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RESUMEN

Por medio de cromatografia de gases se cuantificd 7T-metoxicuma-
rina presente en hojas, tallos y flores de pericén (Tagetes lucida)
recolectado en seils lugares diferentes de la Repiblica de Guatemala.
Se encontrd una concentracidn ( porcentaje peso/peso en base seca) de
1.0a 3.4% en hojas, de 0.58 a 1.6 % en flores vy de 0.13 a 0.28 % en

tallos.

Se encontrd variacidn en la concentracidn de 7T-metoxicumarina en
las diferentes partes del pericdn debido al lugar de donde éste se

produce.

También se cuantificd la 7-metoxicumarina en infusiones y coc-
ciones de planta entera de pericén, encontriandose una dosis no mayor
de 10 mg. por taza. Por lo que al hacer una coccién de pericén por el
método tradicional, se extrae hasta el 38% p/p de la T-metoxicumarina

presente en la planta entera secada bajo condicicnes ambientales.

Para poder cuantificar la 7-metoxicumarina en las distintas par-
tes de las plantas de pericon se separaron las partes ya secas; 3e
molieron; se les determind la humedad a las muestras por el método
Karl Fisher, encontréndose ente 6 y 11% p/p; se extrajeron las mues-
tras con soxhlet durante (por lo menos) ocho horas usando metanol
industrial tridestilado como solvente; se concentraron los extractos
usando rotavapor y se analizd por cromatografia de gases una solucidn

hecha de cada extracto.



La cuantificacién de la 7T-metoxicumarina por cromatografia de
gases se hizo usando ftalato de dibutilo como patrdén interno. Se usd
una columa capilar HP1 de 25 m de largo, un detector de ionizacién de
llama, nitrdgeno como gas acarreador con un flujo de 4.43 ml/min; y
una temperatura del horno programada en dos rampas continuas de 10.0
°C/min. y 30.0 °C/min., con una temperatura inicial de 150 °C y una
final de 230 °C la cual se mantuvo por 2.70 min antes de finalizar
cada analisis. Las temperaturas del inyector y detector fueron de 200

v 250 9 respectivamente.
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I INTRODUCCION

El uso del pericén, Tagetes licida, es muy extendido en toda
América Latina, tanto en rituales Yy ceremonias religiosas como en el
tratamiento de muchas afecciones, tales como espasmos, catarros,

tos, paludismo y otras (Diaz, 1978).

Dentro de los componentes de T. lucida en Guatemala se ha aisla-
do un principio con accién antiespasmodica (Ortiz, 1987) y antibac-
terial (Gandara, 1988), la 7-metoxicumarina, que tiene propiedades
fototéxicas comprobadas y posibles propiedades cancerigenas (CAS.

93:89729k, Gros, 1985).

En Guatemala ain no se han hecho estudios para determinar el
contenido de 7-metoxicumarina en T. licida, Ahora que se cuenta en
Guatemala con 7-metoxicumarina aislada v recristalizada varias veces
(Ortiz, 1987), es posible usarla como patrén en la cuantificacidén
de este compuesto en la planta y en las infusiones o cocciones que
S& usan para el tratamiento de enfermedades: el método de analisis
mas conveniente para este caso es el de cromatografia de gases
teniendo como métodos alternos la cromatografia liquida de alta
resolucién (CAS 99:15830p, 96:100352s, 93:217362w) v la polarografia

(CAS 88:15571c, 73:115774e).



I1 OBJETIVOS E IMPORTANCIA

En Guatemala existen muchas plantas medicinales que se usan
desde tiempos precolombinos y de las cuales poco o nada se ha es-
tudiado seriamente. El estudiar los principios activos y‘ cuantifi-
carlos en los medicamentos tradicionales podra dar una gran variedad

de nuevos compuestos a la farmacopea.

El pericén, Tagetes licida, es una planta medicinal de uso muy
difundido, contiene un compuesto con propiedades antiespasmbdicas
(Salguero, 1989) y antibacteriales (Cano, 1985; Alvarez,1987; Gan-
dara,1988) comprobadas. Es de hacer resaltar su efecto antibacterial
contra Qhigella dyvsenteriae que produce la &isenteria, enfermedad
que aungue se combate efeptivamente en 24 horas con tetramicina,
cloranfenjcol o ampicilina, es muy comin y mortal en nuestro medio,

por no estar estos antibidticos al alcance de todos.

Aunque ya se han hecho estudios fitoquimicos y farmacolégicos
del pericén, incluyendo aislar y caracterizar el principio activo;
ain falta estudiar su toxicidad, efectos secundarios y la dosifica-

cidén que tradicionalmente se ingiere.

Debido a las propiedades de este compuesto, llamado 7-metoxi-
cumarina, es importante cuantificarlo en los tallos, flores y hojas
secas de la planta y determinar la dosificacién que se estd ingiri-
endo al tomar una infusién o una coccién de los tallos y hojas secas

del pericédn.



Los objetivos del presente trabajo son cuantificar la 7-metoxi-
cumarina en hojas, tallos y flores secas de plantas de pericédn
recolectadas en diferentes lugareé de Guatemala. Debido a que las
cocciones de pericén que tradicionalmente se ingieren son preparadas
utilizando toda la planta sin extraer todo el principio activo de
ella, se pretende cuantificar la 7-metoxicumarina en coccione; pre-
paradas de la manera tradicional a partir de las plantas recolecta-
das, asi como también en tes que se preparan a partir de bolsitas
de material disponibles en el mercado bajo diferentes marcas comer-

ciales.

Se tiene como hipdtesis que la 7T-metoxicumarina no esti presente

en una concentracién uniforme en las distintas partes de la planta,
sino que estd presente en mayor concentracién en las hojas. Ademis,
que las caracteristicas del lugar de produccién del pericén (altura,
clima, suelo,...) influyen en la concentracién de este principio

activo en las diferenetes partes de la planta.




ITI. ANTECEDENTES

A. El Pericén, Tagetes lacida

1. Descripcidn
El pericén es un arbusto de 30 a 70 em. de altura, natural
de clima templado, tiene hojas compuestas, lanceoladas y aserradas e
inflorescencias en forma de capitulos o cabezuelas; se caracteriza

por un fuerte olor similar al del anis (Ortiz, 1977). Ver Figura 1.

En su mayoria , el pericén se éncugntra silvestre en campos
abiertos, en bosques de cedro y algunas veces en laderas de colinas
rocosas secas; a una altitud entre 1,000 y 2,000 m. SNM (sobre el
nivel del mar). Se ha reportado que en Guatemala se encuentra en
los departamentos de Petén, Jalapa, Guatemala, Sacatepéquez, Chi-
maltenango, El Quiché, Huehuetenango y San Marcos (Williams, 19786).
En México es especialmente abundante en los estados de Nayarit ¥y
Jalisco (Bvans Schultes, 1980, 1882), México, Veracruz, Hidalgo,
Michoacdn, Durango, Chihuahua, Zacatecas y el valle de México (Mar-
tinez, 1969). También se encuentra en El Salvador y Honduras. (Wi-

1liams, 1976). Ver Figura 2.

La planta crece en forma abundante durante los meses himedos
pero escasamente en cuanto paran las lluvias. No florece durante la
estacién seca; es en julio cuando empiéza a florecer y en octubre
cuando hay mayor abundancia de flores (Siegel, 1977). Segin los
indigenas, las plantas deben cortarse antes del 24 de junio, Dia de

San Juan, porque después de ese dia "les entra el demonio” (Wi-



1lliams, 1976). En muchas comunidades en México, se celebra la "Fies-
ta del Pericdn" el 28 y 29 de septiembre, cuando éste se encuentra
en el pico maximo de su ciclo de floracién, el primer dia, las
mijeres y los nifios recolectan la planta. (Siegel, 1977).
La clasificacién taxondmica del pericdén es la siguiente:

Reino: Plantae

Divisién: Espermafrodita

Subdivisién: Angiosperma

Clase: Dicotiledonea

Subclase: Gamopetalae

Orden: Sinandrae

Familia: Compositae

Género: Tagetes

Especie: Tagetes lucida (Cav.) o

Tagﬁ;es florida *

Figara 1
El pericén, T. lacida

* Hay confusién en cuanto a clasificacién (Martinez,1959,1969). 5



Figura 2

: Area donde se ha reportado que se encuentra el pericén T. ldacida(E-

vans Schultes, 1980, 1982; Martinez, 1969; Williams, 1976).




El nombre "pericén" estd bien establecido en Guatemala; hay
aldeas que llevan el nombre de "El Pericén" en El Quiché y Huehuete-
nango. En Totonicapan se le conoce también como "liya" y en Quezal-
tenango como "Hierba de San Juan", nombre que corresponde al utili-
zado en la lengua inglesa "Saint John’s wort”. El nombre mas comin
que se le ha dado a T. lacida en México es "pericén” que significa
que éste se adopta para todos los usos. Otroé nombres que se le da
son clavo de difunto, curucumin (en Michoacdn), flor de Santa Maria;
flor de tierra dentro, guia laga zaa, hierbanis, hierba de San Juan,
hierba de Santa Maria, hipericén, iya, Jjolomocox, liya, pericén
amarillo, periquillo, Santa Maria, Sweet Maze (en horticultura),
tumutsali, uca, hierba nil, anisillo-(en el valle de México), hierba

anis (en San Luis Potosi). (Martinez, 1969; Morton, 1981).

El género Tagetes es diverso y estd compuesto por especies de
olores muy fuertes, algunas de las cuales son conocidas como “"mara—
villas". Se éxtienden desde el sudoeste de los Estados Unidos hasta
Argentina, y el &rea donde hay gran diversidad es en el centro y sur

de México (Neher, 1968).

Algunas especies del género Tagetes han quedado establecidas en
la horticultura y hay evidencia de su cultivo y uso extensivo por
las tribus indigenas mexicanas y de Sudamérica desde mucho tiempo
antes de la llegada de los conquistadores. Los indigenas precolom—
binos creian que muchas de las "maravillas" mas aromaticas tenian
propiedades mAgicas y de salvar vidas. De hecho, estas plantas, ya
sea de fuentes cultivadas o no, tenian gran variedad de usos reli-

glosos y mmdanos. (Neher, 1968).




Las "maravillas"” estan entre las plantas mis comunes a la orilla
de los caminos de Guatemala en los meses de julio y agosto . Hay
gran controversia acerca de donde se originé Tagetes. Todas las
regiénes donde se encuentra tienen puertos que hace micho tiempo
fueron lugar de atraque péra barcos espafioles: el este de la India,
el norte de Africa, Portugal, Centro América y también Espafia. Una
razdén para la confusién ha sido que en todas estas &reas hay ritos
religiosos miy antiguos en los cuales se usa Tagetes. El boténico
alemdn Leonhard Fuchs que nombrd este género en el siglo XVI dijo
que el lugar de origen era el Nuevo Mundo; este nombre fue luego
adoptado por Linneo. Dos puntos que apoyan la teoria de que Tagetes
se origind en América son el hecho que estas especies de Tagetes se
miestran en esculturas mayas hechas alrededor del afio 1000 A.C. y el
hecho de que en México los indigenas conocen una especie del génerq

con un nombre original azteca, "cempoalxochitl" (Chickering,1973).

2. Composicién fitoquimicg de Tagetes lucida

En las especies del género Tagetes se ha encontrado diversi-
dad de compuestos. En general, las plantas de este género contienen
grasas, tres resinas &cidas, aceites volatiles, clorofila, caucho,
adcido gélico, tanino, glucosa, dextrina, materias pécticas, una
sustancia con algunas reacciones de alcaloides, sustancias lefiosas y
sales minerales. (Martinez, 1969). Se han estudiado los componentes
volatiles en el género Tagetes y se ha encontrado que éstos incluyen
monoterpenos, aromaticos y sesquiterpenos (Rodriguez y Mabry 1977).
Dentro de los carotenoides mencionados para el género, los mas
abundantes en las flores son las xantofilas y de estos la luteina

(Guzman, 1987).



Con respecto a Tagetes licida en si, se tienen datos reportados
del contenido de alcaloides y taninos (Ortiz,S, 1977; Alvarez,
1986). Los alcaloides no son cuaternarios ni oxiaminas (Alvarez,
1986). Contiene ademis flavonas o flavonoles y compuestos fendlicos;
y también esteroles o compuestos esteroidales, posiblemente con

enlaces dobles conjugados (Alvarez, 1986).

En un estudio realizado mediante el uso de la cromatografia
gaseosa, Sse separaron cuatro fracciones diferentes, a partir de
aceite esencial obtenideo por arrastre por vapor de material vegetal,
sin raiz y colectado en los meses de octubre y diciembre. De las
cuatro fracciones obtenidas, uUnicamente dos de ellas fueron identi-
ficadas. Las sustancias identificadas fueron el esdragol (4-prope-
nilo,-1-metoxi-benceno), y el éter netilico del eugenol (4-prope-
nil,-1,2-dimetoxi-bencenc). Ver Figura 3. Se determindé la ausencia
de compuestos carbonilos como la tagetona (5,7-octadien-4-ona-2,6-
dimetil) en base a la ausencia de bandas de absorcidn en el espectro

infrarojo del aceite esencial (Guzmén, 1962).

En otro estudio (Rodriguez y Mabry, 1977) se reporta la
caracterizacién de los tiofenos encontrados en Tagetes: 5-(3-buten-
1-inil)-2,2 ~-bitienilo, 5-(4-hidroxi-1-butenil)-2,2 -bitienilo, 5-
(4-acetoxi-1-butenil)-2,2 -bitienilo, 2,2°:5°2"-tertienilo. Ver Fi-

gura 3.

En otro estudio (Rios y Flores, 1976) se aislaron de T. florida
(sindénimo de T. licida Cav.) e identificaron por sus espectros
infrarojo ¥y de resonancia magnética nuclear de protones cuatro

compuestos cuyas estructuras coinciden con la T-metoxicumarina, 6,7-



dimetoxicumarina, 6,7,8-trimetoxicumarina y 7-hidroxicumarina éter

dimetilalilico (CAS, 86:174252). Ver Figura 3.

Posteriormente (Oritz, 1977) se determind la presencia de N-

fenilacetamida en pericén. Ver Figura 3.

Se ha analizado el extracto etereo de T. licida por medioc de
cromatografia de gases acoplada a un espectrdémetro de masas y se han
caracterizado los siguientes compuestos: l-metoxi-4-(2-propenil)ben-
ceno, l-metoxi-4-(1-propenil)benceno, 1,2—dimetoii—4—(2—propenil)—
benceno, 7-metoxi-cumarina, 7-isoprenoxi-cumarina, 3,7-dimetil-1,6-

octadien-3-ol. Ver Figura 3 (Guzman, 1987).

Figura 3
Compuestos encontrados en T. lucida (Guzmén, 1962; Martinez,1969;
Rios y Flores, 1976; Rodriguez y Mabry, 1977; Ortiz, 1977; Guzmén,

1987).

1-metoxi-4-(1-propenil Ybenceno (anetol):

R

1,2-dimetoxi-4-(1-propenil )benceno (Eter metilico del isoceugenol):

a9

T-metoxi-cumarina:
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Figura 3 (cont.) Compuestos encontrados en T. licida:

3,7-dimetil-1,6-octadien-3-0l (linalool):

gy,
6, T-dimetoxicumarina:
"X =
N d 0

6,7,8—trimetoxicumarina: A

T-hidroxicumarina éter dimetilalilico (7isoprenoxicumarina):
./’L§§/’“\\,/’1:::[::ﬂjj1§§'
! 0 0
N\\"/,
O]

esdragol (4-propenil,-1-metoxi-benceno):

éter metilico del eugenol (4-propenil,-1,2-dimetoxi-benceno):

N/\@O\
0~

N-fenilacetamida:



Figura 3 (cont.) Compuestos encontrados en T. licida:

5-(3-buten-1-inil)-2,2"-bitienilo:

O-O=r

5-(4-hidroxi-1-butenil)-2,2 " -bitienilo:
LD>=—"»
5 E]

5-(4-acetoxi-1-butenil)-2,2 -bitienilo:

2,2°:5°2"~tertienilo:
ST &0

3.- Uso como medicina tradicicnal y otros usos

Las plantas del género Tagetes son muy usadas en Mesocamérica
durante los ritos indigenas del Dia de los Santos y el de los
Muertos, lo. ¥ 20. de noviembre, respectivamente; esto es lo que
queda de su uso precolombino en rituales. (Chickering, 1973; Ka-
plan, 1960). Aunque éstas celebraciones son parte del calendario
religioso catdlico, las costumbres se deben al sincretismo con la
religién indigena. (Kaplan, 1960). Muchos indigenas ain las emplean
de modo similar al de sus ancestros, sin embargo, la educacidén y el
efecto de ésta sobre la supersticién ha disminuido notablemente su

uso en la actualidad (Neher, 1968).
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Las partes de la planta mis Gtiles son la cabeza de las flores y
las hojas; estas dos partes tienen grandes cantidades de glandulas
que son la fuente de los aceites, esteres y fenoles. Las infusiones
(reposo en agua caliente sin que ésta hierva) y cocciones (con
ebullicién) se hacen de todas las partes de la planta; se hacen
cataplasmas (medicamento externo de consistencia suave usado para
aliviar los dolores)de las hojas y en algunos casos la planta se

pulveriza entera (Neher, 1968).

Los atributos.extraordinarios, casi "magicos" que se dan a éstas
plantas son evidentes por el amplio y variado uso que se le da
popularmente. Se ha reportado que alrededor de 1899 Tagetes licida
era una de las plantas medicinales mAs usadas en el oeste de México.

(Neher, 1968).

En los mercados .piblicos de muchas localidades de América Latina
pueden adquirirse pequefios manojos de T. ldacida. Los indigenas
colectan las plantas enteras, las hacen manojos, secan y las guardan
para ser empleadas posteriormente. Con la planta seca se prepara un
té para tratamiento de picaduras de alacran, fiebre y malaria, ¥y
también para ser usado como afrodisiaco. El t&, de sabor dulce ¥y
olor similar al del anis, es una bebida refrescante y sabrosa; se
han comprobado cientificamente algunas de las propiedades que le son
popularmente atribuidas. (Neher, 1968). Esta planta tiene gran
reputacién como remedio para desdrdenes digestivos. Se usan los
tallos secos para preparar té cuando hay problemas serios del estd-

mago o los intestinos. (Williams, 1978).

13



I. lacida no faltaba en las ceremonias de los antiguos ritos
aztecas, se utilizaba en forma pulverizada y se les lanzaba a los
prisioneros de guerra en la cara para inhibirles sus sehtidos antes
de ser guemados en una gran hoguera; se le atribuian efectos anal-

gésicos a la planta (Neher, 1968).

La tribu de los huicholes de México fuman una mezcla de Nicotia-—
na rmistica (tabaco) y T. licida para provocarse visicnes. Se mezcla
T. licida con tabaco porque se dice que reduce la aspereza del
tabaco y que fécilita inhalaciones profundas y la intoxicacién; ésta
intoxicacién se caracteriza porgue las personas se muestran quie-
tos, se acuestan y pasan periodos nﬁy'largos con los ojos cerrados.
(Siegel, 1977). Frecuentemente beben el tesguino o cai de maiz
fermentado, a la vez que fuman "para producirse visiones mis cla-
ras". T. lucida ocasinalmente se fuma sola, para obtener efectos

alucindgenos. (Evans Schultes, 1980).

T. licida se ha usado por mucho tiempo en la purificacidén ritual
para limpiar el aire. (Siegel, 1977). En el contexto religioso se
le conoce como "“hierba de la Virgen Maria'. La esencia es adecuada
para mezclarla con licor o chocolate. En la corte de Moctezuma era
uno de los aditivos de la bebida ritual de cacao. Es dificil afir-
mar o negar los reportes de que ésta planta es efectiva como narcod-
tico, pués éstos son may variados y los andlisis quimicos estan

incompletos. (Emboden, 1979).

En la actualidad, T. lacida se quema frecuentemente en los ritos
religiosos y en el hogar en lugar de incienso, ya que es un material

ideal para quemar porque es facilmente disponible, barato y tiene un
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CUADRO 1

Usocs comne# del pericédn

Uso Evaluacidn Via de g
F v Administracidn Parte Usada
Afrodisiaco 0 2 Oral Hoja
Anticatarral 0 3 ! PE
Antidisentérico 2 3 Y X
Antidoto 0 3 NHI : -
Antiespasmdbédico 0 2 Oral Hoja, flor
Antipaliadico 0 2 Local R e DR
Antiparasitario 0 3 NHI NHI -
Antipirético 0 6. Oral PE
Antiséptico 0 3 NHI NHI
Antitumoral 0 3 o i
Antitusigeno 0 3 & PE
Aperitivo 0 3 & NHI
Arroja célculos 0 3 i 2
Caquexia 0 2 Oral Hoja
Carminativo 0 2 PEs Lot e
PE

Cefalalgias 0 3 NHI PE
Cicatricial ¥

regenerativo 0 3 7 g
Dermatosis 0 3 Oral b
Diaforético 0 2 4 Hoja
Diurético 0 2 " ,varios i . PE
Emenagogo 0 2 i A T SR e
Emético 0 2 * SRS L
Estimulante 0 3 "NHI NHI
Galactdgeno 0 3 e j PE
Gastroenteritis 0 2 Oral Hoja, flor
Humores 0 3 NHI NHI
Insecticida 0 3 % i

Locura 0 3 " PE
Dxitocico 0 3 Varios s
Pectoral 0 3 NHI 2
Refrescante 0 3 & 2
Relajant® 0 2 Oral Hoja
Resolutive 0 3 NHI NHI
Esputo de

sangre 0 3 Oral v

CLAYE:

Uso Vulgar (V): Evaluacién Farmacolégica (F):

0) No hay izformaciém, 0) No hay informacion.

1) Oso repordado en varias regiones. 1} Se confirma en preparaciones animales el uso
Referencias independientes del uso. farnacolégico.

Observacién directa por personma calificada. 2) No se confirma el uso en una preparacién animal
dutoexperiencia. adecuada,

2) Identificacién de persona o lugares. 1) Be presenta una accién farmacoldgica diferente
(Observacidn directa por persona no calificada. del wso valgar o de efectos elinicos.
Informacién oral de un observador directo o un
curandero,

1) Informacién oral de terceras personas. " NHI = no hay informacién.

Revisién. PE = planta entera.
Dicho popular. (Diaz, J.L.,1976)
indnimo,
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olor muy agradable. (Neher, 1968). Las cabezuelas y hojas son
usadas para aromatizar el agua con que se bafia a los nifios y para
aliviar el reumatismo (Siegel, 1977). En infusién, se utiliza para
curar los dolores del vientre que revisten aspecto de cdlicos (Mar-
tinez, 1969). La planta también se quema para ahuyentar los mosqui-
tos, lo mismo que las hojas secas pulverizadas se usan con el pro-
pésito anterior y como remedio para la malaria y otras enfermedades
(Williams, 1976), y para aromatizar los elotes, poniéndolas en el

agua en que estos se cuecen. (Martinez, 1959).

En Nayarit usan el agua de cocimiento de éste vegetal contra el
paludismo, sin embargo el Instituto Médico Nacional de México obtuvo
resultados negativos al estudiar posibles efectos de este material

como antipalidico y antidiarréico (Martinez, 1969).

En el Cuadro 1 se presentan los distintos usos que se le dan a
I. licida, la evaluacidén vulgar y farmacolégica, la via de adminis-

tracidn y la parte de la planta usada (Diaz, 1976).

B. Actividad antiespasmddica y antibacterial del pericédn

743 Espasmos y antiespasmbédicos
Los espasmos estomacales e intestinales son contracciones
de los misculos lisos causadas por el sistema nervioso y van acom-
pariadas de dolores caracteristicos de crisis gastricas, localizados

profundamente en el epigastrium y abdomen superior (Sodeman,1950).

Ya que el impulso nervioso pasa a través de la sinapsis por
medio de un agente estimulante (neurotransmisor) que sale por exoci-

tosis de unas vesiculas en las sinapsis nerviosas, es posible blo-
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quear la sefial. Se les llama agentes bloqueadofes a las sustancias
que interrumpen la transmisién del impulso nervioso en la unidén
neuromuscular esquelética; pueden ser agentes "competitivos o esta-
bilizadores" si su mecanismo de accidn consiste en combinarse con
los sitios receptores colinérgicos en la membrana postsiniptica S
agentes despolarizantes si su mecanismo de accién es despolarizar la
membrana postsiniptica (Goodman, 1982). Los antiespasmédicos no son
mas que agentes blogueadores; como ejemplos tenemos d—tuboccurarina,
alcuronio, beta-eritroidina, galamina, pancuronio, decametonio,

succinilcolina, y benzogquinonio (Goodman, 1982).

2. El principio antiespasmédico y antibacterial del peri_cén, T-
metoxicumarina
a. Estudio farmacoldgico del pericén:

Ademds de tener el conocimiento popular de que el peri-
cdn  sirve como antiespasmédico, se ha comprobado la accién anties-
pasmbdica de los extractos de pericén en benceno, n-hexano, cloro-
.formo, éter etilico, etanol y agua en una preparacién del duodeno de
ratas blancas (Salguero, 1989). Las dosis efectivas medias,DESO,
contra acetilcolina y cloruro de bario, como agentes espasmodicos,

se presentan en el Cuadro 2.

En cuanto al efecto antibiético del pericén, se comprobd que
su extracto etanélico tiene un efecto de inhibicién en el crecimien—
to de cultivos de Shigella sp. (Alvarez, 1988); mientras que su
extracto metandlico lo tiene contra Shisella dvsenteriae, S. flexne—
rii, Salmonella tvchi, Saluonella enteriditis, Escherichia coli (Ca-
no,1985) y Staphilococus aureus (Gandara, 1988).
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CUADRO 2
Dosis efectivas medias (en miligramos) de varios extractos de peri-

cdn contra dos agentes espasmddicos (Salguero, 1989)

= —— ]

Solvente donde se extrajo l’agentes espasmodicos
lLéFetilcolina Cloruro de Bario

j"

Fg—hexano 444——-7r3.125 3.7
Benceno 1.875 9.0
Cloroformo 5.05 6.0
Eter etilico 15 217
Etanol - 10 10.0
Agua 34.5 = 42.5

L;, - I

b. Aislamiento y caracterizacién
Recientemente se aislé el principio antiespasmddico del
pericdén, y se encontrd al caracterizarlo que corresponde a la T-
metoxicumarina, faltando atn caracterizar otras tres cumarinas va
aisladas (Ortiz,1987), aungue ya se tienen referencias de 4 cumari-
nas presentes en Tagetes florida: T-metoxicumarina, 6,7-dimetoxi-

cumarina, 6,7,8-trimetoxicumarina y el éter dimetilalilico de la 7-

hidroxicumarina (Rios, T.,1978).

Ademis se comprobé que la accién antibacterial del pericén con
Bschesichia colli y Sataphilococus aureus se debe a la 7-metoxicuma-
rina; teniendo también un efecto fungistético con Cindida albicans
(Géndara,1988) . Se tienen referencias de su actividad antibacteriana
(CAS,T4: 29247z,76:95155k,91:187194z), fungistatica(CAS,70:35321c),
fungicida(CAS,81:134855p), antimicroﬁiana (CAS,89:158478)) y anties-

pasmddica (CAS,93:107287),
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c. Descripeién
i. Cumarinas
Las cumarinas son benzo-0-pironas, lactonas de los
dcidos O-hidroxicindmicos. El nombre de cumarina proviene de "couma-
rouna“, Dipterix odorata, &rbol nativo de la Guyana del cual se
extrajo y cristalizé la primera benzo-a-pirona no sustituida (Gros,

1985).

Las cumarinas no sustituidas no se encuentran presentes en las
plantas frescas, sino sélamente su precusor, el o-glucdsido del
&cido o-hidroxi-trans(o cis)-cinimico (melilotésido) sustancia que
es inodora. A partir de éste, al secarse el material vegetal, se

forma la cumarina (ver Figura 4).

Figura 4

Reaccién de formacidn de las cumarinas

Las cumarinas, generalmente, dan una intensa fluorescencia azul

© azul-verdosa, debido a la alta conjugacion del anillo lactona v
Por esta propiedad es facil identificarlas en sSeparaciones cromato-
graficas. Se encuentran en las familias de plantas: Apiiaceae,
Papilionaceae, Rutaceae, Lamiaceae, Asteraceae, Solanaceae, Composi-

tae y Gramineae(Gros, 1985).

Se han encontrado propiedades antitumorales y antimicrobianas en

algunas cumarinas. La cumarina se usdé durante mucho tiempo como
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corrector de olor y sabor en productos farmacéuticos y alimenticios.
Actualmente su uso en estos productos es pohibido, debido a que en
experimentos con animales se observaron lesiones hepaticas y efectos
cancerigenos posiblemente relacionados con 1la cumarina, 2H-Ben-

zZopiran-2-ona (Gros,1985) .

La umbeliferona, esculetina v hermiarina (7-metoxicumarina) (Ver
Figura 5) se agregaban a ciertos breparados de proteccién solar va
qQue absorben en la regién ultravioleta; al saberse que la radiacién
sobre la piel con estas cumarinas causa la formacién de eritemas, se

dejaron de usar en dichos preparados (Gros,1985) .

Figura 5
Compuestos cumarinicos Que producen eritemas en la piel al ser

irradiados con luz ultravioleta (fototéxicos).

Umbeliferona:

Esculetina: 45 0

herniarina (T-metoxicumarina): xS

ii) T-metoxicumarina
La T7-metoxicumarina también €5 conocida como 7-
metoxi—ZH—benzopiran—2-ona, herniarina, éter metilico de umbelifero-
na y con nimerc de la Amer. Chem. Soc. [531-54-9]). La T-metoxicuma-
rina tiene peso molecular de 179.18, es soluble en etanol y dietilé-
ter y se descompone en agua; tiene punto de fusién entre 117-8 c.

Su espectro en 1la regidén ultravioleta muestra maximos de absorcién a

20



290 y 323 nm. con un log. de absortividad molar de 3.85 y 4.17

respectivamente (Weast,1977. Buckingham, 1982). Ver estructura en

las Figuras 3 y 5.

La presencia de 7-metoxi-cumarina se ha comprobado en las si-
guientes plantas:

Artemisia diffusa (CAS, 72:87157)

Artemisia lactflora (CAS, 75:31294, 96:11555, 98:1578396)

Matricaria chamomilla (CAS, 72:35705, 75:112796, 79:70268, 85:68173,
83:78956, 91:171653, 92:7270, 92:203402, 95:202137, 96:1000352,
85:166551k)

Matricaria matricarioides (CAS, 73:69725)

Ficus sp. (CAS, 79:400005)

Artemisa pseudocotala (CAS, 81:35526)

Lepidium ruderale (CAS, 166395)

Artemisia sp. (CAS, 85:30826)

Herniaria sp. (CAS, 85:174257)

Saussurea glésialia (CAS, 85: 174252)

Tagetes florida (CAS, 17061)

Rutaceae (CAS 87:117191)

Dalea tintorea (CAS, 89:87142)

Artemisia monosperna (CAS, 89:176382, 92:37740)

Lavandula dentata (CAS, 87:50192, 92:90951)

Athapasia sps. (CAS, 91:57194)

Seseli tortuosum (CAS, 91:52715)

Irichogonia sp. (CAS, 95:204176)

Artemisia apiacea (CAS, 92:177384)

Artemisia stellerias (CAS, 92:175646)
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Artemisia feddei (CAS, 93:110597, 95:183944)
Herniaria glaba (CAS, 96:149036)
Chromolaema pseudoinsignis (CAS, 97:69241)

Se le ha encotrado actividad antibacteriana (CAS, T74:29247z,
76:95155k, 91:187194z,), fungistatica (CAS,70: 35321c), fungicida
(CAS,81:134855p), antimicrobiana (CAS, 89:158478j), antiespasmédica
(CAS,93:107287), antihipertensivo (CAS,88:163896e), reguladores de
la planta (CAS, 68:104039). También se le han encontrado propiedades
: relacionadas con la fototoxicidad: Reaccidén con guanidinas (CAS,
90:38865), actividad mutagénica (CAS, 95:162878), actividad de inhi-
bicién sobre el higado por la accién en el citocromo p45 (CAS
95:145399, 92:71632) y reaccién fotoquimica con los acidos nucleicos

(CAS, 76:71718) fototdxica en ensayo humano (CAS,93:89729Kk).

La actividad antiespasmédica de la 7T-metoxicumarina se ha es-
tudiado en ileo de cerao de Guinea. Esta actividad se estudié en los
extractos de manzanilla, Matricaria chamomilla, y al compararla con
la actividad de la papaverina se mostrd una actividad relativa (con

base a peso) de 0.07 (Achterrath,1980).

La actividad fototéxica se ha estudiado en piel humana exponi-
éndola a dosis comin y radiacién en la regién ultravioleta, compro-

bandose que produce eritemas en la piel (CAS,93:89729k).

Actualmente se esta estudiando la dosis letal media de la 7-
metoxicumarina en ratas; ain no se tienen resultados de este estudio

(Ortiz,1987).
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C. Cuantificacién de T~-metoxicumarina

La T7-metoxicumarina se ha separado de otros componentes de
extractos de materiales por diversos metodos:  cromatografia liquida
(CAS.67:84909x),cromatografia en capa fina (CAS,81:57977c,
83:143875p, &9 :17296c, 93:155896r. ), cromatografia gaseocsa del
extracto de las flores de Chamomilla sp. (CAS, 82:149030k,
84:169712d, 95:202137x), v por cromatografia liquida de alta reso-

lucidn (CAS,99:15830p, 96:1003525, 93:217352w. ).

Los métodos de deteccién Que se han utilizado para hacer deter-
minaciones de 7-metoxicumarina son: fluorométria de rayo laser
(CAS,99:154810v), espectroscopia ultravioleta (CAS. 89:204275) ,
polarografia, la cual es un método de determinacién cuantitativa
especifica, posible gracias a gque se tiene referencia de los poten-
clales de media onda de 21 cumarinas diferentes (CAS, 88:15571,
73:1156774) y separacidn termoquimica, basa&a eh las temperaturas de

sublimacién (CAS, 80:137209, 79:70252).

En una cuantificacién de cumarinas realizada en extra&to de
Matricaria chamonilla, se encontrd de 10 a 15 mg de 7-metoxicumari-—
na. La separacién fué lograda por cromatografia ligquida de alta
resolucién con 15% acetonitrilo-agua conteniendo 2% Acido acético

(CAS, 96:100352).

En: otro estudio se separaron compuestos fendlicos y cumarinas
con cromatografia liqdida de alta resolucién fase invertida 7 se usd
como solvente A: agua-acido metandico (95:5) y como solvente B:
Metanol. Se usé tanto métodos isocraticos, como de elucién con

gradiente. La columna utilizada fué una Lichrosofb RP-18 10um a una
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temperatura de 35°C (CAS, 93:217352).

Se ha reportado también la separacién de cumarinas de extractos
de plantas por cromatografia liguida de alta resolucién con detec-
cién por absorcién a 350 nm y.con acoplamiento a un espectrémetro de
masas. Se usd columa Lichrosorb RP-8 a una temperatura de 45°C y se
usd elucidn con gradiente desde 5% a 80% de acetonitrilo en una so-

lucidén acuosa de Acido fosférico con pH 2.8 (CAS, 99:16830).

Se tienen varias referencias sobre la separacidén de cumarinas
por medio de cromatografia gaseosa Glasl, H, et. al., 18976, separa-
ron T—metoxicumarina del extracto de flores de M. chamomilla por
medio de cromatografia de gases y‘evaluaron distintos medios de

extraccion (CAS, 84:169712d).

Guzman, N., 1987, separd T-metoxicumarina por medio de cromato-
grafia de gases utilizando tres sistemas distintos: 1) temperatura
de inyector y detector de 250 OC, temperatura del horno programada
desde 100 °C hasta 300 °C con un gradiente de 4 0C/min.. columna
capilar de dimetilsilicona en silica fundida de 12m. de largo vy
0.2mm de d.i. con 4800 platos/m., helio como gas portador. division
del volumen de inyeccidén (de 1 al) de 1:3, detector de ionizacidn de
llama . 2) Temperatura de inyector de 250 “C. temperatura del horno
programada desde 80 hasta 300 °C a 4°C/min, * columna capilar DB-5 de
15 netros.de largo v 0.32" de d. i. con helio como gas portador,
volumen de inyeccidn de 1 pl, con un espectrometro de masas como
detector, a una temperatura de 300 °C con un barrido de 50 a 500 UMA
en 0.6 segundos. 3) Temperatura de inyector a 300 e v de detector a

350 ©C, temperatura del horno programada desde 120 a 300 °C a 10
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°C/min., columna empacada con fase estacionaria OV-17 al 3%p/p vy
Chromosorb WHP de 80-100 mesh como soporte, nitrdégeno como gas

portador y detector de ionizacidén de llama (Guzméan, N., 13987).
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IV PLANTEAMIENTO DEL EXPERIMENTO
A. Disefio del experimento

1. Factores
Los factores que influyen en la cantidad de los principios
activos en las plantas son: la parte de la planta analizada, la edad
de la planta (época en que se analiza), los factores externos o
caracteristicas del lugar donde se produjo la planta, tales como

altura, clima, tipo de suelo y otros\(Gross,1985).

En el presente trabajo se pretendié cuantificar el principio
activo en el pericdén y como la concentracién de éste depende de

varios factores, se tomaran en cuenta los siguientes:

a. Lugar de recolecién
Se tomaron muestras de seis diversos lugares de la
repiblica de Guatemala para tener una muestra mis representativa de
la influencia de los factores externos (ver Figura 6 y Cuadro 3).

COADRO 3
Lugares de recoleccidn de las plantas de pericon

Lugar de Recoleccidn CLIMA Y ALTURA DEL LUGAR Recolector
temper. humedad | altura
= (mSNK)
San José Poaquil, Chimaltenango templa. humedo 2000 CEMAT/ERPLAN
Chichoy Bajo, Patzdn, Chimaltenango | templa. hunedo 2213 CEMAT/ERPLAN
San Juan Sacatepéquez, Guatemala templa. humedo 1845 G. Alvarez
Cabricdn, Quetzaltenango templa. huzedo 2890 CEMAT/ERPLAN
San José Pinula, Guatemala templa. | muy hume. 1850 G. Alvarez
L_Eecpéh Guatemala, Chimaltenango templa. hugedo 2287) G. Alvarez
templa.= templado, temperatura promedio entre 14.9 y 18.7 C (y variacion entre
35y 49 %).
humedo = 64 a 127 dfas de 1luvia por afio

nuy humedo - més de 128 dfas de lluvia por afo
" sistema segin THORNTHWAITE fuente: Atlas Nacional de Guatemala
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Figura 6

Lugares de recoleccidén de las plantas de pericén

1.- San José Poaquil, Chimaltenango.

2.- Chichoy Bajo, Patzim, Chimaltenango.
3.- Cabricn, .Quetzaltenango

.- San Juan $acatepéquez, Guatemala.
5.- San José Pinula, Guatemala.

§.- Tecpin Cuatemala, Chimaltenago.
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b. Partes de la planta
Se separaron las hojas, tallos y flores de
recolectadas v se trabajaron por aparte; para averiguar

de la planta es mas abundante el principio activo.

c. Madurez o edad de la planta

las plantas

en que parte

Se tratd de anular el efecto de la edad de la planta,

recolectando todas las plantas en el mes de septiembre,

florecieron.

2. Tratamientos:
CUADRO 4

Tratamientos del disefio:

cuando ya

Factor 1: parte de la planta (letra)

Factor 2: lugar de recoleccidn (nimero)

Variable de bloqueo: tiempo de extraccién (subindice:
1= ghrs, 2= 12hrs, 3=16hrs).

Nota: En el caso de las plantas de San José poaquil,
Las flores de Patzin no alcanzaron para hacer una

ciones, se perdid la muestra por falta de reflujo.

PNELG B e &) hgfgms DEI{B?ESE; C) tallos
—_(l) San José Poaguil -_1A1,1A2,1A3 S e R =4
(2) Chichoy B., Patain || 24,,28,,28, | 2B;,2B,,— | 20;,20),2C
(3) Cabricin 34,,34,,34, | 3B,,38,,38, | 3C;,3C,,3C,
(4) San Juan Sacate. 4A,, 48,48, | 4B,,4B,,4B, | 4C;,4C,,4C,
(6) San Jose Pinula 5A,,58,,— | 5B,,5B, 5B, | 5C,,5C,,50
(6) Tecpin Guatemala || 64y ,6A,.68; | 6B;,6B,,6B; | 6C;,60,,6C

los provee-

dores de ese lugar dieron sélo hojas y no la planta completa.

tercera ex-

traccién. BEn el caso de San José Pinula, al realizar las extrac-

Tomando en cuenta los dos factores y los distintos niveles de

cada factor, nos da un total de dieciseis tratamientos,
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cada tratamiento tres extracciones, blogueando la variacién que
pueda dar el tiempo de extraccidén, siguiendo las mismas condiciones
de extraccién para cada conjunto de los dieciseis tratamientos. Para

cada extraccién se hicieron tres mediciones.

Se tiene entonces un disefio bifactorial por blogues al azar con

submaestreo (Winer, 1971) (ver Cuadro 4).

B. Metodologia.
Para poder alcanzar los objetivos del presente trabajo se si-

guieron los pasos detallados a continuacién (Fig. 7).

1. Recoleccién de la planta
Fué realizada por los proveedores de CEMAT/ ERPLAM en San
José Poaquil, Patzim y Cabricén y por Guillermo Alvarez en los tres
lugares restantes. Se cortd la planta completa a una altura de dos a
cinco centimetros sobre el suelo, entre el 14 y el 26 de septiembre

de 1987, cuando la planta ya florecid.

2. BSecado de la planta
Las plantas recolectadas fueron puestas al sol sobre un
"plastico" (polietileno) hasta quedar "secas" (cuando el material es
quebradizo); para lo cual se tarda una semana aproximadamente. Este

es el método mas comin y tradicional de secado de la planta.

3. SBeparacién de tallos, hojas y flores
Se separaron las tres partes (hojas, flores y tallos) de las
plantas de cada uno de los lugares de recolgccién, quitandoles las
hojas y flores a los tallos. El término "flor"” se utiliza aqui para

la flor compuesta.
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FIGURA 7

Diagrama de flujo de la metodologia
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4. Pesado de las partes separadas.
Se pesaron cada una de las partes separadas en una balanza
con 0.01 g de precisién para asi poder calcular los porcentajes de

las partes de la planta.

5. Molido de las partes separadas
Se molieron las hojas y flores con licuadora; para los
tallos se usé un molino de martillos y luego un molino de discos
dentados. Estos molinoé son para uso industrial y no para trabajo de
laboratorio, por lo que se perdié mucho material al moler los ta-

llos.

6. Pesado de las muestras de las-partes molidas
Se pesaron alrededor de 10 gramos de las muestras molidas
para extraer. Ademéds que se pesaron en una balanza analitica cuatro
muestras de cada tratamiento para hacer las extracciones (la cuarta
mestra se pesd previniendo que se perdiera algona de las tres
anteriores en la extraccién), se pesé una quinta muestra adicional
‘para determinar la humedad. Esta muestra quedo sellada en una ampoya

de vidrio hasta el momento de su andlisis.

_7- Determinacién de la humedad de las muestras
Se determiné la humedad de las muestras por el método de
Karl Fisher, el cual se basa en la titulacién del agua con yodo en
presencia de dioxido de azufre. Se utilizd solucién Karl Fisher
Merck 9248 y un Aquameter Beckman KF4, el cual es una bureta automa-
tizada con deteccién del punto final por método electrométrico. La

relacién titulante/agua se calculd por medio de agua destilada.

31



8. Extraccién de las muestras
. Se extrajeron tres muestras de cada tratamiento por medio de
soxhlets usando metanol industrial destilado como solvente para la
extraccidn; ya que en éste es soluble la 7-metoxicumarina sin des-
composicién. La variante entre cada una de las extracciones de un
mismo tratamiento fué la del tiempo de extraccién. Los tiempos de
extraccién fueron de 8, 12 y 16 horas. Se obtuvo aproximadamante 60

ml de extracto.

9. Concentracién y pesado de los extraétos
Se concentraron los extractos usando dos rotavapores Blichi
RE y RE-111 destilando a presién reducida coﬁ-una temperatura no
mayor de 60°C hasta que ya no se recolectd solvente destilado. Luego
se hizo correr nitrdégeno en el recipiente de la miestra, se pesd y

guardd en refrigeracién.

10. Seleccidén del método cromatogréafico
La cuantificacién se realizé haciendo separacidén por croma-—
tografia de gases utilizando un cromatégrafo HP 5890 con un integra-
dor HP 3392A y una columna capilar HP1 de 25 metros de largo, 0.32

mm de didmetro interno y una fase liquida de 100% dimetilpolysileoxs—

no. La cuantificacién se hizo con un detector de ionizacién de
llama, wusando ftalato de dibutilo como patrén interno; cuya funcién
es tener un compuesto con cantidad conocida dentro de la miestra v
no depender asi de la exactitud del volumen de inyeccién, el cual

es poco reproducible.

Para poder realizar la cuantificacién por cromatografia de gases

fué necesario optimizar la separacion de los picos, su forma, el
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tiempo empleado en una corrida y en que llegue a estabilizarse la
temperatura, la relacidn entre areas de los picos del patrén intermo
v el compuesto a determinar. Las condiciones del cromatdgrafo, ya
optimizadas, fueron:
temperatura del detector: 250 20
temperatura del inyector: 200 °C
temperatura del horno (programada):
150 °C (0.0 min), 10.0 °C/min, 170 °C (0.0 min)
30.0 °C/min, 230 °C (2.70 min)
tenperatura mixima del horno: 300°C
Flujo total : 100.0 ml/min
Purga: 2.81 ml/min
Divisién dé caudal: 92.8 ml/min
Columna: 4.43 ml/min
Detector de ionizacién de llama
Flujo de aire:  350.7 ml/min
Flujo de hidrdgeno: 32.88 ml/min
Rango: 16

Atenuacién: 1

Las condiciones del integrador para el andlisis fueron:
Zero: 10
Atenmiacién: 32
Velocidad del papel: 1.0 cm/min.
Ancho de pico: 0.04
Limite.dé rechazo: 2

Area de rechazo: 0
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11. Dilucién de los extractos para su cuantificacién

Se pesaron aproximadamente 0.5 gramos del extracto concen-
tradc junto con 0.03 gramos de una solucién metandlica de ftalato
de dibutilo (1:1), usado como patrdn interno. Se aford con metarol

p.a. a 10 ml y luego se puso a disolver durante tres minutos en un

bafio de ultrasonidos Haver USC 200T de 35 KHz v 120 W .

12. Identificacién del material a ser utilizade como referen-
cia.

Cuando se logrd aislar e indentificar el principio activo

del pericén (Ortiz, 1987), se separaron por cromatografia liquida y

tres recristalizaciones aproximadamente 3 gramos de un compuesto

identificade como T7-metoxicumarina. Este fué el material que se

utilizé como referencia.

Para verificar la identidad del material disponible para ser
utilizado como patrén de T-metoxicumarina, se obtuvieron sus espec-
tros de absorcién ultravicleta e infrarojo en espectrofotémetros FPE
lamda & y PE 338 B respectivamente: También se obtuvo el de resonan-
cila magnética maclear de protones en un espectrémetro Varian BEM-360

de 60 MH=.

13. Determinacién de la pureza del patrdn
La pureza del patrén se determind por medio de cromatografia
de gases. Debido al método de purificacién, las impurezas que puede
tener son compuestos de estructuras parecidas a la T-metoxicumarina.
Se asumid que el detector de ionizacién de llama tiene igual res-
puesta ante las impurezas y el componente principal y por ello se

pudo calcular la pureza del patrén de acuerdo con el porcentaje del
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4rea del compuesto en relacién al Area de todos los picos del croma-
tograma, excepto el del solvente y del patrén interno. El_ método
cromatografico fué el mismo que se usé para la cuantificacién en

las miestras (ver pagina 32).

14. Cuantificacién de la 7-metoxicumarina en infusiones y coc-
ciones de plantas completas.

Con algunas de las plantas recolectadas, se prepararcn COC-

ciones de la manera tradicicnal: poniendo una ramita de' unos 1.75

gramos (teniendo tallos hojas y flores) en una taza (125 mililitros)

de agua hirviendo, dejandola hervir por 3 minutos. Las plantas

enteras usadas, provenian del mismo ‘lote de plantas que agquellas que

se separaron en sus partes para hacer la cuantificacidén de la T-

metoxicumarina.

Ademas se prepararon infusiones con bolsitas de "té de pericdn”
disponibles en el mercado (Té cun, y Té Tender Leaf), poniendo una
bolsita de 1.00 - 1.75 gramos en una taza de agua hirviendo y de-

jéndola adentro, ya sin que hierva, durante 3 minutos.

Cada infusidén y coccién se evapord de la misma forma en que se
concentraron los extractos de las plantas que se analizaron y al
residuo se le agregaron aproximadamente 30 mg. de la solucidn meta-
nélica de patrdn interno, se disolvid con metanol a 10 ml. y se

cuantificé la 7-metoxicumarina presente por cromatografia de gases.
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V RESULTADOS

A. Identificacién y determinacién de la pureza del material a ser

utilizado como referencia.

1. Identificacidn.

Para verificar la identidad del material disponible para ser
utilizado como patrén de 7-metoxicumarina, se obtuvieron sus espec-
_ tros infrarcjo en nujol, con una concentracién de 1 a 5 % aproxima-
damente, vy en pastillas de KBr, a una concentracién de 1% (Figs. 8 v
9 vy Cuadro 5); ultravicleta en metanol y en metanol con NaOH 0.9 y
0,1N a2 una concentracién de .012% p/v (Figs. 10, 11 y 12 ¥ Cuadro 5)
y de resonancia magnética nuclear de protones (lH—NMR) en CDClS(Fig.

13 y Cuadro 5).

Analizando los distintos espectros obtenidos para el material en
cuestidén, junto con los espectros encontrados en la literatura para
moléculas similares, se ve que segin los espectros IR y W, el
material estudiado tiene un anillo lactona. Esto dado que aparece la
absorcidn de un éster en el espectro IR (dos picos alrededor de 1850
y 1735 om L en Nujol y KBr respectivamente) y el espectro UV cambia
al hidrolizar el éster, por lo que el éster interviene junto con el

anillo en la conjugacidén de electrones.

Segin el espectro 1H—NMR, el material estudiado es una cumarina

con  un metilo (probablemente de un grupo metoxi) en la posicién 7,
ya que el espectro coincide con el de la 7-hidroxicumarina, excepto

por el singlete (3.8 ppm) del metilo no acoplado (Cooper, 1980). si
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CUADRO 5

Condiciones espectronétricas utilizadas en la identificacién del
paterial de referencia utilizado como patrén

ESPECIFICACIONES DEL
EQUIPO UTILIZADO

'{CONDICIONES DE OPERA-

CION DEL EQUIPO

HUMERO DE FIGORA Y 50
DESCRIPCION

OBSERVACIONES:

Espectrofotonetro
infrarrojo Perkin Elmer
3998

Rango: 4000 -400 cn”
Exactitud: +- 4 cn™
Precisicn: +- 2 cn
Exactitud Ord: +- 1%
Precisién Ord: +- 0.75%
Resolucidn: 3.5-0.5cm
Buido: menos 0.5%

Luz extraia: menos 1%

Hodo: Transmitancia
Slit: Normal

Constante de tiempo: 1
Expansion de ordenada: 1
Expansion de abscisa: 1
Tiempo de barrido: 12°

Figura 8: Espectro
infrarrojo de la muestra
de referencia:
suspension en Nujol

Se reconocen las
bandas de absorcidn
de un ester
conjugado

Figura 9: Espectro
infrarrojo de la muestra
de referencia:

en pastilla de KBr

Se reconocen las

bandas de absorcion
de un ester conjuga-
do, anillo bencenico
con substitucion or-
to y metilo enlazado
a un oxigeno (eter).

Espectrofotdmetro
ultravioleta visible
Perkin Elmer lambda 5
Rango: 190 - 900 nm
Exactitud: +- .3nm
Precisifn: +- .1 n»
Exactitud Fot: +-.003 A
Precision Fot: +-.001 A
Resolucitn: 4 - .25 nm
Ruido: menos .0002 A
Luz extrafia: ¢ .001%

Modo: Absorbancia

§lit: 2 nm

Vel. barrido: 60 mn/min
Respuesta: 0.5 seg
Lampara: Auto (332.8na)
Ciclos: 1

Supresidn de pico: .02 A
Registrador: Serial
Ordenada min: 0.000 A
Ordenada max: 1.2, 1.4 A
Abscisa min: 200 mm
Abscisa max: 400, 500 na

Figura 10: Espectro
ultravioleta de la
muestra de referencia:
Solucion en metanol

Anax coinciden con
los de la literatura
de la T-metoxicu-
marina.

Figura 11: Espectro
ultravioleta de la
nuestra de referencia:
En metanol con NaOH .1 N

No hay cambio
batocrdmico respecto
a la figura 10; El
compuesto no tiene
un grupo acido

Figura 12: Espectro
ultravioleta de la
muestra de referencia:
En metansl con NaOH .9 N

Hay cambio batocro-
pico y aparece otro
pico; el compuesto
se hidroliza

Espectrometro de
resonancia magnética
nuclear de protones
VYarian EM 360
Hucleo: H

Ho = 14.092 KGaus

- {1 = 60.0 MHa

Resolucidn: .3 Hz
Estabilidad: .5Hz/8hrs.
linea base 5%
sensitividad: 30: 1 s/n
bandas laterales: 2%
Integracidn: « 1.5 %
Registrador:

linealidad: 0.5%

Exactitud: +-1 a 6006z

Pos. Anclaje: 0. ppm
Poder Anclaje: .01 =G
Desacoplamiento® no
Amplitud Espectro: 2000
Filtro: 0.05 seg

Poder RF: 0.05 =@

Tiempo de barrido: 5 ain
Ancho de barride: 10 ppm
Final del Barrido: 0 ppm
Hucleo: &

Referencia de cero: THS
Temp puestra: 25 %
Solvente: CDCl

Figura 13: Espectro de
resonancia magnébica
nuclear de protones de
la muestra de referencia

Aparecen multipletes
de aromiticos con
patron de intensida-
des igual al de la
T-hidroxicumarina; y
un singlete de meti-
lo (que no aparece
en el espectro de la
literatura de la
T-hidroxicumarina).
La relacion de areas
de los picos es de
76:45 = 5.067:3 =
R
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se compara el A&rea debajo de cada uno de los picos, se ve que
coinciden con la relacidén de 1H’5 en la molécula (3 metilos :5
aromaticos); ver Fig. 13.

Comparando el espectro IR obtenido para el material de referen-
cia con el dado en la literatura (Pouchert, 1985) para la 7-metoxi-
cumarina, se ve que coinciden, lo mismo que las ‘lnﬂx del espectro

UV (Weast, 1977).

22 Determinacién de la pureza
La determinacién de la pureza del material de referencia de
T-metoxicumarina se hizo por el mismo método que se hizo la cuanti-
ficacién en las muestras: cromatografia de gases. Para esto se
implementd el método de anilisis segin aparece en el Cuadro 6 y el
Apéndice B. El método optimizado se presenta en la pagina 32 .En el
Apéndice C y la Figura 14 se presentan cromatogramas de ejemplo de

la calibracidén y las muestras.

Dado que el material de referencia fué purificado por cromato-
grafia de columa y luego recristalizado varias veces, las impufezas
son compuestos similares o con estructura parecida a la 7-metoxi-
cumarina. Se puede entonces asumir que ante el detector de ioniza-
cién de llama el compuesto y sus impurezas causan igual tipo de
" respuesta. En base a lo anterior, la pureza del material de referen-
cia, corresponde con el porcentaje de drea del pico de la T-metoxi-
cumarina. En el Cuadro 7 se presentan los datos y los resultados
obtenidos a partir de considerar el area bajo el pico de la T7-
metoxicumarina y la suma de las Areas bajo los picos de todas las
cumarinas en el cromatograma (i.e. el Area total bajo el cromatogra-

ma sin considerar el pico del solvente ni del patrén intermo).
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CUADRO T:
Determinacién de la pureza del material de referencia de
7-metoxicumarina (por cromatografia de gases)

Fecha Replica Area absoluta % del area total demq
[ _las cumarinas
“ x—cuma | T-metoxi x-cuma | T-metoxi
6-12-88 l: el 20673 31983700 0.64 99.38
6-12-88 2 8600 1202000 0.71 99.29
6-12-88 3 9735 1006800 0.96 99.04
6-12-88 4 11835 888840 1.31 98.69
8-12-88 1 3354 212130 1.56 98.44
8-12-88 2 3418 264810 1.27 98.73
8-12-88 3 4447 353210 1.24 98.76
8-12-88 4 3111 260980 1.18 98.82
14-12-88 1 1371 70945 1.90 98.10-
16-12-88 1 L 3310 210770 1.55 98.45
S I |
media 1223 98.77
| desv.st. 0.37 0.§1J

Notas: 7-metoxi.: T-metoxicumarina.

x-cuma.: Compuesto cuyo pico aparece en el cromatograma del

material usado como patrén. Se cree gue sea una cumari-
na.

%7-metoxicumarina = = ’ inaX %
Area de T-metoxicumarina + x-cumarina

B. Partes de la planta.

Cuando se separaron las partes de las plantas se pesd cada parte
(ver Cuadro 8) con el fin de calcular el porcentaje en peso de cada
una de ellas con respecto al peso total de la planta. Esto se hizo
para tener un pardmetro de comparacidén que esté relacionado con la
edad o madurez de la planta; ya que la cantidad relativa de hojas y
flores depende del estado de la planta (" joven’, Floreciendo o

madura). Se calculd el porcentaje en peso de las partes de la planta

(ver Cuadro 9 y Figura 15).
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CUADRO 8:

Peso de las partes de las plantas secadas bajo

condiciones ambientales

LUGAR DE_RECOLECCION PARTE DE LA PLANTA (9)
hojas tallos flores |residuos

San José Poaquil 98.77

Chichoy Bajo, Patzin 49.83 82 11 20.78
Cabricén 268.22 | 290.64 g91.6

San Juan Sacatepéquez | 168.26 |232.72 82.91

San José Pinula 191.48 |[227.18 51.1

Tecpin 240.29 |241.24 48 .58

*¥residuos que no se clasificaron

CUADRO 9

e

Porcentaje del peso de las partes de las plantas
secadas bajo condiciones ambientales

LUGAR DE RECOLECCION PARTE DE LA PLANTA

=5 ‘hojas |tallos | flores
José& Poaquil —_— p— —

Chichoy Bajo, Patzin 35.77 44,58 14.92
Cabricén 41 .24 44 .68 14.08
San Juan Sacatepequez 34,77 48 .09 17.13
San José Pinula 40.76 48 .38 10.88
ITecpén 45 .33 45.51 9.16
promedio 39.57 46.25 13.23
|__desviacidn estandar 3.87 1.65 2.86

9 e = ——pesoparte
% ~ peso total planta 100

La determinacién de la concentracién de la T-metoxicumarina en

1. Determinacién de la humedad.

Se determind la humedad de cada una de las muestras secadas

48

C. Cuantificacidén de la 7-metoxicumarina:

las diversas partes de la planta se hizo por cromatografia de gases.
Cada muestra se extrajo; el extracto se concentrd y luego se preparod
ma dilucién del extracto para analizar. Paré calcular la concentra-
cién en las muestras analizadas fué necesario determinar también la

humedad de las muestras v el rendimiento de la extraccidn.

bajo condiciones ambientales para poder presentar los resultados del
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contenido de T-metoxicumarina en base seca. Se utilizd el método de
Karl Fisher determinando para ello el titulo de la solucidén titulan-
te antes de realizar la serie de anAlisis de muestras (ver Cuadro
10). Para determinar el titulo, o factor Karl Fisher, se pesaron bSmg
de agua y se titularon con solucién Karl Fisher encontrandose los
mg. de agua que reaccionan con 1 ml de la solucién K.F. (i.e. titulo

de la solucidn).

CUADRO 10: »
Factor Karl Fisher de la Solucion titulante
usada en la determinacidn de humedad

T A T ey R TR
Dia me. agua ml .sol .KF| factor K.F.
me. ag. /mlSol
1 5.4 1.485 3.636
1 5.1 1.390 3.669
1 5.3 1.400 3.786
2 5.4 1.390 3.885
2 5.4 1.410 3.830
2 5.2 o 1.410 1 3.688

_ mg. de asua titulada
Factor, K 5. = ml. sol. K.F. gastada

Se trabajé en triplicado; para las muestras 4y 5 se utilizd el

factor K.F. 3.697 mg agua/ml Sol K.F. y para las restantes el

factor K.F. 3.801 mg agua/ml Sol K.F.; ya que se trabajaron en
diferente dia. Los datos y resultados aparecen en los Cuadros 11 ¥y

12 en la Figura 16.

2. Determinacién del rendimiento de la extraccién de las mues-
tras de las diferentes partes de las plantas secadas bajo
condiciones ambientales.

s necesario determinar que porcentaje (p/p) es el extracto

concentrado obtenido con respecto a la muestra, para asi poder
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COADRO 11:
Datos de la determinacidn de bumedad residual em las muestras de las diferentes partes de

las plantas secadas bajo condiciones ambientales (en triplicado)

Tdentificacidn de la muestra || Peso de la muestra (g) | Gasto de Sol. K. E. (nl)

1 2 ] 1 2 3

San Juan Sacatepéquez, hojas [53.3 51.5 56.3] 0.970] 1.000f 1.220

4b | San Juan Sacatepequez, flores 8.9 53.4 56.01 0.960] 1.070] 1.150
dc | San Juan Sacatepéquez, tallos 53.2 53.2 54.1] 1.130f 0.940] 0.890
5a | San José Pinula, hojas 8.1 .4 52.6/ 0.890| 0.675| 1.200
5b | San José Pinula, flores 6.5 45.7 38.1| 0.995 0.995] 0.910
5¢ |San Jose Pinula, talles 18.3 5.7 51.4] 0.940) 1.075] 0.930
6a | Tecpdn, hojas 52.9 52.2 50.41 0.950[ 1.070f 1.040
b |Tecpan, flores 7.8 52.01 51.91 1.0500 1.210f 1.000
6c | Tecpdn, tallos 53.1 41.0 46.6| 1.140 0.950| 0.840
1a | San José Poaquil, Hojas 50.2 51.8 50.3] 1.300] 1.410] 1.450
2a | Chichoy Bajo, Pataidin, hojas 49.7 9.1 49, 1.250 1.200f 1.170
2b |Chichoy Bajo, Patzin, flores 4.7 5.9 5440 1.140) 1.200f 1.310
2¢ |Chichoy Bajo, Patzun, tallos 59.2 6.2  53.4f 1.230 1.010f 1.010
3a |Cabrican, hojas 64.2 47.5 51.8| 1.420] 1.140f 1.220
3b | Cabrican, flores 56.8 60.4 55.4] 1.300] 1.560f 1.300
Je |Cabrican,tallos Il___61.9 45.7 47.4) 1.130( 0.880] 0.910

COADRO 12

Humedad residual de las muestras (¥(p/p)) de las diferentes partes de las plantas
secadas bajo condiciones ambientales

muestral ldentificacidn de la muestra repeticidn promedio| desv.|lim. conf
1 2 3 est. 95 X

la |San José Poaquil, Hojas 9.84 | 10.35 ] 10.96 10.4 0.5 0.6
2a |Chichoy Bajo, Patzdn, hojas 9.5 9.29 §.91 9.3 0.3 0.4
2b  [Chichoy Bajo, Patzin, flores 9.08 9.94 9.15 9.4 0.4 0.5
2¢  |Chichoy Bajo, Patzdn, tallos 1.90 8.31 T.19 7.8 0.5 0.6
da  |Cabricin, hojas g.41 §.12 §.95 8.8 0.3 0.4
3b |Cabrican, flores 8.70 9.82 8.92 9.1 0.5 0.7
Je  |Cabrican,tallos 6.94 7.32 1.30 1.2 0.2 0.2
42 [San Juan Sacatepéquez, hojas 6.73 7.18 8.01 1.3 0.5 0.7
4b  [San Juan Sacatepéquez, flores 7.26 T.41 7.59 7.4 0.1 0.2
d¢  |San Juan Sacatepéquez, tallos 7.85 6.53 6.08 T 0.8 1.0
ba  |San José Pinula, hojas 6.84 6.03 §.43 T 1.0 1.4
5b  |San José Pinula, flores 7.91 8.05 8.83 8.3 0.4 0.5
5¢c  |San José Pinula, tallos 7.19 7.27 6.69 1.0 0.3 0.3
6a |Tecpan, hojas " 6.83 7.79 7.84 1.5 0.5 0.8
6b Tecgép, flores 8.35 8.84 71.32 8.2 0.6 0.9
I 6c  |Tecpan, tallos 8.18 8.81 §.85 8 0.8] 1.1

g x _Ing agua ml_sol K.F. gastados
%(p/p) Humedad = Factork . -1€-2 KF) Bios s e el
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relacionar la concentracién de la 7-metoxicumarina en los extractos,

con la concentracién en las muestras de donde éstos se obtuvieron.

Los datos y los resultados de rendimientos obtenidos se muestran

en los Cuadros 13 y 14.

3. Determinacién de la T-metoxicumarina en cada muestra
Fn el Cuadro 15 se muestran los resultados de porcentaje de
T-metoxicumarina en los extractos concentradcs, tal como los reportd
el integrador. Eséo es sin tomar en cuenta la pureza del patrdn
(98.77 %), la humedad de las muestras (Cuadro 12) v el rendimiento

de la extracién (Cuadro 14).

Fl calculo del contenido de 7-metoxicumarina en las muestras, en
base seca, se hizo segin:

%Mu:(%ﬂx)*(?%gi)*(%)*((—laé%) (1)
Donde:

%CuMu = porcentaje de T-metoxicumarina en la muestra en base seca.
%CuEx = porcentaje de T-metoxicumarina en el extracto (Cuadro 15)
%BEst = pureza del patrdn (98.77 %)

%Fx = rendimiento de la extraccién (Cuadro 14)

%H = porcentaje de humedad de la muestra (Cuadro 12)

Los resultados se maiestran en el Cuadro 16.

D. Cusntificacidén de la 7-metoxicumarina en infusiones ¥y coccliones
de plantas completas
Con algunas de las plantas recolectadas, se prepararon cocciones

de 1la manera tradicional: poniendo una ramita de unos 1.75 gramos
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CUADRO 13 ,

Peso de las muestras de las diferentes partes de las
plantas secadas bajo condiciones ambientales y de sus
extractos concentrados ( en base humeda )

i (o
Lugar de Recoleccion Parte de Peso de la | Peso del 'T
la planta muestra | extracto
(g) ()
] =0
San Jose Poaquil Hojas T7.5258
[ San Jose Poaquil Hojas 8.0664
San Jose Poaquil Hojas 10.0887
Chichoy Bajo, Patzun Hojas 10.1122
Chichoy Bajo, Patzun Hojas 9.8642
'Chichoy Bajo, Patzun Hojas 10.1339
Chichoy Bajo, Patzun Flores 10.0438
Chichoy Bajo, Patzun Flores 9.8672
Chichoy Bajo, Patzun Tallos 9.7728
Chichoy Bajo, Patzun Tallos 9.8912
Chichoy Bajo, Patzun Tallos 9.5148
Cabrican Hojas 9.7682
Cabrican Hojas 9.9188
Cabrican Hojas 10.1378
Cabrican Flores 9.8026
Cabrican Flores 9.3087
Cabrican Flores 9.7209
Cabrican Tallos 10.1423
Cabrican Tallos 8.6236
Cabrican Tallos 10.1573
San Juan Sacatepequez || Hojas 10.2074
| San Juan Sacatepeauez || Hojas 10.2759
San Juan Sacatepequez || Hojas 10.0310
San Juan Sacatepequez || Flores 10.0872
San Juan Sacatepequez || Flores 10.1303
San Juan Sacatepequez || Flores 10.0393
San Juan Sacatepequez | Tallos 10.2942
San Juan Sacatepequez || Tallos 10.0032
San Juan Sacatepequez || Tallos 10.2440
San Jose Pinula Hojas 10.4175
San Jose Pinula Hojas 10.2775
San Jose Pinula Flores 10.1202
San Jose Pinula Flores 10.0250
San Jose Pinula Flores 10.2194
| San Jose Pinula Tallos 10.2783
| San Jose Pinula Tallos 10.3077
San Jose Pinula Tallos 10.5213
Tecpan Hojas 10.1158
Tecpan Hojas 10.6816
Tecpan Hojas 10.5459
Tecpan Flores 10.0218
Tecpan Flores 10.0999
Tecpan Flores 8.1448
Tecpan Tallos 10.2947
Tecpan Tallos 10.7061
i_Tecpan = Tallos 10.2130
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CUADRO 14

Rendimiento de la extraccifn de las muestras
de las diferentes partes de las plantas secadas
bajo condiciones ambientales

| Lugar de Recoleccidn Parte de |Porcentaje
la planta (p/P)

San José Poaquil Hojas 42 .847

San José Poaquil Hojas 35.208

San José Poaguil Hojas 35.582
Chichoy Bajo, Patzin Hojas 28.589
Chichoy Bajo, Patzin Hojas 34.083
Chichoy Bajo, Patzin Hojas 33.974
Chichoy Bajo, Patzin Flores 27.809
Chichoy Bajo, Patzin Flores 35.556
Chichoy Bajo, Patzin Tallos 20.047
Chichoy Bajo, Patzin Tallos 16.835
Chichoy Bajo, Patzin Tallos 15.819
Cabricén Hojas 20.059
Cabrican Hojas 33.215
Cabricén Hojas 25.293
Cabrican Flores 31.461
Cabrican Flores 32.290
Cabrican Flores 33.890
Cabricén : Tallos 14.038
Cabricén Tallos 18.267
Cabrican Tallos 15.078

| San Juan Sacatepéquez Hojas 42.867
San Juan Sacatepéauez Hojas 3. 237

San Juan Sacatepéquez Hojas 29.972

San Juan Sacatepéquez Flores 38.998

San Juan Sacatepéquez Flores 33.556

San Juan Sacatepéquez Flores 41 .836

San Juan Sacatepéquez Tallos 18.748

San Juan Sacatepéquez Tallos 23 .431

San Juan Sacatepéquez Tallos 18.295

" San José Pinula Hojas 35.085
San José Pinula Hojas 30.794

San José Pinula Flores 49.970

San José Pinula Flores 43.555

San José Pinula Flores 38.816

San José Pinula Tallos 23.528

| San José Pinula Tallos 21.106
San Jose Pinula Tallos 17.788
Tecpan Hojas 28.316
Tecpan Hojas 32.493
Tecpdn Hojas 31.818

F Tecpén Flores 36.144
Tecpén Flores 44 652
Tecpén Flores 44 283
Tecpan Tallos 20.8563
Tecpdn Tallos 21.617

| Tecpan Tallos 19.887

T 3 _gr. extracto concentrado
s st gr. de muestra extraida * 100
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CUADRO 15
Concentracién de la T-metoxicumarina en los extractos concentrados
( a partir del calculo del integrador y en base humeda )

Lugar de Recoleccidn Parte de Porcentaje (p/p) de la T-metoxi- ||
la planta || cumarina en el extracto concentrado
(triplicado de inyecciocnes)
San José Poaguil Hojas 5.245 5.299 5.473
San José Poaguil Hojas 6.238 6.622 6.359
San José Poaquil Hojas 6.259 6.085 6.179
Chichoy Bajo, Patzin Hojas 3.035 3:1563 3.023
Chichoy Bajo, Patzinn Hojas 2.650 2.558 2.689
Chichoy Bajo, Patzin Hojas 2.925 2.892 2.790
Chichoy Bajo, Patzin Flores 1.908 1.926 1.898
Chichoy Bajo, Patzun Flores 1.421 1.346 1.431
Chichoy Bajo, Patzin Tallos 0.539 0.807 0.590
Chichoy Bajo, Patztn Tallos 0.635 0.488 0.605
Chichoy Bajo, Patzin Tallos 1.048 0.901 1.087
Cabrican Hojas 5.838 5.796 5.792
Cabricéan Hojas 7. 568 T 3BT T.428
Cabricén Hojas 5.870 6.308 8.152
Cabricin Flores 3.705 4.525 3.789
Cabrican Flores 2.354 2.532 2.499
Cabricin Flores 2.794 2.468 2.375
Cabricén Tallos 1.358 1.328 1.330
Cabricén Tallos 1.616 1.896 1.719
Cabrican Tallos 2.148 2.007 2.034
San Juan Sacatepéquez Hojas 7.430 7.660 7.530
San Juan Sacatepéquez Hojas 8.080 8.491 TS0
San Juan Sacatepéquesn Hojas 9. 156 105320 10.488
San Jusn Bacatepéquez Flores 3.385 3.720 3.387
San Juan Sacatepéquez Flores 2.413 2.388 2.450
Sen Jusn Sacatepéquez Flores 2.993 2.939 3.842
San Juan Sacatepéquez Tallos 0.912 0.900 0.917
San Juan Sacatepéquez Tallos 1.033 {1 32 1 01T
San Juan Sacatepé&quez Tallos 1.117 1.134 1.129
San Jos& Pinala Hojas 7.530 7316 sl
San José Pimula Hojas 4.417 4.213 4.270
San José Pirmla Flores 3.023 2.993 2 552
San Jos€ Pinula Flores 2.970 2.882 2.941
gan José& Pinula Flores 2.606 2.977 3.401
San José Pinula Tallos 0.932 0.947 0.983
San José Pinula Tallos 1. 2k 1.2486 1.197
San José Pimla Tallos 1.418 1.296 1.355 |
Tecpdn Hojas 7.715 7.964 8.524
Tecpan Hojas 6.723 7.180 T7.747
Tecpan Hojas 7.779 7.588 6.244
Tecpan Flores 4.226 3.321 3.503
Tecpén Flores 3.414 2.950 3.395
Tecpan Flores 3.213 3.241 3.489
Tecpan Tallos 1.236 1.339 15214
Tecpén Tallos 1.221 1.317 1.300
Tecpén Tallos 1.351 1.297 P 1.296
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CUADRO 16

Contenido de la 7T-metoxicumarina en muestras
( a partir del cidlculo del integrador y en base seca )

Lugar de Recoleccidn Parte de Porcentaje (p/p) de la
la planta T-metoxicumarina en la muestra
(triplicado de inyecciocnes) o
P ==y
San José Poaquil Hojas 2.48 2.50 2.58
San José Poaquil Hojas 2.42 2.57 2.47
San José& Poaquil Hojas 2.45 2.38 2.42
Chichoy Bajo, Patzin Hojas 0.94 0.98 0.94
Chichoy Bajo, Patzin Hojas 0.98 0.95 1.00
Chichoy Bajo, Patzin Hojas 1.08 107 1.03
Chichoy Bajo, Patzin Flores 0.58 0.58 0.68
Chichoy Bajo, Patzin Flores 0.55 0.52 0.55
Chichoy Bajo, Patzin Tallos 0.12 0.13 0.13
Chichoy Bajo, Patztun Tallos 0.11 0.09 0.11
Chichoy Bajo, Patzin Tallos 0.18 0.15 0.18
Cabricén Hojas 123 1.26 1.26
Cabric&n Hojas 2072 2.66 2.67
Cabrican Hojas 1.61 1.73 1.869
Cabricén Flores e 1.55 1.30
Cabricén Flores 0.83 0.89 0.88
Cabrican Flores 1.03 0.91 0.88
Cabricén Tallos 0.20 0.20. 0.20
Cabrican Tallos 0.31 0..83 @=33
Cabricén Tallos 0.34 0.32 0.33
San Juan Sacatepéquez Hojas 3.39 3.50 3.44
San Juan Sacatepdquez Hojas Bl 38T Sl
San Juan Sacatepéquez Hojas 2.93 3.30 S,
San Juan Sacatepéquez Flores 1.41 1.55 49
San Juan Sacatepéquez Flores 0.86 0.85 0.88
San Juan Sacatepéquez Flores 1584 1234 1.83
San Juan Sacatepéquez Tallos 0.18 0.18 0118
San Juan Sacatepéquez Tallos 0.26 0.28 0.25
San Juan Sacatepéquesz Tallos 0.22 0.22 0.22
San JosE Pinula Hojas 2.81 2.73 2.65
San José& Pinula Hojas 1.45 1.38 1.40
San José Pinula Flores 1.:63 1.61 1S3
San José Pinula Flores 1.39 1.35 1.38
San José Pinula Flores 1.09 1.24 1.42
San José& Pinula Tallos 0.23 0.24 0.24
San José Pinula Tallos 0.27 0.28 0.27
San José Pinula Tallos 0.27 0.24 0.26
Tecpén Hojas 2.33 2.40 2568
Tecpan Hojas 2.33 2.49 2.69
Tecpén Hojas 2.64 2.58 P2
Tecpan Flores 1.64 1.29 1.38
Tecpén Flores 1.64 1.42 1.83
Tecpan Flores 1.53 1.54 1.68 p
Tecpan Tallos 0.28 0.30 0.27
Tecpén Tallos 0.28 0.31 0.30
LTbcpén Tallos 0.29 0.28 0.28
| — — —]
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)

(teniendo tallos hojas y flores) en una taza (1256 mililitros) de
agua hirviendo, dejandola hervir por 3 minutos. Las plantas enteras
usadas, provenian del mismo lote de plantas que aguellas que

Separaron en sus partes para hacer la cuantificacién de la 7T-metoxi-

cumarina.

Ademds se prepararon infusiones con bolsitas de "té& de pericén'

disponibles en el mercado (Té cun, y Té Tender Leaf), poniendo una
bolsita de 1.00 - 1.75 gramos en una taza de agua hirviendo y de-

Jandola adentro, ya sin que hierva, durante 3 minutos.

Cada infusién y coccién se evapord de la misma forma en que se
concentraron los extractos de las‘plantas que se analizaron vy al
residuo se le agregaron aproximadamente 30 mg. de la solucidn meta-
ndlica de patrén interno, se disolvié con metanol all ‘ml. y s=e
cuantificd la 7-metoxicumarina Presente por cromatografia de gases.
Los resultados tal como los diéd el integrador se encuentran en el

Cuadro 17.

CUADRO 17
Concentracidn de 7-metoxicumarina en las infusiones y cocciones

s5e .

r__ — ——=
Identificacién de la muestra mgs. de T-metoxicumarina/taza 3]
(lugar o marca) _J (triplicado de inyecciones) (media) |
Té Cun l 10.57 9.23 9.83 9.81
Té Tender Leaf 8.88 9.18 SL0T 9.04
San Juan Sacatepéquez 7.89 8.52 7.84 8.08 |
Tecpan 3.79 3.95 3.89 3.88
San José Pinula “ 7.89 7.81 9.44 8.38
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VI ANALISIS DE RESULTADOS Y DISCUSION

A Contenido de T-metoxicumarina en las muestras de diferentes

partes de las plantas

1. Analisis de varianza

Debido a problemas diversos, se perdieron dos muestras, una de
flores de Chichoy Bajo, Patzin y otra de hojas de San José Pinula,
en estos casos no alcanzd el material para tener el dato de una
tercera extraccién. Por otra parte, de San José Poaguil sélo se
recolectaron hojas, ¥ por ello no se tienen datos para flores vy
tallos. En base a lo anterior no se puede hacer el anidlisis de
varianza con todos los datos disponibles; ya que al hacer calculos
para estimar los datos faltantes, se estaria perdiendo la variacidén
del submuestreo, pues para cada tratamiento y bloque se tiene 3

mediciones (inyecciones).

Lo que se hizo fué el anilisis de varianza a un nivel de 95% de
confianza, tomando (nicamente los tres lugares para los cuales se
tienen todos los datos (bloques), Asi se pudo ver que no hay dife-
rencia significativa introducida por el tiempo de extraccidn de 1la
miestra. Los resultados se presentan en el Cuadro 18 (para célculos

del anova ver el Apéndice A):

' Ya que no hay variacién significativa (F = 3.19 al 95%)intro-
ducida por los bloques (tiempo de extraccidén) en si, podemos, como

un recurso para analizar todos los casos donde hay datos para las
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CUADRO 18

Andlisis de varianza bifactorial, con bloques al azar y con
submuestreo de la T-metoxicumarina en las muestras de las plantas
(del Cuadro 16) (Nivel de 95% de confianza)

: Fuente Var. Sum.Cuad. | Grad.Lib, Sum.Cu.Med. F

[ Lugar 3.769 2 1.885 155.68%
Parte Planta 70.351 2 35,175 2905.10%
Tiempo Ext. .06507 2 .0325 2.69N5
Lug. y Part. 6.464 4 1.616 133.46%
Part. y Tiem. 1.446 .4 .3615 29.86%
Lug. y Tiem. .8738 P .2184 18.04%

Lug,Part,Tiem 2.178 8 2123 22.49%
Error .6539 54 ; .012108
Total 85.8024 80

—

% = fuente de variacidén significativa (Fcrit': 3.19, 2.57; 2.14 de
2, 4y 8 grados de libertad en el numerador, respectivamente).
N5 = fuente de variacidn no significativa (Fcrit‘: 3.18)

tres partes de la planta, tomar cada medicidn como un submuestreo,

se estaria

=

sin importar que se hizo con diferente extraccidn. Aqu
perdiende fineza en ei andlisis va que no se tomaria en cuenta la
variacidén introducida por el tiempo de extraccidén y sus interac-
ciones con los demés factores, pero se estarian tomando en cuenta
mis tratamientos. El andlisis de varianza es bifactorial con mimero
de réplicas desiguales y aparece en el Cuadro 19 hecho sdlo con el
lugar de origen, la parte de la planta y la combinacién de éstos

como fuente de variacién. Para los cidlculos ver el Apéndice A.

Puede wverse que a wn 95% de confianza hay diferencia significa-
tiva introducida por el lugar de recoleccién de la planta, por la

parte de la planta y la interaccidén de ambos.
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CUADRO 19: .

Analisis de varianza bifactorial, con submuestreo desigual de la 7-
metoxicumarina en las muestras de las plantas (del Cuadro 16) (Nivel
de 95% de confianza)

Fuente Var. Sum. Cuad. Grad.Lib. | Sum.Cu.Med. F

Lugar 15.743 4 3.936 55.437%

Parte Planta fE.373 2 38.187 537.845%

Lug. y Part. 12.957 8 1.620 22.817%

Error 8.104 114 .071

¥ = fuente de variacidn significativa (F__, = 3.07, 2.45, 2.02 para

2, 4 vy 8 grados de libertad en el nu%g%gdor, respectivamente) .

Para poder saber qué lugares son significativamente diferentes
dentro de los contenidos de una mismé parte de la planta; vy , den£ro
de los contenidos de la planta de un mismo lugar, cuadles partes son
significativamente diferentes; es necesario, primeramente, separar
los factores (i.e. hacer andlisis de varianza por separado de cada
factor; como experimentos separados). Aqui se pierde la contribucién
de las interaciones de los factores entre la variacidén del error.

Un resumen de los anovas se presenta en el Cuadro 20.

Después de ver gue hay diferencias significativas en todos los
experimentos, se utiliza ia prueba de Tukey (ver Apéndice A) , para
ver entre cudles factores hay diferencias significativas en cada
experimento. Un resumen de todas las pruebas de Tuliey se muestra en

el Cuadro 21.
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COADRO 20

Resumen de anovas considerandolos como experimentos independientes

y de un factor

||

e

Experimento | tratamientos | Fuente de| Suma de |grados de [Cuadrade
£ | variacion| Cuadrados |libertad |medio ]

Hojas Lugares de Error 2.01 1 0.18 9.56
recoleccion | Tratami. 8.73 5 1.75

Total 10.74 16 Ferit- 3.20

Flores Lugares de Error 0.42 g 0.05 6.92
recoleccion | Tratami. 1.3 4 0.33

Total 1.73] 13 Feritz 3.63

Tallos Lugares de Error 0.02 10] 0.0018 6.99
recoleccion | Tratami. 0.05 4 0.01

Total 0.07 14 Ferit- 3.38

Chichoy Bajo, | Partes de Error 0.61 51 0.0019 30Z.26
Patzun, la planta Tratani. 1.12 2 0.56

Chimaltenango Total 1.13 i Ferit= 5.79

Cabrican, Partes de Error 1.25 6 f.21 9.04
Quetzaltenago| la planta Tratami. 3.76 2 1.88

Total 5.00 8 Ferit= 5.14

San Juan Partes de Error 0.26 6 0.04 170. 16
Sacatepequez, | la planta Tratani. 14.69 2 7.35

Guatemala Total 14.95 8 Feritz 5.14

San Jose Partes de Error 0.92 5 18 11.62
Binula, la planta Tratami. 4.26 2 18

Guatemala Total 5.17 i Ferit= 5.79

Tecpan : Partes de Error 0.02 6] 0.0026 1370.01
Guatemala, la planta Tratami. 745 2 3,57

- Chimaltenango Total 1.16 8 Feritz §.14

Por lo que en todos los experimentos existe por lo menos um tratamiento
Lsigﬂificativamente diferente :
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CUADRO 21
- Resumen de pruebas

Tukey de los experimentos del Cuadro 20

Pruebas Tukey para las

Hojas. W= 0.53

L

Tratamiento (lugar rec.) medias| 2.458 2,456 1,649 1.623 0.993
5. Juan Sac. 3.397| 0.94 0.94 1.75 BT =2 44
Teopan 2.458 0. 00Ns 0.81 0.84  1.47
S. Jose Foa. 2.456 0.81 0.83 1.46
Cabrican 1.648 0. 03Ne (.66
5. Jose Pin. 1.623 0.63
Chichaj Bajo 0.993
Pruebas Tukey para las flores W = 0.27
Tratamiento (lusar rec.) medias| 1.376 0.894 (.879 0.577
Tecpan 1.560| 0.18N% 0.67 0.68 0.98
3. Jose Pin. 1.376 0.48 0.50 0.80
Cabrican 0.894 0.02Ns 0.32
5. Juan Sac. 0.879 0.30
Chichaj Bajo 0.577
Pruebas Tukey para los tallos W = 0.05
Tratamiento (lugar rec.) medias| 0.248 0.213 0.200 0.128
Tecpan 0.284 0.03Ns Q.07 0.08 0. 18
3. Jose Pin. 0. 249 0.04Ns 0.05 0. 12
Cabrican 0.213 0.01Ns 0.08
5. Juan Sac. 0.200 0. 07

L Chichaj Bajo 0.128

I NS = diferencias de medias de tratamientos no significativas
= —

En el cuadro 21 vemos que en los diferentes experimentos para:

Hojas:
las dem’as.

la de San Juan Sacatepéquezs es significativamente mayor
No hay diferenecia significativa entre Tecpan y San

que

José Poaguil ni entre Cabricén v San José Pinula.

Flores:

No hay diferenecia significativa entre Tecpdn y San

Jogé

Pirnula ni entre Cabricdn y San Juan Sacatepsquez.

Tallos: No
Pinula,

José Pinula y Cabrican.
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2. Promedio de resultados
Al analizar los resultados de la concentracidon de 1la T-meto-

xicumarina en el pericén se observa lo siguiente:

Por una parte, no influye el tiempo de extraccién en la determi-
nacién (i.e. son suficiente 8 horas de extraccidn), por lo que las
distintas extracciones se pueden tomar como réplicas. Por otra
parte, existen diferencias significativas en la concentracién de la
T-metoxicumarina entre las partes de la planta estudiada, entre los

lugares de recoleccidn estudiados, v la interacecién de ambos.

En base a lo anterior, se puede sacar promedio y desviacién
estdndar de los contenidos de T-metoxicumarina en cada muestra para
cada extraccién (Datos en el Cuadro 16 ¥ promedios en el Cuadro 22 y

Figura 17).

Ver la Figura 18 con relacién a la interaccién del lugar con la
parte de la planta y su influencia sobre la concentracién de la T-
metoxicuﬁarina. En tal grafica puede verse cierta interaccidn de los
factores (porgue se cruzan las lineas). Por el disefio del experimen-—
to no se puede saber qué caracteristica del lugar es la que afecta
la concentracién de la 7-metoxicumarina: la altura, el +tipo de
suelo, la fertilidad del mismo, la humedad, etc. Lo que se presenta
en la Figura 18 son valores promedic de la concentracién del princi-
pio activo en las diferentes partes de la planta de cada lugar.
Estos valores promedio aparecen en el Cuadro 22, v se ob tuvieron de
los datos de las dos o tres extracciones hechas durante diferentes
tiempos para cada muestra. En el Cuadro 23 se repota el contenido de

7-metoxicumarina en el pericén (resumen del Cuadro 22).
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CUADRO 22

Porcentaje de la T-metoxicumarina en

muestras

( a partir del cllculo del integrador y en base seca )

limite de confianza =

numero de casos

65

= |

Lugar de Recoleccidén Parte de ||Porcentaje de la T-metoxicumarina

la planta en la muestra

media de desv. media de desv.
Linvecciones std, | muestras std. |
San José Poaguil Hojas 2.52 0.05
San Jos& Poaguil Hojas 2.49 0.08
San José Poaguil Hojas 2.42 0.03 2.46 0.02
Chichoy Bajo, Patzin Hojas 0.86 0.02
Chichoy Bajo, Patzin Hojas 0.98 0.02
Chichoy Bajo, Patzin Hojas 1.08 0.02 -0.99 0.01
Chichoy Bajo, Patzin Flores 0.579 0.004
Chichoy Bajo, Patzin Flores 0.54 0.01 0.577 0.003
Chichoy Bajo, Patzin Tallos 0.124 0.006
Chichoy Bajo, Patzin Tallos 0.10 0.01
Chichoy Bajo, Patzin Tallos 0 17 0.01 0.128 0.005
Cabrican ' Hojas 1.25 0.02
Cabrican Hojas 2.68 0.083
Cabricén Hojas 1.87 0.05 1.65 0.01
Cabricén Flores 1.4 . 0.1
Cabricén Flores 0.86 0.03
Cabrican Flores 0.94 0.07 0.89 0.02
Cabrican Talles . | 0.200 0.002
Cabricén Tallos 0.326 0.009
Cabricin Tallos 0.33 0.01 0.213 0.002
San Juan Sacatepéquez Hojas 3.44 0.04
San Juan Sacatepéquez Hojas 3.25 0.09
San Juan Sacatepéquez Hojas 3.2 0.2 3.40 0.04
San Juan Sacatepéquez Flores 1.48 0.07
San Juan Sacatepéquez Flores 0.8865 0.009
San Juan Sacatepéquez Flores | 1.4 0.1 0.879 0.009
San Juan Sacatepéquez Tallos 0.181 0.001
San Juan Sacatepéquez Tallos 0.26 0.01
San Juan Sacatepéquerz Tallos 0.218 0.001 0.200 0.001
San José Pinula Hojas 2.73 0.06
San José Pinula Hojas 1.41 0.03 1.62 0.03
San José& Pinula Flores 1.5 0.1
San José Pinula Flores 1.37 0.02
San José Pinula Flores 1.3 0.1 1.38 0.02
San José Pinula Tallos 0.237 0.003
San José Pinula Tallos 0.274 0.005
San José Pinula Tallos 0.2566 0.009 0.249 0.002
Tecpan Hojas 2.4 0.1
Tecpan Hojas 2.5 0.1
Tecpéan Hojas 2.4 0.2 2.46 0.08
Tecpan Flores 1.4 0.2
Tecpan Flores 1.8 0.1
Tecpan Flores 1.5 0.08 1.56 0.05
Tecpan Tallos 0.28 0.01
Tecpan Tallos 0.30 0.01
Tecpén Tallos Jl_ 0.281 0.005 0.284 0.004
i e X
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CUADRO 23
Contenido de 7T-metoxicumarina en el Pericén
( a partir del calculo del integrador y en base seca )

Lugar de Recoleccidn HOJAS TALLOS FLORES

%(p/P) %(p/P) %(p/P)

San José Poaquil 2.46 0.01 o me St e
Chichoy Bajo, Patzan 0.993 0.007 | 0.577 0.002 | 0.128 0.003
Cabricén 1.649 0.008 | 0.89 0.02 | 0.213 0.001||
| San Juan Sacatepéquez 3.40 0.02 | 0.879 0.005 | 0.200 0.001
San Jos& Pinula 1.62 0.02 | 1.38 0.01 | 0.249 0.002
Tecpén 2.46 0.05 | 1.56 0.03 | 0.284 0.003

(1) Los valores presentados a continuacidn de los promedios son
limites de confianza al 95% = +—St/{ﬁ1considerando la desviacién
estandar, S, de los N valores tomados en cuenta.

3. PRelacidén entre la concentracién v el lugar de recoleccidn
Con el fin de determinar en cierta medida a que se debe la
variacién en la concentracidn de 7T-metoxicumarina en las diferentes

plantas recolectadas, se tomaron en cuenta las caracteristicas de

cada lugar de recoleccidén descritas en el Cuadro 3.

Para analizar dicha relacidén, no sélo se encuentra la dificultad
de multiples datos relacionados con el clima: temperatura, variacidén
de la temperatura, humedad, régimen de lluvias, tipo de vegetacién
natural, etc.; sino con miltiples variables "respuesta” o "medi-
bles”, como la concentracién de la 7-metoxicumarina en  hojas,

tallos, flores y en la planta.

En las Figuras 19 a 28 se busca algma relacidn entre la con-
centracién de T-metoxicumarina en las partes de la planta y la
humedad y la altura del lugar de recoleccién (todos los lugares

estén dentro del mismo rango de temperaturas).
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FIGURA 19

FIGURA Z0

Variacion de la concentracidn en las

plantas con la humedad del lugar
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URA 21 s L ;
Bl Variaciéon de la concentracidn en las

flores con la humedad del lugar
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FIGURA 23 A s ‘ =
Variacion de la concentracion en las

plantas con la altura del lugar
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FIGURA 25 I Foem , >
Variacién de la concentracion en las

flores con la altui'a del lugar
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FIGURA 25 Variacién de la concentracién en los
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Analizando las graficas se observa que en Cabricén, que esta a
mayor altura, la concentracién es mas baja'que en la mayoria de las
muestras de los otros lugares. Pero en Chichoy Bajo, Patzin, la
concentracidén es la mias baja de todas, y se encuentra a una altura
casi igual a la de Tecpan. Si se trata de relacionar la humedad del
lugar con la concentracién de 7T-metoxicumarina en las partes de la
planta, se encuentra que San José Pinula que tiene un clima mas
himedo que los demds, tiene una concentracién mas baja en las hojés

'y mAs alta en los tallos y las flores con relacién a los demas
lugares de recoleccién. En general, no se ve ninguna tendencia con

los datos analizados.

No se puede llegar a mayores conclusiones, por falta de informa-—
cidén, vya que no se controlaron los factores del lugar de recolec-
cidén y ni se tomaron en cuenta otros como la fertilidad del suelo y
el régimen de lluvias durante la época que crecid la planta. Ademas,
es posible que las plantas no tengan la misma madurez, pese a los

cuidados que se tuviercn en la fecha de corte y que ya estuvieran

floreciendo.

B. T-Metoxicumarina en las infusiones y cocciones
1. Analisis de varianza

Al realizar un andlisis de varianza con los datos del Cuadro 17,
se puede determinar si hay diferencia significativa en la dozis de
T-Metoxicumarina en las infusiones y cocciones analizadas. En el
Cuadro 24 se presenta el andlisis de varianza (para cilculos ver el
Apéndice A):

Notamos que hay una diferencia significativa en las dosis de al

menos un té; podemos suponer que es el de Tecpan, debido a gue es el
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que mas difiere de los otros (ver Figura 27); y hacer el mismo
anidlisis de varianza con todos los tratamientos, menos el de Tecpan

(ver Cuadro 25).

CUADRO 24

Andlisis de varianza del contenido de T-metoxicumarina en las in-
fusiones y cocciones (del Cuadro 17 a un 95% de confianza)

Fuente Var. Sum. Cuad. Grad.Lib. | Sum.Cu.Med. F __]
Tratamientos ' 64.16 4 16.04 53.80*”—]
Error 2.98 10 0.298 "
Total 67.14 | 14 |

¥ Diferencia significativa (Fcrit: 3.48)

CUADRO 25:

Analisis de varianza del contenido de 7T-metoxicumarina en las in-
fusiones v cocciones (del Cuadro 17 menos Tecpin a un 95% de confi-
anza)

Fuente Var || up.Cuad. | Grad.Lib. | Sum.Cu.Med. F |
Tratamientos 5.30 3 1.7 4. T3k _T
Error 2.97 8 : 0.37
Total 8.87 5. 11
* Diferencia significativa (Fcrit: 4.07)

e —_— —

De donde hay diferencia significativa (al 95% de confianza, F=
4,07) en la dosis de al menos una de. las cuatro muestras. Para
encontrar dicha diferencia se usé el método de contrastes ortogo-
nales (ver el Apendice A); los contrastes que se hicieron fueron: 1)
infusiones vrs. cociones, 2)entre las dos infusiones, 3) entre las
dos coclones que quedaron. En el Cuadro 26 se presentan los re-
sultados de los contrastes ortogonales, en donde vemos que la dife-

rencia estA entre infusiones y cocciones; por lo que se puede decir
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que las infusiones (hechas de bolsitas de té que se encuentran en el
mercado), contienen mas 7T-metoxicumarina. La anterior diferencia se
puede deber a que las bolsitas tengan mids hojas que las ramas con
que sSe prepararon las cocciones,l a que la planta con la que se
prepararon las bolsitas tuviera mis concentracién del T-metoxicuma-
rina; o que al seguir hirviendo el agua al preparar la coccidén, se
descomponga la 7T-metoxicumarina (Weast, 1977, mencioﬁa que éste
compuesto se descompone en agua). No es tan poderosa esta conclusién

va que no hay réplicas independientes de cada coccidén ni infusidén.

CUADRO 26
Contrastes ortogonales de las infusiones y cocciones
con- tratamientos Resultados
tras- |trata. Te Cun| Tender|S.J.8ac.|S.J.Pin. | o= p= g}é..
te: fITi.(suma)| 29.43| 27.13] 24.25| 25.14 5 T
& Ti(repet) 3 3 3 72065 | Zeiys] SLeont.
1 i 1 -1 -1 12 | T.17 [4.2841 |11.5786 % .
2 1 -1 0 0 6 | 2.30 ]0.8817 |2.3829 NS
0 0 1 -1 6 (0.8 10.1320 | 0.3568 NS
EHS: no significativo. % = significativamente diferentes. K(95%,1,8)- 5.32 1
Para abreviaturas consulte el Apendice A

En el Cuadro 27 y la Figura 27 se presentan los resultados de la
dosis promedio de cada infusidén o coccidn. Se puede decir con las
datos del Cuadro 17, que la dosis de T-metoxicumarina en las mes-—
tras de infusiones y cocciones analizadas tiene un promedio de 7.84
mg/ taza (sin tomar en cuenta la miestra de Tecpin seria de 8&.83mg/
taza) y con una dosis no mayor de 10mg/ taza. Este Gltimo dato se
podria usar Jjunto con la dosis letal media para hacer calculos de
posibles peligros de intoxicacidén; pero no se encontraron datos
toxicolégicos de la 7T-metoxicumarina (Meyers, 1980; Melmon, 1978;

Loebl, 1986; CAS 83:190324t; The United States Pharmacopeia, 1985;

The National Formulary, 1985).
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CUADRO 27
Contenido de 7T-metoxicumarina en las infusiones y cocciones

Identificacion de la muestra | mgs. de 7-metoxicumarina/taza
(lugar o marca) (media)| (1lim.conf 95%)
Te Cun 9.8 0.8
Te Tender Leaf 9.0 0.2
San Juan Sacatepequez 8.1 0.4
Tecpan 3.88 0.09
L san_Jose Pinula ey 1

2. Eficiencia de la extraccién en las cocciones
Dado que las plantas utilizadas para las cocciones provenian
del mismo lote que agquellas separadas en sus partes y luego analiza-
das. Se tiene analizando el resultado de la dosis de T-metoxicumari-
na en las cocciones y la concentracién de este compuesto junto con
el porcentaje en peso de cada parte de la planta, que se puede
calcular la eficiencia de la extraccién de la T7-metoxicumsrina. EL

cAdlculo se hizo segun:

Tt F e (%F % %CuF) + (4T % %Cul)] (2)
Donde::

%HExt = Eficiencia de la extraccién

WCu = peso de la cumarina cuantificada en la coccidn

WMu = peso de la planta con que se hizo la coccién en base hameda
%H = porcentaje en peso de hojas en la planta en base himeda

%CuH = porcentaje de la 7T-metoxicumarina en las hojas en base himeda
%F = porcentaje en peso de flores en la planta base himeda
%CuF = porcentaje de la 7T-metoxicumarina en las flores base hwne:da
%I = porcentaje en peso de tallos en la planta base himeda

#CuT = porcentaje de la 7-metoxicumarina en los tallos base himeda
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El resultado se maestra en el Cuadro 28:

CUADRO 28:

Eficiencia de la extraccién de la 7T-metoxicumarina en las cocciones
de pericdn

LUGAR . EFICIENCIA

San Juan Sacatepequez 34.9 %
{ Tecpén 17:8:% |l
J San José Pinula - 38.3 % "

Vemos que la eficiencia de la extraccidn es bastante baja; esto
posibleﬁente se deba a que la T-metoxicumarina se descompone en agiaa
(Weast, 1977). Esta descomposicién pudo ser mayor en la muestra de
Tecpédn debido a un sobrecalentamiento durante la evaporacién de 1a
miestra; pero debido a falta de réplicas independientes de cada
coccidn, no es posible determinar si ésa sea la causa de la diferen-

cia de la maestra de Tecpan.

C. Compuestos en los cromatogramas

o1 se observan los cromatogramas (ver Apéndice C), =se puede
apreciar que en todos los cromatogramas aparecen dos picos: El - del
patrdn interno con un tiempo de retencidén de 5.19 min. v el de la 7-
metoxicumarina con 3.93 min. En el cromatograma de la maestra puri-
ficada gue se utilizd como patrdn aparece a 6.27 min. un pico muay
pequernio que sSe cree que sea de otra cumarina; vya que al hacerle
cromatografia en caﬁa fina a la muestra purificada (Ortiz, 1887) da
dos manchas Fluorescentes (caracteristicas de las cumarinas). El
pico a 6.27 min. también aparece en la mayoria de los cromatogramas

de extractos, infusiones y cocciones.
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Es de hacer notar que los cromatogramas de las infusiones ¥y
cocciones tienen menos picos que los de los extractos de las partes
de la planta; posiblemente se deba a que la extraccidén en metanol v
con soxhlet es mis completa para la 7T-metoxicumarina y ademis extrae

mis compuestos.

Entre todos los picos que aparecen en los cromatogramas de los
extractos, hay uno que tiene un tiempo de retencidén de 2.32 min. ¥
que pasa desapercibido entre todos los picos en la mayoria de los
cromatogramas, menos en los de Chichoy Bajo, Patzin (ver la Figura
28); en donde aparece en los cromatogramas de todos los extractos y
es de un tamafio igual al pico de la T-metoxicumarina. Ya que este
pico aparece en todos los extractos v en todas las partes de 1la
planta (8 extracciones independientes), dificilmente se trate de un
compuesto producido por descomposicidn o degradacidén de otro; Por lo
que podemos decir gue las muestras de Chichoy Bajo tienen un com-
puesto en una cantidad mayor que las muestras de los otros lﬁgares.
Es interesante, ya que las miestras de éste lugar son las que tienen
la T-metoxicumarina en una concentracidn significativamente menor

aue las de los otros lugares de recoleccidén.

La diferencia entre las muestras de Chichoy Bajo vy las de los
otros lugares se podria deber a que se cortd la planta con una
madurez diferente a las demds. El otro compuesto que tiene posible-
mente sea el precusor de la 7T-metoxicumarina o un compuesto metabd-
lico de ella; por lo gue este compuesto aparece en mayor cantidad y
la T-metoxicumarina en menor cantidad que en las maestras de otros
lugares. Es posible que la diferencia se deba a una variedad dife-

rente de pericén, o que la muestra estuviera contaminada con otra

80




planta, o que se deba al lugar de recoleccion.

D. Humedad de las plantas

1. Analisis de varianza

Con los datos del Cuadro 12 se puede realizar un anAlisis de
varianza para ver de que depende la variacidén de la huamedad de 1la
planta seca (si de el lugar de recoleccién o de la parte de la

planta).

CUADRO 28:

Anilisis de wvarianza bifactorial con igual nimero de réplicas
para la humedad de las muestras de planta secada bajo condiciones
ambientales.

Fuente Var. | Sum.Cuad. | Grad.Lib.| Sum.Cu.Med. F
Lugar de rec. 15.873 | 4 3.968 9.539%
Parte de pla. §.443 2 4.722 13 . 351%
Parte y Lugar 6.012 8 0.752 7 1.808N5
Exrror 12.488 30 0.416
X Fuente de variacién significativa (Fcrit: 2.69, 3.32)

NS Fuente de variacidén no significativa (Fcrit: 2.27)

Se tiene diferencia significativa en la humedad de las muestras
debido al lugar de recoleccidén y debido a la parte de 1la planta
estudiada. BSegin ésto si era necesario determinar dicha humedad y
hacer la correccidén para presentar los resultados del contenido de

T-metoxicumarina en base seca.
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VII. CONCLUSIONES

Tomando en cuenta los siguientes aspectos que son antecedentes e

hipotesis de este trabajo:

El pericén, T, lacida, tiene un usc extenso y variado en la
medicina tradicional guatemalteca, especialmente por su actividad

antiespasmodica.

Por una parte, la 7-metoxicumarina, el principio antiespasmédico
y antibacterial del pericén, es ademds, la cumarina presente en
mayor cantidad en tal planta. Por otra parte, este compuesto es
fototéxico y tiene otras propiedades adversas como matagénica, inhi-
bidora del higado (citocromo P45), reacciona fotogquimicamente con

acidos nucléicos, teniendo posibles propiedades cancerigenas.

El pericén crece en gran variedad de condiciones de alturas v
lugares, por lo cual es posible que la concentracion de la 7-metoxi-

cumarina varie debido a condiciones.
Se concluye lo siguiente en base a los resultados de este traba-
Jo4

Una planta de pericdn secada por el método +tradicional esta
compussta en su mayor parte de talleos, de 44.6 a 48.4 % p/p (tomando
en cuenta la humedad remanente); luego de hojas con 34.8 a 45.3 %

p/P ¥ por Gltimo de flores con 9.2 a 17.1 % p/p .
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Las plantas de pericdn secadas por el método tradicional vy

molidas tienen una humedad residual entre 6 y 11% p/p.

Es posible hacer una extraccién completa de la 7*metoxiéumarina
presente en muestras de pericén secas y molidas, usando metanol
industrial tridestilado como solvente y extrayéndola con soxhlet
durante 8 horas. Este tiempo es suficiente para hacer una extraccidn

completa del compuesto estudiado.

Para la cuantificacidén de la 7-metoxicumarina es posible usar
cromatografia de gases usando ftalato de dibutilo como patrén inter-
no y una columa capilar HP1 de 25 m de largo, un detector de
ionizacién de llama y las condiciones cromatograficas descritas en

la pagina 33.

La 7T-metoxicumarina estd presente en el pericdn en mayor concen-
tracién en las hojas, de 1.0 a 3.4 % peso/peso en base seca ( 2.1 %
en promedio); luego en las flores, de 0.58 a 1.6 % p/p en base seca
(1.03 % en promedic), y por Gltimo en los tallos, de 0.13 a 0.28 %

p/D en base seca (0.22 % en promedio).

Existe variacién en la concentracidén de T-metoxicumarina en las
diferentes partes del pericdn debido al lugar de donde éste se

produce.

Por medio de los espectros y cromatogramas del material usado
como patrén, se comprobd que la cumarina presente en mayor cantidad
en el pericén es la T-metoxicumarina, encontrandose ademds un com-
puesto que esti en gran cantidad en el extracto metanélico de las

muestras de Chichoy Bajo, Patzin.
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La dosis de 7T-metoxicumarina en una infusidén o coccidén de peri-

cdn no es mayor de 10 mg por taza.

Al hacer una coccidén de pericdn por el método tradicional, se
extrae hasta el 38% p/p de la T-metoxicumarina presente en la planta
entera secada bajo condiciones ambientales. Tal material tiene una
concetracién promedio de 1.3 % p/p de T-metoxicumarina (tomando en

cuenta la humedad remanente).

Dado que las plantas secas tienen mas tallos que hojas o flores
(en porcentaje p/p), ¥ que los tallos tienen una concentracidn
minima de 7-metoxicumarina, si se desea extraer este compuesto para
su purificacidén para uso en investigacidén o medicina, no es aconse-

jable extraer material de los tallos.

Es posible que las infusicnes de pericdn contengan mas 7T-metoxi-
cumarina que las cocciones, debido a que, con el calor, se descom—

ponga mas rapido este compuesto al estar en soluciones acuosas.
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VIII. SUGERENCIAS DE ESTUDIO

Determinar si las plantas frescas de pericdén contienen o no la
T-metoxicumarina, cuantificéndola o estudiando el precusor presente
en la planta fresca. Asi se puede saber algo mis de la biosintesis

de esta cumarina.

Cuantificar la T-metoxicumarina en hojas y tallos de plantas de
rericdén secas y cortadas en distintas etapas del desarrollo de 1la
planta, para estudiar cuando estd en su punto méximo la concentra—
cién de 7T-metoxicumarina. Ver ademés si se encuentra en otras plan-
tas de pericdn (de distintos lugares y edades) el compuesto encon-
trado en las muestras de Chichoy Bajo, Patz&nj si varia con la etapa
de desarrollo de la planta, determinando si es un precusor o un

metabolito de la 7T-metoxicumarina.

Determinar la dosis letal media oral de la 7-metoxicumarina en
rata o algin otro animal de laboratorio; determinando ademis efectos
en la piel producidos por fototoxicidad (al reaccionar en la piel

con la luz solar o UV).

Realizar un experimento cultivando pericén, controlando factores
tales como los elementos mayores del suélo, sombra, riego; y regis-
trando otros factores como temperatura, clima etc. y ver como in-
fluyen éstos en la concentracién de la T—metoxicumariné en la plan-
ta.

Estudiar el efecto de la temperatura en la descomposicién de la
T-metoxicumarina en soluciones acuosas; y comprobar si las in-

fusiones tienen mis de este compuesto que las coccicnes.
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APENDICE A

FORMULAS Y PROGRAMAS DE ANALISIS DE VARIANZA UTILIZADOS:
1.

Anidlisis de wvarianza bifactorial con bloques al azar y con
submiestrec (winer, 1871)

Sean:

A primer factor con p niveles (subindice i)
B segundo factor con q niveles (subindice j)
C wvariable de bloqueo con r niveles (subindice K)
Cada tratamiento ABC ijk con m mediciones (subindice n)
En este trabajo A es el lugar de recoleccidén ,

E ez la parte de
la planta (factor fijo) y C es el tiempo de extraccidn y m el mieero
de inyecciones en el cromatdgrafo de cada extraccidr.

Las férmilas para las sumas de cuadros sorn:
—_ —\2
DO = ngr 2; (Ai- G = @®-W

ODp=mpr 2_(By-G) = (-
4
5 mpg (T = - )

SOup= nr Z&- (A—c_é'g& ""A—'i—"gi'*_é] )2

= e 2 (RBy- Q- S5a-554 = (- (- @)+(1)
3
j

04

i

Mg ;Z& ( ACis - As "'-Efa.’*' 532

il

ng é (Air-G) = SBa- S5~ (- (D -5)+1
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s LT RS D
S5%= mp 7 (Bjp- B~ Tur &)
J i ATE
=np %: (E)Q.ak" G)— 59— D = (8)= (&) =(3) &)
OOdee = M Z (RBC4j0- ARty — Ay ~BLjpe + A *E’é*’c“‘av
ijk
=n ﬁZ (R8T G) = S5 55 0e~S5 e — B S5u-5Se
= (A)-(&)— ()~ (8)+ (3) + (D + (58) - (1)

65\»-0.:1\: %M(Xijhm“ E@‘:—ijk_)z"“ (Z)-C“)
661'om = %M(Xiihm'—'a)zﬁ CZ)"'G‘)

donde:

(V= G frpgr = LY1Z2Z Kijhm ] /mpgr
(2)= Z Xijem = 25}2—;;?&3%

()~ (Z A mgr = LTL(ZTE Kijem) ] /rgr
(A~ (£ &)mpr = LZ(TLZ Kijton) ]/ mpr
(3) = (Z ¢%)/mpq = [yz,?j_ ac,,,m] Jigh

(7) = L2 CACHF I/, = ['z;zk(zgxqmﬂ/nq
(8) - [ Z.Ceeif 1 /mp = [X T (TZ Ktk ] /orp
(4) = [ZOsF/m < [ZZZ(Z Xiend ]
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Y para los grados de libertad se tiene:

(aﬂa = - (-1}

Fo = (g-1)

Pe = (r-1)

ca(a.b = (p-1)(g-1)
Hae = (p-1) (r-1)
Rbe = (g-Dlr-1)

gl abe = (p-1)(g-1 (r=1)

Cgﬁerfbr: Pq.r (V‘"ﬂ
q.QtM = pgrn—1

Para el cuadro medio se tiene CM= %

A conmtimiacidn se presenta un listado del progama con wan corri-

da del mismo, para cada conjunto de datos con que se utilizd en este -
trabajo.



listado de WWANOVA.PAS

PROGRAM ANOVA(INPUT,OTPUT);

{ **WM*W*MM%*WWWWW*MWM*X*

* * Programa que calcula el analisis de varianza para un experimento tri-
factorial con submuestreo. los tres factores pueden tener 6, 3 v 3 ni-
veles como mdximo respectivamente. El nGmero de submuestras puede ser
de 3 como méximo. (sise desea mayor capacidad, se puede cambiar la di-
mensidn del arreglo X).

Tiene la posibilidad de ingresar datos, verlos, corregirlos, calcular
el analisis de varianza, viendo los datos, y de imprimirlos:; todo esto

e O R S G R

se selecciona por medio de un menil.
Autor: Guillermo Alvarez Monzon

Fecha: 1 Septiembre 1989

tiene los siguientes procedimientos:

VAR

P.Q,R,N: INTEGER;
I,J,K,M: INTEGER;

X: ARBAY({1..6,1..3,1..3,1..3]0F REAL;
INGRESADO: BOOLEAN;
CALCULADO: BOOLEAN;

OPCION: INTEGER;
CUADSUMTOT: REAL;
SUMTOT: REAL;
SUMCUADA: REAL;
SUMCUADB: REAL;
SUMCUADC: REAL;
SUMCUADAB: REAL;
SUMCUADBC: REAL;
SUMCUADAC: REAL;
SUMCUADAEC: REAL;
SUMCUADTOT: REAL;
SSA: REAL;

SSB: REAL;

S5C: REAL;

O5AB: REAL;

SSEC: REAL;

SSAC: REAL;
SSABC: REAL;

SSE: REAL;

SSTOT: REAL;

GLA: INTEGER;
GLB: INTEGER;
GLC: INTEGER;
GLAB: INTEGER;
GLBC: INTEGER;
GLAC: INTEGER;
GLABC: INTEGER;
GLE: INTEGER;
GLTOT: INTEGER;
MSA: REAL;

MENSAJE

POSICON

MENU
INGRESAR
MUESTRA
CAMEIA
IMPRIME_RES
IMPRIME_TABLA
CALCULA

{Subindices?}
{Subindices}

{indica si se ingresaron
{indica si se calcularon
{opcidn del men(i}
{sumatoria para calcular
{sumatoria para calcular
{sumatoria para calcular
{sumatoria para calcular
{sumatoria para calcular
{sumatoria para calcular
{sumatoria para calcular
{sumatoria para calcular
{sumatoria para calcular
{sumatoria para calcular
{55 = suma de cuadrados}
{55 = suma de cuadrados}
{55 = suma de cuadrados}
{SS = suma de cuadrados?}
{SS = suma de cuadrados}
{58 = suma de cuadrados}
{88 = suma de cuadrados}
{55 = suma de cuadrados}
{35 = suma de cuadrados}
{GL = grados de libertad}
{GL = grados de libertad}
{GL = grados de libertad}
{GL = grados de libertad}
{GL = grados de libertad}
{GL = grados de libertad}
{GL = grados de libertad}
{GL = grados de libertad}
{GL = grados de libertad}
{M5 = cuadrados medios}

{arreglo de las mediciones}

datos}
datos}

855°s}
557°s}
58°s}
S5 7s}
55°s}
55°s}
55 s}
S5°s}
55 s}
S5 s}
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MSB: REAL; {MS = cuadrados medios}
MSC: REAL; {MS = cuadrados medios}
MSAB: REAL; {MS = cuadrados medios}
"MSBC: REAL; {MS = cuadrados medios}
MSAC: REAL; {MS = cuadrados medios}
MSABC: REAL; {MS = cuadrados medios}
MSE: REAL; {MS = cuadrados medios}

PROCEDURE POSICION ; {oioktcktck Aok Aotk kb kAOoRoR R ACK KRR K Aok AR Ao oR oK
X Procedimiento que borra la pantalla y posiciona el cursor. Es utilizado *
* por los procedimientos MENSAJE, MENU, INGRESAR, CAMBIA, CALCULA, MUESTRA%
X e IMPRIME_TAELA. *
BEGIN

CLRSCR;

GOTOXY(10,10);

WRITELN;
END;

PROCEDURE  MENU ; {kkickiiorikiciiokickickicioiciiciiokckicicioliiciicioricioiciciciciofoicioloioiololook
% Procedimiento que muestra un men con opciones y revisa si es valida la x
% opcién antes de aceptarla. Es utilizado por el programa principal. *
BEGIN

POSICION;
WRITELN;
WRITELN( “ MENU: ") ;
WRITELN( ~ 1: INGRESAR DATOS™);
WRITELN( 2: VER DATOS INGRESADCS);
WRITELN( ~ 3: EDITAR DATOS INGRESADOS?);
WRITELN( ~ 4: CALCULAR ANALISIS DE VARIANZA™);
WRITELN( " 5: IMPRIMIR DATOS INGRESADOS”);
WRITELN( - 6: IMPRIMIR RESULTADOS DE ANOVA™);
WRITELN( ~ 7: TERMINAR AL PROGRAMA®);
WRITELN;
WRITE( " INGRESE QPCION: "),
READLN(OPCICN);
WHILE (7 < OPCION) OR (OPCION < 1) DO
BEGIN
WRITELN(CHR(07), "OPCION INVALIDA, INGRESE OPCION”);
READLN(OFPCION)
END
END;

PROCEDURE MENSAJE ; {*kkikkickkkicrickokickirkiksicioloicioloiokicioioriciolokeioiokkokokolokkokokok
* Procedimiento que avisa al usuario que debe alistar la impresora antes X
* de seguir corriendo el programa. Es utilizado por los procedimientos X
* [MPRIME_RES e IMPRIME_TABLA. *
BEGIN

POSICION;

WRITELN( "ALISTE LA IMPRESORA Y OPRIMA RETURN™);

READ
END;

PROCEDURE INGRESAR ; {sclckickiokiiciriorickicicriokickicioriiickokiokeoicioriooioiorcrokoforciorkok
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* Procedimiento por el cual se ingresan los datos. Es utilizado por el *

¥ programa principal. *
5 %}
BEGIN
POSICICN; :
WRITE( " NIVELES DEL PRIMER FACTOR: P=7? “);
READLN(P);
WRITE( " NIVELES DEL SEGUNDO FACTOR: Q=? ~);
READLN(Q) ;
WRITE(" NIVELES DEL TERCER FACTOR: R=7 “);
READIN(R) ;
WRITE( - NUMERO DE OBSERVACIONES POR MUESTRA: N=? 7);
READIN(N) ;
FOR I:= 1 TO P DO
BEGIN
FOR J:= 1 TO @ DO
BEGIN;
FOR K:= 1 TO R DO
BEGIN
FOR M:= 1 TO N DO
BEGIN
WRLTE( "X(~, 1,7, 0, " K " s M, )= )3
READIN(X[I,J,K,M])
END
END
END
END;
INGRESADO: =TRUE
END;

PROCEDURE MUESTRA ; {kikkiokoickkekkekioiikkomkicioriiorickiciolkokiorsiolriokieieokkoririok
* Procedimiento que muestra en la pantalla los datos ingresados. Es uti- x
* lizado por el programa principal. *
ko kiololkicliiilciiokicolckcckcooiiciorcikioiokiokkokkckickoroktokkookkokk }
BEGIN
FOSICION;
FOR I:=1 TO P DO
BEGIN
FOR J:= 1 TO @ DO
BEGIN;
FOR K:= 1 TO R DO
BEGIN
FOR M:= 1 TO N DO
BEGIN
WRITE( - LT adn 5 KT "M e 7 XET K M6 )
END;
WRITELN
END
END
END
END;

PROCEDURE CAMBIA; {Fkklrkickicrickickickerokicioorioksickiciolcicickckickaicickickolciolieioioickioiolok
* Procedimiento que permite cambiar los datos ingresados, utiliza como X
* clave de parada el -99. Es utilizado por el programa principal *
BEGIN

POSICION;
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REPEAT
WRITE("I=? CLAVE DE PARADA I= -99 7);
READLN(TI);
WRITE( “Jd=? 7);
READLN(J);
WRITE( 'K=? 7);
READLN(K) ;
WRITE( "M=? 7);
READLN(M) ;
WRITE( "VALOR DE X(~,1,",",Jd, ", ,K,",",M,")y=7 “);
READIN(X[I,J,K,M])

UNTIL I= -99

END;

FROCEDURE IMPRIME_RES ; {kkiokickoikkiciokiciolciokickorickliciolicioooiclericioriciaoiriorerek
* Procedimiento que imprime resultados en la impresora, lo llama el pro- *
X grama principal. *
FokokerciokokkckoloiokteiicioiokkololoiokskckkolokkiokitokAsior kit siorciaioiolskctolickaaioroookksstcoRofok
BEGIN
MENSAJE ;
WRITELN(LST, "SSA = T
WRITELN(LST, "SSB = ~,88B:7:
WRITELN(LST, "SSC = ¥4

WRITELN(LST, "SSAB = : ;
WRITELN(LST, “SSBC = “,88BC:7:3);
WRITELN(LST, "SSAC = “,85AC:7:3);
WRITELN(LST, "SSABC = ~,SSABC:7:3);
WRITELN(LST, "SSE = “,85E:7:3);
WRITELN(LST, “SSTOT = °,SSTOT:7:3);
WRITELN(LST, "GLA = “,GLA);
WRITELN(LST, "GLB = “,GLB);
WRITELN(LST, “GLC = 7 ,GLC);
WRITELN(LST, "GLAB = ~,GLAB);
WRITELN(LST, "GLBC = °,GLBC);
WRITELN(LST, "GLAC = °,GLAC);
WRITELN(LST, "GLAEC = °,GLABC);
WRITELN(LST, “GLE = " ,GLE);
WRITELN(LST, "GLTOT = ~,GLTOT);
WRITELN(LST, "MSA = ~,M3SA:7:3);
WRITELN(LST, "MSE = ~,MGB:7:3);
WRITELN(LST, "MSC = ~,M5C:7:3);
WRITELN(LST, "MSAB = “,MSAB:7:3);
WRITELN(LST, "MSBC = °“,MSBC:7:3);
WRITELN(LST, "MSAC = ~,MSAC:7:3);
WRITELN(LST, "MSABC = “,MSABC:7:3);

WRITELN(LST, 'MSE = ",MSE:7:3);
END;

PROCEDURE IMPRIME_TAELA ; {*}tickikictkipkiciiiikicicliiclickkiokokiokiioiokickoortor ik
* Procedimiento que imprime por medio de la impresora la tabla de los da—%

* tos ingresados. Lo llama el programa principal. *
WWWWWWWWWWWWW**}
BEGIN

MENSAJE;

FOR I:= 1 TO P DO

BEGIN

FOR J:= 1 TO @ DO
BEGIN;
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FOR K:= 1 TO R DO

BEGIN
FOR M:= 1 TO N DO
BEGIN

WRITE(LST, - b4 (R ATy LGNS 'R TEa: | o) E—Jloa 4 i N0 0 Ll o [ ST 2

END;
WRITELN(LST) ;

END

END
END
END;

PROCEDURE CALCULA ; {soktoickickickooicoriicioiolioioioiioioiiokiciiioolootoiolcioiootoiototooroforiorick

* Procedimiento que hace los cidlculos del andlisis de varianza. Lo llama *

* el programa principal. *

VAR
ACUMULA : REAL;;

ACUMULADO: REAL;

BEGIN
SUMCUADARC:
SUMCUADTOT :
SUMTOT : =0;
ACUMULA:= 0;
ACUMULADO:= 0;
FOR I:= 1 T
BEGIN;

FOR J:= 1 TO Q DO
BEGIN;
FOR K:= 1 TO R DO
BEGIN;
FOR M:= 1 TO N DO
BEGIN;
SUMTOT: = SUMTOT + X[I,J,K,M];
SUMCUADTOT : = SUMCUADTOT + SQR(X[I.J,K,M]);
ACUMULA:= ACUMULA + X[I,J,K,M]

0;
0;

END;
SUMCUADARC: = SUMCUADABC + SQR(ACUMULA),
ACUMULA:= 0
END
END
END;

CUADSUMTOT : = SQR(SUMTOT) / (NX¥P*QKR) ;
SUMCUADABC: = SUMCUADABC/N;
SUMCUADA: = 0, [
SUMCUADAR:= 0;
FOR I:= 1 TOP DO
BEGIN;
FOR J:= 1 TO @ DO
BEGIN;
FOR K:= 1 TO R DO
BEGIN;
FOR M:= 1 TO N DO
BEGIN;
ACUMULA:= ACUMULA + X[I,J,K,M];
ACUMULADO: = ACUMULADO + X[I,J,K,M]
END
END;
SUMCUADAB: = SUMCUADAB + SQR(ACUMULADO);
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ACUMULADO:= 0
END;
SUMCUADA: = SUMCUADA + SQR(ACUMULA);

ACUMULA:= 0
END;
SUMCUADA: = SUMCUADA / (N¥Q*R);
SUMCUADAB: = SUMCUADAE / (N*R);
SUMCUADB: = 0;
SUMCUADBC: = 0;
FOR J:= 1 TO @ DO
BEGIN;
FOR K:= 1 TO R DO
BEGIN;
FOR I:= 1 TO P DO
BEGIN;
FOR M:= 1 TO N DO
BEGIN;
ACUMULA:= ACUMULA + X[I,J,K,M];
ACUMULADO: = ACUMULADO + X[I,J,K,M]

END
END;
SUMCUADEC: = SUMCUADBC + SQR(ACUMULADQ) ;
ACUMULADO:= 0
END;
SUMCUADB: = SUMCUADB + SQR(ACUMULA);
ACUMULA:= 0
END;

SUMCUADB: = SUMCUADB / (NxP*R);
SUMCUADBC: = SUMCUADBC / (N¥P);
SUMCUADC: = 0;
SUMCUADAC: = 0;
FOR K:= 1 TO R DO
BEGIN;
FOR I:= 1 TO P DO
BEGIN;
FOR J:= 1 TO Q DO
BEGIN;
FOR M:= 1 TO N DO
BEGIN;
ACUMULA:= ACUMULA + X[I,J,K,M];
ACUMULADOQ: = ACUMULADO + X[I,J,K,M]

END
END;
SUMCUADAC:= SUMCUADAC + SQR(ACUMULADO);
ACUMULADO:= O
END;
SUMCUADC: = SUMCUADC + SQR(ACUMULA);
ACUMULA:= 0
END;

SUMCUADC:= SUMCUADC / (NkP*Q);
SUMCUADAC: = SUMCUADAC / (N*Q);
SSA:= SUMCUADA — CUADSUMTOT;

S5SB:= SUMCUADB - CUADSUMTOT,
SSC:= SUMCUADC ~ CUADSUMTOT;
SSAB:= SUMCUADAB - SUMCUADA - SUMCUADB + CUADSUMTOT;
SSBC: = SUMCUADBC - SUMCUADB - SUMCUADC + CUADSUMTOT,
SSAC: = SUMCUADAC - SUMCUADA - SUMCUADC + CUADSUMTOT;

SSABC: = SUMCUADABC - SUMCUADAB - SUMCUADBC - SUMCUADAC +
SUMCUADA + SUMCUADB + SUMCUADC - CUADSUMTOT;
SSE:= SUMCUADTOT ~ SUMCUADAEC;
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SSTOT:= SUMCUADTOT - CUADSUMTOT;
GLA:= P-1;

GLB:= Q-1;
*GLOC:= R-1;

GLAB:= (P-1)%(Q-1);

GLEBC:= (Q-1)x(R-1);

GLAC:= (P-1)%(R-1);

GLABC:= (P-1)*(Q-1)%(R-1);

GLE:= PHQKR¥(N-1);
GLTOT : = (PRGPRRAN) -1 ;

n

MSA:= SSA / GLA;
MSB:= SSB / GLB;
MSC:= SSC / GLC;

MSAB:=SSAR / GLAB;
MSBC:=SSBEC / GLEC;
MSAC:=SSAC / GLAC;
MSABC:= SSABC / GLABC;
MSE:= SSE / GLE;

CALCULADO := TRUE;
POSICION;
WRITELN( “SSA = ~,88A:7:3);
WRITELN( "SSB = ~,S88B:7:3);
WRITELN( "88C = ~,88C:7:3);
WRITELN( "SSAB = 7,SSAB:7:3);
WRITELN( "S8BC = 7,8SBC:7:3);
WRITELN( "8SAC = ",88AC:7:3);
WRITELN( "SSABC = ',SSABC:7:3);
WRITELN( "SSE = ~,88E:7:3);
WRITELN( "SSTOT = ~,S8STOT:7:3);
WRITELN( "GLA = ~,GLA);
WRITELN( "GLB = “,GLB);
WRITELN( "GLC = ~,GLC);
WRITELN( "GLAB = " ,GLAB);
WRITELN( "GLBC = ~,GLBC);
WRITELN( "GLAC = ~,GLAG);
WRITELN( "GLABC = ~,GLABC);
WRITELN( ‘GLE = °,GLE);
WRITELN( "GLTOT = ~,GLTOT);
WRITELN( "MSA = " ,MSA:7:3);
WRITELN( ‘MSB = " ,MSB:7:3);
WRITELN( "MSC = ",M8C:7:3);
WRITELN( "MSAB = ~,MSAB:7:3);
WRITELN( "MSBC = ~ ,MSBC:7:3);
WRITELN( "MSAC = " ,MSAC:7:3);
WRITELN( "MSABC = ~,MSABC:7:3);
WRITELN( "MSE = ",MSE:7:3);
END;

{PROGRAMA PRINCT PAL oioriciol otk ook AR KA ORIk ICioiokoickoioiolok
¥ Consta principalmente de un case que permite al usuario seleccionar lo %
* que desea hacer del menil. *
BEGIN
INGRESADO:
CALCULADO:
REPEAT
MENU;
CASE OFCION OF
1:INGRESAR;
2:TF INGRESADO

R

=FALSE;
=FALSE;
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THEN MUESTRA
ELSE WRITELN(CHR(07), 'NO SE HAN INGRESADO DATOS”);
3:IF INGRESADO
THEN CAMBIA
ELSE WRITELN(CHR(07), "NO SE HAN INGRESADO DATOS”);
4:IF INGRESADO
THEN CALCULA
ELSE WRITELN(CHR(O07), NO SE HAN INGRESADO DATOS”);
5:IF INGRESADO
THEN IMPRIME_TABLA
ELSE WRITELN(CHR(07), NO SE HAN INGRESADD DATOS”);
6:IF CALCULADO
THEN IMPRIME_RES
ELSE WRITELN(CHR(OQT), NO SE HAN CALCULADO DATOS”);
7:{Sale del menu y termina programa}
END;
WRITELN( “OPRIMA RETURN PARA CONTINUAR™);
READLN;
UNTIL CPCION = 7
END.
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2. Andlisis de varianza bifactorial con nimero de submuestreo desi-
gual (winer, 1871)

Sean:
A primer factor con p niveles (subindice i)
B segundo factor con g niveles (subindice Jj)
Cada tratamiento con nij nimero de submaestras.
En ests trabajo A es el lugar de recoleccién y B es la parte de

la planta. Se tiene nij mediciones para cada combinzcidn del i-
ésimn lugar y j-ésima parte de la planta.

Aemds se usé el mismo programa para generar resultades de un
andlisis de varianza bifactorial con ntmero de muestras iguales.

Las férmulas pra las sumas de cuadros son:

9Da

S9Ob

Ne [-]

e LA - (ﬂ]

55, = Nh [(B)-(BV=(4)+ (M)

9D error = :L— >3; 661J = (2)

& = [ z;_(i'xumw Joa
R

(2 - (302 (Pomd)l 1
(805~ {713 (Bl 3/r
(1 55) - [3L(R%m/m)]
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donde:
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n

]

(2)

®

(#)

(5)



donde

Z -'fmi
594 = Z_ijm' (—”"—‘XJ——)—

'YHJ

4
hh Z—_zj_c/,n,tﬂ

y los grados de libertad son:

%Qq = p-A
%Qb - q-1
%Ra‘o (p—ﬂ(q,——ﬂ
O(]/Qc = :[:J(Y\«ij—ﬂ

]

A continuacidén se presenta un listado del progama ©on uan corri-

da del mismo, para cada conjunto de datos con que se utilizd en esta
trabajo.
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listado de WANOVAZ.PAS
PROGRAM ANOVA(INPUT,OTPUT);

{W*WWMWWWWWW*MWW%

¥ .Programa que calcula el analisis de varianza para un experimento bi- *
% factorial con submuestreo. los dos factores pueden tener 6 y 3 niveles %
* como maximo respectivamente. El nimero de submuestras puede ser variado *
X para cada tratamiento y tener 10 como miximo. (sise desea mayor capaci- *
* dad, se puede cambiar la dimensién del arreglo X). *
* Tiene la posibilidad de ingresar datos, verlos, corregirlos, calcular *
* el analisis de varianza, viendo los datos, y de imprimirlos; todo esto *
* se selecciona por medio de un mend. *
*¥ Autor: Guillermo Alvarez Monzon *
* Fecha: 1 Septiembre 1989 *
* tiene los siguientes procedimientos: *
* MENSAJE *
* POSICON *
% MENU *
X INGRESAR *
X MUESTRA *
X CAMBIA *
* IMPRIME_RES *
X IMPRIME_TABLA *
* CALCULA *
sokskckkfokkkkRkkkickeksciolokkekckoick sokcioicickekeiieiekicicioiieicioicioicioicioioioiicicioleickecicciokioiciorciororckck }
VAR

P.Q: INTEGER; {Subindices}

I,J,M: INTEGER; {Subindices}

N: ARRAY[1..6,1..4] OF INTEGER; {Subindices}

SN: INTEGER; {Suma de # de muestras}

NH: REAL; {NGmero de muestras ponderado}

S¥X:ARRAY[1..6,1..4] OF REAL; {Suma de X}

SSX:ARRAY[1..6,1..4] OF REAL; {Suma de cuad. de tratamiento}

SX2:ARRAY[1..6,1..4] OF REAL; {Suma de x"2}

MX:ARRAY[1..6,1..4] OF REAL; {Media de tratamiento}

X: ARRAY[1..6,1..4,1..10]0F REAL; {arreglo de las mediciones}

INGRESADO: BOOLEAN; {indica si se ingresaron datos}

CALCULADO: BOCLEAN; {indica si se calcularon datos}

OPCION: INTEGER; {opcion del menu}

CUADSUMTOT : REAL; {sumatoria para calcular S5 s}

SUMTOT: REAL; {sumatoria para calcular SS5's}

SUMCUADA: REAL; {sumatoria para calcular 55 s}

SUMCUADB: REAL:; {sumatoria para calcular SS's}

SUMCUADAR: REAL; {sumatoria para calcular S5°s}

SUMCUADTOT: REAL; {sumatoria para calcular S5S5°s}

SSA: REAL; {SS = suma de cuadrados}

SSB: REAL; {35 = suma de cuadrados}

SSAB: REAL, {85 = suma de cuadrados}

SSE: REAL; {85 = suma de cuadrados}

SSTOT: REAL; {SS = suma de cuadrados}

GLA: INTEGER; {GL: = grados de libertad}

GLB: INTEGER, {GL = grados de libertad}

GLAB: INTEGER; {GL = grados de libertad}

GLE: INTEGER; {GL = grados de libertad}

GLTOT: INTBEGER; {GL = grados de libertad}

MSA: REAL; {MS = cuadrados medios}

MSB: REAL; {MS = cuadrados medios}

MSAB: REAL; {MS = cuadrados medios}

MSE: REAL; {MS = cuadrados medios}




listado de WANOVAZ2.PAS

PROCEDURE POSICION ; {serkickiciicioriociciioicirioroioliciioiciickickiokkikiokioicioiciolciiciciclolckekck
X Procedimiento que borra la pantalla y posiciona el cursor. Es utilizado *
* por los procedimientos MENSAJE, MENU, INGRESAR, CAMBIA, CALCULA, MUESTRAX
* e IMPRIME_TABLA. *
iotcickckiokeiolrclolokkokckekckoiksiok Rk ook kckokolokkcickoRorckoickolcioloreiokiciorokkekekiciacioiokickckokokck
BEGIN

CLRSCR;

GOTCXY(10,10);

WRITELN
END;

PROCEDURE MENU ; {#kickcioiiicioiciolckekkciciioiiciolofeoioicioioioioiocickkoiooiicioleksciofcloloroofcreo
* Procedimiento que muestra un mend con opciones y revisa si es valida la *
* opcidh antes de aceptarla. Es utilizado por el programa principal. *
FicioicRiciRiciiRickkiciccRiciolcioliickioriclokicioleieiirsioiticrickRicriscrioieioioicicicioioiorkok -,k |
BEGIN

POSICION;
WRITELN;
WRITELN( MENU: ") ;
WRITELN( " 1: INGRESAR DATOS");
WRITELN( - 2: VER DATOS INGRESADOS );
WRITELN( " 3: EDITAR DATOS INGRESADOS );
WRITELN( ~ 4: CALCULAR ANALISIS DE VARIANZA®);
WRITELN( ~ 5: IMPRIMIR DATOS INGRESADOS™);
WRITELN( " 6: IMPRIMIR RESULTADOS DE ANOVA™);
WRITELN( - 7: TERMINAR AL PROGRAMA");
WRITELN;
WRITE( " INGRESE OPCION: ");
READLN{ OPCION);
WHILE (7 < OPCION) OR (OPCION < 1) DO
BEGIN

WRITELN(CHR(O7), "OPCION INVALIDA, INGRESE OPCION);

READLN (OPCION)
END

END;

PROCEDURE MENSAJE;{*************************************************X*****
* Procedimiento que avisa al usuario que debe alistar la impresora antes *
* de seguir corriendo el programa. Es utilizado por los procedimientos %
* IMPRIME_RES e IMPRIME_TABLA. K
kiR RlokRoloR kRO ROk Rk KOOIk oioRoioioioroiororfokokok KK
BEGIN

POSICION;

WRITELN( "ALISTE LA TMPRESORA Y OPRIMA RETURN");

READLN
END;

PROCEDURE INGRESAR ; {kkickiokkimkiickioriokiokiiolmoiiociorickicricioriokiciciooiciorokioriok
* Procedimiento por el cual se ingresan los datos. Es utilizado por el *
* programa principal. X
soRrtckkskkcksiokkckRcicokckckiciocioRckriciokokcicokckseioierkkckorkolriciolckciorteroRckooRdckok }

BEGIN

POSICION;
WRITE(" NIVELES DEL PRIMER FACTOR: P=7 7);
READLN(P);
WRITE( " NIVELES DEL SEGUNDO FACTOR: Q=7 7);

READLN(Q) ;



listado de WANOVAZ.PAS
FOR I:= 1 TO P DO

BEGIN
FOR J:= 1 TO Q DO
BEGIN;
WRITE(" NUMERO DE OBSERVACIONES PARA P= °,1,7, Q= ",J,77

READIN(NLI,J]);
FOR M:= 1 TO N[I,J] DO
BEGIN
WRITEC AL “ o175l " ™= )5
READLN(X[{I,J,M])
END
END
END;
INGRESADO: =TRUE
END;

PROCEDURE  MUESTRA ; {Aockick oottt AR AR AR AORAKACHKACK KA AR Aok ok
* Procedimiento que muestra en la pantalla los datos ingresados. Es uti- *
* lizado por el programa principal. X
A A AR AOIAACK ACK KKK ACKACK K A KAAOKACK AR AOR A RO K AHAORAOKAACK KK
BEGIN
POSICION;
FOR I:=1 TO P DO
BEGIN
FOR J:= 1 TO Q DO
BEGIN;
FOR M:= 1 TO N[I,J] DO
BEGIN
WRITE(" X(",%,", 0,7, M, )= ", REL 0 .M]:b:4} ]
END;
WRITELN
END
END
END;

PROCEDURE CAMBIA ; {Fckkokiiiiishkitcriokistcioiiokiokkiokioioioioiokitokkokforriorerokoror
* Procedimiento que permite cambiar los datos ingresados, utiliza como *
* clave de parada el -99. Es utilizado por el programa principal *
KA AR AR AAKACKACK A ACK A K AKHAACK KK KA KA AAKAAAAAAAAAKAAAAAAAAAACKAAK K T
BEGIN
POSICION;
REPEAT
WRITE( "I=? CLAVE DE PARADA I= -89 ¥
READLN(I);
WRITE( "J=? 7);
READLN(J) ;
WRITE( "M=? S
READLN (M) ;
WRITE( "VALOR DE X(",I,7,",d,7," M, = 2. g
READLN(X[I,J,M]1)
UNTIL I= -99
END;

PROCEDURE IMPRIME_RES; {kkkkickkrickiclikicilkickicioioioiiorioiciorioioioiokaokioriororsiciorekiorek
* Procedimiento que imprime resultados en la impresora, lo llama el pro-— ¥
¥ grama principal. *
*****************************x********************************************}




listado de WANOVAZ.PAS

BEGIN
MENSAJE;
WRITELN(LST, - Nij SXij SX"213 S8X1 j Xij®y;
'WRITELN(LST,'——-————::::—————:::::::::::::::::———*-""—“-—-*::::::::’);
FOR I:=1 TOPDO
BEGIN;
FOR J:= 1 TOQ DO
BEGIN;
WRITE(LST," I=",I," J=",J,° “,N[I,J1);
WRITE(LST,SX[I1,J]:10:2,8%2[1,J]:10:2);
WRITE(LST,SSX[I,J]:10:2,MX[I,J]1:10:2);
WRITELN(LST)
END
END;
WRITELN(LST, "SSA = ",85A:7:3);
WRITELN(LST, "SSB = ©,88B:7:3);
WRITELN(LST, "SSAB = “,SSAB:7:3);
WRITELN(LST, "SSE = ~,88E:7:3);
WRITELN(LST, "GLA = “,GLA);
WRITELN(LST, ‘GLB = ~,GLB);
WRITELN(LST, "GLAB = ~,GLAB);
WRITELN(LST, ‘GLE = “,GLE);
WRITELN(LST, ‘MSA = " ,MSA:7:3);
WRITELN(LST, 'MSB = “,MSB:7:3);

WRITELN(LST, "MSAR = " ,MSAB:7:3);
WRITELN(LST, "MSE = " ,MSE:7:3);
END;

PROCEDURE IMPRIME_TABLA ; {sokkokiorcksiokiokioorckiokkok kol ok Aok kAR ore ook kR Aok
* Procedimiento que imprime por medio de la impresora la tabla de los da—*
* tos ingresados. Lo llama el programa principal. *
*****************************************************************1****%***}
BEGIN
MENSAJE ;
FOR I:= 1:TO P IO
BEGIN
FOR J:= 1 TO @ DO
BEGIN;
FOR M:= 1 TO N[I,J] DO
BEGIN
WRITECLST, © X(",L: 7y s 7 M )= 7y X[I,J0,M]:6:2);
END;
WRITELN(LST)
END
END
END;

PROCEDURE CALCULA ; {iokickiicricicickicioioicioteciololcioiaciciolokkicioriioloioiolciokkkoioksrokotorok ok ok
% Procedimiento que hace los chlculos del andlisis de varianza. Lo llama *

* el programa principal. *
skoieksciokiolickioloksckiciololoioloiokskoksiokersieksksiciololokskskekseksksioksokoksioksioioioreskakskokokkratoiokokskotorsiok ok
VAR

ACUMULA : REAL;
BEGIN

NH:= 0;

ON:= 0;

SUMTOT: = 0;

SUMCUADAB: = 0;



listado de WANOVAZ.PAS

SUMCUADA:= 0;
SUMCUADB: = 0;
SSE:= 0;
-FOR I:= 1 TOP DO
BEGIN;
ACUMULA:= 0;
FOR J:= 1 TO @ DO
BEGIN;
SXLI,J):= 0;
SX2(I,J]):= 0;
FOR M:= 1 TO N[I,J] DO
BEGIN;
OX(I,J]):= 8X{1,J] + X[I,J,M];
SX2[I,J]:= SX2[I,J] + SQR(X[I,J,M])
END;
SSX[I,J]):= SX2[I,J] - SQR(SX[I,J]) / N[I,J7;
MX[{I,J]:= 8X[I,J] / N[I,J71;
SSE:= SSE + SS¥X[I,J];
NH:= NH + 1 / N[I,J];
SN:= SN + N[I,J];
SUMTOT : = SUMTOT + MX[I,J];
SUMCUADAB: = SUMCUADAB + SQR(MX[I,J]);
ACUMULA: =ACUMULA + MX[I,J]
END;
SUMCUADA : = SUMCUADA + SQR(ACUMULA)
END;
NH:= P % § / NH;
CUADSUMTOT : = SQR(SUMTOT) /(P*Q) ;
SUMCUADA: = SUMCUADA / Q;
FOR J:= 1 TO @ DO
BEGIN,;
ACUMULA: = 0;
FOR I:= 1 TO P DO
BEGIN;
ACUMULA:= ACUMULA + MX[I,J]
END;
SUMCUADB: = SUMCUADE + SQR(ACUMULA) ;
END;
SUMCUADB: = SUMCUADB / P;
oSA:= NH * (SUMCUADA - CUADSUMTOT);
SSB:= NH * (SUMCUADB -~ CUADSUMTOT);
SSAB:= NH * (SUMCUADAB - SUMCUADA - SUMCUADE + CUADSUMTOT);
GLA:= P-1;

GLB:= @-1;

GLAB:= (P-1)*%(Q-1);
GLE:= SN - (PxQ);
MSA:= SSA / GLA;
MSB:= 8SB / GLB;

MSAB:=SSAB / GLAB;
MSE:= SSE / GLE;
CALCULADO := TRUE;

POSICION;

WRITELN( "SSA = “,S8A:7:3);
WRITELN( "SEB = ~,586B:7:3);
WRITELN( "SSAB = “,S8SAB:7:3);
WRITELN( "SSE = “,S8E:7:3);
WRITELN( "GLA = ~,GLA);
WRITELN( "GLB = “,GLB);

WRITELN( "GLAB = ~,GLAB);
WRITELN( "GLE = ",GLE);




listado de WANOVAZ.PAS

WRITELN( "MSA = ~,M35A:7:3);

WRITELN( "MSB = MSB 7:3);

WRITELN( "MSAB = ",MSAB:7:3);

"WRITELN( "MSE = ,MSE.7:3);
END;

{PROGRAMA PRINCIPALckioickiciolokoiciokickiciciokiickokioiiiorokiciolcioiooroioleiciololcfolorokoiooiorciok
* Consta principalmente de un case que permite al usuario seleccionar lo %

* que desea hacer del men(l. *
sorktcRolclickickcokiciickicoRsiciciorsoicitciiciaioicoksiciicoiciickioioioiolciokicoioloiciolclokcicockookolciolork

INGRESADO: =FALSE;
CALCULADO: =FALSE,;

CASE OPCION COF
1:INGRESAR;
2:IF INGRESADO
THEN MUESTRA
ELSE WRITELN(CHR(O07), "NO SE HAN INGRESADO DATOS );
3:IF INGRESADQ
THEN CAMBIA
ELSE WRITELN(CHR(07), "NO SE HAN INGRESADO DATOS);
4:TF INGRESADO
THEN CALCULA
ELSE WRITELN(CHR(O7), "NO SE HAN INGRESADO DATOS”);
5:IF INGRESADO
THEN IMPRIME_TABLA
ELSE WRITELN(CHR(07), "NO SE HAN INGRESADO DATOS™);
6:1F CALCULADO
THEN IMPRIME_RES
ELSE WRITELN(CHR(07), "NO SE HAN CALCULADO DATOS”);
T7:{Sale del menu y termina programa}l
END;
WRITELN( "OPRIMA RETURN PARA CONTINUAR™);
READLN;
UNTIL OFCION = 7
END.
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0.98 X(1,1,3)= 0.94 X(1,1,4)=
X(1,1,7)= 1.08 X(1,1,8)= 1.07
0.58 X(1,2,3)= 0.58 X(1,2,4)=
0.13 X(1,3,3)= 0.13 X{(1,3,4)=
X(1,3,7)= 0.18 X(1,3,8)= 0.15
1.26 X(2,1,3)= 1.26 X(2,1,4)=
X(2,1,7)= 1.61 X(2,1,8)= 1.73
1.55 X(2,2,3)= 1,30 X(2,2,4)=
X(2,2,7)= 1.03 X(2,2,8)= 0.91
0.20 - X(2,3,3)= 0.20 X(2,3,4)=
X(2,8,7)= 0.34 X(2,3,8)= 0.32
3.50 X(3,1,3)= 3.44 X(3,1,4)=
X(3,1,7)= 2.93 X(3,1,8)= 3.30
1.656 X(3,2,3)= 1.41 X(3,2,4)=
X(3,2,7)= 1.34 X(3,2,8)= 1.31
0.18 X(3,3,3)= 0.18 X(3,3,4)=
X(3,3,7)= 0.22 X(3,3,8)= 0.22
2.73 X(4,1,3)= 2.65 X(4,1,4)=
1.35 X(4,2,3)= 1.38 X(4,2,4)=
X(4,2,7)= 1.63 X(4,2,8)= 1.61
0.24 X(4,3,3)= 0.24 X(4,3,4)=
X(4,3,7)= 0.27 X(4,3,8)= 0.24
2.40 X(5,1,3)= 2.58 X(5,1,4)=
X(5,1,7)= 2.64 X(5,1,8)= 2,58
1.29 X(5,2,3)= 1.38 X(5,2,4)=
X(5,2,7)= 1.53 X(5,2,8)= 1.54
0.30 X(5,3,3)= 0.27 X(5,3,4)=
X(5,3,7)= 0.29 X(5,3,8)= 0.28
SX"2ij 88XiJ Xij
B.96 0.02 1.00
1.88 0.00 0.56
0.17 0.01 0.13
34.73 3.26 1.87
10.62 0.51 1.06
0.76 0.03 0.28
97.98 0.24 3.30
14.78 0.75 1.25
0.45 0.01 0.22
28,34 2.63 2.07
17.53 0.22 1.39
0.59 0.00 0.26
54.83 0.27 2,46
21.03 0.15 1.52
0.75 0.00 0.29

0.98 X(1,1
X(1,1,9)= 1,
0.55 X(1,2
011 X(1,3
X(1,3,9)= 0.

2.72 X(2,1
X(2,1,9)= 1.

0.83 X(2,2
X(2,2,9)= 0.

0.31 X(2,3
X(2,3,9)= O.

3.21 X(3,1
X(3,1,9)= 3.

0.86 X(3,2
X(3,2,9)= 1.

0.26 X(3,3
X(3,3,9)= 0.

1.45 X(4,1

1.09 X(4.&
X(4,2,9)= 1.

0:27. - X(4,8
X(4,3,9)= 0.

2.33 X(5,1
X(5,1,9)= 2.

1.64  X(5,2
X(5,2,9)= 1.

0.28 X(5,3
X(5,3,9)= 0.

X(1,1,1)= 0.94 X(1,1,2)=
;)= 0.8b X(1,1,6)= 1.00
03 ;

X(1,2,1)= 0.58 X(1,2,2)=
,5)= 0.52 X(1,2,6)= 0.55

X(1,3,1)=" 0.12 X(1,3,2)=
»9)= 0.09 X(1,3,6)= 0.11
18

X(2,1,1)= 1.23 X(2,1,2)=
»9)=. 2.686 X(2,1,6)= 2.67
69

s X225 1)="-1527 X(2,2,2)=
,9)= 0.89 X(2,2,6)= 0.88
88

X(2,3,1)= 0.20 X(2,3,2)=
,9)= 0.33 X(2,3,6)= 0.33
33

X(3,1,1)= 3.39 X(3,1,2)=
,b)= 3.37 X(3,1,6)= 3.17
35

X(3,2,1)= 1.41 X(3,2,2)=
,9)= 0.85 X(3,2,6)= 0.88
63

X(3,3,1)= 0.18 X(3,3,2)=
»9)= 0.28 X(3,3,6)= 0.25
22

X(4,1,1)= 2.81 X(4,1,2)=
»9)= 1.38 X(4,1,8)= 1.40

X(4,2,1)= 1.39 X(4,2,2)=
»9)= 1.24 X(4,2,6)= 1.42
37

X(4,3,1)= 0.23 X(4,3,2)=
,9)= 0.28 X(4,3,6)= 0.27
26

X(5,1,1)= 2.33 X(5,1,2)=
»9)=  2.49 X(5,1,6)= 2.69
12

X(5,2,1)= 1.64 X(5,2,2)=
»5)=  1.42 X(5,2,6)= 1.63
66

X(5,3,1)= 0.28 X(5,3,2)=
,8)= 0.31 X(5,3,6)= 0.30

Nij SXiJ

I=1 J=1 g 8.97
I=1 J=2 6 3.36
I=1 J=3 g 1.20
I=2 J=1 8 16.83
I=2 J=2 9 9.54
I=2 J=3 9 2.56
I=3 J=1 9 29.66
I=3 J=2 9 11.24
I=3 J=3 9 1.99
I=4 J=1 6 12,42
I=4 J=2 9 12.48
I=4 J=3 9 2.30
I=5 J=1 9 22.16
I=5 J=2 9 13.71
I=5 J=3 9 2.58

SSA = 15.743

SSB = 76.373

SSAB = 12.957

SSE = 8.104

GLA = 4

GLB = 2

GLAB = 8

GLE = 114

MSA = 3.938

MSB = 38.187

MSAB = 1.620

MSE = 0,071

1l



3. Andlisis de varianza con ntmero de réplicas desiguales (Hewlett
Packard, 1984)

Las férmulas pra sumas de cuadrados son:

Pafa mni obﬁcruacmneﬁ e cada. wuestrs C1_. 1,2,- ﬁ-)
b M 2

65701AL = Z Z %1 = (;_:1 217(4&
51 J"
S

o Z_ (Z'x‘) (i i’)ﬁio

d=1 N4 [3

55 error = 5‘67@[42 - SSs

y para los grados de libertad:

At = (k-1)
k
#etror: Z(_ﬂi—’r)

Frvop. < ( Zim)—’]

Se utilizd el programa AOVONE del mddule de estadistica pra
calculadoras de la serie HPAO
3. Contrastes ortoEonales (Winer, 1971)
Definicidn: Z Caz ﬂj:z,
1=1

es contraste, donde Cﬁ son los coeficientes del contraste 1 y
jvla sumatoria de las repstic,iones para el i-ésimo tratamiento.

Dados los contrastes: Z Cﬂ A'i

Z Cai Cpi =D

Caz qﬂ
Si 1‘1
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Z

(f Ci qa-)

Se leg llama contrastes ortogonales.

La suma de cuadrados del contraste es: 5500.-1,‘ ged

2 et
v el cuadrado medio del contraste: OSead ™
qlm- SSM
v el estadistico F del contraste: Fe SDent
S M errx

4. Prueba Tukey (Winer, 1971)
Prueba la diferencia entre todos los posibles pares de tratami-

ertos, es muy exigente, poco sensible y de criterio dristico; es
usada cuando el numero de tratamientos es grande.

El comparador estd dado por: W= g d(thﬂz) ‘\‘ éﬂ‘f_‘.
dorde: 9Met = cuadrado medio del error experimental

r

mimero de repeticiones (o su media armdnica)

qd = valor de la distribucidn del estadistico de rango
Studentizado (@).

a: d= nivel de significancia
1t = nimero de tratamientos
Qgc = grados de libertad del errcor experimental
Se calcula la matriz de diferencias de medias (4 ); sid es
mayor ¢ igual que el estadistico de prueba (W), se tiense que la

diferencia entre las medias de los tratamientos 1 y § es significa-
tiva.
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AFENDICE B

Cromatogramas que se hiciceron al
I Andlisis, ;

= =i e B I
i 1 = n
_ 2
W N
3.69
211
-
=
y 2 OCT/27/28 12:38:53
FiLE 1D: £1 .
FICE HAME RUN ¥ 2 0CT/27/88 12:53:47 |
WORKFILE ID: C1 |
WORKFILE NAME:
_ AREA TYPE  eR/HT AREA
71 GR4SE4ET SBB 2 B34 98841 ARTAY
320548 PB @0 1959 RT ARL. TYPE  AR/HT AREAY
. B.73 1.5334E+87 SPB  8.832  96.688
PRSI o 4 ;ﬁ mgrl':gg PE  8.852 3.353 |
Al TOR= 1. ABRBE+eR : A S&F
TOTAL AREA= 1.5873E+87
UL FACTOR= 1.B@@BE+88
115

implementar el método de

RUH 3 31 0CT-31/88
. WORKFILE ID: Ct
| WORKFILE HAME:
ARER%
RT AREA TYPE  AR/HT
8.74 2.2725E+87 1SBE  8.845
1.88 2475 BP 9.842
1.25 6411 PP 8.845
1.48 4787 ¥YB ©.844
1.84 3382 PB  A.852
2.74 9438 PY B 112
3.73 194978 PBE @ &7
7.5 26218 PB @ &l
TOTAL AREA= 2.2973E+87
+ MUL FRCTOR= 1.BBBBE+88

D D R
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APENDICE C

Datos de cromatogramas y métodos de calibracidn.

Ejemplo de Cromatogramas del estdndar.

m 9.00
L]

3.94
5.29
RUN & 1
. WORKFILE Ip: ¢
WORKFILE NAME:
AREAX
RT AREA TYPE
1.69 1.2482E+87 SPR
3.94 75437 PR
5.28 144479  pp

TOTAL AREA= 1.2622E+87
MUL FACTOR= 1.B08BE+68

CALIE ISTD
REF % RTli= 5
% RT= 5

CAL % RT

L P e - T
23

2= 5 2 -8
[ Ak

3=

REF PK CAL 4 1
REFE PK CAL #

ISTD CAL & 2

1.80

DEC/B9/88 8R:86:55

" AREAZ |

AR/HT
8.826 28.257
g.828 8.598
8.832 1.145
AMT
e e [ |
= - B

P # 1

6 @
vz IS NP 3 W, © 3 ed oot
" SAMPLE ANT=@
START | 26= 18, .68

|

i 1.98

4

3]

3.93
5.19
RINE 2 DEC/89/88 @a:19:21
WORKEILE ID: C
WORKFILE NAME:
1STD :

RT AREA TYPE cAL 4 AMOUNT
3.93 72668 PB IR 1.153
5.19 134368 PE 25 3.385

TOTAL AREA= 286428

ISTD AHT= 3.3650E+08

SAMPLE ANT=

MUL FACTOR= 1.G0@6E+g8

CALIE @

RECAL IBRATION

1STD CALIB RUNS 2

REF % RTW=- 5.88 % RTW= = gg
o _ AMT  AMT/ARER
\ 171230E-82 1. 5p30E-87

3.3650E-02  2.4159E-87
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