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1. INTRODUCCION

México es uno de los paises con mayor biodiversidad a nivel mundial, abarcando
una variedad de plantas endémicas, algunas de las cuales son empleadas en la
medicina tradicional, y son comercializadas en varias regiones del pais para el

tratamiento de enfermedades.

Helianthemum glomeratum (Lag.) (cenicilla) es una planta de origen mexicano que
es utilizada en la medicina tradicional mexicana para el tratamiento de

enfermedades gastrointestinales (Calzada, Alanis, 2007).

Esta especie presenta compuestos del tipo flavonoide, los cuales poseen entre
otras caracteristicas, la capacidad de capturar radicales libres, actuando como
antioxidantes (Garcia, et al., 2010). Los radicales libres estan relacionados con el
desarrollo de enfermedades cronicodegenerativas como la aterosclerosis y cancer,
cuya incidencia ha aumentado en los ultimos afos (Tapas, et al., 2008; Garcia, et
al., 2010).

Asi mismo, se ha propuesto una relacion inversa entre el padecimiento de este
tipo de enfermedades y el consumo de alimentos que presentan compuestos

fenolicos como los flavonoides (Nijveldt, et al., 2001).

De este modo, con el fin de mejorar la calidad de vida y disminuir el riesgo de
padecer enfermedades, los consumidores han optado por incluir en su dieta
alimentos con compuestos que ofrezcan esta funcionalidad (Kaushik y Kaushik,
2010), de ahi la demanda de los alimentos funcionales y el gran crecimiento de

este mercado a nivel mundial (Faruque, et al., 2011).



“Deja que el alimento sea tu medicina

y la medicina tu alimento”

Hipocrates



2. ANTECEDENTES

2.1. Nutracéuticos

Nutracéutico es un término implementado por el Dr. Stephen DeFelice en el afio
de 1989. Es definido como un alimento o parte de un alimento que proporciona
beneficios a la salud, previniendo o tratando enfermedades (Kalra, 2003; Kaushik

y Kaushik, 2010), mas alla de la nutrcicién basica.

Asi, los nutracéuticos son sustancias bioldgicas extraidas de fuentes naturales que
se caracterizan por métodos que promueven la conservacion de sus propiedades

originales sin hacer ningun tipo de alteracién quimica (Biruete, et al., 2009).

Los principales ingredientes nutracéuticos activos en plantas son flavonoides,
compuestos que el cuerpo humano no puede sintetizar y uno de los modos de
adquirirlos es mediante la ingesta de alimentos que los contengan, algunos

ejemplos se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Compuestos con beneficios a la salud

Compuestos Beneficio

Carotenoides
Licopeno Podria reducir el riesgo de cancer de préstata
Flavonoides
Flavonoles | Neutraliza radicales libres, podria reducir el riesgo de cancer
Flavonas Neutraliza radicales libres, podria reducir el riesgo de cancer

Fuente: Fragmento de tabla tomado de Alvidrez, et al., 2002.

La nutricion en los seres humanos es indispensable para su salud fisica y mental,
del mismo modo es importante para su actividad diaria. Estos compuestos

presentes en los alimentos ademas de ayudar en la prevencién y/o tratamiento de
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enfermedades, son un complemento para tener un estado saludable (Biruete, et
al., 2009).

La promocién de una mejor calidad en la salud, debido a la ingesta de compuestos
como los flavonoides en la dieta, ha incrementado el interés en los alimentos

nutracéuticos (Kalra, 2003; Tapas, et al., 2008).

Las tendencias mundiales de la alimentacion en los ultimos afios indican un
interés de los consumidores hacia ciertos alimentos que aporten beneficios a su
organismo. Asi, se ha empezado a hacer conciencia de auto-cuidado para
promover una salud Optima, relacionando la dieta como parte esencial para la
prevencion de enfermedades cronicas como el cancer y enfermedades
cardiovasculares (Alvidrez, et al., 2002; Kaushik, Kaushik, 2010).

Esta alta demanda por parte de los consumidores por ingerir alimentos que
puedan prevenir enfermedades cronicodegenerativas, impulsa aun mas el
desarrollo de la industria de los alimentos nutracéuticos o con alguna funcionalidad
(Alvidrez, et al., 2002). Como es mostrado por Faruque, et al., 2011; en donde
hace mencion al crecimiento que se espera tenga el mercado global de los
nutracéuticos, pasando de $117.3 billones de délares en el 2007 a los $176.7
billones de dolares en el 2013. Por ejemplo: se han desarrollado productos que
favorecen las defensas contra el estrés oxidativo, ayudando a la prevencion de
enfermedades cardiovasculares, utilizando sustancias antioxidantes como la

vitamina E y C, flavonoides o carotenoides (Cortés, et al., 2005).

2.1.1. Condiciones adecuadas de elaboracion y conservacion de nutracéuticos y/o

alimentos con compuestos bioactivos (alimentos funcionales).

Para la elaboracion de nutracéuticos y/o alimentos con compuestos bioactivos, a
partir de extractos de plantas, se deben tener ciertas consideraciones como las

siguientes.



Es necesario considerar la estabilidad de estos compuestos bioactivos durante el
procesamiento y el almacenado, ya que de eso depende su actividad (Harbourne,
et al., 2011).

Para la preparacion de extractos de alta calidad que se incorporan a los alimentos,
el material vegetal debe secarse y almacenarse en condiciones apropiadas que
favorezcan su estabilidad durante tratamientos post-cosecha, ya que los niveles
de compuestos bioactivos, como los flavonoides, en las plantas pueden ser
afectados por las técnicas aplicadas, por ejemplo el secado, cuyo objetivo es

secar al material vegetal lo mas rapido posible para mantener su calidad.

Las extracciones deben ser con los disolventes adecuados, ya que el uso de
disolventes organicos puede limitar el uso en sistemas alimenticios por ser
dafiinos si se ingieren. El uso de agua y etanol se han adoptado como buenos
disolvente para extracciones utilizadas en la industria alimenticia (Harbourne, et
al., 2011).

Los tratamientos térmicos prolongados son un factor que puede disminuir la
actividad antioxidante por degradacion de los flavonoides y compuestos fendlicos,
como lo mencionan Rodriguez, et al. 2010; Inurreta, 2007 y Agostini, et al. 2004.
No obstante, estos procesos térmicos ayudan a incrementar la vida de

almacenamiento de los alimentos (Harbourne, et al. 2011).

Malas condiciones de almacenamiento de los alimentos con compuestos
bioactivos, pueden conducir a la pérdida de éstos y a cambios de color
indeseables. Se ha reportado que el almacenamiento a temperaturas de 4°C
mantiene el contenido de antocianinas, asi como sus caracteristicas de color en
jugos, durante largos periodos (Harbourne, et al., 2011). Del mismo modo se
recomienda limitar la exposicion de los alimentos al oxigeno y a la luz, ya que
estos factores pueden disminuir la concentracion de los flavonoides y por tanto

modificar su actividad (Inurreta, 2007).



2.2. Flavonoides
2.2.1. Generalidades de los flavonoides

Los flavonoides son un grupo importante de componentes fendlicos que
constituyen una de las clases de metabolitos secundarios de las plantas, estan
ampliamente distribuidos en las hojas, flores, frutos y vegetales. Les proporcionan
color a las plantas y proteccion contra de la radiacion ultravioleta (Kuklinski, 2000;
Heinrich, et al., 2004; Nollet, 2004; Tapas, et al., 2008).

Los flavonoides son estructuras del tipo Cg—C3—Cs con dos anillos aromaticos
(ciclo A y ciclo B) unidos entre si por una cadena de 3 carbonos ciclada a través
de un oxigeno (ciclo C) y generalmente poseen un grupo carbonilo en la posicion 4
(figura 1) (Kuklinski, 2000).

Figura 1. Estructura basica y numeracion de los flavonoides

Pueden clasificarse en distintos tipos de acuerdo a su estructura (figura 2)
(Hollman, Katan, 1999; Nollet, 2004), como:
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e Flavonas y flavonoles

El ciclo A de estos flavonoides se encuentra generalmente sustituido por dos
hidroxilos en C-5 y C-7, estos hidroxilos se pueden encontrar libres o esterificados.
El ciclo B esta sustituido normalmente en C-4", no obstante, puede encontrarse 3,
4’-disustituido o con menor frecuencia 3°, 4", 5'- trisustituidos con los sustituyentes

hidroxilos 0 —OCHj3;. Ademas presentan un doble enlace en C-2, C-3.

Los flavonoles tienen un sustituyente -OH y las flavonas carecen de éste

sustituyente, en C-3.

Los flavonoles constituyen uno de los principales grupos de los flavonoides,
algunos de ellos son la miricetina, la galangina, la quercetina y el campferol, que
estan presentes en diversos alimentos. Por ejemplo, la quercetina esta presente
en cebolla, miel, manzanas, brocoli, cerezas, uvas y espinacas; el campferol en

fresas, brocoli y rdbano (Badui, 2006).

e Flavanonas y dihidroflavonoles

Estos flavonoides se caracterizan por la ausencia del doble enlace entre C-2, C-3.
Los dihidroflavonoles tienen un sustituyente -OH y las flavanonas carecen de éste
sustituyente, en C-3. (por ejemplo: narangina, presente en la naranja y limon).

e Chalconas

Las chalconas, desprovistas del heterociclo central (ciclo C), se caracterizan por la

presencia de una cadena tricarbonada, cetdnica, a,3-insaturada.

e Catequinas

Las catequinas se caracterizan por la carencia del doble enlace entre C-2, C-3 y

del grupo carbonilo en C-4 (Bruneton, 2001).



O O
OH
@)

o)

Dihidroflavonol

| O
OH
o)

Flavanona

O
Flavona
Flavonol
‘ O
OH
O .
Chalcona Catequina

Figura 2. Tipos de flavonoides



Los flavonoides contribuyen en la calidad del color y de las propiedades
sensoriales de los frutos y vegetales, asi como de sus alimentos y bebidas
derivados (Nollet, 2004) y estan presentes como agliconas o heterdsidos.

Los heterdsidos generalmente se encuentran como glicésidos unidos a azucares
mediante enlaces B en algun carbono (C-glicésido) o con mayor frecuencia en
algun hidroxilo (O-glicésido). Comunmente el hidroxilo en C-3 de los flavonoles y
el hidroxilo en C-7 de las flavonas son los implicados (Tapas, et al., 2008). Los
glicésidos pueden ser mono-, di- o trisacaridicos, formados con D-glucosa o D-

galactosa, L-arabinosa, L-ramnosa o D-xilosa (Bruneton, 2001).
2.2.2. Propiedades biolégicas de los flavonoides

Los flavonoides por su actividad biol6gica toman un papel positivo en la salud
humana ya que se ha reportado que actian en la prevencién de enfermedades,
por lo cual se ha incrementado el interés en estos compuestos en afios recientes
(Nollet, 2004). Estos presentan actividad antibacterial, antiviral, antialérgicas,
antiinflamatoria, pero en su gran mayoria presentan actividad antioxidante, siendo
ésta la de mayor impacto en la prevencibn de enfermedades cronico-
degenerativas, como arterosclerosis, hipertension, cancer, entre otras (Villar del
F., 1999; Martinez, et al., 2002; Houston, 2005; Tapas, et al., 2008; Garcia, et al.,
2010).

e Actividad antibacterial y antiviral

Flavonoides como la quercetina presentan propiedades antibacteriales, la cual se

ha reportado inhibe completamente el crecimiento de Staphylococcus aureus.

En lo que respecta a las propiedades antivirales, los flavonoides con la
hidroxilacion en la posicion C-3 parecieran tener mayor actividad que los
glicésidos en esta posicion, puesto que se ha encontrado que la galangina,
caempferol y quercetina, en este orden de importancia, son activos contra el virus

del Herpes (Tapas, et al., 2008).



e Actividad antioxidante

Estudios epidemioldgicos indican una relacion inversa entre la ingesta de
alimentos ricos en flavonoides y otros compuestos fendlicos, como frutas,
vegetales, chocolate, vino tinto y té verde y el riesgo de desarrollar enfermedades
cardiovasculares y el cancer (Villar del F., 1999; Martinez, et al., 2002; Letenneur,
et al. 2007; Crozier, et al. 2009).

Diversas enfermedades cronico-degenerativas se han asociado a altas
concentraciones o una eliminacion inadecuada de radicales libres. El incremento
de estas sustancias causa estrés oxidativo, generando como consecuencia,
disfunciones metabdlicas y dafio a macromoléculas bioldgicas, como los
fosfolipidos de las membranas celulares y proteinas (Martinez, et al., 2002;
Garcia, et al., 2010).

Los flavonoides proporcionan efectos antioxidantes que pueden ayudar a la
captura y estabilizacién de radicales libres, asi como a quelacion de metales;
ambos implicados con enfermedades cardiovasculares (Pérez, Martinez, 2001;
Martinez, et al., 2002; Houston, 2005; Garcia, et al., 2010).

Los sustituyentes hidroxilos de los flavonoides son determinantes para esta

actividad antioxidante y participan en la siguiente reaccion.
F—OH+R -F—-0+ RH

En donde

F — OH: flavonoide

R': Radical libre

El hidroxilo en el anillo B de los flavonoides es importante en la captacion de
radicales libres, hidroxilo (OH) y peroxilo (ROO") principalmente, estabilizandolos

debido a la conjugacion de los anillos aromaticos que genera un efecto de
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resonancia. Del mismo modo la presencia del hidroxilo libre en posicion C-3 y el
doble enlace entre C-2 y C-3 en conjugacion con un grupo carbonilo en C-4, esta
relacionada con la captura de radicales libres por los flavonoides y les brinda una
mayor actividad antioxidante comparado con heterociclos saturados y los

esterificados en C-3.

No obstante, la eliminaciébn de los sustituyentes glicosidicos in vivo puede
incrementar significativamente la actividad de los flavonoides ingeridos en la dieta.
La sustitucion del anillo A, es poco relacionado con la actividad antioxidante.
(Heim, et al.,, 2002). La actividad de captacion de radicales libres de algunos
flavonoides se ha reportado en este orden: miricetina > quercetina > ramnetina >

naringenina > apigenina > catequina > campferol (Tapas, et al., 2008).

La peroxidacion lipidica es un proceso clave en diversas patologias y es causada
por el estrés oxidativo (Schinella, et al., 2002). Distintos indices de este estrés
oxidativo usados en algunos estudios, como en las sustancias reactivas del acido
tiobarbitdrico (TBARS) y la captura del radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH),
demuestran la eficiencia antioxidante de flavonoides in vitro (Heim, et al., 2002),
ademas se ha demostrado la proteccién de los lipidos frente a la peroxidacion in
vivo, por accion de estos compuestos (Crozier, et al., 2009).

La proteccion a la peroxidacion lipidica debido a la ingesta de flavonoides tiene
gran importancia en la prevencion o el retraso del desarrollo de arterosclerosis. Se
observé una reduccion en el riesgo de mortalidad de mas del 50% por cardiopatia
coronaria debido al consumo de 42 mg/dia de flavonoles (Hollman, Katan, 1999;
Villar del F., 1999). Del mismo modo, Nijveldt, et al., 2001, hace referencia a
estudios en donde encuentran una relacién inversa entre la ingesta de flavonoides
y la concentracion de colesterol en plasma y dafios al corazén. También se ha
observado en ratas que la quercetina en particular mejora la funcion contractil del
ventriculo izquierdo y protege las arterias coronarias mejorando la circulacion
(Martinez, et al., 2002).
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Aunado a esto, algunos estudios han demostrado que los flavonoides tienen
efecto en la carcinogénesis in vitro y apuntan a que también lo tienen in vivo
(Grotewold, 2006). Se ha observado que con el consumo incrementado de
flavonoides (mayor al consumo promedio) presentes en frutas y vegetales, se
experimenta una disminucion del 50% en el riesgo de cancer en el tracto digestivo
y en las vias respiratorias (Martinez, et al., 2002). Del mismo modo se ha

relacionado con un mejor funcionamiento cognitivo (Letenneur, et al., 2007).

El consumo de los flavonoides esta relacionado con los habitos alimenticios de
cada pais a lo largo de todo el mundo, siendo en algunos casos mayor 0 menor,
independientemente de esto la ingestion promedio se estima en 23 mg/dia,
predominando en esta concentracion los flavonoles y en especial la quercetina.
Las fuentes alimenticias principales de los flavonoles son, entre otras, el té negro,
las cebollas, las manzanas y la pimienta negra (Martinez, et al., 2002; Hollman,
Katan, 1999).

2.2.3. Absorcion de los flavonoides

Como fue descrito, los flavonoides de la dieta estan presentes en los alimentos
enlazados a azucares como [B-glicésidos. Estos enlaces de los azUcares resisten
la hidrélisis de las enzimas pancredticas, siendo la microbiota intestinal la
responsable de la hidrélisis de los azucares, transformando los flavonoides
glicosilados en agliconas mediante las B-glicosidasas modificando en algunos
casos su absorcion y efectos. (Hollman, Katan, 1999; Heim, et al., 2002; Laparra,
Sanz, 2010). Por ejemplo, se ha reportado que la hidrélisis y absorcién de la
aglicona correspondiente del campferol-3-O-glucésido y quercetina-3-O-glucésido
se lleva a cabo en el intestino delgado (Heim, et al., 2002). No obstante, existe la
posibilidad de que los flavonoides glicosilados aparte de ser hidrolizados por la
microbiota, puedan ser absorbidos de otra manera, mediante la interaccion con los
transportadores epiteliales de glucosa; como se ha reportado para el caso de los
glicésidos de quercetina a excepcion de la rutina (Heim, et al., 2002). Ademas se

ha observado que existe una absorcion de los flavonoides como agliconas o como
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glicésidos en mayor o menor proporcion, como es el caso de la absorcion de la
guercetina como aglicona y la quercetina glicosilada (24% y 52% respectivamente)
(Hollman, Katan, 1999).

Los compuestos flavonoides también pueden afectar la microbiota intestinal,
puesto que una parte de ellos no son completamente absorbidos y metabolizados
y generan una acumulacion en el intestino que ejerce una actividad
bacteriéstatica, inhibiendo selectivamente el crecimiento de patdogenos (Laparra,
Sanz, 2010).

2.3. Cromatografia en capa fina de alta resolucién (HPTLC)

La cromatografia en capa fina (CCF) es un método utilizado para el analisis
cualitativo de muestras y estdndares mediante una fase estacionaria (capa) y una
fase movil (disolvente), método por el cual no es posible cuantificar compuestos
sin ayuda de algun equipo. Para llevar a cabo un analisis cuantitativo se utilizan

métodos como cromatografia en capa fina de alta resolucién (HPTLC).

A través del método de HPTLC se pueden analizar diversas muestras y
estdndares simultaneamente y separar una gran variedad de compuestos
organicos, inorganicos, biolégicos, polimeros, entre otros, por ejemplo los
flavonoides. Sin embargo esta limitado a compuestos no volatiles. Es utilizado en
la industria farmacéutica para estudios y monitoreos de fluidos bioldgicos, del
mismo modo se emplea para analizar residuos de contaminantes en los alimentos

y en aplicaciones similares.

El material de separacion para HPTLC esta disponible en forma de capa en vidrio
o en hoja de aluminio. Las capas tienen particulas mas pequefas (6 um en vez de
12 a 20 um), son mas delgadas (100 a 200 um en vez de 250 um) y, la distribucién
de las particulas son significativamente mas cerradas y uniforme que los

adsorbentes convencionales de cromatografia en capa fina. Estos factores
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generan una facil y eficiente separacion, favoreciendo limites de deteccion mas
bajos. El tiempo de analisis en HPTLC es de 3 a 15 minutos dependiendo de las
muestras por placa y la distancia que tenga que recorrer el disolvente. Se puede
ahorrar un mayor tiempo, si muchas muestras son sometidas a una misma

cromatografia.

La manera mas simple de aplicar las muestras es usando un capilar de volumen
fijo depositando su contenido cuando es tocada la placa y aplicando una presion
constante. La realizacion de un andlisis cuantitativo mediante HPTLC se lleva a
cabo con una mejor precision haciendo una aplicacion secuencial de las muestras
con un dispositivo mecanizado como el Nanomat. Las muestras después de ser
corridas en la cromatografia pueden ser rociadas con reactivos para mejorar su

apreciacion.

La evaluacion de los cromatogramas se lleva a cabo mediante un scanner, la
separacion de cada carril son escaneados con una luz en forma de una abertura
cuya longitud y anchura son seleccionadas. La luz reflejada es medida a través de
un fotosensor. Un integrador o programa de cémputo relaciona la concentraciéon y
la respuesta Optica; siendo la intensidad de luz medida, directamente proporcional

a la cantidad de la sustancia.

En este analisis se selecciona y posiciona automaticamente una lampara (deuterio
0 tungsteno, para cubrir un rango de 190 a 800 nm), se fija la velocidad del
escaneo (hasta un maximo de 100 mm/s) y la resolucién (entre 25 y 100 pum)
(todas las funciones son controladas mediante una computadora). Llevado a cabo
el escaneo, el equipo transmite todos los datos medidos para su procesamiento

con un programa de computo especifico o CATS.

Este analisis por HPTLC es utilizado en algunos casos con mayor frecuencia que
el analisis por HPLC, por ser mas economico y la facilidad a analizar muchas

muestras simultaneamente (Settle, 1997; Sherma, Fried, 2003).
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2.4. Helianthemum glomeratum (Lag.)
2.4.1. Generalidades de Helianthemum glomeratum (Lag.)

La planta Helianthemum glomeratum (Lag.) (cenicilla) (figura 3) perteneciente a la
familia Cistaceae, es una especie originaria de la Republica Mexicana; habita en
climas seco, semiseco y humedo y se encuentra distribuida principalmente en los
estados de Tlaxcala, Michoacan, Aguascalientes, Nayarit y Chiapas. Esta planta
es conocida por los nombres comunes de cenicilla, hierba de la gallina, cenicillo,

hierba del moro, hierba ceniza o juanita (medicinatradicionalmexicana.unam.mx).

Figura 3. Helianthemum glomeratum (Lag.) (Cenicilla).

Los usos medicinales de esta planta mexicana son con mayor frecuencia para
tratar desérdenes del aparato digestivo, tales como mal estomacal, vomitos y
especialmente para diarrea; suele emplearse la infusion de las hojas y tallos de la

planta como agua de uso hasta contrarrestar los sintomas y/o sentir mejoria.
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2.4.2. Estudios realizados sobre Helianthemum glomeratum (Lag.)

Esta planta ha sido tema de estudio debido a los efectos que presenta en contra
de los desoérdenes del aparato digestivo para los que es utilizada, principalmente
la diarrea. Investigaciones realizadas han demostrado que la planta H. glomeratum
presenta componentes flavonoides a los cuales se les atribuye el efecto
terapéutico (Calzada, et al., 1995; Meckes, et al., 1997; Calzada, Alanis, 2007).

Los extractos y los componentes flavonoides obtenidos de las partes aéreas de la
H. glomeratum se han evaluado contra algunos microorganismos causantes de
problemas gastrointestinales en el ser humano. Ensayos in vitro del extracto
metanolico de H. glomeratum han demostrado actividad en contra de Entamoeba
histolytica (ICso 7.98 pg/mL) y Giardia lamblia (ICso 119.64 pg/mL). (Calzada, et al.,
1998; Meckes, et al., 1999).

Asimismo, el extracto metandlico y el extracto acuoso fueron probados contra
distintas bacterias enteropatégenas. Ambos extractos mostraron efecto contra
diversas bacterias, principalmente contra cepas de Vibrio y Shigella. No obstante
el extracto metandlico presentdé mayor efecto contra Vibrio parahemoliticus y Vibrio
cholerae a diferencia del extracto acuoso; la actividad contra este tipo de
microorganismos es importante, ya que estdn asociadas con diarreas

sanguinolentas y acuosas respectivamente (Meckes, et al., 1997).

Algunos flavonoides como campferol, quercetina, tilirdsido, astragalina, quercitrina
€ isoquercitrina (figura 4), aislados de las partes aéreas de la planta H.
glomeratum (Calzada, et al., 1995; Meckes, et al., 1997; Calzada, Alanis, 2007),

se probaron en contra de Giardia lamblia y Entamoeba histolytica.
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Figura 4. Flavonoides aislados de H. glomeratum
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De estos estudios in vitro se observé que el campferol fue el compuesto mas
activo en contra G. lamblia y E. histolytica. Los compuestos tilirdsido, quercitrina y
guercetina, mostraron efecto contra G. lamblia. Asimismo, el tilirésido y la
isoquercitrina presentaron efecto en contra de E. histolitica. La astragalina fue la
gue mostrd una actividad menor contra ambos organismos (tabla 2). Sin embargo,
todos los componentes fueron menos activos que el metronidazol y la emetina
(controles) (Meckes, et al., 1999; Calzada, Alanis, 2007).

Tabla 2. 1ICso (ng/mL) de flavonoides
frente a G. lamblia y E. histolytica

G. lamblia  E. histolytica

campferol 7.9 8.7
tilirosido 17.4 175
quercitrina 24.2 98
guercetina 26.4 114.3
isoquercitrina 47.5 14.7

De manera similar, se reportd la actividad in vivo de los compuestos campferol y
tilirésido contra G. lamblia, con una dosis efectiva al 50% (EDso) de 2.057 mmol/Kg
y 1.429 mmol/Kg respectivamente, actividad similar al metronidazol (1.134

mmol/Kg) utilizado como positivo (Barbosa, et al., 2007).

Los efectos antidiarreicos que muestra H. glomeratum pueden ser debidos a la
existencia de los flavonoides en los extractos, ya que, tanto los extractos como los
componentes aislados, presentan actividad antibacterial y en contra de los
protozoarios G. lamblia y E. histolytica (Meckes, et al., 1997).
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3. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Al considerar la incidencia de enfermedades crénico degenerativas como la
hipertension y arterosclerosis, los consumidores han buscado alternativas en su
alimentacion para reducir el riesgo de presentarlas y mejorar su calidad de vida.
Los alimentos con funcionalidad son una opcion para este fin, debido a la
presencia de compuestos activos como los flavonoides. Por ello, el crecimiento del

mercado de estos alimentos y la demanda de desarrollar nuevos productos.

En la basqueda de nuevas aplicaciones de las plantas medicinales mexicanas,
cuyo uso es limitado, proponemos afadir extractos de Helianthemum glomeratum
en los alimentos y asi contribuir a la ampliacion del mercado de las plantas

medicinales mexicanas, como otra fuente para la industria alimentaria.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

» Proponer los extractos acuoso y etanolico de la especie Helianthemum
glomeratum como nutracéuticos para enriquecer alimentos, en funcion de
la actividad antioxidante que presenten estos derivados, considerando los

flavonoides que muestran.

4.2. Objetivos particulares

» Obtener el material vegetal para el estudio.

» Detectar la presencia de los flavonoides campferol y quercetina en los

extractos acuoso, etanoélico y metandlico de H. glomeratum.

» Cuantificar los flavonoides campferol y quercetina en el extracto metandlico

de H. glomeratum a través de HPTLC.

» Separar é identificar los flavonoides campferol y quercetina en el extracto

metandlico de H. glomeratum a través de RMN.
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Evaluar la capacidad antioxidante del extracto acuoso y etandlico de H.

glomeratum, mediante el método de DPPH y TBARS.

Evaluar la actividad citotoxica del extracto acuoso y etandlico de H.

glomeratum, a través del método de sulforrodamina B.

Proponer una aplicacion de los extractos de H. glomeratum en un alimento.
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5. METODOLOGIA

La metodologia general del estudio se muestra en la figura 5, posteriormente se

describen las metodologias realizadas para cada determinacion.

Material vegetal seco

L[}'ll'E 1 LCﬂiE i
Molienda
1 ) Deteccic litati
e EEEI?:I'::I;I.W itativa l l
Extraccion

v v v
Extracto metanélico Extracto acuoso Extracto etanolico

liLDTE 1 LOTE 2
Cuantificacion de Y
campferol y quercetina Capacidad antioxidante
(HPTLC) (DPPH, TBARS)]
Y
i g Y
Separacion é
identificacion (RMN) Actividad
de campferol y quercetina citotoxica

Figura 5. Diagrama general de la metodologia
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Material vegetal

Se emplearon las partes aéreas secas de dos lotes de H. glomeratum para la

realizacion de los experimentos, identificados de la siguiente manera:
Lote 1: H. glomeratum colectada en Apizaco, Tlaxcala.

Lote 2: H. glomeratum comprada en Pasaje Catedral, en el Centro Historico de la

Ciudad de México.

En cada experimento se mencionara el o los lotes que se emplearon.

5.1. Obtencion de los extractos acuoso, etandlico y metandlico de H.

glomeratum (lote 1y 2)

La obtencién de extractos se llevd a cabo de acuerdo a la metodologia empleada
por Calzada, et al., 1995; con modificaciones adecuadas a nuestras condiciones

de trabajo.

Las partes aéreas secas de H. glomeratum (lote 1 y 2) por separado, se trituraron
utilizando un molino PULMEX mini 100 y posteriormente se llevaron a cabo tres
extracciones independientes, con H,O, EtOH y MeOH, empleando 15 g del
material vegetal para cada una. Las extracciones se realizaron mediante
maceraciones consecutivas del material vegetal (Tabla 3) a temperatura ambiente
por un periodo de una hora. Terminadas las maceraciones, los extractos se

filtraron a presion reducida a través de papel filtro Whatman No. 2.

Tabla 3. Condiciones para la obtencién de extractos de H. glomeratum

(lote 1y 2).
Extraccion Maceraciones Disolvente Volumen de d_|'solvente por
maceracion (mL)
Acuosa 3 agua destilada 400
Etandlica 3 etanol destilado 400
Metandlica 3 metanol destilado 400
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El extracto acuoso se liofilizé por 24 h a -42 °C en un equipo LABCONCO
freezone 6. Los extractos etandlico y metandlico se concentraron a presion
reducida a una temperatura maxima de 40 °C, empleando un rotavapor Bichi R-
11.

5.2. Deteccion cualitativa de los flavonoides campferol y quercetina en

extractos de H. glomeratum (lote 1 y lote 2)

La deteccion cualitativa de los flavonoides campferol y quercetina en los extractos
se llevd a cabo mediante cromatografia en capa fina (CCF); se utilizaron
cromatofolios ALUGRAM SIL G/UVy,4 de 0.20 mm y como referencias se
emplearon quercetina y campferol (SIGMA). La cromatoplaca se eluyé en un
sistema de disolventes AcOEt:MeOH:H,0 [100:16.5:13.5] (Calzada, Alanis, 2007).

La cromatoplaca se rocié con acido 2-aminoetilester difenilborico (SIGMA) al 1 %
(p/v) en metanol (AAD) (Wagner, et al. 1984) y posteriormente se visualizé bajo luz

UV a 365 nm usando una lampara Espectroline modelo ENF-260C.

5.3. Cuantificacion de campferol y quercetina en el extracto metandlico de

H. glomeratum (lote 1y lote 2)

Previo a la cuantificacion, se realiz6 una hidrdlisis acida a los extractos. Esta
hidrélisis de los extractos metandlicos se llevé a cabo siguiendo la técnica
propuestas por Harborne J. B., 1998.

Se disolvieron 50 mg del extracto de H. glomeratum (lote 1) y 500 mg del extracto
de H. glomeratum (lote 2), en 2.5 mL de metanol y seguidamente se agregaron 10
mL de una solucién acuosa de HCI 2N. La hidrdlisis acida se llevé a cabo por 30

min a 80 °C con agitacion constante.
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Al término del periodo de hidrdlisis acida, la solucion se filtré a través de papel
filtro Whatman No. 2 y el filtrado obtenido se sometié a cuatro extracciones liquido-
liguido con 30 mL de AcOEt cada una. La fase organica se recuperé y llevé a pH
neutro, con agua. Posteriormente se concentr0 a presion reducida a una

temperatura maxima de 40 °C.

La cuantificacion de campferol y quercetina en el extracto metandlico se llevo a
cabo mediante la técnica de cromatografia en capa fina de alta resolucion
(HPTLC).

Para la cuantificacion se realizaron curvas de calibracion por separado de los
estandares (anexo A2). Las concentraciones que se utilizaron se observan en la
Tabla 4.

Tabla 4. Curvas de calibracién de campferol y quercetina.

Muestra Hg/MLmeoH
Campferol 0.1 0.3 0.6 075 1 2
Quercetina 0.166 0.333 05 0666 1 -

La aplicacion de estas diluciones se realiz6 en cromatoplacas de silica gel 60F
254 de 10 X 10 cm y se llevaron a cabo mediante un equipo Camag nanomat 3,
con un capilar calibrado a 1 pL. Se aplicaron 2 pL de cada una de las diluciones
de la curva de campferol y de la curva de quercetina, por separado. La curva de
calibracion de campferol se eluyd en un sistema DCM:AcOEt [4:6] y la de
quercetina en un sistema DCM:AcOEt [1:9]. Posteriormente las placas se rocian
con AAD.

Los extractos metandlicos (lote 1y lote 2) y los hidrolizados de éstos, se llevaron a
una concentracion de 10 mg/mL en metanol para la cuantificacion de los
flavonoides. Se aplicaron 2 yL de estas soluciones por duplicado, en dos placas
diferentes y se eluyeron con los sistemas mencionados anteriormente, en funcién

del flavonoide que se cuantific6. Posteriormente se rociaron con AAD.
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La lectura de las curvas de calibracion y de las muestras se realiz6 midiendo la
absorbancia a 400 nm, con una velocidad de escaneo de 20 mm/s y una
dimension del ancho del haz de luz de 0.20 x 0.20 mm, utilizando un equipo
Camag TLC Scanner 3. El analisis de los datos se llevé a cabo con la ayuda del
software Wincats™ 3.0. La concentracion de campferol y quercetina en los
extractos metandlicos y sus hidrolizados se obtuvo mediante la interpolacion de

datos en las curvas de calibraciéon obtenidas.

5.4. Separacion e identificacion de los flavonoides campferol y quercetina

en el extracto metandlico de H. glomeratum (lote 1)

Para la separacion de los flavonoides, el extracto metandlico (1.2g) se sometio a
una columna cromatogréfica (silica gel 70-230) (Calzada, Alanis, 2007). Esta se
eluyé inicialmente con AcOEt, y posteriormente se aumentd la polaridad con
MeOH hasta llegar a una relacion AcOEt:MeOH [96:4]. El desarrollo de la columna
se siguid mediante CCF eluidas con una mezcla de AcOEt:MeOH [8:2] y rociadas

con AAD. Se reunieron las fracciones con composicién similar.

La fraccién de interés se sometié a experimentos de RMN-'H y RMN-*3C a 300
MHz, realizados en el laboratorio de Resonancia Magnética Nuclear del Instituto

de Quimica de la UNAM, para la identificacion de los compuestos.

El analisis de los espectros se llevé a cabo mediante el software NMRnotebook ™
2.60 build 0.2
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5.5. Evaluacion de la actividad del extracto acuoso y etandlico de H.
glomeratum (lote 2) sobre el radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH)

Este experimento se realizé en el Laboratorio de Pruebas Biologicas del Instituto
de Quimica de la UNAM, empleando una técnica espectrofotométrica midiendo la
reduccion del radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH) (Cotelle, et al., 1996).

Se tomaron por triplicado 50 uL del extracto acuoso y etandlico por separado y 50
ML por cuatriplicado de las referencias quercetina y a-tocoferol, a diferentes
concentraciones (Tabla 5); se depositaron en una microplaca de 96 pozos y
posteriormente se agregaron 150 pL de una solucion etandlica de DPPH 133.33
UM, (concentracidén final 100 uM). La mezcla se protegié de la luz y se incubd 30
min a 37 °C con agitacion constante, finalizado el tiempo de incubacion, se leyé la
absorbancia a 515 nm por medio de un lector de microplacas (ELx 808 Bio-Tek).

Tabla 5. Concentracion de muestras y referencias (DPPH)

Muestra concentracion (ppm)

extracto acuoso 10 17.8 31.6 56.2 100

extracto etandlico 10 17.8 31.6 56.2 100
guercetina 0.72 0.96 1.28 1.7 2.27 3.02 4.03 5.19 7.17
a-tocoferol 5.75 7.66 10.2 13.6 18.2 24.2 31.9 43

La actividad sobre el DPPH se expresa como porcentaje de reduccion del radical y

se calcul6 con la siguiente férmula:
% de reduccion = (C - E/ C) 100
en donde:
C = absorbancia del control (DPPH 100 uM)
E = absorbancia de las muestras o referencias (DPPH 100 uM + muestras)

Posteriormente se estim6 la concentracion inhibitoria al 50 % (ICso).
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5.6. Evaluacién del extracto acuoso y etandélico de H. glomeratum (lote 2) en
la inhibicién de la peroxidacién de lipidos en cerebro de rata inducida
con FeS0O,

La determinacién de la inhibicion de la peroxidacion de lipidos se realizé en el
Laboratorio de Pruebas Biologicas del Instituto de Quimica de la UNAM y se llevo
a cabo mediante el ensayo de especies reactivas del acido tiobarbiturico (TBARS)
(Ohkawa, et al., 1979; Rossato, et al., 2002), basado en la Ilectura
espectofotométrica de un compuesto colorido formado por la reaccion del acido
tiobarbiturico y el malonaldehido, el cual es producto de la oxidacion de los lipidos.
El ensayo se llevd a cabo en tres etapas.

Primera etapa. Homogeneizacion del cerebro de rata.

El cerebro de rata se extrajo por completo, se coloc6 en solucion salina al 0.9 % y
se lavd con agua destilada para quitar restos de sangre. El cerebro se peso y se
agregaron 10 mL de buffer de fosfatos (9.5 mM, pH= 7.4) por cada gramo,
posteriormente se homogeneiz6 por 60 s y se centrifugé 10 min a 3000 rpm, y se

recupero el sobrenadante.

Segunda etapa. Cuantificacion de proteina por el método de Lowry y ajuste de

concentracion (Lowry, et al., 1951).

Se tomaron por duplicado 5 L del sobrenadante del homogenizado de cerebro de
rata y se colocaron en una microplaca de 96 pozos, posteriormente se afiadieron
20 pL de agua destilada é inmediatamente se adicionaron 150 yL de una mezcla
de reaccion (0.98 mL de una solucion de Na,CO3 al 2 % en NaOH 0.1N, 0.01 mL
de una solucién de tartrato de Na-K al 2 % y 0.01 mL de una solucién de CuSO,al

1 %), se homogeneizaron e incubaron por 10 min a temperatura ambiente.

Al término del tiempo de incubacion, se adicionaron 25 pL de reactivo de Folin

(acido fosfomolibdotungstico) disuelto en agua (1:1) y se incubaron por 30 min a
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temperatura ambiente. La absorbancia de midié a 540 nm y se obtuvo el contenido

de proteina en el homogenizado, mediante la ecuacion:

—u. 12
proteina (2, )= Assann ~0.05012)) ,
0.0028

Se ajusto el contenido de proteina a 2.666 mg/mL con buffer de fosfatos (9.5 mM,
pH=7.4).

Tercera etapa. Induccién de la oxidacion con FeSO,.

Todo el procedimiento se llevd a cabo en bafio de hielo. Se colocaron por
duplicado para cada muestra, 375 pL de sobrenadante del homogenizado de
cerebro de rata (2.666 mg prot/mL) en tubos eppendorf de 1.5 mL. Posteriormente
se agregaron 50 pL de una solucion 20 uM de EDTA en buffer de fosfatos y
enseguida se adicionaron 25 pL del extracto acuoso y etandlico (10, 17.78, 31.62,
56.23 y 100 ppm) y de las referencias quercetina (0.32, 0.56, 1, 1.78, 3.16, 5.62 y
10 uM) y a-tocoferol (0.1, 0.32, 1, 3.16, 10, 31.62 y 100 uM) y se incubaron 30 min
a 37 °C con agitacion.

Terminado el tiempo de la primera incubacion se agregaron 50 pL una solucién de
FeSO, 100 uM y se incubaron por segunda vez durante una 1 h a 37 °C con
agitacion. Finalizando el segundo tiempo de incubacién se afadieron 500 L de
reactivo acido tiobarbitirico (acido tiobarbitdrico al 0.5 % disuelto en NaOH
0.05N:acido tricloroacético al 30 % [1:1]) y se colocaron en bafio de hielo por 10
min. Transcurrido este tiempo, se centrifugaron a 12,000 rpm a temperatura
ambiente por 5 min y posteriormente se incubaron 30 min en bafio de agua a 80
°C. En la Tabla Al1.1. del anexo Al se observan los voliumenes de las soluciones

utilizados para cada experimento.

Pasado el tiempo de incubacion a 80 °C se tomaron por duplicado 200 pL de cada
tubo y se midio la absorbancia a 540 nm en un lector Elx 808 Bio-Tek. Se estimo

la ICs5o de los extractos y las referencias.
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5.7. Evaluacion de la actividad citotoxica del extracto acuoso y etandlico de

H. glomeratum (lote 2)

La actividad citotoxica de los extractos en lineas celulares de cancer humano se
determind en el laboratorio de pruebas biolégicas del Instituto de Quimica de la
UNAM mediante el método de sulforrodamina B (SRB), basado en la medicién de
la absorbancia de células cancerosas tratadas con el colorante anionico SRB, que
se une electrostaticamente a proteinas anionicas precipitadas con &cido

tricloroacético.

Las lineas celulares se cultivaron en medio RPMI-1640, suplementado con 10 %
de suero fetal de bovino, 100 Ul/mL de penicilina G, 100 ug/mL de sulfato de
estreptomicina y 0.25 pg/mL de anfotericina B. Las lineas se conservaron a 37°C

en una atmosfera de CO, al 5 %.

Se colocaron 100 pL de cada cultivo (U251: glia sistema nervioso central, K562:
leucemia, MCF-7: mama, PC-3: préostata, HCT-15: colon y SKLU: pulmdn) en una
placa de 96 pozos y se incubaron durante 24 h a 37 °C en CO; al 5 %. Una vez
terminado el periodo de adaptacion se adicionaron 100 pL de cada extracto (50

pg/mL) y se incubaron por un periodo de 48 h a 37 °C.

Terminadas las 48 h de incubacion, las células se precipitaron con 50 uL de una
solucion acuosa de acido tricloroacético al 50 % p/v y se incubaron durante 60 min
a 4 °C. Después, la placa se lavd con agua desionizada y se dejo secar, los
sobrenadantes se descartaron. Las células se trataron con 100 pL de una solucion
de SRB al 0.4% p/v en &cido acético 1%, por 30 min a temperatura ambiente y en
ausencia de luz. Posteriormente se lavo la placa con acido acético 1% y se dejo
secar a temperatura ambiente. Realizado esto, las células se solubilizaron con una
solucion 10 mM de base Tris no amortiguada. Se determiné la absorbancia a 515

nm, en un lector Elx 808 Bio-Tek.

La citotoxicidad se expresé como porcentaje de inhibicion de crecimiento celular y

se calcul6 con la ecuacion:
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%IC = 100 — [B/A x 100]

en donde:

A = absorbancia de células sin tratar

B = absorbancia de células tratadas con extracto
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Obtencién de los extractos acuoso, etandlico y metandlico de H.

glomeratum

Para la obtencién de los flavonoides campferol y quercetina, se llevaron a cabo las
extracciones de H. glomeratum, con H,O, EtOH y MeOH respectivamente. Los

rendimientos de los extractos obtenidos se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Rendimiento de los extractos de
H. g_;lomeratum.

Rendimiento (Yopeso seco)

Extracto

Lote 1 Lote 2
Acuoso 15.33 24.64
Etandlico 6.37 13.62
Metandlico 7.33 23.70

Se observd que los rendimientos mas altos correspondieron a los extractos
acuosos, y los mas bajos a los etandlicos, para ambos lotes. Esto puede ser
debido a que del extracto acuoso ademas de extraer flavonoides, entre otros
componentes, se extraen azucares presentes en la planta (Bruneton, 2001). No
obstante, en el lote 1, el extracto acuoso presenté solamente 1% de diferencia

frente al extracto metandlico de ese mismo lote.

Entre el rendimiento del extracto etandlico y el metandlico del lote 1, existe una
diferencia de 0.96 %, siendo el extracto metandlico el de mejor rendimiento frente
al etandlico. Del mismo modo, el extracto etandlico del lote 2 presenté un menor

rendimiento (cerca del 10 %) frente al extracto metandlico del lote 2.

El rendimiento del extracto metandlico de H. glomeratum del lote 1 (7.33 %) fue
muy similar al rendimiento obtenido por Calzada, Alanis, 2007 (7.48 %) y menor al
obtenido por Calzada, et al., 1995 (9.66 %) para este mismo extracto. Sin embargo

el extracto metandlico del lote 2 tuvo un mayor rendimiento (23.7%), comparado
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con todos los demas. Respecto a los resultados obtenidos, la edad de la planta

puede ser un factor en la diferencia del rendimiento de los extractos.

6.2. Deteccion cualitativa de los flavonoides campferol y quercetina en

extractos de H. glomeratum

En las CCF se observé un Rf muy similar para campferol (0.72) y quercetina
(0.71), que se emplearon como referencias. Se presentaron compuestos con un Rf
similar al de las referencias en el extracto metandlico y etandlico de ambos lotes,

como se puede evidenciar en la figura 6.

1%30 %83 4 ec

Lote 1 Lote 2

Figura 6. Perfil cromatogréafico de los extractos de H. glomeratum.
1) Quercetina, 2) Campferol, 3) Extracto metandlico, 4) Extracto etandlico y
5) Extracto acuoso; Sistema de elucion AcCOEt:MeOH:H,0O [100:16.5:13.5],
Rociados con AAD
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En el extracto metandlico y etandlico del lote 1 (figura 6) se detectd una marca,
que puede ser un compuesto o una mezcla de compuestos del tipo flavonoide,
cuyo Rf de 0.71 es el mismo que presenté el estandar de quercetina. En el
extracto metanolico y etandlico del lote 2 (figura 6) se observa una marca con Rf
de 0.69, el cual es muy parecido a los de las referencias, en el extracto acuoso se

aprecia esta marca de una manera muy tenue.

Al ser muy similares los Rf's de las referencias, no se puede asegurar que esta
marca se deba a la presencia de quercetina o de campferol en el extracto
metandlico y etandlico, pero si es debida a la presencia de flavonoides; ya que la
fluorescencia que presenta la marca en los extractos es semejante a la que

presentan las referencias, como se observa en la figura 6.

Ademas, en los tres extractos de los dos lotes diferentes se observaron distintos
compuestos del tipo flavonoides por su fluorescencia anaranjada y amarilla, la cual
se debi6 a la solucién AAD con la que se rocié la cromatoplaca, que proporciona
fluorescencia naranja o amarilla si se trata de quercetina o sus glicésidos, y
fluorescencia amarilla o amarilla-verde si se trata de campferol o sus glicosidos
(Wagner, 1984).

El perfil cromatografico de ambos lotes es diferente a pesar de que se trata de la
misma especie de planta, no obstante, este cambio en la composicién puede

deberse a la variabilidad de la planta o a la procedencia de la misma.
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6.3. Cuantificacion de campferol y quercetina en de extracto metandélico H.

glomeratum

En la figura 7 se muestra el espectro que se obtuvo del analisis por HPTLC del
extracto metandlico del lote 1 y en la figura 8 el espectro del extracto metandlico
hidrolizado del lote 2. La presencia de campferol se detecté a 400 nm y presentd
un Rf de 0.51 en el sistema de elucion DCM:AcOEt [4:6]. En la figura 9 se muestra
el espectro del analisis por HPTLC del extracto metandlico del lote 1, para la
deteccidén de quercetina a 400 nm, el cual presenté un Rf de 0.45 en un sistema
de elucion de DCM:AcOEt [1:9]. Los sistemas de elucion se eligieron, porque con

ellos se obtuvo una mejor separacioén y definicion del los compuestos a cuantificar.
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Figura 7. Espectro de HPTLC para deteccion de campferol
en extracto metandlico (lote 1), a 400 nm.
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Figura 8. Espectro de HPTLC para deteccion de campferol

en extracto metandlico hidrolizado (lote 2), a 400 nm.
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Figura 9. Espectro de HPTLC para deteccion de quercetina

en el extracto metandlico (lote 1), a 400 nm.
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En la Tabla 7 se observan los datos del area bajo la curva dados en unidades
arbitrarias (UA), obtenidos mediante el andlisis en HPTLC del campferol y la
quercetina en los extractos metandlicos y los extractos metandlicos hidrolizados

de H. glomeratum.

Tabla 7. Datos del area bajo la curva de campferol y quercetina en extractos
metanadlicos y extrctos metandlicos hidrolizados, de H. glomeratum.

Campferol Quercetina
MUESTRA ~ -

Area (UA) Area (UA)
Extracto metandlico H. glomeratum (lote 1) 3479.2 3824.1
Extracto metanolico H. glomeratum (lote 2) N. D. N. D.
Extracto metanolico H. glomeratum hidrolizado N.D. N.D.
(lote 1)
Extr metandlico H. glomeratum hidroli
(|§ttea(2:;o etanolico H. glomeratum hidrolizado 10335.05 N.D.

N. D.: No detectable
Los datos mostrados son el resultado del promedio de 2 ensayos por separado.

El porcentaje de campferol y quercetina en H. glomeratum que se obtuvo mediante
la interpolacién de datos en las curvas de calibracion y un tratamiento posterior

(anexo A3), se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8. Porcentaje de campferol y quercetina en H. glomeratum.

Campferol Quercetina

MUESTRA (% plp) (% plp)
(Elgtt;ago metanolico H. glomeratum o o1 53,5 7,104  9.3x10%+4.5x10™
Extracto metandlico H. glomeratum N. D. N. D.
(lote 2)
Extracto metandlico hidrolizado de H. N. D. N. D.
glomeratum (lote 1)
Extracto metandlico hidrolizado de H. 1.77+3.36x10° N. D.

glomeratum (lote 2)
N. D.: no detectable

En el extracto metandlico del lote 1 se detectaron el campferol y la quercetina en

su forma libre, una vez que se llevd a cabo la hidrélisis no se detecté ninguno de
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los flavonoides. Estos resultados son distintos para el caso del extracto metandlico
del lote 2, en el cual no se detect6 la presencia de campferol y quercetina libre,
una vez que se realizo la hidrolisis acida del extracto se observé la presencia de

campferol, pero no de quercetina (Tabla 7).

Este comportamiento puede deberse a que el campferol en el extracto del lote 2
se encuentra en forma glicosilada y es liberado a su forma aglicona mediante la
hidrolisis acida, ademas se observa que la quercetina no esta presente de ninguna
de las dos formas. En el extracto del lote 1, se detectaron ambos flavonoides en
su forma aglicona. Sin embargo, una vez que se llevé a cabo la hidrdlisis acida no
se detectaron ninguno de éstos (Tabla 8), siendo una posibilidad la
descomposicion de éstos compuestos por efecto del tratamiento térmico aplicado
durante la hidrolisis acida, como lo menciona Rodriguez G., et al.,, 2010. De
acuerdo a los datos obtenidos también se puede relacionar a los flavonoides
glicosilados con una mejor estabilidad frente a tratamientos térmicos y acidos, a
comparacion de los flavonoides como agliconas, de lo contrario se hubiese podido
detectar para su cuantificacion al campferol y la quercetina del extracto metandlico

del lote 1, después de la hidrdlisis acida.

El porcentaje de campferol (6.5x10° %) y quercetina (9.3x10° %) en el extracto
metandlico de H. glomeratum del lote 1 (Tabla 8) fue mayor en ambos casos, que
el reportado por Calzada, et al., 1995, quién obtuvo el campferol y la quecetina de
H. glomeratum en 3.9x10° % y 3.8x10° % respectivamente. Ademas, se observo
que para Calzada et al., 1995, la concentraciéon de los dos flavonoides fue muy
similar entre ellos, caso distinto al obtenido en este trabajo; puesto que la
quercetina se presentd en mayor cantidad en casi una tercera parte con respecto

al campferol.

Por otra parte se observé una relacion inversa en lo que respecta al rendimiento
del extracto metandlico del lote 1 (Tabla 6) y la concentracion de los flavonoides
en H. glomeratum, en este trabajo (Tabla 8) y Calzada, et al., 1995; ya que en este

trabajo se obtuvo un menor rendimiento para el extracto metandlico (7.33 %) pero
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una mayor concentracién de campferol (6.5x10° %) y quercetina (9.3x10° %), a
diferencia de Calzada, et al., 1995, que mostr6 un mayor rendimiento para el
extracto metandlico (9.66 %), pero una menor concentracion de los flavonoides
campferol (3.9x10° %) y quercetina (3.8x10™ %) en H. glomeratum.

Esta diferencia en la concentracién de los flavonoides, pudo presentarse por el
lugar de la recoleccion puesto que estos compuestos, entre otros, varian de
acuerdo al origen geografico, la época de crecimiento o el tiempo de
almacenamiento (Dae-Ok, et al., 2003); ya que las plantas que se emplearon en
este estudio fueron colectadas en diferentes lugares (Apizaco, Tlaxcala y pasaje
de la catedral del D.F.) y con la que trabajé Calzada et al., 1995 fue colectada en

Chiapas.

6.4. Separacion € identificacion de los flavonoides campferol y quercetina

en el extracto metandlico de H. glomeratum

La separacion del campferol y quercetina en el extracto metandlico de H.
glomeratum (lote 1) se realiz6 mediante cromatografia en columna, de la cual se
obtuvieron 8 fracciones como se puede observar en Tabla 9, no se llevd a cabo
con el extracto metandlico del lote 2, porque no se observé la presencia de los
flavonoides libres. Ademas de que en la deteccion cualitativa por CCF se
observaron marcas mas definidas lo cual podria ayudar a la separacion de los

compuestos presentes.

Tabla 9. Obtencion de fracciones del extracto metandlico de H- glomeratum
(lote 1), para identificacibn de campferol y quercetina.

Eluyente Proporcion (%) No. Fracciones Fracc!ones
reunidas
AcOEt 100 1-63 1-3, 4-8, 9-11
AcOEt:MeOH 99:1 64-113 12-51, 52-66
AcOEt:MeOH 98:2 114-118 67-113
AcOEt:MeOH 97:3 119-120 114-124
AcOEt:MeOH 96:4 121-134 125-134
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Mediante la CCF que se realizo con las fracciones reunidas, se decidio utilizar la
fraccion cuatro para realizar experimentos de Resonancia Magnética Nuclear de
protén (RMN-'H) y carbono 13 (RMN-*C), debido a la presencia de compuestos
con Rf y fluorescencia similar a los flavonoides de referencia campferol y
quercetina, y presenta una menor cantidad de compuestos a diferencia de las
siguientes fracciones, como se visualiza en la figura 10, aunado a esto, se muestra
una mejor separaciéon de las marcas de interés en la fraccién 4 (carril 6) con

respecto a las de la fraccion 3 (carril 5).

Figura 10. CCF de fracciones obtenidas de la columna cromatografica
del extracto metandlico (lote 1); rociada con AAD;
1) Quercetina; 2) Campferol; 3) Frac. 1; 4). Frac. 2; 5) Frac. 3; 6) Frac. 4,
7) Frac. 5; 8) Frac. 6; 9) Frac. 7; 10) Frac. 8;
Sistema de elucion AcOEt:MeOH:H,0 [100:16.5:13.5]

En la interpretacién del espectro de RMN-'H (anexo A4), se obtuvieron sefiales
entre 6 y 8 ppm que son representativas de compuestos fendlicos, del mismo
modo se obtuvieron sefales entre 3 y 4 ppm indicativas de la presencia de
azlicares. En el espectro de RMN-'3C se obtuvieron sefiales correspondientes a

la estructura base de los flavonoides y de azucares (Tabla 10). El analisis del
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espectro de RMN-"3C (anexo A5) se realiz con apoyo de datos espectroscopicos
tomados de Markham, et al., 1978.

La informacion obtenida mediante el analisis en CCF, en conjunto con el andlisis
de los espectros de RMN-'H y RMN-'3C, permitieron discernir la presencia de

compuestos flavonoides y de azucares en esta fraccion analizada.

En las demas fracciones que se observan en la figura 10, se puede visualizar la
presencia de mas compuestos de este tipo con un caracter mas polar, como
componentes glucosilados. Del mismo modo en el andlisis por CCF mostradas en

las figuras 6, se observa la presencia de este tipo de compuestos en los extractos.

Tabla 10. Datos espectroscopicos y sefiales obtenidas de la interpretacion del
espectro de RMN-'3C.

Sefales

Datos de Markham, et al., 1978 experimentales

Car?g;em' Q“e(réi“”a C-3-O-glu Q-3-O-glu Q-3-O-tha  RMN-BC

c2| 1468 146.9 156.3 156.5 156.4 1445
c3| 1356 135.5 133.0 133.7 134.4 133.1
c4 | 1759 175.8 177.4 177.6 1777 177.4y175.7
c5| 1607 160.7 161.1 161.3 161.2 160.9y 161
C-6 98.2 98.2 98.7 98.8 98.6 97.9

c7| 1639 163.9 164.1 164.2 164.0 163.9
c-8 93.5 93.3 93.6 93.6 93.5 92.8

co| 1562 156.2 156.3 156.5 157.0 152.2
c-10| 1031 103.1 104.1 104.2 104.2 101.9
c1 | 1217 122.1 121.0 121.4 121.0 120.7
c2 | 1295 115.3 130.7 115.3 1154  115.7y130.1
c3 | 1154 145.0 115.0 144.8 1451  114.7y 1445
c4 | 1592 147.6 159.8 148.5 1483 1505y 144.5
c5 | 1154 115.6 115.0 116.5 115.8 115.7
ce6 | 1295 120.0 130.7 1216 121.0  130.1y 120.7
c-1” 101.4 101.4 101.9 101.9
c-2” 74.2 74.3 70.4 73.8Yy 69.7
c-3” 76.5 76.8 70.6 76.4
c-4” 70.1 70.3 715 70.3
c-5” 77.2 77.5 70.1 76.4y70.3
c-6" 61.0 61.3 17.3 62.0y 17.4

glu: glucosa; rha: ramnosa
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6.5. Evaluacion de la actividad del extracto acuoso y etandlico de H.

glomeratum (lote 2) sobre el radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH)

La técnica de DPPH es una de las mas utilizadas para la evaluacién de la
capacidad antioxidante de extractos o compuestos (Prior, et al., 2005). En esta
determinacion se utilizaron como estandares quercetina y a-tocoferol, porque
ambos son de origen natural y presentan actividad antioxidante (Martinez, et al.
2002; Prior, 2003; Tapas, et al., 2008; Lee, et al. 2004).

Mediante este ensayo se evalué la capacidad de capturar el radical DPPH
Unicamente de los extractos acuoso y etandlico de H. glomeratum del lote 2,
debido a la disponibilidad de extracto. Los valores de la concentracidn inhibitoria

media (ICsp) de los estandares y los extractos se muestran en la Tabla 11.

Tabla 11. Actividad sobre el radical DPPH.

Muestra Concentracion  Absorbancia % re(_juccién del ICso
(ppm) (515 nm) radical DPPH (ppm)
DPPH 100 uM - 0.830+0.032 0 -
0 0.741+0.018 -
0.72 0.665+0.017* 10.37+0.32
0.96 0.642+0.018** 13.46+0.49
1.28 0.603+0.019** 18.80+0.69
Quercetina 1.70 0.559+0.018** 24.70+0.92 3.6840.16

(n=4) 2.27 0.509+0.016** 31.42+1.07
3.02 0.419+0.014** 43.49+1.54
4.03 0.313+0.018** 57.75+2.28
5.19 0.181+0.024** 75.55+3.26
7.17 0.107+0.003** 85.53+0.28

0 0.741+0.018 -
5.75 0.609+0.026** 17.96+1.74
7.66 0.553+0.027** 25.51+2.02
10.21 0.488+0.02** 34.31+1.80
a-tocoferol 13.62 0.400+0.019** 46.13+1.98 13.67+0.45

(n=4) 18.16 0.284+0.017** 61.65+2.19
24.22 0.135+0.009** 81.76%1.11
31.93 0.106+0.007** 85.79+0.63
43.07 0.106%0.007** 85.78+0.58
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10 0.756+0.027 8.88+0.38

17.78 0.705:+0.028* 15.09+0.27
Ex”acm_gcuoso 31.62 0.610+0.028* 26.58+0.63  57.15+1.96

(n=3) 56.23 0.456:+0.028** 45.12+1.33

100 0.195:+0.027** 76.63+2.31

10 0.747+0.023 10.00+0.68

» 17.78 0.688+0.030* 17.09+0.64
EXtraCto_eéa”O"Co 31.62 0.584+0,032** 20.70+1.20  51.56+2.02

(n=3) 56.23 0.415+0.033** 50.11+2.07

100 0.146:+0.025** 82.58+2.31

Los valores representan el promedio de experimentos independientes * error estandar de la media. Los
datos se analizaron mediante un analisis de varianza (ANOVA) seguida de una prueba de
Dunnett, los valores de p<0.05 (*) y p<0.01 (**) se consideraron como diferencia significativa con
respecto al control (0).

Se observd que los estandares quercetina y a-tocoferol tuvieron mayor capacidad
antioxidante que los extractos de H. glomeratum, pues se requiri6 una menor
concentracion de esos compuestos para poder reducir al 50 % la concentracion
inicial del radical DPPH. Sin embargo, entre el extracto acuoso y etandlico de H.
glomeratum se observd una capacidad antioxidante similar (Clsp: 57.15+1.96 y

51.56+2.02 ppm, respectivamente) (Tabla 11).

En un estudio realizado por Garcia, et al., 2010, se observé que el extracto
metandlico de orujo de uva presentdé una ICso del DPPH de 24 upg/mL, poder
antioxidante mayor al que presentaron ambos extractos de H. glomeratum. Sin
embargo, Lim, et al., 2007 evaluo la capacidad antioxidante de los extractos de
diferentes frutas como la guayaba, la papaya, la naranja y el platano, en donde
obtuvo la 1Csy de cada una de ellas (1710, 3500, 5400 y 13400 pg/mL
respectivamente). Se observo que los extractos de H. glomeratum, presentaron un
mayor efecto antioxidante en comparacion con estos datos reportados por Lim, et
al., 2007.

Estos resultados son de relevancia, puesto que los extractos de H. glomeratum
presentaron mayor capacidad para reducir el radical libre DPPH sobre los

extractos de algunas frutas.
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Las frutas son ampliamente consumidas porque ademas de proporcionar
nutrientes constituyen una fuente de flavonoides para los seres humanos, cuyo
consumo, se ha relacionado inversamente con las enfermedades crénico-

degenerativas.

6.6. Evaluacién del extracto acuoso y etandlico de H. glomeratum (lote 2) en
la inhibicién de la peroxidaciéon de lipidos en cerebro de rata inducida
con FeSO,

Se evalud la capacidad de los extractos para inhibir la peroxidacion de lipidos en
cerebro de rata, mediante el ensayo de TBARS. Los valores de la ICsy de las

referencias y las muestras se muestran en la Tabla 12.

Tabla 12. Actividad en la inhibicion de la peroxidacion lipidica.

Concentracién TBARS % inhibiciéon de ICso
Muestra ! C
(ppm) (ppm/mg prot.)  peroxidacion (ppm)
Basal 0.379+0.045 -
control 9.649+0.748 -
0.10 9.129+0.624* 5.23+1.17
0.17 8.582+0.593* 10.93+1.20
Quercetina 0.30 6.989+0.735** 27.88+2.05 0.452+0.009
0.54 3.598+0.330** 62.68+1.93
0.96 1.390+0.168** 85.23+2.81
1.70 0.492+0.120** 94.90+1.13
3.02 0.418+0.127** 95.65+1.24
Basal 0.200+0.011 -
control 6.589+0.213 -
0.04 6.283+0.188* 4.62+0.57
0.14 6.048+0.242* 8.26+1.31
a-tocoferol 0.43 5.211+0.332* 21.13+2.56 2.92+0.93
1.36 3.676+0.569** 44.84+6.74
4.31 2.725+0.335** 59.00+3.71
13.62 1.849+0.319** 72.3+3.87
43.07 1.408+0.364** 79.09+4.79
Extracto acuoso Basal 0.26x0.01 - 51.25+2.75
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FeSO4 11.30+0.27 -

10 10.42+0.08* 7.72+2.71
17.78 10.07+0.25** 10.77+3.10
31.62 8.70%0.25** 22.86+3.96
56.23 4.81+0.23* 57.36+2.94

100 1.79+£0.11** 84.12+1.09
Basal 0.26+0.01 -
FeSO4 9.65+0.18 -

10 7.82+0.02** 18.92+1.78

Extracto etanélico 17.78 7.07+£0.01** 26.76+1.51 34.26x0.91
31.62 5.44+0.19** 43.61+1.71
56.23 2.72+0.15** 71.79+1.31
100 1.09+0.07** 88.77+0.61

Los valores representan el promedio de 3-5 experimentos independientes + error estdndar de la media. Los
datos se sometieron a un analisis de varianza (ANOVA) seguida de una prueba de Dunnett. Los
valores de p<0.05 (*) y p<0.01 (**) se consideraron como diferencia significativa con respecto al
control.

Ambos extractos de H. glomeratum presentaron menor actividad y por lo tanto se
requiri6 mayor concentracion para inhibir la peroxidacion lipidica en comparacion
con los estandares quercetina y a-tocoferol (0.45 y 2.92 ppm respectivamente). El
extracto etandlico mostré mayor actividad para inhibir la peroxidacion de los lipidos
en comparacion al extracto acuoso (ICsp: 35.26£2.75 y 51.25+2.75 ppm
respectivamente), no obstante, a una concentracién de 100 ppm ambos extractos
exhibe una actividad para la inhibicién de la peroxidacion lipidica similar entre ellos
(84.12 % y 88.77 %, respectivamente) y mayor al 80 % (Tabla 12).

Por otro lado, el extracto etandlico y el acuoso presentaron una mayor actividad
antioxidante en TBARS, a comparacion de la ciruela probada por Rivas, Garcia,
2002, en donde reportdé una ICsy de 85 ug para la peroxidacion lipidica medida
mediante TBARS; siendo los flavonoides algunos de los compuestos que contiene
esta fruta. Estos efectos antioxidantes estan relacionados con la compleja mezcla

de este tipo de compuestos como lo menciona Leong, Shui, 2002.

Esta confrontacion es de importancia, ya que se observa una mayor eficiencia en
la actividad antioxidante por parte de los extractos de H. glomeratum con respecto

a la ciruela, para inhibir la peroxidacién de una macromolécula como los lipidos,
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que estan presente en los seres humanos y que al descomponerse mediante

peroxidacion son relacionados con enfermedades cardiovasculares.

Los extractos de H. glomeratum evaluados en ambas pruebas (inhibicion de la
peroxidacion lipidica y reduccion del radical DPPH), demostraron tener actividad
antioxidante. El extracto acuoso mostré una ICso similar en ambos ensayos,
mientras que el extracto etandlico mostré6 una menor ICso para el caso de la
inhibicion de peroxidacion lipidica en comparacion con la actividad sobre el radical
DPPH, lo cual pudo deberse a que los flavonoides presentes en el extracto
etandlico tienen una menor respuesta para capturar radicales libres comparada
con la capacidad para inhibir la peroxidacion de lipidos. De los dos extractos el
gue exhibié mejor actividad antioxidante fue el extracto etandlico y basandose en
al analisis cualitativo por CCF, pudo deberse a la diferencia en cuanto a la

composicién quimica del extracto acuoso y etandlico de H. glomeratum (lote 2).

6.7. Evaluacién de la actividad citotoxica del extracto acuoso y etandlico de
H. glomeratum (lote 2)

Se evalu6 la actividad citotoxica de los extractos acuoso y etandlico de H.
glomeratum (lote 2) mediante el método de SRB, en seis lineas de células
cancerosas (U251: glia SNC, K562: leucemia, MCF-7: mama, PC-3: prostata,
HCT-15: colon y SKLU-1: pulmén). En la Tabla 13 se presenta el efecto citotoxico

del extracto acuoso y del extracto etandlico.

Se observd que ambos extractos presentaron un porcentaje de inhibicion del
crecimiento celular menor al 50% en todas las lineas a la concentracion utilizada
de 50 pg/mL. De las lineas celulares, las que presentaron mayor porcentaje de
inhibicion fueron la linea de prostata (43.32 %) por efecto del extracto etandlico y

la linea celular de pulmén (43.50 %) por accién del extracto acuoso.
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Tabla 13. Efecto citotoxico de los extractos de H. glomeraum (lote 2) (50 pg/mL).

% inhibicién del crecimiento celular

U251 PC-3 K562 HCT-15  MCF-7 SKLU-1

Muestras (SNC) (prostata) (leucemia) (colon) (mama) (pulmédn)
Extracto ND ND 22.94 1.88 36.65  43.50
acuoso

Extracto 2119  43.32 39.56 30.94 14.91  14.00

etandlico

% de inhibicion
de crecimiento
la linea celular

50 1
40 -
30 -
20 - [ Extracto
acuoso
10 1 _~ E Extracto
0 + etandlico

582 heras e
SKLU-1

Lineas celulares

Figura 11. Efecto citotdxico de los extractos de H. glomeraum (lote 2) (50 pg/mL)

El extracto etandlico presentd el menor porcentaje de inhibicibn en las lineas
celulares de pulmén (14.00 %) y de mama (14.91 %), a diferencia del extracto
acuoso que mostré sus mayores porcentajes de inhibicion ante estas dos lineas
(43.50 % y 36.65 % respectivamente). Por otro lado el extracto acuoso exhibid un
porcentaje muy bajo para el caso de células de colon y ningun porcentaje de

inhibicion ante las lineas celulares del sistema nervioso central y de prostata.

Estos resultados representan la primera evaluacion para observar el efecto que
presentan los extractos, no obstante, se requiere de un analisis mas a fondo para

determinar si presentan un afecto especifico para células cancerigenas y
determinar la citotoxicidad in vivo.
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6.8. Propuesta para la aplicacién de los extractos de H. glomeratum como

nutracéutico

Los extractos de H. glomeratum de acuerdo a los resultados obtenidos,
presentaron efecto antioxidante el cual se le puede atribuir a la mezcla de
flavonoides que presentan.

Los compuestos antioxidantes, como ya se menciond, puede reducir el riesgo de
diferentes enfermedades; de esta manera, los extractos al presentar actividad
antioxidante (en algunos casos mayor a la que proporcionan extractos de distintas
frutas) podrian ser considerados como una opcién de nutracéutico 6 para incluirlos
en alimentos procesados y obtener alimentos con los compuestos bioactivos, que

brindarian un efecto benéfico al consumidor, como fuente de antioxidantes.

Tomando en cuenta lo planteado anteriormente se propone la utilizaciéon del
extracto acuoso o etandlico en bebidas de sabores, proporcionando efectos
preventivos en enfermedades cronico-degenerativas, mediante la actividad
antioxidante que presentan, debido a la solubilidad total o parcial que presentan

ambos extractos en agua.

Las caracteristicas en cuanto al empaque del producto terminado podrian ser
adecuadas para mantener la estabilidad de los compuestos flavonoides,
reduciendo la exposicion al oxigeno y a la luz, almacenando y conservando el
producto a temperatura ambiente o a temperatura de refrigeracion, poniendo en

riesgo lo menos posible la actividad antioxidante.

Por otro lado, se tendrian que realizar pruebas sensoriales posteriores al alimento
terminado, para determinar sus caracteristicas organolépticas y la aceptaciéon de

los consumidores.

Aunado a esto, también se tendrian que llevar a cabo determinaciones como
polifenoles totales y flavonoides totales para determinar la concentracion de

extracto que se requeriria agregar a la bebida.
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CONCLUSIONES

Se lograron detectar compuestos flavonoides en los extractos metandlico y

etandlico del lote 1 y 2 de H. glomeratum.

Se cuantific6 campferol y quercetina como aglicona en el extracto
metandlico de H. glomeratum del lote 1 y campferol presente como
glicésido en el extracto metandlico de H. glomeratum del lote 2.

Se identificé la estructura base de los flavonoides provenientes del extracto
metandlico de H. glomeratum del lote 1 mediante RMN.

El extracto acuoso y etandlico del lote 2 presentaron capacidad para
capturar el radical DPPH con una ICsy 57.15£1.96 y 51.56+£2.02 ppm

respectivamente.

El extracto acuoso y etandlico del lote 2 exhibieron capacidad para inhibir la
peroxidacion lipidica con una ICso 51.25 y 34.26 ppm respectivamente.

Se evalud la actividad citotoxica del extracto acuoso y etandlico del lote 2,
obteniéndose una citotoxicidad menor al 45% en todas las lineas

evaluadas.
Con base a la actividad antioxidante mostrada por el extracto acuoso y

etandlico de H. glomeratum (lote 2), fue posible proponerlos para su uso en

alimentos.
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ANEXOS

Al. Inhibicién de la peroxidacion de lipidos de cerebro de rata.
Tubos para cada experimento

Volumen Blanco Basal FeSO, FeSO,+vehiculo Muestra
375 ul PBS Sobrenadante | Sobrenadante | Sobrenadante Sobrenadante
50 ul EDTA EDTA EDTA EDTA EDTA
25 ul Vehiculo PBS PBS Vehiculo Muestra
50 ul FeSO, Agua FeSO, FeSO, FeSO,
500 pl TBA TBA TBA TBA TBA

Tabla Al1.1. Volumen de las soluciones para llenar los tubos que se preparan por
duplicado para cada experimento. El volumen final debe ser de 1 ml.

A2.

18000
16000
14000
12000
10000
8000
6000
4000
2000

(UA)

Area

y =3823.3x + 998.46
R*=0.9845

Curvas de calibracion de campferol y quercetina por HPTLC.

2

pug campferol/2 mL

Curva de calibracion de campferol
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Curva de calibracion para cuantificar campferol

pHg campferol/

0.2 0.6 1.2 15 2 4
2mL
Area (UA) 952 4180.1 5529.8 7282.4 8070.2  16297.6
UA = Unidades Arbitrarias
14000
y = 7319.5x - 2973.3 R
12000 R*=0.9769
10000
< 8000
=]
= 6000
o
< 4000
2000
0
2000 © 0.5 1 15 2
ug quercetina/2 mL
Curva de calibracién de quercetina
Curva de calibracion para cuantificar quercetina
Mg quercetinal 333 (666 1 1.333 2
2mL
Area (UA) 248.2 1674.9 3909.8 5945.2 12390.4

UA = Unidades Arbitrarias
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A3. Tratamiento de datos para la cuantificacion de los flavonoides campferol y

guercetina.

Ecuacion a partir de la curva de calibracion de campferol

y = 3823.3x + 998.46 - _ y=998.46
3822.3
- 3639.2 — 998.46
ug campferol = 3823.3
pug campferol = 0.6488 —_ ug campferol/ﬂl — 0.3244

Concentracion de la muestra: 10 mg/mi

0.3244
10

x 100 = 3.24 %

Porcentaje de campferol en 10 mg de extracto metandlico

Contenido de campferol en extracto metandlico total 200 mg x 3.24% = 6.5 mg

0-00659 100 = 0.0065 %
100g

Porcentaje de campferol en 100 g de cenicilla

Porcentaje de campferol en 100 g de cenicilla (lote 1): 0.0065 % + 0.00057 %

Se lleva a cabo el mismo tratamiento para la obtencion del porcentaje de

campferol en cenicilla del lote 2.
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Ecuacion a partir de la curva de calibracion de quercetina

_ y-73195
T 29733

y = 2973.3x +7319.5 — x

3824.4 — 7319.5
2973.3

Ug quercetina =

ug quercetina = 0.9287 s Hg quercetma/

ul = 0.4644

Concentracion de la muestra: 10 mg/ml

0.4644
10

Porcentaje de quercetina en 10 mg de extracto metandlico x 100 = 4.64 %

Contenido de quercetina en extracto metandlico total 200 mg x 4.64% = 9.3 mg

Porcentaje de quercetina en 100 g de cenicilla %xmo = 0.0093 %

Porcentaje de quercetina en 100 g de cenicilla (lote 1): 0.0093 % + 0.00045 %
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A4. Espectro de RMN-'H de la fraccion 4 obtenida a partir del extracto
metanolico (lote 1).
8L°0 -
om.o( o =
€80
el et
AN i

LE)—=

o4
L S
E3d

=

| 61



A5. Espectro de RMN-*C de la fraccién 4 obtenida a partir del extracto
metanolico (lote 1).
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