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realización del trabajo, aśı como sus consejos durante la duración de este.

De igual manera, agradecer a Francisco de la Rosa y a Rosario Gómez por proporcionarme la
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Lista de abreviaturas

� CECTEC: Centro de Educación, Capacitación y Tecnoloǵıa Campesina

� CG: Cromatograf́ıa de gases

� CG-MS: Cromatograf́ıa de gases con detector de masas

� EC50: half maximal effective concentration.

� FID: Detector de ionización de llama

� HPLC: Cromatograf́ıa ĺıquida de alta resolución

� HPLC-UV: Cromatograf́ıa ĺıquida de alta resolución con detector fotodiodo array y ultra-
violeta

� HSV: Herpes Simplex Virus

� IUPAC: Unión Internacional de Qúımica Pura y Aplicada

� IC50: half maximal inhibitory concentration

� LOD: Ĺımite de detección

� LOQ: Ĺımite de cuantificación

� MIC: minimal inhibitory concentration

� RP-HPLC: Cromatograf́ıa ĺıquida de alta resolución en fase reversa
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Caṕıtulo 1

Resumen/Abstract

En el presente trabajo, se ha realizado un estudio para la determinación de polygodial y es-
tigmasterol, compuestos de origen biológico, mediante cromatograf́ıa de gases con detector de
ionización a la llama y de ĺıquidos con detector ultravioleta-visible. Estos compuestos se encuen-
tran presentes en diversas especies vegetales, y pueden ser empleados de forma medicinal o como
controladores biológicos, sobre todo en algunas zonas de Latinoamérica. Primeramente, se ha pro-
cedido a tratar de optimizar un proceso de extracción con distintos disolventes (metanol, etanol,
diclorometano y hexano) para, a continuación, realizar un estudio sobre patrones y extractos a fin
de establecer las condiciones óptimas de medida, tanto para GC como para HPLC. Por último,
se han realizado determinaciones en muestras de plantas: Philodendron Bipinnatifidum y Poly-
gonum Punctatum, recogidas en Paraguay. Los resultados obtenidos corroboran la existencia de
estos compuestos en las plantas, representando un porcentaje entre el 0,1 % y el 0,01 % del peso
total de cada una de ellas.

Abstract
In this work, there has been made a study about the determination of polygodial and stigmas-

terol which are biological compounds through gas chromatography with flame ionization detector
and high-performance liquid chromatography with ultraviolet-visible absorbance detector. The-
se compounds are found in diverse vegetal species and could be used in a medicinal way or as
biological controllers, especially in some places in Latin-America. First, it has proceeded to try
to optimize an extraction procedure with different solvents (methanol, ethanol, dichloromethane
and hexane) to, them, perform a study in standard patron and herbal extracts to establish the
optimal conditions of measure for both CG and HPLC. Finally, it was determined in plants: Phi-
lodendron Bipinnatifidum and Polygonum Punctatum, picked in Paraguay. The results obtained
confirm the existence of this compounds in each one of them.
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Caṕıtulo 2

Introducción

Es innegable que muchos vegetales presentan actividad farmacológica y ha sido durante muchos
siglos la principal fuente para elaborar productos con capacidad curativa, ya que se mantiene en
el acervo popular, como puede ser el ejemplo del ácido salićılico, presente en las hojas y corteza de
sauce. En el caso del que versa este trabajo, se abordará el uso de los vegetales como controladores
biológicos de plagas en determinadas zonas de América del Sur y la identificación de alguno de
sus principios activos.

Los agrosistemas -es decir, los ecosistemas agŕıcolas- son ecosistemas frágiles por definición,
puesto que el equilibrio existente entre las especies se rompe. En este tipo de ecosistemas la varie-
dad de especies (tanto vegetales como animales) es muy limitada por lo que es fácil que aparezcan
plagas al eliminarse la competencia natural entre especies. Para combatirlas tradicionalmente se
han empleado plaguicidas e insecticidas. Sin embargo, están surgiendo nuevas tendencias para
combatir las plagas más respetuosas para con el medio ambiente, como son los controladores
biológicos.

Se definen los controladores biológicos como el conjunto de métodos que hacen intervenir a
los seres vivos o productos derivados de ellos para reducir o suprimir las pérdidas causadas por
las especies perjudiciales para el hombre, sus cultivos o sus animales domésticos [1]. Lo que
se pretende con estos métodos no es la completa erradicación de la plaga, sino mantener las
poblaciones causantes del daño en un umbral de actividad con el fin de reducir las pérdidas.

El uso de los controladores biológicos de plagas presenta altas expectativas en lo tocante al
desarrollo de los cultivos, sobre todo desde el punto de vista de la agricultura ecológica, donde
se promueven prácticas agŕıcolas basadas en el uso de fertilizantes y pesticidas de origen natural,
en sistemas de policultivos excluyendo los monocultivos de gran extensión que por ser agroe-
cosistemas más frágiles. Actualmente la agricultura ecológica representa una alternativa real en
la producción agŕıcola mundial con cerca de 60 millones de hectáreas, destinadas a este tipo de
producción y alrededor de tres millones de productores, con un comercio valorado en 100.000
millones de dólares [2].

Un ejemplo de este tipo de controladores son biológicos los que han sido objeto de este trabajo.
Estas especies, son usadas por los agricultores paraguayos como método insecticida y repelente de
insectos, empleándose o bien en solitario, o bien una mezcla de varios vegetales. También ofrecen
la ventaja de que, al ser especies vegetales comunes que crecen de forma silvestre en la zona de
estudio, son accesibles y económicas para el campesinado más pobre.
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8 CAPÍTULO 2. INTRODUCCIÓN

2.1. Descripción de los ejemplares vegetales estudiados

Los controladores biológicos que se han estudiado son las especies Philodendron bipinnatifidum
y Polygonum Punctatum, ya que con estos ejemplares se ha trabajado en cultivos agroecológicos.
Ambos vegetales difieren mucho entre śı, tanto en sus caracteŕısticas f́ısicas observables como
en su forma de reproducción, ya que, de hecho, ni tan siquiera pertenecen a la misma clase
de la división angiosperma, puesto que el ejemplar Philodendron Bipinnatifidum pertenece a las
monocotiledóneas y el ejemplar Polygonum Punctatum pertenece a la clase II o dicotiledóneas.

2.1.1. Philodendron Bipinnatifidum

Esta especie vegetal se localiza en el continente sudamericano entre los meridianos 41º y 58º
de longitud Oeste y los paralelos 20º y 27º de latitud Sur. Dicha zona abarca la provincia de
misiones (Argentina), el sur de Brasil y todo Paraguay (exceptuando los departamentos de Alto
Paraguay y Boquerón), [3] como puede verse en la figura 2.1. Esta planta se conoce comúnmente
con los nombres de güembé, imbé o banana-de-macao, siendo los dos últimos siendo exclusivos de
la zona brasileña.

Figura 2.1: Área geográfica de Philodendron Bipinnatifidum

La especie Philodendron Bipinnatifidum pertenece a la familia de las Araceae. Es una planta
perenne que contiene látex en su interior y puede medir hasta 1,5 metros de altura. El tallo
arborescente puede medir hasta unos 18 cm de diámetro. Las hojas presenta una forma ovalada,
semejante a la forma de un corazón y están subdivididas en pequeños gajos o pinnatifidos. Son
hojas flexibles pero con cierta resistencia, y miden de largo entre 10 a 100 cm y de ancho de 300-70
cm. Los pinnatifidos a su vez presentan un borde dentado [3]. Ejemplificando esta descripción,se
puede observar la especie estudiada en la figura 2.2.

Recientemente, ya han sido identificados diversos compuestos presentes en la planta tales como
stigmasterol o β-sitosterol [4].
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Figura 2.2: Philodendron Bipinnatifidum

Usos medicinales

Los usos medicinales de la planta son conocidos desde hace casi un siglo. Ya se documentó en
1931 como los indios canigüá empleaban las hojas como antiséptico [3] y en Brasil, la planta en
su totalidad se emplea para combatir úlceras, reumatismo y orquitis, aśı como aplicado en la
curación de heridas [5].

Usos en la agricultura

Las hojas de Philodendron Bipinnatifidum se emplean como insecticida tanto en la provincia
de Misiones (Argentina) aśı como en Paraguay. La forma de empleo más antigua documentada
consiste en triturar la hoja y esparcir los fragmentos en el suelo y sirve para combatir piques (Tunga
penetrans), pulgas (Siphonaptera), nigüas (Sarcpsilla penetrans) y algunos otros insectos [3].

También se ha observado in situ su uso en el terreno, bien empleando extractos solamente de
la planta o bien en combinación con extractos de otras plantas.

2.1.2. Polygonum Punctatum

Esta planta se localiza en hábitats húmedos, tales como humedales o en la proximidad de los
ŕıos. Su distribución geográfica es amplia pues puede encontrarse en prácticamente la totalidad
del continente americano y en diversos páıses asiáticos, como se muestra en la figura 2.3.

Este vegetal alcanza una altura de 1,5 metros de alto, El tallo es simple de color verde rojizo,
agudizándose los tonos rojos de este al secarse. Las hojas pueden medir hasta 16 cm de largo
y con forma de punta de lanza. Las flores se agrupan en racimos de hasta 8 cm de largo y son
pequeñas y de color blanquecino [27]. Es una planta de baja altura (aproximadamente 50 cm de
alta), con hojas alargadas de unos 2 cm de largo y con forma de lanza. El tallo presenta un color
verde-rojizo, agudizándose el color rojo al secarse. Las flores son de color blanco brillante. Estos
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Figura 2.3: Área geográfica de Polygonum Punctatum

detalles pueden observarse en la figura 2.4.

Esta planta presenta un sabor picante, lo cual hace que en guarańı esta hierba sea conocida
como Kaá’tai o en Argentina con el nombre de Vinagrillo.

Figura 2.4: Polygonum Punctatum

En la actualidad, el total de compuestos identificados en esta planta asciende a dos: polygodial
[6] y β-sitosterol [7].

Usos medicinales

Esta planta se emplea en el tratamiento de diversas enfermedades e infecciones. Su uso para
el tratamiento de enfermedades de forma tradicional se encuentra ampliamente documentado,
puesto que tanto las tribus preexistentes en Latinoamérica como los criollos que llegaron con
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la colonización empleaban infusiones de las partes aéreas de las plantas para el tratamiento de
hemorroides, como desinfectante aplicándose sobre heridas abiertas o como antiinflamatorio [8],
[9], [10].

Extractos mediante maceración en diclorometano de la planta presentan actividad frente a
diversos microorganismos, inhibiendo el crecimiento de estos: Bacillus subtilus, Staphylococus au-
reus, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans y Escherichia coli mientras que los extractos en
metanol presenta actividad solo contra Bacilus subtilis. Dicha planta no solo presenta actividad
antimicrobiana, sino que extractos metanólicos del vegetal muestran actividad anti-HSV [11].

Extractos en diclorometano de esta planta también presentan actividad antfúngica frente a
C.sphaerospermum [6].

Usos en la agricultura

Al igual que el ejemplar anterior, esta planta se emplea también como un biodefensor en diversos
cultivos en Paraguay, enmarcados en el ámbito de la agroecoloǵıa, aunque su uso todav́ıa es
limitado.

2.2. Descripción de los analitos estudiados

2.2.1. Estigmasterol

Este compuesto pertenece a la familia de los fitoesteroles y su nombre mediante la nomen-
clatura de la IUPAC es (3S, 10R, 13R)-17-((2R,5S,E)-5-etil-6metilhepten-3-il) -10,13-dimetil-
2,3,4,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17 -tetradecahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-3-ol, pero nos refe-
riremos a lo largo de este trabajo por su nombre más común, estigmasterol (figura 2.5). Su peso
molecular es de 412,37 g/mol y en estado sólido es un sólido blanco.

Figura 2.5: Estigmasterol

Este compuesto orgánico, se encuentra presente en numerosas especies vegetales, ya que la
familia de los fitoesteroles es común a todos los vegetales, lo único que vaŕıa entre cada planta
es la cantidad de fitoesteroles de cada tipo. Recientemente se está investigando el efecto de este
compuesto frente a diversos tipos de cáncer, como el cáncer gástrico [12]. También se ha estudiado
la actividad inhibidora de hormonas tiroideas (T4) cuando se aplica sobre organismos vivos [13].
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2.2.2. Polygodial

La nomenclatura IUPAC de esta molécula es (1R, 8aS)-5,5,8a-trimetil-1,4,5,6,7,8,8a-octahidronaf-
taleno-1,2-dicarbaldehido y su fórmula qúımica es C15H22O2 aunque se denomina polygodial (fi-
gura 2.6). Su peso molecular es de 234,34 g/mol. En estado sólido, presenta un color amarillo
claro-beis.

Figura 2.6: Polygodial

Este sesquiterpeno dialdeh́ıdo se encuentra en una gran variedad de plantas, como es el caso de
la familia Polygonaceae a la que pertenece la especie Polygonum Punctatum.

Esta molécula orgánica presenta actividad repelente frente a áfidos (insectos de la familia Ap-
hidoidea) [14], [15], no solo actuando como repelente, sino que también mata a las larvas de
estos empleando disoluciones con concentraciones mayores o iguales a 40 ppm, convirtiendo a
este compuesto en un insecticida más potente que el conocido DEET [16].

En diversos ensayos biológicos, el polygodial se ha sido visto como un prometedor antifúngico
frente a hongos filamentosos como pueden ser Sacharomices Cerevisiae y Candida albicans y se
ha comprobado que es más potente frente a estos que otros antibióticos, tales como actinomycin
D, rifampicin y amphotericin B, siendo el MIC del polygodial de 1,56 µg/ml frente al hongo S.
cerevisiae [19].

Adicionalmente, presenta actividad antihelmı́ntica frente a C. elegans con un EC50 = 13,1±
5,3µM. Diversos estudios han demostrado que es un inhibidor de la movilidad de las larvas de la
especie Trichostrongylus soluriformis (un nemátodo parásito de las ovejas) presentando un IC50

= 0,07 mg/ml [18].

2.3. Antecedentes bibliográficos

En lo referente al estigmasterol, la bibliograf́ıa, relativa a su identificación y cuantificación es
extensa. Las columnas empleadas para ello son apolares (C18) o de una polaridad intermedia
(C8), y las fases móviles empleadas son muy variopintas como se ve resummido en la tabla 2.1.
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Columna Fase móvil Referencia bibliográfica

C8

Metanol 86 %, agua 14 % [20]

88 % metanol, 12 % agua [21]

metanol 95 % agua 5 % [22]

C 18

70 % acetonitrilo 30 % metanol [23]

amonio acetato en agua [24]

90 % metanol, 10 % acetonitrilo [25]

50 % acetonitrilo, 50 % agua [26]

Tabla 2.1: Resumen bibliográfico de distintos métodos de separación y cuantificación del estig-
masterol

Los antecedentes bibliográficos del polygodial presentan un número menor, y, se centran en la
observación mediante técnicas más novedosas, como el CG-MS. De forma general, se suele emplear
una rampa desde 70ºC hasta 200 ºC de 10ºC/min, empleando como gas portador He [19], [17] y
la identificación del compuesto se realiza por comparación con bibliograf́ıa existente.





Caṕıtulo 3

Objetivos y Plan de Trabajo

El objetivo del presente trabajo consiste en la determinación de los compuestos de polygodial
y estigmasterol en plantas, concretamente en los ejemplares P. Punctatum y P. Bipinnatifidum
cuyos compuestos presentan actividad farmacológica y pesticida, comentada en el caṕıtulo ante-
rior. Ambos compuestos orgánicos fueron extráıdos a través de dos técnicas: el método Soxhlet y
mediante maceración del vegetal en disolventes orgánicos. La identificación de dichas moléculas
y, posterior cuantifiación de las mismas se realizó poniendo a punto dos métodos distintos para
cada uno de ellos; el estigmasterol se identificará y cuantificará pormediante HPLC-UV/Vis y el
polygodial mediante CG-FID.

Para la consecución de los objetivos se analizaran los patrones en diversas condiciones en cada
uno de los equipos disponibles, aśı como los extractos en varias condiciones para obtener la mejor
separación de las moléculas orgánicas a analizar.

15





Caṕıtulo 4

Procedimiento Experimental

4.1. Material

� Botes de plástico (45 y 100 ml)

� Equipo de extracción Sohxlet

� Filtro de papel gravimétrico

� Filtro de jeringa 25mm 0,45µm

� Filtro de jeringa 25mm 0,22µm

� Matraces Erlenmeyer (100 ml)

� Matraces volumétricos (5 ml, 10 ml, 25 ml, 100 ml)

� Pipetas (1ml, 2 ml, 5 ml, 10ml y 25ml)

� Vasos de precipitados (50 ml, 100 ml y 250 ml)

� Viales de 10 ml

� Viales para cromatograf́ıa de gases

4.2. Equipos

Los equipos empleados en la elaboración de este trabajo de investigación se localizan en el
departamento de anaĺıtica de la Universidad de Valladolid y son los siguientes:

� Balanza Anaĺıtica de precisión 0,00001g

� Columna del gases BP-20

� Columna del HPLC C18 5.0 de longitud 150 x 4,6 mm.

� Columna del HPLC de CN 5.0 longitud 250 x 4,6 mm

17
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� Cromatógrafo de gases con detector de ionización de llama (FID) Agilent Technologies
6890N

� Cromatógrafo de ĺıquidos de alta resolución HPLC con detector ultravioleta visible Agilent
Technologies 1200 series

� Esprectrofotómetro de UV-Visible Marca HP Hewlett Packard

� Rotavapor

4.3. Reactivos

Reactivos:

� Polygodial ≥ 97 % Sigma - Aldrich®

� Stigasterol ≥ 95 % Sigma - Aldrich®

Disolventes:

� Acetonitrilo calidad HPLC (pureza ≥ 99,6 %)

� Agua calidad HPLC (hablar del destilador de agua)

� Diclorometano (pureza ≥ 95 %)

� Etanol (pureza ≥ 99,5 %)

� Hexano (pureza ≥ 99,6 %)

� Metanol (pureza ≥ 95 %)

� Metanol calidad HPLC (pureza ≥ 99,9 %)

� Tampón ácido fosfórico

4.4. Obtención de la muestra

Las muestras fueron obtenidas en terrenos pertenecientes a CECTEC ubicado en el departamen-
to de Itapúa, distrito de Edelira de Paraguay durante el mes de noviembre (fecha 15/11/2018),
época estival. La identificación de los ejemplares fue realizada sobre en el terreno por la cotutora
de este trabajo y fue ratificada en la Universidad Nacional de Asunción, campus de San Lorenzo
de dicha universidad. Asimismo, se guardó un ejemplar de herbario por cada una de las plantas
en el departamento mencionado con anterioridad.
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Figura 4.1: Coordenadas de la toma de la muestra

4.5. Toma y preparación de muestras

Las muestras se recogieron en la zona anteriormente indicada en Paraguay. Las dos especies
vegetales, fueron cortadas (sólo la parte aérea) a medio d́ıa (12 a.m.) para evitar la humedad la
acumulación de humedad, y se dejaron secar a temperatura ambiente de unos 30 ºC durante 3
semanas. Posteriormente, fueron trituradas en un molino y envasadas en plástico para su para su
posterior transporte a España. En Valladolid, se toma una cantidad representativa de la muestra,
se trocea, se trocea, se deja secar a temperatura ambiente de laboratorio 48 horas. A continuación,
se pesa una cantidad de alrededor de 5 gramos y del modo conveniente se procede a su tratamiento
para la extracción de los compuestos a estudiar.

4.5.1. Extracción en Soxhlet

El método de extracción Soxhlet (figura 4.2) es uno de los tipos de extracción sólido-ĺıquido
basado en la diferente solubilidad de los compuestos que componen la matriz sólida, permitiendo
aśı acotar el número de compuestos a extraer por su solubilidad. Este método consiste en realizar
una extracción en continuo, favoreciendo aśı que el disolvente entre mayor número de ocasiones en
contacto con el analito, aumentando aśı la cantidad de analito extráıda. En el caso que abarca este
trabajo, se prepararon cartuchos de celulosa con cantidades comprendidas entre 4,7 y 5,1 gramos
de muestra que fueron situados en el cuerpo del sohxlet, añadiendo disolvente en el matraz inferior
que se encuentra en contacto con una fuente de calor. Para evitar la evaporación del disolvente,
el cuerpo del Sohxlet se encuentra unido por la parte superior a un refrigerante que condensa el
disolvente. Mediante esta técnica se realizaron extracciones con hexno y metanol en el caso de P.
Punctatum y solo con etanol en el caso de p. Bipinnatifidum. El tiempo de extracción fue de 8
horas. El volumen obtenido en los tres casos se llevó a un matraz de 100 ml y se enrasó con el
correspondiente disolvente.
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Figura 4.2: Extracción mediante Sohxlet de la muestra

4.5.2. Extracción por maceración

Se han realizado extracciones por maceración en diferentes disolventes en ambos ejemplares de
plantas. Para ello, se toma una proporción de aproximadamente 5 gramos de material vegetal del
ejemplar P. Puntatum seco se introdujo en sendos Erlenmeyer a los que se añadieron 100 ml de
metanol y diclorometano y, en el caso del vegetal P. Bipinnatifidum se tomó una cantidad también
en torno a 5 gramos que se introdujo en un vaso de precipitados con un volumen de etanol igual
que en el caso anterior y se mantuvo a temperatura ambiente durante 72 horas. Posteriormente
se eliminó el disolvente mediante rotavapor para evitar calentar la muestra.

4.5.3. Preparación de las disoluciones patrón de Polygodial y Stig-
masterol

Se toman alrededor de 0,010 g de estigmasterol, se disuelve en etanol y la disolución se lleva a
un matraz de 100 ml, enrasando con etanol, con lo cual se obtiene una disolución del orden de
100 ppm, a partir de esta y por dilucion con etanol se preparan los demás patrones entre 2 ppm
y 50 ppm.

Asimismo, se tomaron cantidades del orden de 0,001 g de polygodial que se diluyeron en etanol,
en un matraz de 10 ml, obteniéndose una disolución de 100 ppm. El resto de disoluciones patrón
de menor concentración se obtuvieron a partir de la dilución de esta primera, estando estas
comprendidas en un rango entre 20 ppm y 80 ppm.
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4.6. Técnicas de análisis

4.6.1. Espectroscopia molecular UV-Visible

Esta técnica se basa en la medida de la absorbancia de una molécula que se encuentra en el
interior de una celda transparente a la longitud de onda de la fuente de luz incidente.

4.6.2. Cromatograf́ıa ĺıquida HPLC

La cromatograf́ıa ĺıquida de alta resolución es una modalidad de separación en la cual la fase
móvil es ĺıquida pasa a través de la fase estacionaria, sólida o ĺıquida, que está retenida en un
recinto ciĺındrico (columna). En esta técnica la fase móvil es empujada mediante un sistema de
bombeo a través de la columna y, a la salida de esta, la muestra es detectada por el detector
correspondiente, en el aparato empleado, es un detector ultravioleta-visible como el empleado en
la espectroscopia molecular visible señalada en el apartado inmediatamente superior.

4.6.3. Cromatograf́ıa de gases

La cromatograf́ıa de gases es una técnica de separación en la que la muestra se separa debido a
las interacciones que establece la muestra con la fase estacionaria. La principal diferencia con la
cromatograf́ıa anterior es que la muestra y la fase móvil se encuentra en fase gas e interacciona
con una fase estacionaria ligada y entrecruzada con la śılice presente en la fase estacionaria. La
muestra se introduce en el portal de inyección donde se volatiliza y es arrastrada por la fase móvil
a lo largo de toda la columna, para posteriormente, a la salida de la columna ser detectada.

Detector de ionización a la llama (FID)

El funcionamiento de este detector está basado en la relación que existe entre la conductividad
eléctrica de un gas y la concentración de part́ıculas cargadas. La muestra es pirolizada a la salida
de la columna mediante una llama formada por una mezcla de aire e hidrógeno. Al combustio-
narse la muestra, se generan las part́ıculas cargadas anteriormente que se detectan mediante un
picoampeŕımetro. La magnitud de la corriente es proporcional al número de átomos o part́ıculas
cargadas, por lo que este detector produce una señal directamente proporcional a la cantidad
de materia introducida. De forma general, presenta elevada sensibilidad, un gran intervalo de
respuesta lineal y bajo ruido de fondo, aunque es un detector destructivo con la muestra
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4.7. Experimentación

4.7.1. Espectroscopia UV-Visible

Diferentes disoluciones patrón de estigmasterol fueron analizadas por esta técnica con el fin
de obtener la longitud de onda de máxima absorbancia. Para ello, se introdujeron en cubetas
espectofotométricas de cuarzo y se realizó un barrido para determinar la longitud de onda de
máxima absorción a efectos de los posibles estudio y determinación por cromatograf́ıa de ĺıquidos
HPLC detector ultravioleta visible. El espectro de absorción se observa en la imagen inferior.

Figura 4.3: Espectro de absorción del estigmasterol. Patrón de 10 mg/l

Como puede observarse en la figura 4.3, la longitud de onda de máxima absorción para el
estigmasterol este compuesto corresponde a 205 nm.

4.7.2. HPLC con detector UV-Vis

Se realizó un estudio para disoluciones patrón de estigmasterol en dos columnas, una columna
con fase estacionaria apolar y otra altamente polar, para observar cual produćıa mejores resulta-
dos.

Columna con fase estacionaria apolar

Se empleó una columna apolar C18 y se emplearon las fases móviles, reflejadas en la tabla 4.1.

Fase móvil
Tiempo de retención (min)

Acetontrilo Metanol Tampón ácido fosfórico

70 % 30 % 0 % 30,157
30 % 20 % 1 % 30,112

Tabla 4.1: Resumen de distintas fases móviles en columna C18
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Se determinó que la presencia de ácido fosfórico en la fase móvil no afectaba a la resolución
del pico ni a la retención del compuesto, puesto que se obteńıa en el mismo tiempo de retención.
Finalmente, las condiciones óptimas de análisis consta de una fase móvil formada por una mezcla
70 % acetonitrilo y 30 % metanol en régimen isocrático, flujo de la fase móvil de 1,2 ml/min,
temperatura de la columna 25ºC , presión media durante la medida de 47 bares.

Figura 4.4: Patrón de Estigmasterol de 10 ppm

El tiempo de retención del compuesto de interés con esta fase móvil es de 30 minutos como puede
verse en la figura 4.4. Posteriormente se optimizó la separación de los compuestos en el extracto
procedente de la planta. Al realizar el análisis del extracto obtenido a partir de la extracción
mediante el método Soxhlet, no se observó el compuesto, por lo tanto, los extractos obtenidos
mediante este método no pueden cuantificarse. En el extracto obtenido mediante maceración, se
observa el pico correspondiente al analito en un tiempo de retención análogo al del patrón, como
se refleja en la figura 4.5.

Figura 4.5: Cromatograma de extracto de P. Bipinnatifidum ampliado

Por último, y de cara a observar la sensibilidad del método de análisis del compuesto se calculan
los ĺımites de detección y cuantificación. El método ya optimizado con la fase móvil oportuna
presenta un ĺımite de detección de 0,32 mg/l y un ĺımite de cuantificación entorno a 1 mg/l



24 CAPÍTULO 4. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Columna con fase estacionaria polar

Por otra parte, se llevó a cabo un estudio en empleando una columna altamente polar, cuya
fase estacionaria está compuesta por grupos ciano monofuncionales anclados a la fase estacionaria.
Puesto que la información de la que se dispońıa es, escasa, se fueron eligieron diversas fases móviles
de polaridades diferentes, partiendo de la fase móvil que se hab́ıa empleado con la columna anterior
para comparar la retención entre ambas columnas y, optimizar la fase móvil. Las distintas fases
móviles se encuentran resumidas en la tabla 4.2 La fase móvil óptima para el análisis del analito

Fase móvil
Tiempo de retención (min)

Acetontrilo Metanol Agua

30 % 70 % 0 % 3,65
70 % 30 % 0 % 3,17
30 % 30 % 40 % 3,07
50 % 50 % 0 % 3,39
50 % 0 % 50 5,37
80 % 20 % 0 % 3,17
90 % 0 % 10 % 3,13
95 % 5 % 0 % 3,22

Tabla 4.2: Resumen de distintas fases móviles en columna altamente polar

consiste en una composición 95 % de acetonitrilo y 5 % de metanol, reflejado en la figura 4.6 ya
que se obtiene un pico en un tiempo de retención de 4,316 min.

Figura 4.6: Patrón estigmasterol 100 ppm, fase móvil 95 % acetonitrilo, 5 % metanol

Posteriormente se analiza el extracto para lo cual se procede a la optimización de la fase móvil
empleada en la fase móvil, resumidas las distintas fases móviles en la tabla 4.3. La fase móvil que
presenta mejor resolucioón es la fase móvil formada por un 95 % de acetonitrilo, 5 % metanol,
representada en la figura 4.7.
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Fase móvil
Tiempo de retención (min)

Acetontrilo Metanol

70 % 30 % 3,23
80 % 20 % 3,37
90 % 10 % 3,45
95 % 5 % 3,51

Tabla 4.3: Fases móviles empleadas para la separación del extracto en una columna apolar

Figura 4.7: Extracto de P. Bipinnatifidum

Los solapamientos que se producen nos indican que posiblemente esta columna no es la más
adecuada para su determinación.

Por tanto, tomadas en cuenta todas las consideraciones, el método ideal para la separación del
estigmasterol es mediante el empleo de una columna C18 fase apolar.

4.7.3. Cromatograf́ıa de gases, detector FID

Para la el análisis del polygodial mediante esta técnica se ha empleado como referencia diversos
trabajos en los que la identificación se realiza mediante CG-MS.

La identificación y cuantificación del compuesto se ha realizado mediante cromatografia de
gases y un detector de ionización a la llama. La columna empleada para la separación es un BP-
20 con fase estacionaria de polietilenglicol. Primeramente se llevaron a cabo mediciones del patrón
puro para observar el pico y la intensidad de este, empleando diferentes rampas que se encuentran
resumidas en la tabla 4.4. Posteriormente se optimizó la separación de los diversos componentes del
extracto siguiendo las rampas que se hab́ıan empleado para el estudio del patrón. Las condiciones
óptimas de separación de los diversos compuestos del extracto consiste en: portal de inyección
250ºC y temperatura programada en el horno con dos rampas; una primera rampa de 80ºC a
190ºC de 20ºC/min seguidas de otra rampa más leve (5ºC/min) hasta alcanzar la temperatura
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Temperatura de inyección (ºC) Rampas

250 80 ºC a 250 ºC 10ºC/min

250 80 ºC a 250 ºC 20ºC/min

250 80 ºC a 280 ºC 20ºC/min

250 80 ºC a 280 ºC 30ºC/min

250 80ºC a 250ºC 50º/min

250 80 ºC a 280 ºC 50ºC/min

250 80ºC a 190ºC 20ºC/min y 190ºC a 250ºC 5ºC/min

Tabla 4.4: Resumen de las distintas rampas del CG-FID para el patrón de polygodial

de 250ºC. La temperatura de la llama de hidrógeno se encuentra a 300 ºC. Estas condiciones
se mantendrán durante todos los análisis para comparar los extractos en los diferentes tiempos
de retención. Los ĺımites de detección y cuantificación para este método toman unos valores de
alrededor de 0,58 mg/l y 1,7 mg/l respectivamente.

La identificación del compuesto se ha realizado por comparación en las mismas condiciones
del tiempo de retención del patrón puro y de los compuestos del extracto, apareciendo en un
tiempo de retención comprendido entre 16,6 a 16,7 minutos, como se puede observar en la figura
4.8. Habiéndose optimizado las condiciones del equipo para la cuantificación del compuesto de

Figura 4.8: Cromatograma patrón polygodial

interés, en este caso polygodial, se llevó a cabo la identificación y cuantificación de dicho analito
de interés en los diversos extractos que se han realizado empleando los método de extracción
mediante Sohxlet y mediante maceración. Para determinar la cantidad de compuesto presente en
la muestra se realizó el método de adiciones patrón, puesto que, la matriz es compleja y puede
ocluir al analito impidiendo la volatilización total de este en la muestra.
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Extractos en hexano

Se analizó un extracto de 100 ml extráıdo mediante Soxhlet. Se identificó el compuesto en el
extracto obtenido, teniendo el compuesto un tiempo de retención similar al patrón empleado,
como puede observarse en la figura 4.9, observándose la existencia de un pico cromatográfico en
el minuto 16,716, al igual que en el patrón.

Figura 4.9: Cromatograma extracto en hexano de P. punctatum

El analito aparece en un tiempo de retención semejante al del patrón de 16,7 minutos.

Extractos en metanol

En lo relativo a este disolvente se han empleado dos técnicas de extracción: mediante Sohxlet
y mediante macerado.

Observando el cromatograma del extracto mediante Sohxlet, figura 4.10 se observa un pico en
un tiempo de retención de 16,705 minutos, semejante al tiempo de retención del patrón.
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Figura 4.10: Cromatograma extracto en metanol mediante Soxhlet de P. punctatum

En el cromatograma del extracto mediante maceración (figura 4.11) se observa el pico corres-
pondiente al polygodial en el tiempo de retención del patrón (16,725 minutos).

Figura 4.11: Cromatograma extracto en metanol mediante maceración de P. punctatum

Con el fin de observar la evolución del compuesto con el tiempo, una fracción del extracto se
almacenó durante dos meses a temperatura de laboratorio y en presencia de luz, dando lugar al
cromatograma de la figura 4.12. En él, se observa una gran cantidad de compuestos a menores
tiempos de retención que en los cromatogramas anteriores, mientras que no se encuentra el pico
correspondiente al analito, lo que indica que el compuesto se degrada con el tiempo.
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Figura 4.12: Cromatograma extracto en metanol observando la degradación de P. punctatum

Extractos en diclorometano

Las extracción en el caso de este disolvente se ha realizado solamente mediante maceración,
identificándose el compuesto en un tiempo de retención (16,705 minutos) análogo al patrón.

Figura 4.13: Cromatograma extracto en diclorometano de P. punctatum





Caṕıtulo 5

Resultados y discusión

5.1. Cromatograf́ıa ĺıquida de alta resolución

Puesto a punto el método para el análisis del analito mediante el empleo de la columna apolar,
se llevo a cabo la cuantificación del compuesto, empleando dos métodos distintos para ello: el
método el patrón externo y el método de adiciones patrón. El extracto a analizar es el obtenido
mediante maceración, puesto que, como se observó anteriormente, el extracto extráıdo mediante
Sohxlet no presentaba ningún pico en el área de análisis del patrón.

Método de patrón externo para el Estigmasterol

Para la ejecución de este método, en el extracto macerado se procedió a realizar la medidas
de patrón de concentraciones comprendidas entre 4 mg/l y 40 mg/l (tabla 5.1). Los resultados
presentan una tendencia lineal ajustándose a la recta de ecuación Área = 10, 178C − 0, 7901 y
cuyo coeficiente de regresión R2 = 0, 9996, presentada en la gráfica 5.1. La ecuación de la recta

Concentración (mg/l) Área (mAU/s−1)
4,0 42,2707
8,0 80,5014
16,0 155,2484
20,0 206,9016
40,0 406,7560

Tabla 5.1: Tabla patrón externo estigmasterol

obtenida presenta la expresión

El gráfico de residuales de la recta de regresión (figura 5.2) no presenta tendencia, por lo que
se puede concluir que los datos se ajustan a una recta.

Sustituyendo por el valor del área obtenido al analizar el extracto (figura 4.5), se obtiene el
valor de 7,89 mg/l, siendo el valor total en la muestra de extracto de 0,15 mg por cada gramo
extráıdo.

31
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Figura 5.1: Recta de calibrado mediante el método de patrón externo para el Estigmasterol

Figura 5.2: Gráfica de los residuales de la regresión del método de patrón externo para el estig-
masterol

Método de adiciones patrón para el Estigmasterol

Posteriormente se realiza el método de adiciones patrón a fin de evitar el posible efecto matriz.
Este seŕıa el método indicado en matrices complejas, como ocurre en el caso del extracto de
una planta, puesto que la cantidad de compuestos orgánico es elevada, además de que pueden
presentar polaridades semejantes, dificultando aśı la identificación de un pico cromatográfico que
pueda asignarse con certeza al compuesto que buscamos.

En lo tocante al análisis mediante el método de adiciones patrón, fueron preparadas distintas
disoluciones patrón comprendidas entre 5 y 50 ppm, como puede observarse en la tabla 5.2, donde
se ven las áreas correspondientes. Las medidas se realizaron por triplicado.

Concentración (mg/l) Área (mAU/s−1)
0 39,3572
5 83,5385
10 162,9310
15 231,8086
20 274,1570
25 325,1280
50 652,6528

Tabla 5.2: Tabla adiciones patrón estigmasterol
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Figura 5.3: Recta de calibrado mediante el método de adiciones patrón para el Estigmasterol

Figura 5.4: Gráfica de los residuales de la regresión del método de adiciones patrón para el
Estigmasterol

Los resultados se ajustan a una recta de ecuación Área = 33, 572C + 12, 276 con coeficiente de
regresión R2 = 0, 9959, reflejada en la gráfica 5.3, el gráfico de los residuales (figura 5.4) no exhibe
una tendencia clara, por lo que los resultados se ajustan a una recta. Interpolando en dicha recta
se obtiene que el valor de la concentración en el extracto es igual a 5,47 mg/l, obteniéndose 0,10
mg por cada gramo de material vegetal seco.

Comparando ambos métodos de cuantificación, se observa que los valores entre ambos difieren,
por lo que se constata que existe efecto matriz. Por lo tanto, el método más conveniente de análisis
de compuesto de interés en la muestra seŕıa el método de adiciones patrón.

5.2. Cromatograf́ıa de gases con detector de ionización de

llama

Puesta a punto la técnica de medida con las condiciones comentadas con anterioridad, se proce-
dió a la cuantificación del polygodial extráıdo mediante diferentes técnicas. En los ensayos previos
que se hicieron se observó proporcionalidad directa entre las áreas, pero la cuantificación se realizó
exclusivamente mediante el método de adiciones patrón.
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Método de adiciones patrón en hexano

Se tomaron fracciones de 5 ml de un volumen total de extracto de 100 ml al cual se le realizaron
sucesivas adiciones de patrones de polygodial de concentraciones comprendidas entre 10 mg/l y 40
mg/l, enrasando la disolución resultante a un volumen de 10 ml, como queda reflejado en la tabla
5.3. Las medidas se realizaron por triplicado y se realizó un promedio entre las áreas resultantes.

Concentración patrón (mg/l) Concentración (mg/l) Área (pAs−1)
0 0 26,18639
20 10 32,74583
40 20 43,38622
60 30 60,52920
80 40 73,56777

Tabla 5.3: Tabla adiciones patrón en hexano

Figura 5.5: Recta de calibrado para el método de adiciones patrón sobre el extracto en hexano

Figura 5.6: Gráfica de los residuales de la regresión del método de adiciones patrón en extracto
en hexano

Los resultados se encuentran representados en la gráfica 5.5, cuya recta asociada presenta la
ecuación Área = 1, 228C + 22, 701 y R2 = 0, 969. El gráfico de los residuales procedentes del
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análisis de los datos obtenidos 5.6 no refleja una tendencia, aśı que se afirma que los datos siguen
una tendencia lineal

Interpolando en la recta, se obtiene una concentración en 100 ml de extracto de 36,98 mg/l. La
cantidad total extráıda son 0,66 mg por gramo de muestra.

Método de adiciones patrón en extracto en metanol obtenido por Soxh-
let

Diversas disoluciones de concentraciones crecientes de patrón fueron preparadas a partir de
porciones de 5 ml procedentes de una disolución de extracto de 100 ml y se llevaron a un volumen
de 10 ml mediante la adición del patrón, realizándose la medida por triplicado, que se refleja en
la tabla 5.4.

Concentración patrón (mg/l) Concentración (mg/l) Área (pA/s−1)
0 0 22,73297
20 10 30,37251
40 20 37,10826
60 30 52,95093
80 40 61,21628

Tabla 5.4: Tabla adiciones patrón en metanol

Figura 5.7: Recta de calibrado para el método de adiciones patrón sobre el extracto en metanol

Figura 5.8: Gráfica de los residuales de la regresión del método de adiciones patrón en extracto
en hexano
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Los datos obtenidos se representaron en la siguiente recta (figura 5.7 de ecuación Área =
20, 967 + 0, 9871C valor del coeficiente de regresión de R2 = 0, 9806. El gráfico de los residuales
5.8 no presenta una tendencia clara, por lo que se confirma que los datos se ajustan a una recta
de regresión.

Interpolando en la ecuación de la recta, se se obtiene que la concentración presente en 100 ml
de extracto es de 42,48 mg/l, siendo la cantidad total extráıda a partir de la masa de la planta
es de 0,89 mg por cada gramo de material vegetal.

Método de adiciones patrón en extracto obtenido por maceración en
metanol

La masa extráıda mediante maceración de la muestra y pesada fue llevada a un matraz de
25 ml y se disolvió en metanol. De dicha disolución se tomaron 5 ml a lo que se les añadieron
concentraciones crecientes de patrón de polygodial en un rango entre 10 mg/l y 40 mg/l para su
posterior análisis por triplicado.

Concentración patrón (mg/l) Concentración (mg/l) Área (pA/s−1)
0 0 60,92860
20 10 65,06456
40 20 73,99276
60 30 94,678615
80 40 98,125945

Tabla 5.5: Tabla adiciones patrón en metanol

Figura 5.9: Recta de calibrado para el método de adiciones patrón sobre el extracto en metanol
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Figura 5.10: Gráfica de los residuales de la regresión del método de adiciones patrón en extracto
en metanol mediante macerado

Los resultados proporcionados en la tabla 5.5 orginan una recta de ecuación Área = 57, 253 +
1, 090C y R2 = 0, 914 como se ve en la figura 5.9. El gráfico de los residuales de la recta 5.10 no
muestra una tendencia clara, por lo que los resultados obtenidos presentan un ajuste lineal.

Mediante estos datos, se obtiene como resultado que la concentración en los 25 ml de extracto
es de 2,78 mg siendo el porcentaje de compuesto extráıdo a partir de la planta de 0,57 mg por
cada gramo.

Método de adiciones patrón en diclorometano

La masa extráıda mediante maceración en diclorometano (0,0868 g) es diluida en un volumen
de 25 ml de diclorometano. 5 ml de esta disolución se llevan a un matraz de 10 ml que se enrasa
con concentraciones de patrón comprendidas entre 10 mg/l y 40 mg/l resumidas en la tabla 5.6 en
la que aparecen las concentraciones de patrón frente al promedio de las áreas, ya que las medidas
se realizaron por triplicado.

Concentración patrón (mg/l) Concentración (mg/l) Área (pA/s−1)
0 0 26,18639
20 10 32,74583
40 20 43,38622
60 30 60,52920
80 40 73,56777

Tabla 5.6: Tabla adiciones patrón en diclorometano
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Figura 5.11: Recta de calibrado para el método de adiciones patrón sobre el extracto en dicloro-
metano

Figura 5.12: Gráfica de los residuales de la regresión del método de adiciones patrón en extracto
en metanol mediante macerado

Los resultados son reflejados en la gráfica 5.11 dando lugar a una recta de ecuación Área =
31, 006 + 1, 074C, con valor de R2 = 0, 997. La gráfica de los residuales correspondiente a la
anterior recta de regresión (figura 5.12 no presenta una tendencia clara, por lo que se puede decir
que el ajusta a una ĺınea es correcto.

El valor obtenido de la concentración en la disolución sin añadir patrón tiene el valor de 57,73
mg/l, siendo la cantidad total de compuesto extráıdo por diclorometano en total de 0,34 mg por
cada gramo de muestra.

A partir de los datos obtenidos, se puede establecer una comparativa entre distintos disolventes
y entre el mismo disolvente pero distinto método de extracción del compuesto. si observamos
la extracción en Sohxlet (reflejada en la tabla 5.7, al mismo tiempo de extracción entre ambos
compuestos, la extracción empleando metanol es más efectiva debido a que es un disolvente más
polar, favoreciendo la interacción con el analito.

Extracción mediante Soxhlet

Disolventes Hexano Metanol

Masa (mg/g) 0,67 0,89

Tabla 5.7: Comparativa extracción en Soxhlet

Del mismo modo, si se comparan las extracciones mediante macerado (tabla 5.8), ocurre lo
mismo, a mayor polaridad del disolvente, mayor cantidad de compuesto extráıdo.
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Extracción mediante macerado

Disolventes Metanol Diclorometano

Masa (mg/g) 0,57 0,34

Tabla 5.8: Comparativa extracciones mediante maceración

Por último, observando las últimas tablas, entre el extracto mediante Soxhlet en metanol y el
extracto mediante macerado se observa lo ya comentado con anterioridad; que la extracción en
Soxhlet es más efectiva que una extracción mediante maceración, resultando ser más ventajoso.





Caṕıtulo 6

Conclusiones

En el desarrollo de este trabajo se ha puesto a punto dos métodos para determinar en material
vegetal, previa extracción en disolventes orgánicos, compuestos que presentan interés farmacológi-
co e interés pesticida y repelente.

Estigmasterol

El estigmasterol se analizó y determinó mediante HPLC con detector UV/Vis empleando una
fase móvil de 70 % acetonitrilo y 30 % metanol, dando un pico cromatográfico definido y poste-
riormente se cuantificó en extracto obtenido por maceración del material vegetal, encontrándose
una cantidad por encima del ĺımite de detección del método. Las cantidades determinadas de esta
planta, constituyen el 0,01 % del peso total de la planta.

Polygodial

El polygodial se analizó mediante cromatograf́ıa de gases, resultando en un pico bien definido,
en un tiempo de retención del orden de 16,7 minutos para posteriormente identificar el compuesto
en el extracto y por último cuantificar. Analizando los diversos extractos de plantas se han de-
terminado cantidades del orden de miligramos por gramo de muestra, encontrándose la cantidad
extráıda en un intervalo de porcentajes entre el 0,03 % y el 0,09 % del peso total de la planta seca.
La mayor cantidad se obtiene mediante extracción en Soxhlet.

Ambos métodos han proporcionado resultados exitosos en lo referente a la cuantificación de
los compuestos, aun siendo las cantidades extráıdas un pequeño porcentaje en comparación con
la cantidad de muestra empleada en la extracción, por lo que se recomiendo emplear métodos
de mayor sensibilidad para mejorar la precisión como CG-MS, aunque ambos métodos ofrecen
resultados aceptables frente al alto coste económico que implica la utilización del equipo CG-MS.
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Anexo I: HPLC detector UV-Vis

Figura 1: Cromatograma patrón 10 ppm. Columna CN. Fase móvil, 70 % acetonitrilo, 30 % me-
tanol.
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Figura 2: Cromatograma patrón 10 ppm. Columna CN. Fase móvil 30 % acetonitrilo, 30 % meta-
nol, 40 % agua.
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Figura 3: Cromatograma patrón 10 ppm. Columna CN. Fase móvil 50 % acetonitrilo, 50 % meta-
nol.
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Figura 4: Cromatograma patrón 10 ppm. Columna CN. Fase móvil 50 % acetonitrilo, 50 % agua.
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Figura 5: Cromatograma patrón 10 ppm.Columna CN. Fase móvil 80 % acetonitrilo, 20 % metanol.
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Figura 6: Cromatograma patrón 10 ppm. Columna CN. Fase móvil 90 % acetonitrilo, 10 % agua.
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Figura 7: Cromatograma patrón 10 ppm. Columna CN. Fase móvil 95 % acetonitrilo, 5 % metanol.
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Figura 8: Cromatograma patrón 4 ppm columna C18
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Figura 9: Cromatograma patrón 8 ppm columna C18
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Figura 10: Cromatograma patrón 16 ppm columna C18
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Figura 11: Cromatograma patrón 20 ppm columna C18
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Figura 12: Cromatograma patrón 40 ppm columna C18
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Figura 13: Cromatograma adiciones patrón 10 ppm columna C18

Figura 14: Cromatograma adiciones patrón 20 ppm columna C18
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Figura 15: Cromatograma adiciones patrón 25 ppm columna C18

Figura 16: Cromatograma adiciones patrón 100 ppm columna C18



Anexo II: CG-FID

Figura 17: Cromatograma patrón polygodial. En el análisis se emplean dos rampas: la primera
de 20ºC/min desde 80ºC hasta 190ºC y la segunda de 5ºC/min desde 190ºC hasta 250ºC.

Figura 18: Cromatograma patrón polygodial en hexano. La rampa utilizada consitse en una rampa
de 20ºC/min partiendo de 80ºC y llegando hasta 250ºC.
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Figura 19: Cromatograma patrón polygodial en hexano. La rampa utilizada consiste en una única
rampa de 50ºC/min partiendo de 150º hasta llegar a 280ºC.

Figura 20: Extracto en hexano mediante Soxhlet de Polygonum Punctatum. La rampa utilizada
consiste en una única rampa de 20ºC/min partiendo de 80ºC y llegando hasta 250ºC.



19

Figura 21: Extracto en metanol mediante Soxhlet de Polygonum Punctatum La rampa utilizada
consiste en una única rampa de 20ºC/min partiendo de 80ºC y llegando hasta 250ºC.
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Figura 22: Cromatograma de extracto en hexano. Adición 1, total concentración de patrón de 10
ppm
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Figura 23: Cromatograma de extracto en hexano. Adición 2, total concentración de patrón de 20
ppm
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Figura 24: Cromatograma de extracto en hexano. Adición 3, total concentración de patrón de 30
ppm
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Figura 25: Cromatograma de extracto en hexano. Adición 4, total concentración de patrón de 40
ppm
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Figura 26: Cromatograma de extracto en metanol. Adición 1, total de concentración de patrón
de 10 ppm



25

Figura 27: Cromatograma de extracto en metanol. Adición 4, total de concentración de patrón
de 40 ppm
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Figura 28: Cromatograma de extracto en metanol. Adición 1, total de concentración de patrón
de 10 ppm
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Figura 29: Cromatograma de extracto en metanol. Adición 2, total de concentración de patrón
de 20 ppm
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Figura 30: cromatograma de extracto en metanol. Adición 3, total de concentración de patrón de
30 ppm
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Figura 31: Cromatograma de extracto en metanol. Adición 4, total de concentración de patrón
de 40 ppm
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Figura 32: Cromatograma de extracto diclorometano. Adición 1, total de concentración de patrón
de 10 ppm



31

Figura 33: Cromatograma de extracto diclorometano. Adición 2, total de concentración de patrón
de 20 ppm



32

Figura 34: Cromatograma de extracto diclorometano. Adición 3, total de concentración de patrón
de 30 ppm
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Figura 35: cromatograma de extracto diclorometano. Adición 4, total de concentración de patrón
de 40 ppm
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