20.9088 4875 3710 1.0424 1.3140
. 3 21.7958  20.9088 5074 3844 1.0424 1.3199
. 4 32.6937  20.9088 7556 3535 1.5636 2.1374
. 4 32.6937  20.9088 7887 3968 1.5636 1.9876
. 4 32.6937  20.9088 7949 3921 1.5636 2.0272
. 5 43.5916 20.9088 10824 4196 2.0848 2.5795
. 5 43.5916  20.9088 11404 4384 2.0848 2.6012
. 5 43.5916  20.9088 11047 4048 2.0848 2.7290
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Tabla A.V Parametros vy coeficientes de la regresion lineal de la curva de
calibracién de acido ferulico

-0.06137 0.0295 Sepelaeen 0.9980

(r)

- 1.31145 0.0230 Dete"(':;;'acm" 0.9960

En la figura A.XXVIl se observa el grafico de regresion lineal de la curva de calibracion para
acido ferdlico, es evidente que los datos presentan una tendencia lineal.

Grafico del Modelo Ajustado
Rel areas ac ferulico = -0.0613727 + 1.31145%[ac ferulico]/[ac cafeico]
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Figura A.XXVII Regresion lineal con tres réplicas de la curva de calibracion de
dcido ferdulico
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En la figura AXXVIIl se encuentra el grafico de residuales en donde se observa que no
existen residuos atipicos, ademas se aprecia que éstos son homocedasticos, lo que indica
que sus varianzas son homogéneas y por lo tanto se ajustan al modelo lineal.

Grifico de Residucs
Rel areas 3¢ ferulico = -0.0613727 + 1.31145%ac ferulico)[ac cafelco)
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Figura A.XXVIII Grdfico de residuales para la curva de calibracion de dcido
fertlico

En la tabla A.VI se muestran los resultados del analisis de ANOVA, donde se obtienen los
valores MSrpa, MSer y los respectivos grados de libertad (gl).

Tabla A.VI Resultado del andlisis de varianza con falta de ajuste (ANOVA)

11.4939

11.4939

~ Residuo 0.0460 13 0.0035
~ -Carencia de ajuste 0.0162 3 0.0054
~ -Errorpuro 0.0297 10 0.0029
[ Tomlfeom) | 115399 14 :

A partir de los datos de la tabla A.VI se calculd Fexp, como se muestra a continuacién.

_ MSgpa _ 0.0054
eXP T MSgp  0.0029

o]

1.86

Posteriormente se compard este valor con el reportado en tablas (Ftablas), siendo los grados
de libertad K-2=3 y n-k=10, de esta forma se obtuvo un valor de Ftablas=3.71; por lo que se
cumple:

Ho=Fexp<Ftablas= 1.86 < 3.71

Por lo tanto hay ajuste de los datos al modelo lineal.
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Se evalué el coeficiente de determinacidn (r?) cuyo valor es de 0.9960, el cual es mayor a
0.98, por lo que se determind que los datos se ajustan al modelo lineal.

Una vez que se validd el modelo se determind el intervalo de confianza obtenido con ayuda
de software statpraphics centurion XVI, el cual se muestra en la tabla A.VII.

Tabla A.VII intervalo de confianza para la curva de calibracién de acido

ferdlico
Inferior Superior
0.2272 0.3335

Como se puede observar en la tabla A.VII, el intervalo de confianza no pasa por el cero por
lo que se puede decir que es un modelo vdlido, ademas de que se observa nuevamente un
ajuste de los datos al modelo lineal.

Posteriormente se calculd el limite de deteccion (LOD) y el limite de cuantificacion (LOQ),
con base en la curva de calibracion y la desviacién estandar de regresion, de acuerdo a los
datos de la tabla A.V y A.VI se obtuvo el LOD como se muestra a continuacion:

3.3Sy

LOD = (([E.I.])( =

3.3(0.0594
) = (20.9088 25 (20220

)=3.1253 mg/L

Este valor nos dice que la concentracién minima de detectable de acido ferulico es 3.1253
mg/L.

Finalmente calculamos el limite de cuantificacion (LOQ) con base en la curva de calibracién
y la desviacion estandar de regresion de acuerdo a los datos de las tablas A.Vy AVl y se
obtuvo el LOQ como se muestra a continuacion:

10(0.0594)

1ia )=9.4706 mg/L

10Sy
LOQ = (([E.L.D (b—l"> = (20. 9088 = )(
Este valor nos dice que la concentracién minima cuantificable de acido ferulico es 9.4706
mg/L

Arbutina

Se obtuvo la regresion lineal para las tres repeticiones de la curva de calibracion y se utilizé
como respuesta el drea de los picos. En la tabla A.VIIl se muestran los valores obtenidos de
las curvas de calibracién, asi como la concentracion.

76



"?’ﬁn Dimica Aneros

Tabla A.VIII Datos de la curva de calibracién para estandar de arbutina

1 8.0281 20 3171 13263 0.4014 0.2390
. 1 8.0281 20 3389 14171 0.4014 0.239
. 1 8.0281 20 3392 14715 0.4014 0.2305
. 2 16.0563 20 6540 13312 0.8028 0.4912
. 2 16.0563 20 6381 13390 0.8028 0.476
. 2 16.0563 20 6610 13349 0.8028 0.4951
. 3 32.1126 20 12832 14398 1.6056 0.8912
. 3 32.1126 20 12698 13949 1.6056 0.9103
. 3 32.1126 20 12818 14086 1.6056 0.9099
. 4 48.1689 20 21177 15152 2.4084 1.3976
. 4 48.1689 20 20277 14554 2.4084 1.3932
. 4 48.1689 20 19245 14283 2.4084 1.3474
. 5 64.2252 20 26143 13998 3.2112 1.8676
. 5 64.2252 20 25938 14062 3.2112 1.8445
. 5 64.2252 20 24992 13714 3.2112 1.8223
. 6 80.2816 20 30511 12694 4.0140 2.4035
. 6 80.2816 20 32251 13662 4.0140 2.3606
. 6 80.2816 20 32461 13429 4.0140 2.4172
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Tabla A.IX Parametros vy coeficientes de la regresion lineal de la curva de
calibracién de arbutina

0.0121 0.0103 (SR 0.9994

(r)

_Pendiente (b1)  0.5684 0.0052 Determinacién (r}) 0.9988

En la figura A.XXIX se observa el grafico de regresion lineal de la curva de calibracion para
arbutina, es evidente que los datos presentan una tendencia lineal.

,
Grfico del Modelo Ajustado s
Rel dreas arbutina = 0.0121224 + 0568406 [arbutina] [metilparabeno]
2 T T T v i ! ]
16 -
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[arbutina]/[metilparabeno]

Regresion lineal con tres réplicas de la curva de calibracion de arbutina

En la figura A.XXX se presenta el grafico de residuales en donde se observa que no existen
residuos atipicos, ademas se aprecia que éstos son homocedasticos, lo que indica que sus
varianzas son homogéneas y por lo tanto se ajustan al modelo lineal.
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Grafico de Residuos
Rel areas arbutina = 0.0121224 + 0.568406" [arbutina)/[metilparabeno]
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Figura A.XXX Grdfico de residuales para la curva de calibracion de arbutina

En la tabla A.X se muestran los resultados del analisis de ANOVA, donde se obtienen los
valores MSrpba, MSep y los respectivos grados de libertad (gl).

Tabla A.X Resultado del analisis de varianza con falta de ajuste (ANOVA)

5.1225

0.0003
0.0008

0.0003

A partir de los datos de la tabla A.X se calculd Fexp, como se muestra a continuacion.

_ MSpp,  0.0008

Fppp = —24 = = 2.6666
X = "MSg,  0.0003
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Posteriormente se compard este valor con el reportado en tablas (Ftablas), siendo los grados
de libertad K-2=4 y n-k=12, de esta forma se obtuvo un valor de Ftablas=3.71; por lo que se
cumple:

H0=Fexp<Ftab|as= 2.66<3.26
Por lo tanto hay ajuste de los datos al modelo lineal.

Se evalué el coeficiente de determinacién (r?) cuyo valor es de 0.9988, el cual es mayor a
0.98, por lo que se determind que los datos se ajustan al modelo lineal.

Una vez que se validé el modelo, se determind el intervalo de confianza obtenido con ayuda
de software statpraphics centurion XVI, el cual se muestra en la tabla A.XI.

Tabla A.XI intervalo de confianza para la curva de calibracion de arbutina

Inferior Superior

0.2215 0.2289

Como podemos observar en la tabla A.11, el intervalo de confianza no pasa por el cero por
lo que podemos decir que es un modelo valido, ademas de que se observa nuevamente un
ajuste de los datos al modelo lineal.

Posteriormente se calculd el limite de deteccidn (LOD) y el limite de cuantificacién (LOQ)
con base en la curva de calibracidon y la desviacién estandar de regresion, de acuerdo a los
datos de la tabla A.IX y A.X se obtuvo el LOD como se muestra a continuacion:

3.3Sy
3.3(0.0209)

) = (202 )(Wkuzss mg/L

LOD = (([E.I.])<

Este valor nos dice que la concentracion minima detectable de acido ferdlico es 2.4268
mg/L.

Finalmente calculamos el limite de cuantificacion (LOQ) con base en la curva de calibracién
y la desviacion estandar de regresion de acuerdo a los datos de las tablas A.IX y A.X, se
obtuvo el LOQ como se muestra a continuacion:

105
P4 10(0.0209)

)— (202 )( o Scon )=7.3539 mg/L

L0Q = (([E.I. ])(

Este valor nos dice que la concentracién minima cuantificable de arbutina es 7.3539 mg/L.
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(+)-Catequina

Se obtuvo la regresion lineal para las tres repeticiones de la curva de calibracion y se utilizd
como respuesta el area de los picos, en la tabla A.XIl se muestran los valores obtenidos de
las curvas de calibracidn, asi como la concentracion.

Tabla A.XII Datos de la curva de calibracién para estandar de (+)-catequina

1 21.8265 20 2820 13263 0.2728 0.2126
. 1 21.8265 20 1653 14171 0.2728 0.1166
. 1 21.8265 20 2815 14715 0.2728 0.1913
. 2 32.7398 20 4798 13312 0.5456 0.3604
. 2 32.7398 20 6101 13390 0.5456 0.4556
. 2 32.7398 20 4350 13349 0.5456 0.3258
. 3 43.6531 20 12520 14398 1.0913 0.8695
. 3 43.6531 20 12202 13949 1.0913 0.8747
. 3 43.6531 20 11944 14086 1.0913 0.8479
. 4 54.5664 20 19929 15152 1.6369 1.3152
. 4 54.5664 20 21255 14554 1.6369 1.4604
. 4 54.5664 20 19543 14283 1.6369 1.368
. 5 21.8265 20 27588 13998 2.1826 1.9708
. 5 21.8265 20 27496 14062 2.1826 1.9553
. 5 21.8265 20 26603 13714 2.1826 1.9398
. 6 32.7398 20 30870 12694 2.7283 2.4318
. 6 32.7398 20 31414 13662 2.7283 2.2993
. 6 32.7398 20 32899 13429 2.7283 2.4498
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Tabla AXIII Parametros y coeficientes de la regresién lineal de la curva de
calibracion de catequina

-0.1100 0.0264 Sepelaeen 0.9976

(r)
[Pendiente(b1) | 0.9233 0.0159 Determinacién (r?) 0.9952

En la figura A.XXXI se observa el grafico de regresion lineal de la curva de calibracién para
arbutina, es evidente que los datos presentan una tendencia lineal.

Gréfico del Modelo Ajustado
Rel dreas catequina = -0.110078 + 0.9233"[catequina)/[metilparabeno]
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Figura A.XXXI Regresion lineal con tres réplicas de la curva de calibracion de
catequina

En la figura A.XXXII se presenta el grafico de residuales en donde se observa que no existen
residuos atipicos, ademds se aprecia que éstos son homocedasticos, lo que indica que sus
varianzas son homogéneas y por lo tanto se ajustan al modelo lineal.
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Grifico de Residuos
Rel dreas catequina = -0,110078 + 0.9233"[catequina)/[metiiparabeno)

25T v v v T T ™
b -4

- 3

o 15 -
E g $ a ° a 3
= e o Fl 4
€ - e 3
5 0.5 - " 8 =
- b 3
w 3 -
S 05— . ° L o -
2 P L 3
3 - ° 2
® 45 = a =
p- -

25k, g A i ) RN

(] 0.5 1 15 2 25 3
[catequina)metiiparabeno)

Figura A.XXXIl Grdfico de residuales para la curva de calibracion de dcido
ferdlico

En la tabla A.XIV se muestran los resultados del analisis de ANOVA, donde se obtienen los
valores MSrpa, MSer y los respectivos grados de libertad (gl).

Tabla A.XIV Resultado del andlisis de varianza con falta de ajuste (ANOVA)

5.1225 1 5.1225

~ Residuo 0.0056 13 0.0004
~ -Carencia de ajuste 0.0026 3 0.0008
- -Errorpuro 0.0030 10 0.0005
_ Total(cor) 5.1282 14 :

A partir de los datos de la tabla A.XIV se calculd Fexp, cOmo se muestra a continuacion.

_ MSpps _ 0.0008
P = MSpp  0.0005

= 1.60

e

Posteriormente se compard este valor con el reportado en tablas (Ftabias), siendo los grados
de libertad K-2=4 y n-k=12, de esta forma se obtuvo un valor de Ftablas=3.71; por lo que se
cumple:

Ho=Fexp<Ftablas= 1.6 < 3.26
Por lo tanto hay ajuste de los datos al modelo lineal.
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Se evalué el coeficiente de determinacién (r?) cuyo valor es de 0.9988, el cual es mayor a
0.98, por lo que se determind que los datos se ajustan al modelo lineal.

Una vez que se validé el modelo se determiné el intervalo de confianza obtenido con ayuda
de software statpraphics centurion XllI, el cual se muestra en la tabla A.XIV.

Tabla A.XV Intervalo de confianza para la curva de calibracion de (+)-

catequina
Inferior Superior
0.2215 0.2589

Como podemos observar en la tabla A.XV el intervalo de confianza no pasa por el cero por
lo que podemos decir que es un modelo valido, ademas de que se observa nuevamente un
ajuste de los datos al modelo lineal.

Posteriormente se calculé el limite de deteccidn (LOD) y el limite de cuantificacién (LOQ)
con base en la curva de calibracidn y la desviacidn estandar de regresion, de acuerdo a los
datos de la tabla A.XIll, se obtuvo el LOD como se muestra a continuacion:

3.3Sy

LOD = (([E.I.])( —

3.3(0.0589)
)—( 0= )( oy )= 42103 mg/L

Este valor nos dice que la concentracién minima de detectable de (+)-catequina es 4.2103
mg/L.

Finalmente calculamos el limite de cuantificacion (LOQ) con base en la curva de calibraciéon
y la desviacion estandar de regresion de acuerdo a los datos de las tablas A.XIll y AXIV, se
obtuvo el LOQ como se muestra a continuacién:

10Sy

L0Q = (([E.I.])< -

10(0. 0589)
) = (202 )( vosas )= 63792 mg/L

Este valor nos dice que la concentracién minima cuantificable de (+)-catequina es 6.3792
mg/L.

Resorcinol

Se obtuvo la regresion lineal para las tres repeticiones de la curva de calibracion y se utilizo
como respuesta el drea de los picos, en la tabla A.XVI se muestran los valores obtenidos de
las curvas de calibracién, asi como la concentracion.
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Tabla A.XVI Datos de la curva de calibracidn para estandar de resorcinol

1 5.1955 20.9088 59970 59970 0.2484 0.1900
. 1 5.1955 20.9088 52134 52134 0.2484 0.2114
. 1 5.1955 20.9088 56249 56249 0.2484 0.1815
. 2 10.3910 20.9088 59466 59466 0.4969 0.3876
. 2 10.3910 20.9088 63325 63325 0.4969 0.3410
. 2 10.3910 20.9088 60406 60406 0.4969 0.3878
. 3 20.7820 20.9088 54766 54766 0.9939 0.7075
. 3 20.7820 20.9088 50229 50229 0.9939 0.7995
. 3 20.7820 20.9088 45605 45605 0.9939 0.9006
. 4 31.1731 20.9088 46978 46978 1.4909 1.3732
. 4 31.1731 20.9088 56732 56732 1.4909 1.1562
. 4 31.1731 20.9088 54238 54238 1.4909 1.252
. 5 41.5641 20.9088 62921 62921 1.9878 1.4494
. 5 41.5641 20.9088 67471 67471 1.9878 1.4604
. 5 41.5641 20.9088 64589 4048 1.9878 1.5198

Tabla A.XVII Parametros y coeficientes de la regresion lineal de la curva de
calibracién de resorcinol
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Correlacion

(r)

- 0.770388 0.0344 Dete"(':;;'acw" 0.9746

En la figura A.XXXIII se observa el grafico de regresion lineal de la curva de calibracidn para
resorcinol, es evidente que los datos presentan una tendencia lineal.

0.017284 0.0421

Grafico del Modelo Ajustado
Rel alturas resorcinol = 0.0172848 + 0.770388 [resorcinol]/[ac cafeico]
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Rel alturas resorcinol

Figura A.XXXIIl Regresion lineal con tres réplicas de la curva de calibracion de
resorcinol

En la figura A.XXXIV se observa el grafico de residuales en donde se observa que no existen
residuos atipicos, ademas se aprecia que éstos son homocedasticos, lo que indica que sus
varianzas son homogéneas y por lo tanto se ajustan al modelo lineal.
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Grifico de Residuos
Rel alturas resorcinol = 0.0172848 + 0.770388 [resorcinol)/[ac cafelco)
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Figura A.XXXIV Grdfico de residuales para la curva de calibracion de
resorcinol

En la tabla A.XVIII se muestran los resultados del analisis de ANOVA, donde se obtienen los
valores MSrpa, MSep y los respectivos grados de libertad (gl).

Tabla A.XVIII Resultado del analisis de varianza con falta de ajuste (ANOVA)

A partir de los datos de la tabla A.XVIII se calculd Fexp, como se muestra a continuacion.

_ MSpp, 00155

F. = = =3.2978
P~ MSp,  0.0047

Posteriormente se compard este valor con el reportado en tablas (Ftabias), siendo los grados
de libertad K-2=3 y n-k=10, de esta forma se obtuvo un valor de Ftablas=3.71; por lo que se
cumple:

Ho=Fexp<Ftablas= 3.2978 < 3.71
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Por lo tanto hay ajuste de los datos al modelo lineal.

Se evalué el coeficiente de determinacién (r?) cuyo valor es de 0.9872, el cual es mayor a
0.98, por lo que se determind que los datos se ajustan al modelo lineal.

Una vez que se validé el modelo se determiné el intervalo de confianza obtenido con ayuda
de software statpraphics centurion XVI, el cual se muestra en la tabla A.XIX.

Tabla A.XIX Intervalo de confianza para la curva de calibracion de resorcinol

Inferior Superior

0.1328 0.2845

Como se observar en la tabla A.XIX el intervalo de confianza no pasa por el cero por lo que
se puede decir que es un modelo valido, ademas de que se observa nuevamente un ajuste
de los datos al modelo lineal.

Posteriormente se calculd el limite de deteccion (LOD) y el limite de cuantificacion (LOQ)
con base en la curva de calibracion y la desviacidn estandar de regresion, de acuerdo a los
datos de la tabla A.XVII y A.XVIII se obtuvo el LOD como se muestra a continuacion:

3.3(0.0849)

57703 )=7.6048 mg/L

3.3Sy
LoD = (([E.I ])< ) = (20.9088 79 (=222

Este valor nos dice que la concentracién minima de detectable de acido ferulico es 7.6048
mg/L.

Finalmente calculamos el limite de cuantificacidon (LOQ) con base en la curva de calibracién
y la desviacion estdndar de regresion de acuerdo a los datos de las tablas A4y A5y se
obtuvo el LOQ como se muestra a continuacién:

0s
P4 10(0.0849)

0.7703

L0Q = (([E.I ])( ) = (20.9088 29)( )=23.0450 mg/L

Este valor nos dice que la concentracién minima cuantificable de resorcinol es 23.0450
mg/L.
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Resveratrol

Se obtuvo la regresion lineal para las tres repeticiones de la curva de calibracion y se utilizd
como respuesta el area de los picos, en la tabla A.XX se muestran los valores obtenidos de
las curvas de calibracidn, asi como la concentracion.

Tabla A.XX Datos de la curva de calibracion para estandar de resveratrol

1 6.6528 20 3300 13263 0.33264 0.248812
. 1 6.6528 20 3818 14171 0.33264 0.269423
. 1 6.6528 20 3876 14715 0.33264 0.263404
. 2 13.3056 20 8007 13312 0.66528 0.601487
. 2 13.3056 20 7799 13390 0.66528 0.582449
. 2 13.3056 20 8265 13349 1.33056 0.619147
. 3 26.6112 20 18056 14398 1.33056 1.254063
. 3 26.6112 20 16885 13949 1.33056 1.210481
. 3 26.6112 20 17069 14086 1.33056 1.211770
. 4 39.9168 20 - - 1.99584 2.020327
. 4 39.9168 20 25310 14554 1.99584 1.739040
. 4 39.9168 20 27524 14283 1.99584 1.927046
. 5 53.2224 20 27588 13998 2.66112 2.696956
. 5 53.2224 20 27496 14062 2.66112 2.569122
. 5 53.2224 20 26603 13714 2.66112 2.532229
. 6 66.528 20 30870 12694 3.3264 3.255790
. 6 66.528 20 31414 13662 3.3264 3.201215
. 6 66.528 20 32899 13429 3.3264 3.131283

89



'\g‘)”“@'m Dimica Auevos

Tabla A.XXI Parametros y coeficientes de la regresion lineal de la curva de
calibracién de resveratrol

-0.066742 0.030503 Sepelaeen 0.9981

(r)
[Pendiente(b1) | 0.9870 0.015109  Determinacién (r?) 0.9962

En la figura A.XXXV se observa el grafico de regresion lineal de la curva de calibracién para
resveratrol, es evidente que los datos presentan una tendencia lineal.

Grafico del Modelo Ajustado
Rel areas resveratrol = -0.0667423 + 0.987066"[resveratrol)/[metilparabeno]
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Figura A.XXXV Regresion lineal con tres réplicas de la curva de calibracion de resveratrol

En la figura A.XXXVI se presenta el grafico de residuales en donde se observa que no existen
residuos atipicos, ademds se aprecia que estos son homocedasticos, lo que indica que sus
varianzas son homogéneas y por lo tanto se ajustan al modelo lineal.
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Grifico de Residuos
Rel dreas resveratrol = 0.0687423 + 0.937065" [resveratrol)[metiiparabeno]
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Figura A.XXXVI Grdfico de residuales para la curva de calibracion de
resveratrol

En la tabla A.XXIl se muestran los resultados del analisis de ANOVA, donde se obtienen los
valores MSrpa, MSep y los respectivos grados de libertad (gl).

Tabla A.XXII Resultado del analisis de varianza con falta de ajuste (ANOVA)

19.6745 19.6745
~ Residuo 0.073762 16 0.004610
- -Carencia de ajuste 0.007841 4 0.001960
~ Erorpuro 0.065920 12 0.005493
_ Total{or) 19.7483 17 -

A partir de los datos de la tabla A.XXIl se calculd Fexp, cOmo se muestra a continuacion.

_ MSgp,s  0.0019

Fppp = —24 = =0.3518
P = MS.,  0.0054

Posteriormente se compard este valor con el reportado en tablas (Ftabias), siendo los grados
de libertad K-2=4 y n-k=12, de esta forma se obtuvo un valor de Ftablas=3.26; por lo que se
cumple:

Ho=Fexp<Ftablas= 0.35 < 3.26 por lo tanto hay ajuste de los datos al modelo lineal.
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Finalmente se evalud el coeficiente de determinacién (r2) cuyo valor es de 0.9962, el cual es
mayor a 0.98, por lo que se determind que los datos se ajustan al modelo lineal.

Una vez que se validd el modelo se determiné el intervalo de confianza obtenido con ayuda
de software statpraphics centurion XVI, el cual se muestra en la tabla A.XXIII.

Tabla A.XXIII intervalo de confianza para la curva de calibracidn de

resveratrol
Inferior Superior
0.2057 0.3174

Como podemos observar en la tabla A.XXIII el intervalo de confianza no pasa por el cero por
lo que podemos decir que es un modelo valido, ademas de que se observa nuevamente un
ajuste de los datos al modelo lineal.

Posteriormente se calculd el limite de deteccion (LOD) y el limite de cuantificacion (LOQ)
con base en la curva de calibracion y la desviacidn estandar de regresion, de acuerdo a los
datos de la tabla A.XXI y AXXII se obtuvo el LOD como se muestra a continuacion:

3.3Sy

LOD = (([E.I.])( —

3.3(0.0019)
)-( 0= )( 9870 )=0.1270 mg/L

Este valor nos dice que la concentracion minima de detectable de resveratrol es 0.1270
mg/L.

Finalmente calculamos el limite de cuantificacion (LOQ) con base en la curva de calibracién
y la desviacidn estandar de regresién de acuerdo a los datos de las tablas A.XXI y A.XXIl y se
obtuvo el LOQ como se muestra a continuacion:

%) = 20m 1000.0019)) 1 3850 mg/L
b1 =( )( 0.9870 : mg

L0Q = (([E.L]) (

Este valor nos dice que la concentracién minima cuantificable de resveratrol es 0.3850
mg/L.

Tirosol

Se obtuvo la regresion lineal para las tres repeticiones de la curva de calibracion y se utilizo
como respuesta el area de los picos, en la tabla A.XXIV se muestran los valores obtenidos
de las curvas de calibracién, asi como la concentracion.
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Tabla A.XXIV Datos de la curva de calibracion para estandar de tirosol

1 6085 20.90 0.3422 4979 0.2436 0.3422
. 1 4701 20.90 0.3469 4571 0.2436 0.3469
. 1 3891 20.90 0.3654 4687 0.2436 0.3654
. 2 8053 20.90 0.9138 4481 0.4872 0.9138
. 2 7954 20.90 0.8567 4844 0.4872 0.8567
. 2 8212 20.90 0.9541 4410 0.4872 0.9541
. 3 14864 20.90 2.0041 3889 0.9745 2.0041
. 3 15243 20.90 2.1644 3710 0.9745 2.1644
. 3 15971 20.90 2.1462 3844 0.9745 2.1462
. 4 22168 20.90 3.2240 3535 1.4618 3.2240
. 4 22683 20.90 2.9385 3968 1.4618 2.9385
. 4 20629 20.90 2.8528 3921 1.4618 2.8528
. 5 46018 20.99 3.8133 4196 1.9491 3.8133
. 5 47692 20.90 3.7267 4384 1.9491 3.7267
. 5 51905 20.90 4.2601 4048 1.9491 4.2601
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En la figura A.XXXVII se observa el grafico de regresion lineal de la curva de calibracién para
tirosol, es evidente que los datos presentan una tendencia lineal.

Grafico del Modelo Ajustado
Rel areas tirosol = -0,0921082 + 2.1037" [tirosol}/[ac cafeico]
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Figura AXXXVII Regresion lineal con tres réplicas de la curva de calibracion
de tirosol

En la figura A.XXXVIII se observa el grafico de residuales en donde se observa que no existen
residuos atipicos, ademas se aprecia que éstos son homocedasticos, lo que indica que sus
varianzas son homogéneas y por lo tanto se ajustan al modelo lineal.

Grafico de Residuos
Rel dreas tirosol = -0.0921082 + 2.1037*[tirosol)/[ac cafeico)
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Figura A.XXXVIII Grdfico de residuales para la curva de calibracion de tirosol
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Tabla A.XXV Pardmetros y coeficientes de la regresion lineal de la curva de
calibracién de tirosol

Correlacion

(r)

- 2.1037 0.0687 Dete"(':;;‘acm" 0.9863

En la tabla A.XXVI se muestran los resultados del analisis de ANOVA, donde se obtienen los
valores MSrpa, MSep y los respectivos grados de libertad (gl).

-0.0921 0.0824

Tabla A.XXVI Resultado del analisis de varianza con falta de ajuste (ANOVA)

25.8517 25.8517

[ Residuo | 0.358921 13 0.032999
~ -Carencia de ajuste 0.98998 3 0.025992
I SErrorpuro " 0.259922 10 0.027609
L Tomlfeom) | 262100 1 :

A partir de los datos de la tabla A.XXVI se calculd Fexp, coOmo se muestra a continuacién.

MSppa  0.0259
MSgp  0.0276

Fexp = =0.9384

Posteriormente se compard este valor con el reportado en tablas (Ftablas), siendo los grados

de libertad K-2=3 y n-k=10, de esta forma se obtuvo un valor de Ftablas=3.71; por lo que se
cumple:

Ho=Fexp<Ftablas= 0.9384 < 3.71
Por lo tanto hay ajuste de los datos al modelo lineal.

Finalmente se evalud el coeficiente de determinacion (r?) cuyo valor es de 0.9863, el cual es
mayor a 0.98, por lo que se determind que los datos se ajustan al modelo lineal.

Una vez que se validé el modelo se determind el intervalo de confianza obtenido con ayuda
de software Statpraphics centuridon XVI, el cual se muestra en la tabla A.XXVII.
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Tabla A.XXVII Intervalo de confianza para la curva de calibracién de tirosol

Inferior Superior

0.2721 0.5687

Como podemos observar en la tabla A.XXVII el intervalo de confianza no pasa por el cero
por lo que podemos decir que es un modelo valido, ademas de que se observa nuevamente
un ajuste de los datos al modelo lineal.

Posteriormente se calculd el limite de deteccion (LOD) y el limite de cuantificacion (LOQ)
con base en la curva de calibracion y la desviacién estandar de regresion, de acuerdo a los
datos de la tabla A.XXV y A.XXVI se obtuvo el LOD como se muestra a continuacion:

33S
L 3.3(0. 1661)

2.1037

LOD = (([E.I.])( ) = (20.9088 78) (=522 5.4478mg/L

Este valor nos dice que la concentracion minima de detectable de tirosol es 5.44 mg/L.

Finalmente calculamos el limite de cuantificacion (LOQ) con base en la curva de calibracién
y la desviacion estandar de regresidon de acuerdo a los datos de la tabla A.XXV y se obtuvo
el LOQ como se muestra a continuacion:

10Sy

x| = meg
— >_ (20.9088 ZE)(

10(0.1661)
2.1037

LOQ = (([E.L.]) < )= 16.5087mg/L

Este valor nos dice que la concentracion minima cuantificable de tirosol es 16.50 mg/L.

Anexo VIII.- Materiales, reactivos y equipos

Materia vegetal

El material vegetal utilizado se recolecté en el poblado de San Sebastian en el municipio de
Zumpango, Estado de México. Se seleccionaron dos ejemplares para su herborizacion e
identificacion la cual fue realizada por la experta de la UNAM, la M. en C. Ma. Edith Lépez
Villafranco del herbario de IZTA, de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala-UNAM.
Tlalnepantla, Estado de México.

El drgano de la planta utilizado en este trabajo fueron las hojas.

El documento oficial se puede ver en el anexo I.
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Reactivos para el tamiz fitoquimico

Acido picrico, acido clorhidrico, alcohol amilico, cloroformo, magnesio metalico, sulfato
cuprico, tartrato de sodio y potasio, solucién de cloruro férrico al 5%, solucién de hidréxido
de sodio al 10%, solucién de carbonato de sodio al 7.5%.

Fenoles de referencia

Reactivos marca Sigma-Aldrich: Reactivo de Folin-Denis, Acacetina, acido cafeico, acido
clorogénico, acido ferulico, acido galico, acido gentisico, acido eldgico, acido
nordihidroguayarético, acido p-cumadrico, dacido p-hidroxibenzoico, 4cido siringico,
apigenina, arbutina, (+)-catequina, (-)-epicatequina, galagina, kaempferol, luteolina,
naringenina, quercetina, resorcinol, resveratrol, rutina y vainillina.

Reactivos marca Fluka: 2-(4-hidroxifenil)etanol 100%, 3-aminofenol.

Reactivos para la separacion por electroforesis capilar (CE)

Reactivos: etanol y metanol grado HPLC marca Fermont, hidroxido de sodio (NaOH),
tetraborato de sodio decahidratado (Na:Bs07-10H20) y etilendiamintetraacetato de sodio
(EDTA) marca J.T. Baker.

Soluciones para la separacidn por CE: mezclas de extraccion (etanol-agua (70:30), metanol-
gua (70:30), solucién hidrolizante (EDTA 20 mM, NaOH 3.6 N y HAsc al 2%).

Equipos
» Electroforesis capilar P/ACE MDQ (Beckman Coulter)

Balanza analitica (BOECO), bafio de ultrasonido (Transsonic T570 EIma®)

Potenciémetro (Hanna instruments), desionizador (MilliQ)

Evaporador térmico de flujo de nitrégeno (Vertex Dry)

>

>

» Bomba de vacio (PALL), equipo de liofilizado (Labconco)

>

» Espectrofotémetro UV-Vis de haz simple, marca DYNAMICA modelo HALO-XB
>

Centrifuga Allegra 21 (Beackman Coulter)
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