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1. INTRODUCCION

Desde sus origenes el hombre ha buscado de forma instintiva en las plantas alivio para sus
dolores, de la misma manera que alimento y proteccion. “El consumo sistematico de plantas
con atributos medicinales se remonta posiblemente a 2 millones de afios en algun lugar de
Africa, cuna de la humanidad”(Chife, 2010).

Los resultados de su experimentacion derivaron en una estrecha relacion entre el mundo
vegetal y el organismo humano, por el descubrimiento de algunas plantas que no sélo curaron
sus enfermedades fisicas, sino que en particular influyeron en las profundidades de su mente y
espiritu, por medio de alucinaciones que lo alejaban de su existencia mundana, adjudicandoles

propiedades magicas o sobrenaturales.

Thompson en 1980, asegura que en Shanidar un sitio arqueoldgico en Irak de 60, 000 afios de
antigiiedad, poblado por el Homo neanthertalensis, se encontraron restos de Achillea,
Centaurea y Ephedra, géneros de plantas que hoy en dia tienen uso medicinal, lo que sugiere

que el hominido empleaba estas plantas para atender sus males.

Las evidencias histéricas mas antiguas son los ideogramas sumerios los cuales datan desde el
afio 2,500 a.C., el primer documento que enumera varias plantas curativas es el Codice de
Hammurabi (1728-1686 a.C.) rey de Mesopotamia quien legd su codice escrito en piedra
donde se detalla el uso de algunas plantas como hoja sen, belefio, regaliz y menta (Sumner,
2001); otras culturas que se desarrollaron en Babilonia, Egipto, India, China, Grecia y Roma

cuentan con registros disponibles de plantas que contienen numerosas referencias medicinales.

Los chinos en 2500 a.C. en su farmacopea folkldrica describen el uso de diferentes plantas
como tratamiento para distintas afecciones, como la utilizacion de la efedra para las afecciones
pulmonares; el aceite de chaulmoogra (un producto de las semillas de varias especies de

Hydnocarpus) se aplicaba para la lepra, en otras preparaciones.

14
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Los Papiros Ebers, el pergamino mas famoso data del afio 1500 a.C., estos son una
compilacion egipcia de obras anteriores, que contienen 877 apartados recogidos en sus méas de
20 metros de longitud y 110 paginas. Los remedios que se mencionan son muy variados como
el uso de azafran, mirra, ricino, incienso o elementos extraidos de insectos (Heredia & al.,
2004).

En la antigua India los registros datan de hace 3500 afios, el Rig-Veda (el libro mas antiguo de
los Vedas) que contiene mil himnos sagrados habla del Soma (Amanita muscaria) en 120 de
ellos (Schultes & Hofmann, 2000), el hongo era ingerido por los arios en sus ceremonias
magico-religiosas, se comportaba como un alucinégeno, ademas, se aseguraba que aliviaba el

dolor y aumentaba las fuerzas vitales.

La Biblia en el Antiguo y Nuevo Testamento, refiere al uso medicinal de las plantas. Si bien,
el nimero de plantas es muy bajo (aproximadamente 300), menciona especificamente vid, ajo,

cebolla, adelfa, comino, laurel, menta, ortiga, entre otras.

Los griegos hicieron uso extensivo de drogas vegetales. Entre los botdnicos mas importantes
se encuentran: Hipdcrates (460-375 a.C.), quien menciond de 300 a 400 plantas medicinales;
por otro lado, Aristételes (384-322 a.C.) del cual ninguno de sus escritos sobre Botanica
Médica se conserva, pero se sabe que dejo su biblioteca a su discipulo Teofrasto (372-287
a.C.), conocido como el padre de la Botanica; y Dioscorides (primer siglo d.C.), quien escribi6
De Materia Medica, recoge mas de 600 variedades de plantas medicinales, 90 minerales y
unas 30 especies de procedencia animal, sienta las bases para el conocimiento herbolario
europeo de la Edad Media y ademas se convirtio en el modelo de nuestras grandes

farmacopeas (Lindberg, 2002).

Plinio fue un oficial romano, militar, naturalista e historiador, en su trabajo Naturalis historiae
que consta de 37 libros, compila todo el conocimiento de su época, y refiere a la naturaleza del
universo fisico, la geografia, la antropologia, la zoologia, la botanica, incluidos los usos de las
plantas medicinales, la mineralogia, los usos de pigmentos y una historia de las bellas artes

(Biblioteca de la Academina Nacional de Medicina de Buenos Aires, 2012).
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En lo que es hoy el territorio mexicano, los primeros registros del uso de plantas medicinales
datan de la prehistoria en una cueva habitada, hace 8000 afios (Lozoya, 1999), en Coahuila,
donde encontraron restos de Lophophora williamsi (peyote) y Sophora secundiflora (pitol); en
otras cuevas en Chihuahua se recuperaron raices de sangre de drago, Jatropha sp y en

Tehuacéan Puebla, fragmentos de doradilla, Selaginella sp, que quiza tuvieron uso medicinal.

El registro pictografico mas antiguo sobre plantas medicinales de Mesoamérica se encontraba
en el mural de Tepantitla, se piensa fue pintado hacia el afio 650 de nuestra era y representa al
Tlalocéan, paraiso mitologico de Tlaloc ubicado en Teotihuacan. En él se pueden ver plantas
como el floripondio (Figura 1), planta sagrada de la diosa de Tepantitla (Zoltan, 2007), éste se
empleaba para aliviar el dolor reumatico de las articulaciones, padecimientos relacionados con
males frios y acuosos. Los Teotihuacanos también conservaron sus plantas al natural, en
cultivos y en especies de jardines botanicos cuya construccién dispusieron los gobernantes
para preservar el conocimiento (Lozoya, 1999).

Figura 1. Brugmansia arborea, planta sagrada de la diosa de Tepantitla.
Fuente: Zoltan, P. (2007). La diosa de Tepantitla en Teotihuacan: una nueva interpretacion. (ENAH, Ed.) Cuicuilco, 14 (41),

245.
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Los espafioles demostraron interés y respeto por los conocimientos que poseian los indigenas
de México. Entre los herbolarios més sobresalientes figuran:

La obra Nova Plantarum, Animalium et Mineralium Mexicanorum, publicada por Francisco
Hernandez, protomédico personal de Felipe Il quien, entre 1571 y 1576 recorri0 parte de
México reuniendo datos de mas de 3000 plantas (Hernandez, 1942).

El Cddice de la Cruz-Badiano es un libro indigena ilustrado, escrito en ndhuatl y realizado en
1552 en el Colegio Catolico de Santa Cruz, México. Sus autores fueron Martin de la Cruz
médico azteca del siglo XVI y Juan Badiano quien lo tradujo al latin hace casi medio milenio

como Libellus de medicinalibus indorum herbis (De la Cruz, 1991).

La medicina tradicional mexicana actual, es una mezcla de la medicina mesoamericana, de la

medicina negra (proveniente de los esclavos africanos), y de la medicina popular espafiola.

Hoy en dia, toda la informacion sobre drogas vegetales esta reunida en volimenes
enciclopédicos, las Farmacopeas. En 1820 aparece la primera en los Estados Unidos; estos
documentos deben contener la siguiente informacion: 1°) estdndares para las drogas de
utilidad terapéutica; 2°) establecer pruebas para identificacion, cantidad y pureza; 3°) pruebas
para el aseguramiento de uniformidad en las propiedades fisicas y quimicas. Muchos paises
tienen farmacopeas, tales como: Inglaterra, Alemania, Francia, Egipto, México, Argentina,
Brasil, Chile, Paraguay, Venezuela, entre otros. En el 2001 en México, la Secretaria de Salud

Publica edita la Farmacopea Herbolaria de los Estados Unidos Mexicanos.
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2. JUSTIFICACION

En México, el conocimiento empirico sobre las practicas tradicionales de curacién se ha visto
limitado porque la mayor parte ha sido transmitida en forma oral y no existe una metodologia
consistente que permita su validacion cientifica e integracion a los sistemas oficiales de salud.
Los éxitos obtenidos por la fitoquimica ejercen un papel decisivo en la generalizacion del
empleo de plantas medicinales y de medicamentos elaborados a base de éstas en la medicina
moderna. Surge asi el interés de estudiar en el laboratorio de Fitoquimica y Farmacognosia
ubicado en el L-324 de la FES Cuautitlan al toronjil morado (Agastache mexicana (Kunth.)
Lint. & Epling) debido a que es reconocido desde la época mesoamericana y a su extenso uso
en la medicina tradicional, el propdsito de aplicar pruebas para control de calidad del toronijil
morado es por un lado evitar falsificaciones y por otro regular y uniformar el contenido
vegetal para su uso medicinal mediante pruebas botanicas y fisicoquimicas que forman parte

de la identidad (estandarizacion) de la planta.
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3. MARCO TEORICO

3.1.  TORONJIL MORADO

3.1.1. Botanica

3.1.1.1. Taxonomia

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Subclase: Asteridae

Orden: Lamiales

Familia: Lamiaceae

Género: Agastache

Especie: mexicana (Kunth.) Lint. & Epling

3.1.1.2.  Sinonimia popular
Toronjil de casa, toronjil de monte, toronjil morado, toronjil rojo, olotillo, abejera, cidronela y
melisa; pinkil (tepehua), tama (Universidad Nacional Autdbnoma de México, 2009), toroji,
toronji (otomi) (Santillan & al., 2008), atochietl (ndhuatl) (Hernandez, 1942).

3.1.1.3.  Sinonimia botanica
Cedronella mexicana (Kunth) Brig (Santillan & al., 2008).
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3.1.2. Morfologia

El toronjil es una hierba perenne de 40 cm hasta 1.5 m de altura; tallos erectos, ramificados y
cuadrangulares. Sus hojas tienen forma de lanza y los bordes son dentados. Las flores estan
agrupadas en racimos terminales interrumpidos, en nimero de 5 hasta 20, con forma tubular,

de color rojo vivo o rojo-morado.

3.1.3. Habitat

El toronjil es originario de México; esta presente en climas calidos, semicalidos y templados
entre el nivel del mar hasta 780 msnm y desde 1600 msnm a 3900 msnm. Hierba asociada a
bosques tropicales caducifolio, subcaducifolio y perennifolio y a bosques espinoso, mesofilo
de montafa, de encino, de pino-encino, de pino y mixto. La especie se encuentra distribuida en
los estados de Puebla, Estado de Meéxico, Guerrero, Jalisco y Michoacan (Universidad

Nacional Auténoma de México, 2009).

3.1.4. Historia

Francisco Herndndez en 1492, describe cuatro tipos diferentes de atochietl que significa
“tabaco del conejo de agua” (Figura 2), el primer atochietl que menciona es identificado en su
documento como Cedronella mexicana Benth. (sinénimo botanico del toronjil), sefiala “cura
la pardlisis y es remedio contra las disenterias y otras enfermedades ocasionadas por el frio”,
anade, “vulgarmente se usa la planta fresca en infusion teiforme como estomaquico y

antiespasmodico”.

En el siglo XVI, de la Cruz alude “quien tenga catarro o coriza, debe de oler las hierbas de

atochietl y tzonpilihuiz xihuitl, y de esta manera se aliviara del catarro™.
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Figura 2. Atochietl nombre nahuatl del toronjil morado
Fuente: De la Cruz, M. (1991). Libellus de medicinalibus indorum herbis (Segunda ed.). Distrito Federal: Fondo de Cultura
Econdmica.

Por su parte Gregorio Lopez, en el siglo XVII relata que “las hojas bebidas con vino y
aplicadas como emplasto son contra mordeduras de perro rabioso y picaduras de alacran. Su
cocimiento en fomentacidn provoca menstruacion, quita dolor de dientes. Las hojas son Utiles
a los que no pueden resollar, purifican Ilagas, mitigan el dolor de junturas y son utiles al
estomago. Comido despierta el sentido, fortifica el corazén y cerebro, quita tristezas y temor
que procede de melancolia, ataja imaginaciones extrafas y despierta de suefios horribles”. Mas
adelante, la Sociedad Farmacéutica de Meéxico en el siglo XIX sefiala su uso como

antiespasmadico y estimulante.

En el siglo XX, Alfonso Herrera la describe como antiespasmadico y sucedaneo del toronjil
europeo. Posteriormente, Maximino Martinez la refiere como antiespasmddico. Luis Cabrera
cita que es antirreumatico, diaforético, digitalico, eupéptico, que sirve para las contusiones y
provoca paralisis de la respiracion. Finalmente, la Sociedad Farmaceutica de México consigna
su uso como antiespasmadico, diaforético, estimulante y eupéptico (Universidad Nacional
Auténoma de México, 2009).
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3.1.5. Usos en la medicina tradicional mexicana

La infusion de “los tres toronjiles” (morado, blanco y azul) es utilizada para problemas
gastrointestinales, nerviosos y cardiovasculares (Linares & al., 1995). Otros curanderos
recomiendan darlos junto con canela (Cinnamomum zeylanicum), flor de manita

(Chiranthodendron pentadactylon) y tila (Tilia mexicana).

Los mixes, zapotecos y totonacos, lo emplean en la curacion del mal de ojo, la caida de
mollera, problemas gastricos como dolor de estomago, cdlico de estdbmago, corajes, dolor
intestinal, empacho y para la digestion. También se usa en alteraciones cardiovasculares como
dolor de corazdn y cuando se tapan las venas (Universidad Nacional Auténoma de México,
2009).

El grupo otomi considera el toronjil como una planta de calidad caliente porque cura el
enfriamiento. Los otomies emplean toronjil en el tratamiento de dolor de estdbmago, aire, tos,

bilis, vomito, nervios, pero principalmente para el susto o espanto (Santillan & al., 2008).

3.2. ENSAYOS DE CONTROL DE CALIDAD DE LAS DROGAS Y
ESTANDARIZACION DE EXTRACTOS VEGETALES

3.2.1. Control de calidad de las plantas medicinales

La calidad de una planta medicinal es definida como el estado éptimo de una droga que es
determinado por la identidad, modo de conservacion, contenido de principios activos y otras
propiedades quimicas, fisicas, y bioldgicas. El control de calidad es un término que refiere a

los procesos involucrados en el mantenimiento de la calidad y validez de un producto.

En general el control de calidad esta basado en tres importantes definiciones farmacopeicas:

identidad, pureza y cantidad de principios activos.
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Identidad: la correcta autentificacion de una droga cruda, es el criterio nimero uno en
la importancia del proceso, permitiendo la deteccion de falsificaciones.

Pureza: esta estrechamente ligada con el uso seguro de la droga, se debe legitimar que
no ha sufrido alteraciones, adulteraciones, ni excede los limites de materia extrafia
orgénica, sustancias nocivas, u otros contaminantes.

Cantidad de principios activos: consiste en certificar que la droga contenga la dosis
necesaria para asegurar la actividad farmacoldgica sin llegar a valores toxicos
(Kuklinsky, 2000).

3.2.2. Estandarizacion de extractos vegetales

La calidad de los extractos vegetales es influenciada por pardmetros tales como el método de

extraccion, liquido extractor, granulometria del material vegetal y proporcion de la droga con

respecto al disolvente (Miranda, 1994). La uniformidad de esos parametros en la obtencién de

extractos es de gran importancia para garantizar la calidad de los mismos.

La estandarizacion de los extractos vegetales o fitopreparados hace referencia a la

identificacion y cuantificacion de los principales constituyentes activos. Esta se puede llevar a

cabo siguiendo los siguientes pasos:

1.

2.

Caracterizacion del perfil fitoquimico e identificacion de los componentes activos. En
este caso, el método de estandarizacion debe considerar la cuantificacion de los
compuestos bioactivos mas importantes segun las investigaciones farmacolégicas.
Aislamiento y elucidacion estructural de los constituyentes quimicos mayoritarios que
puedan ser responsables de su actividad farmacoldgica y eficacia terapeutica.

En la medicina herbaria varias plantas pueden ser utilizadas juntas en la misma
preparacion. Esto significa que deben aplicarse pruebas de control de calidad para cada
extracto por separado y asegurar la calidad del producto (Wolfender & Hostettman,
1995).
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El objetivo de la estandarizacion de extractos vegetales o formulaciones fitofarmacéuticas, es
permitir que éstos cumplan con los requisitos internacionales actuales de calidad, seguridad y
eficacia (Bauer & Tittel, 1996). Es muy importante quesea establecido un control de calidad
para todas las plantas medicinales en el mercado debido a la enorme variacion para diferentes
lotes de las mismas(Ekka & al., 2008; Ahmad & al., 2006).

3.2.3. Criterios para control de calidad de plantas medicinales y estandarizacion

de extractos vegetales

En drogas enteras o troceadas generalmente es suficiente el control de las caracteristicas
botanicas macroscopicas y organolépticas para establecer la identidad de la droga, mientras
que el analisis de las drogas pulverizadas requiere de métodos microscépicos. Los ensayos
fisicoquimicos proporcionan informacion sobre los principios activos y sustancias no
deseables. Las pruebas farmacodinamicas y bioldgicas evalGan las posibles acciones

farmacoldgicas o toxicidad de una droga.

A continuacion se explicaran los ensayos realizados para el control de calidad de plantas

medicinales y para la estandarizacion de sus extractos.

3.2.3.1.  Ensayos organolépticos
Una inspeccion visual provee una simple y rapida medida para identificar el material, pureza y
posiblemente calidad. Si una muestra es encontrada significativamente diferente, en términos
de color, consistencia, olor o textura, con respecto a las especificaciones, se considera una

inconformidad en los requerimientos.

Tal como se muestra en la Tabla 1, estas pruebas consisten en comprobar las caracteristicas de

las plantas medicinales apreciables con los sentidos.
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Tabla 1. Propiedades organolépticas de diferentes plantas medicinales

Color Sabor Olor

Rojo: quina Dulce: palo dulce Plantas con aceites esenciales:
Anaranjado: ruibarbo Amargo: Santa Maria y el ajo, melisa, orégano, eucalipto,
Castarfio: canela, clavo huereque papaloquelite

Blanco: goma arabiga Aromatico: anis, menta

Fuente: Kuklinsky, C. (2000). Farmacognosia: Estudio de las drogas y sustancias medicamentosas de origen vegetal.
Barcelona, Espafia: Omega.

3.2.3.2.  Ensayos botanicos
Las caracteristicas macroscopicas son Utiles para determinar la identidad y la pureza de la
droga examinada. Sin embargo, como la determinacion de las caracteristicas macroscopicas y

organolépticas es bastante subjetiva, deben realizarse comparaciones con muestras auténticas.

Los términos macroscopicos para describir a una planta son individuales (clase 1) y colectivos

(clase I).

Clase I. Los términos individuales, a su vez, se dividen en absolutos que se utilizan para hacer
referencia de manera individual a los caracteres propios de cada 6rgano; y relativos que

expresan la relacion que guardan las plantas, o sus 6rganos, con otro 6rgano u organismo.

Los términos individuales absolutos se refieren a:
1. Aspecto y figura. Forma general o tridimensional, contornos, apice y base.
Division. Margen, incisién y ramificacion.
Superficie. Marcas o lisura, indumento o protuberancias y brillo o textura.
Textura.
Tamairio.
Duracion del ciclo vegetativo.
Color.
Variegacion.

© o N o g bk~ DN

Nervadura.
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Los términos individuales relativos son agrupados en tres apartados:

1. Estivacion, o la relacion que mantienen los 6rganos con respecto a otros en la yema.

2. Direccidn, es la relacion que los 6rganos guardan con la superficie de la tierra, o con el

tallo de la planta que constituye
3.

un eje.

Insercién, o el modo en que una parte se inserta o adhiere a otra.

La Figura 3 muestra algunos de ejemplos de forma, margen y nervadura de las hojas.
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Figura 3. Tipos de forma, margen y venacion de diferentes hojas
Fuente: http://yhonrobert.blogspot.mx/2010_09_01_archive.html en septiembre de 2012.

Clase I1. Los términos colectivos, son aquellos que se refieren a los 6rganos tomados de

manera conjunta. Con esta condicion, cuando se dice que las hojas son opuestas, este término

se emplea cuando son varias hojas; y cuando se dice que una panicula es laxa o floja, quiere

decir que las flores de la panicula, en todo su conjunto, estan dispuestas flojamente, o de

forma poco densa (Stearn, 2006).
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3.2.3.3.Ensayos fisicoquimicos
Como se indica en la Tabla 2, los ensayos fisicoquimicos son aquellos métodos que se utilizan
para identificar a los componentes de extractos vegetales y determinar la cantidad en que se

encuentran.

Tabla 2. Métodos fisicoquimicos utilizados comdnmente en fitoquimica

Métodos cualitativos

Métodos cuantitativos

Pruebas de solubilidad en diferentes disolventes
Reacciones quimicas para detectar grupos
basadas en

funcionales concretos

precipitaciones, apariciones de color,
desprendimiento gaseoso, etc.

Métodos de fluorescencia

Métodos cromatogréficos:

PC, TLC, GLC, HPLC

Métodos espectrofotométricos:

MS, IR, NMR, UV-Vis

Métodos cromatogréaficos acoplados a métodos

espectrofotométricos

Valoracion de la cantidad de principio activo:
volumetrias, gravimetrias, espectrofotometria,
métodos cromatograficos

Material extraible con diferentes solventes
Determinacion de contenido agua y materia
volatil

Cuantificacion de aceite esencial

Cuantificacion de cenizas

Determinacion de indices de acidez, yodo,
saponificacién, hinchamiento, etc.

Control de pesticidas y residuos téxicos

Otros: control de radiactividad, etc.

e Electroforesis

3.2.3.2.1. Métodos analiticos

3.2.3.2.1.1.
El analisis cuantitativo y cualitativo de los metabolitos secundarios de una planta se puede

Técnicas cromatogréficas

realizar mediante cuatro técnicas cromatograficas, ya sea individualmente o por una
combinacion de ellas: cromatografia en papel (PC), cromatografia en capa fina (TLC),
cromatografia de gases liquido (GLC), y cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC)
(Harborne, 1998).
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Como se muestra en la Tabla 3, la eleccion de la técnica depende de las propiedades de
solubilidad y de volatilidad de los compuestos a ser separados.

Tabla 3. Ejemplos de metabolitos estudiados por técnicas cromatograficas

Técnica Tipo de compuestos estudiados

PC Compuestos solubles en agua, carbohidratos, aminoacidos, bases de acidos nucleicos, acidos

organicos o compuestos fenolicos

TLC Componentes liposolubles, esteroides, carotenoides, quinonas simples, clorofilas y otros lipidos

Asi como componentes hidrosolubles

GLC Valoracion de aceites volatiles, mono- y sesquiterpenos, hidrocarburos y compuestos azufrados

HPLC Compuestos menos voldtiles tanto hidrosolubles como liposolubles

Fuente: Harborne, J. B. (1998). Phytochemical methods: A guide to modern techniques of plant analysis. (Fifth ed.). London,
England: Chapman & Hall.

3.2.3.2.1.2.  Espectroscopia

Los métodos espectrométricos son un amplio grupo de métodos analiticos que se basan en la
espectroscopia atomica y molecular. La espectroscopia es un término general para la ciencia
que trata de las distintas interacciones de la radiacion con la materia. Se denomina
espectrofotometria a la medicién de la cantidad de energia radiante que absorbe un sistema
quimico en funcién de la longitud de onda de la radiacién, y a las mediciones a una

determinada longitud de onda.

Espectrofotometria UV-Vis

La teoria ondulatoria de la luz propone la idea de que un haz de luz es un flujo de cuantos de
energia llamados fotones; la luz de una cierta longitud de onda del espectro electromagnético
esta asociada con fotones, cada uno de los cuales posee una cantidad definida de energia.

La espectroscopia de absorcion molecular en el rango ultravioleta-visible (region de 180 a 800

nm del espectro electromagnetico) se basa en la medicion de la transmitancia (T) o la

absorbancia (A) de radiacion resultante de la atenuacion de una radiacion con potencia inicial
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(Po) que incide por una disolucion que contiene moles por litro de soluto absorbente (C)
contenida en una celda transparente de longitud conocida (b) (Skoog & al, 2001).

La concentracion de un analito es directamente proporcional a la absorbancia, como se explica

en la ecuacion 3 que es una representacion matemaética de la Ley de Bouguer—Lambert-Beer:

. . P
Transmitancia (%T). T = oo X 100 1)
. P

Absorbancia (A).A = ?0 = —logT (2)

A=¢'bC (3)
Donde:
A=absorbancia Po=radiacion incidente
& =coeficiente de absortividad molar (Mcm™) b= camino 6ptico (cm)
T=transmitancia P= radiacion emergente
A= longitud de onda. C= Concentracién

Ley de Bouguer—Lambert-Beer

Es un medio matematico que explica como la materia absorbe a la energia radiante incidida.
Esta ley dice que tres fendmenos son responsables de disminuir la potencia de una radiacion

monocromatica:

1. La absorcion energética de una disolucion es directamente proporcional a su
concentracion manteniendo el paso dptico constante.

2. EIl detrimento de la transmitancia es directamente proporcional al aumento de la
longitud del camino optico.

3. La probabilidad de que el foton de cierta longitud de onda sea absorbido por el
material (coeficiente absorcion o de extincion molar del material) (Buriel, 2008).
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Especies absorbentes

La absorcion de la energia ultravioleta o visible resulta generalmente de la excitacion de los
electrones de enlace, es decir, ésta puede promocionar a un electron de un orbital = o n de

enlace o antienlace, a un orbital de antienlace vacio.

Las especies absorbentes contienen electrones © y n, incluyen a los cromdforos que son
compuestos organicos que poseen dobles enlaces y a los iones metalicos de transicion
(Harborne, 1998).

La espectroscopia UV-Vis es de gran utilidad debido a que, el espectro de absorcion de los
constituyentes vegetales puede ser medido en disoluciones poco concentradas. Para
compuestos que no tienen color, las mediciones son hechas en un rango de 200 a 380 nm; para
compuestos coloridos es de 380 a 800 nm (Skoog & al, 2001).

Como se puede observar en la Tabla 4, los valores del espectro UV-Vis en la identificacion de
constituyentes estan relacionados con la complejidad del espectro y en general con la posicion

de la longitud de onda méxima.

Tabla 4. Propiedades espectrales de las diferentes clases de pigmentos vegetales

Pigmento Rango visible(nm)? Rango UV(nm)

Clorofilas (Verde) 640-660 y 430-470  Corta absorcién UV por la presencia de proteinas
Ficobilinas (rojo y azul) 615-650 y 540-570 Corta absorcion UV por la presencia de proteinas
Citocromos (amarillo) 545-605 Corta absorcion UV por la presencia de proteinas
Antocianinas (malva o rojo) 505-535 ca.275

Betacianinas (color malva) 532-554 250-270

Carotenoides (amarillo a naranja) 400-500

Antraquinonas (amarillo) 420-460 3-4 picos intensos entre 220-290
Chalconas y auronas (amarillo) 365-430 240-260

Flavonoides (amarillo) 365-390 250-270

#Valores aproximados: los valores actuales varian de acuerdo al disolvente utilizado, el pH y el estado fisico del pigmento.
Fuente. Harborne, J. B. (1998). Phytochemical methods: a guide to modern techniques of plant analysis. (Fifth ed.). London,
England: Chapman & Hall.
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Espectroscopia Infrarroja (IR)

La aplicacion mas habitual de la espectroscopia de infrarrojo en quimica organica es de tipo
cualitativo y reside en la identificacion de grupos funcionales de una molécula, para los que se

observan bandas caracteristicas en determinadas regiones del espectro.

La espectroscopia IR se utiliza para confirmar la identidad de un compuesto particular y como
una herramienta para ayudar a determinar la estructura quimica de una molécula recientemente

sintetizada (junto con resonancia magnético nuclear y espectrometria de masas).

La absorcion infrarroja no tiene la suficiente energia para inducir una transicion electronica
como la UV. La absorcion de infrarrojo se restringe a compuestos con pequefias diferencias de
energia en los posibles estados vibracionales y rotacionales. La alternancia entre el campo
eléctrico de la radiacion interactia con otras fluctuaciones en el momento dipolar de la
molécula. Si la frecuencia de la radiacion coincide con la frecuencia vibratoria de la molécula
entonces la radiacion se absorbe, causando un cambio en la amplitud de la vibracion molecular
(Raaman, 2006).

3.2.4. Obtencidn, recoleccion y conservacion de drogas

3.24.1.  Obtencion de drogas vegetales

Las drogas vegetales se obtienen a partir de las plantas medicinales de dos tipos: silvestres o

cultivadas. Las plantas también son clasificadas de acuerdo a su origen en:

e Especies autoctonas o indigenas: que son originarias de una zona, region o pais.

e Especies aldctonas: que son propias de varias zonas regiones o paises.
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3.2.4.2. Recoleccion

Plantas silvestres

Originalmente todas las especies colectadas eran silvestres, sin embargo, el uso de plantas

silvestres para la obtencidn de drogas vegetales tiene una serie de inconvenientes:

e Baja produccion.

e Crecimiento irregular. Diferentes estadios de crecimiento.
e Gran dispersion geogréafica. Zonas de crecimiento extensas.
e Gran variabilidad en contenido de principios activos.

e Confusiones de identidad.

e Riesgos de contaminacidn por diferentes sustancias y recoleccion no selectiva.

El uso de plantas silvestres esta recomendado, a pesar de sus inconvenientes cuando:
e La poblacion natural es abundante y de facil acceso.
e Larecoleccion es rentable.

e No es posible o resulta muy caro el cultivo de una especie determinada.

Plantas cultivadas

El cultivo de las plantas medicinales resulta adecuado para la mayoria de los casos por

diversas razones:

Permite conseguir cosecha abundantes y de buena calidad.

e Se obtienen todas las plantas en un estadio de crecimiento similar.

e La produccidn esta localizada en una zona definida.

e Reduce la posibilidad de adulteraciones o falsificaciones.

e No atenta contra la poblacion natural de plantas. Incluso, permite dar continuidad,

recuperar y mejorar ciertas especies (Kuklinsky, 2000).
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El momento de la recoleccién condiciona notablemente la calidad y cantidad de principio
activo de la especie y es preciso tener en cuenta una serie de factores que afectaran la droga

como son.

La edad del vegetal.
La época del afo.

Momento del dia.

Eal N

El estadio del vegetal.

3.2.4.3. Conservacién

Los vegetales al ser removidos de su medio natural, ven perturbado su equilibrio metabélico y
proliferan en reacciones y fendmenos que degradan la droga vegetal recolectada.

Las causas de alteracion pueden ser internas y externas.

a) Causas internas:

Reacciones enzimaticas: la actividad enzimatica se promueve cuando la droga posee
cantidades de agua superiores al 10%. Dentro de este tipo de reacciones existen:
oxidaciones, condensaciones, polimerizaciones, isomerizaciones, racemizaciones y
autooxidaciones; incluso pueden ocurrir reacciones entre los diferentes componentes

de la planta.

b) Causas externas:
El calor, las radiaciones, la humedad, el ataque de parasitos, microorganismos,

insectos, etc. (Bruneton, 1991).

Como se muestra en la Tabla 5, existen dos procedimientos fundamentales para evitar la
activacion enzimatica y conservar las drogas vegetales: la inhibicion enzimatica y la

inactivacion enzimatica.
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Inhibicién enzimética

Esta técnica consiste en eliminar el agua del vegetal hasta valores inferiores al 10% (que llega

a ser hasta de un 70% en las partes mas carnosas y en menor cantidad en otras partes).

Inactivacién enzimatica

Este proceso radica en la destruccion de las enzimas, que pierden asi su capacidad

catalizadora. También recibe el nombre de estabilizacion de la droga.

Tabla 5. Métodos de inhibicion e inactivacion enzimatica en vegetales

Denominacion Inhibicidn enzimética Inactivacion enzimatica
Caracteristicas Reversible Irreversible
e Desecacion natural e Sumergimiento en alcoholes a

-al sol ebullicion

-a la sombra e Con vapores
Procedimientos e Desecacion artificial -vapor de agua en autoclave

- aire caliente -vapores alcoholicos

-estufa al vacio -calor seco

-lampara de IR

e Liofilizacién o criodesecacion

Nota. Fuente: Kuklinsky, C. (2000). Farmacognosia: Estudio de las drogas y sustancias medicamentosas de origen vegetal.
Barcelona, Espafia: Omega.

3.3.  FITOQUIMICA

3.3.1. Terpenos

Constituyen el grupo mas abundante en los aceites esenciales, en conjunto son responsables de

los aromas y sabores especificos de las plantas.
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Los terpenos estan conformados por unidades isoprenoides (unidad formada por 5 atomos de
carbono), generalmente la union es cabeza-cola; pueden contener desde una (hemiterpenos)
ocho unidades isoprenoides (tetraterpenos), e incluso entre 3000 y 6000 unidades isoprenoides
(politerpenos) como por ejemplo el caucho. El arreglo de las unidades puede ser lineal (como

en el escualeno) o ciclico (como en el limoneno) o varios ciclos (Vazquez, 2003).

Los terpenos son clasificados de acuerdo a su numero de unidades de 5 carbonos que

contienen:
1. Hemiterpenos Cs, Alcohol isoamilico, isovaleraldehido, &cido angélico.
2. Monoterpenos Cyo. Mirceno, geraniol, linalool.
3. Sesquiterpenos Cys, Farnesol, acorona, humuleno, lanceol.
4. Diterpenos Cy Zoapatanol, clerodanos.
5. Sesterterpenos Cys. Ofiobolinas, furanosesterterpenos.
6. Triterpenos Cszo, Escualeno, lanosterol, friedelina.
7. Tetraterpenos Cy4. Encontramos comunmente a los carotenoides y xantofilas

(Bruneton, 1991).

3.3.2. Lactonas

Las lactonas son ésteres ciclicos que se obtienen mediante la esterificacion intramolecular a
partir de hidroxiacidos mediante la pérdida de agua. Esta ciclacion forma ciclos de 5 o0 6

miembros.

Pueden existir:
e Lactonas sesquiterpénicas como por ejemplo: partenolida (Santa Maria), absintina
(ajenjo).
e Glucosidos cardioactivos, por ejemplo digoxina (Digital), bufalina (sapo del género
Bufo) (Hasegawa & Marcano, 2002).
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3.3.3. Saponinas

Las saponinas son heterosidos (azucar + aglicdn) que se caracterizan por su capacidad para
producir espuma cuando se agitan en una solucion acuosa. Las unidades de azUcar pueden ser

neutras o acidas.

Segun el nimero de enlaces glucosidicos al aglicon se denominan:
1. Saponinas monodesmosidicas: el aztcar se une al OH de la posicion 3.

2. Saponinas bidesmosidicas: el azlcar se une en dos puntos al aglicon.

De acuerdo a la naturaleza de aglicon se clasifican en:
e Saponinas esteroidicas.
e Saponinas triterpénicas. Se subdividen a su vez en:
- Saponinas triterpénicas pentaciclicas.

- Saponinas triterpénicas tetraciclicas.

3.3.4. Fenoles

La vasta mayoria de los compuestos aromaticos de los productos naturales son fenoles.
Existen numerosas categorias de estos compuestos: fenoles simples, fenilpropanoides,

flavonoides, taninos y quinonas.

1. Fenoles simples. La mayoria son componentes monoméricos de los polifenoles
poliméricos y 4acidos que promueven el crecimiento de los tejidos vegetales,
incluyendo lignanos, hidroquinonas y taninos.

2. Eteres de fenoles. Muchos de los fenoles también existen como metil éteres (Kaufman
& al., 2000).

3. Fenilpropanoides. Contienen una cadena de tres carbonos lateral unida a un grupo
fendlico. Son derivados de aminoacidos aroméaticos como la fenilalanina. Los més

extensamente distribuidos son los &cidos hidroxicindmicos, cuatro tipos son los mas
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comunes incluyendo los &cidos ferdlico, sinapico, cafeico y cumarico. Otros ejemplos
comunes de estos son: hidroxicumarinas, fenilpropenos, y lignanos (Harborne, 1998).

4. Flavonoides. Los flavonoides son pigmentos ampliamente distribuidos en el reino
vegetal. Estructuralmente son compuestos Cs-C3-Cs (Figura 4) que provienen de dos
rutas biosintéticas: Acido shikimico (Cs-C3) y la ruta de los policétidos o acetogeninas
(Cé) (Camacho & al., 2011).

Quercetina

Figura 4. Estructura bésica de los flavonoides

Las diferentes clases dentro del grupo son distinguidas mediante el heterociclo
oxigenado y los grupos hidroxilo que contienen. Estos involucran catequinas,
leucoantocianinas, flavanonas, flavanonoles, flavonas, antocianinas, flavonoles,
chalconas, auronas e isoflavonas. Las catequinas y leucoantocianinas son
estructuralmente similares y solo se encuentran raramente como sus glicosilados. Se
pueden polimerizar y formar taninos condensados.
Las flavanonas y los flavanonoles son bastante raros y normalmente existen como sus
glicosilados. Las flavonas y flavonoles son los méas extensamente distribuidos. Las
antocianinas son los pigmentos comunes rojos y algunos azules de las flores. Las
chalconas, como la buteina, carecen del anillo de pirano encontrado en los
flavonoides. Las auronas son pigmentos amarillos comunes en ciertas flores.

5. Quinonas. Son pigmentos muy coloreados que cubren todo el espectro visible. Se han
encontrado en regiones internas de las plantas y asi imparten el color para el exterior
de la planta. Generalmente, las quinonas son derivados de benzoquinonas,

naftoquinonas o antraquinonas (Kaufman & al., 2000).
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3.3.5. Azucares reductores

Los azUcares estan clasificados en tres grupos dependiendo de su composicion:
monosacaridos, como glucosa, galactosa, fructosa; disacaridos como la sacarosa; Yy
oligosacaridos, formados por monosacaridos, por ejemplos: la inulina y la oligofructosa; los

polisacéaridos incluyen largas moléculas como la celulosa (Cseke & al., 2006).

Los azucares reductores estan constituidos por un conjunto de monosacaridos o disacaridos
con funcién cetonica (-CO-) o aldehica (-CHO-) determinados por capacidad de ceder
electrones a otras moléculas (Oxford-Complutense, 2003). Los azUcares reductores se pueden

unir de forma inespecifica a otras moléculas (Berg, 2008).

3.4. ACEITES ESENCIALES

3.4.1. Definicion

Bajo la denominacién de aceites esenciales se agrupan las sustancias volatiles obtenidas
mediante procesos quimicos y fisicos a partir de especies vegetales aromaticas, caracterizados
por una composicion compleja en la que predominan derivados terpénicos (mono- y

sesquiterpenos) y fenilpropanicos (Villar del Fresno, 1999).

3.4.2. Distribucidn

Los aceites esenciales se encuentran en practicamente vegetales superiores, segin Lawrence,
17.500 especies aromaticas. Los géneros capaces de elaborar los constituyentes que componen
los aceites esenciales estan repartidos en un nimero limitado de familias particularmente ricas
en aceites esenciales son: Compositae (manzanilla), Labiatae (menta), Myrtaceae (eucalipto),
Pinaceae (pino), Rosaceae (rosas), Lauraceae (laurel), Rutaceae (Citrus), y Umbelliferae (anis,

alcaravea, comino, eneldo, etc.) (Harborne, 1998).
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Los aceites esenciales pueden almacenarse en todos los 6rganos vegetales: flores, hojas vy,
aungue menos habitual, en cortezas, lefios, raices, rizomas, frutos y, semillas. Aunque todos
los érganos de una especie pueden contener aceite esencial, la composiciéon de éste puede

variar segun su localizacion.

Cuantitativamente los contenidos en aceite esencial son bajos, frecuentemente inferiores a los
10 mL/kg. Contenidos elevados como en los botones de florales del arbol de clavo (150 mL/kg

0 mas en la droga seca) son excepcionales (Cseke & al., 2006).

3.4.3. Propiedades fisicas

Los aceites esenciales son liquidos a temperatura ambiente, volatiles (o que les diferencia de
los aceites “fijos”), muy raramente son coloreados. En general, su densidad es inferior a la del
agua (los aceites esenciales de sasafras y clavo constituyen excepciones). Poseen un indice de
refraccidn elevado y la mayoria desvian la luz polarizada. Son liposolubles, insolubles en agua

y solubles en los disolventes organicos habituales (Villar del Fresno, 1999).

3.4.4. Composicién quimica

Los aceites esenciales son mezclas complejas de compuestos pertenecientes de manera casi

exclusiva a dos grupos: terpenos y fenilpropanoides.

3.4.4.1. Terpenos
En los aceites esenciales se encontraran Unicamente los terpenos mas volatiles, es decir,
aquellos cuya masa molecular no es muy elevada: mono y sesquiterpenos.
e Monoterpenos. Estos pueden ser: alcoholes, aldehidos, cetonas, ésteres, éteres,
perdxidos y fenoles.

e Sesquiterpenos. Siendo los mas frecuentes hidrocarburos, alcoholes y cetonas.
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3.4.42. Compuestos aromaticos
Los derivados del fenilpropano (Cs-C3) son menos frecuentes (Bruneton, 1991).

3.4.5. Meétodos de obtencion

3.4.5.1.  Por arrastre de vapor de agua

3.4.5.1.1. Hidrodestilacion
La hidrodestilacién simple consiste en sumergir directamente el material vegetal en un matraz
Ileno de agua acoplado a una trampa tipo Clevenger (Figura 5) que a continuacion se somete a
ebullicidn. Los vapores heterogéneos se condensan sobre una superficie fria del refrigerante, el
aceite esencial se recolecta en el tubo graduado de la trampa (Miranda, 1994) y es separado

por diferencia de densidad.

Figura 5. Dispositivo de hidrodestilacion
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3.4.5.1.2. Destilacion con vapor saturado
Como muestra la figura 6 en la destilacion con vapor saturado, el vegetal no estd en contacto
con el agua: el vapor de agua (matraz azul) se inyecta a través de la masa vegetal (matraz
verde). Para acortar el tiempo del tratamiento, limitar la alteracion de los constituyentes del
aceite esencial y economizar energia, se puede trabajar a presion moderada (1a 3 bar) (Ahmad
& al., 2006).

Figura 6. Destilacion con vapor saturado

3.4.5.1.3. Hidrodifusion
La hidrodifusion consiste en impulsar el vapor de agua a muy baja presion (0,02-0,05 bar) a
través de la masa vegetal, de arriba a abajo. La composicién de los productos obtenidos es
sensiblemente diferente de los productos obtenidos por los métodos clasicos, desde un punto
de vista cualitativo (Kuklinsky, 2000).

3.4.5.1.4. Expresion
Este método consiste en despedazar el epicarpio de algunos frutos (citrico) ejerciendo una
fuerza abrasiva y el contenido de las glandulas secretoras que se han roto se recupera bajo una
corriente de agua. Después de eliminar los desechos sélidos, el aceite esencial se separa de la
fase acuosa por centrifugacién (Farmacopea Herbolaria de los Estados Unidos Mexicana,
2001). Otros procedimientos rompen las glandulas por depresion y recogen directamente el

aceite esencial, lo que evita las degradaciones debidas a la accion del agua.
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3.4.5.2. Enfleurage

La extraccion con grasa fria es un método antiguo. Este procedimiento aprovecha la
liposolubilidad de los compuestos olorosos de vegetales. Una capa delgada de grasa inodora se
extiende sobre una lamina de vidrio y se colocan varias capas de pétalos frescos. Una vez que
la grasa ha absorbido toda la fragancia posible, el aceite se extrae mediante disolventes
organicos, generalmente etanol. Una variante de ésta es la “digestion” se practica en caliente,
por inmersion de los érganos vegetales. El producto obtenido es una pomada floral (Miranda,
1994).

3.4.5.3.  Extraccion con gases supercriticos
Un fluido puede tener la densidad de un liquido y la viscosidad de un gas, por tanto tener una
buena capacidad de difusién en los sélidos y un buen poder disolvente. En teoria se pueden
utilizar varios gases, sin embargo, el interés se centra casi exclusivamente en el didxido de
carbono. Aunque los inconvenientes tecnoldgicos son considerables (el punto critico se situa a
P=73,8 bares y T=31,1°C) las ventajas son numerosas; capacidad de proporcionar extractos de
composicion muy préxima a la original de los vegetales, posibilidad de hacer variar la
selectividad, la viscosidad, etc., variando la temperatura y la presion (extraccion y

fraccionamiento simultaneos), ausencia de hidrdlisis y de reagrupamientos (Kuklinsky, 2000).

3.4.5.4. Otros procedimientos
La hidrodestilacion por microondas a vacio, es un procedimiento donde la planta se calienta
selectivamente por una radiacion de microondas en un recinto cuya presion se reduce de forma
secuencial: el aceite esencial es arrastrado en la mezcla azeotrépica formada con el vapor de

agua propio de la planta (sin afiadir agua para los productos en fresco) (Kuklinsky, 2000).

3.4.6. Factores de variabilidad de los aceites esenciales

e Existencia de quimiotipos.

¢ Influencia del ciclo vegetativo.
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e Latemperatura, humedad relativa, duracion de insolacién y el régimen de los vientos.

e Las practicas de cultivo.

e Otro elemento fundamental es el régimen hidrico.

e Influencia del proceso de obtencion (Harborne, 1998).

3.4.7. Ensayos de calidad

Como se alude en la Tabla 6, para controlar la calidad de los aceites esenciales deben

determinarse diferentes parametros.

Tabla 6. Ensayos para el control de calidad de los aceites esenciales

Determinaciones Determinaciones Caracteristicas Contenido de la Anélisis
fisicas espectroscopicas organolépticas esencia cromatografico
-Densidad a 20°C -Espectroscopia -Sabor -Por destilacion -Cromatografia de
-Viscosidad UV-Vis -Olor capa fina

-Indice de refraccion -Espectro de IR -Color -Cromatografia de

-Desviacién optica
-Solubilidad en

mezclas alcohol-agua

gases
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4. OBJETIVOS

41. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la calidad de la especie Agastache mexicana (Kunth.) Lint. & Epling (toronjil
morado), usado en la medicina tradicional mexicana, mediante la estandarizacion de los
extractos obtenidos por gradiente de polaridad para contribuir y complementar lo descrito por

la Farmacopea Herbolaria de los Estados Unidos Mexicanos (FHEUM).

4.2. OBJETIVOS PARTICULARES

e Conocer los criterios de calidad de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y de la
Farmacopea Herbolaria de los Estados Unidos Mexicanos (FHEUM) para disefiar la
metodologia de estandarizacion.

o Identificar el material vegetal en el herbario etnoboténico 1ZTA de la FES-Iztacala
UNAM.

e Aplicar las diferentes técnicas de extraccion y obtener la mas adecuada para la
estandarizacion de los extractos.

e Proponer y complementar los parametros analiticos planteados por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) y por la Farmacopea Herbolaria de los Estados Unidos
Mexicanos (FHEUM).

o Extraer y caracterizar el aceite esencial del toronjil morado.
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5. DESARROLLO EXPERIMENTAL

5.1. PREPARACION DE MATERIA PRIMA

5.1.1. Recoleccién de material bioldgico
Adquirir la planta medicinal conocida popularmente como “toronjil morado o rojo”, en el
mercado de Sonora ubicado en Calle Fray Servando y Teresa de Mier, delegacion Venustiano
Carranza, Distrito Federal, CP 06840.

5.1.2. Herborizacidn e identificacion del material bioldgico
Una vez obtenida la materia prima (toronjil morado):
Herborizar colocando un ejemplar de las partes aéreas (hojas, tallos y flores) entre dos hojas
de papel desecante. Posteriormente llevar al Herbario etnobotanico IZTA de la Facultad de
Estudios Superiores Iztacala UNAM, para la identificacion botanica de la planta medicinal.

5.1.3. Desecacion a la sombra

Colocar los ejemplares en disposicion de capas delgadas entre papel desencante. Desecar a

temperatura ambiente, protegiendo del polvo y luz solar a la materia prima.
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5.2. CONTROL DE CALIDAD

5.2.1. Materia extrafa

Pesar aproximadamente 50 gramos de las partes aéreas del toronjil morado (+0.05 g).
Examinar macroscopicamente y comprobar que los 6rganos vegetales estén exentos de signos
visibles de contaminacion, por hongos o insectos y otros contaminantes de origen animal o
vegetal, incluyendo heces. Asi mismo, cambios de coloracion, olor o algin deterioro de otro
tipo. Clasificar los grupos de materia extrafia.

La porcién del material extrafio no debe ser mayor a 0,5 g. Calcular el contenido de cada

grupo por cada 100 gramos de muestra secada al aire (World Healt Organization, 1998).

5.2.2. Determinacion de agua y materia volatil

Método azeotropico. Trasvasar a un matraz bola de fondo plano 100 mL de tolueno y
adicionar 1 mL de agua destilada, colocar sobre una parrilla con temperatura controlada, y
poner en reflujo hasta que el volumen de agua en el tubo colector de la trampa permanezca
constante.

Enfriar y separar al agua del tolueno (tolueno saturado). Subsecuentemente, pesar 5 g
aproximadamente bien conocidos de materia pulverizada seca, con un error maximo de + 0.5
g, y transferir al matraz que contiene el tolueno saturado; se coloca nuevamente el equipo
sobre la parrilla y se deja en reflujo hasta que el volumen de agua permanezca constante
(Miranda, 1994).

Anotar el volumen de agua y calcular su peso en gramos. El porcentaje de agua se calcula con

la siguiente férmula:
peso agua

% agua = ———  (100%)
peso muestra
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5.2.3. Material extraible

Este método se utiliza para determinar la cantidad de componentes extraidos por gradiente de

polaridad y se emplea a plantas medicinales cuyo contenido quimico no ha sido determinado

(World Healt Organization, 1998).

Material extraible.

Triturar en un molino de mano
50 g de toronjil morado seco

Tamizar en una malla de apertura No. 30
(0.595 mm) (muestra tamizada).

Pesar 4,0 g aproximadamente bien
conocidos, y transferir a un matraz

Erlenmeyer de 250 mL.

Agregar 100 mL de hexano y colocar un Separar al material vegetal

refrigerante en posicion reflujo. Agitar durante (marco) del extracto
decantando.

6 horas, y dejar reposar durante 18 horas.

Extracto
hexanico.

—— 5 marco ! l
Sucesivamente,
Extraer con 100 mL de extraer con 100 mL
acetato de etilo de igual de etanol-agua
manera que con hexano. (70:30).

v v

Extracto de acetato Extracto
de etilo. hidroalcohdlico.
|

\
Centrifugar a 4500 rpm/ 10’

y separar.

Sobrenadante.

Medir con una pipeta volumétrica 25 mL,

trasvasar a un matraz Erlenmeyer de 125 mL

a

Figura 7. Metodologia para la cuantificacion de material extraible

peso constante y evaporar a sequedad total

en un bafio de agua a 150 °C.

Secar a 105 °C durante 6 hrs.
Enfriar en un desecador durante
30 min. y pesar inmediatamente.

Calcular por diferencia de peso la
materia extraible en mg por g de
planta seca. 4
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5.2.4. Tamizaje fitoquimico

La aplicacion de un tamizaje tiene como objetivo conocer la composicion quimica general, de

una forma rapida, economica y segura, de una planta medicinal (Miranda, 1994).

5.2.4.1.  Preparacion de la muestra

Toronjil morado
(muestra tamizada).

Pesar 4,0 g aproximados, y transferir a
un matraz Erlenmeyer de 150 mL.

!

Agregar 50 mL de hexano y
colocarle un refregerante en
posicion reflujo.

Agitar durante ‘
1 hr.

J,

Agregar 50 mL
Separar al marco del | marco ., Adregarsomb; o
extracto decantando. s de aZi!itla(ljto de _marco de ?t%]-gl(;)agua
Agitar durante Agitar durante
1 hora. 1 hora.
v J, J,

Extracto
hidroalcohdlico (3).

Extracto Extracto de acetato
hexanico (1). de etilo (2).

Figura 8. Metodologia para la obtencion de tres extractos por gradiente de polaridad
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De acuerdo a la preparacién de cada prueba descrita en el anexo 2, realizar los siguientes

ensayos:

5.2.4.2.  Pruebas a extracto hexanico

Extracto hexanico (1).
Concentrar a sequedad utilizando
rotavapor Buchi ®.

J; |

Afadir 10 mL de Liebermann- Borntrager. Baljet.
HCI al 10%, Burchard.

calentar y filtrar.

Alcaloides

Figura 9. Identificacion fitoquimica del extracto hexanico
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5.2.4.3. Pruebas a extracto de acetato de etilo

Extracto de acetato
de etilo (2)

<_
<

v v
Concentrar 20 mL a 1mL 1
sequedad utilizando

rotavapor Buchi ®.

Fehling. Baljet Espuma Cloruro
férrico.

\'4

Concentrar a total
sequedad utilizando

rotavapor Buchi ®.

v

Afadir 10 mL de
HCI al 10%,

calentar y filtrar.
|
Residuos Filtrado
sélidos. acido.
f—— > Alcaloides.
v

Ajustar pHa 9
con amoniaco.

=

Redisolver en 4 mL

de cloroformo.

| v

J’ J, Afiadir 0.5 g de

. Liebermann- sulfato de sodio
Borntrager. Burchard. v

Lavar 2 veces con 15
mL de cloroformo.
Extracto
cloroférmico.

§ ‘ 1

Concentrar Bdrntrager
a sequedad.

Shinoda.

Figura 10. Identificacion fitoquimica del extracto de acetato de etilo
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5.2.4.4. Pruebas a extracto hidroalcohdlico

Extracto
hidroalcohélico (3)

|
v ! v v v v

Cloruro

Espuma ‘ Afadir 10 mL de ' o ' Betacianinas/
HCI al 10%, calentar ST férrico Fenling ——
y filtrar.
v

Alcaloides

Figura 11. Identificacion fitoquimica del extracto hidroalcohélico

5.2.5. Extraccion y cuantificacion de aceite esencial

Pesar aproximadamente 100 g de toronjil morado seco molido y colocar en un matraz bola de
1000 mL, adicionar 500 mL de agua destilada y montar el equipo de hidrodestilacion
conectando una trampa de aceite Clevenger al matraz y enseguida de éste se acopla un
refrigerante. Colocar sobre una parrilla con agitacion y calentamiento suficiente para mantener
la ebullicién destilando a razén de 4 mL/min durante 3 horas. Tomar la lectura del peso del
aceite obtenido. Este valor no deberd ser menor a 0.35% (Farmacopea Herbolaria de los
Estados Unidos Mexicana, 2001).

Calcular el porciento de aceite obtenido:

] ) pesoAE
% de Aceite Esencial (AE) = m (100%)
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5.2.6. Caracterizacion del aceite esencial

5.2.6.1. Caracteristicas fisicas

Propiedades organolépticas. Color, sabor y olor.
5.2.6.2.  Indice de refraccion a 25° C
5.2.6.3. Densidad a 20° C

5.2.6.4.  Espectro infrarrojo del aceite esencial y de los marcadores quimicos de sus

principales componentes (Kuklinsky, 2000).

5.2.7. Cuantificacién de compuestos con capacidad reductora®

5.2.7.1.  Preparacion de soluciones

5.2.7.1.1. Reactivo Folin-Ciocalteu. El reactivo comercial se compré al laboratorio
HYCEL DE MEXICO S.A DE C.V., que contiene: wolframato de sodio (5,5-
10%), &cido fosfomolibdico (4-6%), acido orto-fosférico 85% (5-10%), acido
clorhidrico (1-6%) y bromo (0,1-0,5%).

5.2.7.1.2. Solucion de carbonato de sodio 20%. Pesar 10 g de carbonato de sodio y

disolver en 50 mL de agua desionizada.

'En la FHEUM de 2001 se establece que para el toronjil se debe cuantificar la cantidad total de taninos
expresados como acido tanico. Sin embargo, se observé que el método es inespecifico, y que, los componentes de
la planta que se cuantifican son todos aquellos que cuentan con capacidad reductora; por lo que se decidio
cambiar el nombre al ensayo.
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5.2.7.1.3. Solucion de referencia de acido tanico.

Acido tanico
(STD).

!

Pesar 57 mg aproximadamente
Disolver en 20 mL de agua desionizada
mediante agitacion mecanica.
Travasar a un matraz volumétrico

de 50 mL y llevar a la marca de
aforo con agua desionizada.

I

Tomar 10 mL con una pipeta
volumeétrica, trasvasar a un matraz de
50 mL y llevar al volumen de aforo |
con agua desionizada.

Figura 12. Preparacion de la solucién estandar de acido tanico
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5.2.7.2.  Preparacion de la solucién problema

Toronjil morado
(muestra tamizada). |

J,

Pesar 1 g (£0,1) aproximadamente,

y transferir a un matraz Erlenmeyer de 150 mL.
Proteger de la luz todo el proceso.

Afiadir 25 mL de etanol-agua 1:1
y tapar con papel paraflim®.

Agitar durante 30
minutos a temperatura

ambiente.
Reposar y separar por decan- Agregar 25 mL de etanol-agua 1:1
tacién (marco) al sélido de la—> marco 1—> ; -
mezcla etanol-agua. y repetir los pasos anteriores.
J’ Unir las dos
Extracto fracciones del

hidroalcohdlico.

!

Centrifugar a 4500 rpm/ 10'
y separar.

extracto.

Transferir el sobrenadante a
un matraz volumétrico de 50
mL y llevar al volumen de
aforo con agua desionizada.

!

Tomar 10 mL con una pipeta
volumétrica, trasvasar a un matraz
de 50 mL y llevar al volumen de |
aforo con agua desionizada.

Figura 13. Metodologia para la extraccion de la muestra problema
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5.2.7.3.  Preparacion del sistema problema
Colocar en un matraz aforado de 10 mL, los siguientes reactivos en el orden que a

continuacion se muestra:

Tabla 7. Preparacion de la solucién blanco y del sistema problema

Reactivos Blanco Problema
Solucioén problema 100 pL
Solucion de &cido tanico
Agua destilada 5mL 1000 pL
Reactivo Folin-Ciocalteu 100 pL
Agitar y reposar 1 min v
Sol. NaHCO; 300 pL
Aforar a 10 mL v
Reposar por lo menos 2 horas y v v

leer inmediatamente a 760 nm

5.2.7.4.  Preparacion de la curva de calibracion
Colocar en matraces volumétricos de 10 mL, las siguientes cantidades de las soluciones en el

orden en que se mencionan en la Tabla 8.

Tabla 8. Preparacion de los sistemas para la curva de calibracion

Reactivos Sistema Sistema Sistema Sistema Sistema Sistema
1 2 3 4 5 6

Solucién de 4&cido tanico

(sol. STD) 100 pL 200 pL 300 pL 400yl 500 pL 600 pL
Agua desionizada 1000 yL 1000 pL 1000 L 1000 uL 1000 uL 1000 pL
Reactivo Folin-Ciocalteu 100 pL 100 pL 100 pL 100 pL 100 pL 100 pL
Agitar y reposar 1 min v 4 4 v v v
Sol. NaHCO, 300 pL 300 pL 300 pL 300 pL 300 pL 300 pL

Llevar a la marca de aforo

con agua desionizada. 4 4 v v v v

Reposar por 2 horas y leer
inmediatamente a 760 nm v v v v v v
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6. RESULTADOS

6.1.  Recoleccion del material bioldgico

La planta medicinal toronjil morado, se obtuvo en el mercado de Sonora, donde el productor
directo menciono que el lugar de cultivo de la especie es el municipio de Amecameca, ubicado

al sureste del Estado de México. Ademas, que se cosecha de 11:00 a 12:00 horas de dia.

6.2.  Identificacion del material bioldgico

La autentificacion e identidad de la planta medicinal fueron realizada por la M. en C. Edith
Lopez Villafranco, el ejemplar de referencia se encuentra depositado en la coleccion
etnobotéanica del Herbario IZTA de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala UNAM y
registrada con el nimero 2063 IZTA en el que se refiere como nombre cientifico de la planta,

Agastache mexicana (Kunth.) Lint. & Epling y como nombre comun “Toronjil morado”

(Figura 14).

Figura 14. Agastache mexicana (Kunth.) Lint. & Epling “Toronjil morado”
Nota: Fotografia tomada en el laboratorio de Farmacognosia L-324, ubicado en la FES-Cuautitlan.
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Descripcion macroscopica

Las flores estan agrupadas de 5 hasta 20 racimos terminales interrumpidos, con forma tubular,

de color rojo vivo o rojo-morado (Figura 14).

Como se muestra en la Figura 15, la arquitectura foliar se describe como una l&mina entera, de
forma ovado-lanceolada, con 4.4-6.3 cm de largo y 2.1-2.5 cm de ancho. Apice atenuado y
base redondeada. Textura cartacea. El peciolo mide 1 cm de largo. Venacion acrédroma. La
vena primaria (a) tiene un recorrido recto no ramificado. Las venas secundarias (b) tienen un
angulo agudo moderado, de divergencia casi uniforme, su recorrido es ligeramente curvado
provisto de venas secundarias externas. Las venas intersecundarias son compuestas por venas
terciarias muy finas. Aréolas (c) de forma y tamafio irregular, con una disposicién al azar y
vénulas simples. Margen dentadoserrado, con dientes cunonioides (d) y en angulo apical

agudo.

Hoja del “toronjil morado” c. areolas de desarrollo imperfecto con vénulas simples

a. venas primarias; b. venas secundarias d. margen con dientes cunonioides

Figura 15. Arquitectura foliar
Nota: Fotografias tomadas en laboratorio de Farmacognosia L-324, ubicado en la FES-Cuautitlan.

El tallo es cuadrangular en seccion transversal; la parte basal y media del tallo es de color

morado. La cuticula es lisa, pero en los angulos se observa crenada.
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6.3. Materia extrafa

La cuantificacion del material extrafio realizado a una muestra representativa de una especie
medicinal debe ser menor a 2.0% segun lineamientos de la OMS y la FHEUM, este criterio

sirve para determinar si el sujeto de prueba es apto para ser utilizado en estudios posteriores.

El rechazo de tres lotes (Tabla 9) se debid a que presentaron una cantidad excesiva de materia

de diferente naturaleza.

Tabla 9. Lotes rechazados por contaminacion

Numero de lote y dia % de materia extrafia Naturaleza

de adquisicion

Lote 1. Incuantificable Contaminacion por insectos color naranja de un
09 de marzo de 2011 tamario aproximado de 4 mm

Lote 2. 17.54% Cambios de coloracion en hojas y otros

16 de marzo de 2011 contaminantes de origen vegetal

Lote 3. 66.6% Mezcla de los tres toronjiles

23 de marzo de 2011

6.4. Determinacion de agua y materia volatil

La prueba se efectio con toronjil morado secado a la sombra y a temperatura ambiente, el
proposito de este ensayo es demostrar que la técnica de secado es lo suficientemente efectiva
para la conservacion de la especie medicinal. Ejemplificando con la muestra 1, el porcentaje

agua se calcul6 con la siguiente formula:

0.3 gde agua
5.0100 g de mtra.

% agua = (100%) = 5.9880%
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Como lo indica la Tabla 10 se realizaron 3 réplicas del ensayo, obteniéndose un porcentaje de
humedad promedio de 5.9942%.

Tabla 10. Contenido de agua y materia volatil obtenida por el método azeotrépico

Peso muestra himeda Peso del agua ? Porcentaje de agua y materia volatil Promedio
5.0100 g 0.30g 5.9880%
5.0009 g 0.30g 5.9989% 5.9942%
5.0036 g 0.30g 5.9957%

 En cada muestra se obtuvieron 0.3 mL de agua, para convertirlos a gramos se multiplicé por la densidad (1 g/mL).

6.5. Material extraible

La cuantificacion del material extraible es un método util para determinar grosso modo el

contenido quimico de una planta a diferentes gradientes de polaridad.

Tabla 11. Porcentaje de material extraible con solventes de diferente polaridad

Disolvente Peso de la Peso del extracto Cantidad de Cantidad Apariencia
utilizado muestraseca®  totalmente seco material promedio de
extraible material
extraible
3.7829 ¢ 0.02158 ¢ 5.7063% Color naranja de
Hexano 3.8234 ¢ 0.02249 ¢ 5.8823% 5.7461% aspecto aceitoso
3.7947 g 0.02144 g 5.6497 %
3.7829 ¢ 0.01185¢ 3.1330% Color verde
Acetato de etilo 3.8234¢g 0.01279 g 3.3456% 3.2550% olivo
3.7947 g 0.01247 g 3.2859%
3.7829¢ 0.01791 ¢ 4.7350% Color rojizo-
Etanol-agua 7:3 3.8234 ¢ 0.01905 g 4.9834% 4.8348% violeta
3.7947 g 0.01817 g 4.7861%

# Valores calculados a partir del peso conocido de la planta menos el 5.9942 % de agua y material volatil.
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6.6. Tamizaje fitoquimico
El tamizaje fitoquimico es una de las etapas iniciales de la investigacion fitoquimica, que
permite determinar cualitativamente los principales grupos fitoquimicos (Tabla 12) presentes

en una planta.

Tabla 12. Pruebas fitoquimicas

Extracto Alcaloides Bérn- Baljet L-B  FeCl; Espuma  Fehling  Shinoda Betacianinas

D H As trager NaOH HCI TLC

(Rf)

Hexanico - - - - +++ o+t X X X X X X X
Acetato -+ - - +++ -+t + - X X X X X
de etilo
Etanol-
agua X X X X X X +++ +++ +++ +++ +++ +++ Alto
(7:3)
+++ Resultado positivo + Resultado dudoso X No se efectlio el ensayo
++ Resultado mesurado - Resultado negativo

6.7. Aceite esencial

Cumple con los requisitos establecidos por la FHEUM, obteniéndose en promedio un

porcentaje del 1.03 %o, con las siguientes caracteristicas:

Propiedades fisicas:

e Liquido transparente de color amarillo claro.

Propiedades organolépticas:
e Sabor especiado agradable.

e Posee un aroma especiado, ligeramente a anis.

Se llevaron a cabo ensayos de caracterizacion complementarios a los propuestos por la

FHEUM como son densidad, indice de refraccion (Tabla 13) y espectro infrarrojo (Figura 16).
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Tabla 13. Porcentaje, densidad e indice de refraccion del aceite esencial

Peso de la Peso de aceite Porcentaje de Densidad a 25 indice de
muestra seca * esencial aceite esencial °C (d%) refraccion a 20
°C (nzo)
94.3258 g 1019 1.07 % 0.9206 g/mL 1511
94.1258 g 0974¢ 1.03 % 0.9207 g/mL 1511
94.0258 g 09449 1.00 % 0.9207 g/mL 1511

 Valores calculados a partir del peso conocido de la planta menos el 5.9942 % de agua y material volatil.

Espectro Infrarrojo:

La espectrometria de infrarrojos es un tipo de espectrometria de absorcion que utiliza la regién
infrarroja del espectro electromagnético. Como las demas técnicas espectroscopicas, puede ser
utilizada para identificar un compuesto o investigar la composicion de una muestra. La Figura

16 nos muestra a los diferentes grupos funcionales identificados en el aceite esencial.

CHas

Figura 16. Espectro infrarrojo del aceite esencial.
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6.8.  Cuantificacion de compuestos reductores

La cuantificacion de materia con capacidad reductora presente en las partes aéreas de la planta

se realizd mediante la estandarizacion a microescala del método Folin-Ciocalteu (ver anexos

IV, V y VI), que se efectu6 empleando espectrofotometria UV-Vis por medio de la

elaboracion de una curva de calibracion (ver Figura 17 y Tabla 14) y utilizando como estandar

acido tanico. Obteniéndose el siguiente grafico:

Curva de calibracion
08 e y=0097x 0104
0.7
m= 0.0927
_ 06 // b= 0.104
'S 05 r2 = 0.9997
= / S= 2.44x10°
= 04 / CV=2.0834
(73]
'2 03 Limite de deteccion=
0.2 0.0442 pg/mL
0.1
0
2.0064 3.0096 4.0128 5.016 6.0192 7.0224
Concentracion pg/mL de acido tanico.
Figura 17. Curva de calibracion de &cido tanico
Tabla 14. Resultados de la curva de calibracion de acido tanico
Sistema 1 2 3 4 5 6
Concentracion
pg/mL 2.0064 3.0096 4.0128 5.016 6.0192 7.0224
Curva 1 (Abs) 0.2909 0.3817 0.4802 0.5636 0.6618 0.7611
Curva 2 (Abs) 0.2942 0.3715 0.4658 0.5766 0.6603 0.7564
Curva 3 (Abs) 0.2977 0.3798 0.4855 0.5699 0.6664 0.7504
Abs Promedio 0.2943 0.3777 0.4772 0.5700 0.6628 0.7559
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Como muestra se empled el extracto etanol-agua al 50%. CuantificAndose un promedio
0.2394% de compuestos reductores por cada gramo de planta totalmente seca (Tabla 15).

Tabla 15. Porcentaje de materia con capacidad reductora

Peso de la muestra Absorbanciade la muestra Porcentaje de compuestos  Porcentaje promedio de

(planta seca ?) reductores compuestos reductores

0.5210 0.2388 %

0.9404 g 0.5206 0.2387 % 0.2389 %
0.5219 0.2394 %
0.5226 0.2389 %

0.9436 g 0.5202 0.2376 % 0.2386 %
0.5232 0.2393 %
0.5281 0.2413 %

0.9469 g 0.5254 0.2398 % 0.2407 %
0.5269 0.2406 %

#Valores calculados a partir del peso conocido de la planta menos el 5.9942 % de agua y materia volatil.

Cuantificacion de muestra 1:

e Peso conocido de la planta + H,O: 1.0004 g

1.0004 g 100%
X 5.9942% de H,0; X=0.05997 g de H,O
Peso planta seca: 1.0004 g - 0.05997 g de H,O=0.9404 ¢

e Interpolando la absorbancia:
Absorbancia= 0.5210; X =4.4930ug/mL

e Regresando en las diluciones:
4.4930pg/mL (10mL) (50mL/10mL)= 224.65 ug totales en el extracto crudo.

e Determinando el porcentaje de materia con capacidad reductora en la planta seca:
94.04 mg de planta 100%
0.22465mg X; X=0.2388%
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7. DISCUSION

Los 6rganos de la planta que tienen uso tradicional del toronjil son las partes aéreas, por lo que

es el segmento que se selecciono para realizar el estudio.

7.1.  Ildentificacion del material bioldgico

La primera etapa del estudio consiste en la identificacion botanica de la especie, como se
describid en parrafos anteriores se llevo a cabo en la FES lztacala, esta institucion expide un

certificado (ver anexo 1) con los siguientes datos:

e Nombre de la especie: Agastache mexicana (Kunth.) Linth. & Epling
e Familia: Lamiaceae
e NUmero de espécimen: 2063 IZTA

e Nombre comun: toronjil morado

La relevancia de contar con un ejemplar de herbario para el estudio de las plantas medicinales
es que, para poder iniciar el estudio cientifico de cualquier ser vivo, se debe conocer con
certeza su denominacién cientifica. Todo trabajo que pretenda constituir una fuente de
material fiable, debe respaldarse en una buena preparacion de los ejemplares para que puedan

depositarse en un herbario y que sirvan como referencia para el usuario.

Conociendo la identidad del material botanico podemos tener la certeza de utilizar la
informacién vertida en las fuentes bibliograficas y poder establecer criterios de control de
calidad, como por ejemplo la descripcién macroscopica que establece la FHEUM (2001), que
incluye forma de la hoja, tallo y flores. Estos criterios se consideran con el fin de evitar

posibles adulteraciones y/o falsificaciones, debidas a razones diversas como:

e El desconocimiento de la planta por parte del vendedor.

e La persona deliberadamente proporcione una especie por otra.
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7.2. Materia extrafa

Con el conocimiento de las caracteristicas fisicas de la planta medicinal se puede efectuar la
determinacion de materia extrafa en la que se observa la siguiente situacion:

Se inspeccionaron los organos vegetales de tres lotes distintos de toronjil morado, donde en
uno de ellos se encontrdé materia vegetal que no correspondia a las caracteristicas del toronjil
morado ademas de hojas con cambios de coloracion en una proporcién del 17.54%, asimismo,

otro de ellos se detectd invadido por insectos.

Lo cual indica que:
e EIl producto esta siendo adulterado de manera premeditada con las plantas que crecen
en el mismo cultivo como por ejemplo pasto, diente de ledn, etc.
¢ No se esta teniendo el cuidado de recolectar de manera selectiva la planta en cuestion.
e Se esta recolectando la planta en edad madura debido a la gran cantidad de hojas
amarillas.

e El control de plagas es ineficiente.

Considerando las especificaciones establecidas por la OMS (1998) y la FHEUM (2001) que
fijan 2.0% como el valor del limite méximo, en este apartado y analizando los hechos
anteriormente descritos, podemos decir que el material no cumple con los requisitos de calidad

y que si este material se vendiera a un laboratorio se etiquetaria como rechazado.

7.3.  Determinacion de agua y de materia volatil

Un exceso de agua en el material vegetal puede promover crecimiento bacteriano, propiciar
enmohecimiento, presencia de insectos y signos de deterioro por hidrélisis de componentes.

La FHEUM (2001) establece como especificacion no mas del 10% y el material vegetal
presentd una humedad del 5.9942% por lo que se puede asegurar que la técnica de

conservacion (secado a la sombra) es apropiada.
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7.4. Material extraible

Este método determina la cantidad de compuestos quimicos extraidos en cada uno de los
disolventes utilizados. Se emplea para materiales que aln no tienen ensayos quimicos y
bioldgicos adecuados, caracteristicas como apariencia, color y porcentaje del material

extraido, nos pueden indicar si la planta ha sido adulterada.

De acuerdo a los resultados tenemos que:
La mayoria del contenido de compuestos quimicos son no polares (hexano), de menor
cantidad los de mediana polaridad (acetato de etilo) y en mediana proporcion los de naturaleza

polar (etanol-agua 70:30).

7.5.  Tamizaje fitoquimico

El efecto biologico de las drogas vegetales utilizadas con fines medicinales, depende de su
composicion quimica. La composicién quimica de una planta medicinal se puede apoyar de
manera general en la técnica de tamizaje fitoquimico. Esta técnica permite una evaluacion

rapida, con reacciones sensibles, reproducibles y de bajo costo.

En la Tabla 16 se muestran a los grupos fitoquimicos revelados en esta prueba.

Tabla 16. Metabolitos identificados en tres extractos crudos de diferente polaridad

Extracto Apariencia Pruebas positivas Metabolitos que identifica
Naranja de consistencia aceitosa, Baljet Grupos lactonicos
Hexanico por lo que se presume la Lieberman- Burchard Saponinas triterpénicas
existencia de algunos carotenos y Saponinas esteroideas
aceites fijos Esteroles
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Continuacién de la Tabla 16. Metabolitos identificados en tres extractos crudos de diferente polaridad

Extracto Apariencia Pruebas positivas Metabolitos que identifica
Grupos lactonicos
Acetato de etilo Verde, originado por la Baljet Saponinas triterpénicas
clorofila Lieberman-Burchard Saponinas esteroideas
Esteroles.
Cloruro férrico Fenoles
Rojizo-morado, son Shinoda Flavonoides
Hidroalcohdlico responsables del color los Espuma Saponinas triterpénicas
pigmentos de las flores Fehling Azlcares reductores
Betacianinas Betacianinas

El tamizaje fitoquimico es un estudio preliminar que orienta a la localizacion cualitativa de
uno o varios metabolitos presentes en el material vegetal que constituyen, asi parte de la

identidad quimica de la especie en cuestion, y por lo tanto un criterio de control de calidad.

7.6. Aceite esencial

El toronjil morado es una planta que se caracteriza por un aroma especiado y agradable, estas
caracteristicas son proporcionadas por el aceite esencial presente en sus flores y hojas, el cual
se obtuvo por hidrodestilacion. La FHEUM (2001) establece en la monografia de la planta
“contiene no menos del 0.35%”, por lo que se encuentra dentro de la especificacion.

De acuerdo con Estrada-Reyes et al. (2004) los componentes principales del aceite esencial de
toronjil son: limoneno, linalool y metil chavicol (Figura 18).

OH

~~

Limoneno Linalool Metilchavicol

Figura 18. Componentes principales del aceite esencial de toronjil morado
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En la Figuras 19, 20 y 21 se hace una comparacion entre los infrarrojos de los estdndares de

cada componente y del aceite esencial se pueden observar en el espectro del aceite las bandas

caracteristicas de cada uno de ellos.

Aceite esencial

Metil chavicol
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Figura 19. Infrarrojos de la muestra (izquierda) y del estandar metil chavicol (derecha)
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Figura 20. Infrarrojos de la muestra (izquierda) y del estandar limoneno (derecha)
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Aceite esencial Linalool

%Transmitancia
B

Figura 21. Infrarrojos de la muestra (izquierda) y del estandar linalool (derecha)

En la Tabla 17 observamos a las bandas correspondientes de los grupos funcionales
identificados en los tres componentes principales del aceite esencial. La presencia de algunos
de estos grupos no es muy evidente debido a que se encuentran en menor proporcién con

respecto a los demas.

Tabla 17. Principales bandas caracteristicas identificadas en el aceite esencial de toronjil

% de % % %
transmitancia ~ transmitancia ~ transmitancia  transmitancia Intervalo de
Grupo en cm™ para en cm™ para encm™ para encm®para  frecuencias en
funcional las bandas del ~ las bandas del  lasbandasdel las bandas del em™
aceite esencial ~ metil chavicol limoneno linalool
Alcanos
C-H g 3001.82 3010.0
2905.8 2898.15 3000-2840
CHs-O 2833.33 2831.66 2850-2815
CH.0 1463.60 1463.85 Coincide con
1436.52 1435.36 CH3 85 1475-1450
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Continuacion de la Tabla 17. Principales bandas caracteristicas identificadas en el aceite esencial de toronjil

1250 1250
1140.59 1147.23
CHszy 1175.17 1172.56 1250-800
1110.89 1106.07
1035.58 1030.08
Alquenos
=CHS& 1300.24 1296.04 1420-1290
= CHS oop 993.03 992.08 1005-675
C=Cq 1638.08 1637.99 1690-1635
c=C-O 1584.05 1581.00 Debajo de
1500 1500 ~1590
Alcoholes
OH 3745.00 3750.00 3650-3200
Arométicos
1609.99 1609.50
Ar C-C 1584.00 1581.00 1625-1575
1500.00 1505.01
807.27 808.44
Ar C-H 845p 760.14 760.95 900-650
710.24 707.74

Este analisis no se considera en la FHEUM, pero se deberia incluir como un criterio de

identidad quimica de la especie. Ademas, el espectro infrarrojo en conjunto con otros datos

como densidad e indice de refraccion puede establecer la base para las normas que determinen

sus requisitos minimos de calidad.
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7.7.  Cuantificacion de compuestos reductores

En la FHEUM (2001) se establece que para el toronjil morado se debe cuantificar la cantidad
total de taninos expresados como acido tanico, mediante una curva de calibracion con el
reactivo de Folin-Denis recién preparado en laboratorio. Cuando se hizo la preparacion de
éste, se observa que el reactivo no es estable, esto nos puede conducir a un resultado erréneo
en la cantidad de polifenoles, por este motivo se toma la decision de cambiar el reactivo de
preparado de acuerdo a la FHEUM por uno de un proveedor de reactivos. El reactivo que
tuvimos disponible fue Folin-Ciocalteu que se reporta en la literatura para la cuantificacion de
polifenoles, por lo que se realiz6 la cuantificacion con éste. En las Tablas 18 y 19, se hace un
comparativo entre los dos métodos ensayados:

Tabla 18. Comparacion del método propuesto por la FHEU Mexicano en 2001 y el método modificado

para la cuantificacion de materia con capacidad reductora.

Método FHEUM

Meétodo estandarizado

Reactivo Folin-Denis.

Reactivo Folin-Ciocalteu.

Preparacion de 100 mL de solucidn de carbonato de
sodio al 35%.

Preparacion de 50 mL de solucién de carbonato de
sodio al 20%

Preparacion de 1 litro de solucién estandar de acido
tanico (0,1 mg/mL)

Preparacion de 100 mL solucién estandar de acido
tanico (0,1 mg/mL)

Preparacion de 250 mL de solucién problema,

filtrando la solucién

Preparacion de 50 mL de solucion problema,

separando por medio de centrifugacion

Elaboracion de la curva de calibracion con 10 sistemas

de un volumen total de 100 mL

Elaboracion de la curva de calibracién con 6 sistemas
de un volumen total de 10 mL

Longitud onda utilizada: 760 nm

Longitud onda utilizada: 760 nm
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Tabla 19. Comparacion de las ventajas y desventajas de los métodos propuestos

Ventajas del método
propuesto por la FEHUM

Ventajas del método
estandarizado

Desventajas del método propuesto por la
FHEUM

Se considera que este método
no tiene ninguna ventaja
debido a que necesita mayor

cantidad de reactivos.

Genera grandes cantidades de
residuos, llegando a ser hasta

3 litros por ensayo.

Requiere hastal0 veces menos

de la cantidad de

utilizados en el método de la

FHEUM.

Cuenta con una respuesta lineal.

Es reproducible.

Reduce en un 94% los residuos.

reactivos

Es poco especifico.

Los reactivos Folin-Denis y Folin-Ciocalteu
son altamente toxicos.

Efectos  peligrosos para la  salud:
-En contacto con la piel y ocular: irritaciones,
guemaduras.

-Por absorcion:

Irritaciones, efectos en el sistema nervioso
central, ansiedad,

quemaduras, espasmos,

ataxia (trastornos de la coordinacién motriz).

Cancerigeno en ensayos sobre animales.

Ecotoxicidad °:

- Test ECso (mg/1):

Peces (HsPO,) = 100 mg/l; Clasificacion:
Extremadamente tdxico.

Peces(HCI) = 25 mg/I;

Clasificacion: Extremadamente toxico.
-Medio receptor:

Riesgo para el medio acuatico = Alto
Riesgo para el medio terrestre = Medio
-Observaciones:

La ecotoxicidad se debe a la desviacion del

pH. Ecotoxicidad aguda en la zona de vertido.

AP Fyente: http://www.analytyka.com.mx/spanish/EDS/R/251567.htm, 15 de Febrero de 2013
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8. CONCLUSIONES

En base al trabajo experimental realizado a la especie medicinal Agastache mexicana (Kunth.)

Lint. & Epling, conocida popularmente como toronjil morado, se concluye lo siguiente:

e La especie medicinal es Agastache mexicana (Kunth.) Lint. & Epling conocida
cominmente como toronjil morado, identificada de acuerdo a sus caracteristicas
macroscopicas y comparadas con el espécimen de referencia depositado en el herbario
etnobotanico IZTA de la FES-Iztacala.

e EIl presente trabajo de investigacion constituye una aportacion original a la
estandarizacion de la droga vegetal, contribuyendo asi al aseguramiento de la calidad
de la especie en cuestion, un recurso de amplio uso en la medicina tradicional de

México, la cual aun es un area de investigacion en desarrollo.

e La estandarizacién de la droga vegetal principia con la correcta identidad de la
muestra, la evaluacion organoléptica, valoracién farmacognostica, cantidad vy
caracteristicas del aceite esencial (materia volatil), material extraible y evaluacién

fitoquimica.

e La estandarizacion fitoquimica abarca toda la informacion posible generada en
consideracién a los componentes quimicos presentes en una droga vegetal. De ahi, que
la evaluaciéon para propdsitos de estandarizacion incluya: (1) tamizaje fitoquimico,
para la determinacion de la presencia de diferentes grupos quimicos, (2) cuantificacién
de grupos quimicos o marcadores de interés que esgrime como un parametro adicional
en el aseguramiento de la calidad de la muestra, (3) establecer el perfil de huellas

digitales.

e Se propone que el aceite esencial se caractericé por medio de pruebas fisicas e
instrumentales, como los ensayos expuestos en este trabajo: caracteristicas fisicas y

organolépticas, indice refraccion, densidad e infrarrojo.
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Al efectuar el ensayo de polifenoles pudimos constatar que el método de Folin-

Ciocalteu no es especifico, ya que cuantifica todo aquel compuesto quimico que tiene

capacidad reductora.

Por lo que planteamos que para el control de calidad de Agastache mexicana (Kunth.)

Lint. &Epling se tomen los siguientes parametros:

o

Esta lista aporta nuevos criterios para el control de calidad de una planta medicinal.

Identidad botanica macroscopica y microscopica.
Porcentaje de materia extrafa.

Cuantificacion de material extraible.

Tamizaje fitoquimico.

Extraccion y cuantificacion de aceite esencial.
Caracterizacion del aceite esencial.
Determinacion de humedad.

Cuantificacion de compuestos fenolicos.
Cuantificacion de arsénico y metales pesados.
Determinacion de residuos de pesticidas.

Evaluacién de la calidad microbiolégica.
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10. PROSPECTIVAS

Para lograr un control de calidad adecuado y una estandarizacion de extractos vegetales se
deben tener en cuenta los lineamientos de la OMS y de las farmacopeas en nuestro caso la
FHEUM en las que describen una serie de requisitos a cumplir y que en la presente tesis por

tiempo y falta de recursos no se pudieron lograr, por lo que se propone lo siguiente:

e Elaborar el estudio botanico a nivel microscopico de la planta para profundizar ain
mas en la identidad del material vegetal.

e Efectuar estudios de residuos tdxicos como metales pesados Hg, Cd, Pb, As, y la
determinacion de pesticidas.

e Cuantificar cenizas totales para conocer la cantidad de materia inorganica en la
planta.

e Desarrollar un método especifico para cuantificar polifenoles.

e Desarrollar un método especifico para cuantificar flavonoides utilizando un
marcador bioldgicamente activo.

e Evaluar la calidad microbioldgica de la materia prima.

e Cuantificar los componentes principales del aceite esencial.

e Realizar la caracterizacion de los extractos y del aceite esencial para obtener las

huellas digitales del material vegetal.
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11. ANEXOS

ANEXO I. Certificado de identidad

UNIVERSIDAD NAGIONAL AUTONOMA DE MEXIGO
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES IZTACALA

HERBARIO IZTACALA {

¢
9 fesiziacala

FESI/IZTA/006/2012

LIZBETH RENDON ALONSO
FES-CUAUTILAN, UNAM
PRESENTE.

Por medio de este conducto me permito entregarte la identificacion taxondmica del material
boténico de Respaldo del Proyecto de Tesis titulado: “Control de calidad de la planta
medicinal Agastache mexicang (Kunth.) Lint. & Epling conocida popularmente como
toronjil morado”, realizado en el Laboratorio de de Productos Naturales de la seccidn de
Tecnologia Farmacéutica del departamento de Ingenieria y Tecnologia de la Facultad de
Estudios Superiores Cuautitlan, UNAM (Campo 1) y bajo la direccién de la Q,F.B. Brigida del
Carmen Camacho Enriquez, asi mismo, te informo que las plantas y las muestras de mercado
han sido integradas en ia Coleccion Etnobotdnica del Herbario lztacala con el siguiente
namero de registro:

Nombre cientifico: Agastache mexicana (Kunth.) Lint. & Epling
Familia: Lamiaceae/Labiatae

Nombre comiin: Torojil morado

No. De registro: 2063 {ZTA

Sin otro particular, te envio un cordial saludo.

ATENTAMENTE
“POR M) RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
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ANEXO II. Glosario botanico

Apical (del latin Apicalis).La punta de un érgano.

Apice (del latin Apex). Propio de la base o relativo a ella.

Aréolas. Las ultimas venas configuran la venacion menor, y al unirse entre si determinan
areas de mesofilo que se Ilaman aréolas.

Basal (del latin Basalis). Propio de la base o relativo a ella (Facultad de Agronomia).
Cartéceo, a (del latin Cartaceous).De la consistencia del papel o del pergamino
Coalescentes, fusionado, da (del latin Coalescens).Que se juntan durante el crecimiento.
Crenado, da. (del latin Crenatus). Crena, muesca, diente redondeado del margen de una hoja.
Cunonioide. Que se parece a la figura cuneiforme, pero no a una verdadera.

Dentado, da (del latin Dentatus). Aquella cuyos bordes presentan dientes (que normalmente
apuntan hacia afuera) puntiagudos y bordes concavos (o rectos).

Foliar. Relativo a la hoja.

Entero, ra. Se dice del borde integro, sin divisiones; limbo no lobado ni dividido.
Glanduloso, sa (del latin Glandulosus). Que posee glandulas.

Lamina. Porcion mas o menos aplanada de una hoja que se une al tallo directamente o por
medio de un peciolo.

Lanceado o lanceolado, da (del latin Lanceolatus). Angostamente eliptico, que se estrecha
(por igual) hacia cada extremo (longitud:anchura = de 6:1 a 3:1).

Liso, sa (del latin Laevis, glaber). Desprovisto de asperezas (laevis) o de pelos (glaver), o de
cualquier tipo de irregularidad.

Marco. Aquella planta medicinal que ha sido sometida a procesos de extraccién y por lo tanto
ya no se puede considerar materia prima como tal.

Nervado, da (del latin Nervosus, nervatus). Que tiene varios nervios o venas principales.
Ovado, da (del latin Ovatus):oblongo o eliptico, mas ancho en extremo inferior de manera
que se parece a la seccion longitudinal del huevo (longitud:anchura = de 2:1 a 3:2, mas ancho
por debajo de la mitad de proporcién).

Peciolo o peciolo (del latin petiolus), forma diminutiva de pespedis, pie, tronco de una planta)

es el rabillo que une a la l1damina de una hoja a su base foliar o al tallo.
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Perenne(del latin perennis). Se trata de un adjetivo que refiere a aquello incesante o continuo.
Para la botanica, una planta perenne es la que vive mas de dos afios. El adjetivo se usa ademas
para nombrar a la planta cuyo follaje se mantiene verde en todas las estaciones del afio.
Reticulado, da(del latin Reticulatus). Con nervios o venas formando una red.

Serrada, da (del latin Serratus). Aquella cuyo borde tiene dientes agudos (mas o menos)
rectos que miran hacia el &pice, como las de la violeta.

Venacion o nervadura: La disposicion de las venas.

Venoso, sa (del latin Venosus). Cuando los nervios laterales se dividen en varias formas
(Stearn, 2006).

Venacién acrédroma: dos o mas venas primarias 0 venas secundarias fuertemente
desarrolladas formando arcos no recurvos que convergen hacia el apice.

Venas primarias son haces vasculares sencillos o varios haces asociados. Generalmente, las
venas mas gruesas son salientes o hundidas en el envés y prominentes en el haz.

Venas secundarias son aquellas parten de las venas primarias. El angulo que determinan en
su unioén con ellas recibe el nombre de angulo de divergencia. De las venas secundarias

divergen las venas terciarias, y asi sucesivamente.
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ANEXO IIl. Preparacion de muestra y reactivos para tamizaje fitoquimico e

identificacion de pigmentos

Reactivos para tamizaje fitoquimico:

Alcaloides. Una porcion del extracto concentrado, se disolvié con &cido clorhidrico 1%.
Colocar unas gotas de ésta solucion en 5 tubos de ensaye y se agregaron 2 gotas
aproximadamente de los siguientes reactivos por separado en cada tubo:

o Reactivo de Dragendorff.

o Reactivo de &cido silicotingstico.

o Reactivo de Hager.

Baljet. A la fraccion disuelta en 1 mL de etanol, se le afiade una mezcla recién preparada de
acido picrico al 1% en etanol y 1 mL de hidréxido de sodio al 10% en agua. Un color o
precipitados de rojo a naranja indica la presencia de agrupamientos lactonicos.

Borntrager. Agitar la fraccion disuelta en 1 mL de cloroformo con 1 mL de hidroxido de
sodio al 5%. Si la fase alcalina se colorea de rojo-rosa esto indica la presencia de quinonas.
Cloruro férrico. Anadir 0.5 mL de cloruro férrico al 5% en solucion salina a la fraccion
disuelta en 1 mL de etanol. La aparicion de un color o precipitado verde oscuro indica la
presencia de fenoles y/o taninos. En el extracto acuoso se adiciona acetato de sodio previo al
ensayo.

Espuma. A la fraccion disuelta en 1 mL de etanol se le adicionar 10 mL de agua y se agitar la
mezcla fuertemente durante 2 minutos. Si aparece una espuma jabonosa que se mantiene por
mas de 5 minutos esto indica la presencia de saponinas.

Fehling. Tratar con una mezcla recién preparada de 1 mL de la solucion A del reactivo de
Fehling y 1 mL de la solucion B del reactivo de Fehling a una fraccion del concentrado. Se
calienta en bafio de agua durante 15-30 minutos. La aparicion de un color o precipitado rojo
arroja la presencia de azucares reductores.

Lieberman- Burchard. Una alicuota disolver en 1 mL de cloroformo afadir 1 mL de
anhidrido acético y mezclar. Por la pared del tubo dejar caer 3 0 4 gotas de &cido sulfirico

concentrado. Un color verde-verde oscuro indica la presencia de triterpenos y/o esteroides.
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Shinoda. Se disuelve una fraccion del extracto en 2 mL de etanol, se adiciona 1 mL de acido
clorhidrico concentrado y un pedacito de magnesio metalico. Cuando la reaccion termina, se

colorea de amarillo, naranja, rojo o carmelita, el ensayo indica la presencia de flavonoides.

Pruebas para identificacion de pigmentos en flores:

Betacianinas y antocianinas HCI 2 N. Calentar una porcion del extracto con otra de HCI 2 N
por 5 minutos a 100° C. La prueba es positiva para betacianinas si el color se desvanece. Se
trata de antocianinas si el color es estable.

Betacianinas y antocianinas NaOH. Adicionar gota a gota NaOH a 1 mL del extracto. El
ensayo es positivo para betacianinas si el color cambia a amarillo. Si, cambia el color del
extracto a azul-verde y lentamente desaparece, entonces son antocianinas.

Betacianinas y antocianinas por cromatografia con HCI al 1%. Se efectia una
cromatografia en capa fina al extracto, utilizando como fase mévil una solucion acuosa de HCI

al 1%. El Rf debe ser alto para betacianinas y de bajo a intermedio para antocianinas.
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ANEXO V. Fundamento de la prueba Folin-Ciocalteu

El ensayo Folin-Ciocalteu, ha estado utilizandose durante muchos afios, como medida del
contenido en compuestos fendlicos totales en productos naturales. El reactivo de Folin-
Ciocalteu, contiene acido fosfomolibdico y tungstato sddico, que reaccionan con cualquier
tipo de fenol, formando complejos fosfomolibdico-fosfotingstico. La transferencia de
electrones a pH basico reduce los complejos fosfomolibdico-fosfotingstico en 6xidos,
cromogenos de color azul intenso, de tungsteno y molibdeno, siendo proporcional este color al
namero de grupos hidroxilo de la molécula (Gutiérrez, Mendoza, & Ortiz, 2008).

La oxidacion de los fenoles, presentes en la muestra, causa la aparicion de una coloracion
azulada que presenta un maximo de absorcion a 760 nm, y que se cuantifica por
espectrofotometria en base a una curva de calibracion generalmente de &cido galico o acido

tanico.
Las estructuras son complicadas conteniendo atomos en entornos octaédricos y tetraédricos.
e La estructura de MoQOs esta constituida por capas de MoQOg.
e Lade WOj; es una red tridimensional de WOg compartiendo Vvértices, tiene siete formas
alotropicas, con transiciones que ocurren a temperatura ambiente

MoOgdcoe a1l de molibdeno”

Los “azules de molibdeno” son 6xidos o hidroxidos con mezclas de valencia comprendidas
entre Mo¥'03 y M0¥O (OH)s.
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ANEXO V. Barrido, curva de calibracion y célculos para cuantificacion de

materia con capacidad reductora.

1a

Asorbanc
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Figura 22. Grafico barrido espectrofotométrico de “azul de molibdeno”
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Figura 23. Gréfico del porcentaje de desviacion relativa
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Tabla 20. Parametros estadisticos de la curva de calibracién

Parametro Valor
r’ 0.9997
0.0927
B 0.104
Sistema Concen- Abs Abs Abs/conc
tracion  Experi- Teodrica
Hg/mL  mental (x-%) (x-x)’ @) (%) xi—%)? (i —9)?
) i)
1 2.0064 0.2943 -25080 6.2901 0.2885 0.1256 7.39x10° 3.36x10°
2 3.0096 0.3777 -1.5048 2.2644 0.3808 0.1255 7.22x10° 9.61x10°
3 40128 04772 -0.5016 0.2516 0.4732 0.1189 3.61x10”7 1.60x10°
4 5.0160 0.5700 0.5016 0.2516 0.5655 0.1136 1.15x10° 2.03x10°
5 6.0192 0.6628 1.5048 2.2644 0.6578 0.1101 4.76x10° 2.50x10°
6 7.0224 0.7559 2.5080 6.2901 0.7501 0.1076 8.83x10° 3.36x10°
Z ; 27.0864 0 17.6122 0.7013  2.97x10°  1.38x10”
Promedio 45144 --- 0 0.1170
CALCULOS:

n )2 -5
Desviacion estandar. S :\/Z':lixfllx‘) = \/%z 2.4372x10°2

_ 2.44x1073
0.1170

Coeficiente de variacion. CV == *100 *100=2.0834

x|l w

Limite de deteccion.

n-2 6—2

Sy/x:\/Zi(Yi_yi)z = \/”“ 107 5.8736x10°

Sp= L = 2270023 1 3987x10°

JE=-%2  V17.6122

LOD=Yp+3S,
LOD=0.104 + 3(1.3987x10'3) =0.1081
LOD=mx + b;

Para calcular el limite de deteccion:

Despejando X: (LOD-b)/ m =x
X=(0.1081-0.104)/ 0.0927= 0.0442 pg/mL
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ANEXO VI. Estandarizacion de la preparacion del extracto crudo para la

cuantificacion de materia con capacidad reductora

1. Determinacion del tiempo de extraccion. Se planted una extraccion discontinua mediante
agitacion a temperatura ambiente con 50 mL de la mezcla etanol-agua 1:1 durante 1 hora,
al término de este tiempo efectu6 un lavado al marco con la misma mezcla, y a este lavado
se le realizo la prueba para revelar la presencia de compuestos fendlicos (FeCl3) y se le

hizo reaccionar con el reactivo Folin-Ciocalteu, las cuales arrojaron resultados negativos.

2. Como se muestra en la Tabla 21, para descartar la interferencia en la absorbancia del
sistema de la muestra problema que pudiera ser causada debido a la presencia de algunos
pigmentos de la droga, se compararon dos muestras: a 5 mL del extracto nimero 1 se
trataron lavandolos con 5 mL de éter de petrdleo en un embudo de separacion las veces
necesarias hasta obtener una fase éterea incolora; y al extracto numero 2 no se le realizo

tratamiento alguno anterior a la reaccion con el reactivo de Folin-Ciocalteu.

Tabla 21. Comparacion de las absorbancias entre los dos extractos crudos

Peso en gramos Absorbancias del Absorbancias Absorbancias del Absorbancias
de la muestra extracto crudo sin promedio extracto crudo con promedio
hameda tratamiento tratamiento

(fase acuosa) °

0.2222 0.2181

1.0345 0.2245 0.2243 0.2151 0.2179
0.2263 0.2207
0.2237 0.2338

1.0077 0.2234 0.2259 0.2278 0.2307
0.2278 0.2301
0.2243 0.2220

1.0191 0.2215 0.2218 0.2289 0.2247
0.2197 0.2233

2D Estas son las Gnicas pruebas preliminares que se efectuaron utilizando el reactivo de Folin-Denis preparado en el
laboratorio L-324 y se trabajo con una muestra problema mas diluida, posteriormente se observé mucha inestabilidad en la
reduccion del molibdeno.
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Por cuestiones de estabilidad se decidid trabajar con el reactivo comercial Folin-Ciocalteu,

haciendo las lecturas en el espectrofotometro DU 800®.

3. Fijando un rango de error para el peso de la muestra de + 0.1 g, se efectud el mismo

método centrifugando a 4500 rpm/15 minutos con 0.9, 1.0 y 1.1 g de toronjil morado en

sistemas de pH=9 y a 760 nm. Obteniéndose los siguientes resultados:

Tabla 22. Comparacion del porcentaje de materia con capacidad reductora de tres pesos diferentes de

muestra

Peso en gramos de la

muestra (planta seca %)

Absorbancia de la muestra

Porcentaje de materia con

capacidad reductora por

Porcentaje promedio de

materia con capacidad

cada0.9g reductora

0.4932 0.2475

0.8472 04817 0.2402 0.2442
0.4893 0.2449
0.4858 0.2429

0.8467 04757 0.2364 0.2400
0.4824 0.2407
0.4882 0.2441

0.8477 0.4729 0.2344 0.2412
0.4898 0.2452

Peso en gramos de la

muestra (planta seca )

Absorbancia de la muestra

Porcentaje de materia con

capacidad reductora por

Porcentaje promedio de

materia con capacidad

cadal.0g reductora

0.5226 0.2389

0.9436 0.5202 0.2376 0.2386
0.5232 0.2393
0.5281 0.2388

0.9404 0-5254 0.2387 0.2389
0.5269 0.2394
0.5281 0.2413

0.9469 0.5254 0.2398 0.2407
0.5269 0.2406
0.5920 0.2535
0.5894 0.2521
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Continuacién de la Tabla 22. Comparacion del porcentaje de materia con capacidad reductora de tres pesos

diferentes de muestra

Peso en gramos de la Absorbancia de la Porcentaje de materia con  Porcentaje promedio de
muestra (planta seca ©) muestra capacidad reductora por materia con capacidad
cadal.lg reductora
0.5268 0.2197
1.0366 0.5765 0.2456 0.2359
0.5702 0.2423
0.5830 0.2489
1.0373 0.5920 0.2536 0.2507
0.5834 0.2492
0.5988 0.2570
1.0394 0.5920 0.2535 0.2542
0.5894 0.2521

abCvzalores calculados a partir del peso conocido de la planta menos el 5.9942 % de agua y materia volatil.

5. Estableciendo el tiempo Optimo de centrifugacion, se efectu6 el mismo método con
muestras de 1 g de materia prima, a 4500 rpm durante 10, 15 y 20 minutos bajo

condiciones de reaccion idénticas. Obteniéndose los siguientes resultados:

Tabla 23. Comparacién del porcentaje de materia con capacidad reductora centrifugando a tres tiempos

distintos
Peso en gramos de la Absorbancia de la muestra a Porcentaje de materia con Porcentaje promedio de
muestra (planta seca ?) 4500 rpm/10° capacidad reductora materia con capacidad
reductora
0.5124 0.2332
0.9436 0.5098 0.2317 0.2326
0.5117 0.2328
0.5274 0.2407
0.9477 0.5167 0.2346 0.2376
0.5218 0.2375
0.5196 0.2380
0.9405 0.5067 0.2307 0.2345
0.5135 0.2347

99



UNAM

Continuacion de la tabla 23. Comparacion del porcentaje de materia con capacidad reductora centrifugando a

tres distintos tiempos

Peso en gramos de la

Absorbancia de la muestra a

Porcentaje de materia con

Porcentaje promedio de

muestra (planta seca °) 4500 rpm/15° capacidad reductora materia con capacidad
reductora

0.5226 0.2389

0.9436 0.5202 0.2376 0.2386
0.5232 0.2393
0.5281 0.2388

0.9404 0-5254 0.2387 0.2389
0.5269 0.2394
0.5281 0.2413

0.9469 0.5254 0.2398 0.2406
0.5269 0.2406

Peso en gramos de la
muestra (planta seca ©)

Absorbancia de la muestra a
4500 rpm/20°

Porcentaje de materia con
capacidad reductora

Porcentaje promedio de
materia con capacidad

reductora

0.5375 0.2478

0.9426 0.5387 0.2483 0.2472
0.5336 0.2455
0.5258 0.2409

0.9432 0.5282 0.2423 0.2313
0.5257 0.2408
0.5308 0.2442

0.9414 0.5219 0.2392 0.2406
0.5205 0.2383

abCv/alores calculados a partir del peso conocido de la planta menos el 5.9942 % de agua y materia volatil.
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