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Resumen

Resumen

Durante la década pasada, el desarrollo de medicamentos a partir de plantas
medicinales ha sido un tépico de importancia global. Actualmente, se estima que en
muchos paises desarrollados una amplia proporcion de la poblacion utiliza esta medicina
alternativa para la atencién primaria de problemas de salud. En la Unién Europea todos
estos preparados se someten a un riguroso control de calidad o estandarizacién para
garantizar la calidad y asegurar la continuidad de las propiedades farmacol6gicas de los
mismos. En México, sin embargo, el empleo y comercializaciéon de los remedios
herbolarios se lleva a cabo ante un vacio de normatizacion y control por parte del Estado.

En este contexto, en el presente trabajo se describen los resultados derivados de la
investigacion realizada para establecer los procedimientos para evaluar el control de calidad
de la especie Hippocratea excelsa HBK. (Hippocrateaceae), planta ampliamente utilizada
en la medicina tradicional mexicana por sus propiedades antiulcéricas. El protocolo
metodolégico desarrollado servira para evaluar de manera eficiente la calidad de la especie
H. excelsa, ya sea a nivel de droga cruda o como parte de preparados fitofarmacéuticos.

De manera especifica, los pardmetros de calidad establecidos incluyen: ensayos de
identidad (determinacién de elementos extrafios, identificacién macroscépica tanto de la
droga cruda como de la droga pulverizada), ensayos de pureza (humedad, cenizas, material
extraible, indice de hinchamiento, contaminacién microbiolégica y metales pesados) y
ensayos quimicos conducentes a la cuantificacién del principio activo epicatequina,
responsable en gran medida de las propiedades antiulcéricas de la especie vegetal. El
método desarrollado para la cuantificacién de la epicatequina fue objeto de un riguroso

proceso de validacion.
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Abstract

Abstract

During the past decade, traditional systems of medicine have become a topic of
global importance. Current estimates suggest that, in many developing countries, a large
proportion of the population relies heavily on traditional practitioners and medicinal plants
to meet primary health care needs. Although modern medicine may be available in these
countries, herbal medicines (phytomedicines) have often maintained popularity for
historical and cultural reasons. Concurrently, many people in developed countries have
begun to turn to alternative or complementary therapies including medicinal herbs.

In México the herbal medicines market is poorly regulated, and herbal products are
often neither registered nor controlled.

In this context, the purpose of the present study is to establish the strategy to
evaluate the quality of the raw material of Hippocratea excelsa HBK. The root of this
species is highly valued in Mexican traditional medicine for the treatment of gastric ulcers.
Quality is defined as the status of a drug, which is determined either by identity, purity,
content, and other chemical, physical or biological properties.

The result of the present investigation could be useful for the elaboration of a
pharmacopea monograph. The purpose of such a monograph is to provide scientific
information on the safety, efficacy, and quality control assurance of widely used medicinal

plants.
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Justificacién y Objetivos

1. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

En el siglo XIX, el desarrollo de medicamentos a partir de plantas medicinales fue
el resultado de un intenso proceso de investigacion médica que abarcd varios decenios del
siglo y modificé sustancialmente el uso popular o tradicional que habian tenido estos
recursos durante siglos. En esta época surgieron los primeros productos farmacéuticos
industriales, que bajo la forma de jarabes, extractos, tinturas y pomadas, buscaron ofrecer
una mejor dosificacion de los productos naturales y, sobre todo, hacerlos accesibles a los
habitantes de las crecientes ciudades, para quienes el uso de plantas medicinales bajo la
forma tradicional de infusiones elaboradas con las plantas, colectadas en su ambito natural

resultaba poco practico (Lozoya, 1993).

En el presente siglo, y a medida que se desarrolld la quimica orgénica,
especialmente la de sintesis, la herbolaria medicinal, utilizada hasta entonces por la
industria como materia prima para la elaboracion de los mencionados productos galénicos
empezd a ser vista como un recurso anacrénico. Si bien la persistencia en el uso de las
plantas de importancia medicinal como la valeriana, la quinina, la digital, la ipecacuana, la
amapola y el comezuelo de centeno, por tan solo mencionar algunas, confirmaban la
importancia histérica de estos recursos vegetales, se propuso una nueva estrategia para la
obtenciéon de medicamentos; la sintesis total de los principios activos responsables del
efecto terapéutico, los cuales se aislan a partir de la fuente natural. Esta circunstancia
determiné que la investigacién de nuevas plantas medicinales dejara, poco a poco, de ser
una actividad prioritaria, por lo que el interés de los investigadores y la asignacion de los

recursos econémicos se dirigié, preferentemente, hacia la quimica de sintesis (Lozoya,

1993).

Afortunadamente en los Gltimos afios ha tenido lugar un “renacimiento” de la
investigacion de plantas medicinales en el mundo y hoy presenciamos el resurgimiento de

“medicamentos herbolarios” novedosos en Europa, Asiay Estados Unidos de América del
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Norte. La mayoria de estos productos que se comercializan a nivel industrial, provienen de

plantas de reconocido uso en la medicina popular (Lozoya, 1993).

El crecimiento anual en el consumo de medicamentos herbolarios ha sido constante
desde 1985. En 1992 fue del 15% en la Unién Europea; 8% en el resto de Europa; 12% en
América del Norte y el suroeste de Asia, y de un 15% en Japon, India y Pakistin. El
incremento anual proyectado de este consumo es para ¢l periodo comprendido entre los
afios 1993 y 2000, del 8% para la Uniéon Europea; 12% para el resto de Europa,
Norteamérica y el suroeste asidtico y 15% para Japdn, Pakistdn e India (Keller, 1991;
Hersch, 1996). Cabe destacar que, la mitad del gasto europeo en fitomedicamentos
corresponde a Alemania; este pais constituye uno de los principales centros de comercio de
plantas medicinales en el mundo (Wichtl, 1988; Elisabetsky, 1991; Keller, 1991; Hersch,
1996).

En escasos 10 afios han surgido numerosas industrias europeas y asiaticas que se
dedican a la elaboracion de medicamentos y/o preparaciones herbolarias, generando un
mercado sorprendente. En general, los productores elaboran sus productos mediante la
aplicacién de la tecnologfa moderna mas avanzada. Algunos de estos productos han sido
investigados, desde el punto de vista de su baja o nula toxicidad y el beneficio de
industrializarlos se ha fundamentado con base en la eficacia demostrada por las drogas
crudas y sus derivados en las practicas médicas populares (Prance, 1991; Wijesekera, 1991,
Lozoya, 1993). En el Esquema 1 se resume la estrategia utilizada para la comercializacion
de estos productos, ya sea como drogas crudas, formas fitofarmacéuticas, extractos
estandarizados, o extractos parcialmente purificados, entre otros. En la Unién Europea,
Japén y Estados Unidos de América del Norte, estos preparados se someten a un riguroso
control de calidad o estandarizacion para garantizar su calidad, seguridad y eficacia. En el
Cuadro 1 se indican los criterios basicos de calidad que se aplican tanto a las drogas crudas

como a los preparados fitofarmacéuticos (Bauer, 1998).



Justificacion y Objetivos

PLANTAS MEDICINALES
DROGAS CRUDAS
REMEDIOS EXTRACTOS
HERBOLARIOS

T EXTRACTO ESTANDARIZADO (SECO,
FLUIDO O BLANDO}

v

EXTRACTOS PARCIALMENTE
PURIFICADOS

v v

MEZCLAS DE FITOQUIMICOS
FITOQUIMICOS PUROS

v

ELABORACION DE
MEDICAMENTOS

Esquema 1. Obtencion de materias primas, extractos y principios activos para la

elaboracioén de preparados fitofarmacéuticos y medicamentos.
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Cuadro 1. Criterios de calidad para drogas crudas y preparaciones fitofarmacéuticas.

e Definicion
¢ {dentidad
¢ Caracteristicas sensoriales
¢ Cromatogramas (huellas digitales)
e Pureza
e Humedad
e Cenizas
¢ Constantes fisicas
¢ Residuos de disolventes
¢ Contaminacion microbiologica
e Materiales extrafios
¢ Residuos toxicos
» Metales pesados
* Residuos de pesticidas
¢ Aflatoxinas
¢ Radioactividad
e Adulteraciones
¢ Composicion
¢ Contenido de principio activo o compuesto marcador
e Actividad biolégica

Ann cuando el andlisis quimico es la parte mas importante en la estandarizacion,
también forman parte del proceso de control de calidad los siguientes aspectos:

1. En el caso de las materias primas o de las drogas crudas es importante registrar la
informacién sobre el lugar y periodo de cosecha, periodo de vegetacién, tratamiento
durante la cosecha (pesticidas), proceso de secado y condiciones de almacenamiento
(uso de fumigantes) (Bonati, 1991).

2. En el caso de extractos se debe registrar la informacion sobre el método de produccion
(tamafio de particula, tipo de extraccidn, disolvente de extracciéon, método de
concentracion, proceso de purificacién y adicién de excipientes) y condiciones de
almacenamiento (Bonati, 1991).

3. Los productos puros deben estar identificados plenamente por comparacién con

estandares.
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Para el registro oficial de los medicamentos herbolarios en Europa se requiere la
elaboracion de una monografia que incluya los siguientes aspectos: una descripcion
detallada de las propiedades curativas del medicamento (aspectos etnomédicos), estudios
farmacol6gicos, quimicos, toxicoldgicos y clinicos de las plantas medicinales que integran
el producto o, en su caso, de la preparacion propuesta. Debera documentarse también, si
existen riesgos por sobredosificacién, las posibles contraindicaciones y los efectos
indescables. Cabe hacer notar que los aspectos de tipo fitoquimico son fundamentales para
el procedimiento de manufactura y estandarizacion de la preparacion (Wichtl, 1988,
Artiges, 1991; Keller, 1991; Reuter, 1991; Bauer, 1998, WHO, Monographs on selected
medicinal plants, 1999).

México no esta exento de la influencia de los cambios ocurridos en el desarrollo y
comercializacidn de este nuevo tipo de medicamentos. Es por ello, que han surgido
compailias que procuran competir en la produccién de medicamentos herbolarios,
disefiando productos cuya presentacién comercial depende del grado de acceso que se tenga
a la tecnologia moderna y a la informacion, a nivel nacional. Estos medicamentos
herbolarios se fundamentan igualmente en el uso tradicional de las mismas, que en algunos
casos se remonta a los tiempos prehispanicos. De acuerdo a un inventario realizado por
investigadores del Instituto Nacional Indigenista (INI), en México existen alrededor de
3015 especies medicinales, las cuales son utilizadas por un gran sector de la poblacion para
tratar la sintomatologia de los padecimientos mas comunes. Sin embargo, el porcentaje de
especies botdnicas estudiadas desde un punto de vista farmacoldgico es relativamente bajo,
y si bien es cierto que en los dltimos 20 afios la investigacion cientifica de plantas
medicinales en México se ha destacado por un notable avance en estudios etnobotanicos,
farmacoldgicos y quimicos, el nivel de conocimiento de los recursos herbolarios nacionales
es atn insuficiente en comparacién con lo logrado en otros paises, ya que son escasas las
plantas medicinales que han podido cursar por las diferentes etapas del proceso de
investigacién que permitan la validacion farmacolégica de su uso en la terapéutica

wadicional  (Lozoya, 1993; Bye et al, 1995). La gran mayoria de
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plantas que se emplean para la elaboracion de estos productos se recolectan en su ambito
natural puesto que son escasas las plantas medicinales que se cultivan en México con fines
industriales. De ahi que la calidad de los productos sea precaria (Lozoya, 1993; Hersch,
1996).

Pendientes del interés del piblico por consumir plantas medicinales, las empresas
nacionales procuran proveer productos novedosos que tengan repercusién comercial,
introduciendo, por ejemplo, preparaciones de plantas con efectos antitusigenos,
antiulcéricos, antidiarréicos y espasmoliticos, las cuales son elaboradas con base en las
recetas de las Farmacopeas mexicanas de tiempos pasados. Estas circunstancias determinan
el cuadro general que tiene el consumo de plantas medicinales en el México actual y que va
desde el ancestral puesto de hierbas frescas en miles de mercados del pais, hasta el
consumo de productos procesados industrialmente con muy diversos niveles de calidad y
fundamentacion pero que se distribuyen en los mercados urbanos, donde la poblacién busca

productos vegetales medicinales como formas curativas alternas (Lozoya, 1993).

En el caso de los mercados, y a manera de ejemplo, en la ctudad de México el de
Sonora (Figura 1), en su calidad de plaza constituye uno de los principales centros para la
compra-venta al mayoreo y menudeo de las plantas medicinales. Este mercado constituye
un catalogo de Ia diversidad floristica de nuestro pais, ya que relne una considerable
variedad de plantas medicinales frescas o secas de toda la nacién. Los vendedores suelen
exponer su mercancia en locales fijos, sobre planchas de concreto o en el suelo. Estos se
surten de recolectores o acopiadores de distintas regiones del pais, con quienes mantienen
un estrecho contacto. Entre los mercados mayoristas, es el que provee una gran parte de las
plantas medicinales que los detallistas distribuyen luego a la poblacién del Distrito Federal.
La venta de plantas medicinales se realiza por kilo, fracciones de kilo o al tanteo. Este
mismo mercado participa en el abastecimiento a otras ciudades e incluso algunos de sus
locatarios llegan a exportar su producto al extranjero. Entre los productos mexicanos

solicitados en el extranjero en 1984, figuraban el cuachalalate, importado por empresarios



Figura 1. Puesto de plantas medicinales en el mercado de Sonora (D.F.).

japoneses; el aloe vera, por holandeses; el llantén, la ortiga, la salvia, el romero, el espriego
y la quina por venezolanos; el toronjil, por bolivianos; y algunas hierbas medicinales

laxantes por norteamericanos (Hersch, 1996).

Por otra parte, en México también ha tenido repercusién la propuesta de la OMS, la
cual surgida en los afios setenta, sugiere revalorar la medicina tradicional y sus plantas
medicinales. En este contexto, este organismo internacional planteé la necesidad de
elaborar monografias especificas para cada droga vegetal, con métodos generales de control
de calidad y que enfatizara el impulso de précticas adecuadas de manufactura, asi como la
recopilacién de datos botinicos, quimicos, biolégicos y de tipo farmacognostico. Aunque
en grado insuficiente y con numerosas dificultades, por tratarse de una estrategia que se
contrapone a la tendencia médica y cientifica predominante, algunas instituciones
mexicanas han realizado estudios de investigacién etnobotanica, farmacoldgica y quimica

de plantas medicinales. No obstante, el nivel de conocimiento cientifico de los recursos
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herbolarios nacionales es aun deficiente en comparacioén con lo logrado en otros paises, ya
que son pocas las plantas medicinales que han podido cursar por las diferentes etapas del
* proceso de investigacidn que exigen los actuales lineamientos oficiales y que son los que
determinan la aceptacion formal de un medicamento. Cabe destacar, que el desinterés
oficial de muchos afios por la herbolaria medicinal, se reflejé en una legislacién inadecuada
y en la falta de informacidn accesible de los médicos sobre temas de herbolaria (Lozoya,
1993; Hersch, 1996).

Dentro de este panorama, y considerando el incremento general que tiene el
consumo de medicamentos herbolarios en el México actual, en el mes de febrero de 1997,
se publico en el Diario Oficial de la Federacion el Reglamento de Insumos para la Salud.
Dicho Reglamento considera de manera explicita en sus articulos 66-71, 88-98 y 129-130
las condiciones que, para su registro, autorizacién y venta deben cumplir dichos productos.
Asi mismo, en ¢l mes de Diciembre de 1999, se publicé en el mismo documento una lista
de plantas prohibidas para la elaboracién de tisanas, infusiones y aceites vegetales
comestibles. Las modificaciones a la legislacién mexicana actual sobre el registro de este
nuevo tipo de productos abre una nueva e indispensable perspectiva en la investigacion
nacional de los recursos vegetales utilizados con fines terapéuticos. Estas investigaciones

implican el estudio farmacognéstico detallado de estas especies.

En este contexto, las normas mexicanas deben apoyarse en la experiencia e
informacion cientifica que ha sido reunida en el pais por los diversos grupos de
investigacién interesados en el estudio de plantas medicinales, con la finalidad de
establecer las monografias de los recursos vegetales mas utilizados en la terapéutica, que
comprenda los aspectos etnobotanicos, farmacolégicos, quimicos, toxicolégicos y clinicos
de las plantas medicinales que integren un determinado producto fitoterapéutico.
Asimismo, estas normas deben contemplar, el desarrollo de procedimientos analiticos que
permitan el control de calidad tanto de las drogas y drogas crudas como de preparados

fitofarmacéuticos derivados de estos recursos vegetales.
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Con base en las consideraciones anteriores el presente trabajo de investigacion tiene
como objetivo primordial establecer una estrategia que permita la evaluacion de la calidad
de la droga cruda derivada de la especie Hippocratea excelsa HBK. (Hippocrateaceae), la
cual es ampliamente utilizada en la medicina tradicional mexicana por sus propiedades
antiulcéricas. Se espera que los resultados derivados del presente trabajo constituyan la
base para la ¢laboracion de una monografia (Apéndice I} que eventualmente se incorpore a
una nueva edicién de la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos. Esta monografia
debe contener, ademas de los procedimientos de control de calidad, informacion cientifica
relacionada con la seguridad y eficacia de la especie medicinal A excelsa HBK. La
monografia asi integrada servird de base para establecer de manera eficiente las

regulaciones sanitarias correspondientes por parte de las autoridades de salud.

Para el cumplimiento del objetivo general, se plantearon los siguientes objetivos
especificos:

1.- Establecer los parametros de identidad de la droga cruda mediante métodos botanicos,
quimicos y cromatogréficos.

2.- Evaluar una serie de pardmetros de calidad que permitan determinar la pureza de la
droga cruda, incluyendo materias y partes extraiias, humedad, cenizas, material
extraible, contaminacién microbioldgica, residuos téxicos (metales pesados y residuos
de otros vegetales) y adulteracion.

3.- Establecer y validar un método analitico para la valoracién del contenido de

epicatequina; principio activo antiulcérico més potente detectado a la fecha en la

especie.

Es necesario dejar en claro que los resultados que deriven del presente trabajo no
permitiran el establecimiento de especificaciones farmacopeicas ya que representan el

andlisis simultdneo de tres muestras de la droga cruda, dos de las cudles se eligieron de

manera aleatoria.
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II. ANTECEDENTES
2.1. ANTECEDENTES SOBRE LA ESPECIE HIPPOCRATEA EXCELSA HBK.

La especie Hippocratea excelsa HBK. (Hippocrateaceae) (Figura 2) se encuentra
distribuida en México en los estados de Durango, Estado de México, Guerrero, Oaxaca,
Chiapas y Yucatan (Smith, 1940; Argueta ef al., 1981). Los individuos de esta especie son
bejucos lefiosos que llegan a medir hasta 17 metros de largo y poseen una corteza café-
rojiza (Argueta et al., 1981).

En Meéxico, la corteza café-rojiza de las raices de H excelsa HBK., conocida
popularmente con el nombre de “cancerina”, se utiliza para tratar el cancer de la piel,
ulceras gastricas, enfermedades renales y trastornos orgénicos en la mujer. Las semillas y
las hojas se utilizan para el tratamiento de los piojos y otros acaros, de ahi, que en las zonas

rurales la especie se designe con el nombre de “mata piojo” (Argueta et al., 1981).

Hippocratea excelsa HBK. es una de las especies con mayor demanda en los
mercados, por lo que su proceso de recoleccion y flujo comercial se encuentra bien
caracterizado. A continuacién, se mencionan algunas caracteristicas relacionadas
exclusivamente con el proceso de recoleccion de este vegetal: para su cosecha, la raiz de la
planta se saca del suelo con una barreta y se procede a limpiarla quitandole la tierra y las
raices que contiene. Este es un procedimiento arduo por la profundidad que las raices
alcanzan y por su adherencia a la tierra. Posteriormente, se separa la corteza de la raiz para
ser machacada, con un palo o una piedra, y es expuesta al sol para secarla; es asi como
adquiere su caracteristico aspecto de “telarafia costrosa”, posteriormente se encostala para
su traslado. El trabajo de recoleccién lo realizan dos personas, quienes en tres dias llegan a
recoger cuatro kilos del material vegetal (Hersch, 1996).

La recoleccidn de la raiz de cancerina puede hacerse durante todo el aflo, pero en
tiempo de lluvias aumenta el riesgo para el recolector por la presencia de viboras y plantas
espinosas cercanas a la planta. Actualmente, la intensidad de extraccion de la cancerina en

la zona ha resultado en que su abasto proceda basicamente de Guerrero, zonas aledafias a
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Figura 2. (a) Hippocratea excelsa HBK., (b) raiz de H. excelsa y (c) corteza de raiz
desecada.

11
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Atenango del Rio, Copalillo, Papalutla, Comala y Tzicapa, poblados cercanos al municipio
de Jolalpan, Puebla (Hersch, 1996).

Una vez recolectada la planta medicinal, con los procedimientos descritos
anteriormente, ingresa a la red de mercado. Dicha red involucra a comerciantes de diversa
capacidad, quienes se ubican en plazas de diferente alcance. La planta medicinal puede ser
vendida a comerciantes mayoristas en el Distrito Federal directamente por parte del
campesino recolector, sin que medien acopiadores locales o regionales. Sin embargo, dadas
las dificultades que para el recolector implica su transporte y el de la carga hacia la ciudad
de México, y por las condiciones mismas de venta, el volumen principal de la planta
medicinal colectada en la zona se vende a través de acopiadores, ya sean locales o
regionales, los cuales se encargaran de colocar el producto en plazas mas grandes (Hersch,
1996).

El acopiador principal dispone de una bodega muy grande donde almacena hasta 60
o mas toneladas de planta medicinal seca. Como parte de su infraestructura, el acopiador
principal local cuenta con un molino que sirve para picar y/o moler las plantas secas hasta
convertirlas en polvos finos o pequefios pedazos de corteza, segun se requiera. Cuenta
ademas con basculas, costales y recipientes de cartdn para envasar la droga cruda o mezclas
de drogas crudas que contienen la cancerina. Entonces la cancerina se consume sola o en
mezcla con otras hierbas medicinales. En el Cuadro 2 se indican los preparados de plantas

medicinales que contienen cancerina surtidas por acopiadores locales y regionales (Hersch,

1996).

De los productos enlistados en el Cuadro 2 quiza €l mas popular es el Yagabil
(Figura 3a). Algunos de los nombres de los preparados son alusivos a su indicacion
terapéutica; tal es el caso del Varicel que se usa para el tratamiento de las varices. Esta
variante en la comercializacion de las plantas medicinales constituye un importante estadio
intermedio en el procesamiento inicial de la mercancia, intermedio entre el tipo tradicional

de abasto y el procesamiento mds elaborado (Hersch, 1996).
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(b)

(2) Yagabil, preparado medicinal elaborado con distintas plantas medicinales,

entre ellas la cancerina. (b) Cépsulas elaboradas con cancerina.

Figura 3.
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Cuadro 2. Productos herbolarios que contienen cancerina.

Nombre comercial Indicacion referida Contenido %
Tepeyac Ulceras del duodeno, Cancerina, 30
estdmago y otras; Menta, 20
inflamacion de matriz, Cuachalalate, 50

ovarios y rifiones;
cualquier malestar canceroso

Varicel Varices, hemorroides, Cancerina, 30
granos, ulceras, Ahuehuete, 10
llagas, tumores, Palo brasil, 15
mala circulacion Cuachalalate, 30
Arnica, §
Yerba del cancer, 10
Yagabil Virices y hemorroides Armica, 15

Cancerina, 20
Ahuehuete, 10
Palo brasil, 20
Cuachalalate, 20
Tlanchichinole, 15
Huitzol * Cancerina, 15
Ahuehuete, 20
Granel, 10
Arnica, 15
Palo brasil, 20
Copaila, 20
Yagaby * Cancerina, 20
(Yerbamex) (;uachalalate, 15
CBM Amica, 15
Hierba del golpe, 10
Tlanchichinole, 15
Hierba del amor, 15
Muerdago, 10
Aulaga * Manzanilla, 30
(Therbal) Sacasil, 40

Cancerina, 30
* No se consigné uso cuando en el producto no existla expresamente tal informacién. CBM Centro Botdnico de México
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Es importante seflalar que los acopiadores regionales también manejan oira
modalidad de producto: las capsulas. Esto refleja el caracter esencialmente dinamico de
busqueda de alternativas comerciales e, indirectamente, de cura ante problemas de salud.
Pocas plantas medicinales propias de la zona de abasto se muelen y encapsulan. En este
sentido, la cancerina bajo la forma de cépsula (Figura 3b) es indicada para el "cancer de los

fumadores", una indicacion exotica en relacion con su uso tradicional (Hersch, 1996).

Desde el punto de vista quimico, la mayoria de los trabajos publicados a la fecha
describen el aislamiento y caracterizacion de triterpenoides y alcaloides como los
principales metabolitos secundarios presentes en la especie (Mata ef al., 1990; Calzada et
al., 1991; Calzada y Mata, 1995). También se ha descrito la presencia en grandes
cantidades de un politerpenoide del tipo de la guta (Palacios et al., 1989). Recientemente,
se describié la presencia de la (-)-epicatequina (14) en la corteza de la planta (Trejo
Miranda, 1998). En el Cuadro 3 se ilustran las estructuras de los compuestos aislados, hasta
la fecha, de H. excelsa HBK.

Desde el punto de vista biologico, el extracto hexanico preparado a partir de la
corteza de las raices y de los tallos de la especie presentd una actividad téxica moderada en
la prueba de letalidad con Artemia salina Leach (Calzada et al., 1991). Por otro lado, el

extracto etanélico present6 un efecto anti-inflamatorio significativo (Pérez et al., 1995).

En relacién a los compuestos presentes en la planta, se ha demostrado que la
aplicacion tépica de la tingenona (5) es efectiva en el tratamiento del carcinoma
epidérmico. Para este triterpenoide se ha descrito también su citotoxicidad in vitro contra
varios sistemas de tumores (sarcoma de Yoshida, sarcoma 180 y KB). Por su parte el
canofilal (3), otro de los triterpenoides aislados, presenté actividad antimicrobiana
especifica, aunque de moderada intensidad, contra Pseudomonas aeruginosa (Rojas et al.,

1991).
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CUADRO 3. Metabolitos secundarios aislados a partir de la especie Hippocratea excelsa
HBK.

. COMPUESTO REFERENCIA

Calzada et al., 1991

Friedelina (1)

Calzada et al., 1991

Canofilol (2)

7 Calzada et al., 1991

CHO

Canofilal (3)

Calzada et al., 1991

Acido canofilico (4)
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CUADRO 3. Metabolitos secundarios aislados a partir de la especie Hippocratea excelsa
HBK. (Continuacion).

COMPUESTO REFERENCIA

Calzada et al., 1991

Calzada et al., 1991

Calzada et al., 1991

Trejo Miranda, 1998

B-amirina (8)
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CUADRO 3. Metabolitos secundarios aislados a partir de la especie Hippocratea excelsa
HBK. (Continuacion,.

COMPUESTO REFERENCIA

B Trejo Miranda, 1998

Calzada et al., 1991

Celastroi (10)
Palacios et al., 1989
= ~ = 5
H H H

Cis-poliisopreno (11)

Trejo Miranda, 1998

HO
B-sitosterol (12)
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CUADRO 3. Metabolitos secundarios aislados a partir de la especie Hippocratea excelsa
HBK. (Continuacion).

COMPUESTO REFERENCIA

Trejo Miranda, 1998

CH,OH 0]
HO. OH

B-D-glucositosterol (13)

Trejo Miranda, 1998
OH

H
HO oLV .«
\Qij""()}[
H
OH

Epicatequina (14)

OH

Mata et al., 1990

Emarginatina (15)
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CUADRO 3. Metabolitos secundarios aislados a partir de la especie Hippocratea excelsa
HBK. (Continuacion).

COMPUESTO REFERENCIA

Mata et al., 1990

Mata et al., 1990

0 N O-CO-CH(Me)-CH;-Me
| ? 7 oA
. O A A OA

Hipocratefna I1 (17)

Mata y Calzada, 1995

l -
0 N G/C)‘CO'CH(M&:)'CH; Me
QA

| Y DAc

Hipocrateina 111 (18)
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En un reciente estudio cuyo objetivo era determinar la actividad antiulcérica de
extractos, fracciones y productos puros derivados de la especie (Tabla 1), se comprobé que
el extracto metanélico de la corteza de la raiz posee una notable actividad antiulcérica
(Trejo Miranda, 1998). De acuerdo con estas determinaciones, los constituyentes mas
activos fueron el B-D-glucositosterol (13), el B-sitosterol (12) y la (-)-epicatequina (14).
Debe hacerse notar que el crudo alcaloideo obtenido por una particién acido-base y la
mezcla de a-amirina (9) y B-amirina (8) (en proporcion 1:1) también contribuyen a la

actividad antiulcérica demostrada por el extracto total (Trejo Miranda, 1998).

Tabla 1. Porcentajes de gastroproteccidon inducidos por el extracto, fracciones y
compuestos puros aislados de A excelsa HBK. (Trejo Miranda, 1998).

Extracto, fraccion o % Gastroproteccion
compuesto puro. ' /K g

Extracto metandlico 100 22.50+30.24
Extracto metandlico 300 73.79+7.97
Fraccion A 300 89.10+11.81
Fraccion B 300 89.40+2.69
Fraccion C 300 71.60+13.34
Fraccién D 300 61.23+£9.15
oy P amirina (8 y 9) 100 50.70£17.41
Canofilol (2) 100 16.36+14.86
Canofilal (3) 100 20.00+13.80
Friedelina (1) 100 21.98+12.49
(-)epicatequina (14) 100 72.10+£12.72
B-sitosterol (12) 100 85.67+6.29
B-D-glucositosterol (13) 100 93.411+2.17
Subsalicilato de Bismuto 90 34.52+19.82
(Pepto Bismol®)*

* Control positivo
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Por ultimo, cabe destacar que un estudio reciente sobre las caracteristicas
microscopicas de numerosas plantas medicinales, realizado por investigadores del Jardin
Botdnico (Instituto de Biologia, UNAM) se analizd la raiz de H excelsa HBK. Los
aspectos mas relevantes de este analisis se resumen a continuacion:

El corte transversal de H. excelsa HBK. muestra la siguiente distribucion de tejidos:
floema y células radiales, cértex, felodermis, felogeno y felema, que se localizan del limite
de la madera hacia el exterior (por fuera del cambium) de acuerdo a la Figura 4 (Villa
Fernandez, 1994).

Figura 4. Ordenacion tipica de los tejidos en una corteza: (1) superficie externa; (2) siber,
(3) cambium del stber o felégeno; (4) felodermo o corteza secundaria; (5) peridermo; (6)
parte interior de la corteza primaria; (7) grupos de esclerénquima cortical; (8) endodermis;
(9) periciclo; (10) liber primario; (11) liber secundario; (12) cambium; (13) banda de fibras
lignificadas; (14) elementos cribosos; (15) radios medulares.

Es importante notar que en las cortezas comerciales, las estructuras indicadas en la
Figura 4 pueden estar modificadas debido a la actividad del cambium cortical o felégeno

(Villa Femandez, 1994).
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La corteza intena y externa de la especie suma 5 mm de grosor; no existe diferenciacion
anatomica entre ambas. El peridermo, se encuentra compuesto por las siguientes zonas:

a) Felodermis, zona externa al cortex, en ella se observa una zona de células cuadradas muy
regulares, ordenadas en hileras radiales de 3; en algunas se aprecian abundantes cristales
solitarios o agrupados, taninos y esclereidas de tamafios variados (Figura Sa).

b) Felogeno, zona externa a la felodermis, en ella se encuentra una hilera de células
rectangulares, orientadas hacia la zona del felema.

c) Felema, zona que se observa exterior al felogeno, formado por capas de células
cuadradas muy homogéneas, de pared delgada, sin contenidos. El grosor total de la

peridermis es de 1067 micras (Villa Fernandez, 1994).

El floema secundario esta integrado por dos areas organizadas a manera de
tridngulos complementarios, unos son los elementos axiales y los otros son los elementos
radiales. Esta area mide 1710 micras de grosor total. Los elementos axiales se encuentran
organizados a manera de un tridngulo visto en el corte transversal, con su base cerca del
cambium y su apice hacia el cértex. Los elementos estructurales del floema comprenden:

a) Los tubos cribosos, distribuidos en todo el floema de manera abundante, de forma
isodiamétrica y miden 12 micras de diametro. En algunos casos, se encuentran asociadas a
las paredes del tubo, dos células ajenas o compaiieras. Cabe destacar que, cuando dichas
células acompaiiantes se colapsan demasiado, éstas se observan como un engrosamiento de
la pared del tubo criboso. Las células compaiieras, tienen la particularidad de presentar un
protoplasma denso, un niicleo bien desarrollado y una fina membrana de celulosa.

b) El parénquima taninifero, distribuido irregularmente por todo el floema, se asocia
en algunos casos con almidén. Las células del parénquima son alargadas tangencialmente y
se encuentran intercaladas con las células radiales. Con respecto al parénquima cristalifero,
este es poco abundante y solitario, especialmente en células radiales. Las fibras son de dos
tipos: unas de pared gruesa, escasas, con una longitud de 784 micras; otras de paredes

extremadamente delgadas, de extremos romos, muy abundantes con 935 micras de
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longitud, cuyo contenido no se encuentra identificado (Figura 5b). Los radios medulares se
encuentran organizados a manera de triangulos, con su base hacia el cortex y su apice hacia
el cambium. Se encuentran formados hasta por 8 células de ancho; la forma de las células
varian conforme se sitian hacia el apice del tridngulo. Primero son alargadas radialmente y
luego llegan a tener forma rectangular. Las células taniniferas se encuentran dispersas e
intercaladas entre el resto de las células. Los cristales solitarios son abundantes conforme se
acercan al cortex, ademas se encuentran diversos grupos de esclereidas. Las esclereidas son
de forma irregular u ovoide, con membranas gruesas, lignificadas y atravesadas por canales
en forma de embudo.

c) Finalmente el cértex esta constituido por varias capas de células alargadas
tangencialmente, ordenadas en hileras y con algunos grupos de células colapsadas.

También se observan células parenquimaticas y taniniferas, asi como abundantes cristales

de almidoén y paquetes de escleretdas. Esta area mide 1063 micras (Villa Fernandez, 1994).
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Figura 5. (a) Corte tranversal de la felodermis (fed); (b) células radiales taniniferas [t], con
almidén [al], parénquima axial [pa] y fibras de extremos romos [sr].
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III. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 MATERIAL VEGETAL

En el presente estudio se utilizaron tres muestras del material vegetal (corteza de
raiz). La primera (muestra A) fue recolectada en la Costa Grande de Guerrero, en el mes
de Febrero de 1997, por el Dr. Andrés Navarrete (Facultad de Quimica, UNAM). Una
muestra de herbario fue depositada en el Herbario de plantas utiles Efraim Hernandez
(Universidad Autonoma Chapingo) [Voucher XOLO 199141]. La segunda (muestra B)
fue adquirida en el mercado de Sonora (México, D.F.) por el Dr. Robert Bye (Instituto de
Biologia, UNAM). Esta muestra fue recolectada en el mes de Agosto de 1997
proveniente del estado de Guerrero. Por ultimo, la tercera {(muestra C) fue adquirida en el
mercado La Bola (México, D.F.), en el mes de Septiembre de 1998. Cabe mencionar, que

las muestras adquiridas comercialmente se obtuvieron bajo la forma de drogas crudas.
3.2 DETERMINACION DE ELEMENTOS EXTRANOS

Para determinar la cantidad de elementos extrafios presentes en el material
vegetal, se pesaron 500 g del material vegetal y se extendieron sobre una superficie
formando una capa delgada. Los elementos extrafios se detectaron por inspeccion a
simple vista y se separaron del resto del material. Posteriormente, los elementos extrafios

se pesaron y se determino el porcentaje que representan,
3.3 FRAGMENTACION DEL MATERIAL VEGETAL
Para la realizacién de los diferentes andlisis del presente trabajo, el material

vegetal libre de elementos extrafios se fragment6 en un molino Thomas-Willey Modelo 4

a tamafio de polvo fino (malla 180).
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3.4 ENSAYOS DE IDENTIDAD
3.4.1 CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS Y ORGANOLEPTICAS DE LA
DROGA ENTERA

Se realizd el reconocimiento macroscopico de la droga entera mediante la

observacion directa del color, olor y sabor.

3.4.2 ENSAYOS QUIMICOS DE IDENTIDAD DE UN GRUPO PARTICULAR DE
COMPUESTOS EN LA DROGA PULVERIZADA

a) Ensayo para taninos: una pequeiia cantidad del polvo se mezclé con unas gotas de una
solucion de cloruro férrico 0.1 M. La aparicién de una coloracion azul en presencia de
una solucion de ferrocianuro de potasio 0.08 M, es indicativa de una prueba positiva para
taninos. Como controles positivos se emplearon acido galico y catequina (Price y Butler,

1977; Mole y Waterman, 1987; Inoue y Hagerman, 1988; Waterman y Mole, 1994).

b) Ensayo para catequina: un pequefio fragmento de madera se impregné con el extracto
metandlico de la planta, se desecd y posteriormente se sumergid en acido clorhidrico
concentrado. El desarrollo de una coloracion rosa o roja después de calentar cerca de una
llama indica la presencia de catequina. Como control positivo se utilizé catequina (Price
y Butler, 1977; Mole y Waterman, 1987; Inoue y Hagerman, 1988, Waterman y Mole,
1994).

c¢) Ensayo para aceites esenciales y fijos: 100 g de material vegetal se sometié a un
proceso de destilacién por medio de arrastre con vapor de agua de acuerdo con la
metodologia previamente descrita en la literatura (Real Farmacopea Espafiola, 1997,
WHO, Quality Methods for Medicinal Plant Materials, 1988). Adicionalmente, una
pequefia cantidad de la droga cruda pulverizada se comprimié entre papel de filtro. La
aparicién de una mancha oleosa, que persiste después de calentar el papel en una estufa,

indica que el polvo contiene en su mayoria aceites fijos (Trease y Evans, 1989).

26



Parte experimental

d) Ensayo para mucilagos: una pequefia cantidad del polvo se mezclé con 2 mL de acido
sulfurico diluido (1:1). Posteriormente, se adiciondé | mL una solucién saturada de
carbonato de calcio y se observd si se producia efervescencia. La produccion de
efervescencia, sugiere la existencia de mucilagos en las muestras. Como control positivo

se utilizo agar (Trease y Evans, 1989).

3.4.3 ANALISIS POR CROMATOGRAFiA EN CAPA FINA

Para el analisis cromatogréfico cualitativo en capa fina se emplearon placas de
vidrio recubiertas de gel de silice con un espesor de 0.25 mm (Silica gel F;s4 Merck). El
proceso de elucion se llevé a cabo con CH>Clz:acetona (85:15) o con una mezcla de
AcOEt: 4cido férmico: agua (80:13:7); como agente cromdgeno se utilizd una solucion
reactivo de vainillina (1 g de vainiilina en 100 mL de etanol y 5 mL de acido sulfiirico
concentrado, mezclados en ese orden) (Stahl, 1969); para el desarrollo de color fue
necesario calentar por 2 minutos a 100°C aproximadamente. Antes de revelar con el
reactivo anterior, se procedi6 a visualizar la placa con luz UV (onda corta 254 nm y onda

larga 365 nm).

Las muestras se prepararon de la siguiente forma: 5 g del material vegetal
finamente dividido, se extrajeron con 50 mL de una mezcla CH,Cl;:MeOH (1:1) por 24
horas. Al término de la extraccién la solucion resultante se filtré y se concentrd a presion
reducida. El extracto resultante se reconstituyé en exactamente 15 mL de la mezcla
CH,Cl;:MeOH (1:1). La aplicacién de la muestra (20 pL) se realizé con una micropipeta
en forma de banda. Como estdndares se utilizaron los siguientes compuestos: friedelina
(1), canofilol (2), canofilal (3), 4cido canofilico (4), tingenona (5), hipocrateina I (16),
acido oleandlico y catequina (14) (1 mg en 1 mL de metanol). Todos estos compuestos se
aislaron en forma pura en estudios anteriores (Mata et al., 1990; Calzada ef al., 1991;

Mata y Calzada, 1995; Trejo Miranda, 1998).
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3.5 ENSAYOS DE PUREZA
3.5.1 DETERMINACION DE HUMEDAD

La determinacién del contenido de humedad se realizé en una termobalanza
Ohaus modelo 6010, mediante la introduccién de 3 g de cada una de las muestras de
prueba en una charola de aluminio. La temperatura de la termobalanza se mantuvo en
80°C. La lectura del parimetro de humedad perdida se registra después de 15 minutos de
calentamiento. Se trabajaron diez réplicas por muestra y los resultados se expresan como

porcentaje de humedad perdida.
3.5.2 DETERMINACION DE CENIZAS

Para la determinacion de cenizas totales ¢ insolubles en acido se emplearon
crisoles de porcelana cuyo peso se determiné como constante de acuerdo al siguiente
procedimiento: Se calentaron los crisoles al rojo (600+£25°C) durante 30 minutos en un
homo mufla; posteriormente se enfriaron en un desecador y se pesaron. Este

procedimiento se repitié hasta que, el peso de los crisoles fue constante.
a) CENIZAS TOTALES

En un crisol de peso constante, se pesd exactamente 1g de la droga seca y
pulverizada. La muestra se precalciné con un mechero durante 20 minutos. En seguida, se
inicié la calcinacién de la muestra a 600+25°C en un horno mufla durante 12 horas.
Transcurrido este tiempo, los crisoles se dejaron enfriar en un desecador y a continuacion

se pesaron. La calcinacién de la muestra se repitid hasta que la masa fue constante.
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b) CENIZAS INSOLUBLES EN ACIDO

" Para obtener las cenizas insolubles en 4cido, se adiciond al residuo obtenido en la
determinacion de cenizas totales 15 mL de agua y 10 mL de Aacido clorhidrico
concentrado. La solucidn resultante se calentd a ebullicion suave durante 10 minutos. Al
cabo de este tiempo, el residuo se filtr6 a través de un papel filtro libre de cenizas y se
lavo con agua caliente hasta que el filtrado fue neutro. El residuo junto con el papel filtro
se desecd en un crisol de peso constante durante ! hora a 100°C. Posteriormente, el
residuo se calciné en un horno mufla a 600+25°C durante 12 horas. La calcinacién de la
muestra se repitié hasta que la diferencia entre dos pesadas sucesivas no fue superior a |
mg. Se trabajaron seis réplicas por muestra y los resultados se expresan con respecto a

100 g de droga seca.

3.5.3 DETERMINACION DE MATERIAL EXTRAIBLE

Para determinar la cantidad de material extraible se prepararon tres extractos
diferentes, utilizando como disolventes hexano, etanol o etanol-agua (70:30) de acuerdo
al siguiente procedimiento: 4 g del material vegetal se extrajeron mediante un proceso de
maceracién con 100 mL de cada uno de los disolventes mencionados. La mezcla
resultante se mantuvo en agitacién constante durante las primeras 6 horas. Al cabo de este
tiempo, la mezcla se mantuvo en reposo hasta que transcurrieron 24 horas. Al término de
la extraccién, la solucidn resultante se filtré cuantitativamente. 25 mL de este filtrado se
transfirieron a un matraz de bola previamente tarado y se concentraron a presién reducida
hasta sequedad. El residuo obtenido se secd a 105°C durante 6 horas en una estufa; antes
de pesarlo se enfri6 en un desecador por 30 minutos.

Se trabajaron seis réplicas por tratamiento para cada muestra. El contenido de

material extraible se expresa en mg por g de droga seca.
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3.5.4 DETERMINACION DEL INDICE DE HINCHAMIENTO

En una probeta graduada de 25 mL con tapon esmerilado, se introdujo 1 g del
material vegetal finamente dividido. En seguida, se agregd 1 mL de etanol y 25 mL de
agua. La mezcla anterior se agitd enérgicamente cada 10 minutos durante un periodo de 1
hora. Posteriormente, la mezcla se dejo en reposo durante 3 horas. Al cabo de este
tiempo, se elimind por rotacién alrededor del eje vertical la mayor cantidad posible del
liquido retentdo al nivel de la droga, incluyendo las particulas de la misma que flotaban
en la superficie del liquido. Finalmente, se midié el volumen ocupado por la droga.

Para esta determtnacién se efectuaron nueve repeticiones (tres ensayos

simultineos) por muestra.
3.5.5 DETERMINACION DEL LIMITE MICROBIANO

a) Preparacion de la muestra

Las muestras a evaluar se prepararon de la siguiente forma: 10 g del material vegetal
objeto de estudio se suspendieron en 90 mL de una disolucién tampén peptona-clorure de
sodio previamente esterilizada. A partir de la suspensién anterior se prepararon las
diluciones necesarias para que 1 mL de la misma contenga entre 30 y 300 UFC (Unidades

Formadoras de Colonias).

b) Recuento de bacterias

Los ensayos se realizaron en cajas de Petri de 10 cm de didmetro interno. Para cada
muestra de prueba se prepararon 8 diluciones seriadas, de forma tal de obtener
concentraciones finales de 100, 10, 1, 0.1 mg/mL 10, 1, 0.1 pg/mL y 100 ng/mL. A
continuacion, se transfirieron a las cajas de Petri 1 mL de las diluciones de prueba
conteniendo las concentraciones antes indicadas y 15 mL del medio agar soya

tripticaseina previamente esterilizado y mantenido en bafio de agua a una temperatura
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aproximada de 45-48°C. Con movimientos rotatorios suaves, se mezclé la alicuota de la
muestra con el medio de cultivo. Posteriormente, se dejé solidificar el medio a
temperatura ambiente. Las placas se incubaron en posicion invertida a 35°C durante 48

horas. Al finalizar el tiempo de incubacion se procedié a contar con ayuda de una lupa el
numero de UFC.

¢) Recuento de hongos

El recuento de hongos filamentosos y levaduras se realiz6 de acuerdo a la
metodologia descrita anteriormente (Real Farmacopea Espaiiola, 1997; WHO, Quality
Control Methods for Medicinal Plants Materials, 1988). Para este ensayo se emple6
como medio de cultivo agar Sobouraud-dextrosa con antibiéticos. Las placas se
incubaron en posicion invertida a 25°C por un periodo de 5 dias.

Los resultados se expresan como el nimero de UFC por gramo de droga seca.

d) Método en tubo (Nimero mas probable, NMP)

1 mL de las diluciones 107-10® se transfirieron a ocho tubos de ensayo conteniendo
exactamente 9 mL de medio caldo soya tripticaseina, previamente esterilizado. Los tubos
se incubaron a 35°C durante 48 horas. Transcurrido este tiempo se procedid a contar el
numero de tubos que presentaban turbidez debido al crecimiento microbiano.

Los resultados se expresan-como el nlimero mas probable de microorganismos por gramo

de droga seca.
3.5.6 DETECCION DE MICROORGANISMOS PATOGENOS

a) Deteccion de Escherichia coli
Preparacién de la muestra: 10 g del material objeto de estudio se suspendieron en 90 mL
de caldo lactosa. La suspension anterior se agité para homogeneizar y se incubd a 35°C

durante 3 horas.
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100 mL de medio liquido MacConkey se inocularon con 1 mL del cultivo anterior,
correspondiente a 0.1 g del material a examinar. El cultivo se incubé a 43°C durante 24
horas. Posteriormente, se realizaron subcultivos sobre placas de agar MacConkey y agar

eosina azul de metileno (EMB). Las placas se incubaron a 43°C durante 48 horas.

b) Deteccién de Salmonella sp.

Preparacién de la muestra: 10 g del material vegetal se suspendieron en 90 mL de caldo
soya tripticaseina. La suspension anterior se agité para homogeneizar y se incubé a 35°C
durante 12 horas.

ENSAYO PRIMARIO: 10 mL del cultivo anterior se transfirieron a 100 mL del medio
liquido compuesto por tetrationato, bilis y verde brillante. El cultivo anterior se incub6 a
42°C durante 24 horas. Al cabo de este tiempo, se prepararon subcultivos sobre placas de
agar Salmonella-Shigella, agar sulfito de bismuto, agar xilosa, lisina y desoxicolato y
agar verde brillante. Las placas se incubaron a 42°C durante 48 horas.

ENSAYO SECUNDARIO: Las colonias que presentaron las caracteristicas de bacterias
del género Salmonella, se transfirieron al medio solido agar triple aziicar con hierro,

mediante siembra en superficie y profundidad.

c) Deteccién de Pseudomonas aeruginosa

10 g de la droga cruda pulverizada se suspendieron en 90 mL de la disolucion tampén
peptona-cloruro de sodio pH 7.0. La suspensién anterior se agitd para homogeneizar y se
incubé a 37°C durante 48 horas. Posteriormente, se prepararon subcultivos sobre placas

con el medio sélido agar cetrimida y se incubaron a 37°C por 48 horas.,

d) Deteccién de Staphylococcus aureus
La muestra a analizar se prepar6 de acuerdo a la metodologia descrita para P. aeruginosa.
Posteriormente, se prepararon subcultivos sobre placas de agar sal manitol, agar Voguel

Johnson y agar gelosa sangre y se incubaron a 37°C por 48 horas.
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e) Reacciones bioquimicas diferenciales

Las colonias que presentaron las caracteristicas del género Escherichia y Salmonella se
transfirieron a los siguientes medios: agar semisolido SIM, agar hierro de Kligler, caldo
RMVP (Rojo de metilo-Voges-Proskauer), caldo rojo de fenol con glucosa y caldo rojo
de fenol con lactosa. Adicionalmente, una porcioén de estas colonias se transfirid a un
tubo de ensayo que contenia exactamente 2.2 mL de medio de in6culo, cuya composicién
es la siguiente: 8.50 g de NaCli; 0.8372 g de acido-3-morfolino propano sulfénico y agua
destilada a 1000 mL. La mezcla anterior se transfirid al panel comercial BBL

CRYSTAL® de acuerdo con la metodologia descrita por el fabricante.

PRUEBA DE LA OXIDASA: Una tira de papel filtro se impregné con una disolucién al
1% de diclorohidrato de N,N,N’N’ tetrametil p-fenilendiamina y se coloco sobre ella una
pequeiia porcion de la colonia sospechosa. La ausencia de una coloracién purpura en 10
segundos fue indicativa de una prueba negativa para P. aeruginosa. Como control

positivo se empleé una cepa de referencia de P. aeruginosa.

PRUEBA DEL INDOL: 10 mL del medio liquido caldo triptona se inocularon con la
colonia en estudio. El cultivo se incubé a 35°C por 24 horas. Al cabo de este tiempo se
adiciond al cultivo anterior 1 mL de cloroformo. En seguida, se agregdé por la pared
interna del tubo, 5 gotas del reactivo de Erlich (2 g de p-dimetilaminobenzaldehido, 190
mL de alcohol etilico y 40 mL de 4cido clorhidrico concentrado). La ausencia de una
coloracioén pirpura en la interfase de los liquidos fue indicativa de una prueba negativa
para la produccién de indol. Como control positivo se emple6 una cepa de Klebsiella
pneumoniae.

Como control positivo en todos los ensayos se emplearon las cepas de referencia
indicadas en el Cuadro 4. El mismo procedimiento se siguié para los controles negativos
que contenian Unicamente la disolucién tampén peptona-cloruro de sodio. Se trabajaron
cinco réplicas independientes por muestra. La composicién de todos los medios de

cultivo empleados se incluye en el Apéndice II.
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Cuadro 4. Microorganismos de referencia empleados para los diferentes ensayos.

_ " MICROORGANISMO NUMERO DE CEPA

Staphylococcus aureus ATCC 6538
Escherichia coli ATCC 8739
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027
Salmonella typhimurium ATCC 6017
Candida albicans ATCC 2091

3.5.7 DETERMINACION DE METALES PESADOS

En un crisol de peso constante, se pes6 exactamente 250 mg de la droga seca y
pulverizada. Posteriormente, se adicioné 1 mL de la mezcla de digestion compuesta de:
acido nitrico y acido perclérico (2:1). La suspension resultante se calent6é a 100°C en un
hormo mufla durante 2 horas. Transcurrido este tiempo, se incrementd gradualmente la
temperatura del horno, hasta alcanzar 240°C; la muestra se mantuvo a esta temperatura
durante 4 horas. El residuo inorganico obtenido, se disolvié en 2.5 mL de acido nitrico
concentrado y se analizd por espectrofotometria de absorcidén atémica. El mismo
procedimiento, se siguié para los controles negativos que contenian inicamente la mezcla
de digestiéon. Como control positivo se emplearon soluciones estindar de plomo, cadmio
y mercurio.

Se trabajaron seis réplicas por tratamiento en las muestras de prueba y en los controles.

3.5.8 DETERMINACION DEL CONTENIDO DE CATEQUINA Y DE FENOLES
TOTALES MEDIANTE EL METODO DE PRICE Y BUTLER

A) Preparacion de la muestra: 30 mg de la droga pulverizada se extrajeron con 3 mL de
metanol durante 1 minuto. La solucion resultante se filtré rdpidamente con ayuda de un
embudo y el matraz se enjuagd con 3 mL adicionales de metanol; la solucidn se vertié en
el embudo y se reunié con la solucién anterior. El filtrado anterior se llev6 a un volumen

de 50 mL con agua destilada.
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B) Procedimiento: A 50 mL de la solucién a analizar, se adicionaron 3 mL de una
solucion 0.1 M de cloruro férrico (en HC1 0.1 M) y se agité durante 3 minutos. Al cabo
de este tiempo, se adicionaron 3 mL de una solucién 0.08 M de ferrocianuro de potasio y
se agitd para homogeneizar. Después de 10 minutos se cuantifica el contenido de fenoles
totales o catequina midiendo la absorbancia a 720 nm en un espectrofotdémetro marca
Beckman Du modelo 600.

Los resultados se expresan como equivalentes de fenol o catequina a partir de una
curva estandar preparada bajo las mismas condiciones del andlisis con acido gélico o

catequina (Price y Butler, 1977; Mole y Waterman, 1987).

3.5.9 EVALUACION DE LOS PARAMETROS DE CALIDAD DEL METODO
ANALITICO.

3.5.9.1 ESPECIFICIDAD/SELECTIVIDAD

Preparacion de la matriz de trabajo: 1 mg de los compuestos 1-5, 12, 13 y 16 se
disolvieron en 100 mL de metanol. La solucidn resultante, constituye la matriz de trabajo
0 solucion placebo.

Para evaluar la especificidad/selectividad del método se registraron los espectros
de absorcion al visible de 400 a 900 nm del extracto total de la especie, de la solucién
placebo y de la solucién placebo adicionada de forma independiente con é4cido gélico y

catequina.

3.5.9.2 LINEARIDAD

A) Linearidad del sistema: La linearidad del sistema se determiné construyendo una
curva de calibracién (concentracién vs. densidad Optica) de acuerdo al siguiente
procedimiento: 10 mg de 4cido galico o catequina se disuelven en 10 mL de metanol. A
partir de la solucién anterior se preparan las diluciones necesarias para que | mL de la
misma contenga entre 0.2 y 3 pug/mL (Price y Butler, 1977, Mole y Waterman, 1987).

Posteriormente, se cuantificé el contenido de fenoles totales o catequina de acuerdo a la

35



Parte experimental

metodologia descrita en el inciso 3.5.8 B. Para el calculo de la ordenada al origen (b), la
pendiente de la recta (m), el coeficiente de correlacion (r) y el coeficiente de
determinacion (), se utilizé un andlisis de regresion lineal simple.

Los parametros estadisticos, as{ obtenidos, se comparan con el siguiente criterio: b=0,
m=0, r 2 0,99 y > 0,98 (Hokanson, G., 1994; Johnson y Van Buskirk, 1996; USP
XX1V).

B) Linearidad del método: Para evaluar la linearidad del método se prepararon una serie
de soluciones estdndar mediante la adicién de diferentes concentraciones del compuesto a
evaluar (4cido galico o catequina) en 3 mL de la matriz de trabajo. La densidad éptica de
las soluciones se midié empleando el procedimiento descrito anteriormente (ver inciso
3.5.8 B). Los resultados obtenidos (cantidad adicionada vs cantidad recuperada) se
analizaron mediante un andlisis de regresion lineal simple y se calcularon los parimetros
estadisticos b, m, r y P (CRITERIO: b=0, m=1,r 20,99 y P> 0,98) (Hokanson, G.,
1994; Johnson y Van Buskirk, 1996; USP XXIV).

3.5.9.3 EXACTITUD

La exactitud del método analitico se determiné utilizando la misma metodologia
descrita en el inciso 3.5.9.2 B. Los resultados obtenidos se expresan en términos de
porcentaje de la cantidad recuperada (% de recobro).

CRITERIO: El porcentaje de recuperacion se debe encontrar en el intervalo de 98 a 102%
y la Desviacién Estandar Relativa (DER) debe ser menor del 2% (Hokanson, G., 1994;
Johnson y Van Buskirk, 1996; USP XXIV).

3.5.9.4 PRECISION

A) Precisién del sistema: Se evalud a partir del andlisis de una solucion estindar

compuesta por: 1.2 ug del compuesto a evaluar (en 1 mL de metanol) y 3 mL de la matriz
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de trabajo en 46 mL de agua destilada. Se realizaron seis réplicas independientes y los
resultados se expresan en términos de Desviacion Estandar (S) o DER. (CRITERIO:
DER<2%) (Hokanson, G., 1994; Johnson y Van Buskirk, 1996; USP XXIV).

B) Precisién del método (evaluada como repetibilidad). La repetibilidad del método se
evaluo mediante el analisis de seis réplicas de una misma solucién estandar preparada
como se describe anteriormente (ver inciso 3.5.9.4 A).

CRITERIO: DER<2% (Hokanson, G., 1994; Johnson y Van Buskirk, 1996; USP XXIV).

C) Precision del método (evaluada como reproducibilidad). La reproducibilidad del
método se evaludé mediante el andlisis por triplicado de una solucién estandar, la cual
contiene 1.2 ug del compuesto a analizar. El anlisis se realizé en dos diferentes dias y
por dos diferentes analistas. Los resultados obtenidos bajo estas condiciones

experimentales se analizaron mediante la prueba estadistica ANDEVA,
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Resultados y Discusidn

IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Como se indico, en la seccién introductoria, el auge de la medicina herbolaria en
los paises desarrollados ha estimulado de manera notable la investigacién conducente al
establecimiento de los criterios de calidad y la estandarizacién de los métodos utilizados
para tal fin (Artiges, 1991; Bonati, 1991; Keller, 1991; Reuter, 1991; Escamilla ef al.,
1995; Hersch, 1996; Bauer, 1998).

El control de calidad de las materias primas vegetales que se venden en los
mercados o que se utilizan parﬁ la elaboracion de remedios herbolarios es por supuesto de
considerable importancia para el uso racional de estos recursos medicinales. Este proceso
comprende, desde la identificacion del material y la determinacion de su pureza, hasta la
cuantificacién del contenido de sus principios activos.

En el caso de México, el empleo intensivo de los remedios herbolarios ha
conducido, entre otros aspectos, a la aparicién y desarrollo de una actividad comercial
con poco control, que ha rebasado la capacidad de los érganos oficiales para idesarrolla.r
los mecanismos de regulacion efectivos, para la produccién, distribucién y consumo de
estos productos. Este surgimiento, de toda una corriente de elaboracién y venta de
preparados a partir de plantas medicinales no solo es expresion de la dindmica bisqueda
de lucro por parte de algunos comerciantes; su demanda, también expresa en los hechos,
un nivel de eficacia terapéutica no cuantificado (Lozoya, 1993; Hersch, 1996).

La informacidn actualizada sobre las propiedades benéficas y los posibles efectos
adversos de los remedios herbolarios, asi como el desarrollo de los métodos analiticos y
técnicas de control de calidad, permitirdn asistir a las autoridades sanitarias nacionales
para llevar a cabo el registro de documentacion y revision de tales productos.

Comparando con los productos sintéticos utilizados para la elaboracion de
medicamentos alopaticos, los criterios y las estrategias para la determinacién del control
de calidad de los productos herbolarios son mas complejas. En el caso de éstas altimas,

son muchos los factores que afectan su calidad. Asi, los productos herbolarios estin
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constituidos por mezclas complejas de productos. En algunos casos, los principios activos
presentes en esas mezclas pertenecen a una sola categoria de productos naturales, sin
embargo, en otros, los principios activos son de diversa naturaleza, dificultando, por lo
tanto, el establecimiento de las estrategias para su identificacién y cuantificacién. Aun
mas, el contenido de productos en las plantas silvestres, estd sujeto a variaciones,
dependiendo de su localizacién y ontogenia, por lo tanto, la calidad de diferentes
recolecciones de plantas, es variable. En ese sentido, Bonati hace el planteamiento de que
el uso de las plantas medicinales silvestres debe abandonarse o limitarse lo mas posible,
ocupando su lugar las plantas cultivadas y la aplicacién de tecnologia alternativa. El
objetivo de este procedimiento es estandarizar la calidad y asegurar la continuidad de las
propiedades farmacolégicas y organolépticas de las plantas medicinales, objetivo
imposible de alcanzar a partir de poblaciones silvestres (Artiges, 1991; Bonati, 1991;
Wijesekera, 1991; Hersch, 1996; Bauer, 1999),

Por otro lado, Palevitch también considera que las plantas medicinales cultivadas
ofrecen numerosas ventajas en relacion a las silvestres. Las plantas cultivadas garantizan
una mayor disponibilidad; un suministro constante; la posibilidad de mejoramiento
genético y manipulacién agrondmica; un manejo poscosecha adecuado, y por tltimo,
disminuye la posibilidad de adulteracién (Hersch, 1996).

De lo anterior se desprende que para cada droga cruda es necesario establecer de
manera especifica los criterios de calidad, ain cuando existen criterios de calidad
obligatorios para todas las drogas crudas, las cuales se indican en el Cuadro 1 (Bauer,

1998; WHO, Monographs on selected medicinal plants, 1999).

Para el disefio del protocolo original del presente trabajo se considerd ademas de
los criterios de calidad establecidos por la OMS y las Farmacopeas Mexicana (FEUM,
sexta edicién), Espafiola y de los Estados Unidos de América del Norte (USP XXIV) el
conjunto de informacién cientifica derivada de las diversas investigaciones de la especie
H. excelsa HBK., asi como su amplio uso y comercializacién como planta curativa a

nivel nacional.
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La adquisicién de las muestras comerciales se realizd de manera aleatoria. Para
ello, se recopild informacién acerca de los centros comerciales de distribucion de plantas
medicinales mds representativos de la zona en cada delegacion politica, el resultado fue
un total de 31 mercados (Cuadro 5). De esta lista, se visitaron de manera aleatoria dos
sucursales: Los mercados de Sonora (Muestra B) y La Bola (Muestra C). Ante la
existencia de mas de un puesto expendedor de plantas medicinales, se tomé al azar uno
de ellos y se adquirié en promedio cuatro kilogramos de la droga cruda.

Como se indicd anteriormente la primera muestra de material vegetal se recolecté
en el Estado de Guerrero (Muestra A), de acuerdo a una serie de normas generales y
especiales para la especie. Es importante destacar, que el proceso de recoleccion y
almacenamiento es de extraordinaria importancia ya que, el aspecto, las caracteristicas
organolépticas y la calidad de las sustancias, entre otras, dependen del modo como se ha

realizado la recoleccién y almacenamiento.

Siendo tan diversa la naturaleza de las drogas vegetales, en fresco y en seco,
enteras 0 en polvo y con una composicidén quimica tan compleja, es necesario recurrir a
los medios mas diversos para evaluar la calidad de las mismas, recurriendo para ello a las
diversas estrategias que, en general comprenden los siguientes ensayos:

e Ensayos de Identidad
¢ Ensayos de Pureza
o Ensayos quimicos conducentes a la cuantificacion de principio(s) activos(s) y/o

compuestos marcadores.

4.2 ENSAYOS DE IDENTIDAD

Los ensayos de identidad realizados en la presente investigacion incluyeron: la
determinacién de elementos extraiios, la identificacién macroscépica de la droga cruda y
la determinacién de las caracteristicas macroscopicas de la droga pulverizada. Como se
indicé previamente, la seleccién de los mismos se realizé con base en las normas

establecidas por la OMS.
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Cuadro 5. Relacion de mercados en la ciudad de México.

W N A WN -

- Merecado

Agricola Oriental
Azcapotzalco
Central de Abasto
Coyoacan
Culhuacan
Granada*
Hidalgo

Jamaica

La Bola

.LaCruz

. La Merced

.LaVilla

. Los Culhuacanes

. Magdalena Contreras*
. Martinez de la Torre

. Milpa Alta

. Molino de Rosas*
. Nopalera

. Portales

. Puebla

. Reynosa

. San Angel

. San Juan de Letran
. Sonora

. Tacuba

. Tacubaya

. Torres de Padierna
. Villa Coapa

. Xochimilco

. Mixcoac

. San Mateo
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Delegacion

Iztacalco
Azcapotzalco
[ztapalapa

Coyoacan

I[ztapalapa

Miguel Hidalgo
Cuauhtémoc
Venustiano Carranza
Coyoacan
Magdalena Contreras
Venustiano Carranza
Gustavo A. Madero
Coyoacan
Magdalena Contreras
Cuauhtémoc

Milpa Alta

Alvaro Obregén
Tladhuac

Benito Juarez
Venustiano Carranza
Azcapotzalco
Alvaro Obregén
Cuauhtémoc
Venustiano Carranza
Miguel Hidalgo
Miguel Hidalgo
Tlalpan

Tlalpan

Xochimilco

Benito Juadrez
Cuajimalpa
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4.2.1 Elementos extraiios

La primera operacién que hay que realizar antes de proceder con los ensayos de
identidad, pureza y determinacion de compuestos marcadores y biodindmicos, es privar a
los materiales de los elementos extrafios que los acompaiian. Los elementos extrafios
estdan constituidos, en su totalidad o en parte, por:

1. Partes extrafias: todo elemento que procede de la planta originaria pero no

constituye la droga propiamente dicha.

2. Materias extraflas: todo elemento ajeno a la planta de origen, de procedencia

animal o mineral (Real Farmacopea Espafiola, 1997).

Las tres muestras de material vegetal examinadas, mediante inspeccién visual, se
encontraron exentas de cantidades apreciables de materias organicas, excrementos de
animales, insectos y moho. Sin embargo, se encontraron algunos materiales de tipo
inorganico como piedras, polvo y terrones, entre otros. Estos materiales extrafios se
separaron del resto del material vegetal y se determind que representan en promedio el
0.2% m/m en relacién al peso seco de las muestras. En el Cuadro 6 se indican los

resultados especificos para cada muestra.

Cuadro 6. Porcentaje de elementos extrafios encontrados en las muestras de prueba.

: Muestra | Porcentaje de elementos extrafios Z

{op———

Muestra A 0.19
Muestra B 0.22
Muestra C 0.18

4.2.2 Caracteristicas macroscépicas de la droga cruda

En el caso de drogas enteras, los caracteres macroscopicos y organolépticos son
suficientes, por lo general, para identificarlas. El aspecto global de la muestra indica
frecuentemente, si es probable que ésta cumpla especificaciones oficiales. Sin embargo,

las drogas pueden cumplir con las descripciones dadas en las Farmacopeas y no ser de la
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calidad adecuada, pues con frecuencia, es dificil describir especificamente el deterioro de
las drogas debido a una recoleccién, embarque o almacenamiento defectuoso, o por la
alteracion debida a la edad (San Martin, 1977; Wichtl, 1994).

Dentro de este panorama, el reconocimiento macroscépico de las drogas enteras
debe comprender los siguientes aspectos:

* El olor entre las caracteristicas organolépticas, es muy orientador en los examenes
micrograficos, siendo extraordinariamente tipico para muchas especies con
esencias (umbeliferas, compuestas, labiadas, etc).

¢ El sabor puede ser valioso en el caso de muchos materiales con sabor amargo
(glucoésidos, alcaloides, esencias, etc), o el astringente de los taninos.

* También el color puede desempefiar un papel diagnéstico. Asi, colores muy
marcados y caracteristicos orientan sobre la posible presencia de algunas cortezas

(quinas, granado, etc).

Con base en estas consideraciones, la descripcién macroscépica correspondiente a la
raiz desecada de la especie H. excelsa HBK. que constituye la droga cruda de venta en los
mercados se establecié de la siguiente manera: La corteza de raiz tiene un color café
rojizo o rosiceo, con abundantes manchas grisaceas. No tiene olor, el sabor es
ligeramente astringente, de textura lisa a ligeramente fibrosa. Este tejido presenta la
caracteristica de contener numerosas fibras que le dan una consistencia elastica. Esta
ultima caracteristica se encuentra asociada al alto contenido de gutapercha en la raiz
(Palacios et al., 1989). Es importante mencionar que las caracteristicas de las tres

muestras analizadas fueron idénticas.

4.2.3 Caracteristicas macroscépicas de la droga pulverizada

El examen de las drogas en polvo cobra mayor importancia que el de las drogas

enteras porque bajo esta forma estin mdas expuestas a las falsificaciones parciales o

43



Resultados y Discusidn

totales. De extraordinaria utilidad para el examen de las drogas en polvo es el estudio del
contenido celular, En el jugo celular, y con frecuencia en algunas vacuolas, se encuentran
disueltos todos los principios sintetizados por las diferentes partes celulares, mas aquellos
otros que se han originado por las reacciones que entre éstos se verifican cuando se

encuentran en condiciones favorables (San Martin, 1977, Wichtl, 1994).

Una vez realizada la identificacién macroscopica de la droga entera, se llevo a
cabo una serie de ensayos quimicos preliminares, conducentes a la identificacién
macroscdpica de la droga pulverizada.

| Las reacciones quimicas que se practicaron a las diferentes muestras de la droga
pulverizada, incluyeron: determinacién de taninos, determinacién de catequina,
determinacién de aceites esenciales, ensayo para mucilagos y por dltimo un anélisis
cualitativo por cromatografia en capa delgada. A continuacidn se describen los resultados

de estos analisis.

a) Ensayos para taninos:

Los taninos son solubles en agua, alcalis diluidos, alcohol, glicerina y acetona,
pero en general solo ligeramente solubles en otros disolventes organicos. Las soluciones
precipitan con metales pesados, alcaloides, heterésidos y gelatina. Con sales férricas,
galotaninos y elagitaninos dan precipitados de color azul oscuro y los taninos
condensados verde parduzco (Price y Butler, 1977; Mole y Waterman, 1987; Inoue y
Hagerman, 1988; Waterman y Mole, 1994).

Para la realizacién del ensayo, una pequefla cantidad del polvo se mezclé con
unas gotas de una solucién de cloruro férrico 0.1 M. En presencia de una solucién de
ferrocianuro de potasio 0.08 M se obtuvo un color azul oscuro, comparable al

desarrollado por una muestra de 4cido t4nico y catequina.

b) Ensayo para catequina:
Las catequinas por calentamiento con 4cidos, forman floroglucinol, y por ello,

pueden detectarse mediante una modificacion del ensayo de la lignina (Waterman y

44



Resultados y Discusion

Mole, 1994). Para ello, un pequefio fragmento de madera se sumergio en el extracto de la
planta, se desecé y se empapé con 4cido clorhidrico concentrado. Posteriormente, al
calentarlo cerca de una llama se observé la aparicién de un color rojizo, debido a la

presencia de floroglucinol.

¢) Ensayo para aceites esenciales y fijos:

Los aceites esenciales son generalmente mezclas de hidrocarburos y compuestos
oxigenados derivados de ellos. El olor y sabor de las esencias estin determinados
principalmente por estos componentes oxigenados que, por lo general, son
apreciablemente solubles en agua (agua de azahar, agua de rosas, etc), pero més solubles
en alcohol (tinturas o perfumes de 1imén, etc). Por otra parte, los aceites fijos y grasas son
mezclas naturales de lipidos, que pueden ser tanto liquidas como solidas, ya que, los
términos aceite y grasa no tienen una significacibn muy precisa. El aceite de
chaulomoogra, por ejemplo, puede llamarse aceite en los trépicos, donde es un liquido, y
grasa en los climas templados, donde es un sélido graso (Trease y Evans, 1989).

Para discriminar entre la presencia de aceites esenciales o fijos, 100 g de cada una
de las drogas crudas se sometié a un proceso de destilacién por medic de arrastre con
vapor de agua, de acuerdo con la metodologia descrita por la OMS ( en WHO, Quality
Control Methods for Medicinal Plant Materials, 1988). Los resultados de estas
determinaciones indicaron, que en las tres muestras de material vegetal examinadas no se
obtuvo un volumen cuantificable de aceites esenciales. Por tal motivo, no se consideré la
determinacion de aceites esenciales como ensayo de pureza para la especie H. excelsa
HBK.

De manera adicional, una pequeiia cantidad del polvo, se comprimi6 entre papel
de filtro. La aparicién de una mancha oleosa, que persistié cuando el papel fue calentado

en la estufa, indicé que el polvo contiene en su mayoria aceites fijos.

¢) Ensayo para mucilagos:
Los mucilagos son polisacdridos complejos, constituidos por unidades de azicar y

4cido urénico. Son insolubles en alcohol, pero se disuelven o se hinchan en agua. Por lo
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general, se forman a partir de la membrana celular, como el tragacanto, o se depositan
sobre ella en capas sucesivas (Trease y Evans, 1989),

Para determinar la naturaleza gomosa o mucilaginosa de la droga pulverizada, una
pequefia cantidad del polvo se mezclé con acido sulfirico diluido. La reaccién positiva
para mucilagos produce efervescencia cuando se adiciona una solucién saturada de
carbonato de calcio. En este caso particular, la reaccion fue positiva para las tres muestras
ensayadas, por lo que, la determinacion de indice de hinchamiento es aplicable para esta

especie.

d) AnAlisis por cromatografia en capa fina.

La cromatografia en capa fina junto con el examen microscépico juega un papel
muy importante en la identificacion y control de calidad de las drogas vegetales. Para
realizar este ensayo se prepararon extractos cuantitativos de las muestras de material
vegetal y se compararon cromatograficamente con soluciones estandar de los siguientes
compuestos: la friedelina (1), el canofilol (2), el canofilal (3), el 4cido canofilico (4), 1a
tingenona (5), la epicatequina (14), el 4cido oleandlico y el acido ursélico. De manera
adicional, se aplicO una muestra del extracto total {CH;Cl;: MeOH (1:1)] de la
preparacion comercial Yagabil y de las cipsulas elaboradas con cancerina. Todos los
metabolitos utilizados como estandares se habian aislado en forma pura durante la
realizacién de estudios fitoquimicos previos (Mata et al.,, 1990; Calzada et al., 1991,
Calzada y Mata, 1995; Trejo Miranda, 1998). En las Figuras 6 y 7 se muestran los

cromatogramas en capa fina correspondientes.

Como se puede observar en las Figuras 6 y 7, extractos de las muestras A-C y del
Yagabil resultaron cromatograficamente similares identificindose la presencia de todos
los compuestos utilizados como estindares. Es importante hacer notar que en el extracto
elaborado con el material vegetal que contienen las capsulas de cancerina no se detectd
ninguno de los estindares. Estos resultados sugieren que las cdpsulas de cancerina se

elaboran con una especie distinta a la H. excelsa HBK. Los diversos valores de Rf
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Parametros de separacion:

Cantidad aplicada: 20 pL de muestra. Placas: Silica gel 60 Fass, Merck. Sistema de
elucién: CH,Cl,: acetona 85:15. Evaluacién directa; UV 254 nm y 365 nm. Agente
cromégeno: Vainillina

Muestras: [A] Muestra A, [B] Muestra B, {C] Muestra C, [D} Muestra D (preparacion
comercial Yagabil), [10] Muestra E (capsulas elaboradas con cancerina) y [1] Extracto
hexanico.

Estandares: [2] Canofilol, [3] Canofilal, [4] Acido canofilico, [5] Friedelina,
{6] Tingenona, [7] Acido oleandlico, [8] Acido ursolico y [9] catequina (1 mg en 1 mL).

Figura 6. Cromatograma en capa fina de diferentes muestras de Hippocratea excelsa
HBK.
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Parametros de separacion:

Cantidad aplicada: 20 pL de muestra. Placas: Silica gel 60 Fasa, Merck. Sistema de
elucién: AcOEt: 4cido férmico: agua 80:13:7. Evaluacion directa: UV 254 nm y 365 nm.
Agente cromégeno: Vainillina

Muestras: Muestra A, Muestra B, Muestra C, Muestra D (preparacién comercial Yagabil)
y Muestra E (cépsulas elaboradas con cancaerina).

Estandares: Epicatequina (1) (1 mg en 1 mL).

Figura 7. Cromatograma en capa fina de diferentes muestras de Hippocratea excelsa
HBK.
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(relacion del desplazamiento, es decir distancia recorrida por el producto dividido entre la
distancia recorrida por el frente del disolvente) de los compuestos, determinados en
condiciones especificas son caracteristicos y pueden emplearse como ayuda para su
identificaciéon. En las condiciones experimentales sefialadas en las Figuras 6 y 7, se

obtuvieron los valores de Rf que se indican en el Cuadro 7.

Cuadro 7. Valores de Rf de los diversos metabolitos utilizados como estandares.

e

Friedelina 0.7634+0.0148
Canofilol 0.6216+0.0052
Canofilal 0.7373+0.0223
Acido canofilico 0.6478+0.0816
Tingenona 0.5635+0.0035
Acido oleanélico 0.0090+0.0192
Acido ursélico 0.0375+0.0227
Epicatequina 0.9002+0.0054

Cada valor representa el promedio de seis réplicas + Desviacién Estindar.

La intensidad de las manchas cromatograficas visualizadas en el cromatograma,
permiti6 establecer que el canofilol (2), el canofilal (3) y la catequina (14) constituyen los
mejores compuestos marcadores para la identificacion de la especie. Cabe destacar, que
los productos canofilol, canofilal, 4cido canofilico, friedelina, tingenona, é&cido
oleandlico, 4acido ursélico y catequina se detectaron en todas las placas realizadas. Sin
embargo, la hipocrateina I sélo se detecté en el caso de la muestra A. Estos resultados,
aunque cualitativos sugieren que el contenido de alcaloides podria estar sujeto a

variaciones ontogénicas y de tipo geografico.

4.3 ENSAYOS DE PUREZA
Los ensayos de pureza realizados en el presente estudio comprenden las
siguientes determinaciones: humedad, cenizas (totales e insolubles en acido), material

extraible, indice de hinchamiento, contaminacién microbiolégica y metales pesados.
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4.3.1 HUMEDAD

Se entiende por humedad el agua libre, es decir, no combinada quimicamente, que
tiene una sustancia. En las drogas desecadas al aire, este contenido de agua es un
componente normal (10-12%). Un exceso de humedad en las drogas no es deseable, ya
que puede provocar la activacion de enzimas y crear condiciones favorables para la
proliferacion de microorganismos. Como la mayoria de las drogas vegetales contienen
todos los clementos esenciales para la nutricién de mohos, insectos y acaros, el deterioro
puede ser muy rdpido una vez iniciada la infestaciéon (WHO, Quality Control Methods for
Medicinal Plant Materials, 1988; Wichtl, 1994).

De manera adicional, la determinacion de humedad informa sobre el proceso de
desecacion y se relaciona, asimismo, con el registro del peso, es decir, tiene utilidad
cuando se maneja un nimero considerable de muestras y cuando se necesita un registro

continuo de la pérdida del peso con el tiempo (Trease y Evans, 1989).

En la actualidad, se emplea un considerable numero de métodos para la
determinacién de la humedad, muchos de ellos utilizados en industrias no relacionadas
con la Farmacia. La determinacién de pérdida de peso por desecacion se emplea en la
Farmacopea de Europa, Inglaterra y de los Estados Unidos de América del Norte.
Aunque la pérdida de peso en las muestras ensayadas por este procedimiento se debe
principalmente al agua, también contribuyen a la pérdida de peso pequefias cantidades de
productos volatiles. Como se demostré previamente la droga cruda derivada de la especie
Hippocratea excelsa HBK. no contiene cantidades considerables de sustancias volatiles,
por lo que, en el presente trabajo se utilizé un método por desecacion directa. El resultado
de estas determinaciones indican que el contenido de agua en la muestras comerciales B y
Cesde 1.8 £0.1% y 2.1 0.1%, respectivamente y de 1.9 + 0.1% en la muestra A.

Como se desprende de los resultados obtenidos, el contenido de agua en las
muestras es bajo y por lo tanto las muestras no son susceptibles a contaminacién por

hongos y bacterias por exceso de humedad.
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4.3.2 CENIZAS

Cuando las drogas vegetales se incineran, dejan una ceniza inorganica que, en el
caso de muchas drogas (ruibarbo, por ejemplo), varia entre limites amplios y, por lo
tanto, tiene escaso valor para fines de tipificacion. En otros casos (como en el regaliz
mondado o sin mondar), el contenido de cenizas totales es importante, ¢ indica, en cierta
medida, ¢l cuidado que se ha tenido en la preparacion de la droga (San Martin, 1977;
Wichtl, 1994).

El contenido de cenizas totales se refiere a las sustancias minerales de origen
natural o fisiolégico en la f)lanm y estd influido extraordinariamente por las diferencias
geograficas (clima, tipo de suelo, cultivo, abono, etc). Normalmente, las cenizas totales se
componen de carbonatos, fosfatos, silicatos y silice (Trease y Evans, 1989; Wichtl, 1994;
Escamilla et al., 1995).

Por otra parte, las cenizas insolubles en acido representan el residuo obtenido
después de tratar las cenizas totales con HCI diluido. En el Cuadro 8 se resumen los

resultados obtenidos de estas determinaciones.

Cuadro 8. Contenideo de cenizas totales e insolubles en acido encontrados en las muestras

de prueba.

MUESTRA CONTENIDO DE CENIZAS CONTENIDO DE CENIZAS ‘
‘ TOTALES (g INSOLUBLES EN ACIDO (g

Muestra A 0.0886+0.0012 0.0073+0.0015
Muestra B 0.0584+0.0004 0.006240.0003
Muestra C 0.0612+0.0006 0.007140.0008

Los resultados estén dados con respecto a | g de material vegetal. Cada valor representa el promedio de seis réplicas +
Desviacion Estdndar.

El tratamiento estadistico de los resultados no revelé diferencia significativa entre
las muestras ensayadas después de someter los resultados a un Analisis de Varianza (a=

0.05).

31



Resultados y Discusidn

4.3.3 MATERIAL EXTRAIBLE

La determinacion de los materiales extractivo-hidrosolubles o alcohol-solubles se
utiliza como medio de valoracion de drogas cuyos componentes activos no pueden
determinarse facilmente por otros procedimientos. De manera general, la determinacién
de materia extractiva se realiz6 cuantificando, la cantidad de constituyentes extraibles con
diferentes disolventes de naturaleza polar y no polar. La seleccién del método y del
disolvente de extraccion se realizé considerando las propiedades fisicoquimicas de los
diferentes constituyentes presentes en un extracto vegetal incluyendo los principios
activos. Asi, por ejemplo, en hexano pasan a la solucién constituyentes de naturaleza
poco polar como triglicéridos, éteres aromaticos, 4cidos grasos, ceras, esteroles,
triterpenoides poco polares, entre otros. En contraste, en etanol y etanol diluido pasan a la
solucién constituyentes de naturaleza polar como son heterésidos, taninos, glucosa,
acidos organicos, resinas, alcaloides, antranoles, aminas, etc. Los resultados de estas

determinaciones se resumen en el Cuadro 9.

Cuadro 9. Resultados de la determinacidn de material extraible en diferentes disolventes.

DISOLVENTE MUESTRA B MUESTRA C

Hexano 0.0099+0.0002 0.0102+0.0004 0.0010£0.0002
EtOH 0.0781+0.0024 0.0763+0.0017 0.0775+0.0010
EtOH diluido 0.1954+0.0031 0.1907+0.0057 0.1931+0.0038

Los resultados estdn dados con respecto a 4 g de material vegetal. Cada valor representa el promedio de seis réplicas +
Desviaci6én Estindar.

Es importante mencionar que el método de extraccion utilizado fue el de
maceracién, ya que la planta contiene compuestos fendlicos cuya oxidacién se ve

favorecida en presencia de calor.

4.3.4 INDICE DE HINCHAMIENTO

El indice de hinchamiento se define como el volumen en mililitros ocupado por 1
g de droga y mucilago, después de su hinchamiento por permanecer 4 horas en un liquido

acuoso. Esta determinacion solo es aplicable para drogas que contienen mucilago como
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es el caso de las semillas de lino. En el Cuadro 10 se indican los resultados especificos

para cada muestra.

Cuadro 10. Resultados de la determinacion del indice de hinchamiento en las muestras

de prueba.
después de su hinchamiento.
T UtSTRAA ' 51501 |
MUESTRA B 5.01£0.1
MUESTRA C 5.440.1

Cada valor representa el promedio de nueve réplicas + Desviacién Estandar. El volumen ocupado por la
droga seca fue en todos los casos de 2.240.1 mL.

4.3.5 DETERMINACION DE LA CONTAMINACION MICROBIANA

La calidad sanitaria de las plantas medicinales debe evaluarse mediante el
recuento de microorganismos aerobios viables totales, hongos filamentosos y levaduras,
asi como, la investigacioén de los siguientes microorganismos patogenos: Escherichia
coli, Salmonella sp., Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa (FEUM, sexta
edicion; WHO, Quality Control Methods for Medicinal Plant Materials, 1988).

De acuerdo con las normas establecidas en paises de la Comunidad Europea las
drogas que han de ser administradas por via interna, deben cumplir con los limites de

contaminacién por bacterias y mohos que se citan a continuacion:

Carga microbiana total Maximo 10°/g
Levaduras y mohos Maximo 10%/g
Enterobacterias Maximo 10%/g
Escherichia coli : Méximo 10'/g
Salmonelas Ausencia
Pseudomonas aeruginosa Ausencia
Staphylococcus aureus Ausencia
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Hay que tener en cuenta, por otra parte, que durante la preparacién de una infusién o
de una decoccién se produce una fuerte reduccion de la carga microbiana. Sin embargo,
en el caso de las maceraciones y otras extracciones acuosas en frio, cuando las drogas se
mantienen en agua durante muchas horas, resulta posible la proliferacion de los gérmenes
y la carga microbiana puede aumentar hasta hacer discutible la calidad higiénica de la
preparacion. Este principio estd contemplado por algunas Farmacopeas que permiten
limites mayores para aquellos preparados destinados a infusiones y decocciones (Wichtl,
1994). Asi la Farmacopea Europea 3, en su monografia sobre la calidad microbiologica
de las preparaciones farmacéuticas, para los preparados a base de drogas vegetales fija

limites distintos de acuerdo a las dos categorias siguientes:

A. Medicamentos a partir de drogas vegetales en cuyo empleo interviene agua

hirviente (tisanas):

Carga microbiana total Maximo 107/g
Levaduras y mohos Maximo 10%g
Escherichia coli Méximo 10%/g

B. Otros medicamentos a partir de drogas vegetales:

Carga microbiana total Maximo 10%/g
Levaduras y mohos Méximo 10Y/g
Enterobacterias Maximo 10°/g
Escherichia coli Ausencia
Salmonelas Ausencia

Al fijar los limites para la contaminacién microbiana de las drogas vegetales, debe
tenerse en cuenta también que practicamente no existe ningin procedimiento que permita
destruir la carga microbiana sin deteriorar, de alguna manera, los componentes de la
droga. En el presente estudio se determin6 tanto el limite microbiano como la ausencia de
microorganismos patogenos (WHO, Quality Control Methods for Medicinal Plant
Materials, 1988).
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4.3.5.1 DETERMINACION DEL LIMITE MICROBIANO

El recuento de microorganismos aerobios viables totales se determiné por los
métodos de recuento en placa y dilucién serial (NMP) (FEUM, sexta edicién; Collins y
Lyne, 1989). Estos métodos se fundamentan en la observacion de la formacién de
colonias en placas de agar y en la produccién de turbiedad, gas o cambios de pH en los

medios de cultivo.
4.3.5.1.1 Método de recuento en placa

Mediante la aplicacién de este método, se realizo tanto el recuento de bacterias como
de hongos. De acuerdo con estas determinaciones las muestras comerciales B y C
presentan una cuenta microbiana total de 7.1 x 10'° y 4.6 x 10'' UFC por gramo,
respectivamente. Asi mismo, la muestra A presentd una cuenta microbiana total de
5.8 x 10°> UFC por gramo.

Los resultados anteriores indican que las Muestras B y C presentan una cuenta
microbiana total que rebasa los limites establecidos por los paises de la Comunidad
Europea. Sin embargo, es importante hacer notar que las drogas constituidas por raices
contienen mas residuos del suelo y por lo tanto presentaran siempre mayor cantidad de
microorganismos, en comparacion, por ejemplo, con drogas constituidas por flores, las
cuales ofrecen a bacterias y hongos un ambiente menos favorable.

Por otro lado, las tres muestras de material vegetal se encuentran libres de
contaminacion por hongos filamentosos y levaduras. En la Figura 8, y a manera de
gjemplo se ilustran las superficies de las cajas de Petri donde se realizaron las diferentes

diluciones para el recuento de bacterias en la muestra comercial B.

4.5.3.1.2 Método de dilucién serial (NMP)

El método de dilucion serial es de caracter estadistico y se fundamenta en la teoria de
la probabilidad. Para calcular el nimero de microorganismos mas probable por gramo de
muestra, se utilizd la Tabla 2. Los resultados obtenidos de esta determinacidn se resumen

en el Cuadro 1.
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107 108

Figura 8. Efecto de las diluciones en el desarrollo del nimero de colonias bacterianas
(Muestra B).

56



Resultados y Discusion

La validez de ambos métodos se demostré mediante la aplicacion de la metodologia
descrita anteriormente (ver inciso 3.5.5) a las cepas de los microorganismos de referencia
indicadas en el Cuadro 4. Los resultados para la especie Escherichia coli se ilustran en la

Figura 9.

Cuadro 11. Nimero mis probable de microorganismos encontrados en las muestras.

Muestra Numero mas probable de microorganismos
por gramo de muestra

Muestra A
Muestra B
Muestra C

4.3.5.2 Determinacién de microorganismos patégenos

Los resultados de la determinacién de la posible presencia de microorganismos
patogenos en las muestras de prueba se dividen en dos partes. La primera abarca todo lo
concerniente a la identificacién de Escherichia coli 'y Salmonella sp.
(Enterobacteriaceae). La segunda, comprende la identificacion de Staphylococcus aureus

(Micrococcaceae)} y Pseudomonas aeruginosa (Pseudomonadaceae).
a) Deteccién de £. coli y Salmonella sp.

Antes de describir y discutir los resultados relativos a la determinacién de £. coli
y Salmonella sp. es importante destacar algunos aspectos relacionados con la
identificacion presuntiva de los miembros de la familia Enterobacteriaceae. Los
miembros de esta familia se encuentran ampliamente dispersos en la naturaleza,
encontrandoseles en suelos y agua, en plantas y como lo indica el nombre de la familia,
en el tubo digestivo de humanos y animales. Estos microorganismos pueden estar
incriminados virtualmente en cualquier tipo de enfermedad infecciosa y ser recuperados
de cualquier muestra recibida en los laboratorios. E. cofi es la especie mas cominmente

recuperada en los laboratorios clinicos y es la causa de enfermedades infecciosas en todos
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Tabla 2. Namero mis probable para usar con diluciones decimales y cinco tubos
por dilucién (Collins y Lyne, 1989).

-pl II----

------ 0018 | 0036 | 0.054 | 0072 ~ 0.090
0018 | 0.036 | 0055 ' 0073 | 0091 _ 0.110
0037 | 0055 . 0074 _ 0092 | 0.110 , 0.130

0.056 0.074 0.093 0.110 0.130 0.150
0.075 0.094 0.110 0.130 0.150 0.170

0.094 0.110 0.130 0.150 0.170 0.190

0.020 [ 0.040 0.060 | 0.080 | 0.100 0.120

0.040 0.061 0.081 | 0.100 1 0.120 : 0.140

0061 | 0082 | 0100 0120 ' 0150 ' 0.170 |

T

0.083 0.100 0.130 0.150 0.170 | 0.190

i
]
!

0.110 0.130 0.150 0.170 0.190 0.220

0.130 0.150 0.170 0.190 0.220 0.240

0.045 0.068 0.091 0.120 0.140 0.160

0.068 0.092 0.120 0.140 0.170 0.190

0.093 0.120 0.140 0.170 0.190 0.220

0.120 0.140 0.170 0.200 0.220 0.250

0.150 0.170 0.200 0.230 0.250 0.280

0.170 0.200 0.230 0.260 0.290 0.320

0.078 0.110 0.130 0.160 0.200 0.230

0.110 0.140 0.170 0.200 0.230 0.270

0.140 0.170 0.200 0.240 0.270 0.310

T

0.170 0.210 0.240 0.280 0.310 0.350
0.210 0.240 0.280 0.320 0.360 0.400
0.250 0.290 0.320 0.370 0410 0.450
0.130 0.170 0.210 0.250 0.300 0.360
0.170 0.210 0.260 0.310 | 0.360 0.420
0.220 0.260 0.320 0.380 0.440 0.500
0.270 0.330 0.390 0.450 0.520 0.590
0.340 0.400 0.470 0.540 0.620 0.690
0410 0.480 0.560 0.640 0.720 0.810
0.230 0.310 0.430 0.580 0.760 0.950
0.330 0.460 0.640 0.840 1.100 1.300
0.490 0.700 0.950 1.200 1.500 1.800
0.790 1.100 1.400 1.800 2.100 2.500
1.300 1,700 2.200 2.800 3.500 4.300
2.400 3.500 5.400 9.200 1.600 | ------

injfhitnihin| b Bl R R W W W[ W (W IRNRIINRIRN =~ — = | ool oI o
N RiWIN(=|Ona|W (RO (W R[(—=O|n BN —[o|lun| s wio—=o|lun|Blw i —]|o
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Figura 9. Efecto de las diluciones en el desarrollo del numero de colonias bacterianas
(Escherichia coli ATCC 8739).

59



Resultados y Discusion

los tejidos y drganos humanos. Ciertas cepas de E. coli pueden causar enteritis o
gastroenteritis por diferentes mecanismos, dando como resultado sindromes clinicos
distintos. La E. coli también es uno de los microorganismos comunes involucrados en
sepsis por gramnegativos y shock inducido por endotoxinas. Las infecciones urinarias y
de henidas, la neumonia en pacientes inmunosuprimidos hospitalizados y la meningitis en
neonatos son otras infecciones comunes causadas por E. coli (Brock et al., 1987,

MacFaddin, 1990; Koneman et al., 1992; Joklik y Phil, 1994).

Por otra parte, las infecciones humanas con salmonelas ocurren de manera

habitual por la ingesta de alimentos, agua o leche contaminados por heces de humanos o
animales. Es posible diferenciar cuatro tipos clinicos de infeccién por salmonelas: 1)
gastroenteritis, la manifestacion mas frecuente; 2) bacteremia o septicemia (la S.
cholerasuis es particularmente invasiva); 3) fiebre entérica, potencialmente causada por
cualquier cepa de especies de Salmonella y 4) un estado de portador en el cual sujetos -
con una infeccidon previa, en especial por S. fyphi, pueden continuar eliminando el
microorganismo en sus heces hasta un afio después de la remision de los sintomas
(Koneman et al., 1992; Joklik y Phil, 1994).
La identificacién presuntiva de estos microorganismos puede realizarse preparando una
tincion de Gram o bien, observando la morfologia de las colonias en medios sélidos,
como por ejemplo agar sangre de carnero. No obstante, la diferenciacién de las
Enterobacterias se basa principalmente en la presencia o ausencia de diferentes enzimas
codificadas por el material genético de los cromosomas bacterianos. Estas enzimas
dirigen el metabolismo bacteriano a lo largo de una de las diversas vias que pueden
detectarse con medios especiales utilizados en las técnicas de cultivo in vitro (Brock et
al., 1987; MacFaddin, 1990; Koneman ef al., 1992).

Con base en las consideraciones anteriores, se realizd una seleccion de medios de
cultivo, para evaluar las diferentes caracteristicas metabdlicas de los microorganismos, de
tal manera que se establecié un perfil bioquimico que permiti¢ la identificacion de las

especies buscadas.
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Para la recuperacion de la especie E. coli se utilizaron los medios de MacConkey y
EMB (eosina-azul de metileno). Estos medios son moderadamente inhibidores
impidiendo el crecimiento de bacterias grampositivas. También, inhiben muchas especies
de microorganismos exigentes tales como especies de Bordetella y Brucella, entre otras.
Como se indicd, en la seccion experimental, las muestras de material vegetal objeto de
estudto, se suspendieron en caldo lactosa y se incubaron a 35°C durante 3 horas, periodo
de tiempo suficiente para reactivar a los microorganismos presentes pero, insuficiente
para favorecer su multiplicacion (WHO, Quality Control Methods for Medicinal Plant
Materials, 1988). Posteriormente, se inoculé 1 mL de este cultivo en 100 mL de medio
liquido MacConkey, por las razones arriba indicadas. Finalmente, se¢ realizaron los
subcultivos en los medios selectivos y/o diferenciales para detectar las caracteristicas
bioquimicas mas importantes en la identificacion preliminar de la especie. En la Figura
10 se muestran las superficies de agar MacConkey, con un crecimiento de 24 horas que
ilustran colonias fermentadoras de lactosa en coloracion roja y colonias mas pequeiias, no
fermentadoras de lactosa y claras. Asi mismo, en la Figura 10 se muestran las superficies
de agar EMB que ilustran la generacion de un pigmento de color verde metdlico. La

produccion de este pigmento es caracteristico de la especie E. coli.

Como se puede observar en la Figura 10, las caracteristicas morfologicas de las
colonias desarrolladas por las muestras de prueba no corresponden con las caracteristicas
morfologicas desarrolladas por la cepa de referencia. En principio esto permite inferir gue
las muestras se encuentran libres de £. coli, sin embargo, para la confirmacion definitiva

del resultado se realizaron pruebas bioquimicas adicionales.
Las pruebas diferenciales empleadas para evaluar las caracteristicas metabdlicas

de E. coli fueron las siguientes: citocromooxidasa, produccion de indol, utilizacién de

carbohidratos, rojo de metilo, prueba de Voges-Proskauer, produccion de sulfuro de
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Agar MacConkey

1 2

Figura 10. Morfologia macroscopica de las colonias bacterianas desarrolladas en las
superficies de agar MacConkey y agar EMB: 1) Cepa de E. coli ATCC 8739,
2) Muestra A, 3) Muestra B y 4) Muestra C

hidrégeno y motilidad, ademas de los 30 sustratos bioquimicos incluidos en el panel
comercial BBL CRYSTAL®. Los resultados de estas evaluaciones se resumen en el

Cuadro 12.

El analisis detallado de los resultados obtenidos permiten comprobar por una
parte, que las muestras ensayadas cumplen con el requisito de ausencia de E. coli, y por
la otra que los microorganismos recuperados en las muestras presentan el perfil
bioquimico caracteristico de la especie Enferobacter cloacae.

En la recuperacion de la especie Salmonella sp, se utilizaron los siguientes medios
selectivos: agar Salmonella-Shigella (SS), agar xilosa, lisina y desoxicolato (XLD), agar

sulfito de bismuto y agar verde brillante. La selectividad de estos medios permite el
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empleo de indculos grandes para recuperar especies significativas de Salmonella de
muestras fuertemente contaminadas. Asi, el agar SS es un medio altamente selectivo que
inhibe el crecimiento de muchos microorganismos coliformes. Por otra parte, los agares
con sulfito de bismuto y verde brillante son medios selectivos, disefiados especificamente
para recuperar Salmonella typhi (Brock et al., 1987, MacFaddin, 1990; Koneman ez al.,
1992).

De nueva cuenta, el material vegetal se suspendié en caldo lactosa.
Posteriormente, se inoculd 1 mL de esta mezcla en 100 mL del medio de enriquecimiento
compuesto por tetrationato, bilis y verde bnllante. Este medio de enriquecimiento
mantiene en fase de latencia (lag) a microorganismos como E. coli, pero favorece el
crecimiento exponencial (log) de especies de Salmonella y Shigella. En este caso
particular, los subcuitivos en los medios selectivos se realizaron a las 8 horas de
incubacion, ya que con el transcurso del tiempo el crecimiento de E. coli y otros
microorganismos gramnegativos, ya no se suprime. En la Figura 11 se ilustran las
superficies de las placas, con un crecimiento de 24 horas.

A continuacién se enumeran las caracteristicas morfolégicas mas relevantes, de
las colonias desarrolladas por las muestras de prueba:

A. Las placas de agar XLD ilustran claramente el cambio de coloracién del medio de
rojo a amarillo, debido al desarrollo de colonias que producen 4cidos. La produccién
de acidos a su vez indica la utilizacién de carbohidratos.

B. Las colonias desarrolladas en agar SS son pequeiias, de pigmentacion rosa palido e
inducen un cambio de color en el medio que las circunda, de rosa claro a amanllo
paja.

C. Las colonias desarrolladas en agar verde brillante son en su mayoria de coloracion
rosa, rodeadas por una zona roja. También, se observan colonias de pigmentacion
amarillo brillante, mismas que ocasionan un cambio de color en el medio (de rojo

naranja o rojo intenso) que las circunda.
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Cuadro 12. Reacciones bioquimicas de las muestras de prueba y de la especie E. coli.

Reaccidn Bioquimica E. coh Enterobac!er Muestra Muestra | Muestra
cloacae A B C

Oxidasa . -

Indol + - - - -
Rojo de Metilo + - - - -
Voges-Proskauer - + + + +
Motilidad + + + + +
Produccion de H,S - - - - _
Lactosa + + + + +
Glucosa + + + + +
Arabinosa \Y% + + + T
Manosa + + + + +
Sucrosa - + + + +
Melibiosa + + + + +
Ramnosa + + + + +
Sorbitol + + + + +
Manitol + + + + +
Adonitol - + + + +
Galactosa + + + + ¥
Inositol - - + T ¥
p-n-p-fosfato \% + + +
p-n-p-a-B-glucésido - \ + + +
p-n-p-B-galactosido + + + + +
Prolina-nitroanilida - - - - -
p-n-p-bifosfato \ \' + + +
p-n-p-xilosido - + + + +
p-n-p-a-arabindsido (+) (+) + + +
p-n-p-fosforilcolina - - - - .
p-n-p-f3-glucorénido + - - - -
p-n-p-N-acetil-glucosaminida - + + + +
y-L-glutamil-p-nitroanilida - + + + +
Esculina - \'s + + +
p-nitro-DL-fenilalanina - - - - -
Urea - v + + +
Glicina - - - - -
Citrato - + + + +
Malonato - + + + +
Tetrazolio (+) + + + +
Arginina \ (+) + + +
Lisina + \ + + +

+ Reaccion positiva, - Reaccion negativa, V Reaccion variable, (+) generalmente positiva pero a
veces negativo.
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D. En agar sulfito de bismuto las colonias desarrolladas presentan un brillo negro.

Agar Salmonella-Shigella

1 2

Agar verde brillante

1 2 3 4

Figura 11. Morfologia macroscépica de las colonias bacterianas desarrolladas en las
superficies de agar SS, agar XLD, agar sulfito de bismuto y agar verde
brillante: 1) Cepa de Salmonella typhi, 2) Muestra A, 3) Muestra B y 4)
Muestra C.
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El andlisis de las caracteristicas morfoldgicas desarrolladas por las colonias en los
medios selectivos sugieren la presencia de especies del género Salmonella en las
muestras de prueba. Es importante destacar que la morfologia de las colonias
desarrolladas en agar XLD no corresponden con las caracteristicas morfologicas descritas
para esta especie. El aspecto de las mismas sugiere la presencia de bacterias coliformes
que utilizan la lactosa que contiene el medio. Es importante mencionar que el numero de

colonias de coliformes detectadas no fue significativo.

Las colonias que presentaron las caracteristicas de bacterias del género Salmonella, se
transfirieron al medio solido agar triple azucar con hierro (TSI), mediante siembra en
superficie y profundidad. En todos los casos, se observé pico de flauta alcalino,
profundidad acida, produccion de H,S y gas. Estos resultados sugieren la presencia de
bacterias no fermentadoras de lactosa y productoras de H,S como es el caso de las
pertenecientes al género. De igual manera, para realizar una mayor identificacion de la
especie, se realizaron pruebas bioquimicas adicionales. Los resultados de estas
evaluaciones se resumen en el Cuadro 13.

Los resultados de estas evaluaciones, permiten comprobar que las muestras ensayadas
se encuentran libres de especies de Salmonella, sin embargo, se recuperaron

microorganismos bioquimicamente sugestivos del género Kiebsiella.

b) Deteccion de S. aureus y Pseudomonas aruginosa.

La familia Micrococcaceae se compone de tres géneros: Micrococcus,
Staphylococcus 'y Planococcus. Dentro del género Staphylococcus la especie mas
patégena para el hombre es el S. aureus, un microorganismo capaz de causar infeccion en
cualquier sitio del organismo. Las infecciones en la piel pueden ser de leves a graves e
incluyen abscesos, impétigo, forinculos, carbunclo ¢ infecciones sistémicas graves que
pueden asociarse con exfoliacién superficial de la epidermis (sindrome de la piel

escaldada). La bacteremia de S. aureus es comun y puede relacionarse con endocarditis
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Cuadro 13. Reacciones bioquimicas de las muestras de prueba y de la especie
Salmonella typhi.

Reaccion Bioquimica Salmonella Klebsiella Muestra |} Muestra J| Muestra
nhi preumoniae A B C

Oxidasa
Indol - - - - -
Rojo de Metilo + - - - -
Voges-Proskauer - + + + +
Motilidad
Produccion de H,S
Lactosa
Glucosa
Arabinosa
Manosa
Sucrosa
Melibiosa
Ramnosa
Sorbitol
Manitol
Adonitol
(Galactosa
Inositol
p-n-p-fosfato -
p-n-p-a-B3-glucésido -
-n-p-B-galactosido -
Prolina-nitroanilida +
p-n-p-bifosfato +
p-n-p-xilosido -
p-n-p-at-arabindsido -
p-n-p-fosforilcolina
p-n-p-B-glucorénido -
p-n-p-N-acetil-glucosaminida -
y-L-glutamil-p-nitroanilida +
Esculina -
p-nitro-DL-fenilalanina
Urea -
Glicina - - -
Citrato +
Malonato -
Tetrazolio +
Arginina +
Lisina + +
+ Reaccion positiva, - Reaccién negativa, V Reaccion variable, (+) generalmente positiva pero a
veces negativo.
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valvular mitral y adrtica aguda, osteomielitis y abscesos pulmonares embélicos. Algunas
cepas de S. aureus pueden envenenar los alimentos mediante la produccion de
enterotoxinas en ciertos productos que han sido almacenados sin refrigeracion (Koneman
et al., 1992; Joklik y Phil, 1994).

Los cocos grampositivos aerobios y anaerobios facultativos pueden ser recuperados
de casi todas las muestras que contengan una poblacién mixta de bacterias. Estos crecen
bastante bien en medios de aislamiento no selectivos convencionales, especialmente agar
sangre de carnero. Sin embargo, el medio por excelencia para recuperar estafilococos
patégenos de poblaciones mixtas es el agar manitol-salado. Este medio incorpora en su
formulacién concentraciones altas de cloruro de sodio (7.5%), compuesto inhibitorio que

suprime el desarrollo de casi todas las demas bacterias.

Con el objetivo de recuperar estos microorganismos se emplearon los medios
selectivos agar manitol-salado y agar Vogel Johnson. Adicionalmente, se incorporé al
andlisis el medio gelosa sangre, con la finalidad de observar la presencia de hemolisinas.

En la Figura 12 se ilustran las superficies de las placas con un crecimiento de 24
horas. Las carateristicas morfologicas de las colonias desarrolladas en los medios de
prueba son las siguientes:

» Las placas de agar sangre de camero ilustran el desarrollo de colonias blancas y no
hemoliticas.

s Las colonias desarrolladas en agar Voguel Johnson son grandes, de bordes regulares y
con pigmentacion rosa claro. La coloracién roja del medio indica que las colonias

desarrolladas no utilizan el manitol presente en el medio.

La comparacién de la morfologia colonial entre la cepa de referencia y las muestras
de prueba, asi como, la prueba de la coagulasa (negativa en todas las muestras) permitio
realizar la siguiente conclusion: las tres muestras analizadas cumplen con el requisito de

ausencia de S. aureus.
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Apgar sangre de carnero

Agar Vogel Johnson

Agar manitol salado

Figura 12. Morfologia macroscépica de las colonias bacterianas desarroiladas en las
superficies de agar sangre de carnero, agar Vogel Johnson y agar manitol
salado: 1) Cepa de Staphylococcus aureus ATCC 6538, 2) Muestra A, 3)
Muestra B y 4) Muestra C.

Las infecciones causadas por P. aeruginosa ocurren por lo comun en cualquier sitio
donde tiende a acumularse la humedad: durante procesos invasivos tales como
traqueotomias, catéteres, sondas y heridas cutaneas que exudan. La P. aeruginosa
también causa infecciones urinarias, respiratorias y oculares (Koneman et al., 1992).

La especie Pseudomonas aeruginosa puede identificarse de manera presuntiva si

se detecta pigmento azul-verde vy un olor a tortilltas humedas. El medio que contiene
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cetrimida, es altamente selectivo para el crecimiento de P. aeruginosa y también es
valioso para la demostracién de piocianina, pigmento caracteristico de esta bacteria; por
lo tanto, la recuperacion de este microorganismo se realizé mediante el empleo de agar

cetrimida.

En este caso particular, no se observé crecimiento microbiano en la superficie del
medio, por lo que se concluye que las muestras analizadas se encuentran libres de P.
aeruginosa. En la Figura 13 se muestran las superficies de agar cetrimida, que ilustran la
produccién de piocianina (en el caso de la cepa de referencia) y la ausencia de colonias

en las muestras de prueba.

Agar cetrimida

Figura 13. Morfologia macroscopica de las colonias bacterianas desarrolladas en la
superficie de agar cetrimida: 1) Cepa de Pseudomonas aeruginosa ATCC
9027, 2) Muestra A, 3) Muestra B y 4) Muestra C.

En sintesis, la carga microbiana total en las muestras comerciales B y C fue de
7.1 x 10'° y 4.6 x 10" respectivamente y de 5.8 x 10* en la muestra A. Asi mismo, las
tres muestras de material vegetal se encuentran libres de contaminacién por hongos,

levaduras y microorganismos patdgenos.
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4.3.6 DETERMINACION DE METALES PESADOS

En los ultimos afios, la contaminacién ambiental por plomo, cadmio y mercurio
ha sido objeto de numerosos informes, debido a la toxicidad que causa en los seres
humanos. En general, los metales pesados, ejercen su efecto toxico al combinarse con
uno O mas grupos reactivos esenciales para las funciones fisiologicas normales. Los
antagonistas de metales pesados (agentes quelantes) estan disefiados especificamente para
competir con los metales pesados por estos grupos, de tal forma que previenen o revierten
el efecto toxico causado. Los metales pesados, y en particular los de la serie de transicidn,
pueden reaccionar en el organismo con ligandos que contienen oxigeno (-OH, -COO",
-OPO;H, C=0), sulfuro (-SH, -8-S-) y nitrégeno (-NH;, NH) formando, un complejo
metalico mediante la formacion de un enlace coordinado (Klaassen, 1996).

El ZEBS (Zentrale Erfassungsund Bewertungsstelle fiir Unweltchemikalien),
organizacion alemana que tiene como funcion la valoracién y seguimiento de la presencia

de productos quimicos en el ambiente establece los siguientes limites para productos

alimenticios:

Plomo Méximo 10 ppm (frutos. cereales o raices)
Maximo 10 ppm (hortalizas constituidas por hojas)

Cadmio Maximo 0.10 ppm (frutos. cereales y hortalizas constituidas por hojas)
Maximo 0.05 ppm (hortalizas constituidas por raices)

Mercurio Maxime 0.03 ppm (cereales)

El analisis de metales pesados en las tres muestras de material vegetal se realizd
mediante espectroscopia de absorcién atémica, después de tratar las muestras con una
mezcla de digestiéon compuesta por dcido nitrico y 4cido perclérico (ver inciso 3.5.7). Los
resultados de estas determinaciones indicaron que las muestras comerciales B y C
contienen 2.50 y 2.56 ppm de plomo, respectivamente. Asimismo la muestra A contiene
1.82 ppm de plomo. Por otra parte, las tres muestras de material vegetal se encuentran

libres de contaminacién por cadmio y mercurio.
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44 ENSAYOS QUIMICOS CONDUCENTES A LA CUANTIFICACION DE
PRINCIPIO(S) ACTIVO(S)

Durante los ultimos 30 afios se han establecido métodos precisos para la
valoracidn de drogas oficinales de origen botanico y de sus preparaciones, apareciendo en
las monografias los procedimientos adecuados. Pero en los remedios vegetales que se
expenden sin regulacidn, generalmente faltan métodos de ensayo para extractos y cuando

los componentes activos son desconocidos, no hay forma de establecer la potencia
terapéutica, como no sea mediante el empleo de ensayos bioldgicos, cuando esto es
factible. Desde el punto de vista de los partidarios de la terapéutica vegetal, el efecto del
extracto completo de la planta es el mas deseable, por lo que tal vez sea el ensayo
bioldgico, el Unico que refleja la actividad verdadera de la droga en forma mas clara. Si
se conocen los componentes bioactivos, la calidad puede ser valorada mediante

determinaciones quimicas de sus contenidos (Trease y Evans, 1989).

Como se indicoé anteriormente, el estudio bioldgico conducente a determinar la
actividad antiulcérica de extractos, fracciones y productos derivados de H. excelsa,
permitid establecer que una fraccién de naturaleza fenolica con un alto contenido de (-)-
epicatequina (14) y la (-)-epicatequina (14) aistada en forma pura son los responsables en
gran medida de las propiedades antiulcéricas atribuidas a la especie. El B-sitosterol (12) y
el B-D-glucositosterol (13), presentes en la especie también demostraron actividad
antiulcérica, sin embargo, la mayor potencia la demostraron la fraccion fendlica y la (-)-'
epicatequina (14). Con base en estas consideraciones, y con la finalidad de establecer un
método para la valoracidn de los principios activos presentes en el extracto crudo de A.
excelsa, se disefi¢ un procedimiento espectrofotométrico conducente a la cuantificacion
del contenido total de fenoles y de catequina. El procedimiento desarrollado se basa en el
método de Price y Butler (Price y Butler, 1977; Mole y Waterman, 1987), y tiene la

ventaja de ser rapido, sensible y economico.
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El método tiene como fundamento una reaccién de Oxido-reduccidn, en la cual
tiene lugar de manera simultanea la oxidacién de los iones fenolato y la reduccién de los
iones férricos. Estos ultimos son detectados por la formacién del complejo azul de Prusia
en presencia de ferrocianuro de potasio (Price y Butler, 1977; Mole y Waterman, 1987).

De manera general, para fa valoracién cuantitativa de una sustancia (o grupo de
sustancias) mediante un método espectrofotométrico es necesario, en primer lugar,
determinar la densidad optica de una serie de soluciones del compuesto tipo (empleando
luz de longitud de onda conveniente; por lo general aquella a la que el compuesto dé un
maximo de absorcién). Los resultados derivados de esta determinacion permiten la
construccion de una curva estdndar, que sera utilizada para determinar la concentracion
de la muestra objeto de anilisis.

Por otro lado, una parte integral en el desarrollo de cualquier método analitico y
en particular el conducente a cuantificar ingredientes activos es la validacién de éste. La
validaciéon de un método analitico puede definirse como el proceso mediante el cual
queda establecido, por estudios de laboratorio, que las caracteristicas de desempeiio del
método son adecuadas para la aplicacion que se pretende (Martin-Smith y Rudd, 1988;
Hokanson, 1994; Johnson y Van Buskirk, 1996).

Las caracteristicas o pardmetros de calidad que integran un método analitico validado
han recibido una atencién considerable por parte de las agencias reguladoras. De tal
manera, que en 1997, la agencia oficial Food and Drug Administration (FDA) publicé
una guia para la validacion de métodos analiticos bajo el titulo de “Validation of
Analytical Procedures: Methodology” (ICH, Food and Drug Administration, 1997). En
general, el documento presenta una amplia discusidn con relacion a las caracteristicas o
parametros de calidad que deben considerarse durante la validacién de procedimientos
analiticos.

Las caracteristicas a valorar en un método, dependen de la clasificacion del mismo. En el
Cuadro 14 se indican las caracteristicas que deben evaluarse en cada caso (Martin-Smith

y Rudd, 1988; Hokanson, 1994; Johnson y Van Buskirk, 1996).
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Cuadro 14. Caracteristicas de validacién para métodos analiticos.

Caracte’rlstlca del Pruebas de Cuantificacion || Prueba limite {{ Cuantificaciéon
método identificacion || del contenido de para de ingredientes
impurezas impurezas

Linearidad No Si No Si
Precision-Sistema No Si No Si
Precision-Método No Si No Si
Precision-R&R* No Si No Si
Exactitud No Si No Si
Especificidad Si Si Si Si
Limite de deteccién No No Si No
Limite de No Si No No
‘| cuantificacién
Rango No Si No Si

R&R Repetibilidad-Reproducibilidad

Dentro de este panorama, las caracteristicas de calidad que se evaluaron para validar
el método analitico propuesto comprenden: Especificidad, Linearidad, Precisién y
Exactitud. A continuacién, se resumen los resultados obtenidos para cada caracteristica

de calidad evaluada.

4.4.1 METODO PARA CUANTIFICACION DE FENOLES TOTALES

4.4.1.1 Especificidad/Selectividad

La USP XXIV define la selectividad de un método analitico como su capacidad
para medir con exactitud un analito en presencia de interferencias, como excipientes,
enantiomeros y productos de degradacion, entre otras.

La selectividad del método propuesto (cuantificaciéon de fenoles totales y
catequina) se demostrd, mediante la obtencion de los espectros de absorcién al UV-
Visible del extracto metandlico total de la especie, de la matriz de trabajo o blanco (ver
inciso 3.5.9.1) y de la matriz de trabajo enriquecida con el (los) compuesto (s) de interés.

Los resultados de estas determinaciones se ilustran en las Figuras 14-17.
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Figura 14. Espectro de absorcion al UV-Visible de la matriz de trabajo (blanco).
Condiciones de analisis: Espectrofotometro (Beckman Du-600); Longitud de onda A=
400-900 nm; Disolvente, metanol-agua (6:44); Método, Price y Butler; Tiempo de
adquisicion de la corrida, 30 segundos.
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Figura 15. Espectro de absorcion al UV-Visible del extracto metandlico de la especie .
excelsa HBK. Condiciones de analisis: Espectrofotometro (Beckman Du-600); Longitud
de onda A= 400-900 nm; Disolvente, metanol-agua (6:44); Método, Price y Butler;
Tiempo de adquisicion de la corrida, 30 segundos.
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Densidad 6ptica
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Figura 16. Espectro de absorcién al UV-Visible de la matriz de trabajo enriquecida con
50 pg de acido galico. Condiciones de andlisis: Espectrofotometro (Beckman Du-600);
Longitud de onda A= 400-900 nm; Disolvente, metanoi-agua (6:44); Método, Price y
Butler; Tiempo de adquisicion de la corrida, 30 segundos.
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Figura 17. Espectro de absorcion al UV-Visible de la matriz de trabajo enriquecida con
50 pg de catequina. Condiciones de analisis: Espectrofotémetro (Beckman Du-600);
Longitud de onda A= 400-900 nm; Disolvente, metanol-agua (6:44); Método, Price y
Butler; Tiempo de adquisicion de la corrida, 30 segundos.
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Como se puede observar en las Figuras 14-17 la matriz de trabajo no produce
respuesta significativa en el intervalo de longitud de onda analizado (400-900 nm). Por
otro lado, esta misma matriz adicionada con 50 pg de acido galico y catequina, produjo
un incremento en la respuesta, comparable con la respuesta producida por 1 mg del
extracto metandlico de la especie. Estos resultados a su vez indican que la respuesta se

debe a la presencia de compuestos de naturaleza fendlica.

4.4.1.2 Linearidad
a) Linearidad del sistema

[.a linearidad de un método analitico es su capacidad de obtener resultados que
sean directamente proporcionales a las concentraciones de analitos en las muestras,
dentro de un determinado rango. La linearidad del sistema se determino, construyendo
una curva de calibracién con diferentes niveles de concentracién, que cubren el 50-150%
de la concentracion encontrada como 100%, mediante la realizacién de ensayos
preliminares a las muestras de material vegetal objeto de estudio. Los resultados de estos
experirﬁentos se resumen en el Cuadro 16 y en la Figura 18.

El ajuste de los datos experimentales se realizé mediante un andlisis de regresion
lineal simple (Cuadro 15). Para el calculo de los coeficientes de regresion se utilizé el
programa de anélisis estadistico STATISTICA for Windows (Release 4.2, StatSoft, Inc.
1993). Los coeficientes de regresién calculados mediante el andlisis estadistico
permitieron estimar la siguiente ecuacion:

Densidad Optica= -0.09852 + 0.366865 (Concentracion)

Cuadro 15. Resumen de la regresion lineal simple.

Resumen de la regresion

R=0.99695594; R?*= 0.99392114 y R? ajustada= 0.99386963
F calculada (1,118)=19294; p<0.0000; Error Std estimado: 0.01842

N=120 B Err. St. de B t(118) p-level
Intercepto -0.009852 0.003262 -3.0206 0.003093
Pendiente 0.366865 0.002687 136.5286 0.000000

Intervalo de confianza al 95% para el intercepto (b): -0.016312<b<-0.003392
Intervalo de confianza al 95% para la pendiente (m): 0.361544<m<0.372186
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Cuadro 16. Resultados experimentales para evaluar la linearidad del sistema

o e e e B e
(ug/mL)

Réplica 1 0.0703 0.1251 0.2693 0.4230 0.5713 0.7017
Réplica 2 0.0792 0.1352 0.2631 0.4269 0.5596 0.7022
Réplica 3 0.0776 0.1297 0.2759 0.4234 0.5179 0.7009
Réplica 4 0.0635 0.1303 0.2551 0.4162 0.5778 0.7214
Réplica 5 0.0614 0.1208 02727 0.4038 0.5759 0.7132
Réplica 6 0.0609 0.1252 0.2581 0.3968 0.5370 0.7027
Réplica 7 0.0720 0.1526 0.2745 0.4009 0.5639 0.7881
Réplica 8 0.0636 0.1161 0.2521 0.4004 0.5101 0.7294
Réplica 9 0.0674 0.1293 0.2964 0.4236 0.6001 0.7548
Réplica 10 0.0768 0.1347 0.2915 0.4426 0.5715 0.7346
Réplica 11 0.0690 0.1485 0..3074 0.4452 0.5911 0.7418
Réplica 12 0.0651 0.1337 0.2802 0.4168 0.5771 0.7475
Réplica 13 0.0609 0.1542 0.2940 0.4516 0.6008 0.7354
Réplica 14 0.0614 0.1405 0.2857 0.4158 0.5501 0.7210
Réplica 15 0.0699 0.1483 0.3177 0.4298 0.6000 0.7391
Réplica 16 0.0756 0.1517 0.2998 0.4079 0.5428 0.7037
Réplica 17 0.0669 0.1354 0.2984 0.4225 0.6031 0.7398
Réplica 18 0.0611 0.1400 0.2734 0.4406 0.6030 0.7432
Réplica 19 0.0624 0.1447 02762 0.4441 0.6102 0.7476
Réplica 20 0.0719 0.1499 0.3062 0.4824 0.6500 0.7126
Media 0.0678 0.1373 0.2809 0.4424 0.5757 0.7241
Desviacion 5.9579e7 | 1.0999€ | 2.0705e” | 2.2028E* | 3.2853E™ | 4.4596E™
Estandar

Los resultados se encuentran expresados en términos de densidad éptica.

Para evaluar si la ecuacién de regresion describe adecuadamente la relacion entre
las dos variables y si puede utilizarse convenientemente con fines de prediccion y
estimacion, se realizo, en primer lugar un analisis de variancia, con la finalidad de probar
la hipétesis nula (H,), es decir, de que el modelo propuesto no describe la relacién lineal
entre las variables, contra la hipdtesis alterna (H,), que el modelo propuesto describe

dicha relacién. Los calculos realizados se resumen en el Cuadro 17.
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Figura 18. Gréfica de linearidad en la que se ilustra la relacion directamente proporcional
entre las variables (Concentracién vs Densidad optica).

Cuadro 17. Anilisis de Variancia para la regresic’m lineal simple.

Fuente de
variacion

cuadrados

Modelo 6.550041 6 550041 | 18640.06 |
Residuo 0.041465 118 0.000351 ; -
Total 6.591506 R - - -

Como se desprende de los resultados indicados en el Cuadro 17, el estadistico F
calculado (18640.06) supera su valor critico [Fqgs(1,118)=3.92)], por lo tanto, se rechaza
la hipétesis nula (Hp) y se concluye que la variacion en la respuesta, se encuentra
explicada por el modelo propuesto, es decir, el modelo estadistico es adecuado.

Posteriormente, se realizaron las pruebas de hipdtesis relativas a los coeficientes
de regresion. Estas pruebas de hipétesis demostraron que la pendiente de la recta de

regresion es diferente de cero y la ordenada al origen tiene un valor de —0.009852.
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Finalmente, €l coeficiente de determinacion (r) calculado es igual a 0.9969, lo
cual indica que aproximadamente el 99% de la variacion total de la variable Y (D. O.) se
encuentra explicada por una relacion lineal con los valores de la variable aleatoria X
(Concentracién). Con base en las evidencias presentadas anteriormente, se establece que

el método analitico propuesto es lineal en el intervalo de concentraciones establecido.
b) Linearidad del método

La linearidad del método se determind preparando una serie de muestras que
contenian cinco diferentes concentraciones de acido gélico en la matriz de trabajo. Los

resultados de estos experimentos se resumen en el Cuadro 18 y en la Figura 19,

Cuadro 18. Resultados experimentales para evaluar la linearidad del método.

Réplica 1 0.3928 0.8051 1.1816 1.5884 2.0148
Réplica 2 0.4103 0.7890 1.1920 1.5996 1.9930
Réplica 3 0.3871 0.7983 1.1980 1.5879 2.0312
Réplica 4 0.4078 0.8111 1.1781 1.5966 2.0026
Réplica 5 0.3953 0.8155 1.2143 1.5756 1.9868
Réplica 6 0.3953 0.8043 1.2203 1.613 1.9707
Media 0.3981 0.8039 1.1974 1.5935 1.9998
Desviacion 9.0299€™ 1.6875E™ 1.7098E™ 1.2687€* 2.1358€”
Estandar

Los resultados se encuentran expresados en términos de cantidad recuperada,

De nueva cuenta, el ajuste de los datos experimentales se realizo mediante un
analisis de regresion lineal simple (Cuadro 19). Los coeficientes de regresion calculados
mediante dicho analisis permitié estimar la siguiente ecuacion:

Densidad Optica= 0.366865 (Concentracién)
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Cuadro 19. Resumen de la regresion lineal simple.

Resumen de la regresion
R=0.99970170; R*= 0.99940348 y R? ajustada= 0.99938218

F calculada (1,28)=11522;

p<(0.0000; Error Std estimado: 0.01428

N=30 B Err. St. de B t(28) p-level
Intercepto 0.000607 0.006115 0.0992 0.921674
Pendiente 0.998283 0.004609 216.5898 0.000000
Intervalo de confianza al 95% para el intercepto (b): -0.011919<b<0.013133
Intervalo de confianza al 95% para la pendiente (m): 0.988842<m<1.007724
22
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Figura 19. Relacion lineal entre la variable X (Concentracién) y la variable Y (Densidad
optica).

4.4.1.3 Exactitud

La exactitud de un método analitico es la concordancia entre el valor obtenido
experimentalmente y el valor de referencia. Este parametro se expresa como el porciento
de recobro obtenido del andlisis de muestras a las que se ha adicionado cantidades
conocidas de la sustancia de interés. Los resultados de este parametro de calidad del
método, se resumen en el Cuadro 20. De estas evaluaciones se infiere que el método

analitico es exacto (Recobro entre 98-102% y DER < 2.00).
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Cuadro 20. Resultados experimentales para evaluar la exactitud del método.

Cantidad adicionada Cantidad recuperada Nivel de concentracion

0.8051 100.64
0.7890 98.63
0.7983 99.78
0.8111 101.39
0.80 ug/mL 0.8155 101.93 66.66%
0.8043 100.53
Media= 0.8039
S$=9.3954 E*
DER=1.16
1.1816 98.47
1.1920 99,53
1.1980 99.83
1.1781 98.17
1.20 ug/mL 1.2143 101.20 100.00%
1.2203 101.70
Media= 1.1974
$=1.7098 E*
DER = 143
1.5884 9928
1.5996 99.97
1.5879 99.24
1.5966 99.79
1.60 pg/mL 1.5756 98.48 133.33%
1.6130 100.81
Media= 1.5935
S=1.2687E?
DER = 0.80%

4.4.1.4 Precision

La precision de un método analitico es el grado de concordancia entre resultados,
analiticos individuales, cuando el procedimiento se aplica repetidamente a una misma
muestra. Usualmente se expresa en términos de Desviacion Estandar (S) o Desviacion
Estandar relativa (DER). La precision es una medida del grado de reproducibilidad y/o
repetibilidad del método analitico bajo condiciones normales de operacion. Para evaluar
esta caracteristica de calidad se realizaron diferentes experimentos conducentes a
determinar la precision del sistema (repetibilidad), del método e intermedia
(reproducibilidad). Los resultados de estas determinaciones se resumen en los Cuadros

21, 22 y 23 respectivamente.
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Cuadro 21. Datos experimentales para evaluar la precision del sistema (repetibilidad).

Cantidad Adicionada Cantidad Recuperada (pug)

1.2 ug 1.1934 ng
1.2 ug 1.2075 pg
1.2 pug 1.1901 pg
1.2 ug 1.1999 ug
1.2 ug 1.1912 ug
1.2 ug 1.1972 ug
Media 1.1965 pg
Desviacion Estandar (S) 6.5068 E”
Desviacion Estandar relativa (DER) 0.54%

Cuadro 22. Datos experimentales para evaluar la precision del método.

1.1811 pg 98.42
1.1934 pg 99.45
1.1780 pg 98.17
1.2045 pg 100.38
1.2258 pg 102.15
1.2228 pg 101.90
Media 100.08
Desviacion Estandar (S) 1.7022
Desviacion Estandar relativa (DER) 1.70%

Cuadro 23. Datos experimentales para evaluar la precision intermedia
reproducibilidad).

Nivel de concentracién (100%)
102.29 98.17

101.85 : 98.67
99.67 ' 100.29

Los resultados se encuentran expresados como porcentaje de !a cantidad recuperada.
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De acuerdo con los resultados indicados en los Cuadros 21 y 22 el método
analitico es preciso (DER 2 2.0%). Por otro parte, con los resultados indicados en el
Cuadro 23 se realiz6 un anélisis de variancia (Cuadro 24). Como se desprende de estos
resultados obtenidos en el Cuadro 24, los valores del estadistico F (0.4028 y 2.1842) son
inferiores a sus respectivos valores criticos (7.57 y 6. 6), por lo tanto, se concluye, que el

método analitico es reproducible por los analistas en diferentes dias.

Cuadro 24. Resumen del Analisis de Variancia para los datos indicados en el Cuadro 23.

Analista 1 1.519408 1.519408 0.4028 7.57
Dia 2 7.543683 3.771841 2.1842 6.06
Error 8 13.814939 1.726867 | --------

4.42 METODO PARA LA CUANTIFICACION DE CATEQUINA

Con la finalidad de poder expresar en términos de catequina el contenido de fenoles
totales presente en las muestras de material vegetal objeto de estudio se construyd una
curva de calibracidn utilizando como estandar catequina. De nueva cuenta, la validez de
este método se evalud utilizando 1a misma estrategia descrita en los parrafos anteriores.
Los resultados obtenidos para cada caracteristica de calidad evaluada se incluyen en el
Apéndice III. Asimismo, el analisis estadistico derivado de los distintos resultados
obtenidos para cada caracteristica de calidad se enlistan en el Apéndice [V.

En sintesis, el método propuesto tanto para cuantificar el contenido de fenoles
totales como el contenido de catequina es: lineal en el intervalo de concentraciones
utilizado (0.2-3.0 png/mL), exacto, preciso y reproducible.

Una vez demostrada la validez del método analitico, se procedid a cuantificar el
contenido de fenoles totales y catequina en las tres muestras de prueba. Los resultados de
estas determinaciones indicaron que la muestra A contiene 39.10 pg de catequina y 55.30
ug de fenoles totales por gramo de material vegetal. La muestra comercial B contiene
32.38 pg/g de catequina y 53. 12 pg/g de fenoles totales. Finalmente, €l contenido de
fenoles totales y de catequina en la muestra C fue de 39.69 ug/g y 24.17 nug/g,

respectivamente.
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Conclusiones

V. CONCLUSIONES

El presente trabajo de investigacion contiene, ademas de los procedimientos de
control de calidad, la informacién cientifica relacionada con la farmacologia y quimica de
la especie Hippocratea excelsa HBK., planta medicinal ampliamente utilizada en la
medicina tradicional por sus propiedades antiulcéricas. Dicha informacién constituye la

base para la claboracion de la monografia correspondiente.

De manera general, el tratamiento estadistico aplicado a los resultados derivados de
las distintas pruebas de pureza y quimicas para la cuantificaciéon del principio activo
principal no reveld diferencias significativas entre las muestras de material vegetal
ensayadas. Sin embargo, en las muestras comerciales B y C no se detect6 la presencia de

alcaloides.

Las presente investigacién constituye un protocolo metodolégico, para evaluar la
calidad de la especie H. excelsa HBK. como principio activo de preparados
fitofarmacéuticos; medicamentos, ampliamente utilizados por la poblaciéon mexicana para

la atencion primaria de la salud.
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Perspectivas

VL PERSPECTIVAS GENERALES DE LA PRESENTE INVESTIGACION

Determinar, en las tres muestras de material vegetal objeto de estudio, los residuos

de plaguicidas tanto organofosforados como organoclorados.

Realizar el andlisis microscépico de la droga cruda pulverizada. Afortunadamente,

se dara inicio a estas actividades, que completaran la monografia.

Realizar el analisis de un mayor nimero de muestras con la finalidad de establecer

los correspondientes limites farmacopeicos para cada determinacion.

Desarrollar el método por cromatografia de liquidos de alta resolucién para

cuantificar tanto el contenido de principios activos como de compuestos marcadores.

Aplicar la metodologia desarrollada en la presente investigacion para el analisis de

capsulas y preparados medicinales elaborados con cancerina.

Realizar estudios de toxicidad (aguda y crénica) y clinicos de la droga cruda o en su

caso de la preparacion propuesta.
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Propuesta de Monografia.
Hippocratea excelsa HBK.

Definicién

La droga estd constituida por la
corteza de la raiz de la especie Hippocratea
excelsa HBK. (Hippocrateaceac).

Sinénimos
Hemiangium excelsum HBK.

Nombres comunes

Los nombres comunes con los que
se designa a esta especie son los siguientes:
Cancerina, mata piojo (Oaxaca), fruta de
rosa, aguatcui, palo de piojo, piojo,
barajilla, palo de reguilete, atzulté
(Chiapas), chumloop, salbeets (Yucatan) y
zaccuche.

Descripcidn botinica de la especie
Hippocratea excelsa HBK.
(Hippocrateaceae) es un bejuco lefioso,
delgado, de hasta 17 m de largo y posee
una corteza de color café-rojizo. Presenta
un tallo de 10 cm de didmetro; las hojas son
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oblongoelipticas, pecioladas, redondeadas
en el dpice y miden entre 6 y 12 cm de
largo; las flores son blancas, de sépalos
abovado dentados y se encuentran
agrupadas en racimos. El fruto, de forma
eliptica llega a medir hasta 6 cm de
diametro.

Descripcién de Ia droga

La corteza de raiz tiene un color café
r0jizo o rosiceo, con abundantes manchas
grisiceas. No tiene olor, el sabor es
ligeramente astringente, de textura lisa a
ligeramente fibrosa. Este tejido presenta la
caracteristica de contener numerosas fibras
que le dan una consistencia eldstica. Esta
uitima caracteristica se encuentra asociada
al alto contenido de gutapercha en la raiz.

La corteza interna y externa de la especie
suma 5 mm de grosor; no existe
diferenciacion anatémica entre ambas. El
peridermo, se encuentra compuesto por las
siguientes zonas:

a) Felodermis, zona externa al cortex, en
ella se observa una zona de células
cuadradas muy regulares, ordenadas en
hileras radiales de 3; en algunas se aprecian
abundantes cristales solitarios o agrupados,
taninos y esclereidas de tamafios variados.

b) Feldgeno, zona externa a la felodermis,
en ella se encuentra una hilera de células
rectangulares, orientadas hacia la zona del
felema.

c) Felema, zona que se observa exterior al
felégeno, formado por capas de células
cuadradas muy homogéneas, de pared
delgada, sin contenidos. El grosor total de la
peridermis es de 1067 micras.

El floema secundario estd integrado
por dos dareas organizadas a manera de
tridngulos complementarios, unos son los
elementos axiales y los otros son los
clementos radiales. Esta drea mide 1710
micras de grosor total. Los elementos
axiales se encuentran organizados a manera
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de un tridngulo visto en el corte transversal,
con su base cerca del cambium y su 4pice
hacia el cortex. Los elementos estructurales
del floema comprenden:

a) Los tubos cribosos, distribuidos en
todo el floema de manera abundante, de
forma isodiamétrica y miden 12 micras de
didmetro. En algunos casos, se encuentran
asociadas a las paredes del tubo, dos células
ajenas o compaiieras. Cabe destacar que,
cuando dichas células acompafiantes se
colapsan demasiado, éstas se observan
como un engrosamiento de la pared del
tubo criboso. Las células compaiieras,
tienen la particularidad de presentar un
protoplasma denso, un micleo bien
desarrollado y una fina membrana de
celulosa.

b) El parénquima taninifero,
distribuido irregularmente por todo el
floema, se asocia en algunos casos con
almidon. Las células del parénquima son
alargadas tangencialmente y se encuentran
intercaladas con las células radiales. Con
respecto al parénquima cristalinifero, este
es poco abundante y  solitario,
especialmente en células radiales. Las fibras
son de dos tipos: unas de pared gruesa,
escasas, con una longitud de 784 micras;
otras de paredes extremadamente delgadas,
de extremos romos, muy abundantes con
935 micras de longitud, cuyo contenido no
se encuentra identificado. Los radios
medulares se encuentran organizados a
manera de tridngulos, con su base hacia el
cortex y su apice hacia el cambium. Se
encuentran formados hasta por 8 células de
ancho; la forma de las células varian
conforme se sitian hacia el 4pice del
tridngulo.  Primero  son  alargadas
radialmente y luego llegan a tener forma
rectangular. Las cé€lulas taniniferas se
encuentran dispersas e intercaladas entre ¢l
resto de las células. Los cristales solitarios
son abundantes conforme se acercan al
cortex, ademis se encuentran diversos

grupos de esclereidas. Las esclereidas son
de forma irregular u ovoide, con membranas
gruesas, lignificadas y atravesadas por
canales en forma de embudo.

Finalmente el cértex estd constituido por
varias capas de «células alargadas
tangencialmente, ordenadas en hileras y con
algunos grupos de células colapsadas.
También se observan células
parenquiméticas y taniniferas, asi como
abundantes cristales de almidén y paquetes
de esclereidas. Esta drea mide 1063 micras.

Distribucién geografica

La especie H excelsa HBK. se
distribuye principalmente en la América
tropical, desde el sur de México hasta
Colombia, Venezuela, Brasil y Paraguay. En
México se localiza' en los estados de
Durango, Estado de México, Guerrero,
Oaxaca, Chiapas y Yucatén.

Ensayos generales de identidad

Los ensayos generales de identidad
comprenden los  siguientes  andlisis:
Macroscopico (véase descripcién de la
droga), microscOpico (vedse caracteristicas
microscOpicas), organoléptico y por
cromatografia en capa fina (CCF) para
determinar la presencia de los siguientes
compuestos: friedelina, canofilol, canofilal,
dcido canofilico, tingenona, hipocrateina I,
acido olean6lico y epicatequina.

Ensayo de identidad mediante CCF.

Extracto a investigar: Extraer 5 g del
material vegetal finamente dividido, con una
mezcla de CH;Cl;:MeOH (1:1) por 24
horas. Al término del proceso de extraccién
filtrar la soluci6én resultante y concentrarla a
presion reducida. Reconstituir el extracto
resultante en 15 mi. de la mezcla
CH,Cl:MeOH (1:1),

Estindares de referencia:
separado 1

Disolver por
mg de los siguientes
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compuestos: friedelina, canofilol, canofilal,
acido canofilico, tingenona, hipocrateina I,
acido oleandlico y epicatequina en 1 mL de
metanol.

Siembra: Realizar la aplicacién de la
muestra (20 pL) con una micropipeta en
forma de banda.

Eluyente: El proceso de elucién se lleva a
cabo con CH,Cl,: acetona (85:15) o con
una mezcla de AcOEt: 4cido férmico: agua
(80:13:7).

Revelado: como agente cromdgeno se
utiliza una solucién reactivo de vainillina (1
g de vainillina en 100 mL de etanol y 5 mL
de 4cido sulfurico concentrado, mezclados
en ese orden). Para desarrollar el color es
necesaric calentar la placa durante 2
minutos a 100°C aproximadamente. Antes
de revelar con el reactivo anterior,
visualizar la placa con luz UV (onda corta
254 nm y onda larga 365 nm).
Interpretacién: En el extracto a investigar
deben identificarse plenamente la presencia
de todos los compuestos utilizados como
estandares (Figura 1).

Ensayos de pureza
A) Microbiologico
El ensayo para Salmonella sp. y
Pseudomonas aeruginosa en la droga debe
ser negativo. Los limites aceptables por
contaminacién con otros microorganismos
son los siguientes:
1) Preparaciones en cuyo empleo interviene
agua hirviente:
Bacterias aerobias Maximo 107/g
totales
Levaduras y mohos Maximo 10%/g
Escherichia coli Miéximo 10%/g
2) Preparaciones para uso interno:

Bacterias  aerobias Maximo 10%/g
totales

Levaduras y mohos  Maximo 10%g
Enterobacterias Méximo 10°/g

Escherichia coli Ausencia

Figura 1. CCF en placa de 7.5x10.5 cm.
(1) Epicatequina, (A), (B) y (C): Muestras
de H. excelsa HBK.

B) Elementos extrafios
No mas del 5% m/m.

C) Cenizas insolubles en icido
No mas que el 0.68%.

D) Material extraible
En hexano, no menos del 0.25%.
En etanol, no menos del 1.93%.
En etanol diluido, no menos de 4.83%.

E) Residuos de plaguicidas
De acuerdo con requerimientos nacionales.

F) Metales pesados.
Los limites establecidos para plomo vy
mercurio son de 10 y 03 mgKg,
respectivamente.,

G) Otros ensayos de pureza
Humedad, cenizas totales e indice de
hinchamiento.
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Ensayos Quimicos

Contiene no menos de 40 pg/g de
catequina, cuantitativamente determinado
por el método de Price y Butler.

A) Preparacién de la muestra: Extraer 30
mg de la droga pulverizada con 3 mL de
metanol durante 1 minuto. Filtrar la
solucion resultante con ayuda de un
embudo y enjuagar el matraz con 3 mL
adicionales de metanol; vertir la solucién en
el embudo y reunirla con la solucién
anterior. Llevar el filtrado anterior a un
volumen de 50 mL con agua destilada.

B) Procedimiento: A 50 mL de la solucién a
analizar, adicionar 3 mL de una solucion
0.1 M de cloruro de férrico (en HCI 0.1 M)
y agitar durante 3 minutos. Al cabo de este
tiempo, adicionar 3 mL de una solucién
0.08 M de ferrocianuro de potasio y agitar
para homogeneizar. Después de 10 minutos
cuantificar el contenido de fenoles totales o
catequina midiendo la absorbancia a 720
nm en un espectrofotometro.

Los resultados se expresan como
equivalentes de fenol o catequina a partir de
una curva estandar preparada bajo las
mismas condiciones del andlisis con écido
galico o catequina. '

Constituyentes quimicos mayoritarios

La mayoria de los trabajos
publicados a la fecha describen el
aislamiento y caracterizacion de
triterpenoides y alcaloides como los
principales metabolitos secundarios
presentes en la especie. También se ha
descrito la presencia en grandes cantidades
de un politerpenoide del tipo de la guta.
Recientemente, se describio la presencia de
la (-)-epicatequina en la corteza de la
planta. En la Figura 2 se ilustran las
estructuras de los compuestos aislados,
hasta la fecha, de H. excelsa HBK.
Uso tradicional
En México, la corteza de H. excelsa HBK.,
se utiliza para tratar el cancer de la piel,

Ulceras gastricas, enfermedades renales y
trastornos organicos en la mujer. Las
semillas y las hojas se utilizan para el
tratamiento de los piojos y otros acaros, de
ahi, que en las zonas rurales la especie se
designe con el nombre de “mata piojo”. De
manera adicional, se utiliza también para
combatir el mal olor de los pies.

Farmacologia

El extracto hexanico preparado a
partir de la corteza de las raices y de los
tallos de la especie presenté una actividad
toxica moderada en la prueba de letalidad
con Artemia salina Leach. Por otro lado, el
extracto etandlico presenté un efecto anti-
inflamatorio significativo.

Con relacion a los compuestos
presentes en la planta, se ha demostrado que
la aplicacién tdépica de la tingenona es
efectiva en el tratamiento del carcinoma
epidérmico. Para este triterpenoide se ha
descrito también su citotoxicidad in vitro
contra varios sistemas de tumores (sarcoma
de Yoshida, sarcoma 180 y KB). Por su
parte, el canofilal, otro de los triterpenoides
aislados, presentd actividad antimicrobiana
especifica, aunque de moderada intensidad,
contra Pseudomonas aeruginosa.

En un reciente estudio cuyo objetivo
era determinar la actividad antiulcérica de
extractos, fracciones y productos puros
derivados de la especie, se comprobd que el
extracto metandlico de la corteza de la raiz
posee una notable actividad antiulcérica. De
acuerdo con estas determinaciones, los
constituyentes mas activos fueron el B-D-
glucositosterol, el [B-sitosterol y la (-)-
epicatequina. Debe hacerse notar que el
crudo alcaloideo obtenido por una particion
acido-base y la mezcla de a-amirina y p-
amirina (en proporcion 1:1) también
contribuyen a la actividad antiulcérica
demostrada por el extracto total.
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Friedelina Canofilol Cancfilal

Acido canofilico Tingenona Pristimerina

Excelsina

a-amirina Celastrol P-sitosterol
,Céjgj\(m -
B-D-glucositosterol Epicatequina

Figura 2. Metabolitos secundarios aislados de H. excelsa HBK.
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Figura 2. Metabolitos secundarios aislados de H. excelsa HBK.
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Apéndice II

APENDICE II.

Composicién de los medios de cultivo.

Disolucién tampdn peptona-cloruro de sodio a pH 7.2

Dihidrogeno fosfato de potasio
Hidrégeno fosfato de disodio dihidratado
Cloruro de sodio

Peptona de carne o de caseina

Agua destilada

356g
723 g
430¢g
1.00 g
1000 mL

Esterilizar por calentamiento en un autoclave a 121°C durante 15 minutos.

Agar soya tripticaseina

Digerido pancreatico de caseina
Digerido con papaina de harina de soya
Cloruro de sodio

Glucosa monohidratada

Agar

Agua destilada

pH después de esterilizar

15.00 g
500¢g
500¢g
15.00 g
15.00 g
1000 mL
7.3+0.2

Esterilizar por calentamiento en un autoclave a 121°C durante 15 minutos.

Caldo soya tripticaseina

Digerido pancredtico de caseina
Digerido con papaina de harina de soya
Cloruro de sodio

Glucosa monohidratada

Hidrogeno fosfato de dipotasio

Agua destilada

pH después de esterilizar

17.00 g
300g
500g
250¢g
250g
1000 mL
7.310.2

Esterilizar por calentamiento en un autoclave a 121°C durante 15 minutos.

Agar Sabouraud-dextrosa con antibidticos

Peptonas (de carne y de caseina)
Glucosa monohidratada

Agar

Agua destilada

pH después de esterilizar
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Apéndice Il

Agar Sabouraud-dextrosa con antibiéticos (Continuacion)

Esterilizar por calentamiento en un autoclave a 121°C durante 15 minutos.
[nmediatamente antes del uso, aftadir 0.10 g de bencilpenicilina de sodio y 0.10 g de
tetraciclina por litro de medio, en forma de disoluciones estériles. Alternativamente, es
posible afiadir 50 mg de cloranfenicol por litro de medio, antes de esterilizar.

Caldo lactosa

Extracto de buey 300g
Digerido pancreatico de gelatina 500g
Lactosa 500¢g
Agua destilada 1000 mL
pH después de esterilizar 6.9+0.2

Esterilizar por calentamiento en un autoclave a 121°C durante 15 minutos y enfriar
inmediatamente.

Medio liquido de MacConkey

Digerido pancreatico de gelatina 20.00 g
Lactosa 10.00 g
Bilis de buey deshidratada 5.00g
Parpura de bromocresol 10.00 mg
Agua destilada 1000 mL
pH después de esterilizar 7.3+0.2
Esterilizar por calentamiento en un autoclave a 121°C durante 15 minutos.
Agar MacConkey
Digerido pancreético de gelatina 17.00 g
Peptonas (de carne y de caseina) 3.00g
Lactosa 10.00 g
Cloruro de sodio 500g
Sales biliares 1.50 g
Agar 1350 g
Rojo neutro 30.00 mg
Violeta cristal 1.00 mg
Agua destilada 1000 mL
pH después de esterilizar 7.1+0.2

Calentar a ebullicién durante 1 minuto con agitaciéon constante; esterilizar por
calentamiento en un autoclave a 121°C durante 15 minutos.
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Agar eosina azul de metileno (EMB)

Peptona

Fosfato dibasico de potasio
Sacarosa

Lactosa

Agar

Eosina Y

Azul de metileno

Agua destilada

pH después de esterilizar

1000 g
200g
5.00
500¢g
13.50g
040¢g
65.0 mg
1000 mL
7.240.2

Calentar a ebullicién durante 1 minuto con agitacion constante; esterilizar por
calentamiento en un autoclave a 121°C durante 15 minutos.

Medio liquido compuesto por tetrationato, bilis y verde brillante

Peptona

Bilis de buey desecada
Cloruro de sodio
Carbonato de calcio
Tetrationato de potasio
Verde brillante

Agua destilada

pH después de esterilizar

860¢g
8.00¢g
640 ¢
20.00 g
20.00 g
70.00 mg
1000 mL
7.0£0.2

Para disolver los ingredientes, calentar a punto de ebullicion con agitacién

constante. No sobrecalentar ni esterilizar.

Agar Salmonella-Shigella (SS)

Extracto de carne
Peptona

Lactosa

Sales biliares
Citrato de sodio
Tiosulfato de sodio
Citrato férrico
Rojo neutro

Verde brillante
Agar

Agua destilada

pH después de esterilizar

500g
500g
1000 g
8.50¢g
8.50¢g
8.50g
1.00 g
25.00 mg
33.00 mg
1250 g
1000 mL
7.410.2

Esterilizar por calentamiento en un autoclave a 121°C durante 15 minutos.
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Agar sulfito de bismuto

Extracto de carne

Digerido pancreatico de caseina
Digerido péptico de tejido animal
Dextrosa

Fosfato de sodio

Sulfato ferroso

Sulfito de bismuto

Verde brillante

Agar

Agua destilada

pH después de esterilizar

500g
500g
500g
500¢g
4.00¢g
030¢g
8.00¢g
25.00 mg
2000 g
1000 mL
7.620.2

Para disolver los ingredientes, calentar a punto de ebullicion con agitacién

constante. No sobrecalentar ni esterilizar.
Agar de xilosa, lisina y desoxicolato

Xtlosa

L-Lisina

Lactosa

Sacarosa

Cloruro de sodio
Extracto de levadura
Rojo de fenol

Agar

Desoxicolato de sodio
Tiosulfato de sodio
Citrato de amonio y fierro (III)
Agua destilada

pH después de esterilizar

3.50g
500¢g
750¢g
7.50¢g
500¢g
3.00¢g
80.00 mg
13.50 g
250¢g
6.80 g
0.80¢g
1000 mL
7.410.2

Para disolver los ingredientes, calentar a punto de ebullicién con agitacién

constante. No sobrecalentar ni esterilizar.
Agar verde brillante

Extracto de levadura

Digerido péptico de tejido animal
Digerido pancreatico de caseina
Lactosa

Cloruro de sodio

Sacarosa

Rojo de fenol

3.00g
500¢g
500¢g
10.00 g
500¢
10.00 g
80.00 mg
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Agar verde brillante (Continuacion)

Verde brillante

. Agar

Agua destilada

pH después de esterilizar

12.50 mg
2000g
1000 mL
6.9+0.2

Esterilizar por calentamiento en un autoclave a 121°C durante 15 minutos. Preparar

el mismo dia de uso.
Agar triple aziicar con hierro

Extracto de buey

Extracto de levadura

Peptonas (de carne y de caseina)
Cloruro de sodio

Lactosa

Sacarosa

Glucosa monohidratada
Citrato de amonio y fierro (III)
Tiosulfato de sodio

Rojo de fenol

Agar

Agua destilada

pH después de esterilizar

300g
3.00¢g
20.00g
500¢g
1000 g
1000 g
1.00 g
030¢g
030g
25.00 mg
12.00 g
1000 mL
7.4+0.2

Para disolver los ingredientes, calentar a punto de ebullicién con agitacién
constante. Esterilizar en tubos de ensayo de 13 x 100 en un autoclave a 121°C durante 15
minutos y dejar enfriar en posicion inclinada, de manera tal de obtener una parte profunda y

una superficie en pendiente.
Agar sal manitol

Digerido pancreatico de caseina
Digerido péptico de tejido animal
Extracto de carne

D-Manitol

Cloruro de sodio

Rojo de fenol

Agar

Agua destilada

pH después de esterilizar

500¢g
500¢g
1.00 g
10.00 g
75.00g
25.00 mg
1500 ¢
1000 mL
7.410.2

Esterilizar por calentamiento en un autoclave a 121°C durante 15 minutos.
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Agar Vogel-Johnson

Digerido pancreatico de caseina 10.00 g
Extracto de levadura 500¢g
Manitol 1000 g
Fosfato dibasico de potasio 5.00¢g
Cloruro de litio 500¢g
Glicina 10.00 g
Rojo de fenol 25.00 mg
Agar 16.00 g
Agua destilada 1000 mL
pH después de esterilizar 7.2£0.2

Esterilizar por calentamiento en un autoclave a 121°C durante 15 minutos.
Adicionar 20 mL de una solucién estéril 1:100 de telurito de potasio.

Agar Gelosa sangre
Infusion de corazén de buey 500 g
Triptosa 10g
Cloruro de sodio 5¢g
Apgar 15¢g
Agua destilada 1000 mL
pH después de esterilizar 6.8+0.2
Esterilizar por calentamiento en un autoclave a 121°C durante 15 minutos.
Agar cetrimida
Digerido pancreético de gelatina 2000 g
Cloruro de magnesio 140 g
Sulfato de potasio 10.00 g
Cetrimida 30.00 mg
Agar 13.60 g
Agua destilada 1000 mL
Glicerol 10 mL
pH después de esterilizar 7.2+0.2

Para disolver los ingredientes, calentar a punto de ebullicién con agitacion
constante. Esterilizar por calentamiento en un autoclave a 121°C durante 15 minutos.
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Caldo de triptéfano o caldo triptona (1% de triptéfano)

Peptona o digerido pancreatico de caseina 200¢g

(tripticasa)

Cloruro de sodio 050g
Agua destilada 1000 mL
pH después de esterilizar 7.0+£0.2

Esterilizar por calentamiento en un autoclave a 121°C durante 15 minutos.

Caldo RM-VP (Rojo de metilo-Voges-Proskauer)

Polipeptona 7.00g
Glucosa 5.00g
Fosfato dipotasico 5.00¢g
Agua destilada 1000 mL
pH después de esterilizar 6.9+0.2
Reactivo indicador de pH rojo de metilo

rojo de metilo 0.10¢g
alcohol etilico 95% 300 mL
agua destilada 200 mL

PRUEBA CON ROJO DE METILO: 5 mL del caldo RM-VP se inocularon con un cultivo
liquido y puro del microorganismo en estudio. El cultivo anterior se incub6 a 35°C durante
24 a 72 h (no menos de 48 h). Al cabo de este tiempo, se agregan 5 gotas del reactivo rojo
de metilo directamente al caldo. La aparicion de una coloracidn roja estable en la superficie
del medio, constituye una prueba positiva.

Como control positivo y negativo de la prueba con rojo de metilo se emple6 una
cepa de Escherichia coli y Enterobacter aerogenes, respectivamente,

PRUEBA DE VOGES-PROSKAUER: 5 mL del caldo RM-VP se inocularon con un
cultivo liquido y puro del microorganismo en estudio. El cultivo anterior se incubé a 35°C
durante 24. Transcurrido este tiempo, se transfirid una alicuota de 1 mL de este cultivo, a
un tubo de ensayo limpio y seco. Posteriormente, se adicionaron 0.6 mL de a-naftol al 5%
(en alcohol etilico absoluto) y 0.2 mL de KOH al 40% (en ese orden). La aparicién de un
color rojo después de 15 minutos de reaccion, constituye una prueba positiva.
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Agar-hierro de Kligler

Extracto de carne
Extracto de levadura
Peptona

Proteosa peptona
Lactosa

Glucosa

Sulfato ferroso
Cloruro de sodio
Tiosulfato de sodio
Rojo de fenol

Agar

Agua destilada

pH después de esterilizar

Estenlizar por calentamiento en un autoclave a 121°C durante 15 minutos.

Agar hierro peptonado (SIM)

Extracto de carne
Peptona

Tiosulfato de sodio
Cloruro de sodio

Agar

Agua destilada

pH después de esterilizar

Esterilizar por calentamiento en un autoclave a 121°C durante 15 minutos.

300¢g
3.00¢g
15.00 g
500¢g
10.00 g
1.00g
020¢g
5.00¢g
030g
24.00 mg
1200 g
1000 mL
7.410.2

3.00g
10.00 g
25.00 mg
500g
4.00g
1000 mL
7.31£0.2
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Cuadro 28. Resumen de la regresion lineal simple.

Resumen de la regresion
R=0.99962427; R>= 0.99924868 y R? ajustada= 0.99922184
F calculada (1,28)=37240; p<0.0000; Error Std estimado: 0.02393

N=30 B Ermr. St.de B t(28) p-level
Intercepto 0.015910 0.010244 1.5531 0.131638
Pendiente 0.993422 0.005148 192.9755 0.000000

Intervalo de confianza al 95% para ¢l intercepto (b): -0.016680<b<-0.048500
Intervalo de confianza al 95% para la pendiente (m): 0.982877<m<1.003967

3.2

2.8

24

16
1.2 /\!
0.8

0.4
0.4 0.8 1.2 16 2 24 28 3.2

Concentracién {pg/mi.]

Densidad dptica

Figura 21. Relacion lineal entre la variable X (concentracion) y la variable Y (Densidad
optica).
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APENDICE V.

Analisis estadistico
a) Linearidad del sistema (cuantificacién de fenoles totales).

STAT. Regression Summary for Dependent Variable: VAR2
MULTIPLE |R= 99684972 R*=.99370937 Adjusted R*=.99365606
REGRESS. |F calculada (1,118)=18640. p<0.0000 Std.Error of estimate: .01875
N=120 St. Em. St. Err.
BETA of BETA B of B t(118) p-level
Intercpt -.009852 003262 -3.0206 .003093
VARI 996850 0.0070301 .366865 002687 136.5286 0.000000
STAT. Analysis of Variance
MULTIPLE
REGRESS.
Sums of Mean
Effect Squares df Square F p-fevel
Regress. 6.550041 1 6.550041 18640.06 0.00
Residual 041465 1i8 000351
Total 6.591506
STAT. Current Status of Sweep Matrix
MULTIPLE
REGRESS.
Variable VARI VAR2Z
VARI -1.00000 996850
VAR2 99685 006291
STAT. Variables currently in the Equation
MULTIPLE
REGRESS.
Partial Semipart
Beta in Cor. Cor. Tolernce | R-square t{119) p-level
VARI 996850 996850 996850 | 1.000000 0.00 136.5286 0.00
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STAT. Predicted & Residual Values
MULTIPLE Dependent variable:  Densidad 6ptica
REGRESS.
Case No. | Observed | Predictd | Residual | Standard | Standard | Std.Err. | Mahalns. | Deleted | Cook's
Value Value Pred. v. | Residual | Pred.Val | Distance | Residual | Distance
1| .070300| .063521| .006779( -1.30310 36164 002818 1.698059 | .006936| .001547
2| .079200| .063521| .015679( -1.30310 83642 .002818]| 1.698059| .016042 | .008276
3| 077600 .063521| .014079} -1.30310 75106 | 002818 | 1.698059( .014405( .006673
4| .063500| .063521 [ -.000021| -1.30310| -.00011| .002818 | 1.698059| -.000021 | .000000
5| .061400| .063521| -.0021211 -1.30310| -.11314| .002818| 1.698059! -.002170 | .000151
6| 060900 .063521| -.0026211 -1.30310| -.13981| .002818| i1 698059 -.002682( .000231
7| 072000 .063521) .008479| -1.30310 45233 | 002818 1.6980597 .008675] .002420
8| .063600| .063521 .000079| -1.30310 .00422 | 002818 1.698059| .00008! | .000000
9| .067400} .063521| .003879; -1.30310 20693 | 0028181 1.698059| .003969| .000507
10| .076800[ .063521| .013279 -1.30310 70839 | .002818 | 1.698059 .013586| .005936
11| .069000| .063521; .005479( -1.30310 29229 | 002818 1.698059( 005606 .001011
121 .065100{ .063521( .001579| -1.30310 08424 | .002818| 1.698059| 0016164 .000084
13] .060900] .063521| -.002621| -1.30310] -.13981| .002818]| 1.698059 | -.0026821{ .000231
14| .061400| .063521( -.002121| -1.303101 -.11314{ .002818| 1.698059| -.002170 | .000151
15] 0699001 .063521| .006379 -1.30310 34030 | 0028181 1.698059} .006527| .001370
16| .075600| .0635217 .012079{ -1.30310 644371 002818 | 1.698059| .012358| .004912
17| 066900| .063521| .003379| -1.30310 18026 | .002818| 1.698059| .003457( .000384
18| 061100 .063521] -.0024211 -1.30310| -.12914| .002818| 1.698059| -.002477| .000197
19| .062400( .063521| -.0011211{ -1.30310| -.05980| .002818| 1.698059| -.001147| .000042
201 .071900( .063521| .008379] -1.30310 44699 1 002818 | 1.698059) .008573| .002364
21 .125100| .136894 -.011794 | -99035| -.62916| .002413] .980799{ -011993 | .003392
221 .135200| .136894| -.001694| -99035| -.09036| .002413] .980799| -.001722| .000070
23| .129700| .136894| -.007194| -99035] -38376| .002413| .980799| -.007315| .001262
24| .130300( .136894| -.006594| -.99035| -35176| .002413] 980799 -.006705| .001060
25| .120800| .136894 | -.016094| -99035| -85854; .002413| .980799| -.016365| .006316
26| .125200] .136894| -.011694| -99035| -62382| .002413| 980799 -.0118%91| .003335
271 .152600( .136894| .015706| -.99035 83786 .002413| .980799| .015971| .006016
28| .1161001 .136894| -.020794| -99035; -1.10927{ .002413| .980799( -.021144| .010344
291 .129300| .1368941 -.007594| -99035| -40510| .002413) .980799| -.007722| .001406
300 .134700| .136894| -.002194| -99035| -.11703| .002413( .980799| -002231| .000117
31| .148500| .136894] .011606]| -.99035 61914 002413 | 980799 .011802% .003285
32| .133700| .136894| -.003194| -99035| -.17038| .002413| .980799| -.003248; .000249
33| .154200| .136894] .017306] -.99035 92321 002413 980799 | .017598| .007304
34| .140500| .136894| .003606] -99035 .192371 .002413| .980799| .003667| .000317
35| .1483001 .136894| .011406| -99035 .60847| .002413| 980799 .011598) .003173
36| 151700 | .136894| .014806| -.99035 78985 | .002413| 980799 .015056| .005346
371 .135400 .136894| -.001494| -99035( -07969| .002413] .980799{ -.001519| .000054
38| .140000| .136894| .003106| -.99035 165701 002413 980799 | .003158| .000235
391 .144700( .136894| .007806| -.99035 41643 .002413| 930799 007938 .001486
40| .149900| .136894| .013006| -.99035 693821 .002413 | .280799; .013225( .004125
41| .269300| .283640| -.014340| -36487| -76497| 001822 .133128| -.014477| .002819
42| 263100| 2836401 -.020540| -36487| -1.09572| .001822| .133128] -.020736| .005783
43| 275900 283640 -.007740| -36487| -41289) .001822| .133128]| -.007814} .000821
44| 255100 283640 -.028540| -36487 -1.52249| 001822| .133128| -.028812} 011165
45| 272700| 283640 -.010940| -36487| -58360| .001822| .133128| -.011044| .001640
46| 238100 283640 -.045540| -36487| -2.42937| .001822| .133128} -.045974| .028427
471 274500 2836407 -.009140| -36487| -48757| .001822| .133128} -.009227| .001145
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STAT. Predicted & Residual Values

MULTIPLE Dependent variable:  Densidad éptica (Continuacién)

REGRESS,

Case No. | Observed | Predictd | Residual | Standard | Standard | Std.Err. | Mahalns. | Deleted | Cook's

Value Value Pred. v. | Residual | Pred.Val | Distance | Residual | Distance

48| 252100 283640| -.031540] -36487| -1.68252] 001822 .133128} -.031841| .013635
49| 296400| 283640 .012760( -.36487 68070 | .001822| .133128¢ .012882| .002232
50| .291500| .283640( .007860 | -.36487 41931 001822 .133128| .007935| .000847
511 .307400| .283640( .023760| -36487} 1.26751| .001822| .133128( .023987; .007738
52| .280200| .283640( -.003440; -36487| -.18350| .001822| .i33128( -.0034731 .000162
531 .294000| .283640| .010360| -36487 .55267| .001822| .133128| .010459] .001471
54t 285700 .283640| .002060| -.36487 10990 | 001822 .133128| .002080| .000058
551 317700 .283640| .034060| -36487( 1.81697] .001822| .133128| .034385] .015902
56| .299800( .283640) .016160| -.36487 86208 | .001822] .133128| .016314| .003580
57| .298400( .283640] .014760| -.36487 78740 0018221 .133128| .014901( .002986
581 273400( 2836401 -.010240| -.36487| -.54625; .001822] .133128| -.010338| .001437
59| 276200 .283640( -.007440| -36487( -3968%| .001822| .133128| -.007511| .000759
60| .306200| .283640| .022560| -.36487| 1.20349| .001822| .133128; .022775| .006976
61| .423000| .430386| -.007386 26062 | -39400) 001769} .067922| -.007452| .000704
62| .426900| .430386| -.003486 26062 | -.18595| .001769| .067922{ -.003517| .000157
63| .423400) .430386| -.006986 26062 -37266| 001769 .067922] -.007049| .000629
64| .416200| .430386( -.014186| .26062| -75676| .001769| .067922| -.014313{ .002596
65| .4038001 .430386| -.026586} .26062| -1.41825| .001769| .067922| -.026825] .009117
66| .396800| .430386| -.033586| .26062]| -1.79167| .001769| .067922| -.033888 | .014549
67| .400900| .430386/( -.029486| .26062! -1.57295] .001769| .067922( -.029751| .011214
68 .400400| .430386) -.029986! 26062 -1.59962| .001769; .067922| -.030255| .011597
69| .423600| .430386| -.006786| .26062| -36200{ .001769| .067922| -.006847| .000594
70| 442600 .430386| .012214| 26062 65158 001769 .067922| .012324| 001924
71| .445200] .430386| .014814 .26062 79028 0017691 .067922| .014947| .002831
721 .416800| .430386| -.013586| .26062| -.72475| .001769] .067922( -.013708| .002381
73| 451600} 4303861 .021214| .26062| 1.13169| .001769{ .067922| .021405| .005805
74| 415800| .430386]| -.014586 26062 | -778091 .001769| .067922| -.014717] .002744
75| 429800 .430386| -.000586 26062 -03125| .001769| .067922| -.000591 | .000004
76| .407900] .430386| -.022486 26062 | -1.19953] .001769; .067922} -.022688| .006522
77| .422500] .430386 | -.007886 26062 | -42068| 001769 .067922} -.007957| .000802
78| .440600{ .430386| .0i0214 26062 54489 .001769| .067922| .010306| .001346
79| .444100| .430386| .013714 26062 73160 001769 .0679221 .013837| .002426
80| .442400| .430386| .012014| 26062 64091 | 001769 | .0679227 012122} .001862
81| .571300| 5771321 -.005832| .88611| -31110| .002291| .785183 | -.005920| .000745
821 .559600|( .577132| -.017532{ .88611( -93525( .002291 | .785183| -017798) .006730
83| .517900] .577132]-.059232| .88611| -3.15978| .002291; .785183| -.060130] .076816
841 .577800| .577132| .000668| .88611 03564 | 002291 .785183 | .000678 ( .000010
85| .575900| .577132| -.001232| .88611[ -06571| .002291| .785183| -.001250| .000033
861 .577000) 5771321 -.000132 88611 -.00703} .002291) .785183| -.000134) .000000
87| .563900] .577132| -.013232 886111 -70586] .002291| .785183| -.013432| .003833
88 .510100| .577132]| -.067032 88611 -3.57588| .002291| .785183| -.068048| .098380
89| .600100| .577132| .022968 88611 1.22526| 002291 .785183| .023316| .011550
90| 571500 .577132| -.005632 88611 | -30043) .002291; .785183| -.005717| .000694
oL .5911001{ .577132| .013968 38611 74515 002291 .785183| 014180 .004272
921 .577100| .577132]| -.000032 88611 | -00170| .002291| 785183 | -.000032| .000000
93| .600800| .577132| .023668 88611 | 1.26260| .002291{ .785183| .024027| .012265
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Apéndice IV

STAT, Predicted & Residual Values
MULTIPLE Dependent variable:  Densidad éptica (Continuacién)
REGRESS.
Case No. | Observed | Predictd | Residual | Standard | Standard | Std.Err, | Mahalns, | Deleted | Cook's
Value Value Pred. v. | Residual | Pred.Val | Distance | Residual | Distance
94| 550100 .577132¢ -.027032| .88611| -1.44204| .002291| .785i83 | -.027442| .015999
95| .600000| .577132| .022868| .88611| 1.21993 | .002291| .785183| .023215| .011450
96| .572800| .5771321 -.004332( .88611| -23109| .002291} .785183{ -.004397| .000411
97| 603100} 577132 .025968 B8611 | 1.38530| .0022911 .785183| .026362 | .014765
98! .603100| .577132] .025968 88611 1.38530| .0022911 .785183| .026362| .014765
99| .600200| .577132| .023068| .B8611| 1.23059| .002291| .785183| .023418( .011651
100§ .600100| .577132| .022968 88611 1.22526| .002291| .785183( .023316| .011550
101 | .701700| .723878} -.022178} 1.51159| -1.18310( .003111]| 2.284909| -.022806 | .020377
102 .702200| .723878| -.021678| 1.51159] -1.15642 | .003111(2.284909] -.022292| .019468
103 | 700900 .723878| -.022978! 1.51159| -1.22577¢ .003111]2.284909| -.023628 | .021873
104 | 721400 | 723878 -.002478 ] 1.51159| -.13218! .0031112.284909| -.002548 .000254
105| 713200} .723878| -.010678!) 1.51159| -56962| .003111|2.284909 | -.010980 | .004723
106| .702700| .723878| -.021178 ] 1511597 -1.12975| .003111( 2.284%09| -.021777| .018581
107 .788100| .723878| .064222| 1.51159| 3.42600{ .003111]2.284909| .066041 | .170871
108 | .729400| .723878| .005522| 1.51159| 29459 .003111|2.284909| .005679( .001263
109 .754800| .723878| .030922| 1.51159| 1.64958] .003111(2.284909| .031798| .039613
110 .7346001 .723878| .010722| 1.51159( .57199| .003111}2.284909| .011026( .004763
111| .741800| 723878} .017922| 1.51159| .95608| .003111}2.284909| .018430| .013307
112| .747500 | 723878 .023622| 1.5t159( 1.26015| .003111|2.284909| .024291| .023117
113 .735400( .723878] .011522| 1.51159| 61466 .003111)12.284909| .011848| .005500
114| .721000| .7238781 -.002878 | 1.51159| -.15352| .003111|2.284909| -.002959 | .000343
115] .739100| .723878| .015222| 1.51159| .81204 1 .003111|2.284909| .015653 | .009600
116 | .703700| .723878{ -.020178| 1.51159( -1.07640 .003111|2.284909} -.020749 | 016867
1171 .739800! .723878| .015922| 1.51159| .84938| .003111]2.284909| .016373| .010503
1181 .743200| .723878| .019322| 1.51159} 1.03076| .003111(2.284909{ .019869 | .015467
119| .747600| .723878| .023722| 1.51159} 1.26549| .003111]2.284909| .024394| .023314
120 .712600| 723878 -.011278] 1.51159| -60162| .003111[2.284909] -.011597 [ .005269
Minimum 060900 .063521| -.0670321 -1.303101 -3.57588 | .001769| .067922| -.068048| .000000
Maximum | .788100| .723878| .064222| 1.51159] 3.42600] .003111]2.284909| .066041} .170871
Mean 3692421 369242 -.000000( .00000] -.00000| .002371| .991667| .000026] .008383
Median 357250 3570131 -.000359| -05212| -.01914] .002352| .882991 | -.000362| .002825
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Residuals
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Residuals
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Apéndice IV

b) Linearidad del método (Cuantificacion de fenoles totales)

"I STAT. Regression Summary for Dependent Variable: VAR2
MULTIPLE |R=.99970170 R*=.99940348 Adjusted R*=.99938218
REGRESS. |F(1,28)=46911. p<0.0000 Std.Error of estimate: .01428
N=30 St. Err. St. Err.
BETA of BETA B of B 1(28) p-level
Intercpt 000607 006115 .0992 921674
VARI 999702 004616 998283 004609 216.5898 0.000000
STAT. Analysis of Variance
MULTIPLE
REGRESS.
Effect Sums of Mean
Squares df Square F p-level
Regress. 9.567068 1 9.567068 46911.16 0.00
Residual 005710 28 000204
Total 9.572779
STAT. Current Status of Sweep Matrix
MULTIPLE
REGRESS.
Effect VARI] VAR2
VARI1 -1.00000 999702
VAR2 99970 000597
STAT. Variables currently in the Equation
MULTIPLE
REGRESS.
Partial Semipart
Beta in Cor. Cor. Tolernce | R-square t(29) p-level
VARI .999702 .999702 999702 | 1.000000 0.00 216.5898 0.00
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Apéndice [V

STAT, Predicted & Residual Values

MULTIPLE Dependent variable:  Densidad dptica

REGRESS,

Case No. | Observed | Predictd | Residual | Standard | Standard | Std.Err. | Mahalns. | Deleted | Cook's

Value Value Pred. v. | Residual | Pred.Val | Distance | Residual | Distance

1] 3928001 .399920| -.007120| -1.39044 | -.49857| .004516|1.933333 | -.007911| .015344
2| 410300 .399920( .010380( -1.39044| .72685| .004516|1.933333 | .011533| .032612
3| 387100 .399920| -.012820| -1.39044 | -.89771| 004516 1.933333 | -.014244 | 049746
4| 407800( .399920| .007880| -139044 | .55179| .004516| 1.933333 .008756| .018795
S| .395300{ .399920( -.004620| -1.39044 | -.32351| .004516]1.933333| -.005133| .006460
6| 3953001 .399920| -.004620| -1.39044  -32351| .004516| 1.933333 | -.005133 | .006460
71 .805100| .799233( 0058671 -69522| 41081 .003193| .483333| .006175| .004675
8| .789000| .799233|-.010233| -.69522| -71658( .003193| .4833331-010772| .014224
9| 798300 | .799233|-.000933| -.69522| -.06535| .003193| .483333|-.000982| .000118
10| .811100| .799233| .011867| -.69522| .83096| .003193| .483333| .012491] .019127

—_—
—

815500 | 799233 .016267| -.69522| 1.13906} .003193| 483333 .017123| .035941

12| .804300| .799233| .005067| -.69522| .35479| .003193| .483333| .005333| .003487
13] 1.181600 | 1.198547 | -.016947] -00000]| -1.18668 | .002607| .000000| -.01753t| .025117
14] 1.192000 | 1.198547 | -.006547 | -.00000| -45842 .002607| .000000| -.006772| .003748
151 1.198000 | 1.198547 | -.000547| -.00000| -.03828; .002607| .000000| -.000566| .000026
161 1.178100| 1.198547 | -.0204471 -.00000] -1.43176| .002607| .000000| -.021152| .036563
171 1.214300| 1.198547| .015753{ -.00000| 1.10312| .002607| .000000| .016297| .021704
184 1.220300| 1.198547 | .021753| -.00000| 1.52326| .002607| .000000} .022503} .041385
19| 1.588400 | 1.597860 | -.009460  .695227 -.66243| .003193| .483333|-.009958| .012155
20| 1.599600 | 1.597860 | .001740| .695221 .12184| .003193| .483333| .001832| .000411
21| 1.587900 | 1.597860 | -.009960 | .695221 -69744| .003193 | .483333|-.010484| 013474
221 1.596600 | 1.597860 -.001260 | .69522| -.08823| .003193| .483333|-.001326| .000216
231 1.575600 | 1.597860 | -.022260| .69522|-1.55874| .003193| .483333|-.023432| .067304
241 1.613000( 1.597860] .0151407 .69522| 1.06017| .003193| .483333| .015937| .031135
2512.0148001 1.997173 | 017627 | 1.39044 1.23430| 004516 1.933333 .019585| .094043
26| 1.993000( 1.997173 | -.004173 | 1.39044 1 -29223| .004516 | 1.933333 | -.004637 | .005272
2712.031200{ 1.997173 | .034027| 1.39044 2.38269] .004516| 1.933333 .037807 | .350445
2812.002600 | 1.997173 | .005427| 1.39044 | .38000)| .004516|1.933333( .006030| .008913
29| 1.986800 | 1.997173 | -.010373 | 1.39044| -.72639| .004516| 1.933333 ) -.011526| .032570
30| 1.970700 | 1.997173 | -.026473 | 1.39044 | -1.85377| .004516| 1.933333| -.029415 212128

Minimum 387100 .399920| -.026473 | -1.39044 | -1.85377 | 002607 | .000000 | -.029415] .000026

Maximum | 2.031200{ 1.997173] .034027| 1.39044} 2.38269| .004516]1.9333331 .037807] .350445

Mean 1.198547 1 1.1985471{ .000000| -.00000| .00000| .003605] .966667| .000014| .038787

Median 1.195000 | 1.1985471 -.001097 | -.00000| -.07679| .003193} .483333{-001154| 017069
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Residuals
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Apéndice IV

Residuals
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Apéndice IV

c) Linearidad del sistema {cuantificacion de catequina).

STAT. Regression Summary for Dependent Variable: VAR2
MULTIPLE |R=.99754084 R*= 99508773 Adjusted R*= 99494325
REGRESS. |F(1,34)=6887.4 p<.00000 Std.Error of estimate: .01544
N=36 St. Err. St. Err.
BETA of BETA B of B t(34) p-level
Intercpt -.020076 004905 -4.09322 .000248
VARI 997541 .012020 223565 002694 82.99063 .000000
STAT. Analysis of Variance
MULTIPLE
REGRESS.
Effect Sums of Mean
Squares df Square F p-level
Regress. 1.641890 l 1.641890 6887.445 000000
Residual .008105 34 .000238
Total 1.649996
STAT. Current Status of Sweep Matrix
MULTIPLE
REGRESS.
Variable VARI VAR2
VARI -1.00000 997541
VAR2 99754 .004912
STAT. Variables currently in the Equation
MULTIPLE
REGRESS.
Partial Semipart
Beta in Cor. Cor. Tolernce | R-square t(35) p-level
VARI .997541 997541 997541 1.000000 0.00 82.99063 | 0.000000
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Apéndice IV

STAT. Predicted & Residual Values
MULTIPLE Dependent variable: Densidad dptica
REGRESS.
Case No. | Observed | Predictd Standard | Standard | Std.Err. | Mahalns. | Deleted | Cook's
Value Value | Residual | Pred. v. | Residual [ Pred.Val | Distance | Residual | Distance
T 049200 | 046993 | .002207|-1.29026| .14292| .004238|1.664764| .002386| .000900
2| .051100| 046993 | .004107]-1.29026| .26598| .004238| 1.6647641 .004441| 003117
3| 0401001} 046993 |-.006893 | -1.29026 | -.44647; .004238| 1.664764 | -.007455| 008783
4| .052500| 046993 | .005507(-1.29026| .35665| .004238| 1.664764 | 005955 .005604
5| .043700| .046993(-.0032931-1.29026{ -21330| .004238| 1.664764 | -.003562 | .002005
6| .052500| .046993| .005507|-1.29026| .35665| .004238) 1.664764 | .005955 .005604
71 .106900| .114063 | -.007163| -98060| -.46393( .003629; .961568|-.0075821 .006662
8 .116000| .114063 | .001937| -98060| .12546| 0036291 .961568| .002050{ .000487
9| .122100| .114063| .008037| -98060| .52054| .003629| 961568| .008507{ .008387
10] .120300| .114063| .006237| -98060| .40396| .003629| .961568| .006602 | .005051
1] .119900 | .114063 | .005837( -98060| .37805( .003629| .961568] 006178 | .004424
12| .106700| .114063 | -.007363| -98060| -47688( .003629| 961568 -.007794 | .007039
13| .239800; .248202|-.008402| -36127| -.54419( .002741| .130517!-.008675| .004974
14| .252000( .248202| .003798| -361271 24598 .002741] .130517| .003921| .001016
151 .226500| 248202 |-.021702| -36127|-1.40559] 002741 .130517|-.022408| .033182
16{ .248600( 248202 | .000398| -36127| .02577) .002741| .130517| .000411 | .000011
171 .251300( 248202 | .003098| -36127| .200641 .002741| .130517| 003199 000676
18} .231500 | .248202|-.016702 | -36127|-1.08176| .002741| .130517]-017245| 019654
19| .393800 | .382341| .011459( .25805| .74215| .002660| .0665913 .011809 | 008681
20| .390900| .382341 | .008559} .25805| .55432| .002660| .066591] .008820( .004843
21| 356400} .382341|-.025941 25805 [ -1.68015 | 002660 | .066591|-.026735| 044495
221 .396700| 382341 .014359| .25805| .92997| .002660| .066591| .014798 .013632
23| .388600| .3823411 .006259| 25805 .40536| .002660| .066591| .006450 | .002590
24| .365300| .382341(-.017041 25805 -1.10372 | .002660| .066591|-.017563| 019201
25| .527400| 516481 .0109201 87738 | .70723| .003445| .769787| .011491} .013785
26| .4881001{ .516481|-.028381 87738 | -1.83813| .003445] .769787|-.029867| .093122
27| 560100 | 516481 | .043620| .87738| 2.82513| .003445]| .769787| .045904 | .219974
28| .518500] .516481 | .002019| .87738| .13080| .003445 .769787| .002125| .000472
291 537100 516481 .020620| .87738| 1.33547| .003445| 769787} .021700| .049155
30| .528700| .516481| .012219| .87738| .79143| 003445 .769787| .012860| .017263
31| 671000 | .650620( .020380| 1.49670| 1.31998| .004678 (2240107 .022440 096934
32| .619200| .650620(-.031420| 1.49670| -2.03497| .004678|2.240107 | -.034595] 230387
331 .663900| .650620| 013280 1.49670] .86013] .004678|2.240107) .014622| .041160
34| .638500| 650620 -012120] 1.49670| -.78496| .004678|2.240107 | -.013344| 034280
35| .643200| .650620|-.007420| 1.49670| -.48056] .004678|2.240107|-.008170| 012848
361 .634100| 650620 -016520| 1.49670|-1.06994] 004678 |2.240107|-.018189| 063688
Minimum 040100 .046993|-.031420) -1.29026 | -2.03497 | .002660| .066591]-.034595( .000011
Maximum 671000 650620 .043620| 1.49670] 2.82513| .004678 | 2.240107| .045504| 230387
Mean 326450 .326450(-.000000| .00000( -.00000| .003565} .972222|-.000015( .030113
Median 3042001 3152727 .002652| -.05161) .17178| 003537 .865677| .002793| .008534
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Residuals
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Residuals
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Apéndice IV

¢} Linearidad del sistema (cuantificacion de catequina)

STAT. Regression Summary for Dependent Variable: VAR 2
MULTIPLE R=.99962427 R?=.99924868 Adjusted R*=.99922184
REGRESS. F(1,28)=37240. p<.00000 Std.Error of estimate: .02393
N=30 St. Err. St. Err.
BETA of BETA B of B 1(28) p-level
Intercpt 015910 010244 1.5531 131638
VARI 999624 005180 993422 005148 192.9755 000000
STAT. Analysis of Variance
MULTIPLE
REGRESS.
Effect Sums of Mean
Squares df Square F p-level
Regress. 21.31677 1 2131677 37239.53 .000000
Residual 01603 28 00057
Total 21.33280
STAT. Current Status of Sweep Matrix
MULTIPLE
REGRESS.
Variable VARI VAR2
VARI -1.00000 999624
VAR2 99962 000751
STAT. Variables currently in the Equation (linsisca.sta)
MULTIPLE
REGRESS.
Partial Semipart
Beta in Cor. Cor. Tolernce | R-square t(29) p-level
VARI1 .999624 999624 999624 | 1.000000 0.00 192.9755 | .000000
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Apéndice IV

STAT. Predicted & Residual Values
MULTIPLE Dependent variable:  Densidad 6ptica
REGRESS.
Observed | Predictd Standard | Standard | Std.Err, | Mahalns. | Deleted | Cook's
Case No. Value Value | Residual | Pred. v. | Residual | Pred.Val | Distance | Residual | Distance
1| .627000| 611963 015037 -1.39044 .62848 | .007566| 1933333} .016707| .024382
2| 603700 611963 -.008263| -1.39044 | -34538| .007566| 1.933333| -.009181 | .007363
31 612700 611963 .000737| -1.35044 03079 | .00756611.933333| 000819 .000059
41 .607800| 611963 -004163| -1.39044| -17401| 0075661 1.933333| -.004626| 001869
5| .590800| 611963 -021163( -1.39044| -88456| .007566] 1.933333| -.023515| .048299
6| .609500| .611963| -.002463 | -1.39044 | -.10296| .007566(1.933333| -.002737( .000654
711208900 | 1.208017( .000883 | -.69522| .03692| .005350| .483333| .000930] .00003%
8(1.216100 | 1.208017| .008083| -.69522| .33786| .005350| .483333| .008509| .003162
91 1.196000 | 1.208017 [ -.012017 ] -69522| -.50226| .005350| .483333| -.012649| .006938
10 1.176300 | 1.208017 | -.031717 | -.69522| -1.32565| .005350| .483333| -.033386| .048680
11]1.217900| 1.208017 | .009883| -.69522| .41309| .005350( .483333| .010404| .004727
121 1.228500| 1.208017| .020483| -69522| .85614| .005350| .483333| .021561| .020304
13)1.813200 | 1.804070| .009130| -00000| .38160( .004368| .000000| .009445| 002597
14§ 1.793500| 1.804070 | -.010570( -.00000| -44179| 004368 .000000|-.010935( .003481
15} 1.784200| 1.804070 | -.019870| -.00000{ -.83050| .004368! .000000( -.020555} .012302
16| 1.835600| 1.804070| .031530| -.00000| 1.31785| .004368| .000000| .032617| .030976
171 1.828400| 1.804070| .024330( -.00000; 1.01691| .004368| .000000| .025169| .018444
18} 1.771200 | 1.804070 | -.0328701 -.00000] -1.37386| .004368| .000000| -.034004 | .033665
19]2.411300]2.400123 .O0L1E77| .69522 46714 | .005350( .483333| .011765| .006045
20]2.421500] 2.400123 | .021377| .69522 .89347| .005350| 483333 .022502| .022113
21| 2.434100 2.400123 | .033977| .69522| 1.42011| .005350| .483333| .035765| .055864
2212.452000)2.400123 | 051877 .69522| 2.16827| .005350) .483333| .054607| .130232
23| 2.366500 ] 2.400123 | -.033623 69522 -1.40535 | .005350] .483333 ] -.035393( .054709
241 2.406300(2.400123 | .006177| .69522 25817 | .005350| .483333| .006502( .001846
25| 2.98830012.996177| -.007877 1 1.39044| -32922! .007566]1.933333| -.008752| .006690
26 2.974400|2.996177( -.021777{ 1.39044| -910197 007566 1.933333 | -.024196| .051139
271 2.94670012.996177 | -.0494771 1.39044 | -2.06796| .0075661( 1.933333 | -.054974| 263978
28 2.966800 ( 2.996177 | -.029377| 1.39044 | -1.22785| .007566( 1.933333 | -.032641| .093063
291 3.014700| 2996177 | .018523| 1.39044 J7421 ] 007566 1.933333 | .020581 | .037000
30] 3.01820012.996177 | .022023 | 1.39044 920501 .0075661 1.933333| .024470| .052303
Minimum | .590800| .611963| -.0494777 -1.39044 | -2.06796 | .004368 | .000000 | -.054974| .000038
Maximum | 3.018200 | 2.996177| .051877| 1.39044| 2.16827| .007566] 1.933333| .054607| .263978
Mean | 1.804070 | 1.804070| -.000000| -.00000| -.00000| .006040| 966667 -000173| .034766
Median | 1.803350 | 1.804070| .000810] -.00000 03386 .005350| .483333| .000874| .019374
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Apéndice IV

Residuals

Observed Values

Predicted vs. Residual Scores

Dependent variable:  Densidad optica
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Apéndice IV

Observed Values

Expected Normal Value
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