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Resumen

Las plantas son una fuente invaluable de nuevas moléculas biolégicamente activas. Ellas
producen diversos metabolitos secundarios, muchos de los cuales presentan actividad
antifungica, antibacterial, etc. Entre los compuestos mas conocidos se encuentran: los
flavonoides, los fenoles, glucésidos de fenoles, saponinas, etc. (Salazar, 2008).

La investigacion realizada en esta tesis se basa en el estudio de muestras vegetales de la
planta Damiana de Baja California Sur. Sus propiedades afrodisiacas la han convertido en
una planta de gran interés para la poblacién y la han hecho ser un arbusto muy famoso en
la herbolaria mexicana, ya que los productos comercializados y la planta seca son muy
importantes como remedio natural en nuestro pais. Sus usos principales son para la
impotencia sexual, cdlicos, infertilidad, entre otras, comercializdndose en cdapsulas,
bolsitas para infusidn y como material vegetal como tal (Alcaraz-Melendez, 2004). En los
ultimos afos se han publicado grandes innovaciones sobre la Damiana de Baja California
Sur (Turnera diffusa), actuando como un agente antioxidante-antibacterial con grandes
usos potenciales.

Durante el inicio de investigacién de tesis, se muestran 2 apartados el cual consta del
estudio de pruebas biolégicas y el estudio del andlisis quimico; el primer apartado
demuestra el poder antioxidante de ésta planta, con resultados de pruebas in-vitro hechas
por envenenamiento con extracto contra (Colletotrichum gloeosporioides), manifestando
asi, que la variedad Damiana de Baja California presenta moléculas bioldgicamente
activas. Estos resultados positivos nos confirmaron la importancia de iniciar una
investigacion sobre los componentes presentes en la planta que le dan las propiedades
antioxidantes.

El segundo apartado habla sobre el andlisis quimico implementando la técnica de
Electroforesis Capilar (EC), donde se estudié lo siguiente:

e Estudio de la composicién del diluyente

e Estudio de la extraccidn dptima de los polifenoles

e |dentificacion de los compuestos bioactivos

e Cuantificacion de los compuestos identificados

e Pre-validacién del método analitico

e Aplicacién del método analitico en remedios herbolarios

e Analisis estadistico para la comparacién de la calidad de los remedios herbolarios
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Se llevd a cabo la cuantificacion de los polifenoles encontrados en las muestras, por la
interpolacion de sus areas en las curvas de calibracion obtenidas. La metodologia
desarrollada fue aplicada al anadlisis de diversos productos herbolarios comerciales,
pudiéndose constatar su autenticidad utilizando el perfil electroforético de los picos
tipicos obtenidos para Damiana de Baja California por EC.

México el consumo de remedios herbolarios por la poblacion se da de la siguiente forma:
el 74.19 % de los usuarios que consumen remedios herbolarios utilizan hierbas
medicinales diversas, preparadas en forma de té o infusidn para su consumo. De estos
usuarios el 35.04 % recomiendan principalmente el té; el 17.74 % recomiendan licuados o
jugos a base de frutas o verduras, y el 8.06 % restante recomienda remedios caseros y/o
terapias alternativas diversas. Los remedios herbolarios son consumidos solamente una
vez por el 37.90 % de la poblacion en estudio, el 31.45 % los consumen hasta que se les
quitan los sintomas del padecimiento y el 32.24 % lo consume de formas diversas. (OMS,
2003)

La situacion actual, es que en México la venta de remedios herbales se realiza libremente,
sin exigir que el producto se someta a algun tipo de andlisis que asegure la autenticidad de
la planta y que ésta no sea adulterada con producto de una variedad mas barata (como
son las Damianas de San Luis Potosi y Guerrero).

El método desarrollado por Electroforesis Capilar para Damiana de Baja California es
rapido, barato, con un minimo gasto en disolventes, aditivos, de ahi los casi nulos dafios al
ambiente en comparacidn con otras técnicas analiticas donde se tienen que procesar una
gran cantidad de residuos tdxicos, por lo que esta técnica brinda una excelente opcién
para el control de calidad de remedios herbolarios como Damiana (Turnera Diffusa)
ademas de dar pie a la estandarizacidon que ademas de reportar el tipo y contenido de
cada polifenol presente, le dé seguridad al consumidor sobre su autenticidad.

Asegurar también la eficacia de dicho remedio herbolario con su monitoreo de control de
calidad para que el consumidor no obtenga —gato por liebre- y obtenga los efectos
deseados.

12
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1.1 Damiana de Baja California

Uno de los arbustos mas abundantes del semidesierto mexicano es la planta conocida
comunmente como Damiana, cuyo nombre cientifico es Turnera diffusa, y el uso
tradicional se describe como “Afrodisiaca”. El género Turnera esta compuesto por mas de
10 especies.

Es una planta con hojas y ramas cuyos extremos son velludos y blancos. Ademas, pueden
verse flores amarillentas que surgen individualmente de las hojas, y capsulas aovadas que
contienen las semillas, su olor es caracteristico y aromatico, y su sabor aromatico, amargo
y balsamico (Salazar, 2008).

Referencias recientes han demostrado la actividad antioxidante de Damiana sobre células
cancerigenas gracias a su gran contenido de antioxidantes y que en mayoria estos
metabolitos secundarios son compuestos fendlicos, el extracto de Damiana de Baja
California ha tenidos resultados significativos en la inhibicién bacteriana y cancerigena.

La investigacion tiene como objetivo demostrar que dicho extracto de Damiana puede
actuar como antifungico sobre un microorganismo fitopatégeno (Colletotrichum
gloeosporioides) y asi contribuir con el Desarrollo de envases activos para la
conservacion de frutos frescos y minimamente procesados, ademds de obtener los
perfiles especificos para Turnera diffusa que permitan su identificacidn y cuantificacién de
los principales componentes fendlicos que actian como antioxidantes en el material
vegetal y le dan su poder antifungico.

1.1.1. Taxonomia

Tabla 1. Taxonomia

Plantea
Magnoliophyta
Magnoliopsida

Dilleniidae
Malpighiale
Turnerdceas

Turnera

T. diffusa

Fuente: (Villasana, 2013)
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1.1.2. Sinonimia popular

La Damiana es bien conocida también como, Damiana amarilla, damiana americana,
damiana de California, garafiona, hierba de la mora, hierba de la pastora, hierba del
venado, itamo real, jicamo real, mezquitillo, oreja de venado, paraleia, pastorcita, San
Nicolas. (UNAM, 2015)

1.1.3. Distribucion Geografica

Chihuahua, Querétaro, Guerrero, Oaxaca, Baja California Sur, San Luis Potosi, Coahuila,
Sinaloa, Navyarit, Zacatecas, Tamaulipas, y Puebla. Se desarrolla en zonas semidridas vy
arenosas o rocosas. Pero principalmente la de mas comercializacién y con mas
propiedades de efecto afrodisiaco es la Damiana de Baja California Sur. (UNAM, 2015)

En Baja California Sur se encuentran los principales productores de Damiana,
especificamente de la region denominada de Los Cabos, ubicada en el sur de la peninsula.
La importancia econdmica a nivel industrial se debe a que se utiliza como bebida de
infusién, como saborizante de diferentes tipos de licores y para la elaboracion de
productos herbolarios medicinales (Alcaraz, 1999). Ver Figura No.1.

La Damiana es una de las pocas plantas que se distingue por portar en su nombre latin o
cientifico su uso tradicional; Turnera diffusa aphrodisiaca.

1.1.4. Recolecta

La planta se recolecta del medio silvestre en varias regiones de México para su venta
tanto nacional como de exportacién. La Damiana mas nombrada y apreciada es la de
California, sin embargo la calidad de la planta depende mucho de la estacién en que se
colecta. Por ejemplo, la calidad de la Damiana de San Luis, la de Nuevo Ledn o la de
Tamaulipas es excelente cuando se recolecta después de las lluvias de verano y su precio
normalmente es mas bajo que el de la de California (Meléndez, 2006).
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Figura 1. Ubicacion geografica de la Damiana de Baja California (Turnera diffusa).

Fuente: (INEGI, 2014)

Figura 2. Damiana de Baja California (Turnera diffusa)

Fuente: (Villasana, 2013)
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1.1.5. Usos tradicionales

Son frecuentes los usos que se hacen de la Damiana para atender variados problemas de
tipo ginecoldgico y sexual, tales como la debilidad e impotencia sexual, en dolores de
postparto en la espermatorrea, para promover la fertilidad, también para fortificar el
utero y en caso de orquitis (inflamacion de los testiculos); asi como afrodisiaca y
conceptiva (Zhao, 2007).

Sin embargo, es la tos el padecimiento en el que mas se emplea, bebiendo el vino vegetal;
o el té de las ramas con hojas el cual se ingiere caliente varias veces al dia (Baja California
Sur).

Otros usos medicinales que se le confieren son contra el dolor de estémago, para el
catarro y el pulmén contaminado por tabaquismo, en la debilidad muscular y general.
También se aprovecha en picadura de escorpidn, reumas, diabetes, inflamacion de la
vejiga; asi como para estimular el apetito y reforzar la sangre.

Estimulante, antidepresivo, digestivo, contra los dolores de cabeza, controla la enuresis,
estimula el movimiento de los intestinos, ténico yang, antiséptico urinario, bueno para el
sistema hormonal masculino, para tratar la orchitis (inflamacién del testiculo) y la
eyaculacidon prematura, contra la nefritis (inflamacion del rifidn), contra la infertilidad,
levanta el espiritu, renueva la energia del rifidn, inflamacion de la prostata, menopausia.

1.1.6. Usos comercializados

La Damiana ha sido utilizada como un ténico medicinal desde tiempos remotos, ya que en
la antigua civilizacion Maya la recomendaban para la debilidad y por sus efectos
afrodisiacos. Su reputacién como afrodisiaca ha recorrido todo el mundo y sigue siendo
hoy en dia uno de los afrodisiacos herbales mas famosos.

1.1.7. Composicion de Damiana de Baja California (Turnera diffusa)

Composicién quimica: Las hojas contienen entre un 0.5 a 1% de aceite esencial, un
glicosido nombrado gonzalitosina , arbutina, taninos y damianina (principio amargo),
cineol, flavonas, albuminoides, a-copaeno, a-pineno, arbutina, acido ascérbico, B-pineno,
B-sitosterol, clorofila, cromo, magnesio, manganeso, niacina, potasio, resina, riboflavina,
selenio, silice, tiamina, tymol (Piacente, Camargo, & Zampelli, 2002).
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La presencia del B-sitosterol pudiera explicar la accién estimulante en los drganos
sexuales, las hojas contienen un aceite esencial, resina, taninos y un principio amargo.

1.1.8. Interacciones farmacologicas

Debido a su posible efecto hipoglucémico no se recomienda su uso en pacientes insulino
dependientes sin una vigilancia médica. El consumo de la Damiana puede interferir con la
absorcion del hierro (Sandoval, 1982).

1.1.9. Farmacologia

El extracto etandlico obtenido de las ramas de esta planta sélo presentd actividad
antibidtica contra Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis y recientemente los hallazgos
indican su poder antioxidante contra algunos otros microorganismos (Henrique, 2009),
(Avelino, 2011).

1.2. Colletotrichum gloeosporioides

El agente causal de antracnosis Colletrotrichum sp ha tomado gran importancia en cultivos
a nivel mundial, intentdndose desarrollar sistemas que modelen los procesos de infeccidon
y mecanismos de resistencia bioquimica para tener mayor conocimiento que sustente el
manejo del patdogeno (Oliveira, 2014).

El Colletotrichum gloeosporioides, dicho hongo es el agente causal de una diversidad de
danos y sintomas en diferentes frutales trépicas y subtropicales en México, y afecta
diferentes érganos vegetales de la planta, asi como en distintas etapas fenoldgicas del
cultivo. En aguacate ocasiona pérdidas del 4-7% de postcosecha; en citricos reduce el
rendimiento hasta el 49% y en mango, las perdidas fluctian de 15-50% (Pérez, 2003).

La sintomatologia se presenta en las hojas o tallos, las lesiones crecen en forma irregular y
se unen entre si ocasionando necrosis total de la hoja, Ver Figura No. 3. En cuanto a las
condiciones predisponentes, tenemos que la enfermedad es favorecida durante los
periodos de inviernos por lluvias intensas y fuertes con alta humedad relativa,
ocasionando en muy poco tiempo brotes epidémicos severos que comprometen a casi
toda la planta en desarrollo. La severidad de la antracnosis ha llevado a los productores a
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realizar aplicaciones exageradas de fungicidas causando contaminacidn ambiental un
aumento en los costos de produccion y en algunos casos el abandono total del cultivo

ante el fracaso de esta practica (Alonso, 2001).

Figura 3. Frutos con antracnosis (Colletotrichum gloesosporioides)

Fuente: (Allende, 2015)

1.2.1. Taxonomia

Tabla 2. Taxonomia de Colletotrichum gloeosporioides.

Eukaryota
Fungi,
Ascomycota
Ascomycetes
Sordariomycetidae
Glomerellaceae
Fuente: (Herndndez C., 2015)

1.3. Generalidades de los Polifenoles

El término «compuestos fendlicos» engloba a todas aquellas sustancias que poseen varias
funciones fenol, nombre popular del hidroxibenceno, unido a estructuras aromaticas o
alifaticas. Unicamente, algunos compuestos fendlicos de la familia de los 4cidos fenoles no

son polifenoles, si no monofenoles (Woljgast, 2000).
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Los compuestos fendlicos tienen su origen en el mundo vegetal. Son unos de los
principales metabolitos secundarios de las plantas y su presencia en el reino animal se
debe a la ingestion de éstas (Mattarei, 2008).

Los polifenoles son sustancias que se producen en diversas partes de las plantas, como
son: corteza, frutos, hojas, raices y semillas; a pesar de tener un origen comun, la
especificidad de las plantas le da a los polifenoles diferencias en color, calidad y
concentracion (Raj, 2001).

Los fenoles son sintetizados por las plantas y son regulados genéticamente, tanto a nivel
cualitativo como cuantitativo, aunque a este nivel también existen factores ambientales.
Ademas, actuan como fitoalexinas (las plantas heridas secretan fenoles para defenderse
de posibles ataques fungicos o bacterianos) y contribuyen a la pigmentacién de muchas
partes de la planta (p. ej. los antocianos son los responsables del color rojo, naranja, azul,
purpura o violeta que encontramos en las pieles de las frutas y hortalizas). Por otro lado,
cuando los fenoles son oxidados, dan lugar a las quinonas que dan un color pardo que
muchas veces es indeseable (Carril, 2009).

Los polifenoles estdn presentes en las plantas como una mezcla y no como componentes
aislados, un hecho que con frecuencia es ignorado en la realizaciéon de estudios
experimentales. Varios miles de estos fitoquimicos ya han sido identificados. Los
compuestos fendlicos pueden clasificarse de diversas formas, por ejemplo, respecto a su
unidad base o a la naturaleza de los grupos funcionales ligados a esta unidad base. La mas
utilizada es la clasificacién que los divide en acidos fendlicos, flavonoides y los menos
abundantes, estilbenos y lignanos, aunque existen muchos mas tipos de estructuras (Raj,
R., Chaluvadi, & Krishina, 2001).

1.3.1. Clasificacion de polifenoles

Entre los compuestos fendlicos existentes en los alimentos, se pueden distinguir dos
grandes familias (no flavonoides y flavonoides), constituidas cada una de ellas por
diferentes subfamilias de compuestos, como se detalla en la Figura 4.

Desde un punto de vista estructural, los compuestos fendlicos pueden clasificarse en
fenoles simples y polifenoles. Estos Ultimos se caracterizan por tener uno o mas de un
grupo fenol, y se dividen a su vez en xantonas, estilbenos, antraquinonas, lignanos (y
polimeros de estos) y los mds abundantes, los flavonoides (Riviére, 2009).
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1.3.2. Extraccion de Polifenoles

Los compuestos polifenélicos presentes en alimentos se extraen generalmente con
disolventes acuoso-alcohdlicos organicos (ver Tabla 3). La extraccién dependerd de la
naturaleza quimica y del grado de polimerizacion de los propios compuestos, del método
de extraccidn (polaridad de los solventes), del tamafio de particula de la muestra y de las
sustancias que pueden ejercer un efecto de interferencia (Ju & Howard, 2003 a), (Khanna,
Viswanathan, Krishnan, & Sanwal, 1980). A veces se requieren pasos adicionales o previos
a la extraccion para eliminar sustancias no deseadas que pueden interferir en nuestros
analisis (grasa, carbohidratos, clorofilas) normalmente mediante extraccién en fase sélida
(Handique & Baruah, 2002).

Figura 4. Clasificacion de Polifenoles.
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Fuente: (Hu, 2010)
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En general, cualquier proceso esta basado en una primera extraccidon con agua o
disolventes organicos polares o la mezcla entre ellos (metanol, etanol, propanol, acetona,
dimetilformamida, acetato de etilo, n-Hexano, isooctano, éter de petréleo, éter dietilico)
obteniéndose en el extracto una mezcla de diferentes compuestos polifendlicos (lgnat,
Volf, & Popa, 2011).

Ademas de los disolventes, también el tiempo de extraccidn es determinante a la hora de
obtener un mayor rendimiento. Se han reportado tiempos de extraccidon desde 1 minuto a
24 horas. Teniendo en cuenta que largos periodos de extraccion pueden producir
oxidaciones, que se minimizan afladiendo agentes reductores (Bennett, 2004).

Las condiciones de extraccidén y la seleccién de los disolventes dependeran del tipo de
muestra y de la naturaleza de los compuestos que queramos extraer. Asi otra referencia
(Cacace, 2002) nos indica que la extraccidn en dos pasos secuenciales con acetona al 70%
era suficiente para la extraccion de taninos. Deshpande publicé que el tiempo dptimo de
extraccién de polifenoles es de 50-60 minutos, mientras que otros autores utilizaron la
mezcla de metanol/acetona/agua a temperatura ambiente para la extraccién de
compuestos polifendlicos libres y esterificados (Deshpande, 1985). También es habitual
encontrar en bibliografia la utilizacién de disolventes acidificados (metanol/HCI) para una
mayor extracciéon y estabilidad de compuestos como las antocianidinas y para la
extraccién de flavonoides de material vegetal con metanol acuoso al 62.5% acidificado con
HCI (1:4) para hidrolizar los enlaces éster de glicdsidos de flavonoides (Antolovich, 2000).

Otros autores proponen el uso de agua/H,SO,; para la extraccion de antocianinas. La
aplicaciéon de altas temperaturas con disolventes acidificados también puede ser efectiva
para la extraccién de este tipo de polifenoles. Algunas proantocianidinas de bajo peso
molecular son extraidas con disolventes acuosos organicos acidificados. Como ejemplos
encontramos el uso de diferentes mezclas acetona/agua (70:30; 60:40) o metanol al 1%
HCl (Naczk, 1992). Para la extraccion de taninos hidrolizables se han utilizado como
disolventes agua (temperatura ambiente o 90 °C), 50% metanol, 50-70% acetona o
etanol/agua en diferentes proporciones (Cacace, 2002), (Georgé, 2005). Ya que los fenoles
se pueden encontrar también en multiples formas conjugadas, con azucares, acidos y
otros compuestos fendlicos y ademas pueden existir en forma de complejos con otras
macromoléculas como proteinas y componentes celulares (Robbins, 2003).

Su extraccién depende del grado de polimerizacidon de este tipo de compuestos y del tipo
de matriz. Independientemente del tipo de disolventes que se utilicen, la extraccién
siempre es incompleta y una cantidad de compuestos polifendlicos puede quedar en los
residuos. Por ello, de acuerdo a lo anteriormente expuesto, los compuestos polifenélicos
se pueden dividir en polifenoles extraibles (PE), aquellos que se solubilizan en los
disolventes acuoso-organicos polares (Hellstrom, 2008), (Okuda, 1990).
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Tabla 3. Estructura de algunos polifenoles extraibles.

POLIFENOLES EXTRAIBLES

ESTRUCTURA

OH
e Acido vanilico Oy O O OH
ACIDOS BENZOICOS * Acido galico
e Acido elagico O
e Acido tanico HO o o” "o
@)
; e Acido clorogénico
ACIDOS e Acido cafeico A OH
HIDROXICINAMICOS e Acido ferulico HO
Acido trans-cinamico OH
OH O
e Rutina OH
FLAVONOLES e Quercetina O | o
e Miricetina HO 0 O
e kaemferol oH
OH
e Catequina O OH
FLAVANOLES e Epicatequina HO o
I OH
OH
ici OH
e Daicina OH O O
ISOFLAVONAS e Genestina
e Daiseina O |
e Genisteina HO )

Fuente: (Arranz, 2010)
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2.1. Objetivo General

Demostrar la actividad antifungica de Damiana (Turnera diffusa) sobre pruebas biolégicas
(in vitro) en Colletotrichum gloeosporioides, posteriormente mediante la Técnica de
Electroforesis Capilar realizar la identificacién y cuantificacién de polifenoles que pudieran
ser los responsables de dicha actividad inhibitoria. Finalmente utilizando el perfil
electroforético modelo de Damiana de Baja California, realizar la comparacién en diversos
remedios herbolarios con la finalidad de asegurar su autenticidad.

2.1.1. Objetivos Particulares

e Demostrar la actividad antifungica de Damiana (Turnera diffusa) sobre el
microorganismo fitopatdgeno Colletotrichum gloeosporioides, mediante pruebas in-
vitro (método de envenenamiento) con ayuda de la cuantificacion de los fenoles
totales, por el método de Folin-Ciocalteau

e Optimizar el método de extraccion de los polifenoles de Turnera diffusa
realizdndola por maceracion, agitacién, ultrasonido y con variacion de la
temperatura.

e Optimizar la proporcion de la mezcla de disolventes de extraccidon (mezclas de
etanol:agua) para la extraccién de los polifenoles de Turnera diffusa.

e Seleccionar el estandar interno adecuado para realizar la cuantificacién de los
polifenoles libres en los extracto de Damiana por CE.

e |dentificar los compuestos polifendlicos libres por la técnica de Electroforesis
Capilar de Zona (CE) por adicién de estandar y por comparacién de sus espectros de
absorcién con los de estandares.

e Realizar las curvas de calibracién para cada uno de los polifenoles encontrado asi
como la la evaluacién de algunos parametros de validacién, con la finalidad de
cuantificar éstos compuestos de forma confiable en las muestras vegetales
estudiadas.
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Obtener el perfil electroforético de Damiana de Baja California y con esto
compararlo con productos comerciales herbolarios para ser aplicado como control
de calidad en la autenticidad de Damiana de Baja California.

Contribuir al proyecto de: DGAPA, UNAM, PAPIIT 1T201513: Desarrollo de
envases activos para la conservacioén de frutos frescos y minimamente procesados.
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3.1 Antioxidantes

Los antioxidantes son moléculas que tienen la capacidad de estabilizar a los radicales
libres, neutralizando los efectos dafiinos, éstas pueden ser de origen enddgeno
(sintetizados por el organismo) y exdgeno (provenientes de fuentes externas). La figura
No. 5 se muestra el esquema de un antioxidante y un radical libre (Singh , Zamboni, &
Mahajan, 2009)

Figura 5. Esquema de antioxidante y radical libre
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N

e_he"

electron
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Radical Libre

Fuente: (IVOT, 2015)

3.1.1. Estrés oxidativo.

El oxigeno es esencial para la vida humana, paraddjicamente este elemento también esta
involucrado en reacciones téxicas siendo una amenaza para la salud humana. Se cree que
los efectos mas daninos del oxigeno resultan en la formacién y actividad de especies
reactivas de oxigeno (EROS). Estas actian como oxidantes y son los mayores
contribuyentes al envejecimiento, incluyendo enfermedades cardiacas, cancer, cataratas y
enfermedades degenerativas del sistema nervioso como Parkinson y Alzheimer (Venero,
2002).
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3.1.2. Radicales libres.

Desde el punto de vista quimico los radicales libres son todas aquellas especias quimicas,
cargadas o no, que en su estructura atémica presentan un electrén desapareado o impar
en el orbital externo. Son muy reactivos, tienen una vida media corta, por lo que actuan
cercano al sitio en que se forman (Cheesman & Slater, 1998). Se producen en la cadena
respiratoria, la cadena de transporte de electrones, en los cloroplastos, y las reacciones de
oxidacion.

Tienen funciones fisiolégicas en el organismo participan en la fagocitosis, favorecen la
sintesis de colageno y prostaglandinas, activan enzimas de la membrana celular. Las
especies reactivas por del oxigeno (EROS) incluyen a los radicales libres y a otras especies
gue participan en reacciones que elevan la cantidad de los agentes prooxidantes (Naqui,
Britton, & Cadenas, 1996). Las principales especies reactivas del oxigeno o sustancias
prooxidantes son: Radical hidroxilo (HO)’, peréxido de hidrégeno (H,0;), anidén superdxido
(0,), oxigeno nitrico (NO), perdxido (ROO) semiquinona (Q), ozono (Diplock, 1991).

3.1.3 Fenoles Totales por Folin Ciocalteu

El ensayo espectrofotométrico desarrollado por Folin-Ciocalteau (F-C) se utiliza para
determinar los compuestos fendlicos totales (TPC-Total Phenolic Compounds). Se
fundamenta en una reaccion de oxidacion/reduccion que es el mecanismo basico; gracias
a la reduccién del reactivo F-C ocurrida en el proceso. Se utiliza como reactivo una mezcla
de acidos fosfowolframico y fosfomolibdico en medio basico, que se reducen al oxidar los
compuestos fendlicos, originando éxidos azules de wolframio (Wg0O-) y molibdeno.

El método original de Folin — Ciocalteau se desarrollé en 1927, en la cual la oxidacion de
los fenoles por los reactivos de molibdotungstanato permite una reaccidn coloreada a Az
a745-750 nm:
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Figura 6. Reaccion quimica del método de Folin Ciocalteu
Fuente: (Jiménez, 2012)

Este método es simple, sensible y preciso. Sin embargo, la reaccién es lenta a un pH acido,
por lo que pierde especificidad. Singleton y Rossi (1965) mejoraron el método con un
reactivo heteropolianiénico molibdotungstofosférico que oxida a los fenoles de forma mas
especifica; la Amsx para el producto es 765 nm:

Sin embargo, debe tomarse en cuenta, que los distintos compuestos fendlicos utilizados
para la construccion de la curva de calibracién presentan diferente coeficiente de
absortividad (g), especificamente en el caso de esta tesis se utilizd dcido gédlico y que debe
tomarse con reservas la interpolacion de la suma de todos los polifenoles. Ademas de que
muchos compuestos reductores que pueden estar presentes en las muestras pueden ser
reactivos (i.e. hierro (Il), bisulfito, sulfuro, cianuro, nitrito, fructosa, aminas, proteinas y
otros antioxidantes) por lo que puede haber presencia de sustancias interferentes
(Singleton, 1999).

3.2 Electroforesis Capilar

La electroforesis capilar de zona (CZE) es la modalidad mas utilizada a causa de su
simplicidad operacional y versatilidad. El intervalo de aplicaciones de la CZE es diverso y
las areas de aplicacién pueden ir desde problemas relacionados con la separacién de
especies pequefias, hasta macromoléculas. Esto junto con el hecho que se requieren
pequefios volumenes de muestra, ha despertado una gran expectacion en diferentes
campos, tal como lo demuestra el incremento de publicaciones realizadas en el area de
bioquimica y biotecnologia, industria farmacéutica, andlisis clinicos y medio ambiente
(Castillo, Revilla, & Lépez A., 2005)
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3.2.1. Definicion y principios de la técnica

La electroforesis capilar (EC) es una técnica analitica de gran importancia, poco conocida
en nuestro pais con gran auge en el mercado internacional, utilizada en diversas areas de
la investigacion para la separacién y cuantificacion de moléculas pequeias incluyendo
iones metalicos (libres o en forma de complejos), biomoléculas como aminoacidos,
proteinas, péptidos, carbohidratos, y macromoléculas tales como fragmentos de ADN,
entre otros (Skoog, 2010). La EC comparada con otras técnicas analiticas por ejemplo
cromatografia de liquidos de alta resolucién (CLAR) ofrece grandes ventajas en términos
de su alta resolucidn, eficiencia, bajo consumo de disolventes orgdnicos y tiempos cortos
de andlisis. Ademads, cuenta con distintos modos de separacién que pueden utilizarse
segln las necesidades del analista empleando el mismo instrumento.

Parte de la versatilidad y eficiencia de esta técnica, se debe a que combina elementos de
otras técnicas analiticas; por ejemplo, utiliza detectores de alta sensibilidad como son: el
el de Arreglo de Diodos (DAD), fluorescencia inducida por ldser y espectrometria de
masas, ademds del uiop uuso de capilares de silice fundida (SiO;) como en la
cromatografia de gases (CG). Estos capilares permiten la aplicacién de altos campos
eléctricos con una alta eficiencia para la disipacion de calor, evitando los efectos adversos
del calentamiento de Joule, y permiten la deteccidn in situ, debido a la baja absorcion de
la radiacidn visible, ultravioleta y a la baja fluorescencia. Estos capilares estan recubiertos
de un polimero (poliimida) que les confiere alta flexibilidad facilitando su manipulacidon
(Castagnino, 2000).

Es importante hacer notar que aunque superficialmente este método se parece a la CLAR,
los diferentes tipos de EC no se basan en fundamentos cromatograficos con excepcidn de
la cromatografia capilar electrocinética micelar, debido a que las separaciones dependen
de las diferencias entre las relaciones masa/carga de los analitos mas de que las
diferencias en la forma en que se distribuyen entre una fase mévil y una estacionaria.

En EC, los componentes de una mezcla se transportan a través de un tubo capilar
dispuesto horizontalmente (parcialmente enrollado) por efecto de una elevada diferencia
de potencial eléctrico que se aplica a lo largo del tubo y entre dos electrodos.

El mecanismo de separacidon en la EC es el mismo que en la electroforesis convencional. La
migracion diferencial dentro de zonas discretas es debido a diferencias en las movilidades
electroforéticas, las cuales a su vez estan vinculadas con la relacion masa/carga y con la
conformacidn de los analitos, La EC, consiste en introducir en un capilar una mezcla de
especies (cargadas o neutras que se separan en funcion de su movilidad electroforética
bajo la influencia de un campo eléctrico (Doroteo, 2012).
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3.2.2. Separacion Electroforética

La separacion electroforética estd basada en las diferencias de velocidades migratorias de
los analitos en presencia de un campo eléctrico. La velocidad de un analito puede ser dada
por la siguiente ecuacién 1.

Ecuacion 1. Velocidad del analito.
V= (.u + .ueo)E

Donde:

v = Velocidad del analito

U = Movilidad electroforética
Ueo = Movilidad electrosmoética

E = Campo eléctrico

La movilidad electroforética depende de la especie idnica, del tamafio, de la carga, de la
temperatura, de la concentracién y de la naturaleza del analito, como se describe en la
siguiente relacién. Ecuacién 2.

Ecuacion 2. Movilidad electroforética.

__4
6mrn

U

Dénde:

U = Movilidad electroforética
q = Carga del analito

r = Radio molecular

n = Viscosidad de la solucién

De la Ecuacién 2 es evidente que especies o analitos cargados y pequeiios tienen alta
movilidad, mientras especies cargadas con gran peso molecular muestran baja movilidad.

Un constituyente fundamental de la EC es el llamado flujo electroosmético (FEO). Este
flujo se origina por la presencia del campo eléctrico en una solucién idnica cuando entra
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en contacto un electrolito con una superficie solida cargada. Por ejemplo, en un capilar de
silice fundida, la interfase se pone en contacto con la solucién que contiene el electrolito
soporte, la superficie del sélido presenta carga negativa debido al aumento en la
ionizacion de los grupos silanol a pH mayores a 4 y conjuntamente con sus contraiones
formando una doble capa eléctrica (Cela, 2002).

Los iones presentes en el sistema (incluyendo a los contraiones de los grupos silanol, H*
bajo influencia del voltaje aplicado son desplazados hacia el cadtodo de acuerdo a su carga
y arrastran disolvente con ellos dada su solvatacién, originando asi el denominado FEO,
dicho flujo estd dado por las variables viscosidad, potencial zeta y la constante dieléctrica
del medio Ecuacion 3.

Ecuacidén 3. Movilidad electroosmético

_ Gt
Heo = 41

Donde:

Ueo = Movilidad electroosmotica

{ = Potencial zeta

n = Viscosidad de la solucién

€ = Constante dieléctrica de la solucion

La electroforesis realizada en tubos capilares (Figura 6) ha aumentado el interés en esta
técnica desde el punto de vista analitico, mejorando realmente la modalidad clasica de
electroforesis, ampliando increiblemente el campo de aplicacién de esta técnica. Sus
principales ventajas son: la alta resolucidn, alta eficiencia de separacién, corto tiempo de
analisis, pequefias cantidades de muestra y separacién de un sin nimero de compuestos,
y una gama de mecanismos que proporcionan una separacion selectiva (R. A. Ames, 2000).

Esta técnica electroforética es conocida como EC, electroforesis capilar de zona (CZE) o en
ocasiones electroforesis capilar de alta resolucién (ECAR).
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Figura 7. Separacion Electroforética

Fuente: (Heiger, 2000)

El sistema de EC (Figura 7 y 8) consiste basicamente en las siguientes partes basicas:

e Dos electrodos de platino (dnodo y catodo).
e Fuente de poder de alto voltaje (0 a 30,000 V) autoreversible.

e Depodsito (viales) donde se colocan los electrodos y el electrolito soporte

respectivamente.
e Capilar (compartimiento donde se lleva a cabo la separacion).

e Un sistema de enfriamiento del capilar (tipicamente en la forma de conveccidn de

aire forzado o de liquido recirculante).
e Un sistema que introduce la muestra y buffers (automuestreador).
e Un detector.
e Sistema de adquisicidn de datos (computadora con software).

Sistema de adqisicion

wuiqm (e datos

Detector

Sentido de Migracion
o

Capilar

Fuente de ‘
Tensidn Electroferograma

Figura 8. Equipo y Sistema general de Electroforesis Capilar

Fuente: (Castillo, 2005)
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Fuente de alto voltaje
+ L

Anodo

Catodo

Capilar con control
de temperatura

e

Cambiar tamafio

Electrodo Electrodo

Muestra

Amortiguador Amortiguador

Entrada Salida

Figura 9. Representacion de los elementos del sistema CE

Fuente (Chopin, 2012)

3.2.3. Flujo electroosmatico (FEO)

Un constituyente fundamental de la electroforesis capilar es el llamado flujo
electroosmotico (FEO). Este flujo se origina por la presencia de una pared cargada (pared
del capilar) que estd en contacto con un electrolito y donde se genera un campo eléctrico.
Por ejemplo, en un capilar de silice fundida, la pared se pone en contacto con la solucién
gue contiene el electrolito soporte, la superficie del sélido posee carga negativa debido al
aumento en la ionizacién de los grupos silanol (a pH mayor de 4) y conjuntamente con los
contra iones del buffer forman una doble capa eléctrica, como se aprecia en la figura 8.

Asi las especies catidnicas migran hacia el catodo, las especies anidnicas tratan de migrar
hacia el anodo, pero a un alto pH son arrastrados por el FEO y las neutras se desplazan con
el FEO sin importar que no tengan carga, haciendo posible la separacion.

\{ Y ¥ i

i ] 3 - Pare

capa fija — @ @ @ c::illar
Plano de

corte

c Svil a@ @ @ @

Flujo Electrosmético —————»

Figura 10. Representacidn del flujo electroosmético en un capilar de silice

Fuente: (Castillo, 2005)
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Los contra iones en la mayoria de los casos cationes, los cuales se localizan cerca de la
superficie para mantener el balance de la carga, forman una doble capa con su
caracteristico potencial zeta. El espesor de la doble capa difusa es inversamente
proporcional a la concentracion del electrolito. El pH del electrolito, también posee
influencia sobre el potencial Z. Para el capilar de silice, un aumento en el pH conlleva un
aumento en el flujo electroosmético, ya que un mayor pH produce un aumento en la
disociacion de los grupos silanol en la pared interna del capilar y el potencial Z es
proporcional a la superficie cargada en la pared interna del capilar.

3.2.4. Instrumentacion

La configuracién instrumental, para la electroforesis capilar de alto rendimiento es
relativamente simple. Antes de 1988, todos los trabajos se realizaron con un sistema
casero de un disefio similar al del trabajo original de Jorgenson y Lukacs.

Un esquema de este sistema se observa en la figura 7, el sistema consiste de una fuente
de poder de alto voltaje, contenedores de buffer, un detector ultravioleta para CE,
capilares, y una cabina de fibra de vidrio, cuando la cabina esta abierta se puede emplear
un dispositivo de seguridad para prevenir la activacion del alto voltaje (Castanon,
Steyertha, & J., 2006).

En la actualidad los componentes basicos (Vallejo & Vargas, 2007)de un equipo de
electroforesis capilar, son una computadora la cual controla la fuente de poder y la sefal
del detector. La muestra se introduce al capilar, generalmente por presidn. La entrada y
salida del capilar deben estar inmersas en el buffer que realiza la separacion. Los
electrodos, que estan conectados a la fuente de poder, se encuentran en cada extremo
del capilar. La corriente se establece de catodo a dnodo como se puede observar en la
figura No. 10.
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Figura 11. Desarrollo del FEO en un capilar de silice, a) Separacidn relacion carga-masa, b)
Movilidad de los analitos, c) Representacion de la doble capa eléctrica

Fuente: (Chopin, 2012)

3.2.5. Capilares

Idealmente, los capilares deben disipar bien el calor, ser quimica y eléctricamente inertes,
transparentes al UV-Vis, ya que facilitaran la deteccion en linea, flexibles, robustos y de
precio econdémico.

Los capilares de silice fundida son los que mejor cumplen estas condiciones y por ello son
los mds ampliamente utilizados. Para aumentar su flexibilidad y resistencia son
recubiertas de una capa externa de poliimida. Una pequefia seccién del recubrimiento de
poliimida (ventana de deteccidn) es eliminada para hacer viable la deteccion.
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Silice fundido

12um  S0pm

Figura 12. Corte transversal de capilar de silic23e fundida

Fuente: (Castillo, 2005)

Esta seccion del capilar es cilindrica y sus dimensiones oscilan entre 50 y 100 cm de
longitud y entre 10 y 200 um de didmetro interno (DI).

Aunque la silice fundida es el material mas utilizado también se pueden utilizar otros
materiales como el teflén y el cuarzo, en la figura No. 11, se puede observar el corte
transversal de un tubo capilar de silice fundida.

3.2.6. Sistema de deteccion

La deteccidn es uno de los mayores retos de la técnica de ECZ, ya que el reducido
diametro interno de los capilares, la pequefia cantidad de muestra inyectada y el hecho
gue la deteccidén se realiza en el mismo capilar, obliga al uso de detectores sensibles y de
respuesta rapida. El detector UV-Vis con diodos en linea como elemento fotosensible es el
detector mas usado debido a su universalidad, bajo costo, rapidez de medida y la gran
cantidad de informacidn espectral que genera aunque también presenta el inconveniente
de una baja sensibilidad.

La utilizacién de un detector de diodos en linea (DAD) en lugar de la deteccidn por Unica o
multiple longitud de onda supone muchas ventajas. La luz procedente de la ldmpara de
deuterio es enfocada en el capilar por medio de un sistema de lentes y tras pasar por el
capilar es difractada hacia un detector de diodos en linea, cada uno de los cuales mide un
cierto intervalo de longitud de onda, como se muestra en la figura No. 12 (Vallejo &
Vargas, 2007).
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Figura 13. Detector UV-Vis con arreglo de Diodos (DAD)

Fuente: (Rodriguez, 2010)

Las ventajas en todo momento del andlisis son: obtencién del electroferograma a
cualquier longitud de onda en una sola inyeccién, determinacion del maximo de
absorbancia para todos los analitos, ademas de que se puede realizar el analisis de pureza

de picos.
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4.1 Materias primas

4.1.1. Colecta de la Materia Prima

Se utiliz6 Damiana de Baja California, adquirida como ejemplares secos en las bodegas de
Atizapan en (Marzo del 2013). Se desconoce la localidad exacta en estado de Baja
California.

4.1.2. Registro e identificacion de la planta utilizada

Dicha materia prima fue enviada al Herbario IZTA de F.E.S. Iztacala U.N.A.M., en donde
se tomo una cantidad aproximada de 100 g para enviar el espécimen a su identificacion en
frascos de pldstico conteniendo hojas, tallos y flor del espécimen seco. Siendo registrado
e identificado como Damiana de Baja California (Turnera diffusa Willd. ex Schult). (Ver
documento de identificacion de materia prima en anexo No. B)

Figura 14. Muestra Seca y Molida de Damiana de Baja California (Turnera diffusa)

Fotografias tomadas en el Laboratorio de Desarrollo de Métodos Analiticos de la FES-Cuautitlan

4.1.3. Parte utilizada de la planta

Hojas, tallos y flor
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4.2. Obtencion del extracto etanolico:

4.2.1. Procedimiento para la Extraccion de los compuestos fendlicos
de Damiana de Baja California

1. Pesar 1 g de muestra de Turnera diffusa en un vaso de pp agregando 10 mL de
etanol al 70%. La extracciéon siempre serd 1:10 v/v (previamente tamizada la
muestra por malla No. 40).

2. Tapar el vaso de precipitados (pp) y sonicar por 90 minutos, cuidando que la
temperatura no rebase los 60 °C.

3. Transvasar el extracto a tubos de centrifuga de polisulfona, equilibrarlos en una
balanza granataria Harvadtrip, para después centrifugar a 7,500 rpm durante 15
min en un equipo Beckman Coulter.

Al obtener el sobrenadante, filtrar la solucién con papel filtro de poro fino.

5. Aforar el extracto etandlicoa 2 mL.

6. Evaporar la cantidad a sequedad y reconstituir aforando a 1 mL con solucién
etandlica al 70%

4.2.2. Procedimiento de Manejo de muestra en los productos
comerciales.

Producto Oasis:

1. Abrir con cuidado las capsulas hasta obtener la cantidad
2. Utilizar con el procedimiento descrito en el apartado No. (4.2.1.)

Té Azteca y Té Calafia:

1. Abrir con cuidado los sobres de infusién y obtener la cantidad deseada
2. Utilizar con el procedimiento descrito en el apartado No. (4.2.1.)

4.2.3. Conservacion del extracto etanolico:

1. El extracto filtrado y previamente aforado se burbujea con Nitrégeno y se
almacena en un tubo con tapa y se sella con parafilm llevandose a congelaciéon en
la obscuridad (se almacena no mas de 5 dias a -20 °C).
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4.3. Equipos utilizados

El desarrollo del método analitico para la presente investigacion se realizd con el equipo
de Electroforesis Capilar P/ACE MQD, con detector de arreglo de diodos y software Karat
3.2, Beckman Coulter (Fullertor, CA., USA)

Para la preparacién de la muestra y soluciones se utilizé la Centrifuga Allegra™ 21,
Beckman Coulter (Fullerton, CA., USA), el evaporador Turbo Vap LV, Caliper Life Science
(Hopkinton, MA., USA); un potenciometro , Hanna Intruments (Padua, Italia); una balanza
analitica, Boeco, (Alemania); un sonicador Transsonic 570, Elma (USA); un vodrtex,
Thermolyne/Barnstead (lowa, USA); un equipo de Desionizacion de agua Milli-Q
(Millipore, MA, USA) y una parrilla eléctrica con agitador magnético Thermolyne (USA).

4.4. Estandares primarios

En el presente proyecto se utilizaron una serie de patrones puros de polifenoles que
fueron adquiridos a diversas casas comerciales (tabla en ANEXO C.). Para la disolucién de
los patrones se usa una mezcla de etanol:agua (70:30) y en algunos casos (como apigenina
y rutina hidratada) el etanol se sustituyd por metanol para mejorar la solubilidad. El
listado de estandares primarios utilizados para el analisis de identificacién se puede ver en
el ANEXO C.

Figura 15. Estandares primarios utilizados en el andlisis

Fotografias tomadas en el Laboratorio de Investigacion de Quimica Analitica de la FES-C1.
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4.4.1. Preparacion de soluciones:

(Ver anexo C)

e Solucion Buffer de Boratos 50 mM, pH 9.4

e Solucion de NaOH 0.1 N

e Solucidon mezcla de estandares

e Solucion de estandar interno (IS) para adicién de muestra

4.5. Pruebas in vitro

4.5.1. Medicion de Fenoles Totales

Esta determinacién se realiza por el método de Follin-Ciocalteu, utilizando una solucién
estandar de 4cido gélico (0.1 mg/mL) de la cual se toma volimenes de 0 uL a 200 pL en
intervalos de 20 pL y se complet6 el volumen de cada uno a 1500 pL con agua destilada. A
cada uno de los estandares y muestras previamente preparados se le adiciona 100 plL de
reactivo de Folin-Ciocalteu y se sénica por 5 minutos. Posteriormente se adiciona 200 plL
de Na,CO;3 al 20% y se reposa por 30 min. La absorbancia es medida a 765 nm. Los
resultados son expresados en mg de acido gélico por g de extracto (mg GA/g extracto).

4.5.2. Envenenamiento del PDA

Pesar 25 g de polvo PDA (Agar dextrosa papa) disolver en agua destilada y finalmente
aforar a 500 mL. Tapar con una gaza el matraz Erlenmeyer para llevarlo a esterilizar
durante 30 minutos en una autoclave. Proseguir, descendiendo la temperatura del medio
PDA hasta llegar a una temperatura aproximada de 40 °C y adicionar el extracto etandlico
de Turnera diffusa (de concentracién conocida de fenoles totales), mezclando bien
durante 2 minutos y vaciar en cajas Petri, esperando que solidifique el medio, las
concentraciones se muestran en la tabla No. 4.
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Tabla 4. Sistemas de pruebas in-vitro sobre el microorganismo de Colletotrichum

gloeosporioides
Control 1 PDA
Control 2 PDA + Solucién etandlica 70% 3 por
Concentracién 1 1000 ppm (extracto DBC*) cada
Concentracion 2 2000 ppm (extracto DBC) sistema
Concentracion 3 3000 ppm (extracto DBC)

*DBC, Damiana de Baja California

4.5.3. Inoculacion al medio envenenado

Posteriormente de la solidificacion del medio PDA, con ayuda de un sacabocado de 0.6
mm de diametro se tomd un disco de muestra de cultivo de hongo y se inoculé en el
centro de la caja Petri con el medio PDA envenenado del extracto etandlico de Turnera
diffusa, hasta completar el nimero de placas de diferentes concentraciones a estudiar,
tabla No. 4. Las placas se incubaron a 25 °C durante 6 dias.

4.9. Metodologia de Electroforesis Capilar (CE)

4.9.1. Pre-acondicionamiento de lavado de capilar al inicio del dia

El acondicionamiento de la columna capilar al inicio del dia, se llevd a cabo segln la tabla
No 5. Esta serie de lavados tienen como objetivo activar los grupos silanol y equilibrar las
paredes del capilar con el buffer, para asi asegurar la repetitibilidad del andlisis. Se
procedid a un lavado rutinario del capilar al inicio de cada sesién como lo muestra la tabla
No 5.

Tabla 5. Lavado rutinario de columna capilar en EC al inicio del dia

H,0 desionizada 5 min 30 psi 25°C
NaOH (0.1N) 5 min 40 psi 25°C
NaOH (0.1N) reversa 2 min 50 psi 25°C
H,0 desionizada 5 min 40 psi 25°C
Buffer 20 min 30 psi 25°C
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En seguida de realizar el procedimiento de la tabla anterior, se prosigue a verificar la
corriente del medio conductor (buffer), imponiendo un campo eléctrico con igual valor al
que se utilizard durante la separacién, de esta forma se asegura la repetibilidad en la
composicion del buffer de corrida y el pH.

4.9.2. Condiciones de separacion y deteccion

Las condiciones optimas en Electroforesis Capilar para la identificacién y cuantificacién de
Damiana de Baja California son las descritas en la Tabla 6, (Gonzalez, 2010) con algunas
modificaciones.

Tabla 6. Condiciones utilizadas para la separacion y deteccion de compuestos fendlicos en
Damiana de Baja California por la Técnica de EC.

Buffer de boratos 50 mM, pH=9.4
Voltaje 28 kV
Inyeccion de la muestra 0.5psi/5s
Temperatura 25°C
Longitud Total del Capilar 54 cm
Longitud efectiva 43.5cm
Diametro interno 50 um

4.9.3. Analisis Estadistico

Tanto la obtencién de los graficos, asi como la obtencidon de los modelos lineales por
minimos cuadrados y los calculos de concentracién (interpolacidn) de las muestras, se
llevaron a cabo utilizando el software Excel de Office 2013. Mientras que los residuales
estudentizados* se obtuvieron usando el software Statgraphics Centurion XVI, version
16.1.11, StatPoint, Technologies, Inc. y SigmaStat, versién 3.5.
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Los cdlculos para la obtencidén de los limites de deteccidn y cuantificacidn se realizaron con
la utilizacidn de las siguientes ecuaciones.

Ecuacion 4. Limite de Deteccion

— 3'3(Sy/x)
m

LD

Ecuacion 5. Limite de Cuantificacion

LC = 10(Sy/x )
m

Dénde:

LD= Limite de Deteccion

LC= Limite de cuantificacién

Syx=Error sistematico de la regresion lineal del parametro de exactitud,

m= pendiente de la recta
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5.1. Resultados de fenoles totales

Para la realizacion de las pruebas in vitro fue necesario determinar la concentracién
adecuada de fenoles totales en el extracto obtenido de Turnera diffusa y de esta forma
adicionar el volumen adecuado de extracto al medio PDA para no saturarlo. Para lo
anterior se realizd una curva de calibracion espectrofotométrica de fenoles totales con la
cual se estandarizd el extracto y poder adicionarlo a las pruebas in vitro del medio
envenenado de PDA.

El método de Folin-Ciocalteu se basa en la capacidad de los fenoles para reaccionar con
agentes oxidantes. El reactivo de Folin-Ciocalteu contiene molibdato y tungstato sddico,
gue reaccionan con cualquier tipo de fenol, formando complejos fosfomolibdico-
fosfotlngstico. La transferencia de electrones a pH basico reduce los complejos
fosfomolibdico-fosfotlngstico en éxidos, cromdégenos de color azul intenso, de tungsteno
(Wg0,3) y molibdeno (Mog0O,3), siendo proporcional este color al numero de grupos
hidroxilo de la molécula.

En la curva de calibracién se observé una tendencia lineal, (ver Anexo D) con lo que
posteriormente se interpold la sefal del extracto obtenido de Turnera diffusa para
finalmente cuantificar los fenoles totales en las diferentes muestras de Damiana, Grafico 2
(Anexo D).

5.1.1. Analisis de fenoles totales.

La cuantificacion de las muestras de Turnera diffusa mostré que la variedad de Baja
California posee mayor cantidad de fenoles totales en relacién a las variedades de San Luis
Potosi y Guerrero Tabla 22, (Anexo D) la cual nos da una idea de la actividad antioxidante,
sin embargo la reacciéon de Folin-Ciocalteu no es especifica solo para polifenoles ya que
cuantifica cualquier sustancia reductora.

Los siguientes hechos deben ser tomados en cuenta: La existencia de agliconas libres y su
incorporacion a la determinacidn, ademas el hecho de que pueden ocurrir interacciones
entre los componentes del extracto. El sinergismo de los flavonoides con tocoferoles,
palmitato ascorbilo y acido citrico entre otros ya han sido reportado.

El grafico No. 1 (llamado de caja con bigotes), muestra el resultado del andlisis de
varianzas donde se realizé la comparacién de los promedios de los equivalentes de Acido
Galico en las Damianas de diferentes Estados de la Republica Mexicana (hipdtesis nula,
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Ho). El grafico muestra que la Damiana de Baja California posee la mayor concentracion
de fenoles totales (expresados como equivalentes de acido galico) teniendo una media
significativamente diferente (mayor) a la de los otros dos estados (siendo esta la mas
utilizada por sus propiedades afrodisiacas). Por otro lado, no existe diferencia significativa
entre las medias de los equivalentes de acido gdlico de las damianas de Guerrero y San
Luis Potosi, por lo que sus concentraciones se pueden considerar iguales (ver Tabla de
ANOVA en el anexo D).

Baja California +

Guerrero |]Z|
San Luis Potosi I

Grafico 1. Comparacion del contenido de Fenoles Totales de Damiana (Turnera diffusa) de
diferentes estados de la Republica Mexicana

Estado

[Ac Galico]

Como se aprecia en el Grafico No.1 el contenido de fenoles totales segln la prueba de
Follin Ciocalteu el resultado obtenido con mayor significativa es otorgada para Damiana
de Baja California ya que el poder de la actividad antioxidante estd ligada estrechamente
con los compuestos fendlicos y con esto se argumenta la seleccién del tipo de origen de
planta y asi descartar Damiana de Guerrero, Damiana de San Luis Potosi para su posterior

analisis quimico.
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5.2. Resultados de pruebas in-vitro

5.2.1. Envenenamiento del medio (PDA) con extracto etanolico de
damiana de Baja California

La actividad antifungica de las plantas es de mucho interés hoy en dia, ya que el control de
enfermedades de los cultivos y la generacién de resistencia a los fungicidas comerciales,
ha estimulado en los ultimos afios la busqueda de nuevas sustancias antifungicas entre los
productos naturales, varios de los cuales se han mostrado efectivos contra fitopatdgenos
tanto in vitro como in vivo.

Las referencias (Henrique, 2009), (Salazar, 2008) mas recientes sobre Damiana de Baja
California muestran su poder antioxidante sobre bacterias y células cancerigenas. Esto
apoya nuestra afirmacion a comprobar, que el material vegetal utilizado de Turnera
difussa puede ser utilizados sobre un microorganismo fitopatégeno y comprobar asi si
existe un efecto antiproliferativo, en este caso especifico serd aplicado sobre
Colletotrichum gloeosporoides, que es el agente causal de la antracnosis en frutos.

Las plantas son una fuente invaluable de nuevas moléculas biolégicamente activas. Ellas
producen diversos metabolitos secundarios, muchos de los cuales presentan actividad
antifungica. Entre los compuestos mas conocidos se encuentran: flavonoides, fenoles,
glicésidos de fenoles, saponinas, etc.

Las pruebas in-vitro planteadas en esta tesis, tienen como objetivo demostrar la actividad
antifungica de Damiana (Turnera diffusa) sobre el microorganismo fitopatégeno
Colletotrichum gloeosporioides, utilizando el envenenamiento del medio de cultivo PDA
con el extracto de Damiana que a partir de este momento lo llamaremos como auténtico
por ser identificado y registrado segun el apartado (4.1.2.). Para analizar y comprobar el
efecto antifungico del extracto de Damiana de Baja California se realizé un
envenenamiento del medio PDA, agregando una cantidad conocida del extracto etandlico
de Damiana al medio de cultivo PDA. Cabe aclarar que en el extracto fue previamente
cuantificados los fenoles totales por la técnica de Follin Ciocalteu, con la finalidad de tener
una idea la concentraciéon de los polifenoles que pudieran estar participando en la
inhibicidon del microorganismo (m.o.).

Subsecuentemente, se observé su efectividad antiflngica inoculando el microorganismo
a estudiar, usando la metodologia del apartado 4.5.3.

La descripcidn de los sistemas preparados se observa en la tabla No. 7 asi como las placas
inoculadas y el crecimiento del m.o. Ver también figura No. 15.
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Figura 16. Inoculacion del medio envenenado de extracto de Damiana de Baja California
(Turnera diffusa)

Fotografias tomadas en el Laboratorio de Postcosecha de productos vegetales FES-Cuautitidn

En los resultados anteriores se observa que la placa del control 1 (Tabla 7) con el m.o.
crecié totalmente en la caja Petri a los 7 dias; sin embargo el control 2 adicionado con una
solucién etandlica al 70% v/v como blanco (sin extracto de damiana) crecié hasta el dia 8,
mostrando una leve retraso de un dia mas en el crecimiento del m.o., por el efecto del
agente desinfectante (Aulacio, 2013).

La tabla No.8 muestra los 3 diferentes sistemas de 1000, 2000 y 3000 ppm de fenoles
totales con extracto de DBC, en donde se observd resultados mas significativos en la
inhibicion del crecimiento del m.o., siendo mas notorio este efecto en la concentracion de
3000 ppm, ya que fue inhibido el crecimiento del m.o. Hasta por 5 dias mas que el control
con etanol. Con lo anterior se demuestra que la Damiana de Baja California si posee
propiedades antifungicas.

Se avalud la inhibicidn de Colletotrichum gloeoiporioides observandose por medio de las
placas observandose el retardo del crecimiento del microorganismos en el medio
envenenado con el extracto. Este actiio como fungistatico ya que se obtuvo un retardo en
el crecimiento del m.o. y no una inhibicién total.

52



Tabla 7. Resultados in-vitro de la inhibicion en el crecimiento del m.o. fitopatégeno agente
causal de la antracnosis en frutos en medio PDF envenenado con extracto del Damiana.

Sistemas Dia0 Dia7 Dia8 Dia 10 Dia 12 Dia13
Control 1

Control 2

1000 ppm

2000 ppm

3000pmm

Fotografias tomadas en el Laboratorio de Postcosecha de Ingenieria en Alimentos FES-C3

5.3. Optimizacion del pre-tratamiento para la
extraccion de los compuestos fenolicos en Damiana
de Baja California

La extraccidon de los polifenoles de Turnera diffusa, se basa en la utilizacién de mezclas
etanol-agua como disolvente para la extraccién sélido liquido. Esto se propuso tomando
en cuenta que los compuestos fendlicos pequefios se disuelven bien en disolventes
polares como el agua, mientras que los mas grandes como los flavonoides en disolventes
menos polares como el etanol. Debido a lo anterior, se realizé entonces el estudio para la
extraccion de los polifenoles de la Damiana, utilizando diferentes proporciones de mezclas
etanol-agua hasta encontrar la composicién éptima que disuelva apropiadamente a los
compuestos polifendlicos de diversas polaridades, otras ventajas del uso del etanol como
agente extractante, es que es menos toxico, mas amigable con el medio ambiente y por
ende mas adecuado para la aplicacién en la industria alimentaria.
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5.3.1. Estudio de la proporcion 6ptima de etanol: agua parala
extraccion

Se realizd el estudio para la obtencidn de la proporcion éptima de mezclas (etanol: agua)
para la extraccion de Damiana de Baja California, con la finalidad de obtener la mayor
cantidad de polifenoles en el extracto. Por lo anterior, se prepararon mezclas de etanol:
agua en diferentes proporciones, como se indica en la Tabla 8.

Tabla 8. Porcentaje de disolvente para la extraccion de fenoles en Damiana de Baja California

Etanol % Agua %
0 100
20 80
40 60
70 30

En el electroferograma de la Figura 15, se observan sefiales mas altas al utilizar una mayor
proporcién de etanol: agua (70:30, trazo D) lo cual indica que existe una mayor disolucién
de los polifenoles al disminuir la polaridad de la mezcla de disolvente. Claramente
podemos observar el incremento en la altura de las senales entre los minutos 4 a 20 al
aumentar la proporcion de etanol, que probablemente se deba a una mayor disolucién de
los componentes del extracto, especificamente los polifenoles grandes con menor
polaridad como son los derivados de los flavonoides.

Debido a lo anterior se seleccioné la proporcion de etanol: agua 70:30 para la realizacién
de las extracciones posteriores de Turnera diffusa.
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Figura 17. Electroferograma del extracto de Damiana realizado con diferentes proporciones de
una mezcla etanol:agua. A. etanol:agua(0:100), B(20:80), C(40:60) y D(70:30)

5.3.2.Estudio para la seleccion del método dptimo de extraccio

Los métodos utilizados para la extraccion de los polifenoles durante la realizacién de esta

tesis fueron tres, los cuales se describen en la tabla 9. Mediante la medicién de los perfiles

de los polifenoles por electroforesis capilar, se llevara a cabo la seleccién del método mas

adecuado para su extraccidén éptima.

Tabla 9. Diferentes métodos estudiados para la extraccion de los polifenoles de Turnera diffusa

Método

Calentamiento

Maceracién

Sonicacion

Temperatura Tiempo  Extraccion de Observaciones
(h) polifenoles
60 1 Alta Problemas de control de
temperatura
30 8 Baja Tiempo de extraccion largo
60 1.5 Alta Tiempo de extraccion corto
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De los diferentes métodos de extraccion estudiados, el método de maceracién resultd ser
problematico al ser muy dificil el mantener la temperatura constante, siendo éste un
factor critico en la degradacién de los polifenoles, ya que los picos muy posiblemente se
degradaron por el efecto de la temperatura (ver Fig. 17A), como se reporta en diversos
articulos. Por otro lado, utilizando la agitacion por 8 h fue efectivo al extraer polifenoles
observandose un crecimiento y aparicidn de sefales teniendo como desventaja un tiempo
de extraccion largo. Por otro lado la sonicacion como método de extraccion mostrd al
igual que la agitacion una alta extraccion de polifenoles teniendo la ventaja de utilizar
tiempos cortos y que es de fécil realizacion, por lo que éste ultimo fue seleccionado.

__ PDA-200nm [ PDA-200nm __ PDA-200nm
solvente002-Rep3.dat perfil evaporado 02 25 febrero bc002-rep2.dat

0.10

AU

0.06

0.04

0.02 \ —

Minutes

Figura 18. Electroferogramas de extractos de Damiana obtenidos usando la mezcla de disolventes
seleccionada (etanol-agua 70:30) y los diferentes métodos de extraccion: A. Calentamiento a 60 °C con
agitacion por 1h, B. Maceracion con agitacion 8 horas, C. Sonicacién por 90 min.

5.3.3. Condiciones finales para la obtencion del perfil de polifenoles
(huella digital)de Turnera diffusa

Los resultados dptimos para la extraccion de los polifenoles de Damiana (Turnera diffusa)
se eligieron, tomando en cuenta la mayor altura de las sefiales, con el menor ruido. Por lo
anterior, el electroferograma con las condiciones dptimas se muestra en la Figura. 17.
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Figura 19. Huella digital caracteristica del extracto de Damiana de Baja California obtenida bajo las
condiciones 6ptimas seleccionadas: disolvente etanol: agua (70:30) y utilizando ultrasonido (90 min) como
método de extraccion.

Las condiciones utilizadas en el equipo de Electroforesis Capilar para la obtencién del
perfil de polifenoles de la Fig. 18 fueron tomadas de una investigacion anterior de nuestro

grupo de trabajo (Hernandez, 2014).

Con las condiciones finales (6ptimas) de extraccion y de medicién se realizd una
comparacion entre los electroferogramas de una mezcla de estandares de polifenoles y el
perfil del extracto de Turnera diffusa, todo esto con el fin de darnos una idea (usando los
tiempos de migracion) de que polifenoles podrian estar contenidos en la muestra vegetal
(Fig. 17). Cabe hacer mencion que esta comparacion se realiza con reservas, ya que la muy
diferente viscosidad entre la solucidn de estdndares de polifenoles y la muestra vegetal,
en general provoca cambios importantes de los tiempos de migracién de los analitos.

La figura 18 muestra que la totalidad de los picos obtenidas fueron a tiempos de
migracion mayores de 3.5 min. Considerando que el etanol usado para la extraccion es
una sustancia neutra, éste migra a la velocidad del flujo electroosmético (FEO), por lo que
la sefial de éste a los 3.6 min nos servird como referencia del FEO. Se puede observar que
antes de los 3.6 min no existen picos presentes que corresponderian a sustancias
catidnicas, mientras que la totalidad de los picos ocurren a tiempos mayores de 3.6 min,
debidas a compuestos con carga negativa (aniones), como son los polifenoles.

El orden de elucion de los polifenoles estandares (aniones), se observaron diferencias
entre los tiempos de migracion tedricos con los experimentales, lo anterior es muy
probable a que se deba a que existen interacciones de algunos polifenoles con los boratos
del medio formando complejos y ya que se utilizd buffer de boratos esto lo haria posible.

Por lo que no sorprende que la movilidad de varios de los polifenoles se vea afectada por
esta interaccion (Sharron G. Penn, 1997).
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Tabla 10. Condiciones optimas electroforéticas en el andlisis del extracto etandlico de Damiana
(Turnera diffusa)

Longitud total (cm) 54.0
Longitud efectiva (cm) 43.5
Diametro interno (um) 50

Material Silice fundida

Temperatura del capilar (°C) durante el 55
analisis
Buffer de boratos (a partir de

Buff i
uffer de corrida Na,B405.10H,0), 50 mM, pH= 9.4

Voltaje (kV) 28
Tipo de inyeccion Hidrodindmica
Parametros de inyeccion (presion, tiempo) 0.5psi,5s
Longitud de onda de deteccion (nm) 200

5.3.4. Identificacion de polifenoles por CE

La identificacion de los polifenoles por CE fue uno de los principales objetivos en este
proyecto y se realizé mediante el enriquecimiento de estdndar sobre el extracto,
aumentando significativamente el pico sospechoso por la adicién del estandar
correspondiente en los extractos de la Planta de Damiana de Baja California. La
identificacion se confirmd al observar el crecimiento de la misma sefial que se
sospechaba, ademas de ser corroborada comparando la similitud de los espectros
obtenidos mediante un DAD del estandar con los de la sefial en el extracto.

Los compuestos fendlicos identificados en el extracto etanol:agua 70:30, se observan en
la figura 20. Siendo estos Arbutina, Rutina, Vainillina, Acido ascérbico y Apigenina.
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Figura 20. Electroferograma de la comparacion de: A. La mezcla de estandares de polifenoles en una
mezcla de etanol:agua (70:30) y B. El perfil del extracto de Turnera diffusa.

Las muestras vegetales analizadas para la identificacion, fueron medidas por triplicado con
la finalidad de corroborar su repetibilidad. Los detalles de la identificacion de cada
polifenol pueden verse en el Anexo D, en el punto 8.1.4.2. (ldentificaciones de

compuestos de Damiana (Turnera diffusa) por fortificacién de estandar).
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Figura 21.Electroferograma de la identificacion de diferentes polifenoles en los extractos de Turnera diffusa por EC
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Tabla 11. Espectros de absorcion de los compuestos identificados
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5.4. Seleccion de estandar interno para el perfil de
Damiana de Baja California

Con la finalidad de llevar a cabo la validacién del método para la determinacién de los
polifenoles de los extractos de Turnera diffusa, de tal forma que se obtenga un método
confiable, se adiciond un estandar interno a la mezcla modelo de polifenoles de los
estdndares identificados, que contara con las caracteristicas siguientes:

v' El compuesto debes ser en lo posible parecido a nuestros analitos de interés
(preferentemente) para que éste tenga una respuesta similar a la longitud de onda
a trabajar en el UV-Vis.

v/ El compuesto debe ser de alta pureza

v’ El compuesto no debe interferir con ninguna sefial de la muestra

v" Que el analito no debe presentarse en la matriz

Con estas caracteristicas principales se procedié a proponer un compuesto quimico
para tal fin como es el acido benzoico, el cual cuenta con las caracteristicas
mencionadas y el cual nos servird para corregir las variaciones en los tiempos de
migracion y areas de las sefiales, debidos a los cambios de viscosidad intrinsecas de las
muestras vegetales de Damiana de diferentes fuentes y localidades. Estas variaciones
de viscosidad de las muestras provocan primeramente variaciones en el volumen de
inyeccion (ya que ésta se realiza por diferencias de presion), ademads de que las
variaciones en los tiempos de migracion traen como consecuencia picos mas anchos si
estos tiempos se ven retrasados, aumentando por ende las areas de los picos. Por lo
qgue utilizando relaciones de dreas como parametro de respuesta en funcion de la
concentracion del fenol correspondiente fue posible encontrar los modelos adecuados
y su posterior validacion.

@)
OH

Figura 22. Estructura del Acido benzoico
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Una vez establecidas las condiciones se procedid a correr la mezcla de los 5 estdndares
identificados y el estdndar interno para el estudio de precisiéon. Cabe mencionar que si se
elige y se usa adecuadamente un estandar interno, se pueden compensar algunos errores
aleatorios o sistematicos.

5.5. Estudio estadistico y Pre-validacion
5.5.1. Especificidad del método

El parametro de especificidad indica la capacidad que tiene el método analitico para
obtener una respuesta debida al analito de interés, la prueba confirma la identidad del
compuesto.

Se evalud el pardmetro con el estudio de comparacion del “Blanco” (agua-atanol 30:70) y
de cada estandar identificado, como se muestra en la figura 22 los resultados adquiridos
de la prueba realizando la inyeccidn del blanco (22 B) para la identificaciéon de alguna
sefial que pudiera interferir con algun estdndar identificado, arrojando un resultado
negativo ya que el blanco presentd ausencia de sefiales.

Siguiendo entonces con la comparacion del diluente y cada estdndar de referencia
(Arbutina, Rutina, Vainillina, Acido Ascérbico, Acido benzoico y Apigenina), el resultado
adquirido fueron admisibles en los 5 compuestos identificados y en el compuesto utilizado
como (SI) observando asi ningun pico presente que pudiera interferir.

Se realiz6 finalmente la comparacién de mezcla de estdndares (Arbutina, Rutina,
Vainillina, Acido ascérbico y apigenina) con el fin descartar alguna interaccién de los picos
de las sustancias de referencia (Figura 22A y B).

El andlisis utilizado en la investigacion se realizé con pruebas de identificacidn, las cuales
demostré la capacidad de distinguir compuestos de estructuras estrechamente
relacionadas.

Segun la guia de Validaciéon de métodos analiticos (Maria A. Gacia, 2002), el criterio de
aceptacion indica que la respuesta analitica del método se debe Unicamente al analitoy a
la identificacion de sustancias que pudieran interferir en la determinacién con base en la
estructura del analito.

58



3. Vainillina

4. Acido ascérbico

018 -- o
5
1
4 T _—Jlll;r
o 6 6. Apigenina
1. Arbutina ot 3
0.05] A
o [
el L
o = —
| [ B L e S
5. Acido benzoico
2. Rutina 1 (sh
[ I T 1 1 1 1 1 T 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 T 1 1
a 1 2 3 4 5 ] T 8 a 10 11 12 13 14 15
M e
|
|
Il
il

Figura 23. Electroferograma del parametro de Especificidad A) Mezcla de estandares, B) Diluente (etanol: agua 70:30)
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5.5.2. Precision del sistema en tiempos y areas

El parametro de precisidon de un sistema habla sobre el grado de concordancia relativa de
la respuesta analitica de soluciones de concentracion conocida. El sistema, instrumentos
de medicidn, soluciones de referencia, etc. originan una variabilidad inherente asociada la
respuesta analitica (absorbancia), que es el caso. En la Tabla 12, se observan los tiempos
de migracién (tm), las areas de estandar identificado (AS), area de estandar interno (ASI)
y la relacion entre estas (AS/ASI) de cada uno de los compuestos de la mezcla de los 5
estandares (identificados con anterioridad en la muestra de Turnera diffusa), se calcula su
respectiva desviacion estandar (S) y su desviacion estandar relativa (%DER) obtenido por
réplicas de la medicién de la mezcla por sextuplicado mostrandose los datos completos en
el Anexo D, en el punto 8.1.4.3. Como se observa, se obtuvo un %DER < 3%, que es lo
deseable para métodos biolégicos (ver Tabla 12) que se considera cumple con la
especificacion de la guia de validacion de métodos analiticos (Ma. Araceli Gacia, 2002),
confirmando que el sistema (CE) no produce mayor variabilidad que pudiera afectar las
lecturas con respecto al método utilizado. También puede notarse que se obtienen
valores menores de %DER al utilizar la relacion de areas (AS/ASI) como respuesta, por lo
que la precisidon mejora en mdas de un 50% al utilizar un estandar interno para la
cuantificacion.

Ecuacion 6. Calculo de % DER

%DER = (S/# ) *100
%DER= Porcentaje de desviacion;

Estandar relativa;S= Desviacion Estandar;

% = promedio

La precisidn se expresa en este trabajo como él %DER (Ecuacién 6) ya que éste estadistico
nos describe una variabilidad absoluta y es muy util para la comparacion de las medias de
diferente magnitud como es en el caso del proceso de validacién que se describe en esta
tesis.

5.5.3. Linealidad del Sistema e Intervalo

La linealidad es un indicador de la proporcionalidad entre la concentracién del analito en
la solucidn y su respuesta medida en un instrumento determinado. Es estrictamente
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necesaria cuando se trabaja con una sola concentracién de estandares, cuando se trabaja
con estandares multiples de distinta concentracidn o curvas de calibracion.

La planificacion de la curvas de calibracién, se realizé proponiendo 5 niveles de
concentracion, los cuales se planearon para que cada compuesto analizado se interpole en
la zona de menor error (a la mitad de la curva) con 2 concentraciones equidistantes por
debajo y 2 concentraciones por arriba del 100%. De esta manera se obtuvieron los rangos
de concentracién descritos en la Tabla 13, cuyas soluciones se midieron por triplicado (ver
datos completos en el Anexo D.

Tabla 12. Planeacidn de las concentraciones para la Curva de Calibracién de los Polifenoles

Intervalo de ,
Z::ec”:::'z: ARBUTINA  RUTINA  VAINILLINA Asigl::co APIGENINA
Calibracion (%)
SISTEMAS mg/L
1 25 400 188 321 332 15.44
2 50 800 376 642 664 30.88
3 75 1200 564 963 996 46.32
4 100 1600 752 1285 1328 61.76
5 125 2000 940 1605 1660 77.2

El objetivo es obtener un modelo que describa con precision la relacién de la
concentracion vs respuesta (Relacion de areas) y que cumpla con algun ajuste al modelo.
La respuesta seleccionada fue la Relacion de areas (area del fenol/area del E.1.).
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Tabla 13. Estudio de la precision, expresada como la desviacion estandar relativa (DER%) de los tiempos de migracidn y areas bajo la curva de
las sefales de una mezcla de estandares de fenoles y acido benzoico.

Parametro

t.m. (min)

Area bajo la

curva (AS)

Area bajo la
curva de

(AIS)

Relacion de
areas

(AS/AIS)

ACIDO
ARBUTINA RUTINA VAINILLINA : APIGENINA
ASCORBICO
DER
Media DER% Media DER% Media DER% Media DER% Media o
4.31 0.29 7.14 8.23 9.04 0.31 11.96
0.295 0.431 0.746
+0.012 9 +0.021 +0.035 +0.028 9 +0.089
139990.50 105 134781.16 336184.66 63050.66 159 58461.33
1.361 1.698 1.779
+1477.008 5  +1834.970 +5709.621 +948.497 4 +1035.780
626532.30 (g4 626532.33 626532.33 626532.33 (g4 626532.33
0.641 0.641 0.641
+4016.874 1 +4016.874 +4016.874 +4016.874 1 +4016.874
0.223 0.46 0.215 0.536 0.100 0.89 0.092
0.765 1.069 1.171
+0.0010 2 +0.0016 +0.0057 +0.0008 3 +0.0010

62




Tabla 14. Estudio de la precision, expresada como la desviacion estandar relativa (DER%) de los tiempos de migracion y areas bajo la curva de
las sefales de una mezcla de estandares de fenoles y acido benzoico.

Nombre del

fenol

o 0('?:_833 iﬁ’f £0.0000090 £00119 09865 .. .o

0'(‘_)8%%279;(:)“ +0.0000062 200038 oo 9118 27630

Vainilina | [N 06900007522829(;); £0.0000187 rool0s 09835 20845 63167
AS/AIS

e 0('_%?821;3"1);' £0.0000034 00037  0.9886 17821  540.04
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De acuerdo a las especificaciones de la guia de validacion utilizada para este trabajo
(Maria A. Gacia, 2002).Las curvas de calibracion debe cumplir con las siguientes
especificaciones:

Se puede observar en la Tabla 14 que los coeficientes de determinacién (r?) obtenidos
para las curvas de calibracion de los compuestos estudiados en todos los casos cumplen
con la especificacion de ser mayores al 0.98, con lo que observamos una muy fuerte
relacién entre las variables con una tendencia lineal. Por otro lado los intervalos de
confianza tanto de las pendientes (m) obtenidas como de las ordenadas al origen (b) se
pueden observar en la Tabla 15.

Tabla 15. Intervalos de confianza (IC) en pendientes (m) de las Curvas de Calibracién de los
Polifenoles vy el acido ascérbico.

0.00027302 a 0.00028298
CUMPLE

0.00022557 a 0.00023243
CUMPLE

0.000511644 a 0.000532356
CUMPLE
0.000113117 a 0.000116883
CUMPLE

0.000921494 a 0.000952506
CUMPLE

-0.058034 a -0.044854
NO CUMPLE

-0.00964437 a -0.00543563
NO CUMPLE

-0.00373048 a 0.018310023
CUMPLE
-0.02751999 a -0.02342201
NO CUMPLE

-0.0019999 a -0.00044932
NO CUMPLE

Los intervalos de confianza (IC) para las pendientes (m) de las curvas de calibracién de los
polifenoles y el acido ascérbico cumplen la especificacién de la guia de validacién para
todos los casos, mientras que en el caso de los IC para la ordenada al origen, solo se
cumple para la ecuacién obtenida para la Vainillina. Los demas compuestos poseen una
clara ordenada al origen con valores negativos, los cual se puede asociar a errores
sistematicos presentes durante las mediciones de las curvas de calibracién.
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5.5.4. Cuantificacion de los compuestos identificados en el material
vegetal

Tabla 16. Cuantificacién sobre 100g de Damiana de Baja California.

Nombre del Fenol mg del fenol/100 g de
material vegetal seco + S
Arbutina 552.200 + 11.56
Rutina 262.753 +2.97
Vainillina 433.431 +6.33
Acido ascérbico 416.698 +3.70
Apigenina 22.449 + 0.50

En la tabla 16 se observa la cuantificacion de los polifenoles identificados en el espécimen
de Damiana de Baja California. Se puede observar que la arbutina, la vainillina y el acido
ascorbico son los compuestos mayoritarios en esta planta. Estos resultados obtenidos
coinciden con estudios publicados recientemente, donde se reporta como compuesto
mayoritario a la arbutina (sustancia caracteristica de dicho arbusto) (YH Wang, 2009) y
gue segun referencias es el responsable de las propiedades antibacterianas de éste
arbusto, ademds de contribuir en gran manera en la actividad antioxidante de la planta
(Piacente S. C., 2002).
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Tabla 17.

Parametro de
Desempeiio

Tabla global de los parametros analizados en la prevalidaciéon del método analitico de
Damiana (Turnera diffusa)

CRITERIOS DE ACEPTACION

Respuesta debido Unicamente al analito

RESULTADOS

La respuesta del método solo se debio a
cada analito de referencia y a la mezcla de

VEREDICTO

Especificidad de interés ellos. Cumple
Arbutina: 0.9865
Rutina: 0.9926
- El coeficiente de determinacién debe Vainillina: 0.9835
ser > 0.98. )
Ac. ascdrbico: 0.9886
Linealidad del Apigenina: 0.9886
S'Stemal e - Los residuales debe ser < 3.0, Cumple
Intervalo consistentes y sin presencia de < 3.0y sin presencia de tendencia
tendencia en su signo.
*(criterio de aceptacion informativo)
- Intervalo de concentracidn lineal 25% — 125%
(véase en tabla No. 13)
Arbutina: 0.462 %DER
Rutina: 0.765 %DER
Pre(.:|5|on del El %DER para la precisidn del sistema Vainillina: 1.069 %DER Cumple
Sistema debe ser menor a 3.0% P
Ac. ascérbico: 0.893  %DER
Apigenina: 1.171 %DER
Arbutina: 234.44 mg/L
Rutina: 91.18 mg/L
LD informativo Vainillina: 208.45 mg/L Cumple
Ac. ascérbico: 178.21 mg/L
Apigenina:  8.26 mg/L
Arbutina: 710.42 mg/L
Rutina: 276.30 mg/L
LQ Informativo Vainillina: 631.67 mg/L Cumple

Ac. ascérbico: 540.04 mg/L

Apigenina:  25.13 mg/L
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5.6. Aplicacion del método analitico de Electroforesis
Capilar (CE) en productos Comerciales Herbolarios

El método desarrollado por (CE) de Damiana de Baja California puede ser aplicado como
Control de Calidad de Productos Herbolarios Comerciales. En México la venta de
productos herbales se realiza libremente, sin exigir que el producto se someta a algun tipo
de control de calidad que asegure la autenticidad de la planta. Es por eso de suma
importancia contribuir con un método que pueda ser aplicado a productos herbolarios. De
esta forma se puede identificar el Perfil de Damiana de Baja California de forma certera,
obteniendo la huella digital de Damiana de Baja California por la técnica de CE vy
comparandola con el perfil del material vegetal clasificado por el especialista botanico
como Turnera diffusa (ver identificacion en Anexo B). Después de su identificacion se
realiza el analisis cuantitativo por interpolacidon de las sefiales correspondientes en la
Curva de Calibracion reportadas en la Tabla 14.

5.6.1. Analisis fisico de Productos Comerciales de Damiana

El analisis fisico del espécimen de Damiana de Baja California en productos Comerciales se
inicié observando el color, olor y sabor de las muestras (Tabla 18), se utilizaron tres puntos
observédndose indicios sobre la similitud con respecto a la auténtica Damiana de Baja
California (Turnera diffusa).

Las muestras fueron procesadas de la misma manera que el espécimen analizado de
referencia, observandose en la figura 23 la diferencia entre los tres productos en
comparacion a la muestra autentica. Las muestras de las Figura 23A y 23B capsulas oasis,
presentaron una gran similitud de color, mientras que los productos de la Figura 22Cy
23D (té celafia y té azteca) tienen una gran diferencia de color con la referencia.

Figura 24. Muestras comerciales Herbolarias de Damiana de Baja California en donde: A)
Muestra auténtica de Damiana B) capsulas oasis C) té Calafia D) té Azteca
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GRS

Figura 25. Productos Comerciales Herbolarios de Damiana (Turnera diffusa) estudiados para el
control de Calidad.

Tabla 18. Anadlisis fisico de Comparacion de Muestras Comerciales de Damiana de Baja California
sobre autentica Damiana de Baja California

MUESTRAS OLOR(similar) COLOR (similar) SABQR. -
: (similar)
Capsulas Oasis v v v
Te Calafia X X X
Te Azteca v v v

La figura 25 se expone la comparativa del perfil auténtico Damiana de Baja California
(Turnera diffusa) mostrandose en la figura 25 A, analizado por la técnica de CE, utilizando
tres productos comerciales para comparar su Calidad con respecto a dicho perfil
estudiado en donde se observa la gran similitud de picos y tiempos de migracion en la
mayoria de los compuestos identificados en todos los productos “Capsulas Oasis, Té
Azteca y Té Calafia” asi como el aumento de la linea base de 9-12 minutos, sin embargo Té
Calafia muestra una gran disminucion del pico (area) de los picos identificadas del perfil

auténtico y la ausencia del pico de Apigenina.
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Figura 26. Electroferograma de Aplicacién del método de Damiana con remedios comerciales.
Los polifenoles encontrados se pueden identificar por sus tiempos de migracién y por qué estan
identificados en évalos de diferentes colores Arbutina, Rutina, Vainillina, Acido ascérbico,
Apigenina

5.6.2. Cuantificacion y resultado de Calidad de Muestras
Comerciales De Damiana de Baja California

El pretratamiento de cada uno de estos productos se llevd a cabo como se describe en el
apartado 4.2.2 vy las muestras fueron inyectadas al equipo de Electroforesis Capilar para
ser analizados con el método desarrollado y descrito en el apartado 5.3.3, Tabla 10. Los
resultados obtenidos se pueden observar en la Tabla 19, junto con la comparacién del
contenido de polifenoles en la muestra de Damiana utilizada como estandar vy
denominada como “Damiana Auténtica”y cuantificada en el apartado 5.5.4, Tabla 16.

A primera vista se puede observar que las capsulas oasis y el té azteca contienen el mismo
numero y tipo de polifenoles que la Damiana auténtica, mientras que el té calafia no
posee ninguno de éstos componentes por lo que podemos concluir que éste Ultimo es un
producto falso y carece de autenticidad para ser lamado Damiana.

Posteriormente se realizé el analisis de varianza (ANOVA) para identificar si existen
semejanzas (diferencias significativas) en el contenido de polifenoles de las muestras
comerciales con la Damiana auténtica. Estos resultados pueden verse resumidos en la Fig.
25, mientras que el analisis con toda la estadistica completa puede consultarse en el
Anexo 8.1.5.2. Como se puede observar en la Figura 25 las cdpsulas oasis pueden
considerarse iguales (con un 95% confianza) que la Damiana auténtica en cuanto al
contenido de los polifenoles arbutina y apigenina, mientras que el té azteca posee un
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contenido significativamente diferente de los polifenoles mencionados y contrastando con
lo anterior se puede considerar igual al producto Oasis en contenido de acido ascorbico

(aunque este compuesto no es un polifenol).

Tabla 19. Cuantificacién de la aplicaciéon de productos comerciales de Damiana de Baja
California y su criterio de calidad. ND= no detectable dentro de los intervalos de la Curva de

Calibracion
Auter‘mtlca Capsulas oasis Té Azteca Té Calafia
Compuestos Damiana
mg/ 100g
Arbutina 552.2 £+ 11.56 540.1 £0.121 331.1 £0.020 ND
Rutina 262.7 £2.97 285.9 £0.016 210.2 £0.057 ND
Vainilina 433.4+6.33 506.9 +0.185 355.6 £ 0.128 ND
Acido Ascérbico 416.6 £3.70 540.4 £ 1.528 537.8 £0.062 ND
Apigenina 22.4£0.50 21.5+0.010 8.7 £0.001 ND
Perfil esperado Cumple Cumple No cumple
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Figura 27.Diagramas de caja con bigote que resumen el analisis de varianza realizado a los resultados del analisis de polifenoles realizado
(n=6) a las muestras comerciales té azteca y capsulas oasis y su comparacion con la Damiana auténtica (n=3). No se presentan resultados para
el té calafia, ya que no contiene ningtin polifenol de los identificados en la Damiana autentica.
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Para los polifenoles rutina y vainillina, las medias del contenido de éstos tanto en las
muestras comerciales, como en la Damiana autentica difieren significativamente, por lo
que éstos polifenoles se propone que no pueden ser utilizados como compuestos
marcadores para llevar a cabo la autenticidad de la Damiana en muestras comerciales.

La diferencias significativas encontradas, sobre todo las del té azteca con la Damiana
auténtica, pudiesen estar relacionadas con diferentes factores no estudiados en esta
investigacion muy importantes como: la adulteracion del producto con Damiana de otro
origen que no es de Baja California (como son las de Guerrero o la de San Luis Potosi), o la
posible influencia de factores no estudiados como el clima, tierra de sembrado, estacién
de sembrado, cosecha y forma de almacenaje.

Para la muestra del producto comercial del te Calafia, se observd en el analisis cualitativo
gue el producto mostraba diferente color y olor en comparacion del espécimen autentico.
En el andlisis cuantitativo por EC ésta mostrd un perfil diferente a la Damiana auténtica y
sin sefiales detectables de polifenoles, por esta causa no se incluyd en el analisis ANOVA,
evaluandose el producto herbolario como de dudosa procedencia.

5.6.3. Clasificacion de los productos herbolarios usando el Analisis
de Conglomerados (Clusters)

El analisis cluster (lldmese también andlisis de conglomerados) es una técnica
multivariante que utiliza la informacion de una serie de variables para cada sujeto u
objeto y, conforme a estas variables, se mide la similitud entre ellos. Una vez medida la
similitud, se agrupan en: grupos homogéneos internamente y diferentes entre si. El
objetivo fundamental del andlisis de cluster en esta tesis es describir los grupos y sus
relaciones de los resultados de la concentracidon obtenida de cada polifenol por EC,
basandose en su similitud para un conjunto de caracteristicas especificas, en este caso
para el factor tipo de muestra (ya sea Damiana auténtica o muestras comerciales). Con
ello se pretende obtener una descripcion simplificada de los datos e identificar su relacién.

Este andlisis se realizd con el software statgraphics centuridn e inicialmente utilizando:
1. Los datos completos de concentracién de cada polifenol como respuesta y el tipo
de muestra como variable.
2. Incluyendo solo los datos de concentracidn de arbutina y apigenina como
respuesta y el tipo de muestra como variable.

Los resultados de este andlisis se muestran en los dendogramas de las Figuras 25y 28 a
continuacion:
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En el dendograma de la Figura 25 se pueden reconocer la formacion de 7 grupos
relacionados entre si, presentando un orden de similitud de mayor a menor como sigue:

Grupo6>5>7>3>4>2>1
Ademas de que se observa que los grupos 1y 6 presentan principalmente a las muestras
de la Damiana auténtica y las cdpsulas oasis. Cabe hacerse notar que en el grupo 1 con
menor similitud (mayor altura de las ramas) aparecen muestras de té azteca. Esto puede
deberse a la influencia de la concentracion del acido ascorbico encontrada como igual
entre la Damina auténtica y el té azteca, aunque hay que recordar que éste no es un
polifenol, por lo que puede aportar informacién confusa al sistema, ya que en general solo
los polifenoles por ser marcadores del metabolismo de la planta, son los que aportan
informacién atribuible a diferencias en el metabolismo de la planta por efecto de la
localidad, tipo de tierra y su composicion al participar en dos rutas de sintesis en plantas,
la via de los policétidos, minoritaria en plantas superiores, y la via del acido siquimico
(Bravo, 1998).
Por tal motivo se decidié utilizar la informacidn de solo las concentraciones de arbutina y
apigenina para realizar un andlisis cluster alternativo y éste se presenta en la Figura. 26. El
dendograma muestra como como los polifenoles arbutina y apigenina son mejores
marcadores del metabolismo de Turnera diffusa, ya que presentan la formaciéon de 5
grupos claramente diferenciados, presentando un orden de similitud de mayor a menor
como sigue:

Grupo3>5>4>2>1

El grupos 3 representa la gran similitud del grupo de las muestras de té de calafia, ya que
no presentaron presencia en su composiciéon de los polifenoles identificados en la
Damiana auténtica. Los grupos 5y 2 presentan solo muestras con té azteca, teniendo mas
similitud entre ellas las del grupo 5 que las del 2. Mientras que los grupos 4 y 1 en general
agrupa juntas a las muestras de Damiana auténtica con las de las capsulas oasis, lo cual
nos confirma una vez mdas que estos materiales vegetales tienden a presentar
comportamientos iguales en contenido y tipo de polifenoles. Resumiendo las pruebas
hechas a las muestras comerciales en la Tabla 20:

Tabla 20. Resumen del resultados de las pruebas quimica y estadisticas para la evaluacion de la
autenticidad de Damiana de Baja California en productos comerciales

Perfil de polifenoles cumple cumple no cumple
ANOVA* cumple no cumple no cumple
Ubicacion en el cumple no cumple no cumple
dendograma* P P P
Damiana de Baja California
. Damiana de Baja cultivada en condiciones poco  Material vegetal
Identidad

California favorables 6 adulterada con es diferente
Damiana de otra localidad
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Concluyendo podemos afirmar con analisis quimicos y estadisticos que:

Las capsulas oasis son auntentica Damiana de Baja California, mientras que el té azteca es
un producto adulterado, pero que si contiene Damiana de Baja California aunque en una
menor concentracion. Esto podria deberse también a que fue cultivada en condiciones
desfavorables o que es Damiana pero de otro estado (San Luis Potosi o Guerrero).
Mientras que el té calafia es un producto falsificado.
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6.1. Conclusiones

Se demostréd la actividad antifungica de Damiana de Baja California sobre el
microorganismos fitopatogeno Colletotrychum gloesporioides, en donde mediante las
pruebas in-vitro se pudo constatar este hecho y constatar que actua el extracto como
fungistatico.

Se optimizo el método dptimo de extraccién de los polifenoles de Turnera diffusa siendo
éste la extraccién asistida por sonicacién como mejor método de extraccion.

Se encontré que la mezcla de disolvente éptima para obtener las sefiales mas altas (con
un menor ruido) fue de 70:30 etanol-agua respectivamente para la extraccién de los
polifenoles.

Se obtuvo el perfil electroforético caracteristico de la Damiana Baja California, y con esto
se compararon los perfiles de algunos productos comerciales herbolarios. Este perfil
resulté util para ser aplicado como control de calidad en la autenticidad de Damiana de
Baja California.

Se identificaron 4 compuestos polifendlicos libres (Arbutina, Rutina, Vainilina y apigenina)
y un Acido ascérbico, por la Técnica de (CE) por adicién de estandar y por comparacion de
sus espectros de absorcidn.

Se seleccioné el estandar interno el cual fue el acido benzoico siendo éste el compuesto
gue cumplid con las caracteristicas para el perfil de la Damiana de Baja California por CE
mediante la medicidn de las correspondientes curvas de calibracion.

Los polifenoles arbutina y apigenina resultaron buenos marcadores para ser utilizados
junto con el perfil electroforético y el ANOVA como pruebas de autenticidad para ser
aplicados a productos comerciales que dicen ser Damiana de Baja California, concluyentos
gue el Unico producto autentico son las capsulas oasis mientras que aunque el té azteca
posea el mismo perfil electroforético que la Damiana autentica aunque los polifenoles se
encuentran en una menor concentracién por lo que sospecha de una posible adulteracién
con producto de otra localidad.

Finalmente el producto té calafia resulto un producto fraudulento ya que posee el perfil

electroforético caracteristico ni contiene los polifenoles encontrados en la Damiana
Autentica.
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Se contribuydé al proyecto DGAPA, UNAM, PAPIIT 1T201513: Desarrollo de envases
activos para la conservacién de frutos frescos y minimamente procesados.

Perspectivas.

Realizar el Analisis in-vitro del compuesto caracteristico “arbutina” sobre el
microorganismo fitdpatogeno (Colletotrichum gloeosporioides), por el método de
envenenamiento y midiendo la inhibiciéon observada con respecto a los dias de
crecimiento. Todo lo anterior para aplicar esta capacidad inhibitoria encontrada en
la aplicacién de recubrimientos y asi alargar la vida postcosecha de frutos y
hortalizas.

Evaluar la influencia de los factores climaticos para el monitoreo del perfil
electroforético y asi contralar los de mayor influencia con el fin de obtener
resultados que puedan considerarse iguales.

Proponer esta metodologia como una opcion viable para lograr en Control de
Calidad de productos herbolarios de Damiana de Baja California y concluir sobre su
autenticidad.
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8.2. Anexo B

8.2.1 Hojas de registro del espécimen Damiana (Turnera diffusa)

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTGNOMA DE MEXICO Y a— Y
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES IZTACALA —_— y —
SECRETARIA GEMERAL ACADEMICA Q I g
CARRERA DE BIOLOGIA - = . -
FESIIZTA/048/2012

DRA. MARIA GABRIELA VARGAS MARTINEZ,

LABORATORIO DE DESARROLLO DE METODOS ANALITICOS,
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN-UNAM,
PRESENTE.

Por este conducto me permito agradecer a usted la donacién de material botanico
(muestras de mercado), respaldo del Proyecto CONACYT: “Desarrollo de
recubrimientos biorganicos a partir de fitomoléculas de especies del Semidesierto
Mexicano y Microorganismos antagonistas para alargar la vida de anaquel en frutas
y hortalizas”, realizado en el Laboratoric de Desarrollc de Métodos Analiticos de la
Facultad de Estudios Superiores Cuautitian de la cual es usted responsable. Asi mismo, le
informo que los ejemplares han sido integrados en la Coleccion Etnobotanica del
Herbario Iztacala con los siguientes Nimeros de Registro (se anexa listado).

Sin otro particular, le envio un cordial saludo.
ATENTAMENTE

“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Los Reyes Iztacal do. de México., 5 de octubre de 2012

PEZ VILLAFRANCO
ERBARIO

M. g . EDI
RESPONSABLE DEL
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UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO |
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES IZTACALA |
SECRETARIA GENERAL ACADEMICA |

CARRERA DE BIOLOGIA |

FESI/IZTA/048/2012

NUMEROS DE REGISTRO DEL PROYECTO CONACYT “Desarrollo de
recubrimientos biorganicos a partir de fitomoléculas de especies del Semidesierto
Mexicano y Microorganismos antagonistas para alargar la vida de anaquel en frutas

y hortalizas”
~ NOMBRECIENTIFICO |  FAMILA | NOMBRE No. |
| ! POPULAR REGISTRO ;
g' "Lippia graveolens H.B.K. | VERBENACEAE | Orégano(1) | 21151ZTA
2 Lippia graveolens HB.K. | VERBENACEAE | Orégano(2) | 2116 IZTA
% ~ Cassia angustifolia Vahl. | FABACEAE Hoja Sen 2117 IZTA
| i | ;
Larrea tridentata (Moc. & | ZYGOPHYLLACEAE | Gobernadora | 21181ZTA |
Sessé ex DC.) Cov. [ §
| i |
Turnera diffusaWilld.ex | TURNERACEAE |  Damiana | 21191ZTA
Schult | | (Baja California)
Turnera sp i TURNERACEAE | Damiana 2120 IZTA ©
; | (San Luis) i
I  Turnerasp ~ | TURNERACEAE |  Damiana | 21211ZTA |
g | (Guerrero) « ¢
; E'"’" " Jatrophasp | EUPHORBIACEAE | Sangre de Drago 2122 I1ZTA
Edificio de gobiarno, primer piso Herborio 17TA
756231148 Fdificio L4, Plonta beja
1149 Av. de fos Borrios No.!
Borrios W 1, Los Reyes lziccols Los Reyes lztacalg, Tialnepantia
ulnepuntle, (7 54090 Estado de México, (P 54090 MEXICO
Estada de Méxice, Méxiro. Tel/Fox: 5623-1378

herbario_irta @tampus.iztocalo.onan,nix
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8.3. Anexo C

8.3.1 Metologia de soluciones

Solucion Buffer de Boratos 50 mM

Pesar 1.8 g de reactivo de tetraborato de sodio

Disolver la cantidad pesada en 50 mL de H,0 desionizada la en un vaso de

precipitado de 100 mL.

3. Llevar a agitaciéon magnética durante 10 minutos
Ajustar pH a 9.4 con NaOH 1M.
5. Transfiera a un matraz volumétrico de 100 mL y finalmente afore con H,0

desionizada.

Analisis de polifenoles

Tabla 21. Estandares utilizados para la experimentacidn del Andlisis de identificacion de
compuestos Damiana (Turnera Diffusa)

(-)-Epicatequina
(+)-catequina
2-(4-hidroxifenil)etanol
Acido 2,5dihidroxibenzoico
Acido 3,4dihidroxibenzoico
Acido ascérbico

acido benzoico

acido cafeico

acido galico

acido p-cumarico

acido p-hidroxibenzoico
acido siringico

acido tanico

acido trans-cinamico

acido vanilico

Arbutina

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
J.T. Baker
Sigma Aldrich
Fluka

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Fluka

Sigma Aldrich

apigenina
kaempferol
miricetina
naringina
qguercetina
resorcinol
resveratrol
rutina

vainilina
p-coumarico acido
Acido transinamico
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Soluciéon de mezcla de estandares utilizados en el analisis de precision:

preparar 10 ml de la mezcla de polifenoles y acido ascérbico adicionando 2.0 mL de
Metanol y en seguida disolviendo con agua llevando al pesando la cantidad necesaria de
cada estandar.Solucion A

Los estandares pesados fueron los siguientes:

e Arbutina

e Rutina

e Acido ascérbico

e Vainillina

e Acido benzoico (Estandar interno)
e Apigenina

Solucidon de estandar interno (IS) para la adicion de la muestra

Se preparé una solucién de acido benzoico a 2000 ppm pesando los miligramos necesarios
para dicha concentracion de estandar Interno, solubilizando en H,0 desionizada. Solucién
B

Adicion de estandar interno (IS) en la muestra

Se adiciond al extracto etandlico de Damiana de Baja California 240uL de la solucidn B de
IS.

Adicion de estandar interno (IS) en mezcla de estandar utilizado en el analisis de
precision.

Se adiciono a la solucion A 1200 uL de la solucion B

95



8.4. Anexo D

1.4

1.2
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Ab
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0.02

0.04

0.06

0.08
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Grafico 2. Curva de Calibracion de Fenoles Totales

0.12

Tabla 22. Absorbancia de las muestra de Damiana (Turnera diffusa)

Muestras de Damiana Turnera diffusa

Damiana de
Baja
California

R eplicas Abs orbancia [Conc. mg/g
1/0.381 3.231
2(0.452 3.854
3/0.385 3.266
PROM 0.406 3.450
DE 0.040 0.350
DER % 9.824 10.144

Damiana de
Guerrero

R eplicas Abs orbancia [Conc. mg/g
1[0.140 1.116
2(0.132 1.046
3[0.154 1.239
PROM 0.142 1.134
DE 0.011 0.098
DER % 7.842 8.619

Damiana de
San Luis
Potosi

R eplicas Abs orbancia [Conc. mg/g
1(0.126 0.993
210.146 1.169
3[0.129 1.020
PROM 0.134 1.061
DE 0.011 0.095
DER % 8.069 8.924
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8.4.1. Identificaciones de compuestos de Damiana (Turnera diffusa)
por fortificacion de estandar.

Apigenina

- FOA Seenm FOA - 200
=21 _ apigemine — spigenina
2pigeninatz replast

Al

Apigenina

oo1s]

ES =0 =z 100 05 O = 420 425 430 135 140 145 B0 455 |0 185 O
Minuties

Figura 30. Comparacion de identificacion de sefal electroforética del extracto de Damiana con
adicion de estandar de apigenina.

La identificacion de apigenina en el perfil auténtico de Damiana de Baja California
observado en la (figura 2) por la adicién de un estandar primario (apigenina) muestra el
crecimiento de la sefial al minuto 11.2 tiempos de migracion. Parte del trabajo de la
identificacion fue la adicién de un estandar en el perfil auténtico observando el
crecimiento de la sefal en el perfil, realizar lecturas por triplicado para confirmar la
identificacion de sefial aumentada y finalmente la comparacion de espectros de
absorcién. Por lo tanto de esta forma se confirma la presencia de apigenina en los
extractos de etanol-agua (70:30) en el perfil auténtico de Damiana de Baja California.
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Acido ascérbico

012 — :wmm 11%0arers 008 N
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e Acido ascérbico | | “\ OH
2 ‘ ‘ e

| Perfil auténtico

="t Perfil auténtico fortificado

Figura 31. Comparacion de identificacion de sefal electroforética del extracto de Damiana con
adicién de estandar del acido ascérbico.

La identificacién de apigenina en el perfil auténtico de Damiana de Baja California
observado en la (figura 3) por la adicién de un estandar primario (acido ascérbico)
muestra el crecimiento de la sefial al minuto 9 tiempos de migracion. Parte del trabajo de
la identificacién fue la adicién de un estandar en el perfil auténtico observando el
crecimiento de la sefal en el | perfil, realizar lecturas por triplicado para confirmar la
identificacion de sefial aumentada y finalmente la comparacion de espectros de
absorcidén. Por lo tanto de esta forma se confirma la presencia del acido ascérbico en los
extractos de etanol-agua (70:30) en el perfil auténtico de Damiana de Baja California.
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Vainillina
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Figura 32. Comparacion de identificacion de seiial electroforética del extracto de
Damiana con adicidn de estandar del acido Vainillina.

La identificacion de apigenina en el perfil auténtico de Damiana de Baja California
observado en la (figura 4) por la adiciéon de un estandar primario (Vainillina) muestra el
crecimiento de la sefial al minuto 8.2 tiempo de migracion. Parte del trabajo de la
identificacion fue la adicion de un estdndar en el perfil auténtico observando el
crecimiento de la sefal en el perfil, realizar lecturas por triplicado para confirmar la
identificacion de sefial aumentada y finalmente la comparacion de espectros de
absorcidn. Por lo tanto de esta forma se confirma la presencia de vainillina en los extractos
de etanol-agua (70:30) en el perfil auténtico de Damiana de Baja California.
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Rutina
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Figura 33. Comparacion de identificacion de seiial electroforética del extracto de Damiana con
adicion de estandar de Rutina

La identificacion de apigenina en el perfil auténtico de Damiana de Baja California
observado en la (figura 5) por la adicion de un estandar primario (Rutina) muestra el
crecimiento de la sefial al minuto 7.1 tiempo de migracion. Parte del trabajo de la
identificacion fue la adicién de un estandar en el perfil auténtico observando el
crecimiento de la seial en el perfil, realizar lecturas por triplicado para confirmar la
identificacion de sefial aumentada y finalmente la comparacion de espectros de
absorcidn. Por lo tanto de esta forma se confirma la presencia de vainillina en los extractos
de etanol-agua (70:30) en el perfil auténtico de Damiana de Baja California.

100



8.4.2. Precision de Sistema

Una vez establecidas las condiciones e identificados los compuestos en el extracto de
Damiana de Baja California y escoger el Estandar Interno ideal se procedié a correr la
mezcla de los estandares identificados para obtener sus tiempos de migracién y evaluar la
precision en términos de la repetibilidad del método para lo cual se calculé el % de
desviacion estandar relativa (%DER) 6 también conocido como coeficiente de variacion
segun la siguiente férmula:

S

%DER = 1100

prom
En las siguientes tablas 23-27, se observan los tiempos de migracion de cada uno de los 5

estandares (picos). Se obtiene la desviacion estandar durante los 6 ensayos que se
realizaron. El % DER coeficiente de variacidon no debia ser mayor al 3% que es lo deseable
en cualquier método analitico para que este se estime, diciendo asi que el método
desarrollado en Electroforesis Capilar cuenta con repetibilidad.

Arbutina

Tabla 23. Precision de sistema del compuesto de Arbutina

X ™ AS AA/AEI

1 4.338 139872 0.2230

2 4.317 139541 0.2231

3 4.313 138970 0.2230

4 4.303 142821 0.2255

5 4.313 140028 0.2229

6 4.308 138711 0.2230
PROM. 4.3153 139990.5000 0.2234
DE 0.0121 1477.0084 0.0010
%DER 0.2806 1.0551 0.4627

*Se inyectd la muestra por sextuplicado y se analizd %DER el cual deberia ser <3%
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Rutina

Tabla 24. Precisién de sistema del compuesto Rutina

X ™ AS AA/AEl

1 7.154 134521 0.2145

2 7.138 134005 0.2143

3 7.133 133698 0.2146

4 7.129 138332 0.2184

5 7.138 134890 0.2147

6 7.129 133241 0.2142
PROM. 7.13683333 134781.1667 0.2151
DE 0.00932559  1834.9794 0.0016
%DER 0.13066849 1.3615 0.7653

*Se inyectd la muestra por sextuplicado y se analizé %DER el cual deberia ser <3%

Vainillina

Tabla 25. Precision de sistema del compuesto de Vainillina

X ™ AS AA/AEI

1 8.246 337422 0.5381

2 8.221 334901 0.5355

3 8.217 330458 0.5304

4 8.217 344590 0.5442

5 8.221 340012 0.5412

6 8.217 329725 0.5300
PROM. 8.313 336184.6667 0.53655032

DE 0.01135635 5709.6218 0.00574037
%DER 0.13660952 1.6984 1.0698667

*Se inyecto la muestra por sextuplicado y se analizé %DER el cual deberia ser <3%
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Acido ascorbico

Tabla 26. Precision de sistema del compuesto de Acido ascérbico

X ™ AS AA/AEl
1 9.036 62970 0.1004
2 9.048 62875 0.1005
3 9.025 62543 0.1004
4 9 64807 0.1023
5 9.042 63114 0.1005
6 9.025 61995 0.0996
PROM. 9.092 63050.6667 0.10062998
DE 0.01869492  948.4979  0.000898722
%DER 0.20561944 1.5043 0.893096149

*Se inyecto la muestra por sextuplicado y se analizé %DER el cual deberia ser <3%

Apigenina

Tabla 27. Precisidn de sistema del compuesto de Apigenina

X ™ AS AA/AEI

1 12.08 58790 0.0937

2 11.95 57725 0.0923

3 11.904 57201 0.0918

4 11.854 59635 0.0942

5 11.958 58792 0.0936

6 11.921 57024 0.0917
PROM. 12.093 58194.50 0.09287813
DE 0.07609928 1035.7808 0.00108812
% DER 0.6292837 1.7799 1.17155673

*Se inyecto la muestra por sextuplicado y se analizd %DER el cual deberia ser <3%
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8.4.3. Curvas de Calibracion de los compuestos identificados

ARBUTINA

Tabla 28. Curva de Calibracion del estandar Arbutina
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Grafico 3. Curva de Calibracion de Arbutina
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Grafico 4. Grafico de residuales de la linealidad de sistema para la relacién de areas Arbutina/SI
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RUTINA

Tabla 29. Curva de Calibracion del estandar Rutina

AS/sI

0.04241908

0.03976394

0.03945614

0.07107000

0.07236731

0.07195341

0.12347906

0.12034552

0.12215571

0.15496782

0.15440618

0.15069954

116556

0.18693465

119592

0.18613164

117525

0.18551346

Grafico 5. Curva de Calibracion de Rutina
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Grafico 6. Grafico de residuales de la linealidad de sistema para la relacién de areas Rutina/SI
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VAINILLINA

Tabla 30. Curva de Calibracion del estandar Vainillina

X (mg/L) AS AS/sI
321.28 136041 0.2117234 Grafico 7. Curva de Calibracion de Vainillina
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Grafico 8. Grafico de residuales de la linealidad de sistema para la relacién de areas Vainillina/SI

 GRAFICO DE RESIDIOS N

25 -

o C -
e 151 . -
N r ]
=) - o E 4
S osf a ]
° C f+ o = .
3 C o .
«n 05 -
o C o ]
g - -
r o -

T 150 o 4
(%] - -
Q - .
o L o -
25 . . . . . =

0 300 600 900 1200 1500 1800

Concentracion (ppm)

106



ACIDO ASCORBICO

Tabla 31. Curva de Calibracién del estandar Acido ascérbico

X
(me/L) AS | AS/SI
332 13834 0.0215301 Grafico 9. Curva de Calibraciéon Acido ascérbico
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Grafico 10. Grafico de residuales de la linealidad de sistema para la relacién de areas
Vainillina/SI
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APIGENINA

Tabla 32. Curva de Calibracién del estandar Acido ascérbico

X AS AS/SI

(ppm)
15.44 9383 0.0146029
15.44 9265 0.0147059 Grafico 11. Curva de Calibracidn Apigenina
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Grafico 12. Grafico de residuales de la linealidad de sistema para la relacion de areas
Vainillina/SI
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8.5. Anexo E

8.5.1. Interpolacion de los compuestos identificados en los productos comerciales

PRODUCTO COMERCIAL “EL OASIS”
Arbutina

Tabla 33. Réplicas del compuesto de Arbutina en el producto de “oasis”

ARBUTINA Sl AS/SI
165298 635212 | 0.26022493
176459 645213 | 0.27348953
168522 623154 | 0.27043395
176852 648421 | 0.27274255
178965 643541 | 0.27809417
185642 659875 | 0.28132904

PROM. | 175289.667 | 642569.333 0.272
DE 7350.126 | 12431.787 0.007
% DER 4.193 1.934 2.669

Grafico 13. Interpolaciéon del Compuesto de Arbutina del producto “El Oasis” sobre la Curva de
Calibracién
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PRODUCTO COMERCIAL “EL OASIS”

Rutina

Tabla 34. Réplicas del compuesto de Rutina en el producto de “oasis”

RUTINA Sl AS/SI

74568 635212 |0.11739073

75847 645213 0.11755343

72659 623154 |0.11659879

75485 648421 |0.11641356

75826 643541/ 0.11782621

77869 659875 |0.11800568

PROM. | 75375.6667 | 642569.333 | 0.11729807
DE 1713.83916 | 12431.7878  0.00065189
% DER | 2.27373002 | 1.93469982 | 0.55575393

Grafico 14. Interpolacidn del Compuesto de Arbutina del producto “El Oasis” sobre la Curva de

Calibracion
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PRODUCTO COMERCIAL “EL OASIS”

Vainillina

Tabla 35. Réplicas del compuesto de Vainillina en el producto de “oasis”

VAINILLINA Sl AS/SI
315264 635212 | 0.496313042
321478 645213 | 0.498250965
325468 623154 | 0.52229144
325642 648421/ 0.502207671
336596 643541 0.523037382
358689 659875/ 0.543571131

PROM. | 330522.833 | 642569.333 | 0.514278605

DE | 15454.6509|12431.7878 0.018570557

% DER | 4.67581945  1.93469982 | 3.610991545

Grafico 15. Interpolacién del Compuesto de Vainillina del producto “El Oasis” sobre la Curva de

Calibracién
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Acido ascérbico

Tabla 36. Réplicas del compuesto de Acido ascérbico en el producto de “oasis”

AciDO
ASCORBICO
51536 635212 0.08113197
52321 645213 0.08109105
50855 623154 | 0.08160904
53924 648421 0.08316202
53534 643541 0.08318662
56321 659875 | 0.08535101

Sl AS/SI

PROM. 53081.833 | 642569.333 0.082
DE 1966.375| 12431.787 0.001
%DER 3.704 1.934 1.999

Grafico 16. Interpolacién del Compuesto de Acido ascérbico del producto “El Oasis” sobre la
Curva de Calibracion
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Apigenina

Tabla 37. Réplicas del compuesto de Acido ascérbico en el producto de “oasis”

Grafico 17. Interpolacion del Compuesto de Apigenina del producto “El Oasis” sobre la Curva de

APIGENINA Sl AS/s|
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Producto Comercial “AZTECA”

Tabla 38. Réplicas del compuesto de Arbutina en el producto de “Azteca”

ARBUTINA Sl AS/SI
93185 635985 | 0.14652075
92564 623598 1 0.14843537
94526 645232 | 0.14649924
89524 615124 |0.14553814
98646 665322 1 0.14826806
92561 623564 | 0.14843865
PROM. 93501 | 634804.167 | 0.14728337
DE 3006.646 | 18334.125 0.001
%DER 3.21562 2.888 0.852

Grafico 18. Interpolacion del Compuesto de Arbutina del producto “Azteca” sobre la Curva de

Calibracion
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Rutina

Tabla 39. Réplicas del compuesto de Rutina en el producto de “Azteca”

RUTINA S| AS/sl

56621 635985 0.08902883

54652 623598  0.08763979

56641 645232 | 0.08778393

50694 615124 1 0.08241265

58262 665322 | 0.08756963

54642 623564  0.08762854

PROM. 55252 |634804.167 | 0.08701056
DE 2621.87132 18334.125| 0.0023196
%DER | 4.74529667 | 2.88815449 | 2.66588007

Grafico 19. Interpolacidn del Compuesto de Rutina del producto “Azteca” sobre la Curva de

Calibracion
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Vainillina

Tabla 40. Réplicas del compuesto de Vainillina en el producto de “Azteca”

VAINILLINA Sl AS/SI
225623 635985 0.354761512
235685 623598 | 0.377943804
242642 645232 | 0.376053884
226268 615124 0.367841281
235336 665322 | 0.353717448
216526 623564 1 0.347239417

PROM. | 230346.667 | 634804.167 | 0.362926224

DE  9322.29422 | 18334.125/0.012802819

%DER | 4.04707146 2.88815449 3.527664476

Grafico 20. Interpolacién del Compuesto de Vainillina del producto “Azteca” sobre la Curva de
Calibracién
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Acido ascérbico

Tabla 41. Réplicas del compuesto de Acido ascérbico en el producto de “Azteca”

ACIDO
ASCORBICO Sl AS/SI

54216 635985 | 0.08524729

53265 623598 | 0.0854156

54487 645232 0.08444559

52782 615124 | 0.08580709

55167 665322 0.08291775

53971 623564 | 0.08655246

PROM. 53981.333 | 634804.167 0.085
DE 856.529 | 18334.125 0.001
%DER 1.586 | 2.88815449 1.478

Gréfico 21. Interpolacién del Compuesto de Acido ascorbico del producto “Azteca” sobre la
Curva de Calibracion
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Apigenina

Tabla 42. Réplicas del compuesto de Apigenina en el producto de “Azteca”

APIGENINA S AS/SI

9023 635985 0.01418744

9264 623598  0.01485572

9423 645232 | 0.01460405

9156 615124 0.0148848

9653 6653221 0.01450876

9365 623564 | 0.01501851

PROM. 9314 |634804.167 | 0.01467655
DE 219.794449 | 18334.125|0.00030497
%DER | 2.35982875 | 2.88815449 | 2.07796176

Grafico 22. Interpolacidn del Compuesto de Apigenina del producto “Azteca” sobre la Curva de
Calibracién
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