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Resumen

En este estudio, se realizé el analisis fitoquimico de las especies Verbena officinalis,
Verbena carolina, Salvia keerlii, Chuphea aequipetala, Ageratina petiolaris, Eryngium
carlinae, y Kalanchoe gastonis-bonnieri, plantas utilizadas en la medicina tradicional
mexicana principalmente para tratar padecimientos como diabetes, cancer, dolor e
inflamacion, ademas de problemas gastrointestinales. En los analisis se determind
de manera cualitativa mediante reacciones coloridas o formacion de precipitados la
presencia de metabolitos secundarios de interés medicinal e industrial, como lo son
azucares reductores, glicosidos cardiotonicos, alcaloides, fenoles, cumarinas,
flavonoides, saponinas y taninos de los extractos hidroalcohdlicos de las especies
antes mencionadas. Obteniendo asi, que la mayoria de éstas tienen metabolitos
secundarios, principalmente en Chuphea aequipetala y Verbena carolina. Ademas,
en este estudio, se determindé de manera cuantitativa la cantidad de azucares totales
de cada especie mediante el método fenol-acido sulfurico, se determiné que V.
carolina y E. carlinae son las especies con mas cantidad de azucares totales por
extracto hidroalcoholico con 12.59% y 10.92 % respectivamente.
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Introduccion

México es uno de los paises del mundo privilegiados en cuanto a diversidad bioldgica,
se cree que en el existe cerca del 10% de toda la biodiversidad mundial (Sarukhan,
Carabias, Koleff, & Urquiza-Haas, 2012). Ademas se estima que aun falta por
reconocer hasta de tres veces mas la cantidad de especies que hoy en dia se conocen
(Martinez-Meyer, Sosa-Escalante, & Alvarez, 2014). Por esto mismo es muy légico
pensar que debié a la gran cantidad de organismos que coexisten en este lugar,
existen un gran numero de interacciones y por lo tanto un gran contenido de
metabolitos dentro de los mismos. Un ejemplo claro de esto son las plantas, ya que
son una gran fuente de estos compuestos derivados de su interacciones bidticas y
abidticas, y consiguientemente muy utilizadas en la medicina tradicional del pais
(Hussain & Reigosa, 2021) (Mattio, Catinella, Iriti, & Vallone, 2021). Por esta razon,
en la busqueda de compuestos que beneficien la salud humana, las plantas utilizadas
en la medicina tradicional mexicana se han convertido en una excelente alternativa y
fuente de moléculas terapéuticas.

Marco teérico

Las plantas son seres vivos que necesitan del suelo, didoxido de carbono, luz solar,
nutrientes minerales y agua para lograr su crecimiento y desarrollo (Navarro Garcia,
2013). Desde la antigiedad el hombre descubrié la importancia de buscar y utilizar
los productos naturales obtenidos de las plantas, ya que debido a su metabolismo son
una fuente rica de medicamentos, cosméticos, perfumes y sabores (Harborne, 1998)
(Colinas & Fitzpatrick, 2022)

El metabolismo es el conjunto de reacciones quimicas que ocurren en un organismo
(Figura 1). En las plantas, el metabolismo suele divide en primario y secundario
(también conocido como especializado) los cuales se distinguen entre ser
fundamentales para el crecimiento o indispensable para la supervivencia en un habitat
particular (Erb & Kliebenstein, 2020).
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Figura 1: Mapa de Las principales rutas de biosintesis de metabolitos secundarios (Bruneton, 2001), .

Metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios se agrupan en cuatro clases principales y se clasifican

segun su estructura quimica como:

e Terpenos. Entre los que se encuentran pigmentos, esteroles o aceites

esenciales, y saponinas.

e Compuestos fendlicos, como Cumarinas, flavonoides, y taninos.

e Glicosidos. Como glicdsidos cardiotonicos, glucdsidos reductores.

e Alcaloides.



Terpenos:

Son la clase mas amplia y diversa de compuestos quimicos procedentes en las
plantas, entre sus funciones mas importantes se mencionan como reguladores del
crecimiento y desarrollo, asi también como mecanismo de proteccion contra animales
herbivoros, y atraccion de polinizadores (Boncan et al., 2020; Byers, Bradshaw, &
Riffell, 2014).

Los seres humanos han encontrado gran utilidad en los terpenos de origen vegetal,
por lo que han utilizados en gran variedad de areas, principalmente la medicina e
industria farmacéutica, en donde se ha descrito tener actividad en terapias contra el
cancer, obesidad e inflamacion (Zhang, Q., Tian, X. & Cao, X. 2019) (Jordamov¢ et
al.,, 2023). En cuanto a su estructura los terpenos estan formados por las uniones
isoprenicas (C5H8), que se unen entre si, y se clasifican segin su numero de
hemiterpenos (C5), por ejemplo, monoterpenoides (C10), diterpenoides (20) y
politerpenoides (mayor a 40 carbonos) (Harborne, 1998). Los ensayos mas utilizados
para su identificacion son los de Liebermann-Burchard y Salkowski (Dominguez, XA.
,1973).

Saponinas

Las saponinas son heterésidos que se caracterizan por su capacidad de producir
espuma o poseer propiedades hemoliticas. Segun su estructura se clasifican en tipo
esteroide o triterpenoide pentaciclico (Harborne, 1998), son de interés en la industria
farmacéutica, ya que son el punto de partida de la sintesis de varios compuestos
como hormonas sexuales, esteroides diuréticos o la vitamina D. Ademas de
propiedades bioldgicas antinflamatorias (Weixin Liu et al., 2021). Uno de los ensayos
mas utiles para identificarlos es el Rosenthaler (Dominguez, XA. ,1973).

Esteroles

Son compuestos constituidos por entre 27 y 29 atomos de carbono. Se encuentran
en la naturaleza tanto de origen animal como vegetal, cuyo principal eje corresponde
al ciclopentano perhidro fenantreno, (Dominguez, XA. ,1973). Son importantes en la
medicina por han demostrado tener propiedades en reduccién de la colesterolemia
en humanos (Pascual Fuster, Vicente. 2017). Para su identificacién se emplean los
reactivos de Liebermann-Burchard y Salkowski (Dominguez, XA. ,1973).

Glucosidos cardiotéonicos

Los glucésidos cardiotdonicos son compuestos procedentes de esteroides, y se
caracterizan por tener efectos sobre el corazén. Estan constituidos de entre 3-5
moléculas de monosacaridos, como metilpentosas y desoxiazucares. Son moléculas
solubles en agua y alcoholes de bajo peso molecular e insoluble en compuestos como
cloroformo vy lipidos. (Dominguez, XA. ,1973). Este tipo de compuestos son de alto



interés por su largo historial de efectos medicinales contra enfermedades del corazon
en seres humanos, ademas que ha descubierto tener propiedades contra el cancer
(Gao et al., 2022; Kotecha et al., 2020). La prueba para su identificacion es mediante
el reactivo de Baljet (Trease y Evans, 1991).

Fenoles

Son un grupo de compuestos que poseen grupos alcohdlicos, carboxilicos y
aldehidos, asi como también son los derivados del catecol, floroglucinol, vainillina
(Trease y Evans, 1991).

Los compuestos fendlicos son sustancias que poseen propiedades antioxidantes que
pueden incidir en la prevencion del dafo oxidativo, asi como también se ha
demostrado que algunos poseen actividad neuroprotectora y antidiabética (Wei et al.,
2022) (Ndlovu, van Jaarsveld, & Caleb, 2019).

Taninos

Los taninos son sustancias de origen vergeta capases de precipitar proteinas como
las que se encuentran en las pieles de origen animal, se ha reportado que tiene
actividad antimicrobiana, y a causa de ello son utilizados para convenir la piel de los
animales en cuero (Trease y Evans, 1991), a su vez estudios recientes muestran que
tienen efectos positivos contra enfermedades respiratorias (Sivanantham et al., 2019)
(Rajasekaran, Rajasekar, & Sivanantham, 2021). El ensayo de cloruro férrico es una
prueba colorimétrica muy empleada para detectar este tipo de compuestos junto con
los fenoles (Trease y Evans, 1991).

Flavonoides

Son pigmentos de origen vegetal, los cuales tiene un esqueleto C6-C3-C6, los cuales
se encuentran catalogados segun su numero de oxidacién en flavonas, flavanonas,
chalconas entre otros (Dominguez, XA. ,1973) (W. Liu et al., 2021). Son de alto interés
en la medicina ya que se han reportado que tienen actividad antiinflamatoria, ademas
existen reportes donde se menciona que son inhibidores de la elastasa una enzima
que altas concentraciones puede provocar enfermedad renal o respiratoria (Zhang et
al., 2018), (Jakimiuk, Gesek, Atanasov, & Tomczyk, 2021). Para identificarlos pueden
aplicarse la prueba de Shinoda o NaOH, (Dominguez, XA. ,1973) (Fransina,
Tanasale, Latupeirissa, Malle, & Tahapary, 2019).

Cumarinas

Son compuestos de origen natural provenientes de la lactona o acido o-
hidroxicinamico, se pueden ser subdivididas en simples, dimeros, furanocumarinas y
piranocumarinas se han encontrado que pueden tener efectos anticoagulantes,
hipercolesteremicos o anticancerigenos. Estos metabolitos se pueden determinar



mediante la prueba de NaOH al 10 % (Dominguez, XA. ,1973) (Kamoldinov et al.,
2021) (Jiménez-Orozco et al., 2022).

Azucares reductores

Son todos los monosacaridos y algunos disacaridos como la lactosa, maltosa,
celobiosa entre otros, que se caracterizan por tener un grupo hidroxilo anomeérico en
donde es posible que puedan reaccionar como reductores (Trease y Evans, 1991).
Entre sus principales usos se destaca su potencial como precursores en el desarrollo
de biocombustible y beneficios para la flora intentar (Perpifian, Y. O. 2022). Las
pruebas para identificarlos son Fehling y Benedict en la cuales debera formarse un
precipitado anaranjado o rojizo (anexos) (Trease y Evans, 1991).

Alcaloides

Son aquellos compuestos provenientes de plantas, que contiene en si uno 0 mas
atomos de nitrégeno, por lo regular poseen forma cristalina, y al unirse con acidos
forman sales, en las plantas son importantes porque cumplen funciones de defensa.
Son de interés en la industria farmacéutica ya que poseen actividad antimicrobiana,
antinflamatoria, analgésica y anticancerigena (Trease y Evans, 1991) (Wang et al.,
2018) (Jin, Hua, Meng, & Gao, 2010). Pueden identificarse mediante reacciones con
metales pesados como el yoduro de potasio (reactivo de Mayer), al formar
precipitados (Trease y Evans, 1991).

Plantas medicinales

Verbena officinalis L.

“‘Es una planta erecta, perenne, crece hasta 1 metro de altura, hojas oblongas u
ovaladas, profundamente divididas, de 3 a 6 cm de longitud por 0.5 a 3cm de ancho,
con espigas paniculadas, delgadas, con flores color lila. Ampliamente distribuida en
el valle de México, crese en pastizales y matorrales (Rzedowski & Rzedowski, 2001)”.
V. officinalis es utilizada en la medicina tradicional como tratamiento en enfermedades
gastricas, heridas, dolor, tos en otras. Asi como también existen reportes de sobre su
efecto anticancerigeno, antimicrobiano y antioxidantes (Kubica et al., 2020).

Verbena carolina L.

“V. carolina es una planta herbacea perenne, erecta que crece 70 cm de altura, con
tallos ramificados y cubiertos de pelillos. Las hojas son alargadas y onduladas, sus
flores son moradas espigadas delgadas, altamente distribuida en el valle de México
(Rzedowski & Rzedowski, 2001).” Esta especie es empleada en la medicina
tradicional para tratar padecimientos como diarrea, vomito, dolor e infecciones
dermatologicas. Existen reportes de sus propiedades antimicrobianas y antioxidantes
asi como de algunos de los componentes como la hispidulina a la cual se le atribuyen
propiedades antifungicas (Lara-Issasi et al., 2019)



Salvia keerlii B.

“Salvia keerlii es un arbusto de 1.5 a 2.5 metros, con tallos tomentosos a pilosos, a
menudo con pelos estrellados, sus lobulos agudos coloran azul, rara vez blanco,
ampliamente distribuida en México (Rzedowski & Rzedowski, 2001).” Las salvias son
de interés puesto que se les han atribuido efectos antimicrobianos, antioxidantes,
antidiabéticos y anticancerigenos(Al-Mijalli et al., 2022).

Chuphea aequipetala

“Es una hierba postrada de ramas ascendentes que mide de entre 30 a 40 cm de
largo, con la superficie llena de pelillos violeta o rojizos. Las flores presentan un céliz
densamente lleno de pelillos morados y los pétalos son de color purpureo de unos 10
cm de largo. Es una planta ampliamente distribuida en la republica mexicana, habita
en cerros, laderas, orillas de caminos principalmente en climas calidos, semicalidos y
templados (Archundia Gardurio, 2005).” Esta especie es utilizada en la medicina
tradicional para tratar dolor e inflamacién, asi como también cancer y problemas
gastrointestinales. Asi mismo existen evidencia de su efecto anti inflamatorio y
antinociceptivo (Alonso-Castro et al., 2021).

Ageratina petiolaris

“Es un arbusto que alcanza un tamafo de hasta de 2 m de altura. Sus hojas son
opuestas mas largas que anchas, triangulares, con pelos de color verde en ambas
caras. Las flores son blancas en numero de 35 a 40 por cabezuela. Originaria de
México, habita en climas calidos, semicalidos, semisecos y templados, asociada a
bosques tropicales caducifolio y bosque mesdéfilo de montafia, bosques de encino y
de pino (Rzedowski & Rzedowski, 2001).” Dentro de sus usos tradiciones se
encuentran problemas gastrointestinales, célicos, dolor y diabetes, habiendo en este
ultimo reportes de su actividad (Mata-Torres, Andrade-Cetto, Espinoza-Hernandez, &
Cardenas-Vazquez, 2020).

Eryngium carlinae

“Eryngium carlinae tiene tamano: De 5 a 50 cm de alto, sin tallo aparente, y cuando
raramente lo presenta es inclinado a erecto, uno o varios, sencillos o con
ramificaciones casi horizontales. Las hojas tienen basales dispuestas en una roseta
densa, con peciolos alados, base lamina oblanceolada, de 3 a 10 cm de largoy 0.5 a
2 cm de ancho (Rzedowski & Rzedowski, 2001).”

Entre sus usos medicinales se encontré que es utilizada para padecimientos como
dolor e inflacion, asi hipertensidon, ademas existen reportes de su efecto
antinflamatorio, antioxidante y protector renal (Arana-Argaez et al., 2021) (Lemus-de
la Cruz et al., 2023) .
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Kalanchoe gastonis-bonnieri

“Es una hierba robusta que puede llegar a medir hasta 1 m de altura. Sus hojas son
opuestas, de lanceoladas a espatuladas y miden de 10 A30cmdelargoy de 3 a6
cm de ancho, cuneadas en la base, Inflorescencia en forma de un corimbo de 15 a 30
cm de alto; caliz campanulado-urceolado, inflado, de hasta 23 mm de largo, verde
rojizo; corola hasta 37 mm de largo, un tercio mas larga que el caliz, amarilla o verde
rojiza (Rauh, 1992)” esta especie es de origen africano, tiene muchas propiedades
medicinales demostradas como su efecto antiinflamatoria, antimicrobianas (Abdalla
et al., 2017) (Saleem et al., 2022).

Técnicas de extraccion

Reflujo

El proceso consiste en la molienda del material vegetal, para posteriormente ser
combinado con un disolvente convenientemente escogido, los cuales se someteran
a ebullicion.

Los materiales utilizados son un baldén de destilacién (el cual contendra el material
vegetal y el disolvente) y un refrigerante.

La principal ventaja de esta técnica es que a temperaturas elevadas el disolvente
permite una buena extraccidon debido a que la solubilidad de la mayoria de las
sustancias aumenta con la temperatura. Por otra parte, este método presenta el
inconveniente de que muchos compuestos organicos se pueden alterar o
descomponer por efecto de la misma.

Maceracion

Este proceso comienza con la molienda del material vegetal, el cual se deja remojar
con un disolvente apropiado, previamente seleccionado en un recipiente preferente
de vidrio, el cual se tapara y se deja en reposo, por un pedido de 2 semanas, con
agitacion ocasional. Subsiguientemente se filtra el liquido y si el material aun
contuviera las sustancias de interés, se repite el proceso con el disolvente nuevo
tantas veces sea necesario.

Hipotesis

“Las partes aéreas de las especies Verbena officinalis L, Verbena Carolina L, Salvia
Keerllii, Chuphea aequipetala, Ageratina petiolaris, Eryngium carlinae y Kalanchoe
gastonis-bonnieri, contendran metabolitos secundarios de interés, debido a su amplio
uso en la medicina tradicional mexicana.”
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Objetivo general.

e Determinar el perfil fitoquimico de Verbena officinalis, Verbena Carolina, Salvia
Keerlii, Cuphea aequipetala, Ageratina petiolaris, Eryngium carlinae vy
Kalanchoe gastonis-bonnieri.

Objetivos especificos.

e Obtener el o los extractos de Verbena officinalis, Verbena Carolina, Salvia
Keerlii, Cuphea aequipetala, Ageratina petiolaris, Eryngium carlinae y
Kalanchoe gastonis-bonnieri.

e Determinar principales grupos de metabolitos secundarios mediante pruebas
cualitativas de Verbena officinalis, Verbena Carolina, Salvia Keerlii, Cuphea
aequipetala, Ageratina petiolaris, Eryngium carlinae y Kalanchoe gastonis-
bonnieri.

e Cuantificar los azucares totales presentes en los extractos hidroalcohdlicos de
las especies Verbena officinalis, Verbena Carolina, Salvia Keerlii, Cuphea
aequipetala, Ageratina petiolaris, Eryngium carlinae y Kalanchoe gastonis-
bonnieri.

Justificacion y planteamiento del problema

México es catalogado como uno de los paises mas diversos en flora y fauna silvestre
en el mundo, se ha calculado que esta riqueza equivale a cerca del 10% de la
biodiversidad mundial. Por este motivo la medicina tradicional mexicana ha
acumulado un gran conocimiento acerca de los beneficios que representa para la
salud humana el empleo de productos naturales en la cura de numerosas
enfermedades, un ejemplo de ello es que la mayoria de los farmacos actualmente
disponibles para la terapia del cancer se derivan de productos naturales o se
encuentran relacionados con ellos.

Por este motivo es pertinente el estudio fitoquimico de las plantas con interés
medicinal, con el fin de que sus resultados aumenten el conocimiento cientifico y sean
una herramienta en la toma de decisiones respecto a la investigacion, tecnologia,
conservacion y uso sostenible de estas especies que contribuyen a la seguridad social
en salud y desarrollo del pais.
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Metodologia

Obtenciéon de material vegetal

El material vegetal (partes aéreas) se colectaron en diferentes partes de México, los
especimenes fueron identificados y depositados en el herbario de la Universidad
Auténoma Metropolitana unidad Xochimilco (UAM-X).

Obtencion de el o los extractos

100 g de material vegetal molido de cada especie fue sometido a extraccion por reflujo
durante 4 horas utilizado como disolvente de 200 ml de etanol. Posteriormente se filtrd
al vacio y el disolvente se elimin6 mediante evaporacion a presion reducida para
finalmente ser almacenado vy utilizarse.

Pruebas fitoquimicas

Las determinaciones fitoquimicas de los extractos se llevaran a cabo por triplicado
empleando técnicas cualitativas que indican la presencia de los diferentes metabolitos
mediante cambios de coloracién y/o formacion de precipitado, de acuerdo a las
metodologias propuestas por Dominguez (1973), Harborne (1984) y Evans (1991).

Grupo funcional

Requerimiento para la muestra

(Metabolito) Prueba Procedimiento
Reactivo de | Agregar de 1 a 2 gotas del reactivo, si hay | En solucién acidulada.
Mayer. formaciéon de algun precipitado (blanco o
amarillo) la prueba es positiva.
Alcaloides Reactivo de | Adadir entre 1 y 2 gotas del reactivo, | En solucién acidulada.
Wagner. esperando la formacion de un precipitado
marron.
Reactivo de | Colocar en la muestra entre 1y 2 gotas del | En solucién acidulada.
Dragendorft reactivo, si es positiva se formara un
precipitado naranja o marrén.
Reactivo de Hager | Agregar 1 o 2 gotas del reactivo esperando | En solucién acidulada.
la formacion de un precipitado.
Reactivo de | Se afiaden 1 o 2 gotas del reactivo | En solucién acidulada.
Bertrand esperando la formacién de un precipitado.
Cumarinas NaOH al 10 %. De 1 a 2 mg de muestra se disuelve en | 1 a 2 mg de extracto

NaOH al 10. %. La prueba sera positiva si
aparece una coloracién amarilla que
desaparecia al acidular con HCI.

Fenoles y taninos

Prueba del cloruro
férrico

Se afiade una gota de la solucién de cloruro
férrico la aparicion de un precipitado o

En solucion etandlica
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coloracion roja, azul, violeta o verde se
considera prueba positiva.

Esteroides y | Prueba de | La muestra (1-2mg) se disuelve en 1 ml de | En solucién cloroférmica
Triterpenos Salkowski. cloroformo se pone en contacto con 1 ml de
acido sulfurico, si

desarrolla coloracion amarilla o roja es

positiva.
Liebermann- Se disuelven 2 a 3 mg de muestra en | En solucion cloroférmica
Burchard cloroformo y luego se afiaden unas gotas
del reactivo, observandose cambios de
coloracion.
Flavonoides Shinoda En un tubo con extracto se agregan un trozo | En solucion etandlica

de limadura de magnesio y unas gotas de
HCI concentrado, la aparicion de colores
amarillo o naranja es prueba positiva.

Prueba de | Se afiaden unas gotas de NaOH diluido a la | En solucion etandlica
hidréxido de sodio | prueba es positiva si hay cambio en la
coloracién (amarilla o naranja).

Saponinas Rosenthaler Se afiade 1 gota del reactivo y 1 gota de | En solucion entanolica
H2S04 concentrado la prueba es positiva si
hay una coloracién violeta

Glicosidos Reactivo de Baljet | Se utilizan dos soluciones que se mezclan | En solucion etandlica
Cardiotoénicos en iguales volumenes antes de usarse,
Solucion A) y soluciéon B. se ponen 2-3 mg
de compuesto y unas 3-4 gotas de reactivo,
siendo positiva si se forma una coloracién
naranja o roja obscura.

Azucares reductores | Fehling Se utilizan dos soluciones que se mezclan | En solucién etandlica
en iguales volumenes antes de usarse
solucion A)

y B). Se utilizan 2-3 mg de compuesto y
unas 3-4 gotas de reactivo, calentar en bafio
maria, si hay cambio en la coloracion es
positiva.

Azucares reductores | Benedict Tomar de 3 a 4 mg de solucién problema, | En solucién etandlica
agregar 2 o 3 del reactivo. Afadir 500 ul de
agua y calentar en bafio maria, es positiva
si hay algun cambio de color.

Tabla 1: Técnica del analisis fitoquimico.

Los resultados se registraron como abundante (+++), moderado (++), escaso (+),
dudoso (+, -) y negativo (-).

e Se realizo una base de datos con los resultados obtenidos (tabla 4).

Cuantificacion de azucares totales.

Se llevé a cabo por el método propuesto por Dubois, M. (1956).
Se prepararon los siguientes reactivos.

e Reactivo A: solucién de fenol al 5% (p/v) en agua destilada.
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e Reactivo B: acido sulfurico concentrado.
Preparacién de curva de calibracion:

Se disolvié 100 mg de glucosa en 100 mL de agua destilada y se realizaron las
siguientes preparaciones (Tabla 2).

no. De|mL de agua|mL de [ mL del | mL del
tubo destilada solucion de | reactivo A) | reactivo B)
anadida glucosa

1 1 0 0.1 3

2 0.9 0.1 0.1 3

3 0.8 0.2 0.1 3

4 0.7 0.3 0.1 3

5 0.5 0.5 0.1 3

6 0.4 0.6 0.1 3

7 0.2 0.8 0.1 3

8 0.1 0.9 0.1 3

9 9 1 0.1 3

Tabla 2: Método para realizacion de la curva de calibracion.

e Una vez terminado de anadir los reactivos, se produjo un desprendimiento
color rojo-anaranjado, los tubos se dejaron reposar a temperatura ambiente
durante 15 minutos, y se llevé a cabo su lectura en el espectrofotdmetro a una
longitud de onda de 540 nm.

e Los resultados obtenidos fueron graficados y analizados estadisticamente
(grafico1).

Preparacién de las muestras:
Para el analisis de las muestras se pesaron 10 mg de extracto hidroalcohdlico de cada
especie, los cuales se disolvieron en 100 mL de agua destilada. De esta solucién se

tomdé 1 mL y se le agrego 0.1 mL del reactivo a) y 3 mL del reactivo b). Este ensayo
se realiz6 por triplicado (Tabla 3).
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no. mL de H20 | mL de muestra | mL de fenol | mL de H2SO4
Tubo
1 0 1 0.1 3
2 0 1 0.1 3
3 0 1 0.1 3

Tabla 3: Método para cuantificaciéon de azucares.

Se produjo un desprendimiento de color, y los tubos se dejaron reposar a temperatura
ambiente durante 15 minutos. Se llevo a cabo su lectura en el espectrofotometro a
una longitud de onda de 540 nm. Posteriormente se empleé la ley de Lambert-Beer y
realizaron los calculos necesarios para obtener la concentracion de azucares de cada

muestra.

Resultados

Verbena Verbena Salvia Chuphea Ageratina Eryngium kalanchoe
officinalis  Carolina Keerllii = aequipetala | petiolaris carlinae gastonis-
bonnieri
Mayer - + - ++ + + ++
Wagner - + - + + + +
Hager - + - ++ ++ + +
[}
3 Bertrand - + - + + + +
o
:_):3 Dragendorff | - + - + + + +++
- + ++ + - + ++
(2]
i NaOH al 10
£ %
£
=]
O
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AzUcares

reductores

Benedict ++

+++ +

Tabla 4: resultados de analisis fitoquimico de los extractos etanolicos de Verbena officinalis, Verbena
Carolina, Salvia Keerllii, Chuphea aequipetala, Ageratina petiolaris y Eryngium carlinae.

Simbologia: abundante (+++), moderado (++), escaso (+), dudoso (+, -) y negativo

(-)
Controles
Ensayo Controles Metabolito
Mayer Cafeina Alcaloides
+++
Wagner Cafeina
+++
Hager Cafeina
+++
Bertrand Cafeina
++
Dragendorf Cafeina
++
NaOH al 10 % Aceite de canela Cumarinas
+++
Cloruro férrico Acido tanico Fenoles y
+++ Taninos
Salkowski. Prednisona Esteroides y
++ Triterpenos
Liebermann- Prednisona
Burchard ++
Shinoda Quercetina
+++ Flavonoides
Prueba de NaOH Quercetina
+++
Rosenthaler Acido tanico Saponinas

+++
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Baljet Glucosa Glucosidos
+++ Cardiotonicos
Fehling Glucosa Azucares
++ reductores
Benedict Glucosa AzUcares
+++ reductores

Tabla 5: Controles positivos utilizados en los analisis fitoquimicos.
Simbologia: Abundante (+++), moderado (++), escaso (+), dudoso (+, -) y negativo

(-)-
Curva de calibracion

0.9

0.8 y =8.6288x+0.0688
2
0.7 R*=0.9932

0.6
0.5

ABS

0.4
0.3
0.2
01

0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12
mg de glucosa

Grafica 1: Curva de calibracion

V. offinalis @ V.carolina S. (0 A. petiolaris | E. carlinae K.
keerlli aequipetala gastonis

0.14 0.171 0.117 0.089 0.24 0.162 0.127
0.134 0.17 0.127 0.097 0.2 0.164 0.124
0.129 0.189 0.117 0.092 0.19 0.163 0.122

Tabla 5 : absorbancias obtenidas de cada muestra a 540 nm.
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7.59 12.50 5.97 2.77 16.36 10.92 6.44

Tabla 6: Resultado expresado en porcentaje de aztcares totales por extracto de cada planta analizada.

Discusién

El consumo de plantas que son abundantes en compuestos fitoquimicos se ha
asociado con un menor riesgo de varios trastornos cronicos, como las enfermedades
cardiovasculares (Jiménez-Bojorquez, 2019). Los resultados obtenidos de los analisis
fitoquimicos cualitativos (Tabla 4) muestran que los extractos hidroalcohdlicos de las
partes aéreas de las especies Verbena officinalis, Verbena Carolina, Salvia keerlii,
Cuphea aequipetala, Ageratina petiolaris, Eryngium carlinae y Kalanchoe gastonis-
bonnieri contienen en su mayoria algunos metabolitos de interés como compuestos
fendlicos, triterpenos, alcaloides, y glicésidos, de acuerdo a las metodologia
propuestas por Dominguez (1973), Harborne (1984) y Evans (1991) (tabla 1).

En cuanto a las pruebas de alcaloides se encontr6 que Cuphea aequipetala y
Kalanchoe gastonis-bonnieri, fueron quienes presentaron mayor reactividad,
principalmente en los reactivos de Hager, Mayer, y Dragendorff con un resultado
moderado. Actualmente no se han encontrado reportes de dichos metabolitos en
estas especies, pero en el caso de Cuphea aequipetala existe evidencia de poseer
efectos antinociceptivo y antiinflamatorio (Alonso Castro et al., 2021). por lo que
podria suponerse que un alcaloide pueda ser el responsable de estos mismos. Por
otra parte, se encontré6 un escaso contenido de estos metabolitos en Ageratina
petiolaris, Eryngium carlinae, y Verbena Carolina los cuales también no han sido
reportados. En los casos de Verbena officinalis y Salvia keerlii no se encontro
reactividad aparente en ninguno de los ensayos para alcaloides.

En la prueba de NaOH al 10% para detectar cumarinas, el resultado fue escaso, en
Eryngium carlinae y Cuphea aequipetala. Se han encontrado estudios en plantas del
género Eryngium donde también reportan alguno de dichos metabolitos (Kikowska,
M., et al. 2020)., asi como también existen reportes de estos mismos en el género
Cuphea (Moustafa, E., et al. 2018).

Mientras tanto en Verbena Carolina, el resultado fue escaso, en Salvia Keerlii y
Kalanchoe gastonis-bonnieri fue moderado. En Verbena officinalis y Ageratina
petiolaris no se encontré reactividad alguna en este ensayo. Cabe mencionar que en
ninguna de las especies antes mencionadas se han encontrado reportes de sobre su
contenido de cumarinas.

Para detectar la presencia de fenoles y taninos, se utilizé la reaccién de cloruro férrico

(Dominguez, XA. ,1973) en donde Salvia Keerlii y Cuphea aequipetala obtuvieron
un resultado moderado y abundante respectivamente. Esto concuerda con varios
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reportes en donde se han descrito la existencia de compuestos fendlicos en varias
especies del género de salvia (Askari, S. et al., 2020), y Cuphea (Shi, M., et al. 2019)
(Sobolewska, D. 2022). Mientras que para V. carolina y E. carlinae el resultado fue
escaso, también es importante mencionar que se han reportado estos compuestos en
Eryngium carlinae (Knauth, P., et al. 2018). Por otra parte, resultados publicados por
Lara-Issasi, et al. (2019), mencionan que algunas Verbenas son fuentes ricas de
compuestos fendlicos como el verbascoside al cual se le atribuyen propiedades
antiinflamatorias y antimicrobianas. A lo que corresponde a Ageratina petiolaris, V.
officinalis y Kalanchoe gastonis-bonnieri el resultado fue negativo en este estudio.

Las pruebas para Esteroles y Triterpenos utilizadas fueron Liebermann-Burchard y
Salkowski, (Dominguez, XA. ,1973), resultando en un contenido abundante y
moderado de estos metabolitos en Ageratina petiolaris y Cuphea aequipetala
respectivamente. En el caso de A. petiolaris no existen reportes previos acerca del
contenido de ambos metabolitos, caso contrario en Cuphea en donde ya desde
algunos afnos se tiene conocimiento que dicho género es rico en el contenido de éstos,
principalmente en triterpenos como el acido betulinico y acido ursélico, asi como
también esteroles como el B-sitosterol, a los cuales se han descrito con efectos
antimicrobianos, antiinflamatorios y anticancerigenos. (Gonzalez, A., et. ali. 1994).

En los casos de los extractos de V. carolina, S. keerlii, y E. carlinae, en estas pruebas
obtuvieron un resultado escaso en cuanto a su contenido de esteroles vy triterpenos.
En V. carolina también se ha reportado contenido alguno de triterpenos como el acido
ursolico, (Lara-Issasi, et al. 2019). Asi como también existen reportes de estos
metabolitos en Eryngium carlinae (Erdem, S., et al. 2015). Asi mismo en V. officinalis
y K. gastonis-bonnieris el resultado para esta prueba fue negativo.

En cuanto a los analisis de flavonoides se utilizaron las pruebas de Shinoda y NaOH
concentrado, en donde Cuphea aequipetala obtuvo un resultado moderado en la
prueba de Shinoda y abundante en la prueba de NaOH. Esto coincide con estudios
realizados por Santos, M., et al. (2020), en donde reportan que el género Cuphea es
caracterizado por ser rico en flavonoides derivados de la quercetina, miricetina y el
kaempferol.

Salvia keerlii obtuvo un resultado moderado en ambas pruebas en cuanto al contenido
de flavonoides, cabe mencionar que desde hace algunos afios se tiene conocimiento
que el género Salvia es rico en este tipo de compuestos, se han aislado
aproximadamente mas de 50 flavonoides de 51 especies de Salvias analizadas,
(Paje, L., et al., 2022) (Askari S., et al. 2021).

En el caso de V. carolina el resultado fue moderado en la prueba de Shinoda y escaso
en la de NaOH, estudios realizados por Nisar, R., et al. (2022) reportan la presencia
de flavonoides en esta especie. A lo que corresponde a E. carlinae el resultado fue
escaso en ambas pruebas, también se tiene registro de la presencia de estos
metabolitos en esta misma, (Knauth, P., et al. 2018).

Para K. gastonis-bonnieri el resultado fue escaso, pero existen registros de especies

del género Kalanchoe donde se informa de varios compuestos derivados de
flavonoides como kaempferol, quercetina, y isorhamnetina (Krzyzanowska-
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Kowalczyk, J., et al. 2017) (Stefanowicz-Hajduk, J., et al. 2020). Asi mismo en A.
petiolaris y V. officinalis el resultado fue negativo.

Para la identificacion de Saponinas se utilizé la prueba de Rosenthaler, en la cual V.
officinalis obtuvo un resultado abundante de dichos metabolitos, por otra parte A.
petiolaris dio un resultado moderado en ambos ensayos. En estas especies no
encontraron reportes previos acerca del contenido alguno de dichos compuestos.
Salvia Keerlii, Kalanchoe gastonis-bonnieri, Verbena carolina y Eryngium carlinae,
resultaron con un contenido escaso de estos compuestos. En las cuatro especies
antes mencionadas tampoco existen reportes previos acerca del contenido de
saponinas, solamente en algunas especies del género de Saviay Eryngium existen
muy pocos articulos sobre algun contenido de estos metabolitos (Hafez, S. et. al.
2021) (Kikowska, M., et al. 2020). finalmente, en Cuphea aequipétala no se encontro
presencia alguna saponinas.

La prueba de Baljet (Trease y Evans, 1991), se utilizé para identificar glucésidos
cardioténicos, en la cuales no encontraron reportes previos a esta investigacion,
resultando que en Verbena officinalis y Salvia keerlii se observé un contenido
abundante de estos metabolitos, en Cuphea aequipetala el resultado fue moderado
y en Verbena Carolina, Eryngium carlinae, Kalanchoe gastonis-bonnieri, el resultado
fue escaso, mientras tanto en A. petiolaris el resultado fue negativo.

Los reactivos de Benedict y Fehling (Dominguez, XA. 1973), se utilizaron para
encontrar azucares reductores en los extractos hidroalcohdlicos de estas especies,
como en el caso anterior, no se han encontrado reportes sobre dichos metabolitos en
las mismas.

Los resultados de esta investigacion mostraron que V. officinalis tiene un contenido
moderado de estos metabolitos, ya que en ambas pruebas obtuvo este mismo
resultado, en V. Carolina el resultado fue moderado en la prueba de Fehling y escaso
en la prueba de Benedict. En S. keerlii el resultado fue abundante en ambas pruebas.
En Cuphea aequipetala, E. carlinae, K. gastonis bonnieri se obtuvo un resultado
escaso, finalmente en A. petiolaris el resultado fue negativo en ambas pruebas.

Se realiz6 la cuantificacion de azucares totales (Tabla 6), por el método del fenol-
acido sulfurico propuesto por Dubois, M. (1956), para lo cual se realizd una curva de
calibracion (grafica 1) resultado con una r2 de 0.9932. Los resultados obtenidos de
extractos hidroalcohdlicos de E. carlinae y V. carolina, fueron los que resultaron un
con mayor contenido de azucares totales con 10.92 % y 12.59% respectivamente.

En cuanto a V. officinalis resulté con una cantidad de azucares totales de 7.59%, solo
en esta especie se encontrd informacién sobre sobre los principales azucares que la
componen, segun estudios realizados por Polumackanycz, M., et. al. (2022),
menciona que los principales azucares que contiene esta especie son azucares
reductores como la fructosa y glucosa. En S. keerlii el resultado de azucares totales
fue de 5.97%, en C. aequipetala del 0.0277 2.77 %, E. carlinae con 10.92 % y
finalmente en K. gastonis bonnieri fue de 6.44%.
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Conclusion

Los resultados de esta investigacion mostraron la presencia de azucares reductores,
glucosidos cardiotdnicos, alcaloides, fenoles, cumarinas, flavonoides, saponinas y
taninos en la mayoria de los extractos hidroalcohdlicos obtenidos de las especies de
plantas analizadas, lo que fundamenta el porqué de su empleo e importancia en la
medicina tradicional mexicana, asi como fomenta las bases de su posible potencial
en cuanto al uso medicinal convencional e industrial. Es necesaria la continuidad de
estas investigaciones para lograr evaluar y comprobar sus posibles efectos
terapéuticos, asi como también identificar, caracterizar y cuantificar los posibles
metabolitos de interés que puedan aportar estas especies al conocimiento y desarrollo
social en términos de salud.
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Anexos

Preparacién de reactivos

Alcaloides

° Reactivo de Mayer.

Se disuelven 1.36 g de HgCI, en 60 ml de agua y 5 g de Kl en 10 ml de agua. Se
juntan las dos soluciones y se aforan a 100 ml. El reactivo sélo debe anadirse a
soluciones previamente aciduladas con HCI 6 H,SO, diluidos. El resultado de esta
prueba es la formacién de un precipitado.

° Reactivo de Dragendorft

Se disuelven 8.0 g de Bi (NO3)3 5H20 en 20 ml de HNO, (dens. 1.18 o sea al 30%)
y 27.2 g de Kl en 50 ml de agua. Se mezclan las dos soluciones y se dejan reposar
24 horas. Se decanta la solucion y se afora con agua a 100 ml. Se usa sobre
soluciones aciduladas. Se puede recoger el precipitado anaranjado-marrén, liberar
los alcaloides con solucién de carbonato de sodio y extraer con éter etilico o un
disolvente similar.

° Reactivo de Wagner.

Se disuelven 1.27 g de yodo (resublimado) y 2 g de yoduro de potasio en 20 ml de
agua; la solucion se afora con 100 ml con agua destilada. La mayoria de las
soluciones aciduladas de alcaloides forman precipitados.

Cumarinas
° NaOH al 10 %.
Disolver 10 mg de NaOH en 100 ml de agua destilada.

Fenoles y taninos

° Prueba del cloruro férrico

Pesar 10 g y disolver en 100 mL de agua destilada caliente, posteriormente aforar a
100 mL.

Esteroides y Triterpenos
° Prueba de Salkowski.

Se mezcla 1 ml de anhidrido acético y uno de cloroformo, se enfrian a 0° y se les
afnade una gota de acido sulfurico. Una porcion de este reactivo se pone en contacto
con la sustancia o su solucion cloroférmica. Si hay formacidn de colores azul, verde,
rojo, anaranjado, etcétera, los que cambian con el tiempo, la prueba es positiva.

° Liebermann-Burchard

La muestra (1-2 mg) en 1 ml de cloroformo se pone en contacto con 1 ml de acido
sulfurico, hay colores amarillo o rojo es positiva.
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Flavonoides

° Shinoda

Se tratan con un trocito de magnesio y unas pocas gotas de acido clorhidrico
concentrado, observandose de inmediato una coloraciéon anaranjada, roja, roja
azulada o violeta.

Saponinas

° Rosenthaler

Se prepara una solucion de vainillina al 1 % en etanol.

Glucosidos Cardiotonicos
° Reactivo de Baljet
Solucion: A) 1 g de acido picrico en 100 ml de etanol;

Solucion: B) 10 g de hidroxido de sodio en 100 ml de agua.

Para la prueba se ponen 2-3 mg de compuesto y unas 3-4 gotas de reactivo, siendo
positiva si se forma coloracién anaranjada o roja oscura.

Azucares reductores
° Fehling

Solucién A: Disolver 3.5 gr de sulfato de cobre (1) pentahidratado en 50 ml. de agua
destilada.

Solucion B: Disolver 17.3 gr de tartrato sodico-potasico y 5 gr de hidréxido sédico en
agua. Una vez frio, diluid hasta 50 ml con agua.

° Benedict

Es una solucioén preparada con: 100 g de Na2CQO3, 175 g de Citrato de Sodio, 17.3 g
de CuS04-5H20. en un litro de agua destilada
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