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1. Introduccién

La supervivencia de los seres humanos ha dependido en gran medida de aprender a
aprovechar los recursos del entorno. Se cree que la humanidad se ha visto en la
necesidad de recurrir a los recursos naturales para tratar distintos malestares ya desde
la época en donde la recoleccién y la caza eran actividades prioritarias para nuestra

supervivencia (Cortez Gallardo V., et al. 2004).

Al expandirse el conocimiento sobre los efectos de estos recursos naturales surgio la
necesidad de documentarlos. En la actualidad a la ciencia encargada de realizar la
documentacion sobre estos efectos y el posterior uso de esta informacién se le conoce
como farmacognosia ( Cortez Gallardo V., et.al. 2004); una disciplina que ha tomado
fuerza en los dltimos afios, debido principalmente a la costumbre en paises con un
mayor grado de desarrollo por contar con alternativas a los medicamentos sintéticos

(Mavolo L. 2015).

Los remedios naturales de origen vegetal son los mas populares por la gran variedad
de especies y sus efectos en el ser humano (Cortez Gallardo V., et. al. 2004), (Jiménez
Silva A. A., 2017). Con el fin de aprovechar las propiedades curativas de estas
especies se han desarrollado varios métodos que, ademas, permiten realizar un
estudio mas detallado de los compuestos que le otorgan esa propiedad a la planta

(Campos Saenz D., 2004).



Entre las plantas mas conocidas por su efecto terapeutico se encuentra la manzanilla
(matricaria chamomilla), contando con una gran documentacién. La popularidad de la
manzanilla se debe en parte a su versatilidad, ya que su uso no se limita a la industria
farmacéutica, también se utiliza en la industria alimentaria y la cosmética. En la
actualidad hay una gran cantidad de productos que la utilizan como base (Escobar M.

y Josefa F.K., 2008).

Al gozar de una gran popularidad, un conocimiento mas completo acerca de la calidad
de la manzanilla resulta de vital importancia. Pese a que la manzanilla sigue siendo
estudiada en la actualidad, la mayoria de estos trabajos presentan un enfoque
diferente al propuesto en este trabajo, como el efecto de sus extractos sobre otros
productos, su uso en el tratamiento de diferentes enfermedades, cdmo afecta en el
crecimiento de bacterias u hongos o en el desarrollo de productos con fines

terapéuticos.

En este trabajo se estudio uno de los compuestos de la manzanilla que influye en sus
propiedades terapéuticas, el guaiazuleno, con métodos electroquimicos, enfoque que

no se ha explorado a profundidad para el estudio de esta planta.



2. Antecedentes.

El uso de productos naturales en distintos tratamientos por parte del ser humano es
una practica muy antigua, y gracias a ello se ha observado una gran variedad de
resultados. Se sabe que la propiedad curativa de una especie puede deberse a uno o
varios compuestos presentes en ella, conocidos como principios activos; los que
presentan algun potencial terapéutico son sometidos a pruebas rigurosas y largas con
el fin de estudiar las propiedades del principio activo, sus posibles efectos secundarios

y las vias de administracion adecuadas (Cortez Gallardo V., et al., 2004).

La medicina tradicional aprovecha el conocimiento sobre las plantas en el ser humano
para tratar diferentes enfermedades (Jiménez Silva A.A., 2017). Actualmente se siguen
utilizando estos recursos, tanto en remedios tradicionales como para estudios
cientificos, esto para aislar algin compuesto con propiedades curativas, o bien, para

el disefio de medicamentos cuya base sea una fuente natural.

Las fuentes vegetales son las de uso méas extendido por la poblacién general debido
a las tradiciones y costumbres; también influye que se tenga un mayor acceso a ellos
gue a muchos medicamentos de origen sintético (Campos Saenz D., 2004). Por otro
lado, esta la creencia de que los productos naturales, especialmente los de origen

vegetal, son completamente seguros (Campos Saenz D., 2004)



Los compuestos estudiados por su potencial terapéutico, por lo general, son
metabolitos secundarios, que aun sin ser indispensables en el desarrollo de la planta
en un sentido metabdlico, si resultan importantes para su supervivencia, ya que
determinan la forma en que se relacionan con su entorno; por lo que si una planta es
cultivada en condiciones no adecuadas existe la posibilidad que haya una pérdida

parcial o ,inclusive, total de sus efectos curativos.

2.1. La manzanilla

Figura 1. Flor de manzanilla.

La manzanilla (Matricaria chamomilla) es una planta proveniente de la familia de las
margaritas, de un olor frutal agradable y caracteristico. Es originaria de Europa y de
Asia. Se tienen registros de sus propiedades medicinales desde la Grecia clasica en
algunos escritos de Hipécrates (Review de Thorne Research Inc. 2008).

Su tallo es delgado con una altura de 10 cm a 80 cm, sus hojas son ramificadas y tiene
raices finas; sus flores pueden medir entre 1 cm y 1.5 cm, su centro tiene forma conica
y es de color amarillo; sus pétalos son color blanco y cada flor puede tener entre 12 y

30 pétalos.



Puede crecer en tierras medianamente fértiles (Escobar M. y Josefa F.K. 2008; L.
Mavolo 2015). Se adapta a diferentes climas, creciendo principalmente en climas
secos, semisecos y calidos (Escobar M. y Josefa F.K. 2008); pero también en climas
frios (Mavolo L. 2015); es capaz de desarrollarse en suelos con pocos nutrientes, lo
gue la hace facil de cultivar, y también posible encontrarla en cualquier parte en estado
silvestre.

Aunque originaria de Europa, la manzanilla fue extendiéndose a lo largo del mundo,
siendo actualmente cultivada y consumida en todo el planeta. Los principales
productores de la manzanilla son China, Egipto y Argentina, mientras que los
principales consumidores son Estados Unidos, Alemania e Italia (Mavolo L., 2015).
La manzanilla tiene propiedades antiinflamatorias, antipiréticas y antibacteriales. Se
usa para estimular al aparato gastrointestinal, para tratar malestares estomacales y
gastrointestinales como la diarrea, el dolor estomacal, los colicos y las Ulceras.
También, es usada contra los problemas de insomnio, como tranquilizante suave, para
curar heridas leves, la conjuntivitis, prevenir infecciones y limpiar las fosas nasales
(Review de Thorne Research Inc, 2008).

Los estudios de la manzanilla abordan temas como el efecto de la flor en la prevencion
de los dolores de la artritis (H. Ghavimi. et. al., 2012). El desarrollo de un colutorio de
manzanilla, después de comprobar su propiedad antibacterial contra las bacterias
Streptococcus y Staphylococcus (Carcamo V., et al., 2011). la influencia del aceite
esencial en el crecimiento del hongo Aspergilius niger (Tolouee M., et al., 2010). Su
efecto tranquilizante en pacientes de 60 aflos con problemas de insomnio, quienes

demostraron una mejoria en su calidad de suefio (H.M. Adib. y M.S. Nesa, 2017).



La FDA (“Food and Drug Administration”) le ha dado a la manzanilla la clasificacion
GRAS (Generally Regarded as Safe) debido a su toxicidad practicamente nula. Aun
asi, la manzanilla puede presentar efectos adversos en personas muy sensibles o
alérgicas a las plantas de la familia de las margaritas. También, puede ser peligrosa si
se combina con medicamentos o calmantes. Se recomienda evitar su Uso excesivo en
mujeres embarazadas, especialmente durante las primeras semanas, pues puede
relajar el Gtero; esta capacidad puede ser aprovechada para facilitar el parto.

En Europa la manzanilla ha ganado popularidad gracias a la creciente demanda por

farmacos de origen natural por sobre medicamentos de origen sintético.



2.2 Manzanilla en México

La manzanilla fue introducida a México por los espafioles durante la colonia, desde
entonces ha formado parte de la medicina tradicional del pais. Aunque las principales
plantaciones del pais en cuanto al valor de produccion se refiere destacan el maiz con
un valor de produccién de 104,861, 749 miles de pesos, la cafia de azucar con un valor
de 44,074,843 miles de pesos, el aguacate con un valor 41,908,121 miles de pesos, 0
el jitomate con un valor de 31,150,517 miles de pesos en comparacion de la manzanilla
con 17,069 miles de pesos (SIAP, 2018), la manzanilla sigue siendo una plantacion
importante.

En México los mayores productores de manzanilla son el Estado de México, Morelos,
San Luis Potosi, Jalisco y Puebla; de ellos, el Estado de México es el mayor productor
nacional (De la Rosa T., 2016).

La manzanilla no solo se usa con fines terapéuticos, también tiene uso en industrias
como la cosmética o la alimenticia; fue entre los afios 1934 y 1936 que se introdujo el
uso de la manzanilla en infusiones en bolsa como bebida “gourmet” (Escobar M. y
Josefa F.K. 2008). También forma parte de varios productos industrializados, como se

muestra en la Figura 2.
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Figura 2. Ejemplos de productos industrializados de manzanilla.



Pese a los usos de la manzanilla, aun hoy, no hay un consenso que dicte un criterio
de la calidad para sus extractos que pueda ser aplicado a la flor nacional, ya que se
tienen como referencia las farmacopeas extranjeras, donde el criterio es que la

cantidad de aceite esencial en las flores, el cual debe estar entre 0.2% y 2.0% en masa.

En México la norma de referencia es la NMX-F-293-1982, “Alimentos para humanos-
Manzanilla para infusiones”, la cual menciona las especificaciones con las que debe
contar el producto final, mas no acerca de las flores. Un problema es que las flores
mexicanas Yy las flores europeas crecen en condiciones diferentes, sus técnicas de
cosechay las épocas de recoleccion también son diferentes, por lo que es posible que
su composicién pueda ser lo suficientemente diferente para aplicar los criterios de la

farmacopea.

2.3. Compuestos quimicos presentes en la manzanilla
En diversas fuentes se menciona que la manzanilla tiene al menos 120 compuestos

activos, algunos de estos listados en la tabla 1.

Tabla 1. Componentes presentes en la manzanilla

a-bisabolol oxidos de a-bisabolol (A'y B)
trans-en-in-dicicloeter matricina
azuleno oxido de bisabolone
(E)- beta-farneseno (E)-nerolidol
Espatulenol Sabineno
Acetato de metilo Guaiazuleno
(E)-beta-Ocimeno y-terpineno
(E,E)-farmesol (Z,2)-farnesol




Los extractos de manzanilla pueden ser almacenados durante un tiempo de 6 meses

a 2 afos, manteniendo sus propiedades (Ghavimi H., et al., 2012).

2.4. Azulenos presentes en los extractos de manzanilla

Inicialmente a los extractos de color azul se les llamaba azulenos, independientemente
de la fuente (Gordon M., 1951; Matsubara Y., 1994). Con el tiempo, se identificaron los
componentes causantes del color azul de los extractos, a los que se les dio el nombre
de azulenos (Matsubara Y., 1994). Actualmente se da ese nombre a la familia de
compuestos organicos derivados del azuleno, cuyo nucleo consta de 2 anillos unidos

entre si, uno de 5 carbonos y otro de 7 carbonos (Figura 3).

Estos compuestos son de color azul, propiedad que los ha vuelto muy atractivos ya
gue es un color inusual para compuestos con estructuras simples. Poseen propiedades
terapéuticas y sus usos son principalmente tépicos y terapéuticos siendo

antiinflamatorio y antioxidante.



2.4.1. Azuleno

El azuleno (Figura 3) es el méas estudiado de los azulenos. Es un isbmero del naftaleno
(C10H10). Es un soélido de color azul intenso, tiene un punto de fusién de 100 °C y un
momento dipolar significativo. Se reporta un potencial de oxidacion de +0.88 V, vs ECS

(Kurihara T. et. al., 1996).

Figura 3. Azuleno.

El azuleno se ha usado con fines terapéuticos También tiene uso en otras industrias
como en la cosmética y los productos para el cuidado personal. En la actualidad se ha
investigado su uso para el desarrollo de distintos materiales, como lo son sensores de
cationes, cristales liquidos o materiales para celdas solares (Hanshen X. y Xike G.,

2017).



2.4.2. Camazuleno

El camazuleno (Figura 4) es un derivado del azuleno con mayor presencia en los

extractos de manzanilla, y cuyo precursor es la matricina.

Figura 4. Camazuleno.

Al tratarse de un compuesto con un punto de fusién bajo (Ps = 28 ©C), puede ser
descrito como un solido o como un liquido, dependiendo de las condiciones en las

gue se almacena o se determina
2.4.3. Guaiazuleno

El guaiazuleno (Figura 5) tiene un punto de fusién es de 30 °C con un potencial de
oxidacién de +0.65 V vs ECS (Kurihara T. et al., 1996). Se usa en tratamientos topicos
por su propiedad antiinflamatoria, mientras que la sal de sulfato se usa para tratar
tumores y en tratamiento contra el cancer (Matsubara y Yamamoto, 1994). Se ha
recopilado una gran cantidad de productos de oxidacién que han sido descritos para

el guaiazuleno (Matsubara y Yamamoto, 1994).

L2

Figura 5. Guaiazuleno.



3. Objetivos

Objetivo general

Sentar las bases quimico analiticas para el desarrollo de un método que permita usar
el contenido de guaiazuleno en extractos de flor de manzanilla como un criterio de

calidad.
Objetivos particulares

1. Estudiar el comportamiento quimico y electroquimico del guaiazuleno.

2. Determinar la cantidad de guaiazuleno que puede ser obtenida a partir de la
extraccion de una cantidad conocida de flor de manzanilla.

3. Aprovechar el comportamiento electroquimico del guaiazuleno para desarrollar
una metodologia que permita determinar la calidad de extractos de manzanilla
con base en su contenido de guaiazuleno.

4. Comparar las diferencias en la calidad de los extractos obtenidos a partir de los

diferentes métodos de extraccion.



4. Hipétesis

Es posible desarrollar un método para determinar la concentracion de
guaiazuleno en los extractos de manzanilla utilizando sus propiedades
electroquimicas.

Los extractos de manzanilla se supondran de mejor calidad cuanto mayor sea
su contenido de guaiazuleno, esto debido a que el guaiazuleno influye en las
propiedades antiinflamatorias y antimicrobianas.

La calidad del extracto de manzanilla podréa relacionarse con la calidad de la

flor utilizada siempre y cuando se conozca el método de obtencién.



5. Metodologias

5.1. Estudio fundamental del guaiazuleno

5.1.1. Espectrofotometria en el visible

Para las pruebas por espectrofotometria se utilizé un espectrofotometro de sonda con
una lampara punto de luz, y un paso optico de 2 cm de la marca Metrohm, modelo 662

(Figura 6).

Figura 6. Espectrofotometro de sonda Metrohm, modelo 662.

El espectro de absorbancia del guaiazuleno en el intervalo de longitudes de onda (A)
de 400 nm a 700 nm fue determinado con una disolucién de guaiazuleno 2.0x10- mol/L
en etanol/agua (80:20 v/v), esta mezcla que fue usada como blanco.

Para ello, se midi6 la absorbancia (A) de la disolucion de guaiazuleno a diferentes
valores de longitud de onda (A), en el intervalo de 400 nm hasta los 700 nm.

En el espectro de absorbancia del guaiazuleno la longitud de onda de maxima
absorbancia (Amax) se observa a 600 nm. Se construyd una curva de calibraciéon para

el guaiazuleno.



La curva de calibracion fue construida midiendo la absorbancia de 5 disoluciones de
guaiazuleno de concentraciones: 2.85x10* mol/L, 4.46x10* mol/L, 9.52x10* mol/L,
1.904x10-3 mol/L y 2.38x10°® mol/L; con una mezcla de etanol/agua (80:20 v/v) como
blanco, y graficando la absorbancia promedio de cada disolucién en funcién de la
concentracion de guaiazuleno.

Con las curvas de calibracion se calcularon la absortividad molar (¢) los limites de

deteccion (LDD) y de cuantificacién (LDC) del método (Anexo ).

5.1.2. Analisis por voltamperometria
Para la mediciones por voltamperometria se utilizé un potenciostato computrace de la

marca Metrohm, modelo 797 (Figura 7).

Figura 7. Metrohm modelo 797 VA computrace.

En celda se usaron 20.0 mL de una disolucion de nitrato de litio 0.3 mol/L, en
etanol/agua (80:20 v/v) como electrolito soporte; un electrodo de disco giratorio de oro
con una velocidad de 1200 rpm, un electrodo de referencia Ag%/AgCI/KCI (3 mol/L) y
un electrodo auxiliar de platino.

Se construyeron 2 curvas de calibracion para el guaiazuleno, para la voltamperometria

clasica y para la voltamperometria de impulsos de onda cuadrada.



Para las curvas de calibracion del guaiazuleno se afiadieron volimenes de una
disolucién de guaiazuleno de 9.46x10 mol/L en etanol/agua (80:20 v/v), con cada
adicion se trazaron los voltamperogramas para cada técnica; con una velocidad de

barrido de potenciales de 5 mV/s, y un barrido de potenciales desde -0.3V a +1.2 V.

5.2. Extraccién de la flor

La flor de manzanilla utilizada en este trabajo se compré en la central de abastos de la
CDMX. Esta flor se mantuvo al aire libre para secarla, en un sistema que le permitio
estar en contacto con el aire, y protegida de la luz del sol asi como de la lluvia.

La manzanilla seca fue triturada en un molino de café de la marca Taurus, modelo

“aromatic” con capacidad para 50 g.

5.2.1 Maceracion

Una masa de flor triturada entre 5y 10 g (por ejemplo, de 6.7290 g), se remojo en
100.00 mL de una mezcla de etanol/agua (70:30 v/v) durante 15 dias. Luego de los 15
dias se recupero el extracto por filtracion a vacio. Posteriormente, se recupero el etanol
por destilacion y luego se concentré el extracto llevando a un volumen aproximado de
15 mL. Los sélidos presentes en el extracto concentrado fueron separados por
centrifugacion y filtracion a vacio.

Debido a los indicios de la presencia de guaiazuleno en el extracto por maceracion, se
hizo una segunda maceracién con una masa de 2.5 kg de flor triturada, la cual fue
sumergida en 8.0 L en etanol/agua (7:3 v/v) durante una semana. El liquido fue filtrado

y almacenado sin ningln tratamiento posterior.
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5.2.2. Extraccién por Soxhlet

Una masa de 10.4863 g de flor de manzanilla (seca y triturada) se coloco en el Soxhlet
dentro de un cartucho de algodon (Figura 8), se adicionaron 100 mL de una mezcla de
etanol/agua (7:3) como disolvente, el cual se mantuvo circulando por el sistema

durantel4 reflujos.

’/_/"' Felrgeianle

|ar

e Camara exdraciora

o
' /_,.-f’ Cuerpo del Soxhlet
£

-~ Brazo del sitdn

VHFH.IIF

" Digalvente + extracta

-~ Muatroz redondo

Figura 8. Diagrama del equipo para la extraccion por Soxhlet.

Después de la extraccion se enfrid el matraz. Se destilo para recuperar el etanol y el
extracto acuoso fue llevado a un volumen aproximado de 15 mL, por calentamiento.
Los sélidos del extracto concentrado se separaron por centrifugacion vy filtracion a
vacio. Posteriormente, se realizaron extracciones liquido-liquido (n=3), usando 10 mL
de n-hexano, se juntaron las fracciones orgéanicas.

El sélido se disolvié usando etanol y se llevéd a un volumen de 10 mL para la

cuantificacion de guaiazuleno.
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5.2.3. Extraccién asistida por ultrasonido

Una masa de 4.5149 g de flor seca y triturada junto con 100 mL de una mezcla de
etanol/agua (7:3 v/v) se pusieron en un matraz Erlenmeyer, el cual se sumergio en un
bafo ultrasénico de la marca “Digital pro+”, con una frecuencia de 40 kHz (Figura 9)
por 4 ciclos de 30 minutos cada uno, esto sin la alteracion de la temperatura del

sistema.

Figura 9. Bario de ultrasonido “Digital pro +” de 3 L con una frecuencia de 40 kHz.

El extracto se filtr6 a vacio y se llevd a un volumen de aproximadamente 5 mL, por
calentamiento, afiadiendo posteriormente 5 mL de agua desionizada. Luego, se llevé
a cabo una extraccion liquido-liquido (n=3) con 10 mL de n-hexano. Las partes en n-
hexano se almacenaron en un frasco.

Se realiz6 una segunda extraccion por ultrasonido. Esta vez con una masa de flor
triturada de 5.0572 g, junto con 100 mL etanol/agua (70:30), se sumergi6 en el bafio,
y se mantuvo por dos horas. El extracto se filtré a vacio y fue almacenado sin realizar

algun tratamiento posterior.
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5.2.4. Hidrodestilacion

Una masa de 80.8122 g de flor triturada fue sometida a destilacion usando 1.20 L de
agua desionizada en un sistema como el mostrado en la (Figura 10-a), en este caso
en un matraz bola, con 3 bocas, de 3 L. El aceite esencial se obtuvo usando 5 mL de
tolueno, mismo que fue colocado en la trampa (Figura 10-b) (afiadiendo previamente
5mL de agua desionizada de forma que el tolueno no se fragmente en ambos lados

del tubo recolector).

Figura 10. Equipo utilizado para la destilacién, usando un matraz de 3000 mL de tres

bocas y sustituyendo la trampa con la mostrada en la derecha.

La destilacibn se mantuvo con agitacién constante por 6h. Se recuper6 el aceite
usando un embudo de separacion y se mantuvo en un desecador a vacio para eliminar
el disolvente del aceite esencial. El porcentaje en masa del aceite recuperado con

respecto a la masa de la flor usada para la destilaciéon fue de 0.27 %.
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5.3. Estudio de los extractos
Con el fin de observar algunas propiedades de los extractos, se realizaron algunas
pruebas de caracterizacion, como la obtencién de los espectros de absorcion en el

visible y una titulacion &cido-base por retroceso,

5.3.1. Espectro de absorbancia de los extractos en el visible
Se midio la absorbancia de los extractos en el intervalo de A de 400 nm a 700 nm para
obtener su espectro de absorbancia. Con cada medicién se ajusté la absorbancia del

equipo a 0 con ayuda de un blanco.

5.3.2. Titulacién acido-base por retroceso
Para todas las mediciones de pH se utilizé el potenciémetro Metrohm pH meter modelo

713, en conjunto con un electrodo combinado de vidrio (Figura 11).

Figura 11. Potenciometro Metrohm modelo 713 pH meter.

Se tomo una alicuota de 5 mL del extracto obtenido por ultrasonido y se realizd una
titulacion acido-base, afadiendo un exceso de una disolucion de hidréxido de sodio
3.99x102 mol/L (previamente valorada con biftalato de potasio), monitoreando el pH

con cada adiciéon de la base.
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Posteriormente, se realizaron adiciones de una disolucion de &cido clorhidrico
4.16x102 mol/L (previamente valorada con la disolucién valorada con hidréxido de
sodio). El pH fue monitoreado con cada adicién del &cido.

Esta titulacion acido-base se realizé sélo al extracto ya que el guaiazuleno no posee

propiedades &cido-base.

5.3.3. Reaccion de Fehling

El contenido de azucares reductores del extracto de la segunda maceracién se
determind por retroceso, mediante el seguimiento potenciométrico de la reaccion de
Fehling, con una disolucion de fructosa. La potenciometria se llevo a cabo usando un

milivoltimetro analégico Tacussel (Figura 12).

Figura 12. Milivoltimetro analégico Tacussel, modelo 2G 8N.

Para el arreglo en la celda se us6 un electrodo de trabajo de cobre y un electrodo de
referencia de Ag/AgCI/KCI (3 mol/L).

El licor de Fehling fue preparado a partir de 5 mL de una disolucién Fehling A (sulfato
de cobre (I1) 0.235 mol/L previamente estandarizada) y con 5 mL de una disolucién de
Fehling B (una disolucién de tartrato de sodio y potasio usando como disolvente una

disolucién de hidroxido de sodio 1.2 mol/L).
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Posteriormente, una disolucion de fructosa 4.61x102 mol/L fue afadida al licor de
Fehling, midiendo el potencial con el milivoltimetro, manteniendo el sistema a
ebullicion y con agitacion constante.

El procedimiento anterior fue repetido usando las mismas disoluciones, esta vez 5 mL
del extracto se afiadieron a la celda junto con el licor de Fehling.

El contenido de azlcares reductores en el extracto se determindé a partir de la
diferencia en la cantidad de fructosa requerida para reaccionar con el cobre del licor

de Fehling.

5.4. Cuantificacién de guaiazuleno en los extractos

Ya conocido el comportamiento de la sefial de guaiazuleno, en las condiciones de la
celda a las que se trabajo, fue posible comenzar a cuantificar el guaiazuleno en los
extractos de manzanilla, adicionando alicuotas de 50 pL de los extractos a la celda del
potenciostato hasta observar la sefal de guaiazuleno.

La celda electroquimica quedé constituida con 20 mL de nitrato de litio 0.3 mol/L, un
electrodo giratorio de oro a 1200 rpm, un electrodo de referencia Ag/AgCI/KCI (3 mol/L)
y un electrodo auxiliar de platino.

Para los extractos en los que se detect6 la sefial de guaiazuleno, se prosiguié con
adiciones de una disolucién de guaiazuleno de concentracién conocida, trazando los
voltamperogramas para cada adicion, desde la barrera de reduccion hasta la barrera

de oxidacion.
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6. Analisis de Resultados.
6.1. Estudio fundamental del guaiazuleno

6.1.1. Espectrofotometria en el intervalo visible
El espectro de absorbancia del guaiazuleno, determinado a partir de una disolucion de

guaiazuleno 2.0x103 mol/L, en etanol/agua (80:20), se muestra en la Figura 13.

/ )\max

16 +
14 +
1.2 +

0.8 +
0.6 +
04 +
0.2 +

0 + t ; ; ; ; /

400 450 500 550 600 650 700

Absorbancia

Longitud de onda (nm)

Figura 13. Espectro de absorbancia del guaiazuleno de 400 nm a 700 nm, con una
mezcla de etanol/agua (80:20) como blanco.

En la Figura 13 se sefala la Amax @ 600 nm, punto que fue utilizado para construir la
curva de calibracién para el guaiazuleno. Esta curva fue construida a partir de
mediciones de absorbancia, por triplicado, de 5 disoluciones de guaiazuleno de
concentracion diferente usando como blanco una mezcla de etanol/agua (80:20 v/v).
En la Tabla 2 se presentan las absorbancias promedio, asi como la desviacion

estandar, para cada disolucién de guaiazuleno.
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Tabla 2. Absorbancias promedio de las disoluciones de guaiazuleno utilizadas para la

construccion de la curva de calibracion por espectrofotometria.

[Guaiazuleno]celda (Mol/L) Absorbancia (600 nm)

2.85x 10* 0.177+ 2.0x103
4.76 x 104 0.377+ 5.8x10°3
9.52 x 104 0.753+ 5.7x103
1.90 x 103 1.51+ O*
2.38x 103 1.85+ O0*

* No se detectd variacion de la absorbancia del guaiazuleno a la Amax €n ninguna de

las mediciones.

Con los datos de la Tabla 2 se construyd la curva de calibracién del guaiazuleno,

mostrada en la Figura 14.

2 -

c y = 793.32x - 0.0179

.5 1 Rz =0.9989

o

o

©

© 14+

©
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3

80.5 T

(@]

3

< o : : : : |
0 0.0005 0.001 0.0015 0.002 0.0025

Concentracion de guaiazuleno (mol/L)

Figura 14. Curva de calibracion del guaiazuleno para espectrofotometria a una A de

600 nm.
La absortividad molar del guaiazuleno a 600 nm (8%°"Mgaiazuenc) fue calculada con la
ley de Bouguer -Lambert- Bernard -Beer, con la pendiente de la curva y la longitud del

paso 6ptico de la sonda (2 cm), cuyo valor es de 890"Mgqiazueno = 397 Lmol-lem™,
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Con la curva de calibracion se calcularon los LDD (limite de deteccion) y LDC (limite
de cuantificacion) del guaiazuleno (Anexo 1), los cuales fueron 1.04x10* mol/L (20.60

ppm) y 3.71x10* mol/L (73.65 ppm); respectivamente.

6.1.2. Voltamperometria

Al aplicar la voltamperometria lineal con el electrodo de disco giratorio de oro y con
electrolito soporte seleccionado en medio etanol/agua se observo una sefial de
guaiazuleno. En la Figura 15 se muestran los voltamperogramas de la
voltamperometria clasica, cortados en un intervalo de potenciales de +0.4 V a +1.2 V,
para las adiciones de una disolucién de guaiazuleno 9.46x10 mol/L; asi como las

concentraciones de guaiazuleno en la celda para cada adicion.

4.0E-05 Electrolito soporte (a)
———1.85x10-4 mol/L (b)
3.0E-05 F 3.64x10-4 mol/L (c)

——5.77x10-4 mol/L (d)
2.0E-05 | s 8.6x10-4 mol/L (e)

1.0E-05

Intensidad de corriente (A)

0.0E+00 g T T )
0.4 0.6 0.8 1 1.2
E(V)/vs Ag/AgCI/KCI (3 mol/L)

Figura 15. Voltamperometria clasica para las adiciones guaiazuleno, con 20 mL de una
disolucién de nitrato de litio 0.3 mol/L en etanol/agua (80:20 v/v) como electrolito
soporte, un electrodo de referencia Ag/AgCI/KCI (3 mol/L), un electrodo giratorio de

oro y un electrodo auxiliar de platino, con una velocidad de barrido de 5 mV/s.

En la Figura 15 se observa que el potencial de media onda (E12) del guaiazuleno en
estas condiciones es +0.69 V. Se puede notar que las sefales observadas son de

oxidacion, lo que confirma que el guaiazuleno se comporta como un agente reductor.
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En la Tabla 3 se presentan las alturas de las sefiales para cada adicién de guaiazuleno.
Tabla 3. Corriente limite de la sefial de oxidaciéon para cada concentracion de

guaiazuleno.

[Guaiazuleno]celda (Mol/L)  Volumen afiadido (uL) Intensidad de corriente

(A)
9.37x10° 200 1.78x10¢
1.85x104 400 5.56x10
2.76x10* 600 7.26x10°©
3.64x104 800 1.01x10°
4.50x104 1000 1.23x10°
5.77x10* 1300 1.63x10°
7.01x104 1600 1.94x10°
8.60x10 2000 2.41x10°

En la Figura 16 se muestra la curva de calibracién del guaiazuleno obtenida por
voltamperometria clasica a partir de los datos de la Tabla 2.

3.00E-05

2.50E-05 + y =0.0285x - 4E-07
R2=0.9978

2.00E-05 —+
1.50E-05 —+
1.00E-05 —+

5.00E-06 +

Intensidad de corriente (A)

0.00E+00 : : : : !
0 0.0002 0.0004 0.0006 0.0008 0.001
[Guaiazuleno] .g4, (Mol/L)

Figura 16. Curva patron del guaiazuleno obtenida por voltamperometria clasica; la

altura de la sefal fue medida usando el software del equipo Metrohm.
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Con la curva de calibracion se calcularon los limites de deteccion y de cuantificacion
del guaiazuleno (Anexo 1), que fueron de 5.45x10°° mol/L (10.81 ppm) y 1.82x10* mol/L
(36.09 ppm); respectivamente. Estos valores corresponden a las concentraciones del

guaiazuleno en celda.

Los voltamperogramas de impulsos de onda cuadrada, acotados en un intervalo de
potenciales de +0.4 V a +1.0 V, obtenidos para cada adicion de una disolucion de
guaiazuleno 9.46x103 mol/L, asi como la forma en la que se midié la altura de la sefial
se presentan en la figura 17. Se observa que el pico se encuentra en un potencial

cercano alos +0.7 V, lo que es cercano a lo observado en la voltamperometria clasica.

—_ 1.00E-05 9.37x10-5 mol/L  (b)

< ——1.85x10-4 mol/L (©) (e)

Q9 8.00E-06

e ——4.51x10-4 mol/L  (d)

= — - e

S 6.00E-06 - 7.01x10-4 mol/L  (€)

g Electrolito soporte (2)

©

< 4.00E-06 + )

@

S @)

& 2.00E-06 +

9

= ‘Z -
0.00E+00 } } } } } i

0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1

E(V)/vs Ag/AgCI/KCI (3 mol/L)

Figura 17. Voltamperometria de impulsos de onda cuadrada para las adiciones de
guaiazuleno, con nitrato de litio 0.3 mol/L en etanol/agua (80:20), un electrodo giratorio
de oro, un electrodo de referencia Ag/AgCI/KCI (3 mol/L), un electrodo auxiliar de

platino y velocidad de barrido de 5 mv/s.

21



La altura de cada pico para las distintas adiciones de guaiazuleno se presentan en la

Tabla 4.

Tabla 4. Altura del pico para cada adicion de guaiazuleno, utilizadas para la

construccion de la curva patrén.

Intensidad de

V(uL) [Guaiazuleno]celda(molL™) corriente (A)
200 9.37X10° 2.40x10®
400 1.85x10+ 3.42x106
600 2.76x10+4 4.21x10°6
800 3.64x10+4 5.03x10°

1000 4.50x104 5.65x106

1300 5.77x10*4 6.62x10°6

1600 7.01x10+4 7.32x106

2000 8.60x10+ 8.34x10°

En la Figura 18 se muestra la curva de calibracion del guaiazuleno por

voltamperometria de impulsos de onda cuadrada, hecha con los datos de la Tabla 3.

1.00E-05

(A)

y = 7.635E-03x + 2.026E-06
8.00E-06 R2 = 0.9891

iente

6.00E-06 —+

4.00E-06 —+

2.00E-06 —+

Intensidad de corr

0.00E+00 f f f f i
0 0.0002 0.0004 0.0006  0.0008 0.001

[Guaiazuoleno]celda (mol/L)
Figura 18. Curva de calibracion del guaiazuleno para la voltamperometria de impulsos

de onda cuadrada; la altura de pico fue medida usando el software del equipo Metrohm.
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A partir de la curva de calibracion se calcularon los limites de deteccion y de
cuantificacion del guaiazuleno, los cuales son, respectivamente, 8.93x10° mol/L
(17.71 ppm) y 2.97x10* mol/L (59.09 ppm); que corresponden a concentraciones en
celda. En la Tabla 5 se muestran los valores de LDD y de LDC para los métodos

desarrollados

Tabla 5. Comparacion de los limites de deteccion y de cuantificacién del guaiazuleno.

Técnica LDD (ppm) LDC (ppm)
Espectrofotometria 20.60 73.65
Voltamperometria clasica 10.81 36.09
Voltamperometria de impulsos de onda cuadrada 17.71 59.09

Comparando los valores del LDD y LDC de todos los métodos de cuantificacion
utilizados, se observa que, para este caso, la voltamperometria clasica es el método

mas sensible para cuantificar el guaiazuleno.
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6.2. Estudio del extracto de manzanilla
Los resultados de las pruebas realizadas para la caracterizacion de los extractos de

manzanilla se presentan en esta seccion.

6.2.1. Espectro de extractos en el visible

En la Figura 19 se presentan los espectros de absorcion de los extractos obtenido por
maceracion, el obtenido por Soxhlet acuoso y el obtenido por ultrasonido, los cuales
presentaron indicios de contener guaiazuleno. Estos espectros fueron recortados en

un intervalo de A de 540 nm y 660 nm.

Maceracion (a)

06 T_e— Soxhlet acuosa (b)
o 05 T Ultrasonido (c)
(&)

04 +
_cE (c)
S 034
2 (a)
2 02

540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650 660
Longitud de onda (nm)

Figura 19. Espectros de absorbancia de extractos de manzanilla en el intervalo del
visible; (a) Fase en etanol de la parte solida del extracto por maceracién, (b) Parte

acuosa del extracto obtenido por Soxhlet, (c) Extracto obtenido por ultrasonido.

Todos los extractos excepto el obtenido por Soxhlet presentan absorbancia alrededor
de una A de 600 nm, aunque es poco notoria en el extracto de maceracion.
En el extracto por ultrasonido se observan picos de absorbancia unidos. En caso de

haber guaiazuleno se podra realizar su cuantificacion por voltamperometria.
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6.2.2. Titulacion acido-base por retroceso

La primera parte de la titulacion acido-base por retroceso consistio en la adicion de
una disolucion de hidréxido de sodio (previamente valorada) al extracto obtenido por
ultrasonido, monitoreando el pH con cada adicién de la base. En la Figura 20 se

muestra la curva de titulacion del extracto con la disolucion de hidroxido de sodio.

115 T
10.5 +
p. equivalencia —p,

9.5 +

585 + T
Pk,
75 T+
&— p. equivalencia
6.5 - p-€q
5.5 + } } } } } i

0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12
Cantidad de NaOH agregado (mmol)

Figura 20. Curva de titulacién del extracto de manzanilla obtenido con el bafio de

ultrasonido con una disolucién de hidréxido de sodio 3.99x10-2 mol/L

En la curva de titulacién de la Figura 20 se observan dos puntos de equivalencia, uno
al agregar 1.40x10° mol y el otro al agregar 6.80x10° mol de hidréxido de sodio; la
relacion de protones valorados es de 4 a 1, lo que indica que provienen de dos fuentes
diferentes. También es posible observar que el pKa del segundo protén es de 8.8.

La segunda parte de esta titulacién consistié en la adiciébn de una disolucién acido

clorhidrico (previamente valorada), monitoreando el pH con cada adicion.
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En la Figura 21 se muestra la curva de titulacion del extracto con &cido clorhidrico, en
la cual se pueden observar dos puntos de equivalencia, uno al agregar 2.12x10* mol

de &cido clorhidrico y el segundo al agregar en total 2.79x10** mol del &cido.

12 +
11 +
10 +

L 7 TNeutralizacion del exceso de NaOF

p.equivalencia —%

w b U OO N 0O
1

0 0.1 0.2 0.3
Cantidad de HCI agregado (mmol)

Figura 21. Curva de titulacién con una disolucion de acido clorhidrico 4.16x10-2 mol/L

del extracto obtenido con el bafio de ultrasonido mas el exceso de hidréxido de sodio.

El primer punto corresponde a la neutralizaciéon del exceso de hidroxido de sodio,
mientras que el segundo punto corresponde a la neutralizacion de las bases
resultantes de la titulacién con hidroxido de sodio, esto se afirma ya que para este
punto la cantidad utilizada de acido clorhidrico y la de hidréxido de sodio son similares.
En la titulacion con hidroxido de sodio no se observan con claridad los puntos de
equivalencia a diferencia de la titulacion con el acido clorhidrico, lo que puede deberse
a un efecto de la dilucién del medio, pues el volumen final es alrededor de 5 veces

mayor que el volumen inicial.
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6.2.2. Reaccion de Fehling

El contenido de azucares reductores del extracto obtenido por maceracién fue
calculado, siguiendo por potenciometria la reaccion entre el licor de Fehling con una

disolucion de fructosa 4.61x102 mol/L.

50 4+ Fructuosa

-100 + —e— Fructosa mas extracto
-150
-200

-250

-300 T p. equivalencia <" equivalencia

-350 } ¢ 1 = — | |

T T T T T T 1
0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35

cantidad de fructosa agregada (mmol)

Diferencia de potencial (mv)

Figura 22. Curvas de titulacion de la reaccion de Fehling para la determinacion de

azUcares reductores en el extracto de manzanilla.

Con las curvas de titulacion de la Figura 22 se calculé el contenido de azlcares
reductores en el extracto de manzanilla a partir de la diferencia en la cantidad de
fructosa utilizada en ambos puntos de equivalencia.

El contenido de azucares reductores en este extracto fue calculado a partir de esta
diferencia de fructosa en el punto final con un valor de 1.10x102 mol/L. Suponiendo
gue estos azucares fuesen glucosa y fructosa exclusivamente, esto representaria un
porcentaje en promedio de azlucares de 0.63 % en masa para la flor utilizada en esta

extraccion; el célculo se presenta en los Anexos | y Il
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6.3. Cuantificacion de guaiazuleno en extractos

Una vez establecidas las condiciones en celda para la cuantificacion de guaiazuleno,
se trabaj6é con los extractos de manzanilla obtenidos con anterioridad, con el fin de
cuantificar el guaiazuleno en estos extractos y el rendimiento de guaiazuleno a partir
de la flor.

En la tabla 6 se presentan los extractos cuyo contenido de guaiazuleno pudo
determinarse; asi mismo se presentan los voltamperogramas de las adiciones
estandar de guaiazuleno con los que fue posible realizar dicha determinacion.

Tabla 6. Extractos presentados en esta seccion.

Extracto Descripcion

Fase liquida de la extraccion por Soxhlet luego de ser tratada con

hexano, con un tiempo de almacenamiento de 11 meses.

Extracto de manzanilla obtenido por soxhlet, siendo la parte sélida disuelta

en etanol y llevada a un volumen de 10 mL.
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En la Figura 23 se muestran los voltamperogramas para la adicion del estandar de

guaiazuleno al extracto 1.

L10E-0>_T_ jecirolito soporte(a)

<
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P 9.00E-06-|— 1.5mL extracto  (b)

S | 1.09x10-4 mol/L (c)

S 7.00E-06 T 2.15x10-4 mol/L (d) ©)

© 3.19x10-4 mollL (e) @) @)

) (c)

S  5.00E-06

3 (b)
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E(V)/ vs Ag/AgCI/KCI

Figura 23. Voltamperometria clasica para las adiciones de una disolucion de
guaiazuleno 9.46x10-3 mol/L al extracto de manzanilla en celda, con 20 mL de nitrato
de litio 0.3 mol/L, un electrodo giratorio de oro, un electrodo de referencia Ag/AgCI/KCI
(3 mol/L) y un electrodo auxiliar de platino, con una velocidad de barrido de 5 mV/s.

Los voltamperogramas fueron recortados en un intervalo de +0.3V a +1.0 V.

En la tabla 7 se muestran las corrientes limite para cada adicion de estandar de
guaiazuleno, la cual fue medida con ayuda del software del potenciostato.
Tabla 7. Corriente limite para las adiciones de una disolucion de guaiazuleno al

extracto 1.

V agregado (UL) [Guaiazuleno]ceisa mol/L  Altura de la sefial (A)

0 o* 5.51x10”
250 2.31x104 1.35x106
500 4.51x10* 2.14x10%
750 6.60x104 2.68x10°
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Con los valores de la Tabla 4 se construyo la gréfica de adiciones patron, mostrado en

la Figura 24. En esta gréfica se muestra la interseccién con el eje “x”, que corresponde

a la concentracion de guaiazuleno en celda proveniente del extracto 1.
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©
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o

.0004 -0.0002
-5.00E-07

?

0.0002 0.0004 0.0006 0.0008

[Guaiazuleno} celda (mol/L)

Figura 24. Grafica de adicidon de adicion de estandar de guaiazuleno al extracto 1

En la figura 24 puede observarse que la recta intersecta al eje x en un valor de

concentracion de 1.79x10* mol/L, el cual de luego de realizar los célculos indicados

en los anexos | y Il corresponde a una concentracion de guaiazuleno en el extracto de

2.57x103 mol/L (509.6 ppm).

Relacionando la concentracion de guaiazuleno en extracto y la masa de flor de

manzanilla utilizada fue calculada la cantidad de guaiazuleno en la flor de manzanilla

la cual es de 3.67x10° mol/ g de flor (728.9 ppm), estos céalculos se presentan en los

anexos |y Il.
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En la Figura 25 se muestran los voltamperogramas de la adicion del estandar de

guaiazuleno al extracto 2.

1.60E-05
”a T Electrolito soporte(a)
\q-)’ 1.40E-05 +——700uL extracto (b)
S 12005 1 3.42x10-5 mol/L (c)
‘= +—6.81x10-5 mol/L (d)
8 1.00E-05 +——1.79x10-4 mol/L (e)
()
© 8.00E-06 -
ke
©
T 6.00E-06 -
)
c
9 4.00E-06 -
£

2.00E-06 - } f f f {
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E (V)/ vs Ag/AgCI/KCI (3 mol/L)

Figura 25. Voltamperometria clasica para la adicion de una disolucién de guaiazuleno
9.46x10-2 mol/L, recortados desde un potencial de 0.5V a 1.0 V, con nitrato de litio 0.3
mol/L como elecrolito soporte, un electrodo giratorio de oro, un electrodo de referencia
Ag/AgCI/KCI (3 mol/L) y un electrodo auxiliar de platino, con una velocidad de barrido
Para la medicién de la altura de la sefal se uso el software del equipo Metrohm. En la

Tabla 8 se encuentran los resultados de estas mediciones.

Tabla 8. Corriente limite para cada adicion del estdndar de guaiazuleno al extracto 2.

V (ub) [Guaiazuleno]ceiga (Mol/L) Altura de la sefal (A)
0 0* 6.19x10”7
75 7.04x10° 1.38x10°
150 1.40x10* 2.31x10°6
225 2.08X10* 2.97x10°
300 2.76x10* 3.58x10°
400 3.64x10% 4.25x10°
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Con los datos de la tabla 5 se construyo la gréfica para la cuantificacion de guaiazuleno

en el extracto, mostrado en la figura 26.

< 5.00E-06
- = 1.012E-02x + 7.338E-07
S 4.00e-06 |Y
e R? = 9.902E-01
wn
e 3.00E-06
(]
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o
2 1.00E-06
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5-06E+06
-2.00E-04 -1.00E-04 0.00F+00 1.00E-04 2.00E-04 3.00E-04 4.00E-04

-1.00E-06
[Guaiazuleno]gq, (Mol/L)

Figura 26. Gréfica de adiciones de estandar de guaiazuleno a un extracto de

manzanilla.

En la Figura 26 se muestra la interseccion de la recta con el eje X, o que corresponde
a una concentracion de guaiazuleno en el extracto 2 de 7.25x10° mol/L (14.4 ppm), lo
gue indica una concentracion de guaiazuleno en el extracto de 2.14x10°3 mol/L (424.4
ppm). Al considerar la masa de la flor utilizada en un principio, la concentracion de
guaiazuleno en el extracto corresponde a una cantidad de 2.05x10°® mol/g de flor

(406.5 ppm).
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7. Conclusiones

El estudio realizado ha permitido aprovecha el comportamiento quimico y
electroquimico del guaiazuleno para su cuantificacion, lo que es posible tanto por
espectrofotometria como por la sefal caracteristica de oxidacion, observado a un

potencial de +0.70 V (respecto a la referencia de plata-cloruro de plata).

La relacion lineal entre el parAmetro medido (absorcion o intensidad de corriente)

permite alcanzar limites de deteccion muy bajos (del orden de 10-° mol/L, en celda).

Estas condiciones experimentales se emplearon para determinar el contenido de

guaiazuleno en extractos de manzanilla.

Aungue el guaiazuleno no es el azuleno mayoritario, hay posibilidad de utilizarlo para

estimar la calidad de extractos de manzanilla, y de la flor misma.

Las pruebas de cuantificacion de guaiazuleno fueron realizadas usando un extracto
con un largo tiempo de almacenamiento, por lo que habria que realizar pruebas usando

extracto fresco o con un tiempo de almacenamiento menor.

Los resultados obtenidos indican que la extraccion asistida por ultrasonido es la que
permite obtener la mayor cantidad de guaiazuleno; en segundo lugar, se encuentra la

extraccién por maceracion.
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Anexo |I. Modelos matematicos

Absortividad del guaiazuleno en su longitud de onda de absorbancia maxima.
Para determinar la absortividad del guaiazuleno en su Amax, en este caso 600 nm

(69nme) fue utilizada la ley de Lambert-Beer, cuya expresion se presenta en la

Ecuacion 1.
A= exl=*c
Ecuacion 1. Ley de Lambert-Beer.

Dénde:

A es la absorbancia de la disolucién o compuesto.

€ es el coeficiente de absortividad del compuesto.

| es la longitud del paso de la luz a lo largo de la disolucién, en cm.

c es la concentracion molar del compuesto en disolucién.

Es posible relacionar la Ecuacion 1 con la curva de calibracion para el guaiazuleno,
puesto que esta tiene una expresion del tipo y=mx+b, en este caso para el célculo de

600nmg e ysara la Ecuacion 2.

8600 nm _ __

Ecuacion 2. Determinacion del coeficiente de absortividad del guaiazuleno en la A de

absorbancia maxima.



Siendo m la pendiente de la recta obtenida en la construccion de la curva de

calibracion de la Figura 14.

Determinacion del limite de deteccién (LDD) y el limite de cuantificacion (LDC)

El calculo de los limites de deteccidn y de cuantificacion fue calculado a partir de las

curvas de calibracion obtenidas para los métodos de cuantificacion utilizados para el

guaiazuleno.El calculo de estos limites fue realizado a partir de las Ecuaciones 3y 4.

3%S
LDD = ——2

Ecuacion 3. Limite de deteccion.

o105,
m

Ecuacion 4. Limite de Cuantificacion.
Doénde:

e LDD es el limite de deteccion.
e LDC es el limite de cuantificacion.
e Sy es la desviacion estandar de la ecuacién de la recta.

e m es la pendiente de la recta en la curva patron del guaiazuleno

La expresion para el calculo de la desviacion estandar de la curva de calibracion se

muestra en la Ecuacion 5



Z(yexp — Ycal )2

Sy = n-—2

Ecuacion 5. Desviacion estandar de la curva de calibracion.

Donde:

® Vexp €S la respuesta del equipo obtenida durante el experimento.
* Vca €S larespuesta del equipo calculada a partir de la expresion de la curva de
calibracion, en este caso, del guaiazuleno.

e nes el nimero de mediciones realizadas para construir la curva de calibracion.

Reaccion de Fehling

Se sabe que en la reaccion de Fehling la estequiometria entre la glucosa o la fructosa
y elion Cu (1) es 1:5, por lo que el potencial de equivalencia de las curvas de titulacion
se tomo de acuerdo con el modelo matematico de la ecuacion 6, donde la cantidad de

fructosa a la equivalencia es correspondiente a este potencial.

(Potencial final + Potencial inicial)
6

Pe.q = Potencial final —

Ecuacion 6. Determinacion del punto de equivalencia en la titulacion de Fehling.

Para la determinacion de la cantidad de azUcares reductores en la flor se realiz6 de la

siguiente forma.



Primero se calcul6 la cantidad de azUcares reductores en el extracto de acuerdo a la

ecuacion 7.

) moly, — mold,
[AzUcares reductores]| =
Valic

Ecuacion 7. Determinacion de azucares reductores en el extracto

Dénde:

e molleq es la cantidad de fructosa al punto de equivalencia para la reaccién de
Fehling que involucran el extracto de manzanilla.

e mol%q es la cantidad de fructosa al punto de equivalencia para la reaccién de
Fehling en ausencia de extracto de manzanilla.

e Vaic es el volumen de la alicuota de extracto de manzanilla utilizada para la

reaccion de Fehling.

Posteriormente, la determinacion de azucares reductores en la flor se calcula de

acuerdo con el modelo mateméatico mostrado en la Ecuacion 8.

[fructosa] * Vextracto
% de azucares reductores en flor = mmfructosa * 100%

mflor

Ecuacion 8. Determinacion de azucares reductores promedio en la flor de manzanilla.



Dénde:

e [fructosa] es la concentracion de fructosa calculada con anterioridad.
e Vextracto €S €l volumen total de extracto obtenido.

e Mo €S la masa de la flor usada para la extraccion.

De esta forma se obtiene la cantidad de azlcares reductores, ya sea fructosa o

glucosa, o que ambas se encuentren en cantidades mayoritarias.

Determinacion de guaiazuleno en los extractos.

Para la determinacién de guaiazuleno en la flor se usoé la voltamperometria, junto con
el método de adiciones patron. Con el método de adiciones patron se determina la
concentracion en celda del guaiazuleno proveniente del extracto. Con esa
concentracion en celda se calcula la concentracion de guaiazuleno en el extracto

usando el modelo matematico mostrado en la Ecuacién 9.

[Guaiazuleno] ceiaq * Veelda

[Guaiazuleno]extracto =
vextracto

Ecuacion 9. Calculo de la concentracidén de guaiazuleno en el extracto.

Donde

e [Guaiazuleno]exracto €S la concentracion de guaiazuleno en el extracto de
manzanilla.
e [Guaiazuleno]ceda €S la concentracion de guaiazuleno en la celda dada por el

extracto.



e Vceda €S el volumen del electrolito soporte mas el volumen de extracto de
manzanilla afiadido a la celda.

e Vextracto €S €l volumen del extracto de manzanilla agregado a la celda.

Conociendo la concentracion de guaiazuleno en la flor de manzanilla se realiza con el

siguiente modelo en la Ecuacion 10

, -6
Guaiazulenolextracto*Vextracto 1x10~"ug

Guaiazuleno en flor (ppm) = [ * mmguaiazuleno *

Mglor

Ecuacién 10. Determinacion de rendimiento de guaiazuleno en flor.
Donde:

e Vexrracto €S €l volumen del extracto de manzanilla preparado.

e Mior €S la masa de la flor utilizada para la extraccién en g.

e Guaiazuleno en flor (ppm) es la cantidad de guaiazuleno que puede ser
obtenido por unidad de masa.

®  MMguaiazuleno €S la masa molar del guaiazuleno en g/mol

Vi



Anexo Il. Ejemplos de calculo
Célculo del coeficiente de absortividad molar del guaiazuleno a 600nm

Tomando la pendiente de la curva de calibracion de la Figura 14, la Ecuacion 1, y la
longitud del paso de la luz de la sonda del espectrofotometro utilizado, se realiza el
siguiente célculo con el cual se determind que el coeficiente de absortividad del

guaiazuleno a una A de 600 nm es de 397 L*mol-**cm™ :

793.32 L *x mol~?
go00nm — S0 om =396.7 L * mol~tcm™1

Ecuacion 11 Célculo del coeficiente de absortividad molar del guaiazuleno a 600 nm.

Célculo del limite de deteccién (LDD) y el limite de cuantificacion (LDC)

Se tomard como ejemplo la curva de calibracion del guaiazuleno para la
voltamperometria diferencial de impulsos. De las Ecuaciones 3 y 4 se requiere
conocer el valor de Sy, cuya expresion se da en la Ecuacion 5. Para poder calcular

este valor se toman los valores de la Tabla 9.

Tabla 9. Datos para el calculo de la desviacion estandar de la curva de calibracién.

Intensidad (A) Intensidad calculada (A)  (lexperimentai-lcaiculada)?

2.40x10° 2.74115x10° 1.1638x10-%3
3.42x10°6 3.44228x10° 4.9629x1016
4.21x10° 4.12979x10° 6.4335x101°
5.03x10® 4.80408x10© 5.1039x1014
5.65x10® 5.46553x10¢ 3.4029x1014
6.62x106 6.43441x106 3.4442x1014
7.32x10° 7.37638x10° 3.1789x101°
8.34x10°6 8.59238x10°¢ 6.3695x1014

Suma

3.0969x10°13
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Sustituyendo en la ecuacion 5 se obtiene el siguiente célculo:

=2.2718x1077

y

\/3.0969361013
6

Ecuacién 12. Calculo de la desviacion estdndar de la curva de calibracion del guaiazuleno

de la Figura 18.

Sustituyendo este valor en las Ecuaciones 3 y 4, respectivamente, se obtienen los

siguientes célculos en la ecuacion 13.

1pp = 37220 g g0 5motyL
= 7e3sx103 o93x107mol/

_ 10+ 2.2718x1077

LDC = = 2.97x10~*mol/L
¢ 7.635x10-3 *x10™"mol/

Ecuacién 13. Célculos del limite de deteccién y el limite de cuantificacion de la curva

patron de guaiazuleno de la voltamperometria diferencial de impulsos.

Siendo este mismo proceso aplicado a las curvas patron del guaiazuleno presentadas

en este trabajo.
Cambio de unidades en la concentracion a ppm del guaiazuleno.

Para este célculo se tom6 como ppm las unidades mg/L, por lo que se transformé la
concentracion molar del guaiazuleno con la masa molar de guaiazuleno como se

muestra en la ecuacion 14.
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1 mol (198.3 g) (1000 mg
= *

— 5
= 1L 1g )— 1.983x10°mg/L

Ecuacién 14. Ejemplo para el cambio de la concentracion molar de guaiazuleno a

concentracion en ppm.

Con esta operacion se realizaron los céalculos de la concentracion en ppm del

guaiazuleno en disolucion.
Reaccion de Fehling

El célculo del punto de equivalencia en la reaccion de Fehling se realizé de acuerdo a
la ecuacion 15, para cada curva de titulacion

1x (=350 mv — (—130mV))

G = —-313.3mv

Peeq = —350 mv —

Ecuacién 15. Ejemplo de célculo del potencial de equivalencia en la titulacién de Fehling.

Para cada curva de titulacion se determiné la cantidad de fructosa gastada en el punto
de equivalencia, la diferencia entre estos valores corresponde a la cantidad de
azucares reductores en el extracto de manzanilla afiadido al licor de Fehling; este

calculo se muestra en la ecuacién 16.

0.23 mmol — 0.175 mmol
5mL

[AzGcares reductores]| = ( ) = 0.011 mmol/mL

Ecuacion 16. Calculo de la concentraciéon de azlcares reductores en el extracto de

manzanilla.



Conocida la concentracion de azucares reductores fue posible calcular la cantidad de
azucares reductores en la flor de manzanilla, para ello fue necesario el volumen de
extracto preparado y la masa de la flor de manzanilla con la que se trabajo. Este

calculo se presenta en la ecuacién 17.

g [0011™%. g0 100 )
— 75007 £ 100 % = 0.63%

% azUcares reductores en flor = 180.16

Ecuacién 17. Calculo de la cantidad de azUlcares reductores en la flor de manzanilla.
Determinacion de guaiazuleno en los extractos

Para la determinacién de guaiazuleno en los extractos de manzanilla se trabaj6 con la
concentracion indicada en la extrapolacién de la recta de adiciones estandar a su
interseccion con el eje de la concentraciébn de guaiazuleno, en el extracto 1 esta
interseccién esta en una concentraciéon con un valor absoluto de 1.79x10“ mol/L, el

calculo de concentracion de guaiazuleno se muestra en la ecuacion:

“”L"l *21.5 mL

1.5 mL

1.79x10~
= 2.57x10"3 mol/L

[Guaiazuleno]extracto =

Ecuacién 18. Ejemplo de célculo de la concentracion de guaiazuleno en el extracto de

manzanilla.

Con el valor de la concentracion de guaiazuleno en el extracto de manzanilla conocida
se pudo relacionar con la masa de la flor utilizada, para este extracto el calculo

realizado se muestra en la ecuacion 19:



2.57x1073 MOL/ 40,015 L) (1x10_6 ug

10.4863g 1g ) = 728.9 ppm

Guaiazuleno en flor (ppm) = 198.3 ﬁ * (

Ecuaciéon 19. Ejemplo de célculo del rendimiento en la extraccion de guaiazuleno por

gramo de flor.

Este procedimiento se realiz6 en los extractos en los que fue posible cuantificar el

guaiazuleno.
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Anexo lll. Principio de la voltamperometria

La voltamperometria es un conjunto de técnicas de analisis electroquimico basado en
la medicion de la corriente eléctrica generada por una celda electroguimica a un
potencial aplicado. Para ello se trabaja en un sistema con 3 electrodos sumergidos en
una disoluciéon del analito y una sal inerte, ésta ultima presente en una proporcion
mucho mayor a la del analito; la sal inerte es el electrolito soporte. Estos electrodos
son un electrodo de trabajo, cuyo potencial es variable a lo largo del procedimiento
ademas de ser el lugar en el que ocurren las reacciones redox, un electrodo de
referencia cuyo potencial es conocido y se mantiene constante; y un electrodo auxiliar,

gue es en el que se conduce la corriente eléctrica.

La forma en la que se varia el potencial con respecto al tiempo dara lugar a diferentes
técnicas, desde aquellas en las que se varia el potencial de forma lineal o en la que
se varia en forma de escalones, técnicas conocidas como voltamperometria de barrido
lineal y voltamperometria de impulsos de onda cuadrada, respectivamente, como se

muestra en la Figura 27, aunque no son las Unicas técnicas voltamperométricas.

a) b)

Potencial (v)
Potencial (v)

Tiempo Tiempo

Figura 27. Variacion del potencial en funcion del tiempo, a) voltamperometria de barrido
lineal, b) voltamperometria de onda cuadrada. Existen otras técnicas

voltamperomeétricas.
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Cuando el analito se ve afectado por estas diferencias de potencial sufre un cambio

el cual puede ser una reaccion de oxidaciéon o de reduccién, de acuerdo con la

ecuacion 20.

Ox™ + ne~ & Red™™

Ecuacién 20. Reacciéon de redox escrito en sentido de la reduccion.

En la voltamperometria lineal cuando el analito sufre una transformacién como la
mostrada en la Ecuacion 20 (aunque también se da en el sentido contrario) se observa

una sefal en forma sigmoidal, como se muestra en la Figura 28

+100.0

Corriente limite

+80.0

+60.0

Corriente, pA

+40.0

0.0
Ep

§ | N1 1 |

0.0 -0.2 -0.4 -0.6 -0.8 -1.0

Potencial, V

Figura 28. Sefial de oxidacién de un compuesto en la voltamperometria de barrido lineal,
se marcan dos parametros importantes para la identificaciébn y cuantificacién de un
compuesto: el potencial de onda media (E12) y la corriente de difusién limite (l).

En la Figura 28 se observan algunos parametros importantes, como son la corriente
de difusion limite (li), que es la corriente que genera el sistema una vez se ha
consumido el analito y el cual sera de utilidad a la hora de cuantificar el mismo, ya que

su relacion es proporcional a la concentracion del analito en la celda y a la cantidad
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de electrones involucrados en las reacciones; otro parametro de gran importancia es
el potencial de media onda (E12) que es el potencial que corresponde a una corriente
i cuyo valor es la mitad del del valor de la intensidad de corriente limite (l;,) y que es
caracteristico de un compuesto en determinadas condiciones, por lo que puede
resultar de utilidad para la identificacion de un compuesto incluso en una mezcla
(siempre y cuando estos valores de potencial de media onda de cada compuesto se

encuentren lo suficientemente separados).

En la Figura 25 se da un ejemplo de un sistema reversible, aunque también se da el
caso de tratar con sistemas irreversibles en donde las curvas son menos definidas;
sin embargo, aun en estos sistemas, se puede realizar la cuantificacion de un estandar
por medio de una curva patrén, debido a que se puede relacionar el aumento de la

corriente de difusién limite con el aumento en la concentracion.
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Anexo IV. Voltamperograma

Como ejemplo mostrado se trabajara con el voltamperograma de la Figura 29

5.00E-05

iente

4.00E-05

3.00E-05
<
2700E-05

1.00E-05

Intensidad de corr

0.00E+00 f f f f i

0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
E (V) /lvs Ag/AgCI/KCI (3 mol/L)

Figura 29. Voltamperograma de barrido lineal de guaiazuleno con una concentracion en

celda de 8.6 x 10 mol/L, extraido de la Figura 15.

Para la determinacion del Ei2 se puede obtener de manera gréafica a partir de la

Ecuacién 21.

E=Ey,+23%—xI (—i )
3 % *
1/2 RT " OB\i oy — i

Ecuacién 21. Expresion para la descripcion de la forma de un voltamperograma.

La gréfica de la expresion de la Ecuacion 21 se presenta en la Figura 30 cercano al

salto.
072 +
S y =0.0713x + 0.6931 0.7 e
X R?=0.9994
5 - ,msg T+
o0 .
< o® 0.66 +
od .,‘
< o® 0.64 +
> 'C'
= °® 062 +
> ¢
w : : 8:6 |
-15 -1 -0.5 0 0.5
log (i/i-ired)

Figura 30. Grafica de la Ecuacion 21 recortado alrededor del salto en la intensidad de

corriente.
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Se realiz6 una regresion lineal, viendo la expresion de la Ecuacion 21 se observa
gue la ordenada al origen es el valor de Ei/2, observando que este valor de onda

media es de +0.693 V.
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Anexo V. Formacion de complejos

Esta prueba fue realizada buscando un complejo que involucrase al guaiazuleno, ya
gue un complejo de este estilo puede resultar de utilidad para su cuantificacion en los

extractos de manzanilla, en caso de no contar con el estandar de guaiazuleno.

El guaiazuleno fue puesto en presencia de diferentes sales de cationes metalicos,
como lo fueron distintos compuestos de cobre (ll), cloruro de niquel (ll), cloruro de

hierro (II) entre otros compuestos.

De los iones metdlicos utilizados fue el cloruro de cobre (Il) con el que se observaron
resultados favorables, ya que luego de unos minutos de mezclar ambos compuestos
hubo un cambio de color. Debido a este cambio observado fueron realizadas pruebas

para estudiar este cambio, por espectrofotometria y por voltamperometria.
Estudio por espectrofotometria

Para el estudio por espectrofotometria una disolucion que contuviese al guaiazuleno
y al cloruro de cobre (Il) fue preparada mezclando 5.0 mL de una disolucién de
guaiazuleno 3.2x10 mol/L en etanol agua (80:20), 2 ml de una disolucién de cloruro
de cobre (II) y un volumen de etanol/agua (80:20) para completar 10.0 mL de

disolucion.

Para poder comparar el espectro de absorcién del guaiazuleno con el de la mezcla
fue necesario obtener el espectro de absorcion tanto de la mezcla como el de cloruro
de cobre (Il), esto usando el procedimiento anteriormente descrito para la

determinacién del espectro de absorcion del guaiazuleno. Como blanco para la
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medicion de la absorbancia del cloruro de cobre (1) se usé agua desionizada, y como
blanco para la mezcla se uso etanol/agua (80:20), sustituyendo los 2 mL de cloruro de

cobre (11) 0.0118 mol/L con 2 mL de agua desionizada.

El estudio electroquimicio se hizo de dos maneras, la primera fue haciendo adiciones
de guaiazuleno a la celda del potenciostato, la cual contenia una cantidad conocida
de cloruro de cobre (ll) y la segunda haciendo adiciones de cloruro de cobre (Il) a la
celda del potenciostato la cual contenia una cantidad conocida de guaiazuleno. Para
ambos casos, primero se afadieron volimenes de una de las disoluciones y luego
adiciones de la segunda disolucion; para ello ambas disoluciones fueron preparadas

para tener una concentracion 0.01 mol/L.

Para cada adicion se trazaron los voltamperogramas para la voltamperometria clasica
y la voltamperometria diferencial de impulsos, realizando el barrido de potenciales
desde la barrera de oxidacion hasta la barrera de reduccion, en todas las adiciones
cuando el primer compuesto agregado fue el cloruro de cobre (ll); cuando se agregé
primero el guaiazuleno el barrido de potenciales fue realizado desde el potencial de

reduccion hasta la barrera de oxidacion, con una velocidad de barrido de 5 mV/s.
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El guaiazuleno fue puesto en presencia de diferentes sales de cationes metalicos, de
estos cationes se observd un cambio de color al usar el cloruro de cobre (ll), este
cambio se muestra en la Figura 31.

a) b) C)

. - > |
.

Figura 31. Cambio de color observado al mezclar guaiazuleno (a) con cloruro de cobre (ll)
(b); la mezcla (c) de ambos compuestos presenté un color azul con un tono verde, diferente

de los azules de los compuestos por separado.

Este cambio de color fue observado luego de unos minutos de realizar la mezcla entre
ambos compuestos, lo que no ocurrié con otras sales de cobre (Il), por lo que se
sospecha que puede tratarse de un complejo mixto entre el guaiazuleno, el i6n cobre

(I y el i6n cloruro.

Debido al cambio observado al realizar la mezcla se decidi6 realizar un estudio mas

profundo de este posible compuesto por espectrofotometria y voltamperometria.

Para poder realizar la comparacién de los espectros de absorbancia se determinaron
tanto el espectro de absorbancia del cloruro de cobre (II) como el de la mezcla entre

el guaiazuleno y el cloruro de cobre (lI); estos espectros se muestran en la Figura 32.
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Figura 32. Espectros de absorcion del a) guaiazuleno 3.2x10° mol/L en etanol/agua
(80:20); b) de una disolucién de cloruro de cobre () 1.18x102 mol/L y ¢) una mezcla que

contiene al guaiazuleno y al cloruro de cobre (II) en proporcion 2:3.

De la Figura 32 se observa que el espectro de absorbancia de la mezcla de
guaiazuleno con cloruro de cobre (Il) presenta diferencias respecto a los espectros de
absorbancia individuales de los dos compuestos. Una de estas diferencias se aprecia
en el intervalo de A de 400 nm a 500 nm, ya que la mezcla absorbe energia a estas A,
a diferencia del cloruro de cobre (ll) o el guaiazuleno; a esta absorbancia se puede

atribuir al color verde observado en la mezcla.

También puede observarse que a partir de una A de 560 nm el espectro de
absorbancia del cloruro de cobre (1) y el de la mezcla coinciden, esto puede deberse
al exceso de la sal de cobre (II), habiendo la posibilidad de tener una fraccion de esta
sal que no ha reaccionado con el guaiazuleno, por lo que esta fraccion libre tendria
influencia en la absorbancia de la mezcla, especialmente después de los 560 nm,

observando un pico de absorcién para el cloruro de cobre (II).
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