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1 INTRODUCCION

Las plantas han sido un recurso utilizado desde la antigliedad por el ser humano para su alimentacién,
vivienda y curacién de enfermedades (Lock de Ugaz, 2010). El conocimiento empirico de las plantas y sus
efectos curativos se remonta a miles de afios y forma parte de los sistemas y tradiciones curativas de
diferentes culturas en el mundo.

En México, desde tiempos prehispanicos ha contado con una gran tradicidn de prdcticas curativas, en las
gue la informacidn se ha transmitido de manera oral, de generacién en generacion. Nuestro pais cuenta
con una gran variedad de plantas que forman parte de la Medicina Tradicional Mexicana. Obras como el
Cddice de la Cruz Badiano, escrito en 1552 por Juan Badiano, quién se encarga de escribir en ndhuatl y
traducir al latin los conocimientos dictados por Martin de la Cruz (Adame & Adame, 2000) y la Historia
General de las Cosas de la Nueva Espaiia, escrita por fray Bernardino de Sahagun entre otras, muestran
las plantas utilizadas en la época.

Muchas de las plantas que se utilizaban en aquellos tiempos, en la actualidad continua su uso, por
ejemplo; para el tratamiento de enfermedades de sindrome cultural, como el susto y los nervios; se
utilizan plantas como la Passiflora incarnata (pasiflora), Valeriana mexicana (valeriana), Matricaria
recutita (manzanilla), Agastache mexicana (toronijil), entre otras. La palabra sindrome engloba una serie
de sintomas que se deben controlar, en el caso de los “nervios” la ansiedad, es uno de los principales, y
para su manejo se ha recomendado, desde la antigliedad, el uso de los “toronjiles”.

El complejo de plantas medicinales llamado “toronjiles” estd formado por el toronjil blanco (Agastache
mexicana Lint. et. Epling ssp. xolocotziana), el toronjil morado (Agastache mexicana Lint. et Epling ssp
mexicana); provenientes de México y el toronjil azul (Dracocephalum moldavica L.) de origen europeo.
Los toronjiles no solo se utilizan para ansiedad sino para el tratamiento de enfermedades
gastrointestinales que también forman parte del sindrome “nervios”. Estrada-Reyes (2014) y cols.,
comprueban la actividad ansiolitica del toronjil blanco y morado, en ratones.

El uso de fuentes naturales para la elaboracion de productos con fines comerciales es un fenédmeno que
se ha dado en las ultimas décadas produciendo ventas millonarias. Este tipo de productos deben cumplir
con ciertos parametros de calidad que aseguren su seguridad y eficacia.

El control de calidad de las plantas medicinales se realiza con el propdsito de garantizar la presencia y
concentracion de los principios activos y que la materia prima vegetal se encuentre libre de
contaminantes que puedan afectar la salud del consumidor (Sharapin, 2000). La inocuidad y la calidad
de las materias primas vegetales medicinales y de los productos acabados depende de factores que se




pueden clasificar en intrinsecos (genéticos) o extrinsecos (medio ambiente, métodos de recoleccion,
cultivo, cosecha, proceso postcosecha, transporte y practicas de almacenamiento). La contaminacién
inadvertida por agentes microbianos o quimicos durante cualquiera de las etapas de la produccién puede
también comprometer la inocuidad y la calidad. Las plantas medicinales obtenidas de poblaciones
silvestres presentan una problematica particular que va desde la confusién con otra especie por falta de
conocimiento del recolector, hasta la adulteracién intencional; afectando la seguridad y eficacia de la
planta medicinal y los productos elaborados con ésta (Lucinda Da Silva, G. Couto, & B. Bresolin, 2012).

Una medida que contribuye a la calidad es la determinacién de huellas digitales a través de un perfil
cromatografico de un espécimen con un aval botanico. La muestra se extrae y después se obtiene su
cromatograma. El resultado es una secuencia especifica de bandas o zonas debido a los componentes
conocidos o desconocidos del extracto. La huella digital de la materia prima botdnicamente autenticada
sirve como una referencia primaria contra la cual, el material desconocido puede ser caracterizado (Reich
& Schibli, 2007).

La optimizacion de los procesos de obtencion de huellas digitales cromatograficas no sélo es una
herramienta analitica alterna para la identificacién, sino también un enfoque para expresar los diferentes
patrones de distribucion de componentes quimicos de los medicamentos a base de hierbas, para
preservar su integridad (base de datos).

El desarrollo de técnicas analiticas y la capacidad informatica contribuyen a un analisis de huella dactilar
mejorado y afinado correlacionandolo con los resultados de las dreas de farmacologia, bioquimica e
investigacion clinica.

Es por ello el interés del grupo de trabajo de Farmacognosia de las FESC Campo 1 (L-324) por desarrollar
una metodologia para la obtencidn de un perfil de huellas digitales, identificacién de los componentes y
cuantificacion de estos por cromatografia en capa fina de alta resolucion (HPTLC) de la especie Agastache
mexicana ssp. xolocotziana (Toronjil blanco), cabe sefialar que este trabajo pretende hacer una
contribucién a la monografia que presenta la Farmacopea Herbolaria de los Estados Unidos Mexicanos
(FHEUM) con un perfil quimico del aceite esencial y del extracto metandlico.




2 MARCO TEORICO

2.1 Plantas medicinales en el mundo

El hombre cuando aparecid en el planeta utilizé a las plantas como un recurso primordial para la
satisfaccion de sus necesidades bdsicas como alimentacién y curacién. Aprende por ensayo y error a
diferenciar las plantas que lo alimentaban, aquellas que le curaban sus enfermedades y las que le
causaban efectos téxicos. En este largo aprendizaje, el hombre reconoce en el reino vegetal su principal
recurso terapéutico. Con los avances tecnoldgicos de cada época va descubriendo que en las plantas
existe un arsenal quimico util para el tratamiento de las enfermedades, reconociendo asi al principio
activo.

Con el desarrollo de la quimica, el hombre descubre que es capaz de realizar una sintesis quimica de los
compuestos responsables de la actividad bioldgica; inicidndose asi, un aparente descenso en el interés
por las plantas medicinales. Dando como resultado un enorme auge por la elaboracion de medicamentos
a base de principios activos derivados de una sintesis orgdnica, sin embargo, también se observa que en
ellos se presentan una serie de reacciones adversas que con el uso de las plantas medicinales no se
manifestaban, es entonces cuando se considerd que habia que regresar a lo natural (Alonso, 2014).

En ese sentido, al final del siglo XX el paradigma empieza a cambiar y la industria farmacéutica se interesa
por introducir productos manufacturados a base de plantas como Gingko biloba, Panax ginseng, Psidium
guajava, entre otros. El mercado actual de productos fitoterapéuticos constituye, por ejemplo, en
Estados Unidos o Europa entre el 30-40% (respectivamente) de los productos que comprenden el circuito
comercial farmacéutico.

Existen en el mundo unas 250 mil especies vegetales de las cuales sélo se conocen cientificamente el
10% de ellas, considerandose como medicinales alrededor de 12 mil especies en total, esto no significa
que el resto no sea medicinal, sino que aun carecen de evidencia cientifica que las avale como tales.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha sefialado que el 80% de las personas que viven en los
paises en desarrollo utiliza la medicina tradicional herbolaria para resolver sus problemas de salud.
Tomando en cuenta que el 80% de la poblacién mundial reside en paises en desarrollo, se puede calcular
que el 64% de la poblacidn mundial hace uso de las plantas medicinales en forma no industrializada.

En las dos ultimas décadas, ha aumentado considerablemente, tanto en paises desarrollados como en
desarrollo, el interés por la medicina tradicional y en particular, por los medicamentos herbolarios, lo
gue ha producido un rapido crecimiento de los mercados nacionales e internacionales de las hierbas
medicinales y se estan obteniendo rendimientos econdmicos significativos. Segun la Secretaria del
Convenio sobre la Diversidad Bioldgica, se estima que las ventas mundiales de productos herbarios
ascendieron en el afio 2000 a 60 000 millones de ddlares. En consecuencia, tanto las autoridades

8



Margarita
Texto escrito a máquina

Margarita
Texto escrito a máquina
2 MARCO TEÓRICO 


sanitarias como la opinidn publica se han interesado cada vez mas por la inocuidad y la calidad de los
medicamentos herbarios (World Health Organization , 2003).

2.2 Plantas medicinales en México

México posee una gran diversidad de plantas medicinales, por ello la medicina tradicional mexicana
ocupa el primer lugar en Latinoamérica y fluctia entre el segundo o tercero a nivel mundial, el toronijil
forma parte de esa diversidad. El toronjil es una planta reportada por Martin de la Cruz en el siglo XVIy
por Gregorio Lopez en el XIX para el tratamiento de resfrio, dolor de cabeza, “quita tristezas”, fortalece
el corazén, etc., siendo ésta una planta que actualmente tiene un amplio nimero de consumidores.
(Zolla, 2012) (UNAM, 2009).

2.2.1 Toronjil blanco

Tabla 1. Taxonomia del toronjil blanco

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Asteridae
Orden Lamiales
Familia Lamiaceae
Género Agastache
Especie Agastache mexicana
Subespecie Agastache mexicana xolocotziana

2.2.2 Sinonimia popular

El toronjil se le conoce con diferentes nombres de acuerdo con la lengua y localidad: toronjil de casa,
toronjil de monte. Puebla: pinkil (tepehua), tama, toroji, toronji (otomi) (UNAM, 2009).

2.2.3 Descripcion botéanica

El toronjil es una hierba de unos 40 a 60 cm, con tallos cuadrados y hojas opuestas que tienen forma de
lanza, de 4 a 6 cm., con orillas aserradas (bordes dentados) (Figura 1); tiene flores en racimos terminales
de color blanco, en nimero de 5 hasta 20, con forma tubular, ademas de ser una planta aromatica cuyo
olor es anisado.

El toronjil es originario de México; esta presente en climas cdlido, semicdlido y templado entre el nivel
del mar y los 780 m y desde los 1600 a los 3900 m; por lo que esta asociado a bosques tropicales




caducifolio, subcaducifolio y perennifolio y a bosques espinoso, mesoéfilo de montana, de encino, de pino
y mixto de encino-pino (UNAM, 2009).

Figura 1 Forma de la hoja de la planta Agastache mexicana ssp. xolocotziana
a, bordes dentados. Abreviaturas: V1: venas primarias y V2: venas secundarias
Nota: Imagen obtenida de Santillan Ramirez & et. al., 2008

2.2.4 Composicion quimica del aceite esencial

La familia de las labiadas se caracteriza por tener un gran nimero de especies que producen aceite
esencial, entre éstas se encuentra el toronjil. El aceite esencial de las flores de la planta esta compuesto
principalmente por monoterpenos. En la tabla 2 se muestran algunos de ellos.

Tabla 2 Compuestos quimicos con su actividad bioldgica del aceite esencial de la planta Agastache mexicana ssp.
xolocotziana.

Compuesto quimico  Actividad Bioldgica

Limoneno Antiséptico urinario, antiespasmadico
Mentona Antiespasmadico

Pulegona Antiséptico urinario

Linalool Anticonvulsivo

Nota: Adaptado de (Estrada Reyes, Aguirre Hernandez, Garcia, & Soto Hernandez, 2004)

2.2.5 Usos en la medicina tradicional mexicana
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El toronjil blanco, forma parte del complejo denominado “los tres toronjiles” junto con el toronjil morado
y azul, se utiliza cominmente para aliviar problemas gastrointestinales, nervios y cardiovasculares, asi

Ill

como, de sindrome cultural como el “espanto” y el “susto” (Estrada, Garcia , Aguirre, & Soto, 2004).
Otras virtudes medicinales que presenta son:

» Laraiz se utiliza para curar heridas, ulceras y disminuir el dolor y la fiebre.
Ayuda en el tratamiento de gripa e irritabilidad.

Sus hojas son eficaces contra la picadura de alacran.

Y V VYV

Alivia el catarro, tos, seca ampollas, para lombrices intestinales, entre otras (Reyes Mireles,
2010).

2.3 Control de calidad de las plantas

La preocupacién por la calidad de los medicamentos y por el establecimiento de normas o patrones para
la fabricacion no es cuestion de los Ultimos tiempos: aparece en los escritos del emperador chino Sheang
Nong aproximadamente en el afio 2500 A.C. y en el cédigo de Hamurabi, afio 2000 A.C.

La calidad de una planta medicinal es definida como el estado 6ptimo de una droga que es determinado
por la identidad, modo de conservacién, contenido de principios activos y otras propiedades quimicas,
fisicas y bioldgicas. El control de calidad es un término que se refiere a los procesos involucrados en el
mantenimiento de la calidad y validez de un producto (Kuklinski, 2000).

En la actualidad existen farmacopeas que tienen como objetivo establecer los métodos de analisis y
especificaciones técnicas que deberan cumplir las plantas y los derivados de ellas que se utilicen en la
elaboracién de medicamentos y remedios herbolarios, con el propdsito de contribuir al mejoramiento
de la calidad de este tipo de productos y su uso adecuado.

En general el control de calidad esta basado en tres importantes definiciones farmacopeicas: identidad,
pureza y cantidad de principios activos.

* |dentidad: La correcta certificacion de una droga cruda.

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

* Cantidad de principios activos: Consiste en certificar que la droga contenga la dosis necesaria
para asegurar su actividad farmacoldgica sin llegar a valores tdxicos.

En México, entre los documentos expedidos por la Secretaria de Salud que consignan los métodos
generales de andlisis y los requisitos sobre identidad, pureza y calidad de los farmacos, aditivos,
medicamentos y productos biolégicos se encuentra la Farmacopea Herbolaria de los Estados Unidos
Mexicanos. En ésta, en la seccion de métodos de analisis incluye a la cromatografia en capa fina como
una importante herramienta analitica para el control de calidad de plantas medicinales para determinar

11



de forma cualitativa, semicuantitativa o cuantitativa los compuestos presentes en las muestras de origen
vegetal (Secretaria de Salud, 2013) (Hernandez, 2015).

La importancia del control de calidad en una droga radica en evitar alguna de las siguientes situaciones:

» La droga utilizada no esté descrita en la farmacopea y puede presentarse una sustitucion, una

falsificacion o una sofisticacion: Se trata de adulteraciones de la materia prima vegetal, que en
general ocurren en la recoleccidn de las plantas nativas, en donde los recolectores, mezclan la
especie medicinal con otras de caracteristicas morfoldgicas semejantes.
La sofisticacion se presenta principalmente en extractos y tinturas. Estas practicas consisten en
adicionar a la droga extraida, o a los extractos y tinturas de bajo contenido de principios activos,
sustancias naturales aisladas o sustancias sintéticas de estructura semejante a los principios
activos que estan contenidos originalmente en la planta.

» La parte de la planta no corresponde a la prescrita: Los principios activos no se distribuyen
uniformemente por toda la planta, sino que se localizan preferencialmente en algunas partes y
érganos.

» La cantidad de sustancias extrafias, pesticidas, metales pesados y contenido de cenizas es mayor
gue lo permitido.

» El contenido de componentes activos no corresponde al prescrito.

» Contaminacidén microbioldgica.

Para solucionar los problemas anteriormente mencionados y asegurar la calidad de las materias primas
vegetales, la OMS recomienda incluir en las especificaciones farmacopéicas para el material vegetal: El
nombre botanico con referencia de los autores, especificacidn de la parte usada, descripcién morfolégica
macro y microscépica, determinacién de cenizas totales o cenizas sulfatadas (residuo de la incineracién)
y de cenizasinsolubles en acido, de las sustancias que van a ser extraidas de la planta, humedad, residuos
de pesticidas y pérdida por secado, aceites esenciales, identificacion por cromatografia en capa fina, en
dénde: la TLC se utiliza como un método de “huella digital” para la caracterizacidon de un extracto de la
planta. Las muestras y las referencias se aplican en la misma placa; después de la elucién con una mezcla
de disolventes adecuada, la placa se examina con luz UV (254 0 366 nm) o visible con o sin derivatizacion.
La identificacion consiste en comparar los valores de Rf de la muestra y de la sustancia de referencia.
También se incluyen las pruebas de determinacién cuantitativa de los principios activos que debe ser
considerada en su totalidad, para poder garantizar una adecuada calidad del producto; cuando las
impurezas no sean determinadas con facilidad, los métodos mas indicados son la cromatografia liquida
de alta resolucion (HPLC) o la cromatografia de gases.
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Muestreo, para que los métodos de analisis de drogas vegetales expresen en sus resultados valores
representativos de la cantidad de droga disponible, la muestra debe ser recolectada utilizdndose una
técnica definida y uniforme (Sharapin, 2000).

2.3.1 Infrarrojo

Aungue ésta técnica no se encuentra como una prueba en la Farmacopea Herbolaria de los Estados
Unidos Mexicanos, es una prueba eficiente para el control de calidad de las plantas, debido a que esta
técnica se basa en vibraciones de enlaces moleculares inducidos por la radiacion infrarroja. Es eficiente
en tiempo y requiere sélo pequefias cantidades de material de la muestra.

Una molécula vibra constantemente: sus enlaces se estiran y contraen. La absorcién de la luz infrarroja
produce cambios en las vibraciones de una molécula: la regidén de luz que se encuentra mas alla del rojo
del espectro visible presenta una frecuencia de menor longitud de onda mayor y una energia menor.
Las partes especificas del espectro infrarrojo se denotan por su frecuencia que se expresa en nimero de
onda, cm™; el nimero de onda es simplemente el nimero de ondas por centimetro, y es igual al
reciproco de la longitud de onda en centimetros.

El infrarrojo es una regién del espectro electromagnético que se utiliza para la caracterizacién de
compuestos orgdnicos, que brinda informacién de los grupos funcionales que se encuentran en una
molécula o una mezcla. Un grupo de atomos determinado da origen a bandas de absorcién
caracteristicas, es decir, un grupo funcional en especifico absorbe luz de frecuencias determinadas, que
son practicamente las mismas de un compuesto a otro. Asi, por ejemplo, el hidroxilo (—OH) absorbe
fuertemente a 3200-3600 cm™ (Thronton & Neilson, 1998).

En la figura 2 se muestran las frecuencias de absorcién de los grupos funcionales presentes en las
moléculas orgdnicas en el espectro infrarrojo.

OoHstr |B| & | & T coC |=
T | xeyaz C=0) O CH, =CH
alcohols |G| T | &5 | e acid | = = | CH, athers aromatic
. phenols el g | 5 st E - estars C-Cl
B NHstr |[E| B | T |W-c=0 ketone| & & C-OH | c_gr
5 aminas | 2 %’ a4 —C=N amide ELIJ alcohols
= amides | = phanols
T 7= P=0
o o= C—F
T ! ) T — ) | T 1 | —
3000 2000 1500 1000 500

Wavenumbers{em=1)

Figura 2 Frecuencias de vibracidn de los grupos funcionales en la region infrarroja
Nota: Imagen obtenida de Larkin, 2011
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2.4 Aceites esenciales
2.4.1 Definicion

Los aceites esenciales (AE) son las fracciones liquidas volatiles, que contienen las sustancias responsables
del aroma de las plantas y que son importantes en la industria cosmética (perfumes y aromatizantes),
de alimentos (condimentos y saborizantes) y farmacéutica.

Los AE son liquidos volatiles, insolubles en agua, pero solubles en disolventes organicos, la mayoria son
menos densos que el agua, presentan indices de refraccién altos, poder rotatorio, se descomponen con
la luz y con temperaturas elevadas por lo que se deben almacenar adecuadamente. Su funcién en las
plantas es como sistema de defensa y en la polinizacion.

Los aceites esenciales se encuentran en diferentes cavidades o canales en el parénquima, son generados
por la planta en células secretoras aisladas, en pelos secretores o en bolsas o canales secretores (Plazas
Gonzélez, 2011).

2.4.2 Composicion

Los AE generalmente son mezclas complejas de mas de 100 componentes que pueden ser: Compuestos
alifaticos de bajo peso molecular (alcanos, alcoholes, aldehidos, cetonas y ésteres), monoterpenos,
sesquiterpenos, fenilpropanos, entre otros.

2.4.3 Métodos de obtencién

Las siguientes técnicas se utilizan principalmente para la captura de pequefias cantidades de AE en las
plantas aromaticas y en parte para la determinacién del contenido de aceite esencial en el material
vegetal (Martinez , 2003).

@ Destilaciéon por arrastre de vapor.
La destilacion por arrastre de vapor es una técnica que se utiliza para separar sustancias orgdanicas
volatiles, insolubles en agua de las que no lo son. Esta técnica permite separar componentes volatiles de
puntos de ebullicién elevados a temperaturas por debajo del punto de ebulliciéon del agua. En la figura 3
se muestra el equipo utilizado para esta técnica.
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Figura 3 Obtencion de aceite por destilacidon por arrastre de vapor.
Nota: Imagen obtenida de Camacho, Morales, Sanchez, Velazquez, & Angeles, en revisidn

# Expresion o prensado en frio:
La expresidon es un método de extraccién de aceites esenciales que consiste en ejercer una fuerza
mecanica sobre el material vegetal, con el fin de romper las células y asi el aceite sea liberado. Este
método es muy artesanal, se utiliza para las especies de la familia de las rutdceas (naranjas, limones,
toronjas, etc.)

4 Enflorado o enfleurage:

El material vegetal (generalmente flores) se pone en contacto con una grasa. La esencia se disuelve en
la grasa que actua como vehiculo extractor. Se obtiene inicialmente una mezcla (el concreto) de aceite
esencial y grasa la cual es separada posteriormente por otros medios fisicoquimicos. En general se
recurre al agregado de alcohol caliente a la mezcla y su posterior enfriamiento para separar la grasa
(insoluble) y el extracto aromatico (absoluto). Esta técnica es empleada para la obtencién de esencias
florales (rosa, jazmin, azahar, etc.), pero su bajo rendimiento y la dificil separacién del aceite extractor
la hacen costosa (Martinez , 2003).

4 Hidrodestilacion
El dispositivo mas utilizado es el aparato de destilacidn circulatorio, basdndose en la publicacién de
Clevenger (1928) y que mas tarde se han encontrado diversas modificaciones. Una de esas
modificaciones es el aparato descrito por Cocking y Middleton (1935). Este dispositivo consta de un
matraz bola en donde se coloca el material vegetal picado en contacto con el agua y se somete a calor,
es conectado a un condensador vertical y a un tubo graduado, para la determinacién volumétrica del
aceite. En la parte inferior del tubo hay tres vias una de ella permite dirigir el agua de nuevo al frasco, ya
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gue es un dispositivo de destilacién de circuito cerrado continuo, y al final del proceso de destilacidn se
separa el aceite esencial de la fase acuosa (Hiusniu Can Baser & Gerhard, 2010).

Esta técnica se basa en que el agua al llegar al punto de ebulliciéon genera vapor. La generacion del vapor
debe ser interna (base del recipiente), produciendo la presion suficiente para vencer la resistencia
hidraulica del material vegetal. Conforme el vapor entra en contacto con la planta, éste extrae los
componentes volatiles. La mezcla de vapor saturado y el aceite esencial fluyen hacia el condensador, en
donde se condensa y enfria hasta la temperatura ambiente. A la salida del condensador, se obtiene una
emulsion liquida inestable, la cual es separada en la trampa de Clevenger en la que se va acumulando el
aceite esencial debido a que es inmiscible con el agua (Plazas Gonzalez, 2011), esta técnica es utilizada
principalmente para aceites cuya densidad es menor a 1.

Figura 4 Dispositivo de hidrodestilaciéon
Nota: Imagen obtenida de Camacho, Morales, Sanchez, Velazquez, & Angeles, en revisién

2.4.4 Control de calidad

2.4.4.1 Propiedades sensoriales

* QOlor: Se clasifica de acuerdo con los 10 olores primarios:

Fragante o floral: Olor a flores (rosa, jazmin, lirio) o perfume
Lefioso o resinoso: Olor a pino o hierba recién cortada
Frutal: Frutas no citricas

Quimico: Alcohol, azufrado, acético, amoniaco

AR NN

Mentolado o refrescante: relativo al mentol y con una sensacion de descongestion
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Dulce: Caramelo, vainilla, incienso, cuero
Quemado o ahumado: Humo, incienso, cuero
Citrico: Naranja, limén

Podrido: Carne podrida o leche agria

AN R NN

Acre o rancio: Aspero y picante (PrestaShop, 2016).

* Color: Un modelo utilizado para la determinacion del color es el modelo RGB el cual se basa en
la teoria aditiva del color, mediante la mezcla o suma de los tres colores primarios rojo, verde y
azul asignandole valores de 0 a 255 a cada uno de ellos.

Para conseguir un color determinado se asignan valores para cada uno de los colores primarios
por lo que la ausencia de color, que seria en negro, se obtiene cuando los tres valores se llevan
a (0,0,0), por el contrario, el color blanco se forma llevando a su maximo nivel los tres valores
(255, 255, 255) (Borrego Jiménez, 2014).

2.4.4.2 Propiedades fisicoquimicas

indice de refraccién: El indice de refraccién de una sustancia transparente es el radio de la velocidad de
la luz en al aire y su velocidad en el material de prueba. Es indicativo de la pureza de la materia prima
analizada, debido a que depende de la composicidn a través de la cual se transmite la radiacion (Boatella
Riera & Codony Salcedo, 2004). Esta constante fisica se utiliza para identificacién de, y deteccién de
impurezas en aceites volatiles (Troy & Beringer, 2006).

2.4.5 Usos

Terapéuticamente, los aceites esenciales despliegan un amplio espectro de actividades como
antiséptico, estimulante, carminativo, diurético, antihelmintico, analgésico, antirreumatico, aromatico y
muchas otras actividades.

Aparte de los alimentos y usos farmacéuticos, se utilizan también como repelentes de insectos,
insecticidas, pesticidas y desodorantes (Shaha & Salunkhe, 2014).

2.5 Extractos vegetales

Para aprovechar las substancias activas de una planta, se recurre frecuentemente a los extractos. El
proceso de extraccion consiste en incorporar las substancias activas de una planta a un disolvente, que
generalmente suele ser agua o alcohol y el producto resultante puede ser una solucién concentrada.

Los métodos de extraccion se pueden agrupar en las siguientes clasificaciones:
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a) Tipo de disolvente:

» Extraccidn con agua: infusién y decoccidn.

» Extraccion con disolventes organicos: maceracion, lixiviacion o percolacién, extraccion Soxhlet,
digestion y por fluido supercritico (Gonzalez Villa, 2004).

Técnica utilizada:
Percolacion en frio o en caliente.
Extraccion continua (Soxhlet): Método caliente.
Extraccion con fluidos en condiciones supercriticas.

vvvyvZ

Extraccion en fase sélida.

La eleccion del método dependerd de los objetivos del estudio y facilidades que se tengan, es decir los
recursos con los que se cuente (Deanna & Masahisa, 2002).

2.6 Métodos de separacion

La separaciéon e identificacién de los componentes quimicos de un extracto vegetal, se realiza
principalmente utilizando técnicas cromatograficas.

2.6.1 Cromatografia

La cromatografia es un método fisico para la separacion de una mezcla de solutos provocada por la
particidon o distribucién dindmica del material entre dos fases inmiscibles, una de las cuales se estd
moviendo en la otra y se nombran fase estacionaria y fase mévil. Esta Gltima se mueve en una direccién
especifica sobre la fase estacionaria. Cada tipo de cromatografia contiene una fase mévil y una fase
estacionaria; la fase movil puede ser liquido o gas.

La Cromatografia, en sus diversas formas, es una técnica extremadamente valiosa para la separacion,
aislamiento, purificacion e identificacion de los componentes de la mezcla.

La cromatografia se puede clasificar de acuerdo con diferentes parametros: estado fisico de sus fases,
mecanismo de separacidn, naturaleza de la fase mévil o de la fase estacionaria, o bien segun la
disposicion de la fase estacionaria (forma en que las dos fases entran en contacto), esta ultima se clasifica
en cromatografia en columna y planar.

Existiendo asi las siguientes clases de cromatografia dependiendo de sus propiedades de separacidn: la
de adsorcidén, la de reparto, de intercambio idnico y filtracidn molecular. Las principales caracteristicas
se resumen en la tabla 3.
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Tabla 3 Principales caracteristicas de las diferentes clases de cromatografia

Tipo Adsorcion Particion Intercambio Permeacion en
Iénico gel
Fase sélida liquida sélida sélida
estacionaria
Fase movil Liquida o Liquida o Liquida o Liquida
gaseosa gaseosa gaseosa
Fundamento Interaccién Solubilidad Intercambio de  Grado de

del proceso de
separacion

Propiedad
diferenciadora
Unidades

Naturaleza del

molecular entre
el soluto y el
solvente

Polaridad

Coeficiente de
adsorcion

Adsorcidén sobre

diferencial del
soluto entre las
fases

Solubilidad

Coeficiente de
distribucion

Distribucion

iones entre la
soluciony la
fase
estacionaria
lonizacion

Carga, cte. de
disociacion,
radio idnico.
Interacciones

inclusion en los
poros de la fase
estacionaria

Tamafo
molecular
Tamafo
molecular
efectivo
Difusién.

solido electrostaticas y

difusion

proceso entre liquidos

Nota: Recuperado de Mercano & Hasewaga, 2012

# Cromatografia en Capa Fina (TLC: Thin Layer Chromatography)

En la cromatografia planar, la fase estacionaria puede ser una hoja de papel (cromatografia en papel) o
se puede distribuir como una capa sobre vidrio, aluminio o plastico, por eso el nombre de cromatografia
en capa fina (TLC, por sus siglas en inglés). La fase movil migra por capilaridad a través de la estacionaria,
La fase moévil deberd reunir al igual que la estacionaria ciertas caracteristicas como: ser inerte (no
reaccionar con la fase movil ni con los componentes de la mezcla a separar), los disolventes utilizados
deberdn ser puros y de preferencia volatiles.

La fase estacionaria no debe formar enlaces covalentes con las sustancias separadas, debe ser insoluble
en la fase mévil, no deben migrar con la fase mévil a lo largo de la placa, no debe contener componentes
gue interfieran con la separacion o la deteccion, debe ser incolora, no debe hincharse o contraerse bajo
la accién de la fase movil, y no debe absorber la luz. En el caso del gel de silice es un adsorbente polar
con propiedades hidrofilicas.

Es muy importante en esta técnica la cdmara de elucidén que previamente se debera saturar con todos
los componentes de la fase movil, para mantenerla en equilibrio y que garantice que toda la placa se
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esta desarrollando en las mismas condiciones. Mantener la saturacién es importante, por lo que se
debera destapar con cuidado para no alterarla (Krasikov, 2003).

La separacion se produce por la distribucidn de sustancias de la muestra, entre la fase estacionaria y la

fase movil. Esta afinidad relativa en capa fina se expresa por el valor del factor de retencién o (Rf), que
expresa la relacidn entre la distancia recorrida por la sustancia y la recorrida por la fase movil. Es decir:

distancia recorrida por la sustancia

distancia recorrida por la fase mévil

El valor de Rf esta condicionado por numerosos factores, tales como las variaciones en la composicidn
de la fase movil, la temperatura (que modifica el coeficiente de particion), la viscosidad, las
caracteristicas del adsorbente como: grosor y tamafio de poro (que modifican la velocidad del flujo del
liquido), etc. Por ello, para dar el valor de Rf como una caracteristica propia de cada sustancia, hay que
especificar claramente las condiciones en que se ha realizado la medicién, ya que es una constante en
determinado sistema cromatografico (Orid, 2000).

La cromatografia en capa fina (TLC) es sin duda uno de los métodos de separacion mds versatiles y
ampliamente utilizados en cromatografia. El concepto de TLC es simple y las muestras requieren por lo
general tratamiento previo minimo. Se ha utilizado con frecuencia en analisis farmacéuticos, clinicos,
guimica industrial, ambiental, toxicoldgica, quimica de los alimentos, analisis de plaguicidas, la pureza
de tintes, cosméticos y en el andlisis de hierbas.

La introduccidn de la Cromatografia en capa fina de alta resolucién mejor conocida por sus siglas en
inglés HPTLC, ha aumentado el interés por este tipo de técnica.

# Cromatografia en capa fina de alta resolucion (HPTLC: High performance thin layer
chromatography)

Krasikov (2003) menciona que la TLC y HPTLC son semejantes cada componente de la mezcla tiene una
velocidad de migracién diferente, dado que cada uno participa en multiples actos de adsorcion vy
desorcion. Las caracteristicas de las fase movil y estacionaria son semejantes a la TLC y se sefialaron
anteriormente.

La cromatografia de capa fina de alto rendimiento (HPTLC) es un método adecuado para tareas analiticas
cualitativas y cuantitativas. Se utiliza para la identificacion y cuantificacion de impurezas, sustancias
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activas; desarrollo y optimizacién de procesos; debido a que este método proporciona una excelente
separacion, anadlisis cualitativo y cuantitativo de una amplia gama de compuestos, como suplementos
dietéticos a base de hierbas y botanicos, nutracéuticos, medicinas occidentales tradicionales, medicinas
tradicionales chinas y medicinas ayurvédicas (indias) y determinacién de sustancias radiomarcadas en
productos quimicos , muestras bioquimicas, bioldgicas, farmacéuticas y medicinales entre otras.

HPTLC es superior a otras técnicas analiticas en términos de tiempo para el analisis. Las caracteristicas
importantes de HPTLC incluyen la capacidad de analizar muchas muestras que contienen componentes
multiples al mismo tiempo, al aplicarlas en una sola placa.

La cromatografia en capa fina de alta resolucion es una técnica instrumental sofisticada basada en las
capacidades de la cromatografia de capa fina. Las ventajas de la automatizacién, escaneo, vy
principalmente la deteccion selectiva, preparacion minima de muestra, entre otras; la convierte en una
herramienta analitica poderosa para resolver incluso mezclas complejas (ManMohan, 2011).

Logrando asi una mejor separacion, elimina errores manuales y mejora la reproducibilidad de los
resultados, util para el analisis cualitativo y cuantitativo en productos herbarios. Se puede utilizar
practicamente con todas las sustancias, con la excepcion de aquellas que son gaseosas.

En la actualidad el método de HPTLC es una herramienta util en la evaluacién de la calidad en productos
cuyas formulaciones estan hechas en base a hierbas y en donde su variacion en el contenido en materia
prima puede variar, debido a diferentes factores geo-climaticos y razones comerciales.

Todo proceso analitico para HPTLC puede ser resumido en los siguientes pasos:

1. Para la seleccidn de la fase estacionaria en HPTLC se puede empezar por utilizar gel de silice que
es muy utilizada y se aplica para la mayoria de las drogas. A continuacion, se muestra en la tabla
4 |os tipos de fase estacionaria que se pueden utilizar considerando el compuesto que se desea
separar.

2. Preparacion de la muestra: la preparacién de muestras para HPTLC no es muy exigente. Solo se
necesita colocar la muestra en un disolvente adecuado que solubilizara completamente al analito.
En caso de ser necesario se puede utilizar la sonicacion para asegurar la solubilidad completa de
la muestra, asi como la filtracién o centrifugacion para eliminar los excipientes no disueltos.

3. Aplicacién de la muestra en fase estacionaria: Comunmente, se conocen dos formas aplicacion de
muestras en una placa de HPTLC: aplicacion de contacto y técnicas en aerosol o pulverizacion. La
seleccion de una técnica de aplicacion de muestra depende de factores tales como la naturaleza
de la tarea analitica, el tipo de matriz de muestra, la carga de trabajo y las limitaciones de tiempo,
el tipo de capa de separacién y los volumenes de muestra que se aplicaran. Durante la aplicacion
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puntual mediante la técnica de aplicacidén de contacto, el disolvente de la muestra realiza la
"cromatografia circular". Esto puede causar una distribucidn irregular de los componentes de la
muestra a través del punto, y las manchas pueden ser amplias y no simétricas después del
desarrollo del cromatograma.

La técnica en aerosol o pulverizacidon ofrece la ventaja de evitar cualquier asimetria durante la
aplicacion de la muestra al mejorar la resolucion y deteccidn de un sistema. Si las muestras se
aplican como bandas estrechas garantiza la distribucién homogénea de la muestra en toda la
longitud de la banda.

Tabla 4 Guia para la seleccion de fase estacionaria para el desarrollo del método HPTLC

Fase estacionaria Tipo de muestra
Gel de silice Toda clase de componentes
Oxido de Aluminio Compuestos basicos (alcaloides, aminas, etc.) esteroides, terpenos,
hidrocarburos alifaticos y aromaticos
Amino Azlcares, fenoles, acidos carboxilicos, purinas, nucledtidos
Ciano Toda clase de componentes, PHB esteres
Diol Toda clase de componentes, esteroides, hormonas

Fase Reversa C-2, C-8, C-18  Sustancias polares, esteroides, tetraciclinas, ftalatos, barbituricos,
bases nucleicas, aminofenoles

Poliamida Fenoles, flavonoides, compuestos nitro

Gel de silice impregnado Hidrocarburos aromaticos ciclicos, acido bdrico
con nitrato de plata

Fase Quiral Enantidmeros

Nota: Informacion obtenida de Patel, Rashmin y cols (2012)
4. Desarrollo de la placa: la eleccidon de la fase movil para el método HPTLC, se selecciona y optimiza

sobre la base de la propia experiencia del analista, la informacién obtenida de la literatura de
estudios similares y, por ultimo, el método tradicional de prueba y error. Durante el desarrollo,
una fase gaseosa esta presente ademas de la fase estacionaria y movil. Esta fase gaseosa puede
influir significativamente en el resultado de la separacidon, ésta dependera de: tipo, tamaiio y
condicién de saturaciéon de la cdmara durante el desarrollo. El uso de cdmaras no saturadas debe
evitarse debido a la disminucién de la reproducibilidad y, frecuentemente a la obtencion de
frentes de disolvente curvados o torcidos. Las separaciones complejas se pueden realizar con una
mejor resolucién mediante el desarrollo bidimensional, en el que la mezcla de muestra se aplica
en una esquina de la placa de HPTLC. La placa se desarrolla con la primera fase movil, se seca y se
desarrolla con una segunda fase mévil en la direccién perpendicular.

5. Deteccidén de compuestos: La observacién de los datos obtenidos mediante el desarrollo de la
placa se pueden efectuar de varias maneras:
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Visualizacion directa, es decir, observar a aquellas sustancias que como propiedad
intrinseca poseen color.

Luz UV: empleando una lampara de luz UV se pueden observar aquellos compuestos con
absorcion en esa region (compuestos insaturados, aromaticos, entre otros). La mayor
parte de las placas contienen un indicador fluorescente que permite la visualizacién de los
compuestos activos en la regién UV. El indicador absorbe luz UV y emite luz visible. Si en
la placa estd presente un compuesto activo en la regidon UV, éste evita la absorcion de luz
del indicador en la zona en la que se encuentra el compuesto, resultando en la
visualizacién de una mancha en la placa que indica la presencia del compuesto.

Por ultimo, para aquellos compuestos que no se consiguen ver por ninguno de los métodos
anteriores se utiliza el revelado utilizando reactivos que ya sea por inmersién o
pulverizacion de la placa se pueden formar derivados observables, en la tabla 5 se
muestran algunos reactivos.

Tabla 5 Lista de reactivos de derivatizacion mas utilizados

Agentes Deteccion
Acido sulfurico Deteccién en general
Yodo (vapores de yodo) Alcaloides, derivados de la purina, lipidos, carotenoides
Anilina-difenilamina-acido fosférico Azucares, glucdsidos
Anisaldehido-acido sulfurico Terpenoides, saponinas, esteroles

2,6-Dibromoquinona -4-clorimida Arbutina, vitamina B6, fenoles, cumarinas, tioles, tionas,

capsaicina, antioxidantes, aminas

Reactivo de Dragendorff Alcaloides, compuestos de nitréogeno heterociclico,
polietilenglicol

Vapor de amoniaco Opiaceos, micotoxinas, flavonoides, sendsidos

Natural Products / polietilenglicol Flavonoides, carbohidratos, antocianinas

Ninhidrina Aminoacidos, aminas biogénicas, efedrina

Acido fosfomolibdico Aceites fijos, fosfolipidos, sustancias reductoras, esteroides,

compuestos de aceites esenciales, morfina

Vainillina-acido inorganico Terpenoides, esteroles, salicina, alcaloides del cornezuelo del

centeno, la mayoria de los compuestos lipofilicos

Nota: Informacién obtenida de Patel y cols., 2012

6. Cuantificacion (cuando sea necesario): la mayoria de los estudios cuantitativos de HPTLC
modernos se realizan in situ midiendo las zonas de muestras y de los estandares de referencia,

usando un densitdmetro o escaner. El cromatograma se puede explorar en modo de reflectancia,
transmitancia, absorbancia o por fluorescencia (Devi Datt, 2012) (Patel, Patel, Dubey, Dubey, &
Patel, 2012).
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2.7 Formas de deteccion

El desarrollo de la placa da por resultado bandas o manchas (depende de como se haya aplicado la
muestra) que corresponden a cada compuesto resuelto de la mezcla y como se sefialé anteriormente
existen diferentes formas de visualizacion. Como la luz UV fue una de las técnicas utilizadas en el
presente trabajo, se ampliara la informacién acerca de esta técnica (WordPress.com, 2012).

2.7.1 Espectrofotometria UV-Vis

La regidn ultravioleta se divide, en ultravioleta lejano (de 10 a 200 nm) y ultravioleta cercano (de 200 a
400 nm). La region de ultravioleta lejano suele llamarse también ultravioleta de vacio, puesto que el
oxigeno absorbe justo por debajo de 200 nm y es preciso eliminarlo del espectrofotémetro. Mientras
que la region visible se encuentra entre 400-700 nm.

107 Km m cm
| " . { s |

———F— AN \ \ Y

T i 1 i
@ 100 10+ 10% 10% (1™ Fdo™=
Radiacidén no fonizante

Energla

Longitud de onda

Figura 5 Espectro electromagnético
Nota: Imagen obtenida de WordPress.com, 2012

Las radiaciones ultravioleta y visible tienen en comun, que la absorcién en ambas regiones provoca la
excitacion de electrones a niveles de energia superiores. Para excitar a los electrones fuertemente
unidos se requiere, en general, fotones energéticos (de longitud de onda corta), mientras que los
electrones unidos débilmente (deslocalizados) pueden excitarse con radiaciéon de longitud mas larga
(Olsen, 1990).

Las especies absorbentes son las que contienen electrones 1, o y n que se encuentran en moléculas
organicas. Todos los compuestos organicos son capaces de absorber radiacion electromagnética porque
contienen electrones de valencia que pueden ser excitados a niveles de energia superiores. La absorcion
de radiacion visible y ultravioleta cercano esta restringida a un nimero limitado de grupos funcionales
(Ilamados croméforos), que son especies organicas con enlaces no saturados. Los orbitales moleculares
asociados con enlaces sencillos, en las moléculas organicas, se designan como orbitales o, y los
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electrones correspondientes son electrones 6. En cambio, el doble enlace contiene dos tipos de orbitales
moleculares, una orbital sigma (o) correspondiente a un par de electrones enlazantes y una orbital
molecular pi (1t) asociado con el otro par. Los orbitales moleculares de antienlace oy 1t se designan como

O* y Ti*, respectivamente.

Las transiciones electrdénicas entre los distintos niveles de energia se pueden producir por absorcién de
radiacion. Como se muestra en la figura 6 son posibles cuatro tipos de transiciones: ¢ — ¢*; n—>c*;
n—7*; n—>7n* (Ramirez, 2008). Las transiciones permitidas en el ultravioleta cercano corresponden a las

n—7*; n—>1*, para moléculas insaturadas y las que poseen heterodtomos con pares de electrones libres.

P
T - o antienlazante
m .
a G — O antienlaz ante
E n n no enlazante
ucj T 1 enlaz ante
o] O pnlarante

Figura 6 Transiciones electrénicas permitidas
Nota: Imagen obtenida de Santander Garcia, 2018

Cuando una molécula absorbe radiacién ultravioleta o visible, las transiciones electrdnicas se producen
entre el orbital molecular de mas alta energia ocupado, que se denomina HOMO (del inglés: Highest
Ocuppied Molecular Orbital), y el orbital molecular de mas baja energia desocupado, el LUMO (del inglés:
Lowest Unocuppied Molecular Orbital) (Aldabe Bilmes, Aramendia, Bonazzola, & Lacreu, 2004).

Estado Basal Estado Excitado

LUMO —_— hv 1

Homo MV v

Figura 7 Esquema general para una transicion electronica HOMO-LUMO
Nota: Imagen obtenida de Vaquera, 2015
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Desarrollar una metodologia por la técnica de Cromatografia en capa fina de alta resolucién (HPTLC) para
obtener el perfil de huellas dactilares del aceite esencial y extracto hidroalcohdlico de la especie
Agastache mexicana (Kunth.) Lint. & Epling ssp. xolocotziana (toronjil blanco).

3.1.1 Objetivos particulares

e Determinar la identidad del material adquirido en el mercado “Sonora” de la Ciudad de México
por expertos botanicos del Herbario IZTA de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala para su
correcta caracterizacién taxondémica.

e Analizar los extractos obtenidos por gradiente de polaridad, por medio de pruebas quimicas
presuntivas que permitan identificar la fraccion donde se encuentran los compuestos
polifendlicos.

e Establecer el método cromatografico a través de la modificacion de las condiciones
experimentales que permitan separar la mezcla de componentes presentes en el extracto a
seleccionar y el aceite esencial de la planta.

e Analizar el extracto seleccionado y aceite esencial mediante la comparacién con estandares para
deducir los compuestos quimicos presentes.

e Evaluar especificidad, linealidad y exactitud por medio de pruebas y criterios estadisticos para la
identificacidn y cuantificacion de compuestos quimicos en el extracto y aceite esencial.
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4 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

En la figura 8 se presenta la metodologia general planteada en este proyecto y posteriormente se
desglosara cada paso, para ver los detalles propios.

Figura 8 Metodologia general del trabajo experimental

4.1 Adquisicion del material vegetal

El material vegetal se compré en el Mercado Sonora ubicado en Fray Servando Teresa de Mier # 419,
colonia Merced Balbuena, Delegacién Venustiano Carranza, C.P. 15800 (entre las calles San Nicolas,
Canal y La Viga, a espaldas de la estacion central de bomberos), Ciudad de México, adquiriéndolo
siempre en el mismo puesto.
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4.2 Identidad botanica

Una vez obtenida la materia prima se herborizd: Colocando un ejemplar del toronjil, entre dos hojas de
papel secante; cuidando que se observen cada una de sus partes y fijando con ayuda de una prensa. El
ejemplar seco se llevé al Herbario Etnobotdnico IZTA de la Facultad de Estudios Superiores lztacala
UNAM, para la identificacion de la planta medicinal.

4.2.1 Anédlisis macroscopico de la planta A. mexicana ssp. xolocotziana

Tomar un ejemplar del toronjil blanco y observar que éste cumpla con las caracteristicas fisicas descritas
en la monografia de la planta, en cuanto a la forma de tallo, ubicacién de las hojas y flores (UNAM, 2009).

4.2.2 Analisis microscopico de la planta A. mexicana ssp. xolocotziana

Con un microscopio estereoscépico observar la hoja y flor de la planta para verificar que cumplan con
las caracteristicas de éstas.

4.3 Material extraio

Considerando las caracteristicas macroscépicas del material vegetal, se efectud una separacién de todo
aquello que no cumpla con la descripcién botanica (tierra, hojas, material con cambio de coloracién o
signos de deterioro, otras plantas etc.) (WHO, 1998).

4.4 Secado

Como método de conservacion se utilizd secado natural y a la sombra extendiendo el material vegetal
adquirido en una mesa, cubriéndolo con hojas de papel secante para protegerlo de la luz y del polvo
(Villar del Fresno, 1999).

4.5 Preparacion de materia prima

Se seleccionaron las partes a utilizar de la planta (flores y hojas), previamente secas y se trituraron en
Picadora clasica 1,2,3 Moulinex, presionando 3 veces durante 30 s por cada vez. El polvo obtenido se
tamizo utilizando una malla 30 para conseguir un tamafio de particula homogéneo.
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4.6 Extraccion del Aceite esencial

Se utilizaron dos métodos de extraccién: hidrodestilacién y destilacion por arrastre de vapor, que se
describen a continuacion.

Hidrodestilacidn: Se pesaron aproximadamente 100 g del material vegetal y se colocaron en un matraz
bola de 3 L, adicionandole 1 L de agua destilada. Se monté el equipo de hidrodestilacidon adaptado con
una trampa tipo Clevenger, (figura 4). Se calenté por un lapso de 2 h cuidando de tomar como tiempo
inicial el momento en que la destilacién empieza. Durante todo el proceso se cuidd la temperatura.

Destilacidn por arrastre de vapor: Se pesaron aproximadamente 150 g del material vegetal colocdandolo
en un matraz bola de 1 L. En otro matraz bola de 2 L se colocaron 1.5 L de agua destilada y se armé el
equipo de destilacion por arrastre de vapor (figura 3). Se calenté durante 3 h colectando el destilado
(mezcla aceite-agua).

4.6.1 Separacion de la mezcla aceite-agua

Hidrodestilacién: Al término del proceso de extraccidon y con el equipo frio se abrié la llave de la trampa
de Clevenger y se colectd el aceite esencial en un tubo de ensaye cuidando de que no pasara agua, en
caso de que sucediera, se eliminé el agua utilizando una pipeta Pasteur o se adicioné un agente
desecante (sulfato de sodio anhidro).

Arrastre de vapor: La mezcla aceite-agua se colocé en un embudo de separacion, dejandola reposar para
la separacidn de las dos fases. Se retird la fase acuosa quedando el aceite que posteriormente se secd
con sulfato de sodio anhidro.

4.6.2 Almacenamiento

Se colocaron los aceites obtenidos en tubos de ensayo con tapa rosca protegidos de la luz a una
temperatura de 7°C.

4.7 Control de calidad del aceite
Una vez obtenido el aceite esencial se prosiguid a la realizacién de las siguientes pruebas.
4.7.1 Propiedades sensoriales:

El olor se describié de acuerdo con la descripcion de los 10 olores primarios presentados en el marco
tedrico.
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Color: Se realizé una comparacién con el modelo RGB como patron.
4.7.2 Densidad

Para la determinacidn de este pardmetro se utilizé el método del picnémetro (NMX-F-075-SCF1,2012)
reemplazando, a éste por un matraz volumétrico de 1 mL, debido al bajo rendimiento que presentan los
aceites esenciales obtenidos.

4.7.3 indice de refraccién

Se determind utilizando un refractometro solar marca Zeigen, previamente calibrado realizando la
prueba por triplicado; cuidando que la temperatura en las mediciones fuera de 20°C.

4.7.4 Infrarrojo

El espectro de infrarrojo se obtuvo con un espectrofotémetro de infrarrojo, modelo Nicolet iS10FT con
punta de diamante. Colocando la muestra directa y sin dilucion alguna para su posterior interpretacion.

4.8 Obtencion del perfil cromatografico

En la figura 9 se muestra la metodologia general para la obtencidn del perfil cromatografico del aceite
esencial.

4.8.1 Monitoreo manual

Para el monitoreo manual se llevé a cabo el siguiente procedimiento:
* Preparacion de la muestra: el aceite esencial se utilizé directamente, solo se transfirié a un frasco

vial.

*  Preparacion del analisis: para asegurar la limpieza de la placa fue necesario revisarla en luz blanca
y luz UV para detectar la presencia de alglin contaminante.

*  Aplicacidn de la muestra: con ayuda de un capilar, aplicar de forma puntual la muestra sobre las
placas cromatograficas; cuyas especificaciones se muestran a continuacién:
Placas de HPTLC de vidrio marca Uniplate HPTLC-HLF fase normal silica gel W/Organic Binder,
W/UV 254 de 10x10cm 150micras y de aluminio marca MERCK (TLC Silica Gel 60F3s4), siendo estas
ultimas las utilizadas en toda la experimentacién. Se ensayaron diferentes tamanos de placa.
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*

Desarrollo de la practica: se saturd la cdmara durante 30 min con diferentes fases moviles que se
presentan en la tabla 6.

Tabla 6 Fases mdviles ensayadas durante el desarrollo del método

Sistema de elucion Proporcion
Tolueno- acetato de etilo 4:0.1
Tolueno- acetato de etilo 4:0.3
Tolueno- acetato de etilo 4:0.5
Tolueno- acetato de etilo 6:0.3
Tolueno- acetato de etilo 6:0.4
Tolueno- acetato de etilo 7:0.3

Tolueno- acetato de etilo 7:0.4

El sistema de elucién tolueno-acetato de etilo (7:0.4) fue el que tuvo una mejor resolucién
cromatografica del AE.

Documentacion de la placa desarrollada: se revisé la placa en luz blanca y luz UV con longitud de
onda de 254 y 366 nm. En luz blanca y luz UV a 366 nm no se logrd apreciar ningin componente,
mientras que en 254 nm se observaban los compuestos separados de forma difusa.
Derivatizacién: se sometieron las placas con los siguientes reactivos; acido fosfomolibdico,
camara de yodo, vainillina y anisaldehido — acido sulfurico.

Documentacidn de la placa derivatizada: se observd en cudl de los reactivos se logran identificar
los compuestos de la placa.

4.8.2 Monitoreo automatizado.

La preparacion de la muestra y preparacion del analisis es el mismo que en monitoreo manual.

%

Aplicacién de la muestra: se aplicaron las muestras en forma de banda con una longitud de 3 mm
con ayuda de CAMAG Automatic TLC Sampler 4 (ATS 4).

Desarrollo de la placa: se saturd la cdmara figura 42 (ANEXO 6) durante 30 minutos con el sistema
mas eficiente en la separacion que resultd de la tabla 6 y recorriendo 90 mm de distancia sobre
la fase estacionaria; dejando secar la placa de forma vertical.

Documentacion de la placa desarrollada: se reviso la placa en luz blanca y luz UV con longitud de
onda de 254 y 366 nm. En luz blanca y con la [dmpara CAMAG UV Cabinet 4 a 366 nm no se logré
apreciar ningun componente, mientras que en 254nm se observaban los compuestos separados
bien definidos.

Derivatizacion: se efectud el revelado de la placa con anisaldehido-acido sulfurico, para su
aplicacidn se coloca el reactivo en un cristalizador de vidrio y la placa es sumergida en posicion
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horizontal durante 10 segundos, se saca y nuevamente se deja secar en su totalidad en posicién
vertical, una vez seca se calentd a 100°C durante 1 min, observandose directamente las bandas.

4.8.3 Identificacion de los componentes del perfil cromatografico del AE

Para la identificacion de los componentes del aceite esencial fue necesario compararlo con estandares
de referencia existentes en el laboratorio de Farmacognosia.

Para hacer el estudio comparativo se aplicaron de forma intercalada la muestra y los estdndares de
referencia. Se desarrollo la placa, se secd y escaned con el quipo CAMAGs TLC Scanner 3 sin derivatizar
para la regién ultravioleta y derivatizado con anisaldehido-acido sulfurico para la regién visible. Se
determinaron los Rf y longitudes de onda maximas de cada componente presente en el aceite esencial.

4.8.4 Prueba de especificidad

Para evaluar que la sefial obtenida en la muestra corresponde al analito de interés, se procedié a realizar
la prueba de especificidad, aplicando en la placa las muestras en banda, como se muestra en la Figura
10.

Mta. Mta. enriquecida Std.
I I I
1 2 3

Figura 10 Orden de aplicacion de las muestras en la placa
Nota: Se aplicé la misma cantidad de muestra problema en el carril 1y 2; donde la muestra enriquecida significa muestra

con estandar.

Se desarrollé la placa en las mismas condiciones que en el apartado de monitoreo automatizado (elucidn,
secado, revelado y escaneo). Con el valor de la longitud de onda maxima del estandar (carril 3), se
procedid a escanear a los otros dos carriles y se seleccionaron las bandas que correspondian al valor de
Rf del estandar. Se compararon sus areas bajo la curva.
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4.8.5 Realizacion de la curva de calibracion
De cada compuesto identificado en la muestra se realiza una curva de calibracién con 5 puntos y se
ensayo por triplicado; la placa se desarrollé en las mismas condiciones que en el monitoreo automatico.
4.8.5.1 Evaluacion de linealidad y exactitud de la curva de calibracion

Para la linealidad de la curva se consideraron los pardmetros que se muestran en la tabla 7:

Tabla 7. Parametros estadisticos y criterio de aceptacion de cada uno.

Parametro estadistico  Criterio de Aceptacion
de la regresion

R? R2>0.98
IC (Bo) IC (Bo) Debe incluir a
cero
CcVv CV<5%

Nota: IC (Bo): Intervalo de confianza para la ordenada al origen; CV: coeficiente de variacién y R?: coeficiente de
determinacién

Mientras que, para la exactitud se evalud la cantidad agregada vs. porcentaje de recuperacién.

4.9 Obtencion de los extractos

Para la obtencidon de los extractos se siguié la metodologia mostrada en la figura 11, se utilizaron las
flores de la planta previamente secadas y trituradas; el método que se empled fue extraccidon con
disolventes discontinua, utilizando un gradiente de polaridad.

Los extractos se obtuvieron por dos técnicas de maceracion que se describen a continuacion:

e Maceracion estatica: Se colocaron 50 g de la materia prima vegetal en un matraz bola de fondo
plano, adicionando 100 mL de disolvente y se dejaron en reposo durante 24 h, protegidos de la
luz a temperatura ambiente.

e Maceracion dinamica: Se colocaron 5 g de materia prima en un homogeneizador Potter,
agregando 12 mL de disolvente y extrayendo durante 35 min.

Una vez obtenido el primer extracto, se separd éste del marco y se procedi6 a centrifugarlo a 2500 rpm
por 10 min para asegurar que el extracto estuviera libre de particulas sdlidas.
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Con el marco restante se vuelve a realizar otra extraccion, pero ahora con el siguiente disolvente; los
disolventes utilizados en orden de polaridad fueron hexano, acetato de etilo y por ultimo una mezcla de
etanol-agua (70:30) (Figura 12).

OBTENCION DE LOS
EXTRACTOS

OBTENCION

v
REALIZACION DEL
TAMIZAJE
FITOQUIMICO

ELECCION DEL EXTRACTO Y
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Figura 11 Metodologia de la obtencion del perfil cromatografico del extracto
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4.9.1 Tamizaje fitoquimico

El tamizaje consistid en evaluar los extractos obtenidos (hexanico, acetato de etilo y etanol-agua) con
reacciones cromogénicas o precipitacion, que tienen como caracteristica ser sensibles, reproducibles y
de bajo costo para asi tener una evaluacién rapida de los grupos quimicos presentes en cada extracto
(Sharapin, 2000).

Las pruebas que se realizaron para los extractos se encuentran en la figura 13. Los procedimientos de
preparacion y la forma de realizacién se encuentran en los Anexos 1y 2.

4.9.2 Eleccion del extracto y técnica de maceracion

De acuerdo con los resultados obtenidos en el tamizaje fitoquimico, se seleccioné la técnica de
extraccidon entre maceracioén estatica o dindmica, asi como el tipo de extracto que resultd positivo en las
pruebas para polifenoles.

4.9.3 Obtencion del perfil cromatogréafico
4.9.3.1 Monitoreo manual

Para el monitoreo manual se llevd a cabo el siguiente procedimiento:

* Preparacion de la muestra: se pesaron 100 mg de muestra y se adicionaron 2 mL de metanol y
0.5 mL de agua. Se macerd durante 20 min (se repitié este paso 3 veces); el extracto se centrifugd
a 2500 rpm por 5 min, colocando el sobrenadante en un vial con la finalidad de que éste no
presentara ninguna particula sdlida.

* Preparacion del analisis: se aseguro la limpieza de la placa revisandola en luz blanca y luz UV, para
detectar la presencia de algin contaminante.

*  Aplicacion de la muestra: con ayuda de un capilar, aplicar de forma puntual la muestra sobre las
placas cromatograficas; cuyas especificaciones se muestran a continuacioén:
Placas de HPTLC de vidrio marca Uniplate HPTLC-HLF fase normal silica gel W/Organic Binder,
W/UV 254 de 10x10cm 150micras y de aluminio marca MERCK (TLC Silica Gel 60F;s4), siendo estas
ultimas las utilizadas en toda la experimentacién. Se ensayaron diferentes tamanos de placa.

* Desarrollo de la practica: se saturd la cdmara durante 30 minutos (figura 35, anexo 6) con
diferentes fases moviles que se presentan en la tabla 8.
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Figura 12 Diagrama de extraccion por gradiente de polaridad
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Tabla 8 Fases madviles ensayadas durante el desarrollo del método

Sistema de eluciéon

Proporcion

Cloroformo —acetato de etilo

2:1

Acetato de etilo, ac. férmico, ac acético glacial y agua 2:1:1:2
Acetato de etilo, ac. férmico, agua y metanol 3:1:1:0.5
n-butanol, ac. acético 2:1
n-butanol, ac. acético 2:2
n-butanol, ac. acético y agua 2:1:1
n-butanol, ac. acético y agua 4:1:5
n-butanol, ac. acético y agua 6:1:2
n-butanol, ac. acético y agua 6:2:1
n-butanol, 4c. acético y agua 2:1:1
n-butanol, ac. acético y agua 3:1:1
n-butanol, ac. acético y agua 2:2.8:1
n-butanol, ac. acético y agua 3:2.5:0.5
n-butanol, ac. acético y agua 3:2:0.5
n-butanol, ac. acético y agua 2.5-3-0.5
n-butanol, ac. acético y agua 2:3.5:0.5

* Documentacion de la placa desarrollada: se revisd la placa en luz blanca y luz UV con longitud de
onda de 254 y 366 nm. En luz blanca y luz UV a 366 nm no se logrd apreciar ningin componente,
mientras que, en 254 nm se observaron los compuestos separados de forma difusa.

* Derivatizacidon: se sometieron las placas con los siguientes reactivos; vapores de amoniaco,
cloruro férrico-ferrocianuro, vainillina, reactivo de Folin-Ciocalteu, reactivo Natural Products-
polietilenglicol (NP/PEG) y acido fosfomolibdico.

* Documentacion de la placa derivatizada: el reactivo que produjo el mejor resultado fue el

NP/PEG, ya que permitid visualizar la mayoria de los compuestos quimicos presentes en el
extracto.

4.9.3.2 Monitoreo automatizado

La preparacion de la muestra y preparacion del analisis es el mismo que en el monitoreo manual.
*  Aplicacion de la muestra: se programé al equipo CAMAG Automatic TLC Sampler 4 (ATS 4) para
aplicar las muestras en forma de banda con una longitud de 3 mm.

* Desarrollo de la placa: se probaron los sistemas mostrados en la tabla 5 siendo el mas eficiente
el: n-butanol, ac. acético y agua (2:3.5:0.5). La placa desarrollada se secd en posicion vertical.
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* Documentacion de la placa desarrollada: se reviso la placa en luz blanca y luz UV a una longitud
de onda de 254 y 366 nm. En luz blanca y luz UV a 366 nm (lampara CAMAG UV Cabinet 4), no se
logré apreciar ningin componente, mientras que en 254 nm se observaban los compuestos
separados y bien definidos.

*  Derivatizacion: se derivatizé con el reactivo de Natural Productos (NP/PEG), la placa se sumergid
primeramente en solucién A durante 10 segundos, se secé en posicidn vertical y posteriormente
en la solucion B (10 segundos) se secd y se observo con la ldmpara UV a una longitud de onda de
365 nm.

Se utilizé el mismo procedimiento del monitoreo automatizado-aceite esencial a excepcién de la cdmara
cromatografica (figura 35, anexo 6).

4.9.4 Identificacion de compuestos

Para la identificacidon de los componentes del extracto fue necesario compararlo con estandares de
referencia existentes en el laboratorio de Farmacognosia.

Para hacer el estudio comparativo se aplicaron de forma intercalada la muestra y los estandares de
referencia. Se desarrolld la placa, se secd y escaned con el equipo CAMAGSs TLC Scanner 3, sin derivatizar
para la regidn ultravioleta y derivatizado para la regién visible con la finalidad de obtener los Rf y
longitudes de onda maximas de cada componente presente en el extracto.

4.9.5 Prueba de especificidad

Para evaluar que en la muestra la sefial obtenida es del analito de interés, se procedio a realizar la prueba
de especificidad, aplicando en la placa las muestras en banda, como se muestra en la figura 10 del
apartado 4.8.4.

Se desarrollo la placa en las mismas condiciones que en el punto anterior (elucidn, secado, revelado y
escaneo). Con el valor de la longitud de onda maxima del estandar (carril 3), se procedié a escanear los
otros dos carriles y se seleccionaron las bandas que correspondian al valor de Rf del estdndar. Se
compararon sus areas bajo la curva.

4.9.6 Realizacion de las curvas de calibracion

De cada compuesto identificado en la muestra se realizé una curva de calibracion con 5 puntos,
realizandose el ensayo por triplicado, la placa se desarroll6 en las mismas condiciones que en el
monitoreo automatico.
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4.9.6.1 Evaluacion de linealidad y exactitud de la curva de calibracion

Para la determinacién de linealidad y exactitud se siguio el procedimiento indicado en el inciso 4.8.5.1.
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5 RESULTADOS Y ANALISIS

5.1 Adquisicion de la materia prima vegetal

Como se menciond en la metodologia la materia prima vegetal es una muestra que se adquirid en el
mercado Sonora de la Ciudad de México en el periodo comprendido entre los meses de octubre-
noviembre.

5.1.1 Identidad botanica.

Los resultados proporcionados por el Herbario Etnobotdnico IZTA de la Facultad de Estudios Superiores
Iztacala son los siguientes:
Planta conocida popularmente como toronjil blanco; de nombre cientifico Agastache mexicana (Kunth.)

Lint. & Epling. ssp. xolocotziana perteneciente a la familia Lamiaceae y con numero de registro: 2688 1Z
TA.

Figura 14 Oficio de la identificacion de la planta expedida por la FES-Iztacala
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5.1.2 Andlisis macroscopico

Como se puede observar en la figura 15 las flores son blancas y se encuentran agrupadas en forma de
racimo terminal; mientras en la figura 16 se aprecian los tallos cuadrados tipicos de la familia de las
lamiaceas. Hojas opuestas en forma de lanza con los bordes dentados.

Figura 16 Fotografias de los tallos de la planta Agastache mexicana ssp. xolocotziana.

[Fotografias de Imelda Jaramillo] (Laboratorio de Farmacognosia. 2014). Archivo propio. Cuautitlan Izcalli, México
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5.1.3 Andlisis microscopico

En el andlisis microscdpico se utilizé un microscopio estereoscépico, y se observaron las hojas y flores.
En la figura 17, se aprecia con mayor detalle la forma lanceolada de las hojas, los bordes dentados y su
vena primaria (V1) y venas secundarias (V2); mientras que en la figura 18 en la flor blanca se logra ver
sus estambres (A) y pistilo (B) (Santilldn Ramirez M. , 2008).

Figura 17 Hoja de A. mexicana ssp. xolocotziana Figura 18 Flor de la planta de A. mexicana ssp.
xolocotziana

[Fotografias de Alejandra Sanchez]. (Laboratorio de Farmacognosia. 2014). Archivo propio. Cuautitlan Izcalli, México

5.1.4 Material extrafo

La materia prima vegetal cumplié con la descripcidn fisica de la planta; sélo se observaron restos de

material en descomposicion y polvo que no llegd a mas del 1%.
Por lo que se considera que la calidad del producto es buena al tener menos del 2% considerado como

limite en la FHEUM (Secretaria de Salud, 2013).

5.1.5 Secado

Durante el tiempo de secado no hubo una alteracidon de las caracteristicas fisicas, ni presenté
contaminacién por microorganismos. Se determind su porcentaje de humedad que fue de 7.21%.
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Figura 19 Fotografia de la planta A. mexicana ssp. xolocotziana seca
[Fotografias de Alejandra Sanchez]. (Laboratorio de Farmacognosia. 2014). Archivo propio. Cuautitlan Izcalli, México

5.1.6 Preparacion de la materia prima

Se triturd la materia prima y posteriormente se pasé por la malla No. 30, obteniendo un polvo
moderadamente grueso de acuerdo con la clasificacion de FHEUM (2013).

5.2 ACEITE ESENCIAL (AE)

5.2.1 Obtencién del AE

Se hizo la obtencidn del aceite por dos métodos: destilacion por arrastre de vapor e hidrodestilacion
(figuras 20 y 21). Con el método de arrastre de vapor no fue posible separar el aceite debido a que se
obtuvieron 500 mL de una mezcla aceite-agua en la que predominaba el agua por lo que este método se
descarté.

Los datos que se presentan en los siguientes apartados corresponden a hidrodestilacién.

Aceite

e
Figura 20 Aparato de hidrodestilacién Figura 21 AE de toronijil blanco obtenido por
hidrodestilacion.

[Fotografias de Imelda Jaramillo] (Laboratorio de Fitoquimica y Farmacognosia. 2014). Archivo propio. Cuautitlan lzcalli,
México
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5.2.2 Control de calidad del AE

5.2.2.1 Propiedades sensoriales
Se obtuvo un liquido translucido ligeramente amarillento que de acuerdo con el cédigo RGB tiene la
siguiente proporcién: Rojo 255, Verde 255 y Azul 235. Con un olor fragante o floral.

Figura 22 AE de la planta A. mexicana ssp. xolocotziana.
[Fotografias de Imelda Jaramillo] (Laboratorio de Farmacognosia. 2014) Archivo propio. Cuautitlan lzcalli, México

5.2.2.2 Propiedades fisicoquimicas del AE

Tabla 9 Propiedades fisicoquimicas del AE

Nombre de la propiedad Experimental Referencia
Densidad (20°C) 0.891+0.02 0.8886°

indice de Refraccion

(20°Cy 25°C) respectivamente  1.465y 1.473 1.4658%a 20°C
Rendimiento (%) 1.14 0.9-1.2°

Notas: a: (Pérez Santiago & Silva Castafieda, 2015) y b: (Estrada, Garcia , Aguirre, & Soto, 2004)
Con el valor obtenido de la densidad del AE menor a 1, nos confirma que es mas ligero que el agua. Por

lo que, el método de hidrodestilacién con la trampa tipo Clevenger son las herramientas adecuados para
su obtencion.
Se determind el indice de refraccidon con un valor de 1.465 (figura 23).

Figura 23 Medicién del indice de refraccién
[Fotografias de Imelda Jaramillo] (Laboratorio de Farmacognosia. 2014). Archivo propio. Cuautitlan Izcalli, México.

A ———————————
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Rendimiento: De acuerdo con la especificacién de la FHEUM (2013), el rendimiento del AE “contiene no
menos del 0.35%”, siendo el valor experimental 1.14% considerandose un excelente rendimiento.

Al hacer una comparacién entre los datos obtenidos experimentalmente y los de referencia se observa
que entra en especificaciones por lo tanto el AE cumple con los parametros de calidad determinados.

5.2.2.3 Espectroscopia infrarroja del Aceite esencial de la planta Agastache mexicana ssp.
xolocotziana.

En la figura 24 se muestra el espectro infrarrojo del AE obtenido; en él se pueden apreciar las bandas
correspondientes a los grupos funcionales mostrados en la misma imagen.
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Figura 24 Espectro infrarrojo del aceite esencial de la planta Agastache mexicana ssp. xolocotziana.

Los grupos funcionales encontrados en el espectro infrarrojo del aceite esencial, mostrado en la figura
24, se pueden relacionar con la presencia de pulegona, mentol y linalool (identificados en este trabajo)
y cuyas estructuras se muestran en la tabla 10. Sin embargo, cabe mencionar que se observan una serie
de bandas de menor intensidad en la regién entre 3600 y 3700 cm™ que se podria asighar al grupo
funcional OH libre (3650-3590 cm™2).
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Dado que los niveles de energia de vibracidn son Unicos para cada molécula, el espectro IR provee una
"huella digital" de la misma (Larkin, 2011). El analisis por espectroscopia infrarroja junto con métodos
estadisticos esta estableciéndose como una herramienta valiosa para el control de calidad de las drogas
vegetales (Devi Datt, 2012).

Tabla 10 Estructuras de los compuestos identificados en la experimentacion

Mentol Pulegona Linalool
CHs CH, CHs
OH
CH,
OH (0] ‘
HsC~  “CH3 HsC~ “CHs HsC~ CHs

5.2.3 Obtencion del perfil cromatografico

Para la obtencién del perfil cromatografico se tuvo en consideracién el uso de disolventes previamente
destilados, con el fin de garantizar su pureza. La cdmara de elucién se saturdé durante 30 min., tiempo en
el que los resultados fueron reproducibles.

5.2.3.1 Monitoreo manual

En el monitoreo manual se establecieron las condiciones de trabajo. La muestra se aplicod con un capilar
de forma puntual y concentréandolo.

La placa se desarrolld en una cdmara previamente saturada. Se utilizaron diversas mezclas de disolventes
(para mayor detalle ver la metodologia) hasta encontrar la mezcla que permita la resolucion de la mezcla.
El mejor sistema de elucién fue: tolueno-acetato de etilo 7:0.4. El agente cromogénico que permitio
distinguir los componentes de la mezcla resuelta fue anisaldehido-acido sulfurico. En el caso del acido
fosfomolibdico, todos los componentes se alcanzaban a ver, pero no existia diferencia alguna entre ellos.
Se puede observar por la coloracion azul (Figura 25), que todos los componentes de la mezcla tienen
capacidad reductora por el cambio de MoV a Mo V.
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Figura 25 Perfil cromatografico de la planta A. mexicana ssp. xolocotziana con aplicacién manual y revelada con ac.
fosfomolibdico
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5.2.3.2 Monitoreo automatizado

En la figura 26 y 27 se aprecian los perfiles cromatograficos obtenidos de forma automatizada.

Figura 26 Perfil cromatografico del AE utilizando Figura 27 Perfil cromatografico del AE con lampara
anisaldehido-acido sulfarico como revelador. UV a 254nm.

[Fotografias de Alejandra Sanchez] (Laboratorio de Farmacognosia. 2015). Archivo propio. Cuautitlan lzcalli, México.

En las figuras 26 y 27 se muestra el perfil de cromatografico del aceite esencial de la especie Agastache
mexicana ssp. xolocotziana. Este patron cromatografico de huellas digitales permite tomarlo como
referencia (recordar que se tiene la identidad botanica) al comparar éste con otras muestras
provenientes de la misma planta, con el propdsito de autenticacién de especies a través de la
determinacién de sustancias caracteristicas de la planta en cuestion (Sharapin, 2000). Sin embargo,
debido a que las plantas responden a factores abidticos y bidticos, existe una alta probabilidad que exista
una pequefia variacidon en las concentraciones de los componentes del aceite, pero la composicidon
debera mantenerse.

Para evitar en lo posible la variabilidad geografica, se tuvo el cuidado de adquirir el material vegetal en
el mismo sitio. En la figura 28 se muestra el perfil cromatografico del AE obtenido en diferentes dias
(misma muestra), en el que se observan, igual nUmero de componentes; por lo que tentativamente el
método es reproducible.
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Figura 28 Perfiles cromatograficos del AE obtenidos en diferentes dias
[Fotografias de Alejandra Sanchez] (Laboratorio de Farmacognosia. 2015). Archivo propio. Cuautitlan Izcalli, México

5.2.3.3 Identificacion de compuestos en el AE

Se comparé el aceite con los estandares linalool, B-pineno, estragol (metilchavicol), limoneno, mental,
isoeugenol y pulegona, de los que se identificaron en el AE: mentol, pulegona y linalool, cuyos valores
de longitud de onda y Rf obtenidos experimentalmente se muestran en la tabla 11.

Tabla 11 Resultados de los Rf y Longitudes de onda maxima de los estandares identificados en el AE

Nombre Rf Rf A max. experimental
Experimental Referencia
Pulegona 0.47 0.48° 267
Mentol 0.28 0.282 587
Linalool 0.34+0.02 0.332 430

Notas: a: (Wagner & Bladt, 1996)

5.2.3.4 Especificidad

La prueba de especificidad estd destinada a garantizar la identidad de un analito en una muestra. Esto
se consigue mediante la comparacion de alguna de las propiedades intrinsecas del compuesto quimico
en cuestion; por ejemplo: el espectro UV-Vis, comportamiento cromatografico, reactividad quimica,
entre otros, con una muestra patron o de referencia.
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En este caso la evaluacién para la especificidad se realizé comparando el valor de Rf, ABC (area bajo la
curva) y el color, producto del método de revelado.

A continuacién, se muestran las pruebas de especificidad del mentol, pulegona y linalool que como se
menciond anteriormente fueron los compuestos identificados en el AE, la prueba se realizé como se
indica en la metodologia.

# Especificidad del mentol

- BB EEE
|
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IR

M1 M2 M3 (B)
(A)

Figura 29 Especificidad del mentol
Nota: (A) AE y (B) cromatograma en donde M1 es la muestra pura (AE), M2 la muestra enriquecida con mentol y M3 el std
de mentol
[Fotografias de Alejandra Sanchez] (Laboratorio de Farmacognosia. 2015). Archivo propio. Cuautitlan Izcalli, México

Tabla 12 Areas bajo la curva de la prueba de especificidad del mentol

Muestra ABC
Aceite esencial 9701.6
AE + mentol 19422.1
Mentol 26745.1
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# Especificidad de pulegona

[AU]

(B)

(A)

Figura 30 Especificidad de pulegona
Nota: (A) AE y (B) cromatograma en donde M1 es la muestra (AE), M2 la muestra enriquecida con pulegona y M3 el std de
pulegona

[Fotografias de Alejandra Sanchez] (Laboratorio de Farmacognosia. 2015). Archivo propio. Cuautitlan Izcalli, México

Tabla 13 Areas bajo la curva de la prueba de especificidad de pulegona

Muestra ABC
Aceite esencial 880
AE + Pulegona 895

Pulegona 739
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# Especificidad del linalool

(B)
(A)

Figura 31 Especificidad del linalool
Nota: (A) AE y (B) cromatograma en donde M1 es la muestra (AE), M2 la muestra enriquecida con linalool y M3 el std
de linalool

Tabla 14 Areas bajo la curva de la prueba de especificidad de linalool

Muestra ABC
Aceite esencial 2295.2
AE + Linalool 8085.2
Linalool 17548.4

Para la identificacion de cada compuesto quimico en la placa desarrollada se debe considerar que las
manchas y los Rf’s producidos por la muestra y el estandar sean iguales; consiguiendo una correcta

e ————— ==
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visualizacién de cada componente por medio de lampara UV y como revelador anisaldehido-acido
sulfurico, detectando asi la presencia de terpenos y fenilpropanoides (Wagner & Bladt, 1996).

En la figura 26 y 27 se presenta el perfil cromatografico del AE, con anisaldehido-acido sulfirico y luz UV
254 nm respectivamente. Una vez determinadas las bandas coloridas se obtuvieron los Rf’s (tabla 9), y
se compararon con el estandar correspondiente, identificAndose los siguientes compuestos quimicos:
mentol, pulegona y linalool, como se muestran en las figuras 29, 30 y 31 respectivamente.

Sharapin (2000), especifica que la identificacién de compuestos no se da Unicamente por la presencia de
manchas o bandas coloreadas con el mismo Rf confrontando con las sustancias de referencia, sino que
también se deben comparar las longitudes de onda; para asegurar que las bandas obtenidas se deben
solamente al analito de interés. Considerando lo anterior, se procedid a realizar la prueba de
especificidad, evaluando de manera inequivoca al analito, aun en presencia de componentes que puedan
interferir en la medicién (ICH , 2005). Se obtuvieron los valores de ABC, de la muestra, la muestra
enriquecida y el estandar, esperando un aumento en M2 (muestra enriquecida) comparada con
M1(muestra sola), dado M2 tiene una mayor concentracion del estandar esto se tiene que ver reflejado
en el ABC aumentado la misma, que es lo que se obtuvo de forma experimental en los 3 ensayos
realizados (1 por cada estandar). En el cromatograma, el estandar Unicamente sirvié como referencia de
los valores de Rf y longitud de onda.

El densitdmetro es el equipo que permite calcular los Rf’s, longitud de onda, area y altura de los picos
del cromatograma. En el caso del analisis cualitativo, la altura de los picos es util para el procesamiento
de datos, pero en el cuantitativo es mejor utilizar el area del pico porque minimiza los errores de calculo
de la linea base o la resolucion incompleta de los picos (Krasikov, 2003).

5.2.3.4 Cuantificacion
# Curva de calibracién

Tabla 15 Preparacion de las solucién y volimenes de alicuotas aplicada para las curvas de calibracién de los estandares.

Nombre del estandar Preparacion de la solucion Volumen de las alicuotas aplicadas
(por triplicado)
Mentol Pesar 0.0153 gramos y disolver en 100, 200, 300, 400 y 500 nL

10 mL y posteriormente hacer una
dilucién 1:5 con metanol

Pulegona Medir 4 pL (3.6 mg) y diluir en 10 300, 400,500,600 y 700 nL
mL con metanol
Linalool Medir 6pL (4.9 mg) y diluir en 500,600,700,800 y 900 nL

25mL con metanol
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# Curva de calibracion del mentol

pugde | Area bajo
banda la curva
549.8 . .y
0.0300 Curva de calibracion del mentol
: 547.3
3000
546.9
985 g 2500
0.0600 1028 3 2000
(T
1008.1 © 1500
T
1499.9 <
0.0900 o 1000 y = 16115x + 48.783
: 1508.7 2z
500
1515
0
1901 0.0000 0.0200 0.0400 0.0600 0.0800 0.1000 0.1200 0.1400 0.1600
0.1200 1928.4 pg de banda
1941.5
2490.6
0.1499 2508.3 Grafico 1 Curva de calibracion del mentol
2519.1

Tabla 16 Parametros obtenidos del analisis de regresion de la linealidad del sistema del mentol

Parametro estadistico Valor obtenido Criterio de Aceptacion Observacion
de la regresién
R2 0.99 R220.98 Si cumple
IC(BO) (-0.845) -(98.412) IC (B0O) Debe incluir a Si cumple
cero
Ccv 4.59% CV<5% Si cumple
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# Curva de calibracién de la pulegona

ug de
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Area bajo
la curva
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Grafico 2 Curva de calibracion de la pulegona

Tabla 17 Parametros obtenidos del analisis de regresion de la linealidad del sistema de pulegona

Parametro estadistico Valor obtenido Criterio de Aceptacion Observacion
de la regresién
R2 0.99 R2>0.98 Si cumple
IC(BO) (-132.450) -(50.019)  IC (BO) Debe incluir a Si cumple
cero
Cv 3.58% CV<5% Si cumple
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# Curva de calibracion del linalool
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banda la curva
678.3 - — -
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0.1825 1167.7
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Grafico 3 Curva de calibracion del linalool
Tabla 18 Parametros obtenidos del analisis de regresién de la linealidad del sistema de linalool
Paramétro estadistico Valor obtenido Criterio de Aceptacion Observacion
de la regresion
R2 0.98 R2>0.98 Si cumple
IC(B0O) (-4.825) -(112.471) IC (B0O) Debe incluir a Si cumple
cero
Ccv 2.44% CV<5% Si cumple
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5.2.3.5 Evaluacion de linealidad y exactitud
» Linealidad

Linealidad es la capacidad que posee el método analitico para asegurar que los resultados obtenidos
directamente o por medio de una transformacién matematica definida, son proporcionales a la
concentracion del analito dentro de un intervalo determinado.

Para evaluar la linealidad del método, se grafica una curva de calibracién con los datos obtenidos
experimentalmente (graficas 1-3) y los pardmetros estadisticos correspondientes a mentol, pulegona y
linalool, respectivamente (tablas 16-18). De acuerdo con los valores obtenidos, estos se encuentran
dentro del intervalo de los criterios de aceptacion, por lo que se puede afirmar que si existe linealidad
en el sistema.

Se procedid a cuantificar cada uno los compuestos antes mencionados en el AE y los resultados se
muestran en la tabla 19, en el que el componente mayoritario es la pulegona seguido de linalool y por
ultimo el mentol, resultados que concuerdan con el tamaiio e intensidad de las bandas obtenidas en el
perfil cromatografico.

Tabla 19 Cuantificacion de los compuestos en el AE

1672.1 0.1008
1720.7 0.2039
857.8 0.1313

» Exactitud
Tabla 20 Resultados de la prueba de exactitud para mentol

Mentol
Concentraciéon  Area Respuesta % de
adicionada bajo la analitica Recobro
ug curva ug

0.1008 1675.5 0.1010 100.2
1691.6 0.1020 101.2

1665.0 0.1004 99.6

1671.5 0.1008 100
1749.5 0.1056 104.8
1684.4 0.1016 100.8

%CV 1.87
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Tabla 21 Resultados de la prueba de exactitud para pulegona

Pulegona
Concentracién  Area Respuesta % de
adicionada bajo la analitica Recobro
ug curva ug

0.2039 1740.6 0.2062 101.1
1750.3 0.2074 101.7

1713.9 0.2032 99.6

1714.1 0.2032 99.6

1746.1 0.2069 101.5
1718.4 0.2037 100.0

%CV 0.96
Tabla 22 Resultados de la prueba de exactitud para linalool
Linalool
Concentraciéon  Area Respuesta % de
adicionada bajo la analitica Recobro
ug curva ug

0.1313 850.3 0.1300 99.0

868.4 0.1330 101.3

845.2 0.1292 98.4

849.7 0.1300 99.0

854.6 0.1308 99.6

860.8 0.1317 100.3

%CV 1.06

De acuerdo con los valores obtenidos, el método si cumple con el criterio de exactitud.
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5.3 Resultados del extracto
5.3.1 Resultados del tamizaje fitoquimico

En la tabla 23 se muestran los resultados obtenidos de las pruebas quimicas que detectaron la presencia
de los diferentes grupos quimicos en las diferentes fracciones. Estos ensayos permitieron seleccionar la
fraccidn rica en flavonoides.

Tabla 23 Resultados del tamizaje fitoquimico

Extracto Nombre de la Prueba Resultado
Hexanico Borntrager -

Liebermann- Burchard ++

Dragendorff -

Hager -

Wagner -

Ac. Silicotungstico -

Mayer -

Acetato de Etilo Espuma +++

Baljet ++

Baljet (Fase organica) -

Cloruro Férrico ++ +

Rosenthaler + + +

Dragendorff -

Hager -

Wagner -

Ac. Silicotungstico -

Mayer -

Amoniaco -

Borntrager (residuo) -

Borntrager (Fase organica) -

Liebermann- Burchard + +

Shinoda (Fase acuosa) -

Shinoda (Fase organica) -
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Tabla 23 Continuacidn de los resultados del tamizaje fitoquimico

Extracto Nombre de la Prueba Resultado

Extracto Hidroalcohdlico Espuma ++ +
Etanol-Agua (70:30)

Baljet -

Baljet (Fase organica) -

Cloruro Férrico ++ +

Rosenthaler _

Dragendorff -

Hager -

Wagner -

Ac. Silicotungstico -

Mayer -

Amoniaco -

Borntrager (residuo) -

Borntrager (Fase orgdnica) -

Liebermann- Burchard ++ +

Shinoda (Fase acuosa) -

Shinoda (Fase organica) -

Nota: Los resultados se registraron de la siguiente manera abundante (+++), moderado (++), escaso (+), dudoso (+/-) y
negativo (-)

El tamizaje fitoquimico es una de las etapas iniciales de la investigacion fitoquimica, que permite
determinar cualitativamente los principales grupos de constituyentes quimicos presentes en una planta
y a partir de ahi, orientar la extraccién y o fraccionamientos de los extractos para el aislamiento de los
grupos de mayor interés.

En la experimentacidn las pruebas de interés fueron amoniaco y Shinoda, debido a que éstas identifican
a los flavonoides presentes; ambas dieron un resultado negativo como se muestra en la tabla 23, por lo
que se procedié a hacer la prueba con un extracto de metanol-agua (80:20) en el que finalmente, se
obtuvo un resultado positivo; después se efectud una evaluacién fitoquimica completa, los resultados
obtenidos se muestran en la tabla 24.
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Tabla 24 Resultados del tamizaje fitoquimico para el extracto metanol-agua (80:20)

NOMBRE DE LA
PRUEBA

Espuma

Cloruro Férrico

Rosenthaler

Dragendorff

Wagner

RESUL- IMAGEN DE LA PRUEBA IMAGEN DEL BLANCO
TADO
+++

+++

+++

+++

CRIPTERIO DE

ACEPTACION
Un color o precipitado
rojo naranja

La aparicién de espuma
estable por un par de
minutos

Un color o precipitado
verde oscuro

Un color violeta

La presencia de un
precipitado rojo ladrillo

Precipitado de color
rojo

METABOLITO

ENCONTRADO
Agrupamiento
lacténico

Saponinas

Fenoles y/o Taninos

Saponinas de
Triterpenos
pentaciclicos

Alcaloides

Alcaloides
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Tabla 24 Continuacién de resultados del tamizaje fitoquimico para el extracto metanol-agua (80:20)

IMAGEN DE LA PRUEBA

Burchard residuo

NOMBRE DE LA @ RESUL-
PRUEBA TADO
Hager -

Ac. silicotlingstico _
Mayer -
Borntrager +++
residuo

Liebermann ++

Borntrager
Fase organica

IMAGEN DEL BLANCO

CRIPTERIO DE METABOLITO
ACEPTACION ENCONTRADO
La aparicion de cristales = Alcaloides

en forma de aguja

Turbidez y precipitado Alcaloides
Precipitado blanco o de | Alcaloides

color crema

Coloracién de la fase Quinonas
alcalina rosa-rojo

Aparicion de colores Triterpenos y/o
rojo, rosa, verde Esteroles
purpura o azul

Coloracién de la fase Quinonas

alcalina rosa-rojo




Tabla 24 Continuacidn de resultados del tamizaje fitoquimico para el extracto metanol-agua (80:20

NOMBRE DE LA RESUL- | IMAGEN DE LA PRUEBA IMAGEN DEL BLANCO CRIPTERIO DE
PRUEBA TADO ACEPTACION
Baljet +++ Un color o precipitado

Fase organica rojo naranja

Shinoda +++ La inmediata aparicién
de colores que van del
anaranjado, rojo, rojo
azuloso o violeta

Amoniaco +++ La aparicién de un

amarillo ocre

METABOLITO
ENCONTRADO
Agrupamiento
lacténico

Flavonas,
Flavononas,
Flavonoles,
Flavononoles
Xantonas

Flavonoides

Nota: Los resultados se registraron de la siguiente manera abundante (+++), moderado (++), escaso (+), dudoso (+/-) y

negativo (-). Las pruebas de Shinoda y Amoniaco se realizaron directamente en el extracto sin tratamiento previo.

5.3.2 Eleccion del extracto y técnica de maceracién

Como se puede apreciar en la tabla 24 sélo se muestra un resultado para cada prueba y esto se debe a

gue en ambas técnicas de maceracion: estatica y dindmica los resultados fueron los mismos.

Por lo tanto, la seleccion del tipo de extraccidn se tomo utilizando los siguientes criterios: menor cantidad

de disolvente y materia prima vegetal; siendo la maceracion dindmica la que cumplié con ambos

requisitos.

5.3.3 Obtencion del perfil cromatografico

5.3.3.1 Monitoreo manual
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El monitorio manual consistié en la indagacién de las condiciones de trabajo. Las muestras se aplicaron
con la ayuda de un capilar y se concentré el punto de aplicacion. Para el desarrollo de la placa se utilizé
la camara saturada utilizando diferentes mezclas de disolventes hasta que se encontré el sistema de
elucion que permitid la resolucidn de la mezcla: n-butanol, ac. acético y agua (2:3.5:0.5). Como agente
revelador se empled el reactivo de Natural Products — polietilenglicol (NP/PEG)

5.3.3.2 Monitoreo automatico

En las figuras 32 y 33 se aprecian los perfiles cromatograficos obtenidos en el monitoreo automatizado.

Figura 33 Perfil cromatografico del extracto metanol-
agua (80:20) de la especie A. mexicana ssp.
xolocotziana con lampara UV a 254.

Figura 32 Perfil cromatografico del extracto metanol-
agua (80:20) de la especie A. mexicana ssp.
xolocotziana utilizando NP/PEG como revelador y luz
UV a 365 nm

Nota: [Fotografias de Imelda Jaramillo] (Laboratorio de Farmacognosia. 2015). Archivo propio. Cuautitlan Izcalli, México

Una vez obtenido el perfil cromatografico para la cuantificacion de los compuestos encontrados, se
considerd el nUmero de repeticiones necesarias para extraer la mayor cantidad de compuestos de la
muestra. Se realizé el perfil de cada uno de los extractos obtenidos a diferentes tiempos y se obtuvo el
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cromatograma para saber hasta qué repeticion se lograba el marco agotado, es decir, dejaban de
aparecer los picos.

A continuacién, se muestra el cromatograma de los extractos de cada repeticién.

a L
(W 42 Repeticion

50

/m—.-m
4

- o

; 32 Repeticion

20

25 . .7
*dmmmm 22 Repeticién

- ---.____!_______ ST 12 Repeticién

Figura 34 Cromatograma de los extractos obtenidos en cada repeticién.

En la figura 34 se observan los cromatogramas correspondientes a cada repeticion. Prestando atencién
gue en la cuarta repeticion los compuestos de interés han desaparecido y solo se aprecian los picos que
corresponden al punto de aplicacion y al frente del disolvente, respectivamente. En base a estos
resultados se decidié que el proceso de extraccidn era suficiente con tres repeticiones. En el anexo 5 se
encuentran los cromatogramas correspondientes de cada repeticidon y sus areas bajo la curva.

5.3.3.3 Identificacion de compuestos

Se comparé el extracto hidroalcohdlico con los siguientes estandares: acacetina, rutina, kaempferol,
miricetina, apigenina, acido cafeico, acido clorogénico y acido rosmarinico (AR), encontrandose en la
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muestra solamente éste Ultimo, cuyos valores experimentales de longitud de onda y Rf se muestran en
la tabla 25.

Tabla 25 Resultados de los Rf, longitudes de onda mdaxima, asi como la estructura del estandar identificado en el extracto

Nombre Rf Longitud de onda
maxima
Acido rosmarinico 0.86 380

# Especificidad del 4cido rosmarinico
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Figura 35 Especificidad del acido rosmarinico.
Nota: (A) extracto y (B) cromatograma en donde M1 es la muestra (EH), M2 la muestra enriquecida con AR y M3 el std
de AR
[Fotografias de Imelda Jaramillo] (Laboratorio de Farmacognosia. 2015). Archivo propio. Cuautitlan Izcalli, México
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Tabla 26 Areas bajo la curva de la prueba de especificidad del dcido rosmarinico

Muestra ABC
Extracto Hidroalcohoélico (EH) 16289.2
EH + AR 17073.5
AR 12743.6
5.3.3.4
Cuantificacion

4 Curva de calibracion del acido rosmarinico
Preparacion: Pesar 0.7 mg de muestra y aforar a 25 mL con metanol y aplicar los siguientes volumenes
de alicuota por triplicado: 3,5, 7,9y 11 uL

pug de banda Area bajo
la curva 8000 . .y < .
2000 Curva de calibracion del Acido
1934.6 S 6000 Rosmarinico
=
0.0823 1957.5 S 5000
1945.5 ; 4000 y =24662x - 122.29
3334.2 S 3000
(1]
0.1372 3196.6 g 2000
3200.3 1000
0
4644.8 0 005 01 015 02 025 03 035
0.1921 4612.9 ug de banda
4643.7
5790.7
0.2469 5862.7 Grafico 4 Curva de calibracion del ac. rosmarinico
5834.3
7452.8
0.3018 7327
7477.7

69



Tabla 27 Parametros de la linealidad del sistema ac. rosmarinico.

Parametros Valor obtenido Criterio de Aceptacion Observacion
R? 0.99 R2>0.98 Si cumple
IC(BO) (-266.01) - (21.440) IC (BO) Debe incluir a Si cumple
cero
cv 1.96% CV <5% Si cumple

5.3.3.5 Evaluacién de linealidad y exactitud

Como se observa en la tabla 27 la curva de calibracién cumple con los pardmetros de linealidad del
sistema. Por lo que se procedid a cuantificar el compuesto identificado, el resultado obtenido se muestra
en la tabla 28.

Tabla 28 Cuantificacion del compuesto en el extracto

2945.3 1.24

Tabla 29 Resultados de la prueba de exactitud para ac. rosmarinico

Acido rosmarinico

Concentraciéon  Area Respuesta % de
adicionada bajo la analitica Recobro

ug/ uL curva Mg
1.24 2940.1 1.241 100.0
2977.2 1.258 101.5
2976.1 1.256 101.3
2994.8 1.264 101.9
3001.6 1.267 102.2
2940.1 1.241 100.1

%CV 0.91
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CONCLUSIONES

El material vegetal utilizado en este proyecto se identificd en el herbario IZTA como toronjil
blanco cuyo nombre cientifico es Agastache mexicana ssp. xolocotziana de la familia Lamiaceae.

Los métodos de extraccion que se seleccionaron fueron: para el aceite esencial hidrodestilacion
y para el extracto hidroalcohdlico, la maceracién dinamica, la primera por rendimiento y la en
base a los resultados experimentales obtenidos.

Se obtuvo el perfil de huellas dactilares del aceite esencial por HPTLC con las condiciones: Fase
movil tolueno-acetato de etilo (7:0.4). Sistema de deteccidn; por derivatizacion con anisaldehido-
acido sulfdricoy luz UV a 254 nm.

Se identificaron y cuantificaron en el aceite esencial los compuestos pulegona (0.2039 pg/uL),
linalol (0.1313 ug/uL) y mentol (0.1008 ug/uL).

Se obtuvo el perfil de huellas dactilares en el extracto metanol-agua (80:20) por HPTLC con las
siguientes condiciones: Fase moévil n-butanol-ac. acético-agua (2:3.5:0.5) y como deteccion el
reactivo Natural Products-polietilenglicol (NP/PEG) y luz UV 254 nm.

En el extracto metanol-agua se identificé y cuantificé al acido rosmarinico en una concentracién
de 0.124 ug/uL.
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PROSPECTIVAS

Completar el perfil cromatografico del aceite esencial y extracto metanol-agua de la especie
Agastache mexicana ssp. xolocotziana utilizando estandares diferentes a los del presente trabajo.

Evaluar la reproducibilidad y robustez del método desarrollado en este trabajo de tesis.

Continuar ensayando los extractos de otras plantas utilizadas en la medicina tradicional mexicana
con el fin de obtener su perfil de huellas digitales por HPTLC.
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ANEXO 1 Preparacion de reactivos

Acido silicotugstico: Disolver 12 g de acido silicotingstico en 100 mL de agua.

Anisaldehido-acido sulfurico: Mezclar 0.2 mL de anisaldehido con 4 mL de acido acético glacial continuar
con 34 mL de metanol y 2 mL de 4cido sulfurico concentrado en ese orden; es importante considerar la
inestabilidad del reactivo revelador por lo que al cambiar su coloracién rojo-violeta no debera usarse.

Baljet: Solucidn “A”: pesar 1 g de acido picrico y disolver en 100 mL con etanol; solucién “B”: pesar 10 g
de hidréxido de sodio y disolver en 100 mL de agua.

Cloruro Férrico: Disolver 1.25 g de cloruro férrico en 25 mL de agua y aforar a 50 mL con alcohol metilico
(Barba, 1997).

Dragendorff: Comprende dos soluciones: Solucién a: 0.85 g de subnitrato de bismuto disueltos en una
mezcla de 10 mL de acido acético y 40 mL de agua. Solucién b: 8 g de yoduro de potasio disueltos en 20
mL de agua. Se mezclan 5 mL de solucidn a con 5 mL de solucién b y 20 mL de 4cido acético para luego
completar a 100 mL con agua (Arango, 2011).

Fehling: Solucidon “A”: pesar 3.5 g de sulfato de cobre pentahidratado se afora a 50 mL. Solucion “B”:
17.5 g de tartrato de sodio y potasio mas 5 g de hidréxido de sodio se aforan a 50 mL (Barba, 1997).

Hager: Soluciéon saturada de acido picrico en agua (Barba, 1997).

Mayer: Disolver 1.3 g de cloruro de mercurico en 60 mL de agua y 5 g de yoduro de potasio y se afora a
100 mL. Los alcaloides se detectan como un precipitado blanco o de color crema soluble en acido acético
y etanol (Dominguez, 1988).

Natural Products/polietilenglicol (NP/PEG): Solucion A: Se disuelve 1g de aminoetiléster del acido
difenilborinico en 100 mL de metanol. Solucién B: Disolver 5 g de polietilenglicol 400 (macrogol) en 100
mL de etanol. La placa se calienta a 100°C por 3 min. La placa caliente se sumerge en la solucidn A, se
seca al aire y entonces se sumerge en la solucién B. En algunos casos, solo con la solucién A es suficiente.

Rosenthaler: Disolver 1 g de vainillina en 100 mL de etanol.
Wagner: Disolver 1.27 g de yodo y 2 g de yoduro de potasio en 20 mL de agua; aforar la soluciéon a 100

mL con agua destilada. La mayoria de las soluciones aciduladas de los alcaloides forman precipitados
aglomerados color marron.
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ANEXO 2 Realizacion e interpretacion de las pruebas

Alcaloides: Del filtrado en acido clorhidrico diluido se toman 2 mL y se dividen en tres tubos de ensaye.
1. Se mezcla con una gota de reactivo de Dragendorff. Un precipitado de color anaranjado marron
indica presencia de alcaloides.
2. Se mezcla con una gota de reactivo de acido silicotingstico. Un precipitado blanco y fino indica
presencia de alcaloides.
3. Se mezcla con una gota de reactivo de Hager. Agujas de color amarillo indica la presencia de
alcaloides
Amoniaco: Se toma una fraccién de 2 mLy se impregna una tira de papel filtro con el extracto diluido y

se deja secar a temperatura ambiente, posteriormente se someterd a la accién de vapores de amoniaco
(este paso se llevara a cabo en la campana). La aparicién de color amarillo ocre se considera positiva
para Flavonoides.

Anisaldehido-acido sulfurico: La aparicion de manchas coloridas muestran la presencia de terpenos,
saponinas, esteroles, iridoides, muchos compuestos lipofilicos.

Baljet: Se toma una fraccidon de 1 mL del extracto etandlico y se le adicionan unas gotas de una mezcla
recién preparada de 1 mL de Baljet solucién A y 1 mL de Baljet solucién B. Un color o precipitado rojo
naranja indica la presencia de agrupamientos lacténicos.

Borntrager: Disolver una porcion del residuo con 1 mL de cloroformo, se agita con 1 mL de hidréxido de
sodio al 5%. Si la fase alcalina se colorea rosa-rojo, indica la presencia de Quinonas.

Cloruro Férrico: A1 mLdel extracto etandlico, se le agregan unas gotas de una solucién de cloruro férrico.
La aparicion de colores como azul, verde, violeta o rojo indica la presencia de Fenoles y/o Taninos.
Espuma: A la fraccion disuelta con 1 mL de etanol se le adicionan 5 mL de agua, se tapa y se agita
fuertemente durante 2 min. La formacién de espuma estable por unos minutos con apariencia de panal
de abejas se considera positiva, indicando la presencia de Saponinas.

Grignard: Una tira de papel filtro impregnado con reactivo de Grignard se pone en la boca de un tubo
gue contenga 5 mL del extracto etandlico con unas gotas de cloroformo. Calentar a 30°C-35°C y ver la
coloracién que aparece en el papel. Un color rojo o rosa se considera positivo para glucésidos
cianogénicos

Liebermann-Burchard: Disolver una porcién del residuo con 1 mL de cloroformo agregar 1 mL de
anhidrido acético y enfriar a 0°C, después se adiciona 1 6 2 gotas de acido sulfdrico concentrado. La
aparicidon de colores rosa, rojo, verde, purpura o azul son indicativos de una prueba positiva para
triterpenos y/o esteroides.

Natural Products/Polietilenglicol: ~ Sumergir la placa con la solucién A (1% aminoetiléster del acido
difenilborinico) en 100 mL de metanol, posteriormente aplicar la solucién B (5% polietilenglicol) y
calentar la placa 3 minutos a 100°C. El reactivo detecta flavonoides produciendo una intensidad en
fluorescencia en UV-365 nm.
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Rosenthaler: A la fraccion disuelta en 1 mL de etanol se le adiciona una gota del reactivo de Rosentahler
y una gota de dacido sulfurico concentrado. Un color violeta indica la presencia de saponinas de
triterpenos pentaciclicos.

Shinoda: Un tubo con el extracto diluido con 2 mL de etanol se le agrega un trocito de viruta de magnesio
amalgamado y se le agregan unas gotas de acido clorhidrico concentrado (este es el reactivo de Shinoda).
La inmediata aparicion de colores que van del anaranjado, rojo, rojo azuloso o violeta es indicativo de
Flavonas, Flavononas, Flavonoles, Flavononoles o Xantonas. Ocasionalmente las flavanoles, las

flavanonas y flavononoles dan colores verdes o azules.
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ANEXO 3 IR de los estandares
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=
 arTvs s
€169
hmmwm.hmehmmmm@m
60'9L6 o
850201 g
L5960k6e80LL  zzezal 16GH0L
—_BEVELE | g0e1
— LT85T
o
\ g
8115wl
an
85
o™
]
h =
[=
&
1]
=)
2
i)
E
2z
u
™
69992
70262
(=]
(=]
[=]
L]
96'166Z
[=]
LTErTE 2
(=]
r L L =
) =] i =] i =] " =] -
[=r] [=r] [==] [==] = = w w
°
m I UE)ILSUE] | %
=

IR de Pulegona

pulegone st

//m L'org

960:8

L L0vE

ZFLELL
BE'FEOL
(¥4 1118

/
L2 1EEL

_ M0LEL

~_6E'SHPI

58508
( Vol

05 T26T

3000 2000 1500 1000 501
Nimero de Ondas (em-1)

3500

EIJUBYLUSUEI ] %

4000

76



IR de Linalool
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ANEXO 4 Identificacion de Rf de los estandares

Mentol
bo 500
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L 1
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Acido Rosmarinico
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ANEXO 5 Determinacion del numero de extracciones
Cromatograma de la primera extraccion (20 min)
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Cromatograma de la cuarta extraccion (80min)
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ANEXO 6 Equipos utilizados en la experimentacion.
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Figura 36 Camara de elucion para las placas con muestra Figura 37 Detector de HPTLC, TLC Scanner 3
del extracto Metandlico.

' il % _-__.

LAMASL AUTOMATIC TLC SAMPLER 4

Figura 38 Aplicador de HPTLC ATS 4 Figura 39 Camara de elucién utilizada para las placas
con muestra de AE
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ANEXO 7 MONOGRAFIA

Herba Toronijil
blanco

Droga Oficial:

Agastache mexicana (Kunth.) Lint. &

Epling. ssp xolocotziana

Sinonimia cientifica: Cedronella

mexicana Benth. (Martinez, 1987)

Sinonimia vulgar: toronjil de casa, toronjil de monte.
Puebla: pinkil (tepehua), tama, toroji, toronji (otomi)
(UNAM, 2009)

Definicidn: La droga vegetal consiste en las partes aéreas con flores, de Agastache mexicana
(Kunth.) Lint. & Epling. ssp. xolocotziana. Familia Lamiaceae.

Descripcion de la droga: La droga vegetal
consiste en la parte area de la planta. Es una
hierba de unos 40 a 60 cm, aunque puede llegar
hasta 1.5m de altura. Sus tallos son cuadrados.
Sus hojas tienen forma de lanza y anchas en la
base. Los bordes son dentados y con pelos por el
envés. Tiene flores en racimos terminales, en
numero de 5 hasta 20, con forma tubular, de
color rojo vivo o rojo-morado y sus frutos son
color café. Es una planta con un aroma
especiado, débil a limén. Su sabor es suave y
especiado (UNAM, 2009) (SSA, 2013).

Pretratamiento de la droga cruda: Planta cultivada en Puebla y Estado de México, para su
conservacion la planta fresca se seca de manera natural a la sombra.
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Usos tradicionales: En el tratamiento de enfermedades de los nervios y el susto, que se
adquieren cuando se reciben impresiones fuertes (UNAM, 2009).

Actividad Farmacolégica: Se probé la actividad farmacoldgica en ratas Winstar. El extracto
acuoso se preparé con 10 g de droga vegetal en 90 mL de agua hirviendo por 10 min. A dosis
bajas del extracto acuoso (1.0mg / kg) indujeron las acciones de tipo ansiolitico; mientras que
dosis mas altas (mas de 10mg / kg) indujeron sedacién y redujeron la actividad locomotriz,
ejerciendo una inhibicion general en el sistema nervioso central (SNC) (Estrada-Reyes, y otros,
2014).

Aceite Esencial

Definicion Aceite esencial obtenido por hidrodestilacién de la parte
aérea seca de Agastache mexicana (Kunth.) Lint. & Epling.
ssp. xolocotziana

Descripcion Liquido claro, de color ligeramente amarillo. Olor
caracteristico, floral que recuerda al anis

Ensayo de identidad

Soporte: Silica Gel 60F2s4

Fase movil: Tolueno-acetato de etilo (7:0.3)

Deteccidn: Directa luz UV a 254 nm y derivatizacidn con anisaldehido-
acido sulfurico.

Longitud de la banda 3mm

Preparacion de referencia: Aplicacion directa de los estandares pulegona, mentol y
linalool

Preparacion de la muestra: Aplicacidn directa del aceite esencial

84



Procedimiento:

- Aplicacién de la muestra: se
aplican las muestras en forma de
banda con una longitud de 3 mm
con ayuda de CAMAG Automatic
TLC Sampler 4 (ATS 4).
-Desarrollo de la placa: Saturar la
camara de elucion durante 30
minutos con la fase movil,
dejando que la placa
cromatografica se eluya 90 mm
de distancia sobre la fase
estacionaria; secar la placa de
forma vertical.

-Documentacién de la placa
desarrollada: Revisar la placa con
luz UV con longitud de onda de
254,

-Derivatizacion: Derivatizar con
la soluciéon de anisaldehido-acido
sulfarico, para su aplicacién se
coloca el revelador en un
cristalizador de vidrio y la placa
se sumerge en  posicidon
horizontal durante 10 segundos,
se saca y nuevamente se deja
secar en su totalidad en posiciéon
vertical, una vez seca se calentd
a 100°C durante 1 min,
observandose las bandas
directamente.

Nombre Rf
Experimental

A max.
experimental

Referencia

0.47
0.28
0.34+0.02

Pulegona
Mentol
Linalool

0.48°
0.28?
0.33°

267
587
430

Anisaldehido-dcido sulfurico

Nota: a: (Wagner & Bladt, 2009)

UV 254 nm

Densidad relativa (20°C)

Entre 0.886-0.891

indice de refraccién (20°C)

Entre 1.465-1.4658

Espectroscopia Infrarroja:
v(cm™): -OH st (3650); C-H st
(2953.7-2870); C=0 st (1708.37);
C=C st (1682.03); -CH(CH30 sy).
(1374.24); CH25 (1455.15); -C-O
st (1203.65)
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Extracto metanol-agua

Ensayo de identidad

Soporte: Silica Gel 60Fs4

Fase movil n-butanol, acido acético y agua 2:3.5:0.5 (saturar cdmara
por 30 minutos).

Deteccién Natural Products- polietilenglicol (NP/PEG)

Tamafio de muestra

Preparacion de referencia

Pesar 0.7 mg de muestra y aforar a 25 mL con metanol.

Preparacion de la muestra

Pesar 100 mg de muestra y adicionar 2 mL de metanol y
0.5 mL de agua. Macerar por 20 min (3 veces). Separar el
marco agotado por centrifugacién a 2500 rpm por 5 min.
Reservar el sobrenadante.

Procedimiento:

-Aplicacion de la muestra:
Aplicar el extracto, extracto mas
estandar y estandar en banda (3
mm), programando el equipo
CAMAG Automatic TLC Sampler
4 (ATS 4).

-Desarrollo de la placa: Saturar la
camara de elucién con la fase
movil durante 30 min, eluir la
placa 90 mm. Secar en posicidn
vertical.

-Documentaciéon de la placa
desarrollada: Observar la placa
con luz UV a 254 nm.
-Derivatizacion: Por inmersion
con el reactivo de Natural
Productos (NP/PEG). Primero
sumergir la placa en solucién A
durante 10 segundos. Secar en
posicion vertical y después
sumergir en la solucién B (10
segundos). Secar y observar con
la ldmpara UV a una longitud de
onda de 365 nm.

Nombre Rf Longitud de onda
maxima
Acido rosmarinico 0.86 380
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