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1. OBJETIVO

El presente trabajo tiene como objetivo, la revisidon de los antecedentes quimicos y
bioldgicos de una planta que es muy utilizada en la actualidad: tepezcohuite (Mimosa
tenuiflora), para identificar su validez farmacologica y establecer un método analitico
para el contrel de calidad. Como resultado del estudio bibliografico y experimental de
¢sta planta se propondra una monografia farmacopeica.




2. INTRODUCCION

En la terapéutica actual se¢ presenta un fenémeno peculiar, que constste en que un
buen namero de personas han decidido retomar la medicina tradicional, lo que se refleja
en ¢l desarrollo del mercado de las plantas medicinales.

La explicacidn del por qué se busca a la medicina tradicional, esta sustentada en la
premisa popularmente aceptada de que los tratamientos basados en productos de origen
natural, presentan pocos efectos secundarios y que éstos son muy acentuados en la
medicina ortodoxa.

Las plantas medicinales en forma de fitomedicinas, constituyen un elevado porcentaje
de las ventas mundiales de medicinas, que s6lo en Europa representa un valor
aproximado de seis mil millones de délares'. Esto coloca a los paises europeos como los
poseedores del mayor desarrolio de fitomedicinas, como consecuencia de que estos
paises han desarrollado tecnologias modernas en torno a estas plantas, basadas en un
amplio conocimiento tradicional y cientifico. Una de las principales finalidades de los
estudios tecnolégicos, es el establecimiento de criterios para el control de calidad de su
produccion.

Esta situacién no tiene paralelo con la que se presenta en México y en otros paises de
Latinoamérica {y en general en paises con menor desarrollo), en los que a pesar del
amplio uso popular de las plantas medicinales, no existen bases farmacoldgicas y
farmacéuticas adecuadas para apoyar su uso formal en el mercado de los medicamentos.

Dentro de los requisitos con que deben cumplir las plantas medicinales de origen
mexicano para poder ser industrializadas en condiciones dptimas, estd el contar con
instrumentos oficiales que funjan como referencia de su eficacia y seguridad, ademas de
aquellos que permitan un control analitico de la calidad de produccidn, generalmente
descritos en las farmacopeas.




3. PARTE TEORICA

3.1 ANTECEDETES

3.1.1 CARACTERISTICAS BOTANICAS DE LAS
CORTEZAS

En lo general, la corteza es la estructura que realiza la funcidén de tejido protector, que
ademas tiene funciones tan definidas como la de impediv la pérdida de agua, el
intercambto de gases y forma la barrera que previene dafios mecanicos, asi como ataques
de insectos y de hongos.
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La corteza es el término de uso comun en arboles para denominar a todos los tejidos
del tronco situados desde el drea cambial hacia fuera, por lo tanto, se pueden encontrar
diferentes tejidos integrando las diversas capas de una corteza. Son cuatro los
componentes principales; floema secundario, tejido de expansidn, tejido de proliferacion
y peridermis.

Se considera floema secundario al tejido completo originado por el cambium vascular
e integrado por un sisiema vertical y uno hornzontal; el sistema vertical posee tubos
cribosos, c€lulas anexas, células parenquimales y fibras; €] sistema horizontal posee
células parenquimdticas organizadas en radios uni o poliseriados.




El tejido de expansion estd integrado por los radios, situados en la parte media del
floema secundario y conservan su propiedad de producir mas tejido y asi compensar la
tension producida en los tejidos exteriores por i crecimiento del cilindro xilema
secundario.

E! tejido de proliferacién se desarrolla por la proliferacion de las células de
parénquima del floema conductor.

La peridermis es el tejido protector secundario que reemplaza a la epidermis y al
cortex de los tallos herbiceos, puede originarse de la epidermis o de los tejidos
subepidérmicos, como el parénquima o el colénquima; esta normalmente constituido por
tres tipos de tejidos: felogeno, felema y felodermis,

Se conoce como lenticela a un poro redondeado o eliptico, de ordinario saliente, de la
corteza de los arboles.

Existe una variacién importante en cuanto a la apariencia externa de la corteza entre
las diferentes especies de arboles, o cual es atribuible al crecimiento y naturaleza de la
peridermis y la estructura del saber, principalmente.




3.1.2 TEPEZCOHUITE

3.1.2.1 Generalidades

Este trabajo se ocupa del tepezcohuite, del ndhuatl tepetl, cerro y cahuitl, arbol
(Mimosa tenuiflora (Will) Poiret) de la familia Leguminosae. Arbusto espinoso que llega
a medir alrededor de 8 metros, que presenta hojas alternas compuestas de 5 a 10 pares de
pinas; presenta flores blancas en espigas que miden de S a 8 centimetros, asi como vainas
oblongas.

El tepezcohuite florece y fructifica por un periodo de ocho meses, a partir de
noviembre, es una especie caducifolia, debido a que no presenta follaje durante los meses
secos del afio, es decir de diciembre a febrero.

La germinacidn de esta especie se da al segundo dia de que se siembran las semillas, a
una temperatura de entre 10° y 30°C.

Los frutos que presenta esta planta son ligeros y de textura papiracea, por la accion
humana se ha dispersado ya sea por la diseminacion intencional o accidental de frutos y
semillas,

Esta especie s¢ regenera con facilidad a partir de tocones o raices; ademis de
propagarse por ¢l desarrollo de brotes a partir de ramas y de raices expuestas y aln
parcialmente quemadas., Se afirma el caracter oportunista y tipicamente secundario de
esta especie, por lo que podria ser aprovechada ecolégicamente para la reforestacion y
regeneracion de dreas perturbadas en zonas calidas y muy calidas, himedas y
subhumedas, con un rango altitudinal no mayor de 1110 m.

Esta especie es un recurso natural y econdmico importante para la regién del sureste
. ;L . R . c e s »
de México, ademas tiene una gran importancia a nivel bioldgico, ya que es una especie
que puede utilizarse en la recuperacion de vegetacion y suelo.




El tepezcohuite se distribuye en Meéxico, Guatemala, Venezuela, Brasil, Colombia,
El Salvador, Panama y Honduras. En México se localiza principalmente en los estados
de Oaxaca y Chiapas, desde el nivel del mar hasta los 1110 m de altitud. En Oaxaca se
encuentra en la region del Istmo de Tehuantepec, y en Chiapas en la parte central y
suroeste del estado.

Se desarrolla principalmente en climas calidos y muy célidos himedos o subhimedos
con lluvias en verano, no obstante, puede presentarse en clima templado subhimedo con
lluvias en verano; ¢rece en suelos diversos.

Se establece en selvas bajas caducifolias y subcaducifolias, bosques perturbados de
pinos y de encinos, matorrales altos y medianos espinosos y subinermes, en ocasiones
llega a formar matorrales casi puros. Se encuentra a la orilla de caminos, en terrenos de
cultivos de descanso y en terrenos abandonados, asi como en potreros. En los terrenos de
cultivo y en los matorrates, su distribucion es uniforme y en los potreros, bosques de
ping, pino encino y selvas bajas, su distribucion es agregada.

Muchas especies del género, entre ellas la tenuiflora, son favorecidas por las
caracteristicas adversas, es asi que crecen a la orilla de los caminos y veredas, de igual
manera que en las dreas taladas o quemadas.

Segin Jacques Dupoy’, la corteza de Mimosa tenuiflora, conocida como
Tepescohuite, ha sido utilizada desde el México prehispanico, por los mayas de sureste
del pais, también hace referencia a que Francisco Hernandez en su libro titulado: Historia




de las plantas de 1a Nueva Espaiia, hace mencion de esta planta durante el siglo XVII, en
este libro aparece bajo el nombre de Tetlatihizth en lengua Nahuatl (con las reservas de
que sc trate de la misma especie), fue muy conocida en el valle de México por los
aztecas. Los nativos del valle de Cintalapa, Chiapas y de otras regiones, utilizaron la
corteza de los arboles adultos molida y asada sobre las quemaduras. Actualmente se
emplea la corteza de tepescohuite de esa misma manera rudimentaria, ya que ésto permite
una adecuada aplicacion de las propiedades de esta planta.

Esta planta fue descrita por primera vez en 1806, por Willdenow, como Acacia
tenuiflora  de Venezuela; posteriormente Pioret hizo la transferencia de esta especie al
género Mimosa en 1810, En la actualidad una de sus denominaciones comunes es “arbol
de la piel”, refiriéndose a las propiedades medicinales que se le atribuyen, tales como la

curacion de heridas y quemaduras en la piel. El nombre actuaimente aceptado es Mimosa
tenuiflora (Will) Poiret.

La corteza de esta planta fue usada para aliviar a personas que sufrieron quemaduras
en Ja explosion de gas natural en San Juan Ixhuatepec en 1984 y en el sismo de la ciudad
de México en 1985. Segin R. Anton’, los resultados de estos tratamientos fueron
observados por un gran numero de periodistas y cientificos a lo largo del mundo y
consisten en  un efecto analgésico que se presenta ¢n un periodo de 2 a 3 horas y una
completa reconstitucion de la epidermis en unas pocas semanas. Segun el mismo autor, la
proporciéon de muertes provocadas por quemaduras severas fue sigrificativamente
reducida por el uso de corteza pulverizada de este arbol.

Yulin Jiang® en una publicacion, hace mencién de que la corteza pulverizada de
tepezcohuite es clinicamente recomendada en tejidos quemados por las propiedades
mostradas para la regeneracion y cicatrizacion de la piel.

Esta especie es un recurso natural importante a nivel regional en México, por su uso
medicinal; por otro lado, es utilizado también para la recuperacién de suelos y de
vegetacion. Es también una fuente de madera para construccién y combustible.”




3.1.2.2 Caracteristicas quimicas

El uso de la corteza de esta planta ha atraido la atencion de un ndmero importante de
cientificos para su estudio quimico, por lo que se han desarrollado una sene de
investigaciones, para determinar cuales son los compuestos quimicos a los que se les
pueden atribuir las propiedades medicinales de esta planta.

Dichas investigaciones muestran que la corteza del tepezcohuile contiene tres
saponinas triterpénicas, tres sapominas esteroidales, dos metoxichalconas, una
indolalquilamina, asi como taninos.

a) SAPONINAS TRITERPENICAS

Son tres las saponinas triterpénicas que han sido identificadas en la corteza del
tepezcohuite: mimésidos A, B y C; estos compuestos fueron extraidos de la corteza seca
y pulverizada de Mimosa tenuiflora, mediante una extraccion metandlica. Al extracto
metandlico se le realizé una particion entre n-butanol y agua conteniendo 1% de
hidroxido de sodio. Ei extracto butandlice fue cromatografiado en Sefadex LH20,
“Lichroprep RP-8” y columnas de gel de silice, respectivamente para obtener los
mimosidos A, By C.

1) Mimésido A







b) SAPONINAS ESTEROIDALES

Son tres las saponinas esteroidales que han sido identificadas en la corteza del
tepezcohuite, estos compuestos fueron extraidos de la cortecza seca v pulverizada de
Mimosa tenuiflora, mediante una extraccion con acetato de etilo. El extracto de acetato de
etilo fue sujeto a una columna de poliamida y la fraccion que contenia las saponinas, fue
separada mediante una columna de gel de silice obteniendo la mezcla de 3-O-B-D-
glucopiranosil  campesterol,  3-O-B-D-glucopiranosil  estigmasterol y = 3-O-B-D-
glucopiranosi} f-sitosterol.  La elucidacion de las estructuras quimicas fue hecha
mediante métodos quimicos, tales como hidrolisis acida, hidrolisis basica; y técnicas
espectroscopicas, tales como espectroscopia de masas, resonancia magnética nuclear
proténica y de carbono 13; el peso molecular de las saponinas fuc establecido mediante
espectroscopia de masas. *
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1} 3-O-B-D-gluccpiranosil i-sitosterol

¢) METOXICHALCONAS
Dos metoxichalconas, Kukulcanina A (2’ 4'-dihidroxi-3',4-dimetoxichalcona) y
Kukulcanina B (2’ 4’ 4-trihidroxi-3"-metoxichalcona), fueron aislados empleando técnicas

cromatogrificas, a partir de extractos de pequeiias ramas secas y molidas de Mimosa
tenuiflora.
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1) Kukulcanina A (2',4'-dihidroxi-3’,4-dimetoxichalcona}
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2} Kukulcanina B (2',4',4-trihidroxi-3'-metexichalcona)




d) INDOLALOUILAMINAS

A partir de la corteza seca y pulverizada fueron obtenidas cinco indolalquilaminas,
empleando diferentes técnicas de cromatografia en concentraciones aproximadas de
0.03% de NN-dimetittriptamina, 0.001% de bufotenina y trazas de 5-metoxitriptamina,
N-metiltriptamina y 5-metoxi-N N-dimetiltriptamina. En el género Mimosa han sido
identificados, la triptamina y N-metiltriptamina en los tallos de Minmosa somnians, y N-
N-dimetillrisplamina en las raices de Mimosa hostilis y en la corteza de Mimosa
verrucosa.'

N
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N, N-dimetiltriptamina

e) TANINOS

En la corteza del tepezcohuite han sido identificados taninos, compuestos complejos
que, usualmente se encuentran como mezclas de polifenoles, las cuales son muy dificiles
de separar y cristalizar. Estos compuestos se oxidan fiacilmente y se polimerizan en

solucion, y si ésto pasa, es mucho mayor su efecto astringente y aumenta su valor
terapéutico.

B OTROS COMPPUESTOS

Jacques Dupoy,’ a quien se debe el aislamiento del presunto principio activo de la
corteza del tepezcohuite; obtuve un polvo inodoro de color café rojizo, de sabor amargo.
El proceso de extraccion se inicia con la puiverizacién de la corteza que después se extrae
coen cloroformo, manteniendo una temperatura entre 50° y 70° C con el proposito de
climinar los alcaleides y otros compuestos, posteriormente se realiza una extraccion
sucesiva ahora con etanol, manteniendo una temperatura entre 60° y 80° C; ¢l extracto
etandlico sc concentra hasta eliminar por completo e} disolvente, después se coloca a
reflujo en agua, a una temperatura entre 50° y 100° C, de esta manera se precipita el
compuesto activo y es posible separarlo del disolvente. Para la identificacion de este
compuesto se realizé espectroscopia ultrarvioleta, infrarroja y resonancia magnética
nuclear protonica y de carbono 13; sin embargo, no se propone ninguna estructura
quimica, s6lo se da el analisis estructural el cual mostré un contenido en carbono de 54-
57%, en hidrégeno de 4.5-5.4% y en oxigeno de 37.5%.




3.1.2.3 Actividad biolégica

Estudios farmacologicos de los extractos acuosos y etanolicos preparados con la
corteza seca y pulverizada, mostraron in vitro una inhibicion en el cremmlento de ciertos
mMicroorganismos gram-positivos, gram-negativos, levaduras y dermatofitos.

Una evaluacion experimental in vitro con el extracto de acetato de etilo, cuyo
contenido en taninos y flavonoides es elevado, mostréd actividad antimicrobiana. El
extracto butandlico, rico en alcaloides, mostré una medificacion importante en la
excitabilidad de musculatura lisa. Los extractos butanéhcos ¥ metandlicos, cuyo
contenido en saponinas es importante tienen actividad hemotitica.”

Una evaluacion experimental in vitro con el extracto de acetato de etilo y con el
extracto butanélico, produjo una inhibicion en el crecimiento celular, que fue dependiente
de 1a linea celular en estudio.'*

La valoracion de la actividad biologica de una fraccion rica en alcaloides, dié como
resultade una inhibicién del reflejo peristiltico, al ser aplicada directamente en la camara
de incubacién. La intensidad del efecto, fue dependiente de la dosis, observandose el
abatimiento de la respuesta a una concentracién en la cimara de 40 pg/m!. El mismo
efecto inhibitorio del peristaltismo se observé al prefundir intraluminalmente este
producto durante periodos de 15 minutos, en disoluciones que contenian entre 100 y 300

pg/mi.”

Las saponinas triterpénicas, mimosidos A, B y C, no exhibieron ninguna actividad
citotoxica, ni de proliferacidon sobre células de linfoma; sin embargo, presentan un efecto
mitogénico sobre linfocitos normales de murino, ademas muestran propiedades
citotropicas sobre fibroblastos de ratén (LMTK) y sobre fibroblastos humanos.?

Es posible considerar al tepezcohuite como un moderado mutagénico en ala de
Droséfila, mediante ia prueba de mancha.'®

Se realizd una evaluacion de los efectos cicatnzante y antimicrobiane del polvo
esténi de la corteza de tepescohuite, comparandolo con el ungiento de mucopirocin al
2%, empleando como blanco solucidn sakina al 0.9%. Este ensavo fue realizado en
congjos que presentaban quemaduras quimicas inducidas, con control clinico,
histopatolégico bacteriologico y micolégico. No se encontrd diferencia estadisticamente
significativa entre los efectos cicatrizante, antibacteriano y antimicético, en los dos
tratamientos.

Los taninos son sustancias capaces de convertir la piel de animal en cuero, mediante
el ligamiento de proteinas para formar sustancias insolubles en agua. las cuales resisten a
la accion proteolitica de enzimas. El proceso, en donde se aplica et darle vida al tejido, se
conoce como accion astringente y €s la razon por la cual se aplican los taninos en la
terapéutica’®




En la corteza del tepezcohuite fue localizado un compuesto que estimula ¢l sistema
nervioso central, N N-dimetiltriptamina "*

La corteza de Mimosa tenuiflora contiene un compuesto que, segun Jacques Dupoy,
posee propiedades regenerativas, por lo que segun este autor, esta corteza es adecuada
para el tratamiento de quemaduras, heridas, rozaduras, \lceras, venmas varicosas,
raspaduras y llagas; sin embargo, como ya se menciond no se propone ninguna estructura
quimica como responsable de estos procesos’.

14




3.1.2.4 Propiedades atribuidas popularmente

Actualmente se le adjudican al tepezcohuite una serie de propiedades medicinales, en
padecimientos tales como: quemaduras, heridas, furinculos, espinillas, manchas, caspa,
caida de cabello, yagas y filceras en la piel. A continuacién se hace mencion de algunas
de las indicaciones que pueden e¢ncontrarse en productos del mercado informal. Debe
hacerse notar que este tipo de indicaciones no estan legalmente permitidas ya que no se
refieren a sintomas sino a enfermedades definidas y no tienen mingin estudio cientifico
que las avale:

- Las capsulas de tepezcohuite fortalecen y protegen la mucosa gastica, por lo que se
recomiendan en dlceras gastncas , colitis y gastrtis.

- El shampoo de tepezcohuite elimna todo tipo de infecciones, regenerando y fortaleciendo et
quero cabelludo; evita la caida del cabello y estimula su crecimiento, evitando la resequedad.
uso diario de este producta previene [a aparicion de caspa y seborrea, ademés de dar al cabello
una apariencia britlante, sedosa, con vitalidad y muy manejable.

- El polvo de tepezcohuite es un regenerador celular natural, la sustancia activa de esta corteza
regenera la epidermis, restableciendo los tejidos dafiados, estimula las céiulas acelerando el
proceso de curacién espontdnea; tiene accion analgésica inmediata y cicatrizante a mediano
plazo. Este producte es un eficaz antibidtico natural que no permite el desarrollo de
microorganismos en la piel. (il en et tratamiento de quemaduras de primero y sequndo grado,
cortadas, raspaduras, Ulceras varicosas, infecciones, llagas y furinculos.

- la crema de tepezcohuite con coligenc es excelente para solucionar problemas de arrugas
prematuras, lineas de expresidn, cutis marchito, deshidratacidn extrema y sobre todo para cutis
dspero y agrietado. Activa la regeneracién de nuevas células, rejuveneciendo la piel maltratada,
eiiminando las amugas. Hidrata, suaviza y embellece el cutis, proporciondndole elasticidad y
lozania. El tepezcohuite combinado con el colageno protege a 1a pief de ta contaminacion, rayos
solares y de acciones dimaticas.

- la pomada de tepezcohuite estd recomendada para e tratamiento de quemaduras y heridas
leves, ulceraciones, hemorroides, granos, llagas ¥ hongos en la piel. (il en ¢ tratamiento de
estrias y celulitis. Es efectivo en rozaduras e infecciones en 1a piel de los ninos. Disminuye las
lineas de las cicatrices. Quita las manchas y quemaduras provocadas por el sol. Auxiliar efectivo
en el caso de acné, salpullido y rozaduras en bebés.

- El 1abon de tepezcohuite es dtil en el tratamiento de la piel, por lo que puede usarse como jabén
de tocador y para desinfectar heridas, quemaduras leves, barros, espinillas, infecciones de la piel
y evita la calda del cabello, caspa y seberrea.




4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1 MATERIAL Y METODOS

4.1.1 MATERIAL VEGETAL

Se utilizaron cuatro muestras identificadas como 1, 2 3 y 4, proporcionadas por
Laboraterios Mixim, las cuales fueron recolectadas en el estado de Chiapas. Las tres
primeras corresponden a muestras obtenidas por los productores de Chiapas y el namero
cotresponde al orden en que fueron recibidas, mientras que la cuarta fue obtenida de
un productor independiente (sr. RR), Se trabajo con una quinta muestra, la cual fue
proporcionada e identificada por el Dr. Robert Bye {Director del Instituto de Biologia,
UNAM), dicha muestra tiene su origen en Jiquipilas , estado de Chiapas, y pertencce al
herbario de Labeoratorios Mixim. Debido a que esta ditima muestra fue muy pequefia,
solo se empled como referencia para las observaciones macroscopicas, y para la
descripcion de las caracteristicas microscopicas.
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4.1.2 MUESTREO’

A partir del matena! vegetal a analizar, se toma una muestra representativa,
considerando la siguiente tabla:

_TAMANO DEL LOTE_

‘ 7a8 umdades ‘ 3 umdades ‘
! 9 a 15 unidades F 5 unidades
16 a 35 umdades 8 unidades
26 a 50 unidades TE unidad854i
51 a 90 unidades _ 20 unidades
91a 150 unidades 32 unidades |
151 a 280 unidades ' 50 unidades '
I 281 a 500 unidades 80 unidades

501 a 1200 umdades : 125 umdades

La primera muestra se reduce de tamafio, moliéndola.

Posteriormente se¢ hace una reduccion de volumen por cuarteo, colocando toda la
muestra sobre una superficie lisa y limpia, formando un rectangulo.

Se realiza una divisién en cuatro partes iguales, tomando dos de las partes que se
encuentran opuestas v mezclandolas entre si, se eliminan las dos partes restantes; se
repite a operacién lantas veces como sea necesario hasta obtener una cantidad adecuada
para los analisis correspondientes.




4.1.3 DESCRIPCION

4.1.3.1 Descripeién macroscopica

La descripcion macroscopica toma en consideracion basicamente el tamaiio, color,
caracteristicas superficiales y olor.

En cuanto al tamafio de esta corteza solo se considera el espesor da la misma, v éste
se determina con ayuda de una regla graduada en milimetros.

La descripcion del color se hace sin ningin tratamiento de la muestra, Omicamente se
realiza la observacion bajo la luz del dia.

De las caracteristicas superficiales, se consideran la fractura y textura , para lo cual se
examina la muestra sin ningln fratamiento, se determina su dureza, y se dobla y se rompe
para observar como es fa apariencia de su fractura, en cuanto a la textura hay que
determinar si es fibrosa, lisa, rugosa, granular, etc.

El olor se determina directamente en la corteza y se define si es aromdtico, frutal,
herbaceo, dulce, rancio o si tiene una nota a humedad, por mencienar algunos ejemplos.

Sin embargo, también es posible relacionarlo con olores de sustancias bien definidas
como el mentol o el eugenol.




4.1.3.2 Descripcién microscopica
4.1.3.2.1 DISOCIADOS

La técnica de disociacion permite observar los elementos celulares de manera aislada.

Matenial:

a} portaohjetos

b) cubreobjetos

¢) gotero

d) agujas de diseccion
¢) lampara

f) cajaPetn

g} microscopio Opiico

Reactivos:

a} solucion Jeffrey (mezcla 1:1 de acido cromico al 10% y acido nitrico al 10%)
b) gelatina glicerinada

Procedimiento:
Preparar una muestra de corteza de aproximadamente 1.5cm X 0.5cm.

Se sumerge la muestra en solucion de Jeffrey por un periodo de 8 dias, al cabo de
este tiempo, se cambia la solucion, y se mantiene la muestra en la solucion por dos dias
mas.

Retirar la muestra de la solucion Jeffrey y enjuagar con agua destilada.

Colocar la muestra en una caja Petri que contiene agua destilada, y ayudandose con
las agujas de diseccion disgregar la muestra hasta obtener fracciones adecuadamente
pequefias.

Colocar una gota de gelatina glicerinada sobre un portaobjetos, inmediatamente
después, poner las fracciones de la muestra obtenidas en el paso anterior y cubrirlas con
el cubrecobjetos.

Permitir que las muestras se sequen completamente , dejandolas a temperatura
ambiente durante 8 dias.

Una vez que las preparaciones se encuentran completamente secas, colocar sobre el
contorno del cubre objetos una capa de bamniz, dejar secar a temperatura ambiente
durante 2 horas y observar al microscopio.




4.1.3.2.2 PREPARACIONES SEMIPERMANENTIES

Material:

a)
b)
c)
d)
€)
f)
g)

caja Petri

estufa

mechero

pinzas de diseccion
agujas de diseccion
moldes de madera
parrilla

Reactivos:

a)
b)
c)
d)
e)
f)
g)
h)
i)
i),
k)
1)

parafina solida

solucion GAA (glicerol/aguafalcohot 1:1:1)
agua destilada

solucidn TBA (terbutanol/alcohol) al 10, 30, 50, 60, 70, 85,95 y 100%
xilol — etanol (1:1)

etanol absoluto

etanol 95°

etanol 70°

etanol 30°

agua destilada

safranina

verde rdpido

m) aceite de clavo

Procedimiento:

Preparar una muestra adecuada de la corteza de aproximadamente 1.5cm X 0.5cm.

- Ablandamiento:

La muestra se deja sumergida en una solucion GAA durante un periedo de 10 dias,
con la finalidad de obtener el tejido ablandado e integro.

- Deshidrataciéon:

Una vez que se tiene la muestra ablandada, se lava con agua y se coloca en soluciones
de TBA al 10, 30, 50, 60, 70, 85, 95 y 100% durante un periodo de 48 horas en cada una,
en esta altima solucidn se coloca por dos periodos mas de 48 horas cada uno.
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- Inclusion de la muestra en parafina:

Una vez que la muestra se encuentra en la solucion TBA al 100% (ditimo cambio),
adicionar una pequefia cantidad de parafina solida, después colocar la muestra en la
estufa a una temperatura de 68°-70°C; cada hora, hacer una nueva adicién, hasta
completar un volumen total de parafina sélida jgual al volumen inicial que se tenia con la
solucién de TBA al 100%.

Realizar un cambio de la mezcla de TBA-parafina a parafina liquda (a2 una
tempratura de 68°-70 °C). Mantener la muestra en parafina por un periodo de 24 h, a la
temperatura ya mencionada.

Sobre una parrilia, colocar un recipiente conteniendo parafina liquida, en la misma
parrilla colocar el frasco que, contiene la muestra sumergida en parafina, procurando
mantener la temperatura de 68°-70°C,

Sobre los moldes de madera verter parafina liquida y adicionar las muestras.

Etiquetar y mantener a temperatura ambiente por un periodo de 15 minutos .

Colocar en refrigeracion a una temperatura entre 0 y —5°C, durante 30 minutos.

Retirar ¢l molde del bloque de parafina y dejar ¢l bloque en refrigeracion por 24 h,

Eliminar e exceso de parafina y adherir ¢l bloque de parafina a una base de madera.

Dejar el bloque adherido a la madera por dos horas en refrigeracion.

- Corte en microtomg:

Sujetar la muestra incluida en parafina por la parte de la base de maderz, empleando
la navaja del namero 7 proceder a realizar los cortes en forma transversal.

- Fijacion de las muestras:
Una vez que se tienen los cortes, se colocan en un recipiente con agua a una
temperatura aproximada de 60°C, la cual contiene una pequefia cantidad de grenetina,

Sacar los cortes del apua, colocarlos sobre un portaobjetos, y dejar secar a
temperatura ambiente durante 24 h.
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- Rehidratacién:

Colocar las muestras durante 15 minutos en 1a estufa (56°-60°C).

Sumergir durante 5 minutos en xilol, posteriormente realizar un cambio de xilol, ¥
dejar por otros 5 minutos la muestra en este reactivo.

Pasar las muestras por la siguiente seric de mezclas de disolventes, dejandolas
sumergidas durante 10 minutos en cada una:

a) xilol - etanol (1:1)

b) etanol absoluto

c) etanol 95°

d) etanol 70°

¢) etanol 30°

f) agua destilada
- Tincion:

Las muestras se tifien con safranina durante un periodo de 15 minutos.

Se lava el exceso de colorante con agua destilada.

Las muestras-se deshidratan con aicoholes de 30°, 50°, 70°, 95° y absoluto. Se realiza
con cada uno un solo cambio de 1 minuto.

Se tifien las muestras con verde rapido durante un periodo de 15 minutos.
El excese de colorante se lava con alcohol absoluto.

Con aceite de clavo y por un periode de 5 minutos se aclaran las muestras.
Se realizan tres cambios de xilol en periodos de 1 minuto cada uno.

Las muestras se dejan secar durante 24 horas. Transcurrido este tiempo se limpian y
se rotulan.
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4.1.4 ENSAYOS DE IDENTIDAD

4.1.4.1 Cromatografia en capa fina
41400 PROCEDIMIENTO |
Material:

a) matraz de bola de 250 mi

b) refrigerante recto

c) agitador magnético

d) parnlla eléctrica con agitacion

e) soporte universal

f) pinza de tres dedos con nuez

g) bafio Maria ‘

h) rotovaporador

1) placa para cromatografia en capa fina, gel de silice 60, Scm x 2cm
j} camara de elucion

k) aspesor

B microjeringa

m) papel filtro (para filtracion rapida)
n} embudo tallo largo

0) espatula metalica

Reactivos:

a} 25 mi cloroformo R.A.
b} medio de elucién A; (CHCL;/ MeOH 9:1})
¢) agente revelador A: (acido sulfiirico al 5% en etanol)

Matenial bioldgico:
a) 1 g de la corteza seca y pulverizada

Procedimiento;

Colocar | gramo del material vegetal en un matraz de bola, adiciorar 20 ml de
cloroformo y colocarlo a reflyjo con agitacién, controlando el calentamiento por medio
del bafio Maria, durante un periodo de 30 minutos.

Inmediatamente después, filtrar la mezcla y concentrar hasta obtener un volumen de
5 ml. Del concentrado tomar 5 pL y aplicar en banda sobre la placa cromatografica; eluir
la placa cromatografica con el medio de elucion A, permitir que se evapore por completo
el medio de elucién; revelar por aspersién del agente revelador A. Posteriormente
realizar un calentamiento sobre la parriila, iniciar con una baja temperatura e ir
aumentando gradualmente hasta obtener las bandas en la placa.
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4.1.4.1.2 PROCEMIENTO 2

Matenal;

a) matraz de bola de 250 m!

b) refrigerante recto

¢) agitador magnético

d) parritla eléctrica con agitacion
€) soporte universal

1) pinzas de tres dedos con nuez
g) bafio Maria

h) rotaevaporador

i} placa para cromatografia en capo fina, gel de silice 60, Scm x 2 cm
j)  camara de elucion

k} aspersor

i) microjeringa

m) papel filtro (filtracién rapida)
n) embudo tallo largo

0) embudo de separacion

p) espatula metalica

Reactivos:

a) EtOHal 9%0%

b) medio elucién B: (n-butanol/ac acético/agua 50:10:40)

¢) agente revelador B: (anjsaldehido/ac acético/metanol/ac sulfurico 0.5:10:85:5)
d) butanol R A,

€) agua destilada

Matenial biolégico;
2 g de la corteza seca y pulverizada

Procedimiento:

Colocar 2 g del material vegetal en el matraz de bola, adicionar 20 ml de etanol
sometiendo la mezcla a reflujo con agitacion constante, controlando ¢l calentamiento por
medio del bafio Maria, durante un periodo de 30 minutos. Filtrar la mezcla a través del
papei filtro, Evaporar el filtrado hasta obtener un volumen de 5ml, aplicar 5 pl de esta
disolucion en la placa cromatografica,. eluir a placa cromatografica con el medio de
elucion B, permitir que se evapore por completo el medio de elucion y revelarla por
aspersion del agente revelador B. Posteriormente realizar un calentamiento sobre la

pamilia, iniciar con una baja temperatura e ir aumentando gradualmente hasta obtener las
bandas en la placa.
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4.1.4.2 Espectroscopia en ultravioleta-visible
4.1.4.2.1 PROCEDIMIENTO |
Material:

a) balanza

b) matraz de bola

¢} probeta

d) refrigerante

¢} agitador magnético

f) parrilla con agitacion

g) embudo de tallo largo

h) matraz erlenmeyer

i) papel filtro Whatman'del no. 4
§) espectrofotdmetro uv-vis
k) celdas de cuarzo

i) baiio Maria

Material biolégico:

I gramo de la corteza seca y pulveriza
Reactivos:

etanol al 96%
Procedimiento:

Colocar | gramo del material vegetal en un matraz de bola, adicionar 20 ml de etanol
y colocarlo a reflujo con agitacion, controlando el calentamiento por medio del bafio
Maria, durante un periodo de 30 minutos. Filtrar la mezcla y concentrar hasta obtener un

volumen de 10 m!; determinar la espectroscopia uv-vis (190nm-800nm), usando etano}
como blanco de referencia.
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L1422 PROCEDIMIENTO 2
Matenal:

a) balanza

b) matraz de bola

c) probeta

d) refrigerante

¢) agitador magnético

f) pammilla con agitacion

£) embudo de tallo largo
h) matraz erlenmeyer

i) papel filtro Whatman del no. 4
1) espectrofotémrtro uv-vis
k) celdas de cuarzo

1) bafio Mana

Reactivos:
cloroformo R.A.
Material biologico:
1 gramo de la corleza seca y pulveriza

Procedimiento:

Colocar 1 gramo del material vegetal en un matraz de bola, adicionar 20 ml de
cloroforme y colocarlo a reflujo con agitacion, controlando el calentamiento por medio
de! bafio Maria, durante un periodo de 30 minutos. . Filtrar la mezcla y concentrar hasta
obtener un volumen de 10 mi; determinar la espectroscopia uv-vis (190nm-800nm),
usando cloroformo como bianco de referencia.
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4.1.5 ENSAYOS

7

4.1.5.1 Pérdida al secado

Material:

a) capsula de vidrio

b} estufa

¢) balanza analitica

d) desecador

€) espatula metilica
Material biologico:

1 gramo de material vegetal (pulverizado)
Procedimiento:

Colocar la capsula vacia en la estufa por un periodo aproximado de 2 horas a 105°C
(£5°C) y posteriomente introducir en el desecador hasta alcanzar la temperatura
ambiente. Pesar la capsula vacia con exactitud.

Pesar con exactitud una muestra de aproximadamente | gramo en la cépsula,

Colocar la capsula en la estufa por un periodo de 3 horas a una temperatura de 105°C
(x5° C).

Enfriar la muestra en el desecador hasta alcanzar la temperatura ambiente, y registrar
¢l peso final.

La determinacion se realizé por quintuplicado para cada muestra.
Calculos:
[(C2 - C) 1 (Cy - C))] X 100 = % Pérdida al secado

En donde C, = peso de la cépsula vacia, C; = peso de la capsula con muestra y C3 = peso final de
ta capsula con la muestra, después del secado.
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4.1.5.2 Cenizas totales’

Matenal:

a) crisol

b) desecador

¢) balanza analitica
d) mufla

e) parrilla eléctrica
f) agitador de vidrie
g) espatula metdlica

Material bioldgico:
1 gramo de material vegetal pulverizado y seco.
Procedimiento:
Colocar un crisol colocandolo en la mufla a 600°C(+5°C) durante 30 minutos,
posteriormente dejarlo enfriar en desecador hasta alcanzar la temperatura ambiente. Pesar

el crisol.

Pesar con exactitud una cantidad de aproximadamente | gramo de la muestra seca v
pulverizada.

En campana extractora, con ayuda de la parrilla eléctrica preincinerar la muestra
(tener mucho cuidado de no perder material a lo largo del proceso}.

Proceder a realizar la incineracién de la muestra a una temperatura de
600°C(x5°C), considerando como pusnto final, cuando el residuo se encuentre libre de
carbon, es decir hasta obtener cenizas blancas o casi blancas.

Transferir el ¢crisol a un desecador, hasta alcanzar la temperatura ambiente. Obtener el
peso de las cenizas.

La determinacton se realizd por quintuplicado para cada muestra.

Calculos:
[(C3— Cy ) 1{(Ca — Cy)] X 100 = % cenizas totales

En donde C, = peso del crisol vacio, C; = peso del crisol con la muestra y C; = peso del crisol
después del tratamiento de la muestra.
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4.1.5.3 Cenizas insolubles en acido’
Matenal:

a) crisol

b} vidrio de reloj

¢} paritla eléctrica

d) papel filtro libre de cenizas
. €) papel pH

f) mufla

g} embudo de tallo largo

Reactivos:

a) 25 ml. HCI 3N
b) agua destilada

Material bioldgico:

Residuos de 1a prueba de cenizas totales

Procedimiento:
Partir del residuo obtenido en la prueba de cenizas totales.

Adicionar 25 mL de HCI 3N al residuo obtenido en la prueba de cenizas totales
contenido en el crisol, cubrirlo con un vidrio de relo) y reatizar un calentamiento a
ebullicidn suave durante 5 minutos.

Realizar la filtracion a través de un papel filtro libre de cenizas.

Se efectitan varios lavados al residuo hasta conseguir que el filtrado sea neutro al
papel pH.

Colocar el papel filtro que contiene el residuo en el crisol.

En campana extractora, incinerar el papel filtro con ayuda de la parrilla cuidando de
que no se inflame, posteriormente introducir el crisol a la mufla a una temperatura de
600°C(x5°C) por aproximadamente 2 horas, hasta conseguir peso constanie. Por ultimo
determinar el peso final.

La determinacién se realizé por quintuplicado para cada muestra.

Calculos:
[(C3 ~Ct )/ {Cz - Ci)] X 100 =% Cenizas insolubles en acido

En donde C, = peso del crisol vacio, C, = pese crisol con muestra y C; = peso del
crisol después del tratamiento

Nota: En el caso de emplear papel filtro que contenga cenizas realizar la cormeccion
correspondiente.

29




4.1.6 VALORACION DE PRINCIPIOS ACTIVOS
4.1.6.1 Cuantificacién de taninos’

4.1.6.1.1 CURVA PATRON
Matenal:

a) matraces aforados de 100 mi.
b) bureta de 25 mi

c) pipetade S ml

d) pipeta de 10 ml

¢) espectrofotometro

f) celdas de cuarzo

Reactivos:

a) reactivo de Folin-Denis: A 750 m] de agua destilada, adicionar 100 g de tungstato
de sodio dihidratado, 20 g de 4cido fosfomolibdico y 50 ml de acido fosférico, colocar en
un sistema de reflujo por un periodo de 2 horas, enfiiar y aforar a 1000 ml.

b} solucién saturada de carbonato de sodio: Solucion al 35% (m/v) de carbonato de
sodio anhidro; esta solucién debe permanecer protegida de la luz, en caso de que se
precipite, filtrar.

¢) solucién estandar de acido tanico: Disolver 100 mg de acido tanico en 1000 mi de
agua destilada, sé debera preparar el mismo dia que va a ser utilizada.

Procedimiento:

Transferir con ayuda de una bureta, alicuotas de 0 ml, 1.0 ml, 2.0 ml, 3.0 ml, 4.0 ml,
50ml,60ml 7.0ml,9.0mly10.0mldela solucién estandar de acido tinico a matraces
volumétricos de 100 mi, que contengan 75 ml de agua destilada. Afiadir 5 ml del reactivo
de Folin-Denis, después 10 ml de la solucién saturada de carbonato de sodio, diluir a 100
m! con agua. Mezclar y determinar la absorbancia a 760 nm después de 30 minutos,
(durante ¢! periodo de 30 minutos protéjase la reaccion de la luz).

Trazar la gréfica y calcular ry r,
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4.1.5.1.2 APLICACION DE A TECNICA EN EIL MATERIAL VEGETAL
Material:

a) matraz aforado de 100 m!
b} matraz aforado de 250 ml
c) pipeta volumétrica de tml
d) pipeta de 5ml

e) pipeta de 10ml

f} parnila eléctrica

g} agitador magnético

h) balanza analitica

1)  espectrofotémetro

1} celdas de 1 em de cuarzo

Reactivos:

a) solucidn saturada de carbonato de sodio
b) reactivo de de Folin-Denis
¢) agua destilada

Material bioldgico:
0.75 g de material vegetai molido

Procedimiento;

Colocar aproximadamente 0.75 g del material vegetal molido pesado con exactitud en
¢l matraz de bola, adicionar 150 m! de agua destilada, calentar a reflyjo por 30 minutos.

Decantar la mezcla anterior, recuperar el liquido, transfiriéndoio a un matraz
volumétrico de 250 ml, lavar e! residuo con agua destilada , reuniendo los lavados en el
matraz volumétrico. Aforar a 250 m] con agua. Filtrar ¢l liquido obtenido, eliminando los
primeros 50 mi,

Del filtrado obtenido, transferir 1.0 ml a un matraz volumétrico de 100 ml, que
contenga 75 mi de agua destilada, afiadir 5 ml de! reactivo de Folin-Denis, después 10 ml
de la solucion saturada de carbonato de sodio y aforar con agua. Mezclar y determinar fa
absorbancia después de 30 minutos a 760 nm {durante el periodo de 30 minutos proteger
la reaccion de la luz).

Calculos:
% Taninos ={x_} {250mL} (1g ) (100) [100/{ 100-h}}
( 1mL) {1000mg) (z)

x = concentracion extrapolada de la curva patrdn mg/ml; z = peso de la muestra expresado
en g ; h = pérdida por secado
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4.1.7 EXTRACCION Y SEPARACION DE COMPONENTES
QUIMICOS

Material

a) equipo Soxhlet

b) pape! filtro

¢) embudo de tallo largo

d) columna cromatografica

¢) placas para cromatografia en capa fina de gel de silice
f} placas cromatografica preparativa, gel de silice

Reactivos

a) cloroformo R.A.
b} metanol R.A.
¢) agua destilada
d} gel desilice

4.1.7.1 Extraccion

Se colocaron 20.0 g de la corteza molida en un equipo Soxhlet durante un periodo de
cuatro horas, empleando como disolvente 150 mi de cloroformo.

Transcurrido este lapse de tiempo, se separd el material extraido del disolvente, por
fittracion, el material vegetal se seco, hasta eliminar completamente el disolvente,

El material seco se extrajo de nuevo en el equipo Soxhlet en forma exhaustiva con
300 m! de metanol. Con este disolvente, se observd una mayor extraccion. La extraccion
con metanol se prolongd por dieciseis horas. Tanto el extracto cloroférmico como el
extracto metandlico se concentraron hasta eliminar por completo el disolvente,
recuperando ambos disoiventes. Se continud trabajando sélo con el extracto metandlico.

4.1.7.2 Fraccionamiento del extracto

El extracto metandlico se sometio a un reflujo con 125 ml de agua, durante un
periodo de ocho horas, posteriormente se efectud una separacién del extacto metandlico
que es soluble en agua del que no lo es, por filtracion.

Se corrié una columna cromatogréifica con el extracto metanélico insoluble en agua,

colocando 2.4697 g del extracto metandlico y 20 g de gel de silice; obleniéndose las
siguientes fracciones con los correspondientes medios de elucion:
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ELUYENTE

Cloroformo/ Acetona 73 I

Cloroformo/ Acetona  6:4

Cloroformof Acetona 46 l

Cloroformo/ Acetona 28
29 Acetona
30-36 Acetona/ Etanol 3:2 i

37-38 Acetona/ Ftanol 73

Se les did seguimiento a todas las fracciones mediante cromatografia en capa fina.

4.1.7.3 Separacion de constituyentes
Las fracciones 22 a 38 reunidas{1.0523 g) del procedimiento anterior se

cromatografiaron en 20 g de gel de silice, obteniéndose las siguientes fracciones con los
correspondientes medios de elucion:

ELUYENTES

Cloroformo

Cloroformo / Acetona

Cloroformo / Acetona

Cloroformo / Acelona

Cloroformo / Acetona

Cloroformo / Acetona

Se les did seguimiento a todas las fracciones mediante cromatografia en capa fina.
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4.1.7.4 Purificacibén

Las fracciones 10-15 y 54 de la tabla anterior fueron seleccionadas para purificarse,
debido a que al cromatografiarlas en capa fina, presentaban perfiles adecuados para ello;
para ambos casos, la fase movil en donde se vresolvian mejor fue
cloroformo/acetona/metanol/agua  3:2:3:0.1, obteniéndose Rfs de 084 y 063
respectivamente, ademas, al realizar espectroscopias en uv-vis de estas fracciones, se

encontraron maximos similares, por esta razon se realizo la purificacion de estas dos
fracciones.

Ambas fracciones se purificaron mediante una placa crematografica preparativa,
colocando 100 miligramos de muesira en la placa cromatografica y utilizando un sistema
de elucién cloroformo/acetona/metanol/agua 3:2:3:0.1.
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4.1.8 ANALISIS MICROBIOLOGICO

Material

a) autoclave

b) estufa

¢) campana de flujo laminar
d) asa microbiologica

e) pipetas de 10 mi

f) cajas petn

g) balanza

h} matraces erlenmeyer

i) probetas de 100 ml

Reactivos

a) caldo lactosado

b) caldo Mossel

c} agar bilis rojo violeta con glucosa y lactosa
d) agar Levine azul de metileno

e) agar Mac Conkey

f) agar cetrimida

g) agar pseudomonas P

h) agar pseudomonas F

i) caldo soya tripticaseina

j) agar dextrosa Sabouraud

Material biolégico

Corteza seca y pulverizada

4.1.8.1 Preparacion de ia muestra

a) A 10 g de la corteza, agregar caldo lactosado, hasta obtener un velumen de 100
ml.

b} Homogenizar la suspensién mecanicamente.
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4.1.8.2 Enterobacterias y algunas otras bacterias gram-negativas

DETECCION

a) Homogenizar la muestra preparada en 4.1.8.1 e incubar a una temperatura de 30°-
37°C, por un periodo de 2-5 h.

b) Inocular el material homogenizado, en placa que contenga el medio de agar bilis -
rojo violeta con glucosa y lactosa, incubar a 35°-37°C, por 18-48 h,

EVALUACION CUANTITATIVA

a) Inocular una cantidad adecuada de caldo-Mossel enriquecido  para
Enterobacteriaceae con cantidaes del material homogenizado preparado como se
describe en el parrafo anterior, realizar las diluciones adecuadas para que
contengan 1.0 g, 0.1 g, 10 mg , 1.0 mg y 0.1 mg del material que esta siendo
examinadio, incubar a 35°-37°C, por 24-48 horas,

b) Realizar un subcuitivo en un medio de agar bilis rojo violeta con glucosa y
lactosa, incubar a 35°-37°C, por 18-24 horas.

Determinar segin la siguiente tabla el nimero mas probable de bacterias.

esulado bora coda cantidad |Numero mds pobale de bacterias por

de 10% y menos de 10*

T b I 1 IMsdeio’ymenosdero® |

-ﬁ Mds de 1y menos de 10

g sl pmenl voryrea—— _,..._

R p—

H
I
i
i
|
|
I
i
i
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4.1.8.3 Escherichia coli

a)

b)

Homogenizar ia muestra preparada en 4,1 8.1 e incubar a una temperatura de 30°-
37°C, por un periodo de 2-5 h.

Aislar resembrando por estria cruzada €l medio agar Levine azul de metileno o
agar Mac Conkey , incubar a 43°45 °C por 18-24 h.

4.1.8.4 Pseudomonas aeruginosa

a)
b)

]

Homogenizar la muestra preparada en 4.1.8.1 ¢ incubar a una temperatura de 30°-
37°C, por un periodo de 24-48 h.

Tomar una asada del cultivo anterior y sembrar por estria cruzada en medio agar
cetrimida a 35°-37°C por 24-48 h.

En caso de que en el medio agar cetrimida de positiva la prueba, inocular en los
medios agar Pseudomonas F y agar Pseudomonas P, incubar a 35° & 2°C durante
72 h.

4.1.8.5 Mesdéfilos aerobios

a)
b)
<)

d)
e)

Colocar 12 tubos conteniendo 9 mi del medio caldo soya tripticaseina, en 4 hileras
de tres tubos cada una.

Inocular | ml de las diluciones 10, 107 y 10° en cada una de las tres primeras
hileras de tubos.

La cuarta hilera es testigo

Agitar los tubos e incubar a 35°C( % 2°C) durante 48 h.

Una vez transcurrido el periodo de incubaci6n, registrar el nimero de tubos de
cada dilucidén con turbiedad debida al crecimiento microbiano. Reportar el
niimero més probable de organismos por gramo del producto, utilizando la tabla
23 (Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos, sexta edicion, pag 194).
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4.1.8.6 Hongos filamentosos y levaduras

a) Homogenizar la muestra preparada en 4.1.8.1 e incubar a una temperatura de 30°-
37°C, por un periodo de 24-48 h,

a) A partir de la muestra incubada en el paso anterior, realizar dos diluciones
consecutivas: tomar 1 ml y llevarlo a 10 ml con caldo lactosado, a patir de esta
(ltima, tomar 1 ml y llevarlo a 10 ml con caldo lactosado.

b) Inocular por duplicado 1 ml de cada una de las tres diluciones efectuadas en cajas
de petri, las cuales contienen 20 ml del medio agar dextrosa Sabouraud,
esterilizado y mantenido en bario de agua a una temperatura aproximada entre 45°
— 48°C. Realizar movimientos suaves rotatorios, mezclando la alicuota de la
muestra en el medio de cultivo, sin derramar el liquido; después permitir que el
medio de cultivo solidifique,

¢} Incubar ias placas en posicion invertida a 22.5° C(x 2.5° C), durante 5 a 7 dias.
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5. RESULTADOS

5.1 Descripcion (4.1.3)
5.1.1 Descripcién macroscopica (4.1.3.1)

La corteza es de apariencia escamosa (su aspecto es el de un mosaico o reticulo
integrado por escamas o piezas que se separan con facilidad de la superficie) por la
presencia de abundantes lenticelas grandes y alargadas hasta de 5 mm de largo agrupadas
en lineas transversales, presenta un color de café rojizo a griséceo, con amplias fisuras
longitudinales y superficiales de textura fibrosa. Sabor resinoso y astringente, de olor
resinoso y dulce; se considera una corteza de deigada a mediana, mostrando un grosor de
entre 3.2 y 10 mm. )

Fig 1. Corteza de Mimosa tenviflora
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5.1.2 Descripcion microscopica (4.1.3.2)

La corteza de Mimosa tenuiflora esta integrada por peridermis, cortex, floema,
radios floematicos, ademas de contenidos celulares.

PERIDERMIS O CORTEZA EXTERNA

La peridermis esta compuesta de felema o suber, felégeno y felodermis.

a) Felema o sober: Estd integrado por dos tipos de células, macroesclereidas vy
células suberizadas.

- Las macroesclereidas son de forma rectangular, con paredes engrosadas
fuertemente lignificadas, algunas con amplio y otras con reducido lumen
celular, con su eje longitudinal paralelo a la superficie del tallo y en
direccion tangencial. Organizadas en paquetes independientes de 10 a 20
células cada paquete.

- La mayor parte del siber lo componen varios estratos de células de
paredes ligeramente engrosadas y suberizadas, estas células tienen forma
rectangular y una orientacion tangencial.

b) Feldégeno: El feldgeno se encuentra de manera evidente, con activa divisién
celular y con nueve estratos celulares, las células son rectangulares de paredes
delgadas con reberdes angulares (y nucleos evidentes) organizadas en hileras
perpendiculares a la superficie.

¢) Felodermis: Con dos estratos celulares, poco evidentes.

CORTEX

El cortex es inconspicuo, s6lo se presentan restos de grupos de macroesclereidas con
paredes fuertemente lignificadas, se trata de un cértex obliterado.

FLOEMA

El floema es un tejido complejo de tipo acumulativo, organizado en forma de
cupula.

a)} Floema pnmario: El floema primario se encuentra presente en la clispide de las
ciipulas, constituide por bandas de tejido blando y por bandas de tejido duro.
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- El tejido blando contiene de dos a tres estratos de grandes células
parenquimaticas, ademas de células cribosas y acompariantes obliteradas.

- Las bandas de tejidos duro estan formadas por paquetes de pequedias fibras
libriformes septadas de paredes engrosadas de celulosa, y lumen celular
reducido.

b) Floema secundario: El floema secundario se encuentra proximo al cambium
vascular, en €I, }a proporcion del tejide blando es vanas veces mayor a la del
tejido duro; no contiene elementos obliterados, es decir son visibles las células
cribosas y las células acompafianies como elementos de conduccion,, ademas de
grandes células parenquimaticas. Como parte del tejido duro, se observan el
mismo lipo de paquetes de fibras que se observan en el floema primario,

RADIOS FLOEMATICOS

Los radios floematicos se encuentran ubicados entre las cipulas del tejido floematico.
Hacia el cambium vascular los radios son muy estrechos, mientras que cerca de la
peridermis éstos son muy anchos; las células de los radios son de forma rectangular a
cuadrada con su eje longitudinal en direccion tangencial, de paredes delgadas y
abundantes contenidos celulares. En esta zona de los radios se observan algunas células
de esclerénquima.

CONTENIDOS CELULARES

Se observa abundante contenido de almidon, tanto en las células parenquimaticas de
los radios como ¢n las células parenquimaticas del floema.

Fig 2. Corte transversal de la corteza de Mimosa tenuiflora
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Fig 5. Esquema de la corteza de Mimosa termifiora
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5.2 Ensayos de identidad (4.1.4)

5.2.1 Crematografia en capa fina (4.1.4.1)

En las placas cromatograficas del procedimiento 1, las cuatro muesiras analizadas
exhiben dos bandas cuyos Rfs son de aproximadamente 0.45 y 0.87. Estos valores se
muestran en la tabla no. 1.

En las placas cromatograficas del procedimiento 2 con las cuatro muestras analizadas
exhiben tres bandas cuyos Rfs son de aproximadamente 0.11, 0.32 y 0.53. Estos valores
se muestran en la tabla no. 2.

5.2.2 Espectroscopia en ultravioleta-visible (4.1.4.2)

Las espectroscopias uv-vis del procedimiento 1 con las cuatro muestras analizadas,
exhiben dos maximos: a 221 nm y a 282 nm, como se puede observar en las figuras 6,7.8
v9.

Las espectroscopias uv-vis del procedimiento 2, con las cuatro muestras analizadas
exhiben tres maximos: a 246 nm, a 274 nm y a 320 nm, como se puede observar en las
figuras 10, 11, 12y 13.

5.3 Ensayos (4.1.5)

5.3.1 Pérdida al secado (4.1.5.1})

En los resultados de la pérdida al secado de las cuatro muestras analizadas
encontramos valores desde 7.5% hasta 10.4% con un promedio de 9.1%, esto se puede
observar en lastablas 3 ala 7y enlas figuras 14 ala 18

5.3.2 Cenizas totales (4.1.5.2)

Los valores para cenizas totales en las cuatro muestras analizadas varian desde 1.4%
hasta 5.6% con un promedio de 2.6%, como se muestra en las tablas 8 a la 12 y en las
figuras 19 ala 23,
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5.3.3 Cenizas insolubles en dcido (4.1.5.3)

Los valores para cenizas insclubles en Acido en las cuatro muestras analizadas van
desde 0.2% hasta 0.4%, con un promedio de 0.3%, esto se puede observar en las tablas 13
ala17vyenlas figurasde la24 ala 28

5.4 Valoracion de principios activos (4.1.6)

5.4.1 Cuantificacién de taninos (4.1.6.1)

En la cuantificacion de taninos (muestra base seca), se encuentran valores que van
desde 4.9% hasta 18.0% con un promedio de 13.0%, lo cual se puede observar en las
tablas 18 a la 23 y en las figuras 29 a la 34.

5.5 Extraccion y separacion de componentes quimicos (4.1.7)

Se intentd obtener componentes quimicos en forma aisiada a través de la
metodologia ya descrita, sin embargo, en los primeros intentos se obtuvieron mezclas,

probablemente de glucésidos esterdlicos y terpénicos que tienen las siguientes constantes
fisicas.

De la fraccion 10-15 se obtuvo un polvo rojo, que no funde a 300°C. El espectro en
UV-Vis (figura 35) exhibe dos maximos, uno en 221 nm y el otro en 282 nm. El espectro
en IR (figura 37) exhibe bandas en: 2992, 2851 y en 1457 correspondientes a enlaces C-
H, pero al no aparecer la banda doble en 1380 indica que sélo se trata de grupos metileno.
La banda en 1454 sugiere la presencia de ciclohexano; la ausencia de sefiales entre 3000
y 3100 indica que no hay aromiticos. La banda en 3373 indica la presencia de grupos
OH, en estructuras poliméricas, la banda de 1115 indica que los alcoholes presentes son
de tipo secundario. En el espectro de RMN H (figura 39), se observan bandas en la region
de metilos y metilenos, ademas no aparecen sefiales en la zona de aromaticos, lo que
confirma de que se trata de estructuras aliféticas y/o aliciclicas. Por l1a forma en que
aparecen las sefiales entre 7 v 5 ppm, es posible decir que se trata de una mezcla de

compuestos. El aspecto del espectro de RMN'C (figura 41) confirma que se trata de una
mezcla de compuestos.

De la fraccion 54 se obtuvo un polvo rojo, cuyo punto de fusion es de 223°-225°C.
El espectro en UV-Vis (figura 36), exhibe dos médximos, uno en 221 nm y otro en 282
nm. El espectro en IR (figura 38) exhibe bandas en: 2922 y 2852 vy en 1454
correspondientes a enlaces C-H, pero al no aparecer la banda doble en 1380 indica que
solo se trata de grupos metileno. La banda en 1454 sugiere {a presencia de ciclohexano; la
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ausencia de sefiales entre 3000 y 3100, indica que no hay aromdticos; la banda de 3345
indica la presencia de grupos OH, en estructuras poliméricas y la banda en 1114 indica
que los alcoholes presentes son de tipo secundario. En el espectro de RMN'H (figura 40)
se observan bandas en la region de metilos y metilenos. No se encuentran sefiales en la
zona aromaticos, lo que confirma que se trata de estructuras alifaticas y/o aliciclicas, al
igual que en ¢l caso anterior, de la forma en que aparecen las sefiales entre 8 y 5 ppm es
posible decir que se trata de una mezcla de compuestos. El aspecto del espectro de
RMN"C (figura 42) confirma que se trata de una mezcla de compuestos.

5.6 Analisis microbiol6gico (4.1.8)

5.6.1 Enterobacterias y algunas otras bacterias gram-negativas (4.1.8.2)

Para las enterobacterias y algunas otras bacterias gram-negativas el crecimiento en
placas con agar bilis rojo violeta con glucosa y lactosa, de colonias, generalmente rojas,
constituye un resultado positivo; de ser asi, lo que procede es realizar la cuantificacion
correspondiente. En las cuatro muestras no se observé desarrollo alguno en el medio ya
mencionado, Io que indica ausencia de enterobactenias y algunas otras bacterias gram-
negativas.

5.6.2 Escherichia coli (4.1.8.3)

En la deteccion de Escherichia coli, un desarrollo que no corresponda a colonias
grandes rosas-rojas rodeadas de una zona de precipitacién en medio Mac Conkey o
colonias pequefias azul-negro con brillo metalico de color verde en agar Levine-cosina-
azul de metileno, indica que 1a muestra cumple ¢l requisito de ausencia de E, Coli. La
presencia de E, Coli puede confirmarse utilizando pruebas bioquimicas adicionales. En
las cuatro muestras no se observé desarrollo tanto en el medio agar Levine-eosina-azul de
metileno como en el Mac Conkey, por lo que se concluye ausencia de E. Coli para las
cuatro muestras. Tabla 25.

5.6.3 Pseudomonas aeruginosa (4.1.8.4)

Para Pseudomonas aeruginosa en caso de que en agar cetrimida no se desarrollen
colonias verdes azulosas, y con luz ultravioleta se observen de color verdoso
fluorescentes, se concluye que la muestra cumple con la ausencia de P. aeruginosa. Si las
caracteristicas son similares, se continda. Si en el medio agar Pseudomonas F se
desarrollan colonias incoloras o amariilentas, y con luz ultravioleta se observan de color
amarillento fluorescente; o en ¢l medio agar Pseudomonas P se desarrollan colonias verde
azulosas, y con luz ultravioleta se observan de color azul fluorescente, se realiza la
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prueba de oxidasa, para confirmar la presencia de este microorganismo, ademas se
pueden emplear pruebas bioquimicas adicionales. En las cuatro muestras resulté un
desarrotlo negativo en el media agar cetnimida, por lo tanto, se conciuye ausencia de P,
Acruginosa para las cuatro muestras. Tabla 26.

5.6.4 Mesbfilos aerobios (4.1.8.5)

En la cuantificacion de mesdfilos acrobios encontramos que para las las tres primeras
muestra el resultado es de 1100 NMP/g, y solo 1a muestra no. 4 da como resuitado > 1100
NMP/g. Tabla 27,

5.6.5 Hongos filamentosos y levaduras (4.1.8.6)

Los hongos filamentosos se observan como desarrollo de colenias superficiales,
mientras que las levaduras se observan como colonias desarroliadas al interior del medio.
En los hongos filamentosos encontramos valores desde 65 hasta 210 UFC/g, con un
promedio de 116 UFC/g, como se muestra en la tabla 28. Y para las levaduras se
encuentran valores entre 1250 y 4500 UFC/g con un promedio de 3125 UFC/g, como se
muestra en la tabla 29.
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6. ANALISIS DE RESULTADOS

6.1 DESCRIPCION (5.1)

La descripcion macroscéopica sdlo toma en cuenta el andlisis a simple vista de la parte
de la planta wilizada. A pesar de su simpleza, esta prueba tiene una gran importancia al
inicio del analisis, va que define si se debe continuar con el andlisis o si se debe
suspender, dependiendo de que corresponda o no a 1a referencia.

Si la descripcion macroscopica corresponde con la referencia, se debera continuar con
la descripcién microscopica, que es una prueba mas especifica, que da una informacién
mas acertada de la identificacidn de la planta en cuestidn; sin embargo, la prueba
propuesta en este trabajo presenta el inconveniente de ser muy extensa, por lo que se
propondra como una prueba tentativa

6.2 ENSAYOS DE IDENTIDAD (5.2)

Los dos procedimientos desarrollados en lo que se refiere a la técnica de
cromatografia en capa fina dan resultados que nos permiten establecer de manera
tentativa valores de Rfs de referencia para el tepezcohuite,

Por otra parte, las espectroscopias UV-Vis, los espectros en el ultravioleta permiten
establecer valores tentativos de maximos como referencia, tanto de un extracto etandlico
como de un extracto cloroformico. Los maximos obtenidos para el extracto etandlico
corresponden a los maximos reportados en fa patente: US no. 5,122,374,

- Cromatografia en capa fina. Procedimiento 1: Exhibe dos bandas cuyos
Rfs son de aproximadamente 0.45 y 0.89.

- Cromatografia en capa fina. Procedimiento 2: Exhibe tres bandas cuyos
Rfs son de aproximadamente 0.11,0.32 y 0.50.

- Espectroscopia en UV-Vis. Procedimiento 1: Exhibe dos méaximos: a
220 nm y otro a 280 nm.

- Espectroscopia en Uv-vis. Procedimiento 2: Exhibe tres maximos: a
246 nm, 274 nm y a 320 nm.
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6.3 ENSAYOS Y VALORACION DE PRINCIPIOS ACTIVOS (5.3 y 5.4)

De los ensayos aqui realizados para la determinacion de algunas de las propiedades
de la corteza del tepezcohuite, tales como pérdida poer secado, cenizas totales, cenizas
insolubles en acido clorhidrico, asi como contenido de taninos, pueden establecerse de
manera tentativa los limites para dichas determinaciones, que se podran tomar como
punto de partida para futuros trabajos. Los limites tentativos son:

- Pérdida por secado: No > de 11.0%.
- Cenizas totales; No > de 6.0%.

- Cenizas insolubles en acido clorhidrico: No > de 1.0%.
- Contenido de taninos (en base seca): No < de 13.0%.

64 AISLAMIENTO DE COMPONENTES QUIMICOS DE MIMOSA
TENUIFLORA (5.5)

Inicialmente se aplico la técnica de la patente: US Pharmaceutical product having
epidermal regenerative activity based on the active in gredient of Mimosa tenuiflora and
process for its obtention®, donde se describe como se obtiene de manera aislada el
supuesto principio activo de la corteza de Mimosa tenuiflora.

La técnica que corresponde a la patente ya mencionada, concluye en la parte del
“fraccionamiento del extracto”, en donde el extracto metandlico se somete a un reflujo
con agua, v el precipitado que se forma es considerado como el principio activo; en la
practica este precipitado esta formado por una mezcla de compuestos, lo cual se detectd
mediante el uso de cromatografia en capa fina.

El procedimiento descrito ¢n la patente se complementd, con la finalidad de obtener
en forma pura el compuesto considerado como principio activo, por 1o que se continud
con ¢l fraccionamiento del extracto, separacion de constituyentes, y por iitimoe con una
purificacién y analisis espectroscopico del producto obtenido.

Se consiguid aislar dos componentes quimicos identificados como Fio-15 y Fsa, de
acuerdo con las espectroscopias UV-Vis, ambos componentes podrian commespender al
reportado en la patente®, donde se informan dos méaximos en el UV, 2220m y 281 nm,
los dos componentes aislados presentan maximos de 221 nm y en 282 nm; sin embargo,
al comparar los espectros en infrarrojo y resonancia magnética nuclear, tanto protonica
como de carbonol3, se puede observar que se trata de compuestos diferentes al que se
reporta como unico componente activo. De acuerdo con las caracteristicas
espectroscopicas de los componentes identificados como F10-15 y F54 descritas en los
resultados, son mezclas de compuestos y podrian tratarse de mezclas de mimésidos y/o
saponinas esteroidales, descritos en los antecedentes,
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6.6 ANALISIS MICROBIOLOGICO (5.6)

De a cuerdo a los resultados obtenidos en los analisis microbiologicos realizados, se
cumple con los requisitos establecidos por la Organizacién Mundial de Salud™
Escherichia coli: Miximo 10* UFC/ por gramo
Levaduras: Maximo 10° UFC / por gramo

Un duplicado de este andlisis microbiologico utilizande las mismas muestras se
realizd en el Centro de Control Tota! de Calidades S.A. de C.V. (tablas de 30 a 36). En
términos generales, los resultados obtenidos en los dos laboratorios son consistentes. En
¢l caso de la deteccion de entercbactenas y algunas bacterias gram-negativas en ambos
casos resultd negativo; en cuanto a la cuantificacién de mesoéfilos aerobios, en el Centro
de Control para las cuatro muestras se obtuvo el resultado de 1100 (NMP/g), y en nuestro
laboratorio en las tres primeras muestras se¢ obtuve este mismo resultado, pero para la
muestra no. 4 se obtuvo un resultado de >1100 {(NMP/g); en ambos lugares se obtuvieron
resultados negativos para las cuatro muestras tanto para P. Aeruginosa como para E. Coli;
para la cuenta de levaduras en el Centro de Control en promedio se obtuvo 19591 UFC/g,
en contraste con los resultados obtenidos en nuestro laboratorio se obtuvo en promedio
3075 UFCl/g, en la cuantificacion de hongos en ¢l Centro de Control se obtuvo en
promedio 140 UFC/g y en nuestro laboratorio se obtuvo en promedio 116 UFClg

En ambos casos cumplen los requisitos establecidos por 1a Organizacion Mundial de
Salud, ya mencionados.
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CONCLUSIONES

Con las caracteristicas  microscopicas, macroscopicas, fisicoguimicas,
microbiologicas, de valoracion e identificacion, se da de forma tentativa una propuesta
de una monografia de tipo farmacopeica:

TEPEZCOHUITE, CORTEZA

Mimosa tenuiflora (Will) Poiret.

DEFINICION. Consiste en la corteza desecada de Mimosa tenuiflora (Will) Piores., familia leguminosae y
subfamilia mimosoideae, Contiene no menos de 13.0% de taninos caiculados como acido tanico.

DESCRIPCION MACROSCOPICA. La corteza es de apariencia escamosa por la presencia de
abundantes lenticelas grandes y alargadas hasta de 5 mm de largo, agrupadas en lineas transversales,
presenta un color de café rojizo a grisiceo, con amplias fisuras longitudinales y superficiales de textura
fibrosa. Sabor resinoso y astringente, de olor resinoso y dulce. Se considera una corteza de delgada a
mediana, mostrando un grosor de entre 3.2 y 10 mm.

DESCRIPCION MICROSCOPICA. La corteza de Mimosa Tenuiflora esta integrada por peridermis,
cortex, floems, radios floemiticos, ademas de contenidos celulares,

Peridermis ¢ corteza externa. Se trata de una peridermis compuesta. Felema o siber; esta integrado por
dos tipos de células: macroesclereidas y células suberizadas, con su eje longitudinal paralelo a la superficie
del tallo y en direccion tangencial, organizadas en paquetes de 10 a 20 células cada paquete. El felogeno
presenta activa division celular con nueve estratos celulares; mientras que la felodermis solo presenta dos
estratos celulares.

Coértex, Presenta restos de grupos de macroesclereidas con paredes fuertemente lignificadas, se trata de
un cortex obliterado.

Floema. Es un tejido complejo de tipo acumulativo, erganizado en forma de cupula.

Radios floemdticos. Los radios floematicos se encuentran ubicados entre las cipulas del tejido floematico.
Estas c¢élulas son de forma rectangular a cuadrada con su eje longitudinal en direccion tangencial, de
paredes delgadas y abundantes contenidos celulares.

Contenidos celulares. Se observa abundante contenido de almidon , tanto en las células parenquimaticas

de los radios como en las cétulas parenquimaticas del floema.

IDENTIFICACION. CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA.

Reactivos:

2 g de matenial vegetal molido

20 mL de EtOH (90%)

Medio elucién B: (n-butanol/ac acético/agua 50:10:40)
Agente revelador B: (anisaldehido)

Soporte: gel de silice 60,

Método: : Colocar 2 gramos del material vegetal en un matraz bola, adicionar 20 m! de etanol y colocarlo
a reflujo con agitacion controlando el calentamiento por medio del bafio Maria, durante un periodo de 30
minutos. Posteriormente filtrar la mezcla y concentrar hasta cbtener un volumen de 5 mL; del concentrado
apiicar 5 pL. en banda sobre la placa cromatografica; eluir la placa cromatogrifica con el medio de elucion ,
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y revelarla por aspersion del agente revelador. Calentar sobre una parrilla eléctrica, controlando el ascenso
de 1a temperatura hasta obtener tres bandas cuyos Rfs son de aproximadamente 0.11, 032 y 0 50,

IDENTIFICACION. ESPECTROSCOPIA EN ULTRAVIOLETA-VISIBLE.

Colocar 1 gramo del material vegetal en un matraz bola, adicionar 20 ml de etanol al 96% y colocarlo a
reflujo con agitacion, controlando el calentamiente por medio del bafio Maria, durante un periodo de 30
minutos. Posteniormente filirar la mezcla y concentrar hasta obtener un volumen de 10 ml Determinar la
espectroscopia (190 nm - 800 nm) con una alicuota de este extracto. Se exhiben dos maximos, uno en 221
nm y otro en 283 nm,

PERDIDA AL SECADO. MGA 0301"

Colocar aproximadamente | g de muestra molida pesada con exactitud en una capsula (previamente
colacada en la estufa por un periode de 2 h a 105°C(£5°C), enfriada en desecador), y mantenerla a 105°C
(£ 5°C) durante 3 h.

No mas de 11,0%,

CENIZAS TOTALES. MGA 301"

Transfenr aproximadamente 1 g de muestra molida pesada con exactitud a un crisol (previamente colocado
en la mufla a 600°C(+5°C), durante 30 minutos, enfriado en desecador), colocar en una campana
extractora, con ayuda de una parrilla eléctrica pretncinerar la muestra, Posteriormente introducirfa a una
mufla a 600°C(x+5°C) hasta obtener cenizas blancas y peso constante.

No mas de 6.0%.

CENIZAS INSOLUBLES EN ACIDO. MGA 301"

Adicionar 25 ml de HC! 3N al residuo obtenido en la prueba de cenizas totales contenido en el crisol,
ebullir durante 5 minutos, cubriendo el crisol con un vidrio de reloj, filtrar y lavar hasta conseguir que el
filtrado sea neutro. Incinerar ¢l paped filtro dentro del crisol, hasta conseguir peso constante.

No mas de 1.0 (m/m).

VALORACION. CONTENIDO DE TANINOS. M 26.1.37. AQAC.?

Reactivos.

Reactivo Folin —Denis; A 750 mL de agua {destilada), adicionar 100 g de tungstanato de scdio dihidratado,
20 g de acido fosfomolibdico y 50 ml de acido fosforico, colocar en un sistema de reflujo por un periedo
de 2 horas, enfriar y aforar a 1000 ml.

Solucion saturada de carbonato de sodio: Preparar una solucion al 35% {m/v) de carbonato de sodio
anhidro; esta solucion debe permanecer protegida de la luz, en caso de que se precipite, filtrar.

Solucion estandar de acido tanico: Disolver 100 mg de acido tanico en 1000 ml de agua destilada, se .
debera preparar el mismo dia que va a ser utilizada.

Curva patrdn. Transferir con ayuda de una buretz alicuotas de 0 2 10 ml, a intervalos de | ml de la
solucion estindar de &cido tinico a matraces volumétricos de 100 ml, que contengan 75 ml de agua
destilada. Afiadir 5 ml del reactivo de Folin-Denis, después 10 ml de la solucion saturada de carbonato de
sodio, diluir a 100m! con agua. Mezclar y determinar la absorbancia a 760 nm después de 30 minutos
(proteger de ia luz durante los 30 mimatos).

Preparacién de la solucién problema Colocar aproximadamente 0.75 g del material vegetal molido
pesado con exactitud en un matraz bola, edicionar 150 mi de agua, calentar a reflujo por un periodo de 30
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minutos. Decantar, transferir el liguido a un matraz volumétrico de 250 ml , lavar el residuc con agua
destilada, reuniendo los lavados en el mismo matraz. Aforar a 250 m! con agua, filtrar, transferir L.OmL a
un matraz volumétrico de 100 ml, que contenga 75 ml de agua, afiadir 5 ml del reactivo de Folin-Denis,
después 10 ml de la sotucion saturada de carbonato de sodio y aforar con agua. Mezclar y determinar [a
absorbancia a 760 ~m después de 30 minutos (proteger de 1a luz durante los 30 minutos) a 760 nm.

Cilculos:

% Taninos = 250ml3{1g j {100) {10041
( 1mi) (1000mg) (z)
x = concentracion extrapolada en la curva patron (mg/ml)
h = pérdida por secado
z = peso de la muestra expresado en g
El contenido de taninos no deberd de ser menor de 12% (mv/m).

LIMITES MICROBIANOS. MGA 0571' %, Escherichia coli menor o igua! a 10* UFC por gramo.
Levaduras menor o igual a 10° UFC por gramo

CONSERVACION. Lz corteza de tepezcohuite se debera conservar en un lugar seco y fresco.
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APENDICE 1

CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA. PROCEDIMIENTO |

Muestra RN Rf?
i 0.46 0.86
2 043 0.86
3 0.46 0.90
4 0.45 0.86
Promedio [0.45 0.87
Desviacién estdndar | 0.0122 !0.0173 !
Tabla |.

CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA, PROCEDIMIENTO 2

Muestra Rf1 Rf2 R{3
1 0.12 0.35 0.55
2 0.10 0.32 0.52
3 0.10 0.32 0.52
4 0.11 0.29 0.53
Promedio {0.11 032 0.53
Desviacidn estdndar |0.0082 0.0212 0122
Tabla 2.

NTO 1. Muestra |

¥ ¥
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ESPECTRO UV-VIS. PROCEDI
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Figura 11.
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] PERDIDA AL SECADO MUESTRA 1

8
6
% Pérdida 4
al secado
2
No. de ensayo
| I
Figura 14

No. de ensayo
1 7.1
2 7.8
3 7.6
4 7.3
5 7.5

IPROMEDIO: 7.5% |
{DESVIACIO ESTANDAR: 0.2702

o — P

Tabla
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PERDIDA AL SECADO MUESTRA 2

%Pérdida ©6-
al secado 4|
2‘
0_

No. de ensayo

Figura 15.

PERDIDA AL SECADO. Muestra 2

No. ensayo %Perdida al secado
1 9.6
2 9.4
3 9.0
L 4 9.2
’ 9.4

e DESVIACIO ESTANDAR: 0.2280

Tabla4.
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PERDIDA AL SECADO MUESTRA 3

121
10
o/ D2 ot 8
oPérdida 6
al secado
4
2_
0+
Figura 16.
_m-: AL SECADO. Muestra3 |
[ No.deensayo | %Pérdidaalsecado  J
1 10.2
2 105
3 10.5
a4 10.8
5

Tabla 5.
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PERDIDA AL SECADO MUESTRA 4

10

8

%Pérdida 6
al secado 4
2.

O,

Figura 17.

‘No.deensayo
1 9.2

2 9.1 1
3 9.0
4 9.1
: :

[PROMEDIO: 9.2% ]
DESVIACIO ESTANDAR: 0.1923

Tabla6.




PERDIDA AL SECADO

15¢ 1 .- o
[ SEETOR R oo e
: R ' :

%Pérdida 10
al secado g}~
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Figura 18.
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CENIZAS TOTALES MUESTRA 1

] 81//[
6

%Cenizas 41

o Ll

Figura 19,

%Cenizas

1 56
2 5.1
3 6.0

5.9

. p—r
I PROMEDIO; 5.6%
DESVIACIO ESTANDAR: 0.3834

Tabla8.




%Cenizas 1
05
0

2
1.51

CENIZAS TOTALES MUESTRA 2

1

g

N
P

a
w

2 3 4

No. de ensayo

‘e

Figura 20.

No. de ensayo

%Cenizas

1

1.5

1.6

1.6

2
3
4
5
PROMEDIO l 6%

Tabla 9.

DESVIACIO ESTANDAR: 0.1140
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CENIZAS TOTALES MUESTRA 3

257 | =g

13 P
v 15T B :
%Cenizas 1/'

0.54/r 1 H

OJ o X "{i

1 2 3 4
No. de ensayo

Figura 21.

No. de ensayo %Cenizas
1 2.3

2 1.9
3 1.8
4

5

18
1-9 . ..

[PROMEDIO: 19%
| DESVIACIO ESTANDAR: 0.2073

TRl
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CENIZAS TOTALES MUESTRA 4

151

B

A S e A B R

%Cenizas

G PR A s Lo

0.5+

‘.
Wbt

No. de ensayo

Figura 22.
CENIZAS TOTALES. Muestra 4
No. de ensayo %Cenizas
1 1 14
2 1.4
3 1.5
4 1.4
5 1.5

PROMEDIO: 1.4%
DESVIACIO ESTANDAR: 0.0548

Tabla 11.
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| CENIZAS TOTALES ;

hh

7_

%Cenizas

SRR

QO =2 NW b OO

Tabla 12.
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CENIZAS INSOLUBLES EN ACIDO

MUESTRA 1

067

0.4

%Cenizas
0.2
0‘ R et R e R e e W e
1 2 3 4 5
No. de ensayo
Figura 24,

) %Cenlzas o
1 0.1

0.2

0.3

2
3 0.2
4
5 0.2

PROMEDIO: 0.2%
DESVIACIO ESTANDAR: 0.0707

Tabla 13.
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CENIZAS INSOLUBLES EN ACIDO

MUESTRA 2
06
0.4
%Cenizas
0.2]
0
Figura 25.

No. de ensajo %Cenizas
1 0.2
2 0.3
3 0.4
4 0.4
5

| DESVIACIO ESTANDAR: 0.0894

“Tabla 14.
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CENIZAS INSOLUBLES EN ACIDO
MUESTRA 3
061 S nfi T
0.51" _ — 7
0.4 , -
%Cenizas 0.3/ |[- |
02¢° I
01 :
1 2 3 4
No. de ensayo

Figura 26.

No. de ensayo 9%Cenizas |
1 0.3 1
2 0.4
3 0.4
4 0.5
5 0.4

[PROMEDIO; 0.4% S
IDESVIACIO ESTANDAR: 0.6707

Tabla 15,
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=
MUESTRA 4

CENIZAS INSOLUBLES EN ACIDO

0.6,

0.5

0.4

%Cenizas 0.3

02}

0.1

Figura 27.
CFNIZ.AS INSOLUBLES EN ACIDO. Mumr -]

No. de ensayo %Cenizas
1 0.3
2 0.2
3 0.3
4 0.3 !
5 0.2 :

(PROMEDIO: 0.3% :
DESVIAC!O ESTANDAR: 0.0548
Figura 6. B
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CENIZAS INSOLUBLES EN ACIDO

)
047
_ 3¢

%Cenizas :

0.14

0_ &

No. de muestra
Figura 28,

[ CENIZAS INSOLUBLES EN AC[O -

'- %Cens msolubles en E[Cl

Tabla 17.
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CURVA PATRON (TANINQS) T
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Figura 29.

ABSORBANCIA

CURVA PATRON (TANINOS i

'CONCENTRACION (mg/ml)

P
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CONTENIDO DE TANINOS (BASE
SECA) MUESTRA 1

20 =5
1500 T
%Taninos 19l §

5

No. de ensayo

Figura 30.

l

PROMEDIO: 18.0%
DESVIACIO ESTANDAR: 0.1483

No. de ensayo %Taninos
18.2
18.0
17.8
18.0
18.1

P jwoipg | =

Tabla 19.
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CONTENIDO DE TANINOS (BASE
SECA) MUESTRA 2

%Taninos - K
SR i
)
No. de ensayo
Figura 31.

CONTENIDO DE TANINOS, Muesira 2

No. de ensayo %Taninos
1 14.4
2 14.6
3 14.3
4 14.1
5 14.5

PROMEDIO: 14.4%
DESVIACIO ESTANDAR: 0.1924

Tabla 20,
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CONTENIDO DE TANINOS (BASE
SECA) MUESTRA 3

20

%Taninos

Figura 32.

1 14.8
i 2 15.0
3 15.1
4 14.9
5 14.9

PROMEDIO: 14.9%
DESVIACIO ESTANDAR: 0.1140

Tabla 21.

ESTA TESIS NO SALE ‘
DE LA BIBLIOTECA

9




CONTENIDO DE TANINOS (BASE

SECA) MUESTRA 4
6_
41

%Taninos .

NTENIDO DE TANINOS. Muestra 4 ' ]

No. de ensayo %Taninos
1 4.4
2 5.1
3 5.0
4 5.1
5 4.7

‘—— L __. L. .
DESV[ACIO ESTANDAR 0.3050
|

Tabla 22, - -
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CONTENIDO DE TANINOS (BASE

%Taninos

2 14.4
3 14.9
4 49

Tabla 23.
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ESPECTRO IR. FRACCION 10-15 PURIFICADA
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ESPECTRO RMN'H. FRACCION 10-15 PURIFICADA
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ESPECTRO RMNYC. FRACCION 10-15 PURIFICADA
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ENTEROBACTERIAS Y ALGUNAS OTRAS GRAM-NEGATIVAS

Muestra Desarrollo en medio agar bilis rojo violeta
1 Negativo Negativo
2 Negativo Negativo
3 Negativo Negativo
4 Negativo Negativo
Tabla 24.
ESCHERICHIA COLI
Muestra Desarrollo en medio:
Agar Levine-cosina-azul | Mac Conkey
de metileno
1 Negativo Negalivo Negativo {Negativo
2 Negativo Negativo Negativo | Negativo
3 Negativo Negativo Negativo | Negativo
4 Negativo Negativo Negativo |Negativo
Tabla 25.

PSEUDOMONAS AERUGINOSA )

Darrole en medlo agar cetrlmnda o =

36°C i
Negativo Negativo | Negativo Negativo
Negativo Negativo | Negativo | Negativo
Negativo Negativo | Negativo Negatlvo

Negativo Negativo




CUENTA DE HONGOS

N
Muestra UFC/

1 100 110

2 60 70 J

3 200 220

4 80 90 ﬁ
Tabla 28.

[ CUENTADELEVADURAS |

UFC/g

3300

4000

3500

1500 E

ENTEROBACTERIAS Y ALGUNAS OTRAS GRAM-NEGATIVAS

Muestra Desarrollo en medio agar bilis rojo violeta
1 Negativo
2 Negativo
3 Negativo
4 Negativo
Tabla 30.
ESCHERICHIA COLI
Muestra Desarrollo en medio:
Agar Levine-cosina-azul de |Mac Conkey
metileno
1 Negativo Negativo
2 Negativo Negativo
3 Positivo Positive
4 Negativo Negativo
Tabla 31.
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PRUEBAS BIQQUIMICAS PARA IDENTIFICACION DE E. COLI
—

Prucbir ——— Rfis‘ulmdo
SIM J[st Negativo
[ Indol Negativo |
{ Movilidad Posilivo H
Citrato Simmons Positivo
Negativo k
Negativo J
Tabla 36
PFSEUDOMONAS AERUGINOSA
.
Muestra Desarrolio en medio agar cetrimida
36°C 42°C
1 Negativo Negativo |
2 Negativo Negativo E
3 Negativo Negativo
4 Negativo Negativo

| Muestea | NMP/g

| o
Tabla 33.

CUENTA DE HONGOS

Muestra UFC/
1 140 160
2 100 120
3 190 140
4 120 140 !
App—— i —

Tabla 34.
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