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1 RESUMEN

La Republica Mexicana alberga una alta diversidad tanto bioldgica como cultural de las
riquezas naturales, en muchos estados existen aun grupos étnicos que poseen un gran
conocimiento empirico del uso de los recursos biologicos. Sin embargo aun son limitados
los estudios cientificos que respalden tal informacion a pesar de que hoy en dia se han
abierto ramas de la ciencia dedicadas al estudio de los productos naturales.

El presente trabajo integra la investigacion etnobotanica y cientifica de la especie vegetal
Tagetes nelsonii Greenm.

El estudio etnobotdnico fue realizado en seis localidades de la region Altos del estado de
Chiapas en donde es posible encontrar ejemplares de la planta. La finalidad del estudio
consistio en realizar un registro que documente el conocimiento popular de dicha especie.
Por otro lado, se llevo a cabo un estudio fitoquimico preliminar que reconocié los grupos
quimicos presentes en la planta, asi como la optimizacion del método de extraccion de
polifenoles. Posteriormente se determind el perfil polifendlico mediante la técnica de
electroforesis capilar (EC), con ello se pudo identificar seis compuestos polifendlicos
presentes en la especie Tagetes nelsonii G; la identidad se confirm6 aplicando un
enriquecimiento al perfil electroforético con estandar, observando un aumento en la sefial
analitica de la muestra y su respectiva comparacion de los espectros de absorcion.

La cuantificacion de los flavonoides totales se realizd por medio de una curva de
calibracion con patron externo (quercetina como referencia estandar) utilizando una técnica
espectrofluorométrica, cuyo desarrollo se bas6 en la formacion de un complejo fluorescente
de quercetina con terbio. Adicionalmente se hizo un estudio de la cinética de degradacion
tanto del complejo terbio-flavonoide, como de la muestra vegetal.

Los resultados obtenidos del contenido de flavonoides totales en la planta fueron
comparados con referencias encontradas de fuentes vegetales de antioxidantes, con la
finalidad de poder llegar a conclusiones sobre la riqueza de polifenoles contenida en esta
especie vegetal y su importancia como antioxidante natural.
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2 INTRODUCCION

La favorecida ubicacion geografica de la Republica Mexicana, le ha otorgado la categoria
de ser uno de los paises con mayor diversidad bioldgica, con alrededor de 30000 especies
de plantas superiores, que representa el 10% de la flora mundial, de esta cifra, 5000
especies se utilizan en la medicina tradicional mexicana, segun reportes de Viveros (2013).
La mayoria de estas plantas se encuentran en el sureste de México, en los estados de
Veracruz, Puebla, Guerrero, Oaxaca, Chiapas, Tabasco, Campeche, Quintana Roo y
Yucatan.

En la region sureste de México, especificamente en el estado de Chiapas habitan
actualmente diversos grupos étnicos, como son los tzotziles, tzeltales, tojolabales, choles,
mames, zoques, canjobales, por mencionar solo algunos, los cuales tienen su propia cultura
curativa, donde el comuin denominador son las plantas medicinales.

La especie Tagetes nelsonni Greenm, es una planta endémica de la region sur de México,
especificamente, de las zonas montafosas de Chiapas y Guatemala, en donde popularmente
se le conoce con el nombre de chilchahua o chik chawa (Espinoza, 2009).

Tagetes nelsonni Grenm., no cuenta con informacion de su composicion quimica. El
conocimiento de sus propiedades medicinales es meramente empirico y transmitido de
generacion en generacion por los habitantes de la region.

Se cree que dichas propiedades medicinales son atribuidas a los polifenoles presentes, ya
que estos compuestos son metabolitos secundarios que se encuentran distribuidos
ampliamente en el reino vegetal. Se localizan en todas las partes de las plantas y su
concentracion es variable a lo largo del ciclo vegetativo. Estos compuestos participan en
funciones, tales como la asimilacion de nutrientes, la sintesis protéica, la actividad
enzimatica, la fotosintesis, la formacion de componentes estructurales y la defensa ante los
factores adversos del ambiente. En el cuerpo humano, los polifenoles exhiben una amplia
gama de efectos biologicos, debido a sus acciones antioxidantes, antihelminticas,
antihepatotoxicas, antiinflamatorias, antidiarréicas, antitlcerosas, antivirales, antialérgicas
y vasodilatadoras (Larrea, 2012).

Una caracteristica de los polifenoles es que en su estructura quimica poseen grupos
cromoforos que son detectables en la region ultravioleta-visible, sus espectros de absorcion
son particularmente caracteristicos y proporcionan informacion para dilucidar la estructura
molecular y realizar determinaciones cualitativas y cuantitativas.

Existen diversas técnicas instrumentales analiticas que se emplean para la determinacion de
compuestos fendlicos, entre éstos se encuentran: la espectrofotometria UV-Visible,
electroforesis capilar, espectrofotometria de fluorescencia, técnicas cromatograficas, entre
otras. De tal manera que existen estudios realizados por Granados (2014) y Shaghaghi M.
(2009) cuya determinacion de polifenoles se realizaron por técnicas de electroforesis
capilar y fluorescencia respectivamente.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar el perfil de polifenoles de la planta chilchahua (Tagetes nelsonii Greenm)
mediante la técnica de electroforesis capilar, asi como cuantificar los flavonoides presentes
por espectrofotometria de fluorescencia para contribuir en el estudio fitoquimico de sus
componentes.

3.2 OBJETIVOS PARTICULARES

e [Establecer un registro etnobotanico del conocimiento y usos de la planta chilchahua
(Tagetes nelsonii Greenm) a través de un estudio de campo para documentar los
usos tradicionales de la especie en la region de Los Altos de Chiapas.

e Examinar un ejemplar completo de la planta por un bidlogo calificado del Herbario
IZTA de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala - UNAM para su correcta
identidad boténica.

e Determinar cualitativamente la presencia metabolitos secundarios en la planta
chilchahua (7. nelsonii Greenm), mediante un tamizaje fitoquimico preliminar, para
conocer los grupos fitoquimicos presentes.

e Desarrollar una metodologia para encontrar las mejores condiciones de extraccion
de polifenoles de la planta chilchahua a través de variacion de factores como
método de extraccion, disolventes y tamafio de particula que permitan ulteriormente
su separacion por electroforesis capilar e identificar los compuestos polifendlicos
presentes.

e Calcular la concentracion de flavonoides totales, por medio de la
espectrofluorometria utilizando una curva de calibracion para relacionar esta
cantidad con especies del mismo género.

13

——
| —



4 MARCO TEORICO

4.1 CHILCHAHUA (Tagetes nelsonii Greenm)

4.1.1 Localizacion y nombres

Chilchahua es el nombre comun de la especie Tagetes nelsonii G; nativa de la region sur de
Meéxico, especificamente de las zonas montafiosas de Chiapas (figura 4.1), aunque también
se han encontrado ejemplares de la planta en la region suroccidental de Guatemala
(Espinoza, 2009).
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Figura 4.1 Distribucion geografica de la especie Tagetes nelsonii G. en el estado de Chiapas (Elaborado por
Edith Bibiana Diaz Gutiérrez).

En la zona Altos del estado de Chiapas se conoce a esta planta con el nombre de chilchahua
o chilchagua (De la Cruz, Guzman, & Viveros, 2014). En Guatemala es conocida como
chik chawa (Espinoza, Cruz, & Trujillo, 2013).

4.1.2 Descripcion

T. nelsonii, es una planta perenne, con un periodo de floracion entre los meses de julio y
agosto, sin embargo, se ha visto que también florece en los meses de octubre y noviembre.
Las flores forman racimos de 30 a 60 cabezas de color amarillo-naranja, con un follaje
denso y un aroma caracteristico. Alcanza una altura entre 90 a 120 cm; se desarrolla en
condiciones hidricas y tierras arcillosas &acidas con exposicion de lleno al sol y a
temperaturas frias que van de — 10 a 4.5 °C (Espinoza, 2009).
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4.1.3 Informacion taxonomica

La descripcion botdnica de la planta se realizd6 por primera vez por el botdnico
estadounidense Jesse More Greenman misma que fue publicada enla revista botanica
Proceedings of the American Academy of Arts and Sciences en 1903. (Tabla 4.1)

En 1976, L. Nash public6 la primera descripcion grafica de 7. nelsonii G. indicando sus
caracteristicas especificas (Figura 4.2).

Tabla 4.1 Informacidn taxondmica de la planta chilchahua (Extraido de Barajas, 2009).

Reino Plantae
Divisién Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida
Orden Asterales
Familia Asteraceae
Género Tagetes
Especie T. nelsonii Greenm

Tagetes nelsonu. A, habit of apex of plant, X ': B, capitulum, and
involucre showing glands and lobing, X 1%: C, fertile ligulate flower, X 4, and below
the pappus much enlarged; D, disc flower, X 4; E, disc flower partially dissected, X
T%; F, anther much enlarged.

Figura 4.2 Descripcion de Tagetes nelsonii G. realizada por L. Nash en 1976
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4.1.4 Usosy aplicaciones

La chilchahua no cuenta con datos reportados acerca de su composicion quimica y es
escasa la de su actividad farmacoldgica El conocimiento de sus propiedades medicinales es
meramente empirico y transmitido de generacion en generacion por los habitantes de la
region.

Tradicionalmente esta planta es utilizada para aliviar sintomas comunes como la diarrea,
fiebre, dolor de cabeza y malestares digestivos. (Espinoza, 2009)

Del mismo modo es empleado como antiparasitario y de forma mas habitual se usa para el
tratamiento contra la salmonelosis, debido a su actividad antimicrobiana (Viveros, 2013).

4.2 EL GENERO TAGETES

En estudios realizados por Serrato (2010), reportan que existen dos fuentes histdricas
importantes acerca del conocimiento y uso medicinal de algunas especies del género
Tagetes en la época prehispanica, la primera descrita por Fray Bernardino de Sahagin en su
obra “Historia General de las cosas de Nueva Espafia” y la otra de Francisco Hernandez de
Toledo en “Historia plantarum Novae Hispaniae”, ambas escritas en el siglo XVI. El grupo
nahuatl del centro de México, a través de las obras de Sahagiin y Herndndez legaron los
principales antecedentes del género Tagetes, con los nombres en su lengua nativa de las
plantas yiauhtli, cempoalxochitl, macuilxochitl, tzitziquilitl, tepecempoalxochitl,
tlapalcozatli, oquichtli, tlapaltecacayatli y zacaxochitlcoztic, todas plantas aromaticas.

El género Tagetes cuenta con aproximadamente 55 especies ampliamente distribuidas en el
territorio nacional, considerado posiblemente como el centro de origen y diversidad del
género (Strother, 1977). Varias de sus especies se emplean como recurso terapéutico
herbolario o como plantas ceremoniales y de ornato.

4.2.1 Descripcion

La familia Asteraceae retine mas de 23 500 especies repartidas en unos 1600 géneros, entre
los que estd Tagetes con alrededor de 55 especies distribuidas en el mundo. (Rondon, y
otros, 2005).

Estudios realizados por Serrato (2010) adjudica que, del género Tagetes en México, el 60%
son anuales y el 40% son perennes. La mayor parte de las especies anuales presentan
condicion ruderal viaria, es decir aparecen en habitats muy alterados por la accion humana,
como bordes de caminos, campos de cultivos o zonas urbanas. Las especies perennes
generalmente son arbustivas y de condicion silvestre, la mayoria crece en ambientes de
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dificil acceso y con presiones ambientales para el crecimiento, llegando a ser endémicas
algunas de ellas (Tabla 4.2).

Tabla 4.2 Condicion del género Tagetes en México, anuales y perennes (Compilado de Serrato, 2010).
Especies del género Tagetes de México Condicion

Anuales o herbaceas

T. coronopifolia
T. elongata
T. erecta
T. eppaposa
T. filifolia
T. foetidissima
T. jaliscensis
T. lunulata
T. micrantha
T. minuta
T. moorei var brevistilata
T. oaxacana
T. patula
T. persicaefolius
T. pringlei
T. remotiflora
T. subulata
T. subvillosa
T. tenuifolia
T. terniflora
T. triradiata

T. arenicola
T. hatwegii
T. lacera
T. lemmonii
T. linifolia

T. lucida

T. moorei

T. mulleri

T. nelsonii

T. parryi

T. palmeri
T. stenophylla

Perennes

Ruderal, Viaria, Silvestre
Ruderal, Silvestre
Domesticada, Cultivada
Ruderal, Silvestre/Endémica
Ruderal, Viaria, Arvense, Silvestre
Ruderal, Silvestre
Silvestre, Ruderal
Ruderal, Viaria, Arvense
Silvestre, Viaria, Ruderal
Silvestre, cultivada
Silvestre, Ruderal/Endémica
Silvestre/Endémica
Domesticada, Cultivada
Silvestre, Ruderal
Silvestre, Ruderal
Ruderal, Viaria
Silvestre, Ruderal
Silvestre, Ruderal
Silvestre, Ruderal
Silvestre, cultivada
Silvestre, Ruderal

Silvestre, Ruderal/Endémica
Silvestre
Silvestre/Endémica
Silvestre, Ruderal/Endémica
Silvestre
Ruderal, Arvense, Semicultivada,
Silvestre
Silvestre/Endémica
Silvestre/Endémica
Silvestre/Endémica
Silvestre/Endémica
Silvestre
Silvestre

Las caracteristicas generales de la especie Tagetes, radica en ser plantas herbaceas o
perennes, aromaticas al estrujarse, con hojas opuestas, por lo comin pinnadas con
numerosas glandulas oleiferas traslucidas; flores hermafroditas, ligulas generalmente
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presentes, fértiles, sus corolas amarillas, anaranjadas, rojizas o blancas; ramas del estilo
truncadas y peniciliadas en el &pice con apéndices conicos cortos (Serrato, 2010).

4.2.2 Distribucion geografica

En toda la Republica Mexicana se encuentran especies de Tagetes, aunque no todas las
especies se distribuyen en las mismas regiones ni en los mismos estados.

En 1996, Turner da a conocer la distribucion geografica de especies de Tagetes en la
Republica Mexicana (Tabla 4.3), notese que Tagetes nelsonii G. solo se encuentra en el
estado de Chiapas.

Tabla 4.3 Especies del género Tagetes, distribuidas en la Reptiblica Mexicana (Turner, 1996).

Regién/Estados Especies
“Norte

Baja California T. fififolia (a), T. micrantha (a), T. subulata (a), T. facera (p), T. funulata (a)

Sonora T. filifolia, T. Jucida (p), T. micrantha, T. palmeri (p), T. lemmonii (p), T. subulata, T. erecta (a), T.
minuta (a)

Chihuahua T. filifolia, T. lucida, T. micrantha, T. palmeri, T. pringlei (a), T. subulato

Coahuila T. coronopifolia (a), T. lucida, T. micrantha

Nuevo Ledn T. lucida, T. mulleri (p), T. micrantha

Tamaulipas T. filifolia, T. lucida, T. foetidissima, T. erecta

Sinaloa T. filifolia, T. lucida, T. palmeri, T. subulata, T. erecta

Durango T. filifolia, 7. micrantha, T. subulata, T. lucida, T. pringlei, T. lunufata, T. epapposa (a), T.
foetidissima (a), T. elongata (a), T. remotiflora (a), T. erecta

Zacatecas T. filifolia, T. micrantha, T. subulata, T. lucida

Centro Sur

San Luis Potosi T. erecta, T. lucida, T. micrantha, T. parryi, T. tenuifolia

Aguascalientes T. lucida, T. micrantha, T. lunulota, T. pringlei

Guanajuato T. filifolia, T. lucida, T. lunulata, T. micrantha, T. tenuifolia, T. pringlei, T. remotifiora, T. subulata

MNayarit T. erecta, T. filifolia, T. hartwegii, T. lucida, T. micrantha, T. subulata

Jalisco T. erecta, T. fififolia, T. foetidissima, T. harlwegii, T. lucida, T. lunulata, T. microntha, T.
persicaefolius, T. pringlei, T. stenophylla, T. subulata

Colima T. filifolia, T. lucida, T. subulata, T. tenuifolia

Michoacan T. erecta, T. filifolia, T. foetidissima, T. lucida, T. lunulata, T. micrantha, T. persicaefolius, T. pringlei,
T. stenophylla, T. subulata, T. tenuifolia, T. remotiflora, T. triradiata

Guerrero T. erecta, T. filifolia, T. foetidissima, T. lucida, T. stenophylla, T. subulata,

Oaxaca T. erecta, T. filifolia, T. foetidissima, T. lucida, T. oaxacana, T. subulata, T. tenuifolio

Veracruz T. coronopifolia, T. erecta, T. filifolia, T. foetidissima, T. lucida, T. micrantha, T. tenuifolic

Puebla T. coronopifolia, T. erecta, T. foetidissima. T. linifolia, T. lucida, T. micrantha, T. trirodiata, T.
tenuifolia

Tlaxcala T. coronopifolia, T. foetidissima, T. linifolia, T. lucida, T. micrantha, T. tenuifolia

México T. coronopifolio, T. erecta, T. filifolia, T. foetidissima, T. lucida, T. lunulato, T. micrantha, T.
persicaefolius, T. pringlei, T. stenophylla, T. subulata, T. triradiata, T. tenuifolia

Morelos T. coronopifolia, T. erecta, T. filifolia, T. foetidissima, 7. lucda, T. micrantha, T. stenophylia, T.
subulata, T. triradiata, T. tenuifolia

Hidalgo T. erecta, T. filifolia, T. foetidissima, T. lucida, T. lunulata, T. persicaefolius, T. tenuifolia

Querétaro T. erecta, T. filifolia, T. lucida, T. lunulata, T. micrantha, T. moorei (a-sp-p), T. tenuifolia, T.
foetidissima, T pringlei, T. remotiflora

Sur-Sureste

Chiapas T. erecta, T. filifolia, T. foetidissima, T. lucida. T. nelsonii, T. subulata, T. tenuifolia, T. terniflora

Yucatan T. erecta, T. tenuifolia

Tabasco T. lucida

Mas adelante, en las investigaciones actualizadas por Serrato (2010), ubica las especies de
Tagetes en el territorio mexicano, encontrando que al norte se tienen cinco especies
perennes (tres de ellas son endémicas) y 12 anuales. En el sur existen 13 especies, una
perenne (endémica) y 12 anuales que también se encuentran en la region centro-sur. En el
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centro-sur convergen las cadenas montafiosas mas importantes de México: Sierras Madre
Occidental, Oriental, del Sur y Eje Neovolcanico, conjugandose diversos climas, suelos,
geologia, relieve, diversidad ambiental asociada con especies endémicas a nivel local o de
la region. (Figura 4.3)

Especies por unidad cuadrada

M3
4-5
[Oe-8
[ 9-10
Wi1-13

Figura 4.3 Estimacion de la riqueza del género Tagetes en México (Serrato, 2010), los colores indican las
especies por unidad cuadrada. Chiapas posee de 9 a 10 especies.

4.3 PRINCIPALES COMPONENTES FITOQUIMICOS Y ACTIVIDAD FARMACOLOGICA
DEL GENERO TAGETES

La diversidad quimica estd determinada genéticamente y estrictamente relacionada a las
especies. Por lo que la composicion quimica del género Tagetes, varia entre especies
(Marotti, R, B, & 1, 2004).

El contenido y cantidad de compuestos es afectado por factores como el habitat de la
planta, la etapa fenologica, las diferentes partes de las que se extrae, la composicion del
suelo y la fertilizacion mineral (Macias A & Galindo C., 2001), por lo que es comun
encontrar diferencias en el contenido de compuestos, ain entre plantas de la misma especie.
Algunos de los compuestos encontrados en las especies del género Tagetes pertenecen a los
grupos de alcoholes, éteres, aldehidos, acetonas, ésteres, carotenoides, flavonoides,
tiofenos, terpenos y cumarinas (Marotti, R, B, & I, 2004).

Las propiedades biologicas de estas plantas afectan a diversos organismos, desde bacterias,
virus, hongos, nematodos, dcaros e insectos e inclusive otras especies de plantas (Serrato y
Quijano, 1993).

Rai y Mares (2003) estudiando la presencia de aceites esenciales de 295 familias de plantas
reportaron que las lactonas sesquiterpénicas son caracteristicas de la Asferaceae. Al
parecer, la variabilidad ambiental tiene que ver con la composicion del aceite, al respecto.
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Existen algunas especies del género que comparten compuestos quimicos, mientras que
otros compuestos sélo se encuentran en una sola especie (Tabla 4.4)

Tabla 4.4 Compuestos quimicos con actividad fungicida, fungistatica y nematicida del género Tagetes
(Extraido directamente de Barajas, 2009).

Actividad / T. lucida T. erecta T. filifolio T. minuta T. patula
especie
Efecto 1,8-Cineol 1,8-Cineol  a-Tertienil 1,8-Cineol Acido cafeico
fungicida Anetol a-Tertienilo  Anetol Acido acético Kaempferol
Anisaldehido  Kaempferol Anisaldehido a-Tertienil Acido
Cariofileno Citral B-Felandreno  Cumdrico
Chavicol Bornéol Quercetin
Hemiarin Cariofileno
Linalol Ocimeno
Metil-eugenol Citral
Mirceno Geraniol
Tiofeno Cimeno
Quercetina
4-Terpinenol
Terpinoleno
Tiofeno
Timol
Efecto Limoneno Limoneno Carvon
fungistético Metil-eugenol Acido férmico
Limoneno
Efecto 1,8-Cineol 1,8-Cineol  a-Tertienil 1,8-Cineol
nematicida Chavicol 5e3.1 Citral S-3-1 Butenil
Limoneno Butenil Limoneno 2-2'Bitienil
Linalol 2-2 Bitienil a-Terpineol
Metil-eugenol  a-Tertienilo a-Tertienilo
Metil- Borneol
isoeugenol Carvon
Tiofeno Citral
Geraniol
Limoneno
Acido
palmitico
4-Terpinenol
Tiofeno
Timol

El género Tagetes posee una actividad biologica muy versatil; Dixit (2013) reporta accidén
antimicrobiana, analgésica y larvicida; Escobar y colaboradores, (2009) reportan que los
extractos de 7. terniflora, y T. minuta contienen un flavonoide denominado quercetagetina
que ha mostrado actividad contra bacterias tales como Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, S. epidermidis y P. aureginosa; la especie T. patula posee actividad antifingica y

antibacterial.
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Los aceites esenciales obtenidos de 7. minuta y T. erecta poseen actividad frente a larvas y
adultos de Anopheles stephensi y T. lucida contra S. aureus y Candida albicans.

4.4 COMPUESTOS FENOLICOS

Los compuestos polifenoélicos son un conjunto heterogéneo de moléculas que comparten la
caracteristica de poseer en su estructura uno o varios grupos bencénicos sustituidos por
funciones hidroxilicas.

Los fenoles son moléculas que tienen un grupo OH (hidroxilo) unido a un atomo de
carbono de un anillo bencénico. La estructura que se encuentra en todos los fenoles esta
representada en la figura 4.4. Cabe mencionar que esa molécula por si sola no presenta
actividad farmacolégica.

OH

Figura 4.4 Estructura quimica del fenol.

Los polifenoles son antioxidantes naturales que juegan un papel importante en la defensa de
las plantas contra microorganismos e insectos, ayudando a preservar su integridad
continuamente amenazada por la exposicion a factores ambientales tales como radiacion
UV y cambios bruscos de temperatura (Salinas V, 2011).

4.4.1 Flavonoides

Los flavonoides se encuentran casi en cualquier vegetal superior, existen mas de 8000
compuestos conocidos de plantas vasculares. Su funciéon en la planta es muy versatil;
actian como antioxidantes y secuestradores de radicales libres, agentes antimicrobianos,
fotoreceptores y protectores contra la luz UV, agentes quelantes de metales, atractores
visuales para los insectos polinizadores, entre otros.

La estructura general de los flavonoides comprende un anillo A derivado de la cadena del
policétido, un anillo B, derivado del 4cido shikimico y tres &tomos de carbono que unen los
anillos A y B, correspondientes a la parte alquilica del fenilpropano, por lo que su esqueleto
basico es una estructura Cs-C;3-Cg y el esqueleto recibe el nombre de flavano (Figura 4.5).
Generalmente la parte alquilica puede ser una cadena abierta, como es el caso de las
chalconas, o bien formar un sistema heterociclico denominado C; estructura que poseen la
mayoria de los flavonoides. El grado de oxigenacién varia en los anillos A y B,
encontrandose generalmente en las posiciones 3°,4°,5°, 5y 7; y en el C en la posicion 3.
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Los principales grupos funcionales unidos al esqueleto hidrocarbonado son hidroxilo,
metoxilo y metilendioxi. Los flavonoides pueden estar en forma libre o unidos a
carbohidratos. Las polimerizaciones son frecuentes, hay muchos mondémeros, algunos
dimeros, pocos trimeros y tetrdmeros; la mayoria son polimeros entre los cuales se
encuentran los taninos condensados. La polimerizacién ocurre principalmente por uniones
C-C y a medida que ésta aumenta, se intensifica el color (Marcano y Hase, 2002).

Figura 4.5 Nucleo de flavano.

La clasificacion de los flavonoides (Tabla 4.5) se hace en funcidn del estado de oxidacion
del anillo heterociclico (anillo C) y de la posicion del anillo B (puede estar en el carbono 2
o en el 3 como es el caso de los isoflavonoides). Dentro de cada grupo existen una gran
variedad de compuestos, que se diferencian entre si por el nimero y la posicion de los
grupos hidroxilos y por los distintos grupos funcionales que pueden presentar como los
metilos, azucares y 4cidos orgéanicos.

Los flavonoides que poseen un gran numero de grupos hidroxilos insustituidos o aztcares
son considerados compuestos polares, por lo que son moderadamente solubles en solventes
polares como: etanol, metanol, butanol, acetona, dimetilsulféxido y agua (Romo de Vivar,
2000).

Tabla 4.5 Nucleo estructural de los principales grupos de flavonoides.

Tipo de .
. Estructura Ejemplo
flavonoide Jemp
e Rutina
Flavonoles e Quercetina
e Kaempferol
e Luteolina
Flavonas

e Apigenina




Tabla 4.5. (Continuacion) Nucleo estructural de los principales grupos de flavonoides.

e Hesperetina

Flavanonas . )
e Naringenina
HO e (Catequina
Flavanoles ) a )
e Epicatequina
OH
OH

e Daidzeina

Isoflavonas

e (Qenisteina

e (Cianidina
e Delfinidina

Antocianinas

4.4.2 Actividad biolégica

Las funciones bioldgicas de los flavonoides dentro del organismo han sido establecidos
claramente por Gil, Gémez & Trejos (2008), ellos reportan que este grupo de metabolitos
posee varias funciones anticancerigenas, citotoxicas, antimicrobianas, antifiingicas,
antiprotozoarias, antiinflamatorias y antioxidantes, del mismo modo Estrada (2012) agrega
a la lista acciones de importancia farmacoldgica como la disminucién de la fragilidad
capilar, reduccion del colesterol, proteccion y regeneracion hepdtica, antitrombotico,
antiulcérico, antiviral, cardioténico, analgésico, antibacterial, antineoplasico, proteccion
contra los efectos de los rayos UV, ansiolitico, incrementa la memoria, el aprendizaje y el
funcionamiento cognitivo.

4.5 TAMIZAJE FITOQUIMICO PRELIMINAR

El tamizaje fitoquimico o screening fitoquimico es una de las etapas iniciales de la
investigacion fitoquimica, que permite determinar cualitativamente los principales grupos
quimicos presentes en una planta (alcaloides, cianogénicos, glicosidos cardiotonicos,
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terpenoides, flavonoides, saponinas, cumarinas, aminas, taninos y lignanos) y a partir de
alli, orientar la extraccidon y/o fraccionamiento de los extractos para el aislamiento de los
grupos de mayor interés (Sharapin, 2000).

El tamizaje fitoquimico consiste en realizar un extracto de la planta con disolventes
apropiados que se difunden sobre el material vegetal y solubilizan los compuestos con
polaridad similar (Prashant, 2011). Posteriormente se realiza la aplicacién de reactivos que
promueven la identificacion de metabolitos secundarios a través de reacciones fisicas y
quimicas mayoritariamente coloridas y de precipitacion.

4.6 TIPOS DE EXTRACCION

La extraccion es la técnica de separacion de porciones activas de plantas y tejidos usando
disolventes selectivos a través de procedimientos estandarizados.

Las técnicas generales de extraccion de plantas medicinales incluyen maceracion, infusion,
percolacion, digestion, decoccion, Soxhlet, en contracorriente, utilizando energias alternas
como microondas y ultrasonido (sonicacion), y fluidos supercriticos. Para plantas
aromaticas se utilizan técnicas como destilacion por arrastre de vapor, hidrodestilacion y
enfleurage. Otras técnicas mas recientes son el Headspace dindmico automatico, micro-
extraccion en  fase soOlida, extraccion de  protoplastos, microdestilacion,
termomicrodestilacion y destilacion molecular (Prashant, 2011).

Los parametros basicos que influyen en la calidad de un extracto son:
Parte de la planta utilizada como material de partida
Disolvente utilizado para la extraccion
Procedimiento de extraccion

Los efectos fitoquimicos extraidos de plantas depende de:
El origen y la naturaleza del material vegetal
Grado de procesamiento
Contenido de humedad
Tamafio de particula

Las variaciones en diferentes métodos de extraccion que afectan a la composicion y
cantidad de metabolitos secundarios de un extracto dependen de:
- Tipo de extraccion

Tiempo de extraccion
- Temperatura
Naturaleza del disolvente (polaridad)

Concentracion de disolvente
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4.7 ELECTROFORESIS CAPILAR

Electroforesis capilar (EC) es una técnica de separacion e identificacion de compuestos
quimicos, que se fundamenta en la migracion de particulas o moléculas cargadas en un
sistema cuando estdn bajo un campo eléctrico en presencia de un medio conductor
usualmente acuoso (Heiger, 1997).

La EC se lleva a cabo en un capilar de silice fundida de didmetro muy pequefio (10-200
um). El uso de estos capilares tiene multiples ventajas (Osatinsky, 2007):

a) Los capilares son anticonvectivos en si mismos, por lo tanto, no es necesaria la
utilizacion de un gel soporte como medio.

b) El calor generado al pasar la corriente eléctrica (efecto Joule), que daria lugar a
problemas de gradientes de temperatura no uniformes (cambios locales de viscosidad),
es fuertemente reducido, ya que la disipacion de calor es muy efectiva.

c¢) Pueden aplicarse altos voltajes consiguiéndose una reduccion del tiempo de andlisis y
altas eficiencias.

La separacion por EC es muy rapida, con una reproducibilidad que muestra coeficientes de
variacion (CV) < 2, siendo bastante precisa.

4.7.1 Instrumentacion

El fenomeno de electroforesis se lleva a cabo al aplicar una diferencia de potencial entre 2
electrodos, lo cual genera un campo eléctrico dentro del tubo capilar lleno de una
disolucidon tampon, o electrolito de separacion (a pH constante) donde las moléculas se
encuentren cargadas y pueda existir movilidad. Debido a que la pared del capilar muestra
cargas y atrae a iones de carga contraria del buffer, esto hace que se genere una doble capa
con la aparicidon de un flujo de disolucion (Abrego R., 2015) llamado flujo electroosmotico
(FEO).

Un sistema de electroforesis capilar (Figura 4.6), se compone principalmente de los
siguientes elementos (Castillo R. R., 2002):

= Viales de entrada y salida: Colocados en los extremos del capilar para que este se llene
del electrolito soporte, asi como los electrodos.

= Sistema de inyeccion: que contiene la muestra momentaneamente y lo introduce al
capilar.

= (Capilar: Elaborado de silice fundida, recubierto en el exterior de poliamida, cuenta con
una abertura interna que va de 10 a 200 um de diametro. Tiene la funcién de puente
entre los electrodos cerrando el circuito eléctrico.

* Sistema de refrigeracion: Disipa el calor producido en el capilar
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= Fuente de poder: Aplica la diferencia de potencial entre los electrodos para llevar a
cabo la separacion (voltaje de 0 a 30 kV, autoreversible).

» Sistema de deteccion: detecta la sefial emitida por el sistema

= Registro de datos: Presenta los datos obtenidos del andlisis (electroferograma).

Figura 4.6 Esquema representativo del proceso de electroforesis capilar (Sierra A., Gémez R., Pérez Q., &
Morante Z., 2010).

4.7.2 Principios de separacion

Si la muestra se coloca en el anodo (extremo del capilar con carga positiva) y se aplica una
diferencia de potencial entre los 2 electrodos separados por un electrolito (buffer), los iones
de la muestra migrardn a través del tubo a diferentes velocidades y en diferentes
direcciones, en funcion del tamafio del ion, de la magnitud y signo de la carga. Asi los
cationes migraran hacia el catodo mientras que los aniones migraran hacia el dnodo y la
velocidad de migracion dependerd de la relacion carga/masa. Para un mismo valor de carga,
los iones de menor tamafio migraran a mayor velocidad que los iones de mayor tamafio, y
para un mismo tamafo, los iones con mayor carga migraran mas rapido que los iones con
menor carga. Las moléculas neutras presentes en la muestra no poseen movilidad por lo que
no se veran afectadas por el campo eléctrico.

Sin embargo, bajo la accién del campo eléctrico el tampon o electrolito de separacion, por
lo general, se movera hacia el catodo arrastrando con €l a todos los componentes de la
muestra que se encuentren dentro del capilar, esto se denomina flujo electroosmético
(FEO). De esta manera, los componentes neutros y los aniones también se moveran hacia el
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electrodo negativo, aunque mas despacio que los cationes (Figura 4.7) (Sierra A., Gomez
R., Pérez Q., & Morante Z., 2010).

| Fluje electroosmatico h_)

<:: E} ﬂetl:-c.tnr

© ®
ANODO (+) gg% @ % %

CATODO (=)

@e06

. OICIS

@

UA

Electroferograma

Tiempo de migracién

Figura 4.7 Representacion general de la separacidn electroforética.

El flujo electroosmdtico se origina por la presencia del campo eléctrico en una solucion
16nica cuando entra en contacto un electrolito con una superficie sélida cargada (capilar de
silice). La superficie del capilar (con carga negativa debido al aumento en la ionizacion de
los grupos silanol a pH<4) con sus contraiones positivos del buffer, forma una doble capa
eléctrica (Figura 4.8) con el consecuente flujo del disolvente hacia el catodo (Cortés, 2015).

OH OH OHOH AltepH 0~ O° 0" 0
S |
51 Si Si Si Si Si Si Si
L s [ ]
| | [ |

Figura 4.8 Equilibrio de los grupos silanol en la pared del capilar en funcién del pH (Cortés, 2015).
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4.8 ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

La fluorescencia es un proceso de emision de interés analitico basado en la excitacion de
atomos o moléculas por absorcion de un haz de radiacion electromagnética. Las especies
excitadas se relajan al estado fundamental, devolviendo su exceso de energia como fotones
(Skoog, West, F., & James, 1997).

Algunos compuestos orgéanicos presentan fluorescencia, de aqui la especificidad y utilidad
de las técnicas fluorométricas. Algunos hidrocarburos aromaticos y heterociclos fusionados
aromaticos son ejemplos de estructuras moleculares con fluorescencia natural. Para que una
molécula produzca fluorescencia es necesaria una estructura molecular absorbente. En
general puede esperarse que haya fluorescencia con moléculas que contienen un sistema
altamente conjugado. Por lo menos un grupo dador de electrones como el grupo amino
(NH,) o el hidroxilo (OH), debe formar parte del sistema conjugado. Los grupos que retiran
densidad electrénica como el COOH o el NO; reducen y en algunos casos impiden la
fluorescencia (Ovalles, Le6n, Calderon, & Buchheister, 2002).

La fluorescencia crece a medida que aumenta la rigidez molecular, es decir, una reduccion
de la vibracion interna de la molécula. (Alfonso, 2003).

4.8.1 Teoria de la fluorescencia molecular

La figura 4.9, muestra el diagrama parcial de energia de una especie molecular hipotética.
Se muestran tres estados de energia electronicos Ey, E; y E,, donde E; es el estado
fundamental y E; y E, son estados excitados, cada uno de éstos poseen varios subniveles
vibracionales debidos a las deformaciones térmicas de la molécula, representados por los
numeros 1, 2, 3 y 4. Asi también se indica que cuando una molécula se expone a una banda
de radiacion visible A; hasta A5, se pueblan momentaneamente los cinco estados
vibracionales del estado electronico de relativamente baja energia E;. De forma analoga,
cuando la molécula se irradia con una banda de radiacion ultravioleta, constituida de
longitudes de onda mas cortas de A; hasta A5, en poco tiempo se pueblan los cinco niveles
vibracionales del estado energético de mayor energia E, (Skoog, West, F., & James, 1997).

La energia luminica solamente puede ser absorbida cuando una molécula se mueve de un
estado inferior a otro de superior energia. Este tipo de transiciones se representan en los
diagramas de niveles de energia por lineas verticales. Si la molécula se halla en su estado
no excitado (estado fundamental) y la energia absorbida es mayor que la necesaria para
alcanzar el primer estado electronico excitado, el exceso de energia puede resultar
absorbido como energia de vibracion, de modo que la molécula se encontrara en uno de los
niveles de vibracion que se muestran en la figura 4.9. Esta energia de vibracion se disipa
rapidamente por colisiones con las moléculas del disolvente (si la molécula excitada se
encuentra en disolucion) y la molécula desciende hasta el nivel de vibracion inferior del
estado electronico.
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El posterior retorno de la molécula al estado fundamental se produce emitiendo luz
(fluorescencia) o bien a través de una transicion no radiante. La luz emitida tendrd menos
energia que la absorbida, debido a que parte de ella se ha perdido en el descenso al nivel de
vibracion inferior, o lo que es lo mismo, tendra una longitud de onda mayor. Es decir, la luz
fluorescente siempre tiene una longitud de una mayor que la excitante (Harris C., 2003).

(a) Absorcitn ib) Relajacion
molecular no radiante ic) Fluorescencia
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113 1 ] |
| |1 5 Fluorescen- | | ‘
11 i cia de re- T l
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Figura 4.9 Diagrama de niveles de energia mostrando algunos de los cambios que ocurren en una especie
molecular (Skoog, West, F., & James, 1997).

4.8.2 Instrumentacion

En la figura 4.10, se presenta el esquema tipico de un aparato para la medicion de
fluorescencia. Un rayo de luz de elevada intensidad atraviesa un monocromador para
seleccionar la longitud de onda de excitacion (es decir, una longitud de onda eficientemente
absorbida por el compuesto fluorescente). El haz de Iluz excitadora atraviesa, a
continuacion, una camara que contiene la muestra. Para evitar la deteccion del rayo
incidente se aprovecha el hecho de que la fluorescencia se emite en todas direcciones, y se
mide ésta unicamente desde el dngulo recto respecto al rayo incidente.

En la técnica se selecciona una longitud de onda de excitacion (Agx) mediante el
monocromador, y se observa la luminiscencia a través del segundo monocromador,
colocado de ordinario a 90° respecto a la luz incidente. Si se mantiene la longitud de onda
de excitacion fija, y se registra la radiacion emitida, se obtiene el espectro de emision
(Freifelder, 2003).
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Un espectro de emision es la representacion de la intensidad de emision frente a la longitud
de onda. Un espectro de excitacion se obtiene variando la longitud de onda de excitacion, y
midiendo la luz emitida a una longitud de onda determinada de emision (Agp).

La espectroscopia de fluorescencia ofrece limites de deteccion mas bajos que los de la
espectrometria de absorcion. Puede medirse una cantidad de 1.1 pg/L y mantenerse la
linealidad hasta los 10,000 ug/L. El método es aplicable a la determinacion cuantitativa de
sustancias fluorescentes (Alfonso, 2003).

)wEx

' Luz transmitida
Monocoromador def — Cubeta con
— luz excitante la muestra —

Luminiscencia
a muchas
longitudes de
onda

Fuente de luz

Monocromador
de luz emitida

Detector

I

Figura 4.10 Esquema general de los componentes basicos de un espectrofotometro de fluorescencia.

Algunos iones de lantanidos trivalentes en un medio acuoso a temperatura ambiente tienen
fluorescencia, debido principalmente a la transicion del nivel 4f, sin embargo, estas
especies mantienen una fluorescencia débil por sus absortividades molares bajas y pobres
rendimientos cuanticos. Sin embargo, cuando estos iones, en particular Eu>"y Tb** forman
quelatos con ligandos que tienen una amplia e intensa banda de absorcion su fluorescencia
puede ser marcadamente mejorada. El cambio de energia intramolecular de una molécula
organica en estado excitado por su nivel de resonancia, seguido por la energia de emisioén
de los lantdnidos son responsables de la excitacion del ion lantdnido complejado
mejorablemente fluorescente. Si no es eficiente la transferencia de energia intramolecular,
los niveles superiores de emision del ion son excitados de manera mas eficaz mediante esta
técnica que por la forma directa, produciendo una mejora en la fluorescencia en varios
ordenes de magnitud. Este fenémeno ha sido denominado fluorescencia sensibilizada de
lantanidos, que es de notable interés para la determinacion de trazas de iones lantanidos y
una variedad de compuestos de importancia médica. (Shaghaghi , Jamshid, & Abolghasem ,
2008) .
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5 HIPOTESIS

Si la planta chilchahua (Tagetes nelsonii Greenm) tiene importantes beneficios curativos
segun lo reportado por la sabiduria popular, entonces es probable que esta especie contenga

como constituyentes bioactivos varios polifenoles.
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6 DESARROLLO EXPERIMENTAL

6.1 REGISTRO ETNOBOTANICO

El procedimiento llevado a cabo para obtener la informacidén etnobotanica de Tagefes
nelsonii Greenm, consisti0 primeramente en realizar una revision bibliografica,
reconocimiento de la zona, indagacion y conexidon con personas clave dentro de la
comunidad.

Para obtener la muestra se entrevistaron personas al azar en las calles, caminos, plazuelas,
mercados, y casas de cinco municipios y una comunidad rural de la region Altos del Estado
de Chiapas. Algunas de estas personas servian de conexidon para localizar curanderos,
hierberos y personas dedicadas a la venta de productos naturales y orgénicos.

Se les aplicod una entrevista semiestructurada (Anexo 11.1K), que coadyuvo a obtener datos
de reconocimiento, nombres populares, usos medicinales, partes utilizadas, modo de
preparacion, cantidad y via de administracion de la planta. Cabe mencionar que varias
entrevistas fueron hechas con el apoyo de un traductor local del castellano a la lengua
tzotzil y viceversa, de tal forma que pudiera existir una comunicacion amena y efectiva.

Localidades entrevistadas (Figura 6.1):

e San Cristobal de las Casas: Centro histdrico y mercado principal “José Castillo
Tielmans”

San Andrés Larrainzar

San Pedro Chenalh6

Yabteclum

Aldama

San Juan Chamula

San Cristébal de Las Casas
4 San Andrés Larrainzar
4 San Pedro Chenalho
’Yabteclum
@ Aldama
4 San Juan Chamula

Figura 6.1 Localidades entrevistadas de la region Altos del estado de Chiapas [Mapa elaborado por Edith
Bibiana Diaz Gutiérrez] Archivo de autor.
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6.2 MATERIA VEGETAL

La planta chilchahua silvestre (Figura 6.2) fue recolectada en la periferia de la zona
denominada “Arcotete”, ubicada en San Cristobal de Las Casas, Chiapas.

Especificaciones de la zona:

Altitud: 2119 msnm

Latitud: 16°44'43" N

Longitud: 92°34'38" O

Region fisiografica: Altiplanicie Central

Clima predominante: Templado humedo con lluvias en verano. Temperatura maxima anual
promedio de 32°C y el rango de temperaturas minimas oscila entre -3°C y 11 °C.

Figura 6.2 Ejemplar de la planta chilchahua, recolectada en San Cristébal de las casas, Chiapas.
A, ejemplar completo; B Hojas; C y D, Flores amarillas dispuestas en racimos. [Fotografias de
Edith Bibiana Diaz Gutiérrez] Archivo de autor.
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http://tools.wmflabs.org/geohack/geohack.php?language=es&pagename=San_Andr%C3%A9s_Larr%C3%A1inzar&params=16.883611111111_N_-92.713333333333_E_type:city

6.2.1 Recoleccion, separaciony secado

La recoleccion debe llevarse a cabo con cuidado, garantizando la integridad de la planta, es
decir, que ella o sus partes estan protegidas contra la pérdida de principios activos, por lo
que es muy importante conocer como es que se lleva a cabo el acopio del material vegetal.
La chilchahua fue recolectada manualmente en el atardecer de la estacion de verano del 27
de julio del 2014.

Las hojas y tallos se recolectaron en etapa de prefloracion y las flores cuando éstas se
encontraban totalmente abiertas; por lo que el material vegetal se dividid en hoja, tallos y
flores.

La planta se seco naturalmente a la sombra durante una semana, protegida de la luz y el
polvo (Figura 6.3).

Se apartaron dos ejemplares completos de la planta y se secaron entre hojas de papel
secante y utilizando una prensa para su identificacion botanica.

- - _ . ’; : ‘ y ‘
Figura 6.3 Separacion y secado de T. nelsonii a) Flores, b) Hojas, c) Tallos [Fotografias tomadas en el
Laboratorio de fitoquimica y farmacognosia L3-324 FESC-UNAM, 8 de agoto de 2014] Archivo de autor.
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6.3 MATERIALES
Reactivos

Tamizaje Fitoquimico

Disolventes
o Acetato de Etilo (Fermont)
o Cloroformo (Fermont)
¢ Etanol (Fermont)
e Hexano (Fermont)

Soluciones
® AI(NO3); 10%
¢ Etanol- agua (70:30)
o FeCl; (Sigma- Aldrich)
¢ H,SO, (Fermont)
o HCl (Fermont)
* NaNO, (J. J Baker)
e NaOH (Fermont)

e Virutas de magnesio

Reactivos de identificacion

e Acido e Liebermann-
Silicotungstico Burchard

¢ Baljet e Ninhidrina

e Borntrager e Rosenthaler

e Felhing e Shinoda

e Dragendorff e Sudan

e Hager

e Keede

Determinacion de
polifenoles
por electroforesis capilar

¢ Buffer de Boratos:
A partir de Na,B,0,*10H,O
(J. J Baker)
50 mM, pH=9.4

e Etanol (Fermont)
e NaOH (Fermont)

e Mezcla de etanol-agua
(50:50), (70:30) y (30:70)

e Agua desionizada
(18.2MQ)

Estandares (Sigma- Aldrich)

e -(-)Epicatequina

e Acido ascorbico

e Acido clorogénico

e Apigenina

e (+)-Catequina hidratada
e Kaempherol

¢ Quercetina hidratada

¢ Rutina

35

Cuantificacion de
flavonoides por
espectrofluorimetria

e Cloruro de Terbio
hexahidratado (Sigma-
Aldrich)

¢ Quercetina hidratada
(Sigma- Aldrich)

o Tris(hidroximetilamino)
metano (Sigma- Aldrich)
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6.4 EQuIPOS

Equipo de Eletroforesis Capilar P/ACE MDQ, Beckman Coulter Capillary.
Electrophoresis System con detector de arreglo de diodos (DAD) y cartucho con
apertura No.8 (800 um) (Fullerton, CA, USA), 32 Karat, Software.

Espectrofotometro de Fluorescencia RF-5301PC, Shimadzu Scientific Instruments, Inc.
(Columbia, MD USA). Personal Fluorescence Software, Version 2.00.

Agitador magnético Mirak ~ Digital Thermolyne SP 72725.

Balanza analitica BOECO (Alemania).

Bafio de ultrasonido Transsonic T570 Elma ® (Alemania).

Centrifuga Allegra™ 21, BeckmanCoulter (Fullerton, CA. USA).

Desionizador Milli-Q™ Millipore, (MA USA).

Termobalanza OHAUS®, MB45 (USA).

pH-metro sensION™ + PH31 Hach (Italia).

Picadora clasica 1, 2,3, Moulinex®.

Tamices (Malla No.: 40, 50, 60, 80, 100, 120).
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6.5 TAMIZAJE FITOQUIMICO

El tamizaje fitoquimico permitié determinar cualitativamente los principales metabolitos secundarios presentes en la especie vegetal
Tagetes nelsonii Greenm.

i i * Planta
5 g de planta
Extraer con 50 mL de hexano, en sonicacidn por 90 min. Extraer con 50 mL de acetato de etilo, en sonicacidn por 90 min.
** Planta
s ==l
. Baljet Cloruro i i [ i
Borntrager Lisbemainn Baljet Sudan Dragendorff ] i Fehling | Ninhidrina Rosenthaler Espuma
Burchard
- - Resto del extracto concentrar a seco
|
Anadir 10 mL de HCI al 10%, calentar y filtrar
B **Planta N
| Residuo Lavados dcidos
Extraer con 50 mL de etanol-agua (50:50), en sonicacién por 90 min Redisolver en 4 mL de cloroformo 1 mL Dragendorff
| | Lavar 2 veces con 10 ml de cloroformo
| *** Planta Bérntrager Lierbermann
: Burchard Ajustar pH=9 con amoniaco
Espuma Acetato  Felhing Shinoda Baljet Kedde Gelatina CiloroTormo
de
Acidificar  Sodio
Fase acudsa Fase organica
Borntrager
Dragendorff  FeCl; Shinoda
L — Concentrar a seco
Baljet Shinoda

Figura 6.4 Marcha fitoquimica para la determinacion presuntiva de los metabolitos presentes en Tagetes nelsonii G.
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6.6 MOLIENDA

Se realizd la molienda de la parte aérea de la chilchahua en una picadora clasica 1, 2, 3
marca Moulinex® (Figura 6.5), bajo las condiciones mostradas en la Tabla 6.1:

Tabla 6.1 Condiciones de molienda de la chilchahua (Tagetes nelsonii G).

| Muestra  Tiempodemolienda  Partesdelaplanta

A 1 minuto Hojas, flores y tallos

3 minutos Hojas, flores y tallos

p -

Figura 6.5 Molienda de Tagetes nelsonii G. A (1 min), B (3 min).

6.7 HUMEDAD

La humedad se determind en una termobalanza pesando 0.519 g de muestra A y 0.513 g de
muestra B.

La humedad se determin6 automaticamente por el equipo después de un tiempo de 10
minutos.

6.8 TAMANO DE PARTICULA

Se seleccionaron 5 tamices (Mallas No.: 40, 60, 80, 100, 120).

Dichos tamices fueron apilados de abajo hacia arriba comenzando con la malla 120 hasta la
malla 40.

Se peso6 2.00 g de la muestra A poniéndolo sobre la malla 40.

En seguida se colocaron todos los tamices apilados sobre un vibrador mecanico y se puso
en marcha durante 5 minutos.

Se repiti6 el procedimiento pesando 2.06 g de la muestra B.
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6.9 PLANEACION DE LOS EXPERIMENTOS PARA ENCONTRAR LAS MEJORES
CONDICIONES DE EXTRACCION DE POLIFENOLES

Para obtener las mejores condiciones para la extraccion de los polifenoles, se planed un
disefio experimental factorial completo 2°. La tabla 6.3 muestra los diez experimentos
obtenidos con ayuda del software Design expert®, para un analisis a fondo de factores
como: el proceso de extraccion, tamafio de particula y composicion hidroalcohodlica, con el
fin de obtener los modelos experimentales mas representativos. Cabe mencionar que dicho
software se utiliz6 Unicamente para obtener todas las combinaciones experimentales de
acuerdo a las 3 variables introducidas (a 2 niveles) siendo:

6.2 Factores y niveles utilizados en el disefio experimental 2°

Factores Nivel (+1) Nivel (-1)
Composicion del disolvente (% de etanol en agua) 70 30
Tipo de extraccion maceracion sonicacién
Tamafio de particula (No. malla) 40 60

Cabe aclarar que del disefio 2° se obtienen 8 experimentos, mas 2 repeticiones del punto
central por lo que suman 10 experimentos. Cada experimento fue sometido al andlisis por
electroforesis capilar y los resultados obtenidos se discuten en los siguientes apartados.

Tabla 6.3 Experimentos propuestos del diseiio 2° obtenido con el software Design expert®.

Experimento Etano(}/o— Agua e)'(rtirl:::((:ii?’)n No. Malla Acréonimos
01 50 Sonicado 50 50S50
02 70 Sonicado 60 70560
03 30 Sonicado 60 30560
04 70 Macerado 60 70M60
05 30 Macerado 60 30M60
06 30 Macerado 40 30M40
07 70 Macerado 40 70M40
08 30 Sonicado 40 30540
09 70 Sonicado 40 70540
10 50 Macerado 50 50M50
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6.10 OBTENCION DEL EXTRACTO ETANOLICO

6.10.1 Extraccion por maceracion dinamica

Se peso 1.0 g de la muestra molida de chilchahua, en seguida se adicion6 10 mL de etanol.
Se selld con papel Parafilm® y se dejé macerando con agitacion durante 12 horas,
protegiéndolo de la luz para evitar la degradacion de los compuestos presentes en la planta.
Posteriormente se trasvasoé el extracto a tubos de centrifuga de polisulfona y se centrifugé a
8000 rpm por 15 minutos.

El sobrenadante se filtr6 a través de acrodiscos milipore de 0.45 um de tamafio de poro, y
finalmente el filtrado fue sometido al proceso de separacion por electroforesis capilar.

6.10.2 Extraccion asistida por ultrasonido

Se pes6 1.0 g de la muestra molida de chilchahua, a continuacion se adicioné 10 mL de
etanol, se selld con papel Parafilm® y se someti6 a sonicacién por un periodo de 90
minutos. Posteriormente se trasvasé el extracto a tubos de centrifuga de polisulfona y se
centrifug6 a 8000 rpm por 15 minutos.

El sobrenadante se filtr6 a través de acrodiscos millipore de 0.45 pum de tamafio de poro, y
finalmente el filtrado fue sometido al proceso de separacion por electroforesis capilar.

6.11 SEPARACION E IDENTIFICACION DE POLIFENOLES POR ELECTROFORESIS
CAPILAR

Caracteristicas del capilar para electroforesis:

= Capilar: Capilar de silice fundida con recubrimiento externo de poliimida.
»= Diametro interno: 50 pum.

= Longitud total: 52.0 cm.

= Longitud al detector: 41.5 cm.

= Cartucho con apertura: #8

= Equipo de deteccion: DAD 200 nm

En la tabla 6.4, se resume el procedimiento llevado a cabo, cuyas condiciones se
mantuvieron durante la separacion e identificacion de compuestos fendlicos.
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No.

v A WNBR

No.

A WN =

No.

AIWNE

No.

6.12 IDENTIFICACION DE COMPUESTOS FENOLICOS PRESENTES EN LA

Los compuestos polifendlicos presentes en la chilchahua se identificaron emplenado
electroforesis capilar, mediante la adicion de estandares puros al extracto optimizado. Se
reconocid la sefial aumentada y consecuentemente se realizd la comparacion de los
espectros de absorcion de las sefiales fortificadas con respecto a la de la muestra (Anexo 11.

2).

Tabla 6.4 Metodologia utilizada en la separacion de polifenoles por electroforesis capilar.

Accion

Lavado
Lavado
Lavado
Lavado

Lavado

Accion

Enjuague
Enjuague
Enjuague
Enjuague

Acondicionamiento del capilar nuevo

Medida

Presion
Presion
Presién
Presién
Presion

Medida

Presién
Presién
Presion
Presion

Valor Tiempo
(psi) (min)
20 3
20 10
20 2
20 3
20 10

Temperatura
(°C)
25
40
25
25

25

Lavado de inicio de dia

Valor
(psi)
20
20
20
20

Tiempo
(min)
2
10
2
10

Solucion

Agua desionizada
NaOH 0.1 M
NaOH 0.1 M

Agua desionizada

Buffer Boratos 50 mM

Solucién

Agua desionizada
NaOH 0.1M
Agua desionizada
Buffer Boratos 50 mM

Separacion de compuestos fenodlicos (Deteccién a 200 nm)

Accién
Enjuague
Inyeccion

Espera

Separacion

Accion
Lavado
Lavado
Lavado

Medida
Presidn
Presidn

Voltaje

Medida
Presion
Presiéon
Presidon

CHILCHAHUA

Valor Tiempo
40 psi 15 min
0.5 psi 5s
------ 05s
27 kV 30 min
Lavado final de dia
Valor Tiempo
20 psi 3 min
20 psi 10 min
20 psi 5 min

——
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Solucion
Buffer Boratos 50 mM
Muestra
Buffer Boratos 50 mM
Buffer Boratos 50 mM

Solucién
Agua desionizada
NaOH 0.1M
Agua desionizada
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6.13 CUANTIFICACION DE FLAVONOIDES TOTALES POR ESPECTROFOTOMETRIA
DE FLUORESCENCIA

La cuantificacion de flavonoides totales fue realizada siguiendo la metodologia reportada
por Shaghaghi M. (2009), basada en la formaciéon de un complejo fluorescente de terbio-
flavonoide, detectado por el equipo de fluorescencia a una intensidad maxima de emisioén
de 545 nm y 310 nm de excitacion.

Para ello se elabor6 una curva de calibracion de estandar externo, con siete concentraciones
que van de 0 a 2.033 pg/mL, utilizando quercetina estandar como patron.

6.13.1 Preparacion de los sistemas

- La curva de calibracion se realizd a partir de una solucién etandlica de quercetina
hidratada estandar, 1000 ppm (pug/mL, Solucion A), enseguida se tomd 5 mL de la
solucion A y se llevo a un aforo con agua de 10 mL (Solucion. B), nuevamente se tom6 2
mL de la soluciéon B y se aford con agua a 100 mL (Solucion Stock, 10.16 ppm)

- Cloruro de Terbio 0.01M

- Solucion Buffer de Tris(hidroximetilamino)metano 0.05 M, pH=7.0

Tabla 6.5 Sistema preparado para la elaboracién de la curva de calibracion de patrén externo (quercetina
como patron).

Sistema [ppm] Buffer Boratos Terbio Stock de Quercetina

[mL] [mL] [mL]
0 0.5 4 0

0.203 0.5 4 0.5
0.406 0.5 4 1
0.813 0.5 4 2
1.219 0.5 4 3
1.626 0.5 4 4
2.033 0.5 4 5

6.13.2 Determinacion de la longitud de onda éptima:
Se defini6 la longitud de onda Optima, determinando el espectro de emision de cada

sistema, en un rango de 400-700 nm, una longitud de onda de excitacién de 318 nm, y una
abertura de rendija de 5 nm.
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6.13.3 Cinética de reaccion Tbh-quercetina

La cinética de degradacion del complejo terbio-quercetina se realizo utilizando la solucion
mas concentrada (2.033 ppm) del sistema mostrado en la tabla 6.5, bajo las siguientes
condiciones:

e Longitud de onda de excitacion: 318 nm.

e Longitud de onda de emision: 546 nm

e Abertura de rendija: 5 nm

e Tiempo de analisis: 8 horas, con lecturas por minuto.
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7 RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 REVISION BIBLIOGRAFICA DE Tagetes nelsonii G.

En 1895 E. W. Nelson colectd por primera vez un ejemplar de Tagetes nelsonii G. en
Tumbala Chiapas, para la coleccion del herbario del Museo Nacional de los Estados Unidos
(No. 3314 U.S. Nat. Mus.); mas tarde, en 1903 ¢l botanico Jesse More Greenman realiz6 la
descripcion botanica que asentd en: “New and otherwise noteworthy angiosperms from
Meéxico and Central America” publicado por la revista Proceedings of the American
Academy of Arts and Sciences. Tiempo después, se realizaron otras descripciones de la
planta por. R. T. Neher, 1958, R. E. Delgado-Montafio,1983 y A. Soule en 1993,
concluyendo en la misma descripcion botanica (JSTOR, 2008).

Villasefior y Ortiz (2013) aseveran en sus estudios botanicos acerca de la familia
Asteraceae, que tan sélo en la region Altos del estado de Chiapas existen 870 especies de
vegetales, de los cuales 126 pertenecen a la familia Asteraceae y 13 de ellas se restringen
exclusivamente a Chiapas y Guatemala, entre ellas Tagetes nelsonii G.

Hasta ese momento, los datos recabados fueron meramente botanicos y la informacion de
sus propiedades medicinales Uinicamente se conocia por los nativos de la region.

En 1996 Ann y Brent Berlin publican Medical ethnobiology of the Highland Maya of
Chiapas, México: The gastrointestinal diseases, en cuya obra mencionan su importante
investigacion sobre la diversidad de plantas medicinales que usan los tzotziles y tzeltales
para el tratamiento de enfermedades gastrointestinales y otros padecimientos. Asi mismo,
se indica que en la region de Los Altos de Chiapas se reportan alrededor de 1600 plantas
medicinales, de las cuales 64 integran el llamado cuadro bésico de la farmacopea tzeltal-
tzotzil. Los autores, enfatizan que las investigaciones realizadas van acompafiadas de un
sustento cientifico:
“In this volume on the medical ethnobiology of the tzeltal and tzotzil Indians, two
Maya-speaking peoples who reside in the Highland of Chiapas, México, we present
evidence that confirms the scientific bases of traditional medicine. Our data show
that the Highland Maya have developed a large number of herbal remedies based on
an astute understanding of the signs and symptoms of common disease conditions.
Furthermore, the potential therapeutic efficacy of Maya herbal medicine is
suggested by laboratory studies on the pharmacological properties affecting the
agents associated with the ethnomedically identified clinical signs and symptoms
that correlate closely with biomolecular medical disease categories.” (Berlin &
Brent, 1996, cap. [, p. 4)

Entre las plantas estudiadas, se encuentra Tagetes nelsonii G., que contribuye a la mejora
del enfermedades gastrointestinales, parasitarias y el dolor de cabeza. Sin embargo, en la
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tabla 7.1 extraido directamente del libro, no se reporta la demostracion cientifica de esta

planta.

Tabla 7.1 Algunas especies del cuadro basico de la farmacopea tzeltal - tzotzil de Los Altos de Chiapas.
[Extraido de Brent & Berlin, (1996)].

Brugmasia candida (Solanaceae)
Ricinus communis

Sambucus mexicana
(Caprifoliaceae)
Satureja brownei (Lamiaceae)
Bryophyllum bipinnata

Tagetes nelsonii

Rhus terebinthifolia (Anacar.)
Rubus coriofolius (Rosaceae)
Nicotiana tabacum (Solanaceae)

Solanum americanum (Solanaceae)

Gautheria odorata Wild.
Buddleia americana L.
Buddleia crotonoides A. Gray

Salvia cinnabarina M. & G.
Salvia polystachya Ortega
Ranunculus petiolaris H. B.K. ex DC

Senecio salignus DC.
Ricinus communis L.
Salvia cinnabarina M. & G.
Salvia Rubiginosa Benth

Actividad antimicrobiana, antiinflamatoria,
“caliente”, bactericida, catartico,
anticonceptivo, cianogenético, emoliente,
veneno mortal, lactogogo, laxante,
purgante, ténico, vermifugo

Anodino, expectorante, febrifugo,
hidragogo, sudorifico, “frio”

Antimicrobiano, “frio”
(“Caliente”)
(ver arriba)

“En panama se usa en gotas en 0jos
inflamados”

“Frio”

Antibidtico, anticancerigeno

Analgésico, anodino, diurético, hipnético.

Antiséptico

Anodino
(Ver arriba)

El Dr. Xavier Lozoya y colaboradores realizan una investigacion interdisciplinaria
indicando que el extracto etandlico de Tagetes nelsonii G. en combinacion individual con

Ageratina ligustrina, Smallanthus maculantus y Tithonia diversifolia, poseen actividad
antitumoral sobre las lineas celulares cancerigenas P388 y KB. (Lozoya, Tortoriello,

Villarreal, Berlin, & Berlin, 1996)
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Ezequiel Viveros, en el afio 2013, realiza una investigacion sobre el efecto terapéutico de
distintas plantas medicinales sobre enfermedades gastrointestinales (Tabla 7.2),
mencionando que Tagetes nelsonii G, posee actividad antibacterial, a su vez concluye que
dicha planta se destaca por su posible presencia de compuestos con potencial
antineoplésicos.

Tabla 7.2. Especies medicinales usadas popularmente para el tratamiento de enfermedades
gastrointestinales en Chiapas, México (Viveros, 2013).

Nombre -
s - Desorden Actividad Formade
cientifico/nombre Familia Parte : . s .
gastrointestinal bioldgica uso
popular
Salvia his;?dnica L. Labitae semilla .La{(ant(?,e Antioxidaln.te Crudo
Chia indigestion Espasmolitico
Satureja macrostema Dolor de estémago
(Benth) Labiatae Hoja/ tallo Indigestion Espasmolitico Infusion
Satureja Cdlicos
Stevia ovata . . . . .
Asteracea Hoja Dolor abdominal Antibacterial Infusion

Pericén
Smallanthu smaculatus
(Cav.) Asteracea Hoja/raiz Parasitos Espasmolitico Infusion
H. Robinson K’ail

Solanum nigrescens
Laxante

Martens & Galeotti Solanaceae Hoja " Antifungico Infusion
. Gastritis
Hierbamora
Tagetes erecta L. . Diarrea . . .
g . Asteracea Hoja i Antibacterial Infusion
xpujuk Dolor de estémago
Tagetes nelsonii . Diarrea, parasitos . . L
. Asteracea Hoja/tallo ’ L Antibacterial Infusion
Chilchahua ja/ dolor abdominal
, .. . . Infusion
Talisa oliviformis . Dolor abdominal, . .
Asteracea Hoja . . Antibacterial
Guaya fiebre, diarrea
Verbena litoralis . Dolor de estémago, L .,
Verbenaceae Hoja L Espasmolitico Infusion
Verbena vomito
Vernonia leiocarpa DC. . Dolor de estdmago, . . L.
P Asteracea Hoja/flores g Antibacterial Infusion

Batz'itzelo-pat nauseas, diarrea

Finalmente, Espinoza y colaboradores (2013), reportan los resultados positivos de la
actividad antibacteriana y las propiedades farmacognodsticas de Tagetes nelsonii G. Discute
la importancia del consumo de esta planta por los pobladores de San Cristobal de Las Casas
para el tratamiento de enfermedades infecciosas digestivas y hace énfasis en que existe
escasa informacion sobre su actividad biolodgica y nula sobre los componentes quimicos de
esta especie vegetal.
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7.1.1 Sinonimia popular

Respecto a los nombres populares designados a Tagetes nelsonii G., el Programa de
Colaboraciéon sobre Medicina Indigena Tradicional y Herbolaria (PROCOMITH), en su
publicacion de 1990, reporta algunos nombres con los que se denomina a dicha especie
segun la etnia y region del estado de Chiapas (Tabla 7.3).

Tabla 7.3 Nombres populares en lengua tzeltal y tzotzil utilizados por los nativos de cada region en el
estado de Chiapas para nombrar a T. nelsonii. (PROCOMITH, 1990)

Municipios Municipios
Nombre popular . Nombre popular
tzeltales tzotziles
Pay te’ Tzis chauk
Amatenango i Chamula
Pay te” wamal Yama chauk
, . San Andrés .
Cancuc Muk’ul majtas . Tzis chauk
Larrainzar
Chanal Muk’ul majtas

Majtas nichim
Oxchuc , . . . . .
Muk’ul majtas Zinacantan Tzis chauk tz'i’lel

. Tusus wamal
Tenejapa L
Muk’ui majtas

7.2 REGISTRO ETNOBOTANICO

Seguin estimaciones de la Organizacion Mundial de la Salud (2002), més del 80% de la
poblacion mundial, especialmente en los paises en desarrollo, utiliza tratamientos
tradicionales a base de plantas para sus necesidades de atencion primaria de salud. No
obstante, en esos paises ha ocurrido una pérdida importante del conocimiento tradicional
sobre el uso de plantas medicinales y ademas, su disponibilidad se ha visto reducida por la
degradacion de los ambientes naturales. En este contexto, la investigacion etnobotanica
puede ayudar a evitar la pérdida de dicho conocimiento y proteger, simultineamente, la
biodiversidad.

7.2.1 Descripcion geografica del area de estudio

La regioén de Los Altos se localiza en la parte central del estado de Chiapas, limita al norte
con las regiones Norte y Selva. Tiene una extension territorial de 3,770.35 Km?®, que
representa el 4.86% de la estatal (INEGI, 2011).
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Pertenece a la Altiplanicie Central, su topografia es montafiosa con valles. Las rocas
predominantes son calizas que dan origen a grutas y dolinas, ademas de rocas de origen
volcanico.

Los suelos son delgados y pedregosos y en la mayoria de los casos presentan pendientes
considerables.

El clima es templado subhimedo con lluvias en verano. La temperatura promedio anual es
de 14.8°C, con una precipitacion promedio anual de 1,227 mm. La época fria presenta
temperaturas de hasta -3°C con presencia de heladas.

La vegetacion es de bosques de pino y encino, predominando uno sobre otro de acuerdo a
la altitud (Orozco, 2002).

7.2.2 Estudio etnobotanico

Para la investigacion etnobotanica sobre el conocimiento y uso de Tagetes nelsonii G., se
entrevistd a una poblacion total de 60 habitantes de la zona Altos del estado de Chiapas
(Tabla 7.4), con edades entre 15 a 82 anos de edad, de los cuales:

18 informantes son de San Cristobal de las Casas, 9 de San Andrés Larrainzar, 9 de
Yabteclum, 9 de San Juan Chamula, 8 de Aldama, y 7 de San Pedro Chenalh6 (Figura 7.1)

Tabla 7.4. Distribucidon de la poblacion en los municipios entrevistados de la region Altos del estado de
Chiapas (INEGI, 2011)

Q w < w
g 5 3 B 3 s = > = 3
w o -+ 0 S5 Q. )
L o 2 g o P o 3 = o 35 1
5 9 O 5 5 32 o c L
o w 9 N € o 3 5 o
) ] N5 c > 3 o = =
o w o L o 3 o 3
) 7
No.
i 185,917 20,349 675 76,941 5,072 36,111
Habitantes

Poblacién total entrevistada

B San Cristébal de las Casas
M San Andrés Larranzar

M Yabteclum

M San Juan Chamula

H Aldama

 San Pedro Chenalhd

Figura 7.1 Poblacion total entrevistada de la zona Altos del Estado de Chiapas.
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Del total de la muestra, 31 son mujeres (51.66 %) y 29 hombres (48.33 %).

Las actividades laborales de los encuestados son variables (Figura 7.2), se encontr6 que
todas las personas dedicadas al hogar son mujeres, la poblacién de estudiantes se encontrd
mas homogénea en cuanto al género, otros realizan distintos oficios como la agricultura,
carpinteria, albafileria asi como elaboracion y venta de artesanias, en su mayoria hombres.
La cantidad de profesionistas encontradas para la entrevista fue la mas baja con respecto a
la poblacion total (n=60).

Algunos médicos tradicionales son muy conocidos en su localidad por efectuar labores
curativas exitosas, otros son poco conocidos y se dan a conocer a través de su participacion
en actividades religiosas; o bien, se involucran en programas de rescate y difusion de las
practicas curativas con plantas medicinales, como el que se realiza en el Museo de
Medicina Maya en San Cristobal de Las Casas.

14 B Hombres W Mujeres

[
o O 9N

Poblacion total n =60
(o))

Profesionistas  Estudiantes Amas de casa Médicos Hierberos Otros oficios
tradicionales (vendedores)

Figura 7.2 Actividades a las que se dedican los encuestados.

7.2.3 Reconocimiento de la planta

En cuanto al reconocimiento del ejemplar mostrado durante la entrevista, los resultados
(Figura 7.3) demostraron que de la poblacion total (n=60):

- El 68% reconocio un ejemplar de Tagetes nelsonii G. Asi como su manejo y uso
terapéutico, asi también afirman de manera undnime que es facilmente distinguible
por el aroma caracteristico que presenta la planta y las flores amarillas.

- El127% desconoce la planta.

- El 3% reconocié el ejemplar, pero no saben exactamente de sus propiedades
medicinales.

- El 2% confundi6 el ejemplar, con otra planta.
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45 1 68 %

Si conocen No conocen La conocen, perono  Confundieron el
exactamente sus ejemplar
propiedades

Figura 7.3 Resultados arrojados de la entrevista semiestructurada, realizada en las seis localidades del
estado de Chiapas.

7.2.4 Obtencion

En San Juan Chamula, San Andrés Larrainzar, San Pedro Chenalh6 y Aldama consiguen la
planta en los montes, veredas, milpas, laderas, terrenos y orillas de camino. Algunos de
ellos ya la cultivan en los patios de sus casas.

La identifican principalmente por su olor caracteristico, asi también por sus hojas verdes
oscuras y su tallo recto. Cuando esta en periodo de floracion por sus flores amarillas en
racimos.

En San Cristobal de Las Casas es posible conseguirla en los mercados donde esta a la venta
la planta fresca recién cortada o bien ejemplares en macetas (Figura 7.4).

Figura 7.4 Venta de Tagetes nelsonii G. en el mercado principal “José Castillo Tielmans”, ubicado en San
Cristobal de Las Casas, Chiapas. [Fotografias de Edith Bibiana Diaz Gutiérrez]. Archivo de autor.




7.2.5 Nombres populares

La poblacion que reconoce el ejemplar de Tagetes nelsonii G. muestra una marcada
diferencia en cuanto a su denominacion, ya que en San Cristobal de Las Casas es conocido
popularmente con el nombre de chilchahua, chilchagua, chijchahua o chichagua, en San
Pedro Chenalh6, Yabteclum y Aldama se le concoce a esta planta en lengua tzotzil como
tzis chauk o chix chauk, y en San Juan Chamula se le conoce como tzis chauk tz i 'lel.

Estos nombres fueron escritos en referencia a los nombres publicados por PROCOMITH en
1990 de acuerdo a la pronunciacion y gramatica de la lengua tzeltal y tzotzil, debido a que
la poblacion entrevistada solo sabe pronunciarla, pero no escribirla.

7.2.6 Uso medicinal

Los informantes aseguran que Tagetes nelsonii Greenm, es usado por la comunidad tzotzil,
para el tratamiento contra la salmonelosis, parasitosis intestinal y enfermedades infecciosas
gastrointestinales denominadas por la poblacion como “dolor de estdémago”, a su vez,
afirman que se obtiene un efecto paliativo frente malestares tales como la diarrea, dolor de
cabeza, escalofrios, fiebre, dolor de articulaciones y un mal conocido entre algunos
tzotziles de mayor edad, con el nombre de “chalam tzotz” que lo describen como un
calentamiento de la cabeza, seguida de fiebre, hinchazén en la cara y caida de cabello. Asi
también hay quienes afirman que controla la tos y el sangrado de nariz (Figura 7.5).
Combinado con la planta “verbena”, es usado contra la disenteria.

40 -
35 4
30 -
25 -
20 A
. 15 4
10 -

parssios |

Tos

Chalam tzotz -

Fiebre
Disenteria (uso

Diarrea

Escalofrios -

combinado)

No. menciones

o wn

1 1
Salmonelosis —

Dolor de huesos I

Dolor de cabeza
Sangrado de nariz -

Dolor de estomago

Figura 7.5 Uso medicinal de Tagetes nelsonii Greenm.
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7.2.7 Partes utilizadas

El 54% de los informantes concuerdan que las propiedades medicinales de Tagetes nelsonii
G. se encuentran en las hojas, y el 46%, (entre ellos los médicos tradicionales), utilizan toda
la parte aérea de la planta, es decir, hojas, flores y tallo para un tratamiento efectivo.
(Figura 7.6).

25 ~ 54%

20 A

46%

15 -

10 -~

no. menciones

Hojas Todo (Hojas, flores y tallo)

Parte utilizada

Figura 7.6 Partes de Tagetes nelsonii G. que usan como recurso medicinal

7.2.8 Modo de preparacion y via de administracion

En este estudio se identificaron cuatro formas empleadas de preparacion de Tagetes

nelsonii medicinal (Figura 7.7):

Machacado o machucado

Licuado

En té

Gotas medicinales

El 28% de los informantes menciona la siguiente forma de preparacion:
Es necesario recolectar un pufiado de planta fresca (aproximadamente 50 g),
enseguida colocarlas sobre un recipiente con agua potable y machucarlo con piedra,
molcajete o frotado con las manos. El concentrado es bebido de dos a tres veces al
dia durante el periodo de enfermedad.

El 55% realiza el procedimiento anterior en una licuadora.

El 16% prepara una infusion del material vegetal como a continuacion se presenta:
Se pone a fuego lento un poco de agua potable (1 taza aproximadamente.) y cuando
esté a punto de hervor se agregan de 3 a 4 ramitas de la planta fresca, y se tapa. Se
deja hervir de 3 a 5 minutos. Luego se entibia y se toman de dos a tres veces al dia
dependiendo del caso.
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El 1 % realiza una extraccion con una bebida alcoholica denominada pox', a partir de ésta
se realizan diluciones con agua y pox para la elaboracion de las gotas medicinales.

25
20
(7]
(]
[ =
2 15
(8]
5 55 %
S 10 °
g
5 28 %
16% 1%
0
Machacado o Licuado Enté Gotas medicinales
machucado
Modo de preparacion

Figura 7.7 Modos de preparacién de Tagetes nelsonii Greenm utilizados por los informantes de la zona de
estudio.

La mayoria de los informantes coincide en que independientemente de la forma empleada
para la preparacion de Tagetes nelsonii G., es mejor utilizarla en fresco para obtener
mejores resultados curativos, sin embargo, es posible usar la planta seca usando las mismas
formas de preparacion considerando que la efectividad es menor que en el consumo crudo.

De acuerdo al conocimiento popular, la administracion de Tagetes nelsonii depende de los
signos y sintomas del padecimiento (Tabla 7.5).

Para el tratamiento de la salmonelosis, parasitosis, dolor de estémago, diarrea, fiebre, dolor
de cabeza, escaloftrios y tos, es fundamental la administracién del concentrado acuoso via
oral, de dos a tres veces al dia dependiendo del malestar. O bien, consumir 20 gotas
medicinales (extracto en pox) diluido en un vaso de agua; en ambos modos, no se
recomienda en mujeres embarazadas y con respecto a las gotas medicinales no es
recomendable en nifios menores de 5 afios.

Para el dolor de cabeza y de huesos, es necesario realizar una aplicacion topica del extracto
acuoso de la planta, o bien realizar bafios de cuerpo entero o locales con el mismo
concentrado.

"El pox es un destilado de maices criollos, o cafia de azucar y/o trigo. Sus origenes se encuentran en la
cultura Maya, era y sigue siendo usado por terapeutas tradicionales entre los tzeltales y tzotziles durante ritos
y ceremonias religiosas.

En tzotzil y en tzeltal, la palabra Pox significa: 'medicina, curacion'. Pox se refiere también a medicamentos.
Asi, la palabra poxtaiwanej es relativa al médico y poxna es la casa de las medicinas o farmacia. (Page Pliego)

(s.f).
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Tabla 7.5. Via de administracion de T. nelsonii, en los diferentes padecimientos del grupo de estudio.

Via de administracion L.
» Padecimientos Modo
de Tagetes nelsonii G.
Salmonelosis, parasitosis, dolor de
Oral estémago, diarrea, fiebre, dolor de Extracto acuoso o infusidon
cabeza, escalofrios y tos.
L. Fiebre, dolor de cabezay .
Topico ) ) Hojas machacadas en agua
articulaciones.
Concentrado de hojas

Bafios Dolor de huesos o
machacadas en agua tibia.

7.2.9 El conocimiento popular

El conocimiento tradicional de la especie 7. nelsonii ha sido muy diversa. Los resultados
obtenidos muestran que el 56% de los informantes obtuvo la sabiduria directamente de sus
abuelos y bisabuelos de manera oral y practica, el 23% de sus padres y familiares cercanos,
el 13% de personas locales (vecinos, compadres, médicos tradicionales, hierberos y
personas ajenas a ellos), el 7% obtienen el saber al visitar otras localidades del mismo
estado y el 1% lo adquirieron ellos mismos.

El 87% de los encuestados afirma que los efectos curativos de la chilchahua han sido
comprobados en ellos mismos o en su propia familia y el 11% lo han observado y
escuchado de personas fuera de su dambito familiar. El 2% no recuerda que haya obtenido
algiin efecto en el uso de la planta.

7.2.10 El rescate de la medicina tradicional

La investigacion de campo realizada, denota que el conocimiento medicinal de la planta
proviene de personas mayores, generalmente adultos en plenitud. Ellos enfatizan su
preocupacion al notar el desinterés de los jovenes por el conocimiento de la curacion
ancestral a través de plantas y por no preservarlo, encontrandose en riesgo de desaparecer.

Actualmente existen instituciones y ONG’S en San Cristobal de las Casas que se encargan
de promover el uso y reconocimiento de plantas medicinales como medio alternativo de
prevencion y curacion de enfermedades. Entre las que se encuentra la Organizacion para la
Defensa de la Medicina Indigena Tradicional de Chiapas A.C. (ODEMITCH), que imparte
talleres tedricos y practicos sobre herbolaria medicinal y pone a la venta sus productos.
También se encuentra el Museo de Medicina Maya que forma parte del Centro de
Desarrollo de la Medicina Maya (CEDEMM), encargada de la difusion de las practicas
curativas tzotzil-tzeltal en el estado, forma parte de una diversidad de ambientes
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museograficos que recrean los usos de esta medicina tradicional, ademas de la practica y
recursos terapéuticos utilizados por los médicos tradicionales, a su vez cuenta con un
nimero importante de plantas medicinales y un huerto demostrativo. En 1998 fue acreedor
del Premio Nacional de Museografia Miguel Covarrubias, por parte del Instituto Nacional
de Antropologia e Historia (INAH).

7.3 IDENTIFICACION BOTANICA DEL MATERIAL VEGETAL

La identificacioén botanica fue realizada en el Herbario IZTA, de la Facultad de Estudios
Superiores Iztacala-UNAM (Anexo 11.6), cuyo resultado se muestra en la tabla 7.6.

Tabla 7.6 Identificaciéon taxonémica de un ejemplar de chilchahua, obtenida en el estado de Chiapas

Nombre popular del Nombre Familia No. de
material vegetal cientifico registro

. Tagetes nelsonii
Chilchahua ASTERACEAE 2411
Greenm.

7.4 TAMIZAJE FITOQUIMICO
Se realizd el analisis fitoquimico cualitativo para identificar los principales metabolitos
secundarios presente en la parte aérea de la planta (Tabla 7.8).
Este estudio preliminar aporta datos sobre la composicion quimica de Tagetes nelsonii G.

Para el extracto se utilizaron tres disolventes de menor a mayor polaridad (Tabla 7.7)

Tabla 7.7. Extractos utilizados para la realizacion del tamizaje fitoquimico.

Disolvente Polaridad
Hexano No polar
Acetato de etilo Polaridad intermedia
Etanol-agua (50:50) Polar
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Tabla 7.8. Resultados del tamizaje fitoquimico de Tagetes nelsonii G.

Extracto Extracto Extracto
Metabolitos Prueba . Etanol-agua
Hexano Acetato de etilo
(50:50)
Alcaloides Dragendorff - + -
Alcaloides Hager NR - NR
Alcaloides Ac. Silicotungstico + NR NR
Aceites esenciales Sudan + NR NR
Aminas Ninhidrina NR - NR
Aztcares reductores Felhing NR - -
Cumarinas/Comp. -
. / P Baljet - +
Lactdnicos -
Fenoles FeCls - + +++
Flavonoides Shinoda NR ++ ++
Reaccién
Flavonoides NaNO,—Al (NO;);— - NR ++
NaOH
Glicosidos
s Kedde NR NR +
Cardiotdnicos
. . Residuo: +
Quinonas Borntrager + NR
Fase organica: -
Saponinas Espuma NR ++ ++ +
Saponinas Rosenthaler NR + NR
Triter Lieberman-
pen.os v/o + ++ NR
esteroides Burchard

Simbologia: ++ +: Abundante ++:Moderado +:Escaso *:Dudoso -:Negativo NR: No realizado

En la tabla 7.9, se encuentran los resultados obtenidos del tamizaje fitoquimico.

La polaridad del extracto influye mucho en el tipo de metabolitos encontrados. Asi pues, en
el extracto hexanico se identificaron alcaloides, aceites esenciales, quinonas y triterpenos
debido a que estos metabolitos tienen la caracteristica comun de ser solubles en disolventes
no polares.

En el extracto con acetato de etilo, fue posible encontrar en cantidades moderadas
saponinas y triterpenos, asi como alcaloides, flavonoides, fenoles y quinonas.
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Al aumentar la polaridad del disolvente se tiene una solubilidad parcial de metabolitos mas
polares, de este modo las saponinas de tipo heterdsido se solubilizan mejor en disolventes
polares y las sapogeninas son mas solubles en disolventes organicos no polares.

Finalmente en el extracto realizado con etanol-agua (50:50), se observa la presencia de
fenoles simples y saponinas en abundancia que se destacan por ser solubles en mezclas
hidroalcohdlicas. También se encontraron flavonoides y en menor cantidad cumarinas y
glicosidos cardiotdnicos

Tabla 7.9. Metabolitos secundarios identificados en Tagetes nelsonii G.

Abundante Moderado Escaso
(+++4) (++) (+)
Alcaloides
Aceites esenciales
Quinonas
Triterpenos
Saponinas Alcaloides
Triterpenos Flavonoides
Flavonoides Fenoles
Quinonas
Fenoles . Cumarinas
. Flavonoides L, s
Saponinas Glicésidos cardiotdnicos

La informacion quimica y farmacologica de la chilchahua es escasa y dado que el objetivo
de este proyecto esta centrado en los compuestos fenolicos, se llevd a cabo un ensayo

quimico preliminar de compuestos fenolicos en tres partes de la planta: hojas, flores y tallos
(Tabla 7.10).

Tabla 7.10 Pruebas preliminares de identificacion de compuestos fendlicos en las hojas, flores y tallos de
Tagetes nelsonii G.

Prueba de identificacion Metabolitos Hojas Flores Tallo
FeCl; Fenoles +++ +++ +++
Shinoda Flavonoides ++ + +
NaNO,—Al (NO;);—NaOH Flavonoides +++ +++ ++
Simbologia: ++ + : Abundante ++:Moderado +:Escaso ~:Negativo
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Los resultados indican que en las tres partes de la planta se encuentran los compuestos
fenolicos, siendo en las hojas mas abundante; no obstante también resulta significativa la
presencia de estos metabolitos en las flores y tallos. (Tabla 7.10). Por ello, se trabajo
conjuntamente la parte aérea de la planta.

7.5 MOLIENDA

En la tabla 7.11 se observa que existe una mayor retencion de muestra A en la malla
nimero 60, la muestra B es retenida en mayor cantidad en la malla nimero 40. Por
consiguiente, se seleccionaron estos dos tamafios de malla como variables para la
realizacion del disefio experimental.

7.11 Determinacion del nimero de malla 6ptima para la extraccion de polifenoles en la chilchahua de la
muestra Ay B.

Muestra A Muestra B
(8) (8)
Malla Cantidad Malla Cantidad
Peso de malla . .
No. Malla + muestra retenida + muestra retenida
(8)
(8) (8) (8) (8)
40 346.86 347.14 0.86 347.80 1.52
60 379.21 280.35 1.14 279.71 0.5
80 346.95 347.01 0.06 347.03 0.08
100 356.85 356.85 =0 356.85 =0
120 336.61 336.61 =0 336.61 =0
Base 344.56 344.56 =0 344.56 =0

La tabla 7.12, sefala que existe mayor humedad en la muestra A con un tiempo de
molienda de 1 min. En la muestra B la humedad es menor, debido a que hubo mas pérdida
de agua con un tiempo de molienda de 3 min.

7.12 Porcentaje de humedad de las muestras molidas de chilchahua (Tagetes nelsonii G.)

Tiempo de Cantidad %
Muestra . —
molienda (X) Humedad
A 1 minuto 0.519¢ 8.09 £ 0.042
B 3 minutos 0.513g 7.62 £ 0.098
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7.6 SELECCION DE LAS MEJORES CONDICIONES PARA LA EXTRACCION DE LOS
POLIFENOLES

Para realizar este analisis, se comparan los electroferogramas de los experimentos 03, 05,
06, y 08, que corresponden al extracto hidroalcohélico con etanol al 30 %.
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Figura 7.8 Electroferogramas de los mejores métodos de extraccién de polifenoles

La figura 7.8, primeramente, se compararon los experimentos 03 y 05, ambos, han sido
extraidos con la misma proporcion de disolvente y tamafio de malla 60. En el experimento
03 (sonicado) se observan mas picos de extraccion de polifenoles que en el experimento 05
(macerado), donde la extraccion fue casi nula.

En los experimentos 06 y 08 se observa un mayor nimero de picos (que en los
experimentos anteriores). Cabe mencionar que en ambos casos se ha utilizado la malla
numero 40 donde el material vegetal tiene un promedio de tamafio de particula mayor que
en los experimentos anteriores. El experimento 06 extrae pocos fenoles grandes (tipo
flavona) que eluyen a bajos tiempos, mientras que se observan mas sefiales a tiempos altos
donde eluyen los polifenoles pequefios que son mas polares y por ende extraidos de una
forma mas eficiente cuando la proporcion de agua es mayor.

El experimento 08, extrae mejor a los componentes polifenolicos de mayor tamafio, pero la
extraccion de componentes mas pequefios es casi nula.
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Por otro lado, en la figura 7.9, donde se muestran los electroferogramas del experimento 02
(sonicado) y el experimento 04 (macerado) ambos de composicion etandlica al 70 % y
malla 60, demuestran que tienen formas y numero de picos similares, aunque en la
extraccion con el método macerado, los picos tienen una mayor altura.
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Figura 7.9 Electroferogramas de los extractos hidroalcohdlicos 70%, malla 60, por sonicacion (lzquierda) y

maceracion (derecha).
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Figura 7.10 Electroferogramas de los extractos hidroalcohdlicos 70%, malla 40, por maceracion (lzquierda), y
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En la figura 7.10, el experimento 09, muestra un grupo de picos adicionales entre el minuto
11 y 14 que no aparecen en el experimento 07 y aunque el pico del minuto 22 del
experimento 07 es mucho mas alto, se observa también en el experimento 9 es mas
pequefia, pero sin problemas para su integracion.

En general al usar el método de macerado, se obtienen picos mas altos, pero teniendo que
ocupar mayor tiempo en el pre tratamiento de la muestra (12 h.).

Comparando los experimentos 02 y 09, los polifenoles mas pequenios (mas polares) si se
extraen cuando el tamafio de particula es mas pequeiio (malla 60).

Por lo tanto, se puede decir que el mejor método de extraccién se encuentran entre los
experimentos 07 y 09, porque el proceso de macerado (07) extrae mejor los polifenoles de
tamafio pequefio (mas polares) que eluyen a bajos tiempos, mientras que con el método del
sonicado (experimento 09) se logran extraer de forma mas eficiente los polifenoles de
estructura mas grandes, observados en los picos que se obtienen entre 4 y 14 minutos.

La influencia de la composicion etandlica es evidente al observar que los picos obtenidos
de los electroferogramas de los experimentos 03, 05, 06 y 08 (todas de composicion
etanolica al 30%) son significativamente mas bajas que de los electroferogramas 02, 04, 07
y 09 (composicion etandlica al 70%).

A su vez, el tamano de particula influye en el nimero de picos emitidos, puesto que en la
malla no. 60 se obtienen menos picos que en la malla no 40, analizados en los
electroferogramas 02, 04, 07 y 09.

El tipo de extraccion resultod ser conveniente, tanto en el modo macerado como en el modo
asistido por sonicacion. Sin embargo como ya se ha mencionado la maceracién extrae
mejor los compuestos fenolicos mas pequenios y el modo sonicado extrae favorablemente a
los compuestos polifendlicos mas grandes, ademés de tener un mayor ahorro en el tiempo
de extraccion, ya que solo se requirio de 90 minutos.

Sin embargo, elegir el método de extraccion mas adecuado dependera de los picos de
interés.

En este trabajo, se busca un método que proporcione una mejor extraccion en el menor
tiempo posible, obteniendo un mayor numero de sefiales analiticas que permitan poder
identificar los compuestos presentes, por ello se selecciond el experimento 09 (etanol al
70%, sonicado y malla 40).

7.6.1 Perfil electroforético
Una vez elegidas las condiciones Optimas de extraccion de polifenoles para este trabajo, se

procedié a realizar repeticiones del mismo, para comprobar que el perfil obtenido fuera
repetible y posteriormente llevar a cabo una identificacion confiable.
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Inicialmente se hicieron repeticiones en el mismo dia, observando que el perfil fue
completamente repetible (Figura 7.11) al obtener el mismo patron de picos en el
electroferograma.

Posteriormente se analizé el extracto optimizado en dias consecutivos (Figura 7.12) y se
observd que el perfil presenta una mayor variaciéon en los tiempos de migracion, esto
debido a que el extracto se preparaba de nuevo y cambiaba con el dia por lo que el cambio
en la viscosidad de la muestra se vio reflejada en el desplazamiento de los picos en los
electroferogramas. En estos casos y si en un futuro se realizara la cuantificacion, se
recomienda la utilizacion de un estandar interno que elimina este efecto.
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Figura 7.11 Perfil electroforético de la chilchahua repetido el mismo dia.
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Figura 7.12 Perfil electroforético de la chilchahua repetido en diferentes dias.
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7.6.2 Selectividad del método

En la técnica de electroforesis capilar, la diferencia de movilidades de los solutos idnicos,
haran que los analitos migren a través del capilar y lleguen al detector a diferentes tiempos.
Este método es muy selectivo y la separacion de los componentes se realiza a altas
resoluciones. Por ello, la comprobacion de ausencia de interferencias se lleva a cabo con el
detector de arreglo de diodos (DAD); es decir, evaliia si la sefial analitica obtenida
corresponde a uno o mas compuestos y ademds los compara con los correspondientes
espectros de absorcion UV-Vis, comprobando asi la selectividad y separacion en alta
resolucion.

7.7 IDENTIFICACION CUALITATIVA DE COMPUESTOS FENOLICOS PRESENTES EN
LA PLANTA CHILCHAHUA (Tagetes nelsonii G.)

La identificacion de cada compuesto fenolico se efectué adicionando al extracto
(“optimizado”) un estandar que permitidé observar el crecimiento del pico y por ende la
identidad del compuesto polifendlico seleccionado.

Los compuestos fendlicos identificados se muestran en la figura 7.13.
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Figura 7.13 Compuestos fendlicos identificados en el extracto de la planta chilchahua (Tagetes
nelsonii G.).
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La comparacion de los espectros correspondientes del pico obtenido y la del estdndar se
logra gracias a que el equipo de EC permite posicionarse en el pico del electroferograma y
a través de una ventana emergente de la pantalla, muestra el espectro de absorcion (Figura
7.14). De esta forma se identifica el compuesto fendlico, que junto con la informacion de
los tiempos de migracion proporcionan informacion objetiva.
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Figura 7.14 Ejemplo del espectro de absorcidn obtenido mediante el detector de arreglo de diodos (DAD).

La tabla7.13 muestra los tiempos de migracion obtenidos para cada uno de los compuestos

fenodlicos identificados.

En esta tabla se observa que no hay una gran diferencia entre los tiempos obtenidos para el
estandar de referencia y los correspondientes a la muestra.

Tabla 7.13 Tiempos de migracion de los compuestos presentes en la planta con respecto al estandar.

Compuesto identificado

Rutina
Ac. clorogénico
Ac. ascorbico
Apigenina
Kaempferol

Quercetina

——
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Tiempo de migracién X (min)

Muestra Estandar
7.28 6.88
8.79 8.90
7.88 7.78
10.01 9.96
11.21 11.07
11.28 11.7
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Durante el desarrollo de este proyecto se trabajo con un total de 14 estandares de referencia
y solo 6 coincidieron plenamente con las sefiales obtenidas de la muestra vegetal de
chilchahua. (Anexo 11.2M).

7.8 ANALISIS FLUORIMETRICO

7.8.1 Eleccion del pico de emision maximo para la cuantificacion de
flavonoides totales por fluorimetria

Dado que el método de florescencia ofrece una mayor sensibilidad y selectividad, el primer
paso para el desarrollo de la metodologia de fluorescencia consistid en obtener el espectro
de emision del complejo formado por la quercetina con el terbio. La figura 7.15 exhibe los
espectros de emision de la quercetina, el complejo terbio-quercetina y el terbio 0.01M.
Puede observarse que el espectro de la quercetina no es visible a una longitud de onda fija
de excitacion de 318 nm, el terbio 0.01 M. presenta un patron espectral con tres picos
maximos de emision: 491 nm, 546 nm y 639 nm, mismos que se ven intensificados con la
formacion del complejo terbio-quercetina (2.033 ppm), aumentando la fluorescencia y por
lo tanto muy sensible a la cuantificacion de flavonoides totales.

En la figura 7.16 se distingue que la longitud de onda de mayor intensidad para el complejo
Tb-quercetina se encuentra en 639 nm, no obstante ésta no fue seleccionada debido a que al
obtener los espectros a diferentes concentraciones (0 a 2.033 ppm), no se obtuvo una
longitud de onda méaxima proporcional al aumento de la concentracion y al realizar la curva
de calibracidon no mostraba linealidad ni se ajustaba a algin modelo matemadtico en
especifico, pese a las repeticiones realizadas por el comportamiento caotico.

En consecuencia, la eleccion de la longitud de onda 6ptima, se efectud a partir del estudio
de los picos maximos subsecuentes (491 nm y 546 nm), realizando curvas de calibracion
respectivamente y observando que mantuviera la misma tendencia y linealidad entre cada
repeticion; estos resultados se muestran en la figura 7.17, se aprecia que a 639 nm, los
puntos son cadticos y su correlacion lineal es de 0.3139 por lo que se descarta para el
analisis cuantitativo, a 491 nm se observa mayor linealidad con una correlacion de 0.9839,
empero, a 546 nm la correlacion lineal es de 0.9911, demostrando que es la mejor opcion
para cuantificar y expresar fenoles totales en términos de EQ.
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Figura 7.15 Espectros de emision de la quercetina 2.0 ppm, terbio 0.01M y del complejo Th-Quercetina 2.0 ppm. (Excitacion fija: 318 nm.)
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Figura 7.16 Espectros de emision del complejo Terbio-quercetina a distintas concentraciones de trabajo. (Excitacion fija: 318 nm.)
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Figura 7.17 Curvas de calibracién del complejo Th-Quercetina a diferentes longitudes de onda maxima.
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7.8.2 Cuantificacion de flavonoides totales

La tabla 7.14 presenta la cuantificacion de fenoles totales contenido en la muestra de
chilchahua (Tagetes nelsonii G.) en mg EQ/g.

Tabla 7.14 Concentracion de flavonoides totales expresados en mg de quercetina sobre 1 g de planta.

Flavonoides totales

Repeticiones RFU*
P mg EQ**/ 1.0 g de planta
1 66.140 386.28
Extracto de 2 66.222 387.01
Chilchahua 3 66.129 386.19
x 386.49
DE 0.449
%DER 0.116

* RFU: Unidades relativas de fluorescencia (por sus siglas en inglés)
**EQ: Equivalentes de quercetina

La cuantificacion de flavonoides totales en la muestra de chilchahua (7Tagetes nelsonii G.)
fue de 386.49 + 0.449 mg/g de planta (Anexo 11.3).

Esta concentracion fue comparada con la cantidad de flavonoides totales determinadas para
otras plantas del mismo género (Tagetes zipaquirensis, Tagetes sp y Tagetes multiflora),
observando que se reporta elevadas concentraciones de flavonoides, en el caso de Tagetes
multiflora, 220 mg/g y Tagetes spp., 347 mg/g. esta ultima ligeramente debajo de la
determinacion realizada de Tagetes nelsonii G. con 386.49 mg/g (Tabla 7.15).

Tabla 7.15 Contenido de flavonoides totales presentes en algunas especies del género Tagetes.

Contenido de flavonoides .
Vegetal Referencia
totales mg/g

Tagetes zipaquirensis 96.2
Tagetes multiflora 220 (Solorzano, 2014)
Tagetes spp. 347
Tagetes nelsonii G 386.49 Obtenido
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Posteriormente se realizo la comparacion del resultado obtenido con valores reportados de
flavonoides totales en diferentes especies vegetales con el fin de estimar el valor
antioxidante de Tagetes nelsonii G.

Cabe mencionar que estas comparaciones son de distintos métodos de determinacioén de
flavonoides, porque no existen mas referencias acerca de determinaciones basadas en el
método de fluorescencia (Tb-flavonoide sensibilizado).

En la tabla 7.16, se muestra en contenido de flavonoides totales, observando que la
chilchahua (Tagetes nelsonii G.), destaca en cantidad de flavonoides (386.49 mg/g),
comparado con otras plantas y se encuentra tan so6lo por debajo de la piel de rambutan
(Nephelium lappaceum).

Tabla 7.16 Contenido de flavonoides totales presentes en distintas especies vegetales.

Cantidad de flavonoides .
Vegetal Referencia
totales mg/g

Té verde 78.0 (Barukcic & Sola, 2015)
(Camellia sinesis)
Calabaza rayada 96.63 (Valenzuela, Cravzov, Soro,
(Curcubita mixta Pangalo) Taguinas, & Gruszycki, 2014)
Acaena 142.0 (Torres, 2015)
(Acaena ovalifolia)
Arrayan negro 155.0 (Torres, 2015)
(Mirciantes raphaloides)
Flor de manita 164.17 (Garcia, 2012)
(Chiranthodendron
pentadactylon)
Gingeng 240 (Shunjing & Ed, 2009)
(Ginko Biloba)
Piel de rambutan 542.2 (Thitilertdecha, Teerawutgulrag,
(Nephelium lappaceum) & Rakariyatham, 2008)

7.9 ESTUDIO CINETICO DEL COMPLEJO TERBIO-QUERCETINA

Se llevo a cabo la cinética del complejo terbio-quercetina estandar (Figura7.18) y terbio-
flavonoide en la muestra vegetal (Figura 7.19), con el fin de encontrar el tiempo 6ptimo de
formacion y asi obtener una mejor cuantificacion de flavonoides totales.

En la figura 7.18, se observa que en t = 0 min comienza la formacion del complejo terbio-
quercetina estandar, aumentando hasta el valor maximo de RFU en t=139 min; éste tiempo
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es idoneo para llevar a cabo la determinacion cuantitativa de flavonoides totales, ya que se
obtiene una formacién maxima del complejo.

Posteriormente se distingue un decaimiento gradual en la intensidad de RFU, llegando a
mantenerse casi constante a partir de t=448 min.
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Figura 7.18 Cinética de formacidn y degradacion del complejo Terbio-Quercetina

En el estudio cinético del complejo terbio-flavonoide en la muestra vegetal (Figura 7.19),
se observa un comportamiento distinto al del terbio-quercetina estandar, ya que el valor
maximo de RFU se registra en t=0, es decir, al inicio de la formacion del sistema problema,
manteniéndose en ése rango hasta t=16 min.

Se estim6 que el tiempo de vida media del complejo terbio-flavonoide es de t;,= 484 min,
presentando una cinética de reaccion de orden 2.
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Figura 7.19 Cinética de formacion y degradacion del complejo Terbio-flavonoide en la muestra de
chilchahua (Tagetes nelsonii Greenm).




8 CONCLUSIONES

- Se realizdé una contribucion al estudio etnobotanico que permitié documentar y
organizar la informacion historica y popular del uso medicinal de Tagetes nelsonii
G. El enfoque interdisciplinario de este trabajo, ejemplifica la consolidacion de la
etnobotdnica como ciencia, capaz de generar propuestas de conservacion del
conocimiento tradicional y manejo de plantas utiles para los seres humanos, asi
como la retribucion a las localidades por los beneficios asociados con los
conocimientos aportados.

- Se llevo a cabo la identificacion de la planta en el Herbario IZTA de la Facultad de
Estudios Superiores Iztacala - UNAM, el cual ha sido integrado en la Coleccion
Etnobotédnica del herbario, con el nimero de registro 2411 IZTA, cuyo nombre
cientifico es Tagetes nelsonii Greenm, perteneciente a la familia Asteraceae.

- Se realizd el estudio fitoquimico preliminar, que permitid la identificacion
cualitativa de metabolitos secundarios tales como alcaloides, aceites esenciales,
cumarinas, fenoles, flavonoides, glicésidos cardiotonicos, quinonas, saponinas y
triterpenos presentes en la planta.

- Se efectuo la seleccion de las mejores condiciones de extraccion de polifenoles de la
planta Tagetes nelsonii G. utilizdndose la parte aérea y estableciendo como
condiciones Optimas, el extracto etanodlico 70:30, asistida por sonicacion durante 90
minutos a temperatura ambiente y se obtuvo el perfil electroforético caracteristico
que permiti6é la identificacion de seis compuestos fenodlicos: Rutina, kaempferol,
apigenina, quercetina, acido ascorbico y acido clorogénico.

- Se calcul6 la concentracion de flavonoides totales en el extracto de la planta, por
fluorimetria, reportando 386.49 + 0.44 mg EQ por gramo de planta seca, siendo ésta
una cantidad importante en cuanto al poder antioxidante, ya que se encuentra en
concentraciones elevadas en comparacion con otras especies vegetales.
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9 PROSPECTIVAS

- Se sugiere incrementar la difusion de Tagetes nelsonii G., para contribuir al rescate
y conservacion de los hallazgos fitoterapéuticos de esta planta. Asi como

concientizar a las nuevas generaciones de la riqueza biologica y cultural que poseen.

- Se propone seguir investigando sobre sus propiedades quimicas y farmacologicas,
ya que se ha documentado ser eficaz como antifungico, antiparasitario y analgésico.

Asi como realizar los estudios en la planta fresca y el aceite esencial.

- Es importante desarrollar estudios quimicos que permitan corroborar la presencia de

otros metabolitos secundarios con interés cientifico.

- Investigar las posibles aplicaciones del extracto de Tagetes nelsonii G. en el area

agroquimico, como insecticida de origen natural.
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11 ANEXO

11.1 DOCUMENTACION ETNOBOTANICA
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Anexo 11.1 A. Centro histdrico de San Cristobal de Las Casas, Chiapas [Fotografias de Edith Bibiana Diaz
Gutiérrez] Archivo de autor.

e
X

YA P Lo L6 \. :\."
Anexo 11.1B. Mercado municipal “José Castillo Tielmans” [Fotografias de Edith Bibiana Diaz Gutiérrez]
Archivo de autor.

Anexo 11.1C. Herboristerias en el mercado principal de San Cristobal de Las Casas, Chiapas [Fotografias
de Edith Bibiana Diaz Gutiérrez] Archivo de autor.
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Anexo 11.1D. “La casa del pan Papalotl”, se dedica a la venta de alimentos organicos, comida vegetariana y
extractos de plantas medicinales, en San Cristobal de Las Casas, Chiapas [Fotografias de Edith Bibiana Diaz
Gutiérrez] Archivo de autor.

Anexo 11.1E. Centro de Desarrollo de Medicina Maya, se encarga de la difusion de practicas tradicionales
tzeltal-tzotzil, y cuenta con un nimero importante de plantas medicinales y asi como un huerto

demostrativo, en San Cristobal de Las Casas, Chiapas [Fotografias de Edith Bibiana Diaz Gutiérrez] Archivo
de autor.

Anexo 11.1F. Colegio de la Frontera Sur (ECOSUR), de San
Cristobal de Las Casas, Chiapas, en cuya biblioteca se encontré la
mayoria de la documentacion bibliografica de Tagetes nelsonii G.
[Fotografias de Edith Bibiana Diaz Gutiérrez Archivo de autor.
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Anexo 11.1G. San Pedrb Chénalhb, Chiapas. A Ia-izquierda la plazuela principal, a la derecha una de las calles donde se
realizé la entrevista. [Fotografias de Edith Bibiana Diaz Gutiérrez] Archivo de autor.

Anexo 11.1H. Comunidad de Yabteclum, municipio de Chenalhd, Chiapas, el poblado cuenta una abundante
flora silvestre. [Fotografia de Edith Bibiana Diaz Gutiérrez] Archivo de autor.

Anexo 11.11 San Andrés Larrainzar, Chiapas. A la izquierda, plazuela principal del pueblo, a la derecha una de
las casas entrevistadas. [Fotografias de Edith Bibiana Diaz Gutiérrez] Archivo de autor.

Anexo 11.1J San Juan Chamula. Chiapas. A la izquierda, carretera de entrada al pueblo, a la derecha una de las
colonias ubicadas al oeste del pueblo. [Fotografias de Edith Bibiana Diaz Gutiérrez] Archivo del autor
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Anexo. 11.1K Formato de la entrevista semiestructurada aplicada a los habitantes de las
localidades seleccionadas, (Elaborado por Edith Bibiana Diaz Gutiérrez).

Nombre Fecha
Edad Ocupacion
Lugar
Nombre popular Uso Parte Forma de preparacion
de la planta utilizada

(Tagetes nelsonii)

Cantidad:

Via de aplicacion:

¢Dbénde consigue la planta?

¢ Cémo reconoce la planta?

¢ Quién le ensefid sobre sus propiedades medicinales?

Bisabuelos I ] Padres o Personas|[ | Otros[ |
abuelos familiares locales

¢Ha comprobado los beneficios de la planta en si mismo o en su familia?

si[ ] No[ |

¢Por qué?

Observaciones
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Anexo 11.1M Hojas de Tagetes nelsonii G., las fotos superior e inferior izquierda muestran el haz de la hoja, fotos
superior e inferior derecha, muestran el envés. [Fotografias de Edith Bibiana Diaz Gutiérrez] Archivo de autor.

Anexo 11.1 N Secado a la sombra de Tagetes nelsonii G. separadas en hojas, tallo y flores.




Anexo 11.10 Tagetes nelsonii G. En las fotos superiores se nuestra el ejemplar completo, foto central,
hojas, abajo flores amarilla dispuestas en racimos. [Fotografias de Edith Bibiana Diaz Gutiérrez] Archivo

del autor.
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11.2 ELECTROFEROGRAMAS DE LOS COMPUESTOS POLIFENOLICOS
IDENTIFICADOS

RUTINA
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Anexo 11.2 A Electroferograma comparativo del extracto de Tagetes nelsonii G. con adicion de estandar
de rutina.

El electroferograma (Anexo 11.2 A), muestra la sefial identificada de rutina en el extracto
de la planta, comparada con el electroferograma fortificado con el estandar. Posteriormente
fue corroborado con los espectros de absorcion de dicha sefial (Anexo 11.2 B), en el que se
muestra a la chilchahua en 365 nm., y el estandar de rutina en 363.14 nm., coincidiendo
significativamente. De esta forma, se confirma la presencia de rutina en el extracto
optimizado de chilchahua.

150{ — cChilchahua 2(]} —_ STDRutina
100 ]
5 1 ]
< ] 2 100?
£ 50 e
01 : 0
200 300 400 200 300 400
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Anexo 11.2B Espectros de absorcion de la rutina presente en el extracto (izquierda), rutina estandar (derecha).




ACIDO CLOROGENICO
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Anexo 11.2 C Electroferograma comparativo del extracto de Tagetes nelsonii G. con adicion de estandar de
acido clorogénico

El electroferograma (Anexo 11.2 C), muestra la sefial identificada de 4cido clorogénico en
el extracto de la planta, comparada con el electroferograma fortificado con el estandar.
Posteriormente fue corroborado con los espectros de absorcion de dicha sefal (Anexo 11.2
D), en el que se muestra a la chilchahua en 345.87 nm y el estandar de 4cido clorogénico en
346.18 nm., coincidiendo significativamente. De esta forma, se confirma la presencia de
acido clorogénico en el extracto optimizado de chilchahua.
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20
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Anexo 11.2 D Espectros de absorcion de la ac. clorogénico presente en el extracto (izquierda), ac.
clorogénico estandar (derecha).
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ACIDO ASCORBICO
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Anexo 11.2 E Electroferograma comparativo del extracto de Tagetes nelsonii G. con adicion de estandar
de Ac. Ascorbico.

El electroferograma (Anexo 11.2 E), muestra la sefial identificada de acido ascorbico en el
extracto de la planta, comparada con el electroferograma fortificado con el estandar.
Posteriormente fue corroborado con los espectros de absorcion de dicha senal (Anexo 11.2
F), en el que se muestra a la chilchahua en 350.09 nm y el estandar de acido ascorbico en
349.56 nm., coincidiendo significativamente. De esta forma, se confirma la presencia de
acido ascorbico en el extracto optimizado de chilchahua.

10 203+
— Chilchahua — STD Ac. ascorbico
2 = ES
E =
iy T T T T I T T T T
20 it} o il 400 H) a0 =) K 1] 39 41 &)
m m

Anexo 11.2 F Espectros de absorcion del acido ascorbico presente en el extracto (izquierda), acido
ascorbico estandar (derecha).
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KAEMPFEROL
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Anexo 11.2 G Electroferograma comparativo del extracto de Tagetes nelsonii G. con adicién de estandar
de Kaempferol.

El electroferograma (Anexo 11.2 G), muestra la sefial identificada de kaempferol en el
extracto de la planta, comparada con el electroferograma fortificado con el estandar.
Posteriormente fue corroborado con los espectros de absorcion de dicha sefial (Anexo 11. 2
H), en el que se muestra a la chilchahua en 320 nm y el estindar de kaempferol en
315.83nm., coincidiendo significativamente. De esta forma, se confirma la presencia de
kaempferol en el extracto optimizado de chilchahua.

ZD- — Chilchahua 3} —— STD Kaempferol
o 2]
] o 1
= 1 L ] L
0 . . 0 ' '
200 300 400 200 300 400
m m

Anexo 11.2H Espectros de absorcion de kaempferol presente en el extracto (izquierda), kaempferol
estandar (derecha).
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APIGENINA

0.250

— PDA Chilchahua + STD Apigenina
0.225

— PDA Chilchahua
0.200
0.175

0.150

0.125 u

0.100

0.075

0.050

0.025

0.000

o 2 T4 T s s T 10T 12 T 4 T e e 20 0 22
Minutes

Anexo 11.2 | Electroferograma comparativo del extracto de Tagetes nelsonii G. con adicidn de estandar de
apigenina.

El electroferograma (Anexo 11.2 I), muestra la sefial identificada de apigenina en el
extracto de la planta, comparada con el electroferograma fortificado con el estandar.
Posteriormente fue corroborado con los espectros de absorcion de dicha sefial (Anexo 11.2
J), en el que se muestra a la chilchahua en 377.53 nm y el estandar de apigenina en 385.45
nm., coincidiendo significativamente. De esta forma, se confirma la presencia de apigenina
en el extracto optimizado de chilchahua.

15}y — chilchahua 150 — STD Apigenina
1001 5 100
2 L
E
E 7 50
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2 D A0 W D W B D D
m m

Anexo 11.2 J Espectros de absorcion de la apigenina presente en el extracto (izquierda), apigenina
estandar (derecha).

89

—
| —



QUERCETINA
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Anexo 11.2 K Electroferograma comparativo del extracto de Tagetes nelsonii G. con adicion de estandar
de quercetina

El electroferograma (Anexo 11.2 K), muestra la sefial identificada de quercetina en el
extracto de la planta, comparada con el electroferograma fortificado con el estandar.
Posteriormente fue corroborado con los espectros de absorcion de dicha sefal (Anexo 11.2
L), en el que se muestra a la chilchahua en 268.87 nm., y el estandar de quercetina en
249.72 nm., coincidiendo en la forma del espectro y la absorcion maxima. De esta forma, se
confirma la presencia de quercetina en el extracto optimizado de chilchahua.

190
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Anexo 11.2 L Espectros de absorcion de la quercetina presente en el extracto (izquierda), quercetina
estandar (derecha).
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Ademas de los compuestos fenolicos identificados en el extracto optimizado, existen
distintas sefiales con diferentes tiempos de migracion que no coinciden con el resto de los
estandares utilizados, sin embargo, es evidente que estas sefiales son de compuestos
fenolicos de diferente naturaleza a los que se adquirieron en esta investigacion.

Anexo 11.2 M Estandares utilizados para la identificacion de compuestos fendlicos en Tagetes nelsonii G.

Ac. ascorbico COSUFAR S|
Ac. clorogénico Sigma Aldrich Sl
Ac. galico Sigma Aldrich NO
Ac. Elagico Sigma Aldrich NO
Ac. Caféico Sigma Aldrich NO
Ac. Citrico Baker NO
Apigenina Sigma Aldrich Sl
(+)-Catequina Sigma Aldrich NO
(-)-Epicatequina Sigma Aldrich NO
Kaempferol Sigma Aldrich Sl
Naringina Sigma Aldrich NO
Quercetina Sigma Aldrich Sl
Resveratrol Sigma Aldrich NO
Rutina. Sigma Aldrich Sl
(=)



11.3 CUANTIFICACION DE FLAVONOIDES TOTALES

Se aplico la técnica propuesta por Shaghaghi M. (2009) para la determinacion de los
flavonoides totales, expresada en EQ en el extracto optimizado de chilchahua, llevando a
cabo una curva de calibracion de estdndar externo. Por consiguiente, el espectro de
fluorescencia presentd una sefal analitica (Tb-quercetina) con cantidades conocidas de
quercetina de 0 a 2.0 ppm. Tablal.

Anexo 11.3 A Tabla de Resultados obtenidos de la cuantificacidon de flavonoides totales en T. nelsonii

Quercetina RFU
(ppm) Rep 1 Rep 2 Rep 3 DE %DER
0 24.552 24.576 24.438 0.0737 0.300
0.2 38.137 36.803 36.708 0.799 2.146
04 49.426 48.025 46.655 1.385 2.884
0.81 77.238 72.779 70.507 3.424 4.658
1.21 112.24 106.73 110.96 2.883 2.622
1.62 129.83 130.01 128.62 0.755 0.583
2.03 165.43 163.48 162.31 1.576 0.962
180
150
120 [ RFU =22 4721 + 68 4497*ppm
L R2=0.9973
:] -
L 90
o - ¢ Muestra problema
60 I —Lineal (Curva de calibracién
I STD Quercetina)
30
D 1 ] 1 1 1 1 1

0 0.4 0.8 1.2 16 2 24
ppm

Anexo 11.3 B Curva de calibracién del complejo Terbio- quercetina.
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Analisis ANOVA

Se realizo el estudio de la curva de calibracion de patron externo por medio del analisis
ANOVA, y el software Statgraphics centurion XVI, en el que se obtuvo el grafico con las

tres repeticiones de cada curva de calibracion; se determind si existe tendencia lineal en los
datos y se obtuvo su respectiva ecuacion de linea recta:

RFU = 22.4721 + 68.4497 *(ppm)

Ec. 1

Con un coeficiente de correlacion lineal de 0,9973, que indica que hay un ajuste al modelo
lineal entre las variables.

En la grafica de residuales, se observa que no existen residuos atipicos, ademas se

considera que éstos datos son homocedascticos, es decir, sus varianzas son homogéneas y
por lo tanto el ajuste al modelo lineal es valido.

2.7

1.7

0.7

-0.3

Studentized residual

-1.3

-2.3

o

0.4

0.8 1.2
ppm

1.6

N
I

Anexo 11.3 C Grafico de residuales de la curva de calibracion

Anexo 11.3 D Tabla de resultados de la intensidad relativa de fluorescencia (RFU) obtenida de la muestra
problema

RFU
muestra

66.14
66.222
66.129

PROMEDIO 66.163
DESV. EST.  0.0508

%DER

0.0768

Stock ppm

0.6379
0.6391
0.6377
0.6383
0.0007
0.11630

ug/mL

45.5682
45.6538
45.5568
45.5929
0.0530
0.1163

ug/mL

911.3657
913.0771
911.1362
911.8597
1.0605
0.1163

93
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pg/mL

45568.289
45653.8576
45556.8103
45592.9857

53.0281
0.1163

Cantidad en
1.0027g de
planta
387.3304
388.0577
387.2328
387.5403
0.4507
0.1163

mg EQ/g de planta
seca

386.2874
387.0128
386.1901
386.4968
0.4495
0.1163

—t



11.4 DETERMINACION DEL ORDEN DE REACCION

Orden 1
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1

0
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Anexo 11.4 A Gréfica representativa del orden de reaccién 1 del complejo Th-Flavonoide en la muestra

vegetal.
Orden 2
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Anexo 11.4 B Grafica representativa del orden de reaccién 2 del complejo Th-Flavonoide en la muestra
vegetal.
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0.0006
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0.0004
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Anexo 4 C Grafica representativa del orden de reaccion 3 del complejo Th-Flavonoide en la muestra
vegetal.
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11.5 PRUEBAS REACTIVAS DEL TAMIZAJE FITOQUIMICO

Dragendorff: La fraccion disuelta en 1 mL de HCI al 1%, sin disolvente organico; se
mezcla con gotas del reactivo. La aparicion de un precipitado rojo ladrillo, indica la
presencia de alcaloides.

Liebermann-Burchard: La fraccion disuleta en 1mL de clororoformo se le afiade 1 mL de
anhidrido acético y se mezcla. Por la pared del tubo se dejan caer de 3 a 4 gotas de Hjso4
concentrado. La aparicion de un color verde-verde oscuro, indica la presencia de triterpenos
y/o esteroides.

Bdrntrager: La fraccion disuleta de 1 mL de cloroformo, se agita con 1 mL de NaOH al
5%. Si la fase alcalina se colorea de rosa-rojo esto indica la presencia de quinonas.

Baljet. La fraccion disuelta en 1MI de etanol, se le aflade una mezcla recién preparada de 1
Ml de acido picrico al 1% en etanol y 1 mL de NaOH al 10% en agua. Un color o
precipitado rojo naranja indica la presencia de agrupamientos lactonicos.

Sudéan: Cuando un extracto en éter se evapora en presencia de una solucion de Sudan III al
0.6% en glicerina-agua 1:1. En un vidrio de reloj colocar una gota del extracto y afadir 2 o
3 gotas del reactivo de Sudan. La aparicion de gotas oleosas de color rojo oscuro, indica la
presencia de lipidos y /o aceites esenciales.

Fehling: La fraccion concentrada a seco se trata con una mezcla recién preparada de 1 mL
de Fehling A y 1 MI de Fehling B. Se calienta a bafio Maria de 15 a 30 minutos. La
aparicion de un color rojo o precipitado rojo indica la presencia de azticares reductores.

Espuma: La fraccion disuelta de 1 mL de etanol se le adiciona 10 mL de agua tibia y se
agita fuertemente durante 2 minutos. La aparicion de espuma jabonosa que se mantenga por
mas de 5 minutos, indica la presencia de saponinas.

Rosenthaler: La fraccion disuelta en 1mL de etanol se le adiciona una gota de reactivo
Rosenthaler y 2 gotas de H,SO4 concentrado. Las saponinas de triterpenos pentaciclicos dan
un color violeta.

Cloruro Férrico: La fraccion disuelta en 1 mL de etanol, se le afiade de 3 a 4 gotas de
reactivo de cloruro férrico. La apariciéon de un color o precipitado verde oscuro indican la
presencia de fenoles y /o taninos.

Acido Silicotingstico: El filtrado en HCI diluido se toma 1 mL se mezcla con gotas de
reactivo de Acido Silicotungstico. La presencia de un precipitado blanco y fino indica la
presencia de alcaloides.

Hager: Se reconstituye el extracto en HCI diluido y se toma 1 mL, el cual se mezcla con 2
o 3 gotas de reactivo de Hager. La aparicion de agujas de color amarillo indica la presencia
de alcaloides.
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Shinoda: La fraccion es disuelta en 2 mL de etanol, se afiade un pedazo de viruta de
magnesio metalico y enseguida se anade por las paredes del tubo H,SO, concentrado. La
aparicion de color naranja, rojo, rojo azulado o violeta indica la presencia de flavonoides y
xantonas.

Amoniaco: Se impregna una tira de papel filtro con extracto diluido, se deja secar a
temperatura ambiente, posteriormente se somete a los vapores de amoniaco. La aparicién
de color amarillo ocre se considera positiva para flavonoides.

Kedde: La fraccion disuelta en 1 mL de etanol se trata con una mezcla recién preparada de
1 mL de acido 3-5dinitrobenzéico al 2% en metanol y 1 mL de KOH al 5.7 % en agua. El
desarrollo de una coloracion violeta entre 1 y 10 minutos indica la presencia de glicosidos
cardiotonicos.
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11.6 IDENTIFICACION TAXONOMICA DE LA PLANTA

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTGNOMA DE MEXICO Y g, \ J
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES |zmm —_— y
CRETARIA :"IH' la u u
R et A
FESI/HII015/2015

EDITH BIBIANA DiAZ GUTIERREZ,

Alumna de la Carrera de Quimica,

Facultad de Estudios Superlores Cuautitidan, UNAM,
Presente.

Por este conducto me permito proporcionar a usted la identificacién taxondmica del material
botanico de respaldo del proyecto de investigacion: “Obtencién del perfil de polifenoles de
la planta chilchahua (Tagetes nelsonii Greenm.) ASTERACEAE, mediante la técnica de
electroforesis capilar’, que se realiza en la Facultad de Estudios Superiores Cuautitian,
UNAM baijo la direccién de la QFB Brigida del Carmen Camacho Enriguez,

Asi mismo, le informo que la planta ha sido integrada en la Coleccion Etnobotinica del
Herbario Iztacala con el siguiente nlimero de registro:

NOMEBRE CIENTIFICO FAMILIA NOMBRE POPULAR HO, DE
REQISTRD
Tagetes nelsonii Greenm, ASTERACEAES “Chilchahua” 2411 1ZTA
COMPOSITAE

Sin otro particular, le envio un cordial saludo.

ATENTAMENTE
“POR M| RAZA HABLAR.R EL ESPIRITU"
Los Reyes [ztacaler Edo-da México, 23 de febrero de 2015

EZ VILLAFRANCO
0 IZTACALA

Ldp

RESPONSABLE D

Anexo 11.5 A Certificado de identificacion taxondmica de la planta Tagetes nelsonii Greenm
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| HERBARIO 1ZTA  FLORA UTIL DE MEXICO
N° REG. 2411 FAM.: ASTERACEAE
N.C.: Tagetes nelsonii Greenm.,

Anexo 11.5 B Fotografia del ejemplar que ha sido integrado en la Coleccién Etnobotanica del Herbario de
la Facultad de Estudios Superiores lztacala-UNAM.
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