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ABSTRACT 

The diterpenic monoginoic, kaurenoic and grandiflorenic acids are a family of 

compounds which are characteristic to Montanoa tomentosa, popularly known as 

“zoapatle”. The latter is known as an ancient Mexican herbal resource for inducing abortion 

or as an aid in birth labor. These diterpenes have been associated to the uterotropic effect of 

the infusion prepared ethnobotanically with the leaves. The analytical determination of such 

diterpenes in infusions has been the subject of conflicting reports in the past, using different 

extractive procedures. This work describes a rapid methodology for the accurate qualitative 

and quantitative detection of the title compounds which involves an efficient use of a solid 

phase extraction with either normal phase or C18 reversed phase. Furthermore, The 

derivatization with BSTFA:TMCS allowed rapid detection and quantification of the 

mentioned compounds. The use of interna) reference with a similar pure natural derivative 

demostrated a linear response which allows detection limits down to ppb (ng/ml ) levels. The 

method is robust enough as to be used with both organic extracts and water infusions. The 

necessary amount of plant material (root, leaves and flowers ) for accurate determinations 

was found to fail in the range 50-100 mg. A significant contribution of the present analytical 

approach can be expected on the basis that it can be easily adapted for studying other 

complex mixtures of natural products. 
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RESUMEN 

Los acidos kaurenoico, monoginoico y grandiflorénice son una familia perteneciente al 

grupo de los diterpenos los cuales son caracteristicos de Montanoa tomentosa, 

popularmente conocida como “zoapatle”. Los antecedentes histéricos se remontan a su uso 

en la época prehispanica y se ha usado empiricamente hasta la fecha para facilitar las labores 

de parto y como abortivo. Los diterpenos mencionados han sido asociados al efecto 

uteroténico de !a infusion preparada tradicionalmente con las hojas. Su determinacion en 

infusiones para ratificar su existencia, ha sido ef objeto de discusién en varios articulos 

empleando diversas metodologias. Este trabajo describe una metodologia rapida para la 

deteccion precisa cualitativa y cuantitativa de los compuestos referidos, lo cual involucra un 

uso eficiente de la extraccién en fase sdlida en fase normal y en otros casos en fase reversa 

usando cartuchos C18. Ademés la derivacién con BSTFA:TMCS permitio una rapida y 

adecuada deteccién de los compuestos. El uso de un estandar interno con caracteristicas 

estructurales similares mostré una respuesta lineal que permitio limites de deteccion del 

orden de ppb (ng/mi ) . La metodologia es robusta para ser empleada con matrices organicas 

e infusiones acuosas. La cantidad necesaria de material vegetal ( raiz, hojas y flores ) para 

. cuantificarlos es del orden de 50 a 100 mg. La metodologia demostré ser reproducible y 

puede ser facilmente adaptada para compuestos similares. La extrapolacion de esta 

metodologia al estudio de otros metabolitos puede representar una contribucion significativa 

a tos enfoques analiticos para el estudio de otras mezclas complejas de productos naturales.
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CapiTuLo! 

INTRODUCCION 

L.L-GENERALIDADES SOBRE EL ZOAPATLE ( Montanea tomentosa ) 

El “ zoapatle “ ( Montanoa Tomentosa ) nombre derivado de cihuapathi (del nahuatl, 

cihuatl = mujer y patli = remedio) , medicina o remedio para la mujer ha sido una planta de 

suma importancia en nuestro pais, cuyos antecedentes histdricos se remontan a su uso en la 

época prehispanica. 

Es un arbusto muy ramoso de 1.5 metros que ocasionalmente alcanza tres metros de 

altura, las ramas jovenes son pubescentes por el haz y tomentosas por el envés. Sus hojas 

son mas anchas en la parte que se une al tallo y mds angostas en !a punta, més o menos 

triangulares con base acorazonada, opuestas, pecioladas, enteras, aromaticas si se estrujan, 

poco partidas, 4pice aguzado y bordes dentados o lobulados, tiene sus flores colocadas 

como un ramo en la parte terminal. las flores mas pequefias son de color amarillo y las mas 

grandes de amarillentas a blancas, dispuestas en capitulo con pedunculo pubescente, 

agrupados en densas paniculas. Los frutos son aquenios comprimidos, negruzcos, sin vilano. 

Florece después de las Huvias. 

Desde el punto de vista taxonémico es una planta compuesta perteneciente al género 

Montanoa que incluye mas de 25 especies , 21 de fas cuales se pueden encontrar en la 

Republica Mexicana (1). Aparentemente, un nimero indeterminado de espectes y 

subespecies del género Montanoa han sido usadas bajo el nombre de zoapatle (1). 

Planta originaria de México, habita en clima semicalido y templado, entre los 1240 y 

hasta los 3900 m sobre nivel del mar. Arbusto asociado a matorral xerdfilo, pastizal 

inducido, bosques de encino, de pina, mixto de encino-pino y bosque de juniperos 

Es nativo de México, crece en Tamaulipas, Zacatecas, San Luis Potosi, Guanajuato, El 

valle de México, Veracruz y Oaxaca. 

Desde tiempo inmemorial, miles y miles de comadronas han usado empiricamente las 

hojas de este arbusto para ayudar a parir a millones de mujeres. En la actualidad es muy
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comun su empleo en la terapéutica de malestares propios de la mujer especialmente en 

varios estados del centro del pais 

El zoapatle se ha empleado tradicionalmente para facilitar el parto. Estudios hechos 

con animales indican que el extracto de !a planta efectivamente aumenta !a fuerza y la 

frecuencia de las contracciones uterinas. Al parecer no solo actua sobre la matriz, sino que 

produce cambios en el nivel de progesterona, por !o que podria resultar en un buen 

anticonceptivo y emenagogo. 

En la actualidad destaca su utilidad, ya sea para inducir, acelerar o facilitar el parto; 

aunque con frecuencia es usada como abortivo. Por lo general se ingiere el cocimiento de las 

hojas, ocasionalmente junto con la raiz o se prepara con canela ( Cinnamomum zeylanicum ) 

y chocolate, para beberlo en el momento en que empiezan las contracciones 0 en caso de 

partos dificiles. Cuando se requiere abortar se prepara junto con raiz de maiz ( Zea mays ) y 

las hojas de manzano (sp n/r ) endulzado con piloncillo y se ingiere. En otras ocasiones se 

emplea posterior al parto, con el objeto de limpiar la matriz y expulsar completamente la 

placenta, se prepara el té agregando las hojas o ramas de ruda ( Ruta sp. ), bretdnica ( sp. 

n/t ) y epazote ( Chenopodium sp.), el cual se puede endulzar con chocolate o pitoncillo y 

tomarlo antes y después del parto (2). 

Las parteras tradicionales sefialan que, en muchas ocasiones, la mujer puede llegar al 

término de su embarazo y no sentir los sintomas que anuncian el parto, si ello ocurre y la 

parturienta no ha flevado control de fa fecha probable del parto, puede suceder que se 

“pase” y muera el producto en el vientre materno. Si por el contrario, se advierte que el 

embarazo esta a término sin contracciones ni dilatacién, la partera proporciona a la madre un 

baiio caliente, especialmente en temazcal, entonces administra el cihuapatli u otro oxitdcico, 

a veces acompaiiado de chocolate. 

Asimismo, se usa para tratar trastornos menstruales ( facilitando el flujo, normalizando 

el ciclo como estimulante emenagogo ), se bebe en ayunas el cocimienta concentrado de las 

hojas, durante tres dias y como agua de uso en caso de menstruacion atrasada. Para colicos 

menstruales o “ dolores intuertos “, \a infusion se hace con las yemas foliares.  
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También le atribuyen otros usos medicinales como el de aumentar la secrecién de 

leche y en bafios para después del parto, contra el reumatismo y la “flojera”. Se le considera 

como un eficaz, pero peligroso abortivo. 

L.2.- ANTECEDENTES DE USO PREHISPANICO, COLONIAL Y ACTUAL 

En la época prehispanica se contaba con formas avanzadas de gobierno, ciudades bien 

planificadas, un sistema de numeracion y de eseritura basado en pictogramas y un alto nivel 

de conocimientos matematicos, astronémicos, arquitecténicos y médicos, agregandose a 

estos Ultimos una larga tradicion herbolaria. 

En consonancia con el interés y Ja sensibilidad que siempre habian demostrado tos 

pueblos nahuas hacia las plantas, los emperadores aztecas patrocinaban el estudio de todos 

fos aspectos de la flora de los territorios que iban conquistando e incluso de los que 

quedaban fuera de su hegemonia. Mandaban emisarios a todos los rincones de su imperio 

con el encargo de recoger plantas raras y valiosas, y con ellas crearon verdaderos jardines 

botanicos en los que se experimentaba con nuevos remedios y los jardineros probaban 

nuevas vatiedades. Incluso los artesanos reproducian las especies mas llamativas en los 

frescos que adornaban los muros de los palacios y en los codices, donde se llevaba el 

registro de todo acontecimiento notable. 

A la caida de Tenochtitlan, algunos de los jardines botanicos aztecas se salvaron de la 

destruccién gracias a la admiracién que despertaron en los conquistadores. 

Si bien los espaiioles procuraron conservar un inventario botanico del nuevo mundo, 

lucharon en cambio por abolir los mitos y las practicas magicas y religiosas asociadas a la 

herbolaria indigena por considerarlos “cosa de brujeria”. Aunque gran parte de la tradicién 

prehispanica escrita desaparecié en las hogueras de la inquisicién, algo llego a conservarse 

gracias a las compilaciones enciclopédicas que sobre los usos y las costumbres de estas 

tierras escribieron unos cuantos misioneros del siglo XVI, ayudados por indigenas que 

aprendieron a leer y escribir en espafiol e incluso en latin. El resultado de ese esfuerzo 

constituye la principal fuente de informacién que hoy se tiene sobre la cultura prehispanica.
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El zoapatle es una de las tantas plantas cuyo uso medicinal se describe en varios de los 

documentos y cranicas de la época, a continuacién citaremos algunos de ellos 

En el Cédice Badiano (3), recetario nahuat! det siglo XVI recopilado por Martin de la 

Cruz, el autor se refiere asi a una practica de este tipo en la que se mezclan elementos 

medicinales y magicos: “ Cuando una mujer tiene dificultad para eliminar el feto o para parir, 

beba un medicamento hecho de corteza del arbol cuauhalahuac ( Heliocarpus 

terehinthinaceus ) y de !a hierba cihuapahtli, molidas en agua, con una piedra que se llama 

éztetl { variedad de cuarzo con vetas rojas ) y !a cola de un animalillo que se llama tlacuatzin 

( tlacuache ). Quémense pelos y huesos de mono, hiel de liebre y cebollas desecadas al sol. 

Se agrega a todo esto sal, un fruto que !lamamos nochtli ( tuna ) y octli ( pulque ) “. 

Fray Bemardino de Sahagiin hace una descripcion de las propiedades que se le 

atribuian a esta planta (4) , Un pequefio fragmento del mismo dice: 

“ Las hojas de esta mata son provechosas, cocidas con agua, bien hervidas; la mujer 

preitada que ya esta para parir bebe esta agua para parir bien, sin pena , luego le sale 

sangre y es sefial de que ya quiere salir la criatura: bebe otra poca y con esto nace la 

criatura.” 

El cédice Florentino en el siglo XVI, la refiere para facilitar el parto y para las 

“camaras” ( diarreas ) de sangre (5) 

Francisco Hernandez { protomédico y emisario de Felipe IT }, unos afios después, 

describe a la planta como “ caliente y seca en tercer grado, administrada a las parturientas 

con muy buen resultado, para que den a luz mas facilmente, asi también aprovecha el pecho, 

mitigan la hinchazon del vientre, curan las hidropesia, provocan la orina y las reglas “(6). 

A finales del mismo siglo, las relaciones geograficas mencionan que “ bebida les hace 

luego parir y hechar las pares y ayuda a limpiarlas presto “. 

En la segunda década del siglo XVII , Francisco Ximenes , describe a la planta como 

“medicina de las mujeres porque cura las pasiones de la madre. Es util y conviene 

admirablemente para provocar la regla a las mujeres, por lo cual se le puso este nombre 

(por lo anterior hay bases para suponer que pudo ser utilizado como terminador temprano
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del embarazo ). Ademds resuelve admirablemente los humores, aunque estén embebidos en 

las junturas o en los nervios y quitando toda causa alivian cualesquiera dolores “. 

A finales del siglo XVII, Vicente Cervantes refiere de la planta que es estomatica, 

diurética y pectoral. Ademas retoma la informacion proporcionada por Hernandez, y 

advierte que sdlo debe usarse "en los partos perezosos, cuando estos no dependen de una 

mala posicion de la criatura” (2). 

Afios después en el siglo XIX , la Sociedad Mexicana de Historia Natural la reporta 

como ocitécica, antitumoraf, diurética, emenagoga , galactdgena, tdxica y para las 

enfermedades de la madre . Francisco Flores relata la mezcla de plantas y la raiz de 

cihuapatli en maceracién o cocimiento para combatir las hemorragias. Ademas indica su uso 

para los tumores del abdomen, para la disenteria y como diurético. En forma de cataplasma 

con otra yerbas sobre el vientre y la vulva para que regrese el flujo menstrual. Para facilitar 

el parto y aumentar la leche, tenienda como indicacién esencial y sdlo entonces lo daban, los 

partos perezosos. A Finales de este siglo, el Instituto Médico Nacional la describe como 

hemostatico, uterino, oxitécico, digitalico, vasoconstrictor, bradicardia y para la parestesia 

intestinal. 

En el siglo XX. Alfonso Herrera refiere su uso para provocar las contracciones 

- uterinas. Maximino Martinez (7) la reporta como antiespasmddica, para fibromiomatosis 

uterina, como galactogena, hemostatica uterina, oxitécica, sindrome ginecologico de pozzi y 

uterotrépico. Finalmente, la Sociedad Farmacéutica de México la describe como diurética, 

emenagoga y oxitécica (2). 

1.3.- ANTECEDENTES DE ESTUDIO QUIMICO Y BIOLOGICO 

Altamirane (8) y Cota (9) realizaron el primer reporte de Ja extraccion y de! ensayo 

bioldgico del zoapatle. En estudios posteriores (10,11,12) , se traté de corroborar los 

efectos terapéuticos atribuidos a esta planta sin lograr este proposito, debido principalmente 

al problema inherente que conlleva la dosificaci6n de un extracto y la selecci6n de un 

vehiculo apropiado. 

Afios mas tarde, continuaron los trabajos sobre e} zoapatle; Caballero y Walls (13) 

reportaron en 1970 el aislamiento de sustancias puras a partir de la extraccion de la raiz;
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Calderon y cols.(14) fevaron a cabo registros miograficos de los efectos de la infusion 

acuosa del zoapatle sobre la actividad uterina del conejo, abservando que el extracto acuoso 

de zoapatle producia efectos de tipo oxitdcico 

Algo que hay que considerar es que en los trabajos anteriores no se indica el estado 

hormonal de la hembra utilizada, ni las condiciones empleadas para realizar el bioensayo. 

A este respecto, Landgren (15), Gallegos (16) y Bejar (17) empiezan a considerar el 

estado hormonal y la especie animal para la realizacion de bioensayos con extractos acuosos 

y con compuestos puros aislados de esta planta. La preparacidn de los extractos acuosos 

empleados en los bicensayos mencionados fue realizada en la manera tradicional en que se 

prepara la infusion y los compuestos puros fueron ensayados disueltos en un disolvente 

organico. 

En lo referente al aislamiento de sustancias quimicas especificas se han aislado mas de 

40 compuestos quimicos de plantas pertenecientes al género Montanoa, habiendo pasado 

pocos de ellos por una evaluacién farmacolégica. Asi. En 1979 se aislaron 

independientemente (18,19) zoapatanol y montanol de las hojas; posteriormente, se ensayo 

la actividad biologica de estos compuestos en mujeres embarazadas con producto fetal 

muerto encontrandose que en algunos casos la administracion oral de estos compuestos 

producia fa expulsién de los productos. Al principio de la década de los ochentas fue 

reconocida la actividad uterotonica (20) (21) (22) de un compuesto aislado de Montanoa 

tomentosa conocido como Acido grandiflorénico o kauradiencico (23) Hevandose a cabo el 

bioensayo de esta sustancia sobre utero de cobayo en condiciones in vivo e in vitro. 

Otro compuesto aislado del zoapatle es el denominado leucantandlido (24) , el cual 

fue ensayado sobre un modelo experimental animal, administrando por via intraperitoneal el 

compuesto a cobayas embarazadas observandose que en algunos casos hay expulsion del 

producto y en otros, reabsorcion del mismo. 

§n varias ocasiones se ha observado que los resultados farmacolégicos no han sido 

teproducibles, algunas veces el efecto no es consistente e incluso se ha observado relajacién 

uterina (25) (26) (27) (28) (29). Todo lo anterior denota que el problema de 

reproducibilidad esta sujeto a muchos mas factores que los considerados.  



  

Debido a la controversia que existe entre la asociacién de actividad farmacologica con 

las estructuras quimicas encontradas hasta ahora, es posible suponer que son varios los 

factores que influyen en la manifestacién 0 ausencia de efectos farmacoldgicos, entre estos 

destacan: 

a) especie de planta adecuada 

b) estado de desarrollo de a misma 

c) especie y estado hormonal del individuo que se somete al estudio farmacologico. 

d) procedimientos de extraccidn del o los metabolitos a evaluar 

e) via de administracion 

f) dosificacian 

g) seleccion de un vehiculo adecuado 

Como se puede observar, algunos de estos factores podrian ser evidenciados de una 

manera mas eficiente de contarse con una metodologia analitica apropiada que permita 

cuantificar dichos metabolitos secundarios en diferentes matrices. Con objeto de abordar 

este problema se han desarrollado propuestas de metodologia viable, las cuales seran 

abordadas y descritas en el capitulo 1V. Ademas constituyd !a base para desarroflar una 

metodologia apropiada para estudiar cuantitativamente las tres metabolitos secundarios 

mencionadas y ello es el objetivo principal del presente trabajo...
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CapiTuco I 

METABOLITOS SECUNDARIOS 

2.1.- ASPECTOS GENERALES 

Algunas rutas metabolicas basicas de las plantas parecen ser similares a las de los 

animales, mientras que otras parecen tener un ambito mas restringido. A los productos 

secundarios de las plantas (como a los que no estan necesariamente relacionados con el 

metabolismo esencial de !a célula) es a los que la mayoria de las drogas vegetales deben su 

actividad terapéutica. 

Muchos de estos metabolites son los responsables de olores caracteristicos, 

causticidad y colores de las plantas; otros proporcionan a la planta sus virtudes culinarias, 

medicinales o toxicas. Y por otra parte una gran cantidad de estos compuestos paseen una 

funcién desconocida dentro de la fisiologia vegetal. 

Aunque diversos grupos biogenéticos estan caracterizados por determinadas 

estructuras, las propiedades quimicas propiamente dichas de ciertos compuestos se 

determinan por la presencia de grupos funcionales. Asi, los terpenos puede presentarse 

como alcoholes { mentol ) , éteres ( cineol ) , cetonas ( carvona ) , etc. y como tales poseen 

propiedades quimicas similares a las de compuestos no terpenoides que tienen el mismo 

grupo: los aldehidos a titulo de ejemplo de grupo funcional, pueden ser de origen alifatico 

{ citronelal ), aromatico ( aldehido cinamico ), esteroide ( algunos heterdsidos 

cardioactivos), y debido a la introduccién de un sistema heterociclico, un grupo biogenético 

puede poseer algunas de las propiedades quimicas de otras ( como los alcaloides 

esteroidales ). 

Un determinado gnipo de compuestos puede también reunir entidades biogenéticas 

diferentes, asi, los complejos de alcaloides inddlicos contienen fracciones moleculares 

derivadas tanto de la ruta de Shikimato como de la Isoprenoide, Por el contrario la misma 

estructura, como ocurre con diversos compuestos, puede proceder de rutas metabolicas 

distintas (30). 
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2.2.- ORIGEN DE LOS METABOLITOS SEC 

Las rutas metabdlicas basicas constituyen los origenes del metabolismo secundario de 

las plantas, dando tugar a una amplia serie de compnestos ( figura | ) Su produccion esta 

vinculada a los ciclos metabdlicos fundamentales de los teiidos vivos. La informacién 

genética requerida para la manufactura de metaholitos secundarins esta también presente en 

las células indiferenciadas de las especies en cuestion, y cuando son activadas darn lugar a 

ta produccian de dichos metaholitos. Fste aspecto del cultivo de células ha despertado 

mucho interés, debido al deseo de lograr el crecimiento de determinadas células vegetales en 

  

escala comercial para la produccidn de metabolitas apreciados 

  

  

  

      
‘COMPLESTOS 

CANOE ERICOS 

  

  
FIGURA ! .- Biosintesis de metabolitos secundarios 

2.3 GRUPO DE LOS DITERPENOS 

Son por definician compuestos de veinte atomos de carhono basados en cuatro 

unidades de isopreno. Sin embargo, varios compuestas encontrados tienen un numero menor 

o mayor de atamos de carhono, los cuales se pueden considerar como diterpenos por su 

relacidn genética o histérica. El término diterpenoide ha llegado a ser de uso generalizado 

después de 1955 y hay en dia se considera ser sinanimoa de diterpeno  



    

Los estudios sobre la descomposicion pirogénica del caucho ilevaron a ies 

investigadores en la segunda mitad del sigto pasado, a la conclusion de que el isopreno debia 

ser considerado como un elemento fundamental en la elaboracion de dicho producto. Como 

resultado de extensas y avanzadas investigaciones sobre las estructuras terpénicas vegetales, 

Ruzicka publicd en 1953 su regla biogenética del isopreno (31) (32) (33) . sefialando que 

podia emplearse la yuxtaposicién de unidades isoprenoides para explicar no solo fa 

formacion del caucho y de monoterpenos. sino también de otros muchos productos 

vegetales, incluyendo algunos como los esteroles o los triterpenos, de constitucién 

molecular compleja. El valor de Ja regla reside en su amplio concepto unificador, que 

condujo a la postulacion de una secuencia racional de los fenomenos que pueden ocurrir a lo 

largo de la biogénesis de estos compuestos. En la figura 2 se exponen varios estructuras a la 

que puede aplicarse la regia.
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FIGURA 2 .- Estructuras a las que se les puede aplicar la regla del isopreno. 

Alrededor de 1950, una nueva era en la quimica de productos naturales comenz6 con 

el empleo y desarrollo de nuevas y mas efectivas técnicas de separacion y métodos 

espectroscopicos de analisis estructural poderosos (muy especialmente !a resonancia 

magnética nuclear). Nuestro conocimiento de la quimica y bioquimica de los metabolitos de
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origen vegetal empezo una rapida acumulacién. Otro factor importante fueron los avances 

en la racionalizacion de los conceptos biogenéticos (34) (35), especialmente en el area de 

terpenoides. La descripcién de fa regla biogenética del isopreno (tabla 1) de acuerdo a la 

cual las estructuras de terpenos pueden ser racionalizados o deducidas por mecanismos de 

reaccion aceptados a partir de precursores como el geraniol, farnesol, geranilgeraniol, etc. 

TABLA 1. Terpenos racionalizados a partir de la regla del isopreno. 

Nombre # Unidades de reno. #C #H 

i 1 5 5 

10 16 

15 24 

20 32 

25 40 

30 48 

40 64 

3(n 8(n 

  

El impacto que esto trajo consigo se reflejé en el hecho de que una publicacién de 

1951 (36) da las estructuras de 17 diterpenoides derivadas de ocho esqueletos basicos. En 

1970 (37) se reportan 650 diterpenos que caen dentro de 70 esqueletos basicos. En la 

década de los 80s (35) se describen mas de 2000 diterpenoides abarcando 176 estructuras 

basicas. 

E! conocimiento de !a biosintesis de diterpenos comienza en la década de los 50’s y 

continué durante las siguientes décadas(38) (39). Hoy en dia contamos con un conocimiento 

adecuado de como ésta se lleva a cabo ( figura 3 ). Es ahora bien conocido que dos 

moléculas de acetil coenzima A, derivadas del catabolismo de carbohidratos, grasas o 

proteinas se condensan para dar la formacion de acetoacetilcoenzima A, que desencadena en 

una serie de intermediarios hasta Ilegar al acido R-mevalonico, cuya importancia reside en 

que es considerado el bloque basico de construccién de casi todos los isoprenoides. La serie 

de reacciones mediadas por enzimas que le preceden da lugar a la formacién de 

geranilgeraniol pirofosfato que representa el precursor aciclico de la formacién de 

diterpenoides ciclicos _{ figura 4 ). 

E! conocimiento anterior ha sido obtenido esencialmente de estudios sobre la 

biosintesis de esteroides en animales y microorganismos. Sin embargo, pronto se establecié
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que el acido mevalénico es realmente el precursor de casi todas las estructuras isoprenoides. 

Y especificamente la evidencia de que el geranilgeraniol es el precursor de diterpenoides 

ciclicos. 

FIGURA 3 .- Biosintesis del geranilgeraniol a partir de acetilcoenzima A (38)(39). 
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FIGURA 4 .- Biosintesis de algunos diterpenos a partir de geranilgeraniol PP (38)(39). 

2.4.- GENERALIDADES DE LOS KAURENOIDES 

Un importante y numeroso grupo de diterpenos con esqueleto de tipo kaurenoide se 

encuentran distribuidos en varias familias de plantas, destacando los géneros Labiatae, 

Compositae y Euphorbiaceae. Muchos de estos kaurenoides han sido reportados como 

principios activos de origen natural destacando los agentes anti-HIV (40) , anticancerigenos 

(41,42) , antihipertensivos (43) , antidiabéticos (43) , antibacterianos (44,45,46) , 

uteroevacuantes (20) y edulcorantes (47). Debido a esta diversidad en cuanto a su actividad 

biolégica se han incrementado Ios estudios acerca de ellos, pero la gran mayoria se han 

enfocado en su elucidacién estructural, asi como en su evaluaci6n como agentes
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terapéuticos. Casi ninguno de ellos se ha dirigido a la estandarizacion de metodologia 

analitica que permita su determinacién cualitativa y cuantitativa en cada tipo de planta. 

En los trabajos de Caballero y Walls (13) , se reporta el aislamiento de sustancias 

puras de extractos en la raiz de zoapatle. Tres de estas estructuras (figura 5 ) han 

demostrado estar contenidas de manera habitual en raiz y las hojas, ademas de haberse 

encontrado en las infusiones acuosas preparadas con varias especies del género Montanoa 

(13) (48) (49) (50). 

ACIDO GRANDIFLORENICO ACIDO KAURENOICO ACIDO MONOGINOICO 

            
COOH COOH 

GA KA MO 

FIGURA 5 .- Estructuras de tres integrantes de la familia de kaurenos.
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Capituo IIL 

METODOLOGIA ANALITICA APLICABLE AL ESTUDIO DE METABOLITOS 

SECUNDARIOS EN PLANTAS 

3.1.- HISTORIA 

Hasta ef afio 1800 aproximadamente, se habia progresado relativamente poco en el 

campo de la fitoquimica. Solo se conocian unas cuantas sustancias, como azucar de cajfia, 

almidén, alcanfor y acido benzoico, debido a que su preparacién era sumamente sencilla 

mientras que mezclas complejas, como grasas, aceites, esencias, breas y resinas , se habian 

elaborado y utilizado ancestralmente, aunque practicamente no se sabia nada acerca de su 

composicién. Los primeros investigadores en el campo de la fitoquimica no llegaron a 

apreciar la extrema complejidad de las materias con que realizaban sus investigaciones y 

carecieron casi por completo de las técnicas necesarias para conseguir un progreso 

auténtico. Se quemaron muchos centenares de plantas para obtener cenizas y esos primeros 

investigadores se desanimaron al encontrar diferencias minimas entre las cenizas de una 

planta venenosa y otra inocua. La extraccién acuosa y la evaporacion, se habian empleado 

tiempo atras en la extraccién de azicar a partir de {a cafia de azicar; el farmacéutico francés 

Nicholas Leméry (1645-1715) extendié el empleo de los procesos de extracci6n y utilizé el 

alcoho! como disolvente. Robert Boyle (1627-1691) abandono la antigua teoria de 

Aristoteles de que la materia esta compuesta de cuatro elementos y, aunque jamas llegé a 

aislar ningiin alcaloide, es evidente que iba bien encaminado cuando traté el opio (base del 

laudano ) con carbonato de potasio y alcohol. En 1747 se aislé sacarosa de muchas plantas, 

la remolacha entre ellas por el farmacéutico aleman A.S. Marggraf (1709-1780) ; K.W. 

Schéele (1742-1786) obtuvo un gran éxito en el campo de la fitoquimica al aislar los acidos 

citrico, galico, malico, oxdlico, tartarico y prisico ( Acido cianhidrico ). 

En el siglo XEX los procesos fitoquimicos alcanzaron un mayor desarrollo. En 1803 se 

aisla el primer alcaloide, 1a narcotina y le siguieron rapidamente muchos otros, como 

morfina, estricnina y emetina. Entre 1813 y 1823, Chevreu dilucidé la naturaleza quimica de 

las grasas y los aceites. Hasta mediados del siglo XX, el principal empefio en cuanto a la
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quimica de los productos naturales siguié siendo el aislamiento y determinacién de ja 

estructura de una amplia gama de compuestos. 

3.2.- SITUACION ACTUAL 

La investigacion fitoquimica de una planta puede comprender Ios siguientes aspectos : 

extraccion de la planta, separacién y aislamiento de los componentes de interés, 

caracterizacion de los compuestos aislados, investigacién de las rutas biosintéticas referida a 

compuestos determinados y valoraciones cuantitativas. 

Con objeto de contar con una vision panoramica de como se esta abordando 

actualmente el estudio de fas plantas, se llevé a cabo una revision de las publicaciones de los 

Ultimos tres-afios, en una revista de corte internacional como lo es “Phytochemistry”. Se 

eligié esta revista por ser de tipo general en el campo del estudio de las plantas y por que su 

disefio presenta una clasificacion de los articulos en funcién del campo de estudio. La revista 

subdivide el estudio de plantas en seis campos principales: 

1).- Crecimiento y metabolismo 
2).- Bioquimica ecolagica 
3).- Biosintesis 

4).- Cultivo celular y Biotecnologia 
5).- Quimiotaxonomia 
6).- Quimica de jas plantas 

Los resultados obtenidos son los siguientes (figuras 6 y 7): 
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  FIGURA 6 .- Porcentaje de articulos publicados en “Phytochemistry”, por drea de estudio 
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proteinas, de lipidos y combinaciones de los anteriores como jos inmunoenzimaticos. 

FIGURA 7 .- Técnicas analiticas a que se recurre con frecuencia para el estudio de plantas.
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Los resultados anteriores muestran que actualmente mas de ja mitad de la 

investigacién acerca de plantas es sobre el aislamiento y !a elucidacion estructural de 

diversos metabolitos. Es de resaltar que las técnicas analiticas mas empleadas para este fin 

son la Resonancia Magnética Nuclear y la Espectrometria de Masas, sin olvidar que para el 

aislamiento de las sustancias se recurrié en la gran mayoria de los casos a alguna técnica 

cromatografica. 

En los otros campos de estudio se encontré el empled de técnicas diversas, de las 

cuales alrededor del 28 % usan la cromatografia destacando la de liquidos (HPLC) sobre la 

de gases. 

3.3.- METODOLOGIA VIABLE 

Como se pudo observar la metodologia que se emplea actualmente es variada pero 

destacan o se emplean con mayor frecuencia unas técnicas sobre de otras. Es una realidad 

que uno de los primeros retos que se tienen al trabajar con matrices tan complejas como son 

las plantas, es aislar los analitos de interés o por lo menos disminuir la presencia de 

interferencias. La alternativa mas empleada para este propésito es ‘a cromatografia en 

alguna de sus modalidades. Posteriormente al aislamiento se emplea una técnica de 

deteccion y que en muchos de los casos nos permite elucidar Ja estructura y/o cuantificarla. 

El uso individual combinado de técnicas analiticas para un fin especifico puede ser 

variado y estructuraran al unirse una metodologia. No hay que olvidar que esta tendra que 

considerar aspectos como reproducibilidad, rapidez, limite de deteccién adecuado y si es 

posible un costo aceptable para su incorporacién al trabajo cotidiano. El adjetivo robusto se 

aplica a las metodologias en muchos campos cientificos como sindnimo de fortaleza en cada 

una de sus partes. 

La Cromatografia fue originalmente inventada por el botanico ruso Marck Tswett en 

1906 (51). El uso su nueva herramienta empleando alumina en los estudios de clorofila y 

otros pigmentos de plantas. Su técnica puede ser descrita como una cromatografia de 

adsorcion liquido-sdlido en columna. 

Después de los trabajos de Tswett, la técnica fue solo usada ocasionalmente hasta la 

década de los cuarenta, cuando aparecio el famoso articulo de Martin y Synge (52). Ellos
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En la segunda forma la muestra se aplica en la fase estacionaria sOlida, y los analitos 

de interés se recogen al pasar por la fase movil con escasa 0 minima retencién, quedando las 

sustancias no deseadas retenidas en la fase sdlida. 

DERIVACION QUIMICA 

La literatura contiene amplia informacion sobre la derivacion quimica de sustancias en 

general, compuestos especificos y numerosos reactivos de derivacién (56,57). La derivacién 

quimica de un analito o una mezcla de los mismos tiene como propésito: 

a). Hacer factible la deteccion de un analito que de manera normal no seria detectado 

por una técnica en particular. 

b).- Favorecer la volatilidad del analito. 

c).- Incrementar la estabilidad térmica del analito. 

d).- Mejorar la reproducibilidad analitica de la determinacién de un compuesto 

e).- Mejorar la resolucién del pico de interés cuando se emplea cromatografia para su 

separaci6n. 

f).- Disminuir en algunos casos los limites de deteccion 

Muchos de los metabolitos de una planta tendran la limitante de no poder ser 

analizados por una técnica en particular. Ejemplos de ellos son los compuestos no volatiles 

para andlisis por cromatografia de gases y compuestos insolubles por cromatografia de 

liquidos. Los metabolitos que no son estables en !as condiciones especificas de la técnica, 

también caen dentro de esta categoria. 

Debido a las interacciones entre los mismos metabolitos o bien entre estos y la 

columna, el analisis directo de muchos de ellos y de sus mezclas pueden ser particularmente 

dificiles. Estas interacciones pueden conducir a una baja resolucidn de los picos, y en otras 

ocasiones a picos no simétricos que hacen dificil y poco confiable su integracién. Para 

algunos metabolitos que coeluyen con tiempos de retencién muy cercanos, es posible 

plantear la derivacién selectiva y con esto mejorar su separacion. 
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La demanda de metodologias analiticas que permitan cuantificar en niveles de trazas 

obliga al incremento de la sensibilidad del equipo que se emplea. Una de las alternativas es la 

derivacion con grupos funcionales que mejoren la respuesta del detector. Esta estrategia es 

ampliamente utilizada en cromatografia de liquidos empleando detectores de fluorescencia 0 

bien en cromatografia de gases con la adicién de atomos de haldgeno empleando un detector 

de captura de electrones y finalmente, con la formacién de derivados trimetilsililados para 

producir patrones de fragmentacién facitmente identificables en espectrometria de masas.



23 

CaPiTULO IV 

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

4.L.- DESCRIPCION 

El desarrollo de una metodologia analitica que abarque diversos aspectos de la 

determinacién de los acidos kaurénoicos de Montanoa tomentosa es necesario para resolver 

problemas como: 

a).- La falta de un conocimiento preciso sobre la época optima de recoleccién de una 

planta, para obtener de ella la maxima concentracién de los metabolitos de interés. 

b).- El desconocimiento de variables importantes que intervienen en la produccién de 

los metabolitos que involucran los aspectos agrondmicos, estacionales y 

biosintéticos. 

c).- La falta de métodos alternativos para lograr la cuantificacion de los metabolitos de 

interés en matrices de naturaleza distinta (hojas, raices, tallos, flores, semillas e 

infusiones acuosas ). 

d).- La falta de evaluaciones analiticas sobre la eficiencia de los métodos clasicos de 

extraccion de materia prima, de los cuales se obtienen los estandares y los 

productos de interés. 

e).- La escasez de métodos analiticos disefiados para el seguimiento de procesos 

biotecnoldgicos de crecimiento celular “in vitro”. 

f).- La falta generalizada de aplicacion de metodologias analiticas con precisién y 

reproducibilidad necesarias en los procesos de estudio y aprovechamiento de 

metabolitos secundarios en plantas. 

4.2.- ANTECEDENTES DE LA METODOLOGIA EMPLEADA 

El primer desarrollo de una metodologia analitica que permitio la valoracién de los 

tres principales integrantes de la familia de kaurenos (figura 5 ) file llevado a cabo por 

Enriquez, R. G. et al. en 1983 (48) y se enfoco a la cuantificacion de los acidos de esta 
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familia en extractos acuosos y hexanicos de hoja y raiz, mediante cromatografia de liquidos 

de alta resolucion (HPLC). Para ello se empled una extraccién Kquido-liquido, y se logré 

cuantificar al Acido grandiflorénico y evidenciar cualitativamente la presencia de los acidos 

kaurenoico y monoginoico. La cantidad de matriz empleada en ése trabajo fue de 2 g. Esta 

contribucién se vid limitada por la complejidad de la matriz utilizada entonces, el trabajo con 

matrices tan complejas dificulta el analisis debido al ruido y al numero de picos obtenidos. 

Posteriormente en 1989 aparecié un estudio de Fong, H.H. et al que empled 

condiciones muy similares (49) , y en él se describio la cuantificacion de varios componentes 

diterpenoides presentes en varias subespecies de Montanoa. El anilisis se efectuo con los 

extractos acuoso y metanolico de hojas. En dicho trabajo no se menciona si se efectuaron 

curvas de calibracién para la cuantificacién, aunque se menciona el hecho de que se empleo 

un estandar externo y el uso de un punto de calibracion Unico. Asimismo, tampoco se 

describe su limite minimo de deteccién. El unico cromatograma que se exhibe es el de una 

mezcla de estandares, y no se muestra ningun cromatograma obtenido de un extracto de las 

hojas. La conclusién a que estos autores Ilegaron fue que el acido kauradiencico no estaba 

presente en el extracto acuoso, por fo cual se dedujo que no formaba parte de las sustancias 

con actividad uteroténica presentes en el té. 

Nuevamente en 1995, Enriquez, R.G. ef a/. en una publicacion que contribuyé parte 

de esta tesis, se Ilev6 a cabo un estudio enfocado a discernir en forma inequivoca, si 

efectivamente la familia de kaurenos estaba presente en la infusién acuosa (té ) (50). Dicho 

estudio involucré la deteccién cualitativa de los tres kaurenos empleando cromatografia de 

gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) y métodos de resonancia magnética 

bidimensional (RMN-2D). Mediante ambas técnicas analiticas se comprobé inequivocamente 

la presencia de los tres kaurenos en infusiones acuosas, ademas de que se vislumbro que los 

derivados silanizados de {a familia de acidos kaurénoicos se resolvian de una manera mas 

eficiente por cromatografia de gases.  
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4.3.- OBJETIVOS 

GENERAL 

Desarrollar y optimizar una metodologia analitica que permita llevar a cabo la 

cuantificacién de tres componentes de interés de la familia de kaurenos en diversas matrices 

de Montanoa tomentosa, utilizando la cromatografia de gases como herramienta analitica. 

ESPECIFICOS 

1). Establecer condiciones cromatograficas para una eficiente separacin de la familia 

de kaurenos derivados quimicamente por cromatografia de gases. 

2).- Optimizar las condiciones necesarias para fa prepurificacién o aislamiento por 

extraccién en fase sdlida (EFS ) de los analitos de interés. 

3) ,- Evaluar !a calidad de los estandares mediante varias técnicas analiticas. 

4).- Obtener curvas de calibracién que satisfagan criterios de reproducibilidad y si es 

necesario evaluar un estandar interno. 

5).- Cuantificar los tres analitos en diferentes matrices. 

6).- Efectuar un estudio preliminar de los contenidos de kaurenos en zoapatle de 

Ciudad Universitaria. 

7).- Llevar a cabo un estudio preliminar de la potencialidad de la metodologia al 

evaluar la concentracion de los analitos en zoapatle.
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CapPiTULo V 

PARTE EXPERIMENTAL 

§.1.- CONDICIONES GENERALES 

Los espectros de 'H y de °C de Resonancia Magnética Nuclear fueron obtenidos en 

un espectrémetro Varian 300 MHz y Varian Unity 500 MHz. 

Los espectros de masas se obtuvieron por impacto electronico con introduccion 

directa utilizando un espectrometro Finnigan Mat. 

Los puntos de fusién se tomaron en un aparato Fisher-Johns y los valores no estan 

corregidos. 

La cromatografia en capa fina se realizo empleando placas Gel de silice Merck de No. 

60, de 10 x 5 cm. y 0.25 mm de espesor, como agente revelante se empleo sulfato cérico y 

calentamiento. 

La extraccion en fase sdlida se efectuo con cartuchos de Varian de dos tipos, para 

fase normal fueron de silica de 500 mg. Cat. No.601303, y para fase reversa fueron C18 de 

500 mg. Cat. No. 607303. 

El equipo de cromatografia de gases con detector de ionizacion de llama fue un Varian 

Star 3400 Cx. 

E! equipo empleado para obtener cromatogramas con espectros de masas fue un 

cromatégrafo de gases Hewlett Packard 5890 serie II acoplado a un detector selectivo de 

masas 5971A. 

Las condiciones de operaci6n, asi como el tipo de columnas seran especificados junto 

con los resultados obtenidos. 

Los disolventes empteados para las técnicas fueron de grado cromatografico. 

§.2.- OBTENCION DE ESTANDARES 

Los estandares fueron obtenidos de investigaciones anteriores en donde el objetivo 

principal fue el aislamiento y la elucidacién estructural de los mismos, contandose con 
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muestras de los tres acidos puros (50) (58). Para su utilizacion como estandares se 

determino sus puntos de fusion, sus espectros de masas y espectros de resonancia magnética 

nuclear con el propdsito de verificar que realmente se trataba de las sustancias a evaluar. 

Adicionalmente se comprobé su pureza en cromatografia de gases. 

  

ACIDO GRANDIFLORENICO 

  

  

ACIDO KAURENOICO ACIDO MONOGINOICO 

    

  

  

  

GA KA MO 

FIGURA 8 .- Estructuras de los tres analitos de interés. 

RESULTADOS OBTENIDOS 

PUNTOS DE FUSION 

TABLA 2.- Puntos de fusién de tos estandares. 

ANALITO PUNTO DE FUSION (°C) [REF.BIBLIOGRAFICA 
AC. GRANDIFLORENICO 154-156 155-157° (REF. 59) 
AC.KAURENOICO 179-181 179-180° (REF. 60 ) 
AC.MONOGINOICO 179-180 180° (REF. 13)          
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ESPECTROS DE MASAS 

eI     

  

we ee 

FIGURA 9 .- Espectro de masas del Acido grandiflorénico. 
Fora 41 
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FIGURA 106 .- Espectro de masas del acido monoginoico.  
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FIGURA 11 .- Espectro de masas del acido kaurenoico. 
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ACIDO GRANDIFLORENICO {GA ) 
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TABLA 3. Desplazamientos Quimicos de 'H y °C del Acido Grandiflorénico 
No. Carbono’ 6C bHa 8 $Hb 

1 40.75 1.93 1.24 

2 20.16 1.88 1.50 

3 38.31 2.16 1.02 

4 44.69 

5 46.56 1.67 

6 18.48 2.47 1.68 

7 29.66 1.97 1.46 

8 42.27 

9 158.56 

10 38.79 

1 114.90 (c) 5.24 

12 37.93 2.43 1.99 

13 41.24 2.77 

14 44.94 1.60 1.50 

15 50.32 2.20 2.62 

16 155.92 

17 105.48 | (c,d) 4.91 4.80 
18 182.74 

19 28.23 1.24 

20 23.26 1.02           
  

a: relative in ppm a Si(CHs)4 en cloroformo, b: desplazamiento quimico promedio para 

protones no resueltos de metileno; c a, b: la designacién no es aplicable a hidrogenos 

olefinicos; d: protones cis a C-13  
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ACIDO KAURENOICO (KA } 
  

  

19 COOH 
18     
  

TABLA 4. Desplazamientos Quimicos de 'H y °C del Acido Kaurenoico 
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

INo. Carbono 6c éHa 8H 8Hb 

1 40.70 1.88 0.82 

2 19.09 1.86 1.42 

3 37.83 2.16 1.02 
4 43.71 

5 57.04 - 1.06 

6 21.83 (b) 1.82 

7 33.10 1.47 1.62 

8 44.23 

9 55.11 1.04 

10 39.66 

il 18.43 1.56 1.60 

12 41.27 1,52 1.45 
13 43.85 2.63 

14 39.70 1.99 1.13 

15 48.96 (b) 2.05 

16 155.90 

17 102,98 | (c,d) 4.80 473 
18 183.74 

19 28.96 1.24 

20 __ 15.60 0.95             
  

a: relativo in ppm a Si(CHs), en cloroformo; b: desplazamiento quimico promedio para 
protones no resueltos de metileno, c a, b: la designacién no es aplicable a hidrégenos 
olefinicos; d: protones cis a C-13  



  

ACIDO MONOGINOICO {MO } 
  

  

COOH 19 18       
TABLA 5. Desplazamientos Quimicos de 'H y ‘°C del Acido Monoginoico 
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

No. Carbono dc dHa dH dHb 

i . 39.49 1.69 0.91 

2 19.17 1.80 1.41 

3 37.88 2.16 1,02 

4 43.76 

5 57.04 Li 

6 21,52 (b) 1.82 
7 33.07 (b) 1.25 
8 49.08 

9 52.22 0.97 

10 37.9} 

it 20.41 1.25 1.53 

12 37.56 1.67 1.28 

13 43.62 

14 60.99 1.46 1.01 

15 134.78 5.75 

16 136.47 5.45 

17 24.87 1,00 

i8 184.12 

19 29.11 1.24 

20 13.76 0.67               
a: relativo in ppm a Si(CHg)s en cloroformo; b: desplazamiento quimico promedio para 

protones no resueltos de metileno; c a, b: la designacién no es aplicable a hidrogenos 

olefinicos; d: protones cis a C-13



  

CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA 

Al analizar los estandares de los acidos en cromatografia en capa fina de tipo fase 

normal eluyendo con una fase movil de hexano : acetato de etilo (80 : 20) , se encontrd que 

mostraban una sola zona con una mancha con el mismo Rf en los tres casos. Al compararto 

con un extracto de hojas de la planta de donde se extrajeron, se observa que en los tres 

casos no se detecta la presencia de otros componentes. 

  

                  

$ e e @ | CCF (FASE NORMAL ) 

8 FASE MOVIL 
HEX : ACOET 

6 (80 : 20) 

EXTRACTO MO GA KA 
FIGURA 12.- Evaluaci6n de los tres estandares por cromatografia en capa fina. 

CROMATOGRAFIA DE GASES ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE 

MASAS 

Otra de las técnicas que nos permitié corroborar la calidad de los estandares fue la 

cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas, para lo cual se hizo necesaria la 

derivacion de los estandares con Bistrimetilsililtrifluoroacetamida y trimetilclorosilano 

(figura 13 ).
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FIGURA 13.- Derivacién de los estandares a sus correspondientes trimetilsililados. 

TABLA 6.- Condiciones cromatograficas empleadas. 
  

  

  

  

  

  

  

  

  

        

Columna Ultra-1 metilsilicona 
Longitud 12m 

Diametro interno 0.2 mm 

Espesor de pelicula 0.33 mm 
Temperatura detector 280 °C 

Temperatura inyector 250 °C 
Temperatura inicial 120°C 
Temperatura final 250 °C 

Incremento de temperatura 15 °C/min. 
Gas acarreador velocidad lineal media 12 cm/seg. 
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FIGURA 14 .- Cromatograma de intensidad idnica total y espectro de masas det 

Acido grandiflorénico trimetilsililado empleando las condiciones cromatogréficas 

descritas en la tabla 6.



  

Abundance TIC: PRUEBAL.D 

go00000 y 

s000060 4    7060000 4 c 
*00Si( CHa )3 

60000004 
ACIDO MONOGINGICO 

LANIZADO so0oo0n0 4 sl 

40000004 

30900004 

zo00c004 

1000c00 

3 
Timea -> 

+ ony 
9.00 10 

TT 2 T 
6,00 7.00 5.50 

Abundance Scan 445 (9.822 min): 

a0 

604 

404 

204 

  

    

FPRUEBAL- 

36 

12.00 .06 iv. co 

D(-,*) 

374 

359 

Ma 

ney { 
  

M/Z -> 
300° 350 

FIGURA 15.- Cromatograma de intensidad idnica total y espectro de masas del 

Acido monoginoico trimetilsililado empleando las condiciones cromatograficas 

descritas en la tabla 6. 
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FIGURA 16.- Cromatograma de intensidad idnica total y espectro de masas del 

Acido kaurenoico trimetilsililado empleando las condiciones cromatograficas 

descritas en la tabla 6.   
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§.3.- OPTIMIZACION DE CONDICIONES PARA LA SEPARACION 

CROMATOGRAFICA POR GASES CON DETECTOR DE IONIZACION 

POR FLAMA (GC-FID ). 

Se tenia el antecedente de que la derivacién con agentes silanizantes proporcionaba 

una alternativa viable para la separacién e identificacion por cromatografia de gases 

acoplada a espectrometria de masas ( 50 ). Lo anterior se aplico a un sistema con detector 

de ionizacion por flama. Para ello se empleo un cromatografo de gases Varian 3400 Cx. A 

continvacién se resumen las condiciones que permitieron una separacién cromatografica 

adecuada de los integrantes de fa familia de kaurenos tanto para modo con division de flujo 

(split) y sin division de flujo (splitless). 

TABLA 7.- Condiciones cromatograficas empleadas para ambos modos de 

inyeccion split/splitiess. 

  

Columna Ultra-1 metilsilicona 
  

  

  

  

  

  

  

  

        

Longitud 25m 

Diametro interno 0.2 mm 

Espesor de pelicula 0.33 mm 

Temperatura detector . 280°C 
Temperatura inyector 250°C 

Temperatura inicial 120°C 

Temperatura final 250°C 
Incremento de temperatura 15 °C/min. 

Gas acarreador velocidad lineal media 28 cm/seg. 
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FIGURA 17.- Cromatograma obtenido con una mezcla de estandares en GC-FID, en 

modo splitless utilizando las condiciones descritas en la tabla 7. 

TABLA 8.- Parametros calcutados a partir del cromatograma obtenido en Ja figura 17. 
  

  

  

  

                
      
  

  

  

  

Te { min. ) tp (min. ) wp ( seg. ) k N H(cm) 

MO 13.841 12.354 3.1 8.308 914775 0.00270 

GA 14.162 12.675 3.0 8.524 4028196 0.00240 

KA 15.355 13,868 3.5 10,326 904303 0.00276 

EL 17.535 16.048 4.6 10,792 701049 0.00357 

TABLA 9.- Evaluacién de resolucién ( Rs ) y selectividad (a ). 

Rs a 

MO-GA 631 1.0260 

GA~- KA 22.04 1.0941 

KA - E.E 237.8 1.1572       
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§.4.- OPTIMIZACION Y EVALUACION DE LA CROMATOGRAFIA EN 

CAPA DELGADA. 

Se contaba con antecedentes que indicaban que las mezclas de N-Hexano-Acetato de 

Etilo permiten separar adecuadamente los componentes de la familia de kaurenos. 

Cuando se utiliza hexano como tinico componente de 1a fase movil, la mancha 

perteneciente a la familia de kaurenos tiene un Rf no mayor de 0.1. 

Ab utilizar acetato de etilo exclusivamente, la zona de kaurenos avanza come frente de 

la fase movil. 

Empleando una mezcla de fos disolventes anteriores se fue incrementando la fuerza de 

la fase movil hasta obtener las condiciones que permitieron desplazar la mancha de kaurenos 

a la mitad de la placa. 

La mezcla con Ja cual se obtuvo un RF aproximado de 0.6 fue la proporcion N- 

Hexano: Acetato de etilo (85:15 ). 
  

    

CROMATOGRAFIA ENCAPA e 
(FASE NORMAL ) e               

    

  

FASE MOVIL HEXANO ACETATO HEXANO-ACETATO LO DEETLO OAC DE En 
_ C85 215) 

     

FIGURA 18.- Optimizacién de las condiciones de separacién por cromatografia 

en capa delgada.
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5.5. EXTRAPOLACION DE CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA A 

EXTRACCION EN FASE SOLIDA ( EFS ) FASE NORMAL ( FN ). 

Una vez que se contd con las condiciones optimas de elucién en cromatografia en capa 

fina, se emplearon estas condiciones para desarrollar y optimizar !a extraccién en fase solida 

en los dos tipos que se planed trabajar. 

5,5.1.- OPTIMIZACION DE LA EXTRACCION EN FASE SOLIDA (FASE 

NORMAL) 

La optimizacin consistié de efectuar pruebas para obtener los voliimenes adecuados 

para los siguientes pasos: 

a).- El volumen necesario para hacer el paso de lavado favoreciendo la retencion 

de la familia de kaurenos en Ja columna de EFS. 

b).- La composicion y el volumen necesario de la fase movil que nos permitio eluir 

la familia de kaurenos. 

El seguimiento de tos eluatos provenientes se evaluo inicialmente con cromatografia 

en capa fina y se ratificd en cromatografia de gases. 

coon 8 | - 

trtrtt | 
HEO0O0 & 
yisdlhd 

ce | CLA) 
' ZONADE ! 

|_INTERES 

  

  

FIGURA 19.- Optimizacién de condiciones para extraccién en fase sélida. 

La optimizacion de los tipos y cantidades de fase mévil que se emplearon conllevo al 

procedimiento estandar que a continuaci6n se resume:
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A una columna de extraccion fase solida (fase normal, silice, 500 mg ) 

\).- Acondicionarla con 2 mL de hexano 

2).- Sin dejar que la columna se seque, colocar 0.2 ml de la matriz que contiene la 

mezcla de kaurenos (incluye E.I_ ) de interés. 

3).- Lavar con un mL de Hexano 

4).- Eluir con 3 mL de una mezcla N-Hexano-Acetato de etilo (85:1 5). 

5).- El eluato obtenido se lleva a sequedad 

6).- Derivar con 50 microlitros de una mezela de BSTFA: TMCS (100:5) , durante 

20 minutos en un bafio maria a 60 ° C. 

7).- Inyectar 1 microlitro en el cromatégrafo. 

8).- Emplear las condiciones cromatograficas descritas en la tabla 7 con modo de 

inyeccién “split “. 

§.5.2.- EVALUACION DE LA EFICIENCIA DE EXTRACCION MEDIANTE 

EXTRACCION FASE SOLIDA (FASE NORMAL ) 

Partiendo de las soluciones de estandar ya preparadas en concentracion conocida, se 

efectud un estudio por quintuglicado con una concentracién conocida de la familia de 

kaurenos que permitié evaluar la eficiencia de la extraccién en EFS. 

Se preparé una solucién hexanica que contenia los tres kaurenos mas un estandar 

interno (la justificacion del empleo de un estandar interno se detallara en la seccion 5.6 ) con 

las siguientes concentraciones: 
  

ACIDO GRANDIFLORENICO (GA ) = 0.33 mg/mL 
  

ACIDO MONOGINOICO (MO ) = 0.32 mg/mL 
  

AGIDO KAURENOICO (KA) = 0.30 mg/mL 
  

      ESTANDAR INTERNO (E.I. } = 0.23 mg/mL 
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Preparacion del quintuplicado de analisis.- Para cada analisis se tomo una alicuota de 

0.2 mL de la solucién hexanica y se empleo el procedimiento optimizado de EFS-FN. 

Preparacién del punto de comparacién.- De la misma solucién hexanica se tomé una 

alicuota de 0.2 mL, se Ilevé a sequedad y se derivécon 50 microlitros de una mezcla de 

BSTFA: TMCS (100:5) , durante 20 minutos en un bafio maria a 60°C, se inyecto i wl en el 

cromatégrafo de gases. 

los resultados obtenidos son los siguientes: 

% RECUPERADO 
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

[REPLICAS [MO TGA TKA 

1 98.77 99.96 100.32 
2 101.66 97.54 94.08 
3 95.49; 95.93 96.29 

4 100.68 101.88 100.71 
5 700.51 101.23 99.33 

PROMEDIO 09.42 99.1 98.15 
DESVIACION EST. 2.43 2.51 2.86           

RECUPERACION EFS-FN 
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FIGURA 20.- Evaluacién de la eficiencia de extraccién de los analitos de interés en 
EFS-FN. 
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5.6. CURVAS DE CALIBRACION 

La utilizacién de fos pasos anteriores (pretratamiento) al andlisis por cromatografia de 

gases y el empleo de inyeccion manual, hizo necesario evaluar si la utilizacion de un estandar 

interno proporcionaba una mejora en la reproducibilidad de los resultados, dicho estandar se 

seleccioné tomando en cuenta las siguientes caracteristicas: 

a) Estructura quimica semejante. 

b) Comportamiento cromatografico analogo. 

Un candidato con fas caracteristicas anteriores fue e} siguiente 

mI 

  

El.     i L J t L 

a t i i 4 

0 5 10 15 20 t(min) 

FIGURA 21.- Cromatograma en GC-FID y estructura quimica del candidato a 

estandar interno. 

Para el estudio se prepararon dos series de calibracion cada una constituida por cinco 

concentraciones de los tres metabolitos de interés, la serie 1 (sin estandar interno.) y la serie 

2 (con estandar interno. ). 
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5.6.1. PREPARACION DE LAS CURVAS DE CALIBRACION Y 

SELECCION DE UN ESTANDAR INTERNO. 

Inicialmente se prepararon una solucién madre hexanica para cada uno de los 

metabolitos de interés y una para el estandar interno. Quedando a las siguientes 

concentraciones 

ACIDO GRANDIFLORENICO (GA ) = 0.65 mg/mL 

ACIDO MONOGINOICO (MO ) = 0.63 mg/mL 

ACIDO KAURENOICO (KA ) = 0.60 mg/mL 

ESTANDAR INTERNO (EL. ) = 0.46 mg/mL 

Serie 1 (sin estandar interno. ).- Se tomaron 100 microlitros de cada una de las tres 

soluciones madre de interés (GA, KA, MO ), se adicionaron 700 microlitros de hexano 

grado cromatografico. Con la anterior solucién ( B ) se construyé la curva de calibracién 

como sigue: Se tomé una alicuota de la solucion B, se llevo a cabo el pretratamiento de 

extraccion fase sdlida (fase normal ) descrito con anterioridad, el eluato obtenido se Hevo a 

sequedad y se derivd con 50 microlitros de una mezcla de bistrimetilsililtrifluoroacetamida 

(BSTEA ) y clorotrimetilsilano (TMCS ) en proporcién 100:5. durante 20 minutos en bafio 

maria a 60 °C . Las concentraciones finales se detallan en la siguiente tabla. 

TABLA 10.- Concentraciones finales de los tres analitos de interés. 

  

  

  

  

  

  

  

VIAL ALICUOTA | CONCENTRACION FINAL (ng/u!) 

microlitros MO GA KA 

1 50 63 65 60 

* 2 100 126 130 120 

3 150 189 195 180 

4 200 252 260 240 

e 5 250 315 325 300             
  

Se inyecta | microlitro de cada vial en el GC-FID empleando las condiciones   cromatograficas descritas en la tabla 7, en modo de inyeccién “splitless”. 

Serie 2 (con estandar interno. ).- Se tomaron 100 microlitros de cada una de las tres 

soluciones madre de interés (GA, KA, MO ) , se adicionaron 700 microlitros de hexano
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grado cromatografico. Con la anterior sclucién (B ) se construyé la curva de calibracion 

como sigue: Se tomaron alicuotas de la solucién B y se adicionaron a cada vial 50 

microlitros del estandar interno (conc.=0.46 mg/ml), se llevé a cabo el pretratamiento de 

extraccién fase solida (fase normal ) descrito con anterioridad, el eluato obtenido se llevd a 

sequedad y se derivé con 50 microlitros de una mezcla de bistrimetilsililtrifluoroacetamida 

(BSTFA ) y clorotrimetilsilano (TMCS ) en proporcién 100:5. durante 20 minutos en bafio 

maria a 60°C . Las concentraciones finales se detallan en la siguiente tabla. 

TABLA 11.- Concentraciones finales de los tres analitos de interés y del estandar interno. 

  

  

  

  

  

  

  

VIAL ALICUOTA | CONCENTRACION FINAL (ng/pl) 

: microlitros MO GA KA El. 

1 50 63 65 60 460 

2 100 126 130 120 460 

3 150 189 195 180 460 

4 200 252 260 240 460 

5 250 315 325 300 460               
  

Se inyecta 1 microlitro de cada vial en el GC-FID empleando las condiciones 

cromatograficas descritas en la tabla 7, en modo de inyeccién “splitless”. 
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§.6.1.1.- RESULTADOS DE LAS CURVAS DE CALIBRACION SIN 

ESTANDAR INTERNO ESTUDIO POR DUPLICADO. 

Para el calculo de coeficientes de correlacion y errores en andlisis instrumental se 

utilizaron los criterios y definiciones del capitulo 5 de estadistica para quimica analitica (61). 

  

CONC. AREAS 
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FIGURA 22.- Resultados de ia calibracién del acido monoginoico sin estindar 

interno. 

Donde: 

Abreviatura Significado 
CONC. = Concentracién 

ng/mL = Nanogramos contenidos en cada microlitro de solucién a inyectar 
Sa= Error asociado a la ordenada al origen 

Sb = Error asociado a la pendiente de la recta 
A= Ordenada al origen 

B= Pendiente de la recta 
R= Coeficiente de correlacién 

Serie | y2= Replicas de la curva de calibracién 
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FIGURA 23.- Resultados de la calibracién del dcido grandiflorénico sin estandar 

interno ( abreviaturas descritas en ta figura 22 ). 
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FIGURA 24.- Resultados de ta calibracién del dcido kaurenoico sin estandar 

interno ( abreviaturas descritas en la figura 22).
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5.6.1.2. CURVAS DE CALIBRACION CON ESTANDAR INTERNO 

ESTUDIO POR DUPLICADO. 

Para el calculo de coeficientes de correlacion y errores en andlisis instrumental se 

utilizaron los criterios y definiciones del capitulo 5 de estadistica para quimica analitica (61). 
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FIGURA 25.- Resultados de Ia calibraciéu del acido monoginoico con estandar 
interno. 

Donde: 

Abreviatura Significado 
CONC. = Concentracion 
ng/mL = Nanogramos contenidos en cada microlitro de solucién a 

inyectar 

RELACION DE AREAS= Area del kaureno analizado entre el area del estandar interno 
Sa = Error asociado a la ordenada al origen 
Sb = Error asociado a la pendiente de la recta 
A= Ordenada al origen 
B= Pendiente de la recta 
R= Coeficiente de correlacion 

Serie | y2= Replicas de la curva de calibracion 
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FIGURA 26.- Resultados de la calibracién del acido grandiflorénico con 

estandar interno (abreviaturas descritas en la figura 25). 
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FIGURA 27.- Resultados de la calibracién del acido kaurenoico con esténdar 

interno (abreviaturas descritas en la figura 25). 
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§,6.1.3-COMPARACION DE RESULTADOS OBTENIDOS CON Y SIN 

ESTANDAR INTERNO 

La primera comparacién que se puede hacer es entre los coeficientes de correlacion 

obtenidos. 
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FIGURA 28 .- Grafica de comparacién de coeficientes de correlacién. 

Con objeto de demostrar que los coeficientes de correlacion son realmente 

significativos, se efecttio una prueba t de dos colas con un nivel de confianza del 99 %, esta 

prueba nos permite asegurar con un 1% de incertidumbre si se trata de una relacién lineal. 

Tabla 12.- Resultados de prueba t para demostrar correlacion. 

  

  

    
     

  

   
    

  

   
     

  

    
     

   

t tde tablas 

. con 99 % 

6. 15.88 

GA 6.63 47.72 3.36 

KA 5.33 10.78 
       

    

  

Hipétesis nula: no existe correlacion entre X y Y. 

Resultado de Ja prueba para los seis casos, se rechaza la hipdtesis nula.
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Resultados que podemos comparar son las pendientes de las curvas de calibracién y 

sus desviaciones estandar Sb, como un estimador de la precision que se obtiene con cada 

método. Esto lo estimamos primero con un comparacién tabular entre coeficientes de 

variacion ( CV ) y de una forma estadistica con una prueba F de una cola, ya que solo nos 

interesa si el método con estandar interno es mas preciso que el método sin estandar interno, 

con intervalo de confianza del 95 %. 

Tabla 13.- Calculo del coeficiente de variacién de las pendientes y aplicacion de la 

  

    

  

  

  

    

  

  

  

  

  

  

prueba F. 

PENDIENTE | Sb] cv OT PRUEGAF | F TABULADO 
B% 

. SINESTINT. | 316454 J 473.05 [14.5 
MO | 6.12 3.18 

[CON EST. INT. | 0002s | O.OoE 604 
mes 

SINESTINT. | 02473 [ S014 T 15.16 
GA 7.24 3.18 

CON EST. INT. | 0.002637 | O.co0T6 564 

SINEST.INT. | 107884 | 3151 | 18.77 
KA 449 348 

CONEST. INT. J 0.0K C.000T4 Sa6               

Hipotesis nula: el método con esténdar interno no es significativamente mas 

preciso que el método sin estandar interno. 

Resultado. Para los tres casos se rechaza hipétesis nula. 

Los limites de deteccién determinados para los procedimientos con y sin estandar 

interno resultaron més bajos para el primer caso. 

Para ratificar lo anterior se empleé una prueba t por parejas. 
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Tabla 14.- Comparacién de limites minimos de deteccién entre ambos métodos. 

132.38 49.28 

151.09 74.63    
  

MEDIA DE DIFERENCIAS 77,556 
DESVIACION ESTANDAR 5.084 

t CALCULADA | 59.58 | 

tDETABLASCONS99% | 9.92] 

    

        

Hipotesis nula: E) método con estandar interno no da valores de limite minimo 

de deteccion significativamente diferentes que el método sin estandar interno. 

Resultado. Para los tres casos se rechaza hipétesis nula. 

5.6.2.- CURVA DE CALIBRACION MODO SPLIT 

Con tos primeros resultados experimentales que se obtuvieron nos percatamos que era 

posible emplear de manera conveniente el modo split, con esto no fue necesario hacer 

diluciones con el propésito de interpolar los datos en la parte media de la curva de 

’ ealibracion en modo “splitless”. 

Por lo cual preparamos una curva con concentraciones mayores de kaurenos y 

empleamos el modo “split” 

Se tomaron 100 microlitros de cada una de las tres soluciones madre de interés (GA, 

KA, MO ), se adicionaron 700 microlitros de hexano grado cromatografico. Con la anterior 

solucion (B ) se construyé la curva de calibracién como sigue: Se tomaron alicuotas de la 

solucién B y se adicionaron a cada vial 50 microlitros del estandar interno (conc.=0.46 

mg/mi., se llevo a cabo el pretratamiento de extraccidn fase sdlida (fase normal ) descrito 

con anterioridad, el eluato obtenido se llevd a sequedad y se derivé con 50 microlitros de 

una mezcla de bistrimetilsililtrifluoroacetamida (BSTFA ) y clorotrimetilsilano (TMCS ) en 

proporcién 100:5. durante 20 minutos en bafio maria a 60 °C . Las concentraciones finales se 

detallan en la siguiente tabla. 
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TABLA 15.- Concentracién final de los tres analitos de interés y del estandar interno. 
  

  

  

  

  

  

  

VIAL ALICUOTA | CONCENTRACION FINAL(ug/pl) 

microlitros MO GA KA EL. 

i 50 0.63 0.65 0.60 0.92 

2 100 1.26 1.30 1.20 0.92 
3 150 1.89 1.95 1,80 0.92 

4 200 2,52 2.60 2.40 0.92 

5 250 3.15 3.25 3.00 0.92               
  

Se inyecta | microlitro de cada vial en el GC-FID empleando las condiciones 

cromatograficas descritas en la tabla 7, en modo de inyeccién “split”. 

5.6.2.1 RESULTADOS DE LAS CURVAS DE CALIBRACION CON 

ESTANDAR INTERNO ESTUDIO POR TRIPLICADO EMPLEANDO MODO 

“SPLIT”. 

Para el calculo de coeficientes de correlacién y errores en analisis instrumental se 

utilizaron los criterios y definiciones del capitulo 5 de estadistica para quimica analitica (61). 
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FIGURA 30.- Resultados de la calibracién del acido monoginoico con estandar 

interno, empleando condiciones cromatograficas de la tabla 7 y en modo 

“split”(abreviaturas descritas en la figura 25). 
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FIGURA 31.- Resultados de 1a calibracién del acido grandiflorénico con 
estandar interno, empleando condiciones cromatograficas de la tabla 7 y en 

modo “split” (abreviaturas descritas en la figura 25). 
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FIGURA 32.- Resultados de la calibracién del Acido kaurenoico con estandar 

interno, empleando condiciones cromatograficas de la tabla 7 y en modo “split” 
(abreviaturas descritas en la figura 25).  
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5.7.- CUANTIFICACION EN HOJA, RAIZ Y FLOR DE Montanoa tomentosa 

Se aplicé la metodologia optimizada a tres matrices de la planta, fue necesario 

! estandarizar algunos pasos como el proceso de secado de vital importancia para la 

comparacin entre diferentes lotes de matriz 

5.7.1.- OPTIMIZACION DEL TIEMPO DE SECADO 

Con objeto de hacer eficiente y rapido el secado se empled un horno de microondas 

para Este propdsito y se evalud el tiempo minimo requerido para alcanzar un peso 

constante. Los resultados se muestran en la figura 33. 

TIEMPO OPTIMO DE SECADO | 
1 

HOJA MOLIDA 

  

Peso (g)} 
  

  

        Oo 5 10 15 20 25 

tiempo (min.) | 

‘eaPESO (g) | 
6 

* FIGURA 33.- Evaluacién del tiempo éptimo para alcanzar el peso constante de   las hojas molidas. 

5.7.2.- CANTIDAD OPTIMA DE MATRIZ 

Con el propésito de reproducir las condiciones para el andlisis de una sola hoja de la 

planta, se decidié emplear cantidades de 50 a 200 mg de matriz molida seca. 

 



5.7.3.- VOLUMEN OPTIMO DE EXTRACCION. 

$7 

Uno de los disolventes que mostré un buen poder de extraccion de la matriz vegetal 

fue el hexano. Para evaluar el volumen Optimo se extrajo la matriz previamente secada 

(empleando 200 mg ) con voltimenes de hexano y cada uno de ellos se fue siguiendo por 

cromatografia de gases, obteniéndose los siguientes resultados. 

TABLA 16.- Areas obtenidas de los cuatro volimenes evaluados. 
  

  

  

  

  

    

AREAS DE LOS PICOS 
Vv (Vt) MO GA KA 

V 1=0.8 mL (0.8 mL) 857088 401049 319315 
V2 = 0.8 mL (1.6 mL) < 3000 > 3000 > 3000 
V3 =0.8 mL (2.4 mL) | NOHAYSENAL | NOHAY SENAL | NO HAY SENAL 
V4=0.8 mL (3.2mL) [| NOHAYSENAL | NOHAYSENAL | NO HAY SENAL         
  

  

V= volumen , Vt = volumen total 

La cantidad de cada kaureno contenida en la matriz original se calculd interpolando en 

las curvas de calibracion anteriormente descritas. 

TABLA 17.- % de kaureno contenido y extraido* de la matriz con cada uno de los 

volimenes. 
  

% DE KAURENOS EN BASE SECA 
  

  

  

  

        

MO GA KA 
V 1=0.8 ml 0.71(*) 0.37(*) 0.40(* ) 
V2 = 0.8 ml <01 >01 >0.1 
V3 =0.8 ml NO HAY SENAL NO HAY SENAL NO HAY SENAL 
V4 = 0.8 ml NO HAY SENAL NO HAY SENAL NO HAY SENAL 
  

De lo anterior podemos observar que en este experimento con ef primer volumen de 

hexano extraemos la mayor parte de los kaurenos y para garantizar una extraccin casi total 

empleariamos 1.6 mL. Por lo cual nuestras extracciones posteriores usaran un volumen de 

1.6 mL de hexano o mas para garantizar una completa extraccion. 
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5.7.4. OPTIMIZACION DEL PROCESO DE EXTRACCION EN FASE 

SOLIDA 

Al comparar el proceso de extraccion en fase solida ya optimizado en la seccion 5.5.1 

y aplicable al analisis de hojas con la inyeccién de un extracto hexanico silanizado del mismo 

lote de hojas. Se obtuvo lo siguiente. 

GA a 

A g 
' ‘ ' ' ' 
° 5 40 15 2 ton) 

FIGURA 34.- Cromatograma ( GC/FID ) obtenido de un extracto hexanico silanizado 

empleando tas condiciones descritas en la tabla 7 y en modo “split”. 

GA 

    I
N
I
 

    

FIGURA 35.- Cromatograma ( GC/FID ) obtenido mediante extraccién en fase sdlida 

empleando las condiciones descritas en la tabla 7 y en modo split.  
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5.7.5.- EVALUACION DE RESULTADOS GLOBALES 

. Los resultados obtenidos del contenido de kaurenos en tres matrices ( hoja, raiz y 

flor ) de un mismo individuo se presentan a continuacion. 

. HOJA 

EL 

4 3 
ry 4 v 4 ' 

‘ s te 

RAIZ 

  
  

1 
e $ rt 18 20 ton) 

FIGURA 36.- Cromatogramas ( GC/FID ) obtenidos mediante extraccién en fase 

sélida empleando las condiciones cromatograficas descritas en la tabla 7 y en modo 

split, en hoja, raiz y fler.
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La evaluacion del contenido de kaurenos en cada parte del mismo individuo se efectuo 

por duplicado tomando un conjunto de hojas, de flores o un trozo de raiz, los cuales se 

molieron y secaron. De estos lotes se tomaron las cantidades para aplicar la metodologia. 

Los resultados se tabulan a continuacion 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

Peso KAURENOS EN BASE SECA 
mg % MO | %GA | %KA 

{HOJA 1 201.3 NP 0.79 0.47 
2 198.4 NP 0.77 0.46 

JRAIZ. t 201.5 0.10 0.75 0.33 
2 202.4 0.09 0.77 0.34 

{FLOR 1 201.8 NP 0.81 0.55 
799.5 NP 0.78 0.54               

NP = NO ESTA PRESENTE 
  

  

  

m@MO 

MGA 

OKA         

  

OJA RAIZ FLOR =     
  

FIGURA 37.- % contenido de cada kaureno en base seca en tres matrices.  
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§.8.- ESTUDIO ALEATORIO DE CONTENIDO DE KAURENOS EN 

CUATRO INDIVIDUOS DE ZOAPATLE DE CIUDAD UNIVERSITARIA 

Se colectaron hojas de cuatro individuos de zoapatle en diferentes zonas de Ciudad 

Universitaria, se analizaron con la metodologia desarrollada y se calculé el porciento de cada 

uno de los kaurenos contenidos en base seca. 

Los resultados encontrados se expresan a continuacion. 
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

Peso KAURENOS EN BASE SECA 
mg % MO | %GA | %KA 

Al 200.7 0.12 0.94 0.57 
A2 499.2 0.412 0.94 0.56 

Bt 200.3 0.85. 0.77 0.40 

B2 200.2 0.85 0.76 0.39 

Ct 201.1 ‘0.08 0.78 0.43 

C2 199.7 0.10 0.79 0.42 

Dt 201 0.93 0.47 0.27 

b2 202.7 0.92 0.46 0.25 
              
  

  

  

  

  

  a % MO 

D% GA 

O% KA       

    

  

INDIVIDUCS 

FIGURA 38.- % de cada kaureno en base seca presentes en hojas en cuatro 

individuos seleccionados al azar de Ciudad Universitaria. 
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5.9.- DETERMINACION DE KAURENOS EN INFUSIONES ACUOSAS DE 

Montanoa tomentosa 

Se conocia con precisién el contenido de kaurenos en un lote de hojas que se evalud 

anteriormente, con él se prepararon infusiones acuosas que se evaluaron con dos 

metodologias optimizadas 1) extraccién liquido - liquido con EFS (fase normal) y 2) 

extraccion en fase sdlida (fase reversa ). Los resultados de cada uno de ellos se muestran a 

continuacion. 

5.9.1- EVALUACION DE LA EXTRACCION LIQUIDO-LIQUIDO PARA 

INFUSIONES ACUOSAS CON EFS (FASE NORMAL } 

Con objeto de tener un marco de referencia con el cual comparar se optimizé un 

método de extraccion liquido - liquido ya existente para infusiones acuosas y se adicioné la 

técnica optimizada de extraccién en fase sdlida (fase normal ). El procedimiento se describe 

a continuacion: 

1).- Se preparé un té ( infusion acuosa ) con 5 g de hoja de zoapatle en 100 mL de 

agua destilada, se dejé ebullir durante cinco minutos. 

2).- Se filtré todavia caliente por papel filtro, se dejé enfriar el filtrado 

3).- Del filtrado se tomaron cinco mililitros ( se hicieron cinco réplicas ) de infusion 

acuosa y se extrajeron con tres porciones de 5 mL de hexano. 

4) Se evaporo a sequedad y se reconstituyo con un mililitro de hexano 

5) Se aplicd la metodologia desarrollada mediante EFS ( fase normal ). 

6) Se derivé e inyecté en el cromatografo de gases empleando las condiciones 

cromatograficas descritas en la tabla 7. 

7) En los casos de que las muestras no se pudieran interpolar por estar por arriba del 

intervalo de la curva de calibracion, se efectuaron las diluciones pertinentes para 

interpolarlo.  
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8) Cuando las concentraciones quedaron por debajo del limite minimo de deteccidn se 

cambio el modo “split” por el “splitless’ empleando la curva de calibracion 

correspondiente. 

Los resultados obtenidos se presentan a continuacion 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

% RECUPERADO 

REPLICAS MO GA KA 

1 13.70 19.43 13.27 

2 12.53 17.70 12.36 
3 14.88 21.29 14.86 
4 11.20 17.37 12.00 
5 15.69 22.04 15.20 

PROMEDIO 13.60 19.58 13.53 
D.E. 1.80 2.07 1.44         
  

KAURENOS EN INFUSION ACUOSA 

  

MEN HOJA 

OEN TE       P
O
R
C
E
N
T
A
J
E
 

  

MO GA KA 

KAURENO     
  

D.E, = DESVIACION ESTANDAR 

FIGURA 39,- Evaluacién det % que se extrae de las hojas al preparar una infusién 

acuosa y extraerla con extraccién liquido-liquido y extraccién en fase sélida ( fase 

normal ),  
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5,9.2.- OPTIMIZACION DE EFS (FASE REVERSA ). 

Otra alternativa viable para infusiones acuosas es el empleo de extraccién en fase 

sdlida ( fase reversa ). Primero se planed la estrategia de lavado y elucion y se sometio a una 

optimizacién de cada paso. 

La optimizacion consistié en efectuar pruebas para obtener los volimenes adecuados 

para los siguientes pasos: 

a).- El volumen necesario para hacer el paso de lavado favoreciendo la retencién 

de la familia de kaurenos en la columna de EFS. 

b).- La composici6n y el volumen necesario de la fase movil que nos permitio eluir 

ja familia de kaurenos. 

El seguimiento de los eluatos provenientes se evalud inicialmente con cromatografia 

en capa fina y se ratificé con cromatografia de gases. 

La optimizaci6n de {os tipos y cantidades de fase movil que se emplearon conllevo al 

procedimiento estandar que a continuacion se resume: 

A una columna de extraccion fase solida (fase reversa, C18, 500 mg ) 

1),- Acondicionarla con 2 mL de metanol y posteriormente con 2 mL de HC! (0.01 N) 

2).- Sin dejar que la columna se seque, colocar un mL de infusion acuosa. 

3).- lavar con un mL de HCl (0.01 N) 

4).- Secar la columna con corriente de nitrogeno durante 10 min. 

4).- Eluir con 3 mL de una mezcla N-Hexano-Acetato de etilo (85:15). 

5).- El eluato obtenido se lleva a sequedad 

6).- Derivar con 50 pL de una mezcla de BSTFA:TMCS (100:5) , durante 20 minutos 

en un bafio maria a 60° C. 

7).- Inyectar en el cromatografo de gases el derivado con las condiciones 

cromatograficas descritas en la tabla 7.
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5.9.3. EVALUACION DE LA RECUPERACION DE KAURENOS 

MEDIANTE EXTRACCION EN FASE SOLIDA (FASE REVERSA ) 

Se efectud un estudio por quintuplicado del extracto acuoso de una matriz con una 

concentracion conocida de {a famiilia de kaurenos que permitié evaluar la eficiencia de la 

extraccion en EFS (FASE REVERSA). 

Se empleo et procedimiento optimizado de EFS (Fase reversa ). 

Los resultados obtenidos son los siguientes: 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

% RECUPERADO 

REPLICAS MO GA KA 

1 10.75 7.69 8.26 

2 12.50 8.35 6.49 

3 10.01 8.14 8.90 

4 9.61 8.23 6.14 

5 8.86 10.22 6.52 

PROMEDIO 40.35 8.53 7.26 

D.E. 1.38 0.98 1.23         
  

KAURENOS EN INFUSION ACUOSA 

2 - 
2 

S WENHOJA 
& iON TE 
9 (GENTE |   

  

KAURENO       
DE. = DESVIACION ESTANDAR 

FIGURA 40.- Evaluacién det % que se extrae de las hojas de un lote que contiene los 

tres kaurenos al preparar una infusién acuosa y extraeria con extraccién en fase sdlida 

( fase reversa ).
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Un ejemplo de un cromatograma obtenido a partir de una infusién acuosa ( té ) y 

extraido con extraccion en fase solida ( fase reversa ) se muestra a continuacion. 

C4 GA 

      
  

KA 

= E.l. 

mi m 
3 5 

Lo i,t | th 

0 5 10 15 t (min.) 

FIGURA 41.- Cromatograma obtenido de una infusién acuosa en un GC/FID con las 

condiciones cromatograficas de 1a tabla 7 y en modo “splitless” con un tote de hojas 

que sélo contiene dos de los kaurenos.
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5.9.4. COMPARACION ESTADISTICA ENTRE EXTRACCION LIQUIDO- 

‘ LIQUIDO CON EXTRACCION EN FASE SOLIDA FASE NORMAL ( ELL- 

| EFS-EN ) Y EXTRACCION EN FASE SOLIDA FASE REVERSA ( EFS-FR ). 

La comparacion estadistica entre ambas metodologias se realizé con una prueba t 

para comparacidn entre medias y una prueba F para las desviaciones estandar, tos resultados 

se presentan a continuacion: 

Tabla 18.- Comparacién entre las medias y desviaciones estandar para monoginoico 

entre ambas metodologias. 

MONOGINOICO     
EFSFR 
10.75 
12.50 
10.01 

9.61 

86 

  

MEDIA 13.60 10.35 

$= 1.80 1.38 

S2= 3.24 7.90 

  

  

  

  

A tcalculada t tablas (95 % 

3.21 2.34 
  

  

  

  

8 F caiculada F tablas (95 %) 

1.71 6.39 
  

            
§ = Desviacion estandar, $2 = Desviacion estandar al cuadrado 

Hipétesis aula A: La media dada por ambas metodologias es ta misma. 

Resultado: Se rechaza la hipotesis nula.   
Hipotesis nula B: La precision entre ambas metodologias no difiere 

significativamente 

Resultado: Se acepta la hipétesis nula.
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Tabla 19.- Comparacion entre las medias y desviaciones estandar para grandiflorénico 

* entre ambas metodologias. 

GRANDIFLORENICO    
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

ELL. R 

. 19.43 7,69 
17.70 8.35 

21.29 8.14 

17.37 8.23 

22.04 10.22 

MEDIA 19.57 8.53 

$= 2.07 0.98 

$2= $28 0.96 

A tcalculada ttablas (95 % 

10.79 2.31 

6 F calculada F tablas (95 % 

4.46 6.39           
§ = Desviacion estandar, S2 = Desviacion estandar al cuadrado 

Hipétesis aula A: La media dada por ambas metodologias es la misma. 

Resultado: Se rechaza la hipstesis nula. 

Hipétesis nula B: La precisién entre ambas metodologias no difiere 

significativamente 

Resultado: Se acepta fa hipétesis nula.  
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Tabla 20.- Comparacion entre las medias y desviaciones estandar para kaurenoico 

entre ambas metodologias. 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

KAURENOICO 

REPLICAS ELL-EFS-FN EFS-FR 

1 13.27 8.26 

2 42.35 6.49 

3 14.86 8.90 

4 12.00 6.14 

5 15.20 6.52 

MEDIA 13.54 7.26 
S= 1.44 1.23 

S$2= 2.07 1.54 

A: tcalculada ttablas (95 % 

7.41 2.31 

B F calculada F tablas (95 % 

1.37 6.39         
  

§ = Desviacion estandar, S2 = Desviacién estandar al cuadrado 

Hipétesis outa A: La media dada por ambas metodologias es [a misma. 

Resultado: Se rechaza la hipotesis nula. 

Hipétesis nula B: La precisién entre ambas metodologias no difiere 

significativamente 

Resultado: Se acepta la hipotesis nula. 
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DISCUSION 

El primer problema al que se enfrenta un quimico al desarrollar y optimizar una 

metodologia analitica, es contar con estandares o sustancias de referencia que le permitan 

evaluar cada uno de los procedimientos que van constituyendo una tecnica analitica y que 

finalmente conforman una metodologia. 

El desarrollo de una metodologia analitica que posea caracteristicas como 

reproducibilidad, precisin y exactitud, esta muy cercanamente relacionada con el empleo de 

estandares de una calidad aceptable. Este desarrollo se complica cuando el o los analitos 

deben ser separados y purificados partiendo de mezclas complejas como es el caso de los 

metabolitos en plantas. 

En escala mundial la tendencia a aislar y caracterizar una amplia gama de metabolitos 

secundarios va en aumento, como se muestra en las figuras 6 y 7. 

Sin embargo, es notorio que la mayoria de los estudios se detienen en el proceso de 

caracterizacién estructural y no avanzan posteriormente en los aspectos analiticos 

cuantitativos. Esta deficiencia impide aumentar el alcance de la investigacién fitoquimica 

limitando el potencial de conocimiento cientifico respecto a los metabolitos de plantas; o las 

posibles ventajas econémicas que pueden derivar de él. 

Los resultados del presente trabajo pueden considerarse como un ejemplo claro del 

potencial que ofrece el desarrollo metodolégico analitico especifico para una familia de 

compuestos. 

Como se menciona en !os antecedentes, en el caso del zoapatle se trata de una familia 

que ha sido estudiada con anterioridad, se cuenta con estandares y se tiene un cocnocimiento 

claro de fa estrategia de aislamiento. Partiendo de esta base, un primer paso fue confirmar la 

identidad y pureza de los estdndares. Las técnicas analiticas que se emplearon 

satisfactoriamente para este fin, son la espectrometria de masas y la resonancia magnética 

nuclear: Los resultados obtenidos ( seccién 5.2 ) coincidieron plenamente con los que citaba 

la literatura y con estudios anteriores. 

Para la evaluacion de la pureza se parti en primera instancia comparando el punto de 

fusion de cada uno de los metabolitos reportados en articulos anteriores ( tabla 2 ), 
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encontrandose que correspondian con los citados, la segunda prueba fue con la 

cromatografia en capa delgada ( CCD ), que a pesar de que los tres estandares contaban 

con el mismo Rf no se evidencié ninguna mancha adicional y tipicas en los extractos de la 

matriz ( Figura 12 ), La tercera evidencia fue su analisis por cromatografia de gases 

acoplada a espectrometria de masas, y para ello fue necesaria su derivacion quimica ( Figura 

13 ). Los resultados obtenidos mostraron un sdlo pico y un espectro de masas que 

correspondia plenamente con los derivados sililados ( Figuras 14, 15 y 16 ). 

La evidencia que proporcionaron estas cinco técnicas analiticas demostré que los 

estandares empleados eran de la calidad requerida. 

Debido. a que uno de los objetivo era trabajar directamente con la matriz original, se 

experimento inicialmente con el extracto hexanico directamente silanizandolo ( Fig. 34 ). 

Los resultados obtenidos indicaron la conveniencia de la aplicacion de un tratamiento previo 

de purificacién o pretratamiento. Simultaneamente se optimizaron las condiciones 

cromatograficas para Ja separacion en cromatografia de gases ( seccién 5.3 ) y las 

condiciones de separacién en capa delgada ( seccion 5.4 ). Esta ultima nos permitid evaluar 

diferentes fases moviles para posteriormente extrapolarlas a la extraccién en fase solida 

(EFS ). Es pertinente enfatizar que la cromatografia en capa delgada resulto un excelente 

auxiliar en la seleccién de condiciones de retencién y elucién éptimas, cuya extrapolacion 

facilito 1a implementacién satisfactoria de la EFS. 

Este hecho tiene gran relevancia al considerar la posibilidad de extender [a aplicacion 

de esta metodologia al estudio de metabolitos secundarios distintos. 

Dado que se cuenta con una base amplia de informacion cualitativa sobre el 

comportamiento de numerosos metabolitos en CCD ( usualmente en forma normal ). Las 

posibilidades de la aplicacién de 1a metodologia de EFS son previsiblemente muy amplias. 

Los ajustes necesarios para una aplicacién exitosa al estudio de otros metabolitos pueden 

considerarse minimos. 

Con el soporte de CCD se iograron optimizar; los volumenes y condiciones necesarias 

para el aislamiento por EFS de Ja familia de kaurenos a estudiar. En esta fase se hizo 
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necesario evaluar la eficiencia de la extraccidn, y como io muestran los resultados ( Fig. 20). 

Esta fue superior al 98 % en cada uno de los casos. 

EI siguiente paso fue la obtencién de curvas de calibracién. El primer problema por 

resolver deriva det hecho que la metodologia se compone de una serie de pasos que estan 

sujetos a errores aleatorios y sistematicos. Conociendo que Ia adicion de un estandar interno 

minimiza este tipo de errores, era necesario sustentar su empleo. Los experimentos se 

disefiaron con este propésito y los resultados evidenciaron que el empleo de un estandar 

interno con caracteristicas similares a los analitos de interés mejoré el coeficiente de 

correlacion de las curvas de calibracion ( secci6n 5.6.1. ). 

Estadisticamente fue necesario demostrar si la comparacién de los resultados 

obtenidos con y sin estandar interno demostraban ser significativos. El primer resultado 

( tabla 12 ) muestra que hay correlacion entre 1a concentracion y la relacién de areas y/o 

areas con un intervalo de confianza del 99 % en las seis curvas. Lo anterior lo podemos 

considerar como una evidencia de linealidad apoyados también en las graficas de las curvas 

de calibracién. 

La comparacion de desviaciones estandar entre ambas metodologias nos proporciona 

evidencia de precision; la comparacién entre pendientes ( tabla 13 ) demuestra con un 

intervalo de confianza del 95 % que la pendiente asociada al método usando un estandar 

interno, es mas precisa que sin estandar interno. 

El limite de deteccién que se logra en funcidn del uso de un estandar interno, resulto 

significativamente diferente y menor para el caso donde se emplea dicho estandar ( tabla 14). 

En conjunto las evidencias anteriores muestran con un intervalo aceptable de confianza 

que en general el método con estandar interno es lineal, preciso y tiene un limite minimo de 

deteccién menor. Podemos entonces sustentar que el método es reproducible. 

Uno de los objetivos que se perseguian desde el inicio de este trabajo era que la 

metodologia permitiera el empleo de pocos miligramos de matriz _(ca. 50-100 mg), to 

anterior nos conduciria a la deteccion de trazas en el cromatdgrafo, para lo cual se 

construyeron curvas de calibracién en el modo “splitless”. Los resultados nos permitieron 
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ver que es posible la deteccién de los metabolitos de interés en ng de analito en gramos de 

matriz (ppb ). 

Desde los primeros resultados experimentales result evidente que el modo “ split “ 

seria una alternativa adecuada para evitar pasos de dilucién. Por esta razon se construyeron 

y evaluaron curvas de calibracion en este modo por triplicado con resultados satisfactorios 

(seccion 5.6.2.1). 

El trabajo con las matrices a evaluar sugirid la optimizacion de ciertos pasos para 

dotar de reproducibilidad a la presente metodologia en conjunto. Estos pasos fueron por 

ejemplo el tiempo dptimo de secado de las matrices a evaluar, asi como del volumen 

necesario para extraer en su totalidad los kaurenos de 1a matriz ( secci6n 5.7 ). 

Ei punto culminante fue mostrar como operaba la metodologia en las matrices reales 

por explorar. Los resultados de los experimentos ( seccion 5.7.5 ). evidencian la robustez de 

la metodologia, que no sélo posee un valor cuantitativo sino que permite evidenciar que en 

un individuo de zoapatle existen diferencias individuales en cuanto a la concentracién en 

tres diferentes partes de la planta, a la vez que en una de ellas se evidencia la presencia del 

acido monoginoico, ef cual no se encuentra presente en las otras. 

Lo anterior crea las condiciones ideales para un estudio sistematico completo de las 

concentraciones de cada kaureno en distintas partes de la planta y que connotaciones 

globales pueda tener esto al correlacionarlo con diversas variables. Estos datos muestran un 

claro potencial de la metodologia descrita para modelar con gran precision, la produccién de 

metabolitos secundarios en funcion de variables de muy variada naturaleza ( agronémicos, 

biotecnolégicos, bioquimicos, ete. ). 

Una de tas cuestiones que did origen a una controversia en los Ultimos afios, fue 

establecer si estos kaurenos se encuentran en una infusién acuosa. Con la evidencia 

cualitativa (50), se decidid emplear la presente metodologia con una extraccién liquido- 

liquido y acoplaria a la EFS ( fase normal ). El resultado fue contundente y revelador puesto 

que muestra que al hacer un “té” con las hojas siguiendo los procedimientos empiricos, los 

porcentajes de acidos monoginoico y kaurenoico son superiores al 13 %, mientras para el 

caso de grandiflorénico que tiene un doble enlace adicional el porcentaje se eleva hasta un 
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20 % con respecto a las hojas que contenian los tres y cuyo contenido se considero el 100 % 
P' as q! 

(seccion 5.9.1 ). 

Lo anterior dié la pauta para investigar la EFS en fase reversa para poder enfrentar 

problemas con matrices de naturaleza acuosa. Esto derivé en el desarrollo de la metodologia 

descrita en la parte 5.9.2: Los resultados ( seccion 5.9.4 ) muestran que para los tres 

kaurenos la metodologia que conjunta extraccién liquido-liquido con extraccién en fase 

solida en fase normal obtiene porcentajes mayores de recuperacion. De acuerdo a este 

resultado se consider6 que las condiciones en fase reversa tendran que ser optimizadas para 

establecer su aplicabilidad y su valia como procedimiento alternativo. 

CONCLUSIONES 

El desarrollo de una metodologia analitica requiere de un proceso sistematico de 

evaluacion y optimizacion de cada paso que la conforman. Muchos de ellos son técnicas 

completas que al unirse le confieren su potencialidad, a la vez que son la fuente de errores 

muy diversos que deben conocerse y minimizarse. 

Las caracteristicas que sobresalen de este trabajo se presentan a continuacion: 

1).- Se mejoraron las condiciones para la cuantificacion de los tres kaurenos en cuatro 

diferentes matrices (hojas, raiz, flor e infusiones acuosas ). 

2).- El empleo del pretratamiento (prepurificacin ) por extraccion en fase solida 

condujo a Ja disminucion de interferencias, disminuyé el nivel de ruido durante la corrida 

cromatografica y minimiz6 el deterioro gradual de la cabeza de la columna capilar. 

3),- Fue posible llevar la cuantificacion hasta niveles de ng/g (ppb) de cada uno de los 

tres kaurenos. 

4).- La metodologia result6 reproducible en un nivel muy satisfactorio. 

5).- La cantidad de matriz necesaria para el analisis es entre 50 y 200 mg (ie. menos 

de lo que pesa una hoja seca de la planta ). 

6).- Se demostré cuantitativamente la presencia de los kaurenos en la infusion acuosa.
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Los resultados globales del trabajo con las diferentes matrices dan la pauta para 

estudios mas profundos sobre el papel que estos desempefian en la planta y sobre las 

variables que regulan su biosintesis. 

La aplicacion creativa de los métodos de !a quimica analitica contemporanea introduce 

nuevas perspectivas para extender y profundizar el conocimiento cientifico sobre uno de los 

mas valiosos y estratégicos recursos renovables que posee México: su flora medicinal. 

Lo anterior nos permite vislumbrar para el quimico analitico un papel sumamente 

importante en los estudios modernos de fitoquimica. En la busqueda de nuevos y mas 

profundos conocimientos cientificos sobre metabolitos secundarios de plantas, la quimica 

analitica representa una contribucion fundamental. 
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