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1. INTRODUCCIÓN 

El uso de las plantas medicinales y el desarrollo de la humanidad tienen una 

historia conjunta. Desde el inicio de la humanidad, el conocimiento y uso de los 

elementos  vegetales de la naturaleza para aliviar los problemas de salud, 

constituyó una de las principales herramientas para lograr la supervivencia. Las 

plantas medicinales han sido tan trascendentes en la historia de la humanidad, 

que han pasado a formar parte de la cultura popular y su conocimiento ha sido 

transmitido de generación en generación, primero de forma oral y posteriormente 

escrita. Inicialmente el uso de las plantas medicinales se basó en criterios mágico-

religiosos, pero con el tiempo se adquirió un conocimiento empírico basado en el 

ensayo-error. 

 

La diversidad biológica y cultural de América fueron elementos que admiraron los 

europeos desde su llegada al continente, ya que  constituyeron una verdadera 

explosión de nuevas posibilidades económicas y terapéuticas. La riqueza de 

recursos  vegetales medicinales, así como el conocimiento que tenían sobre ellos 

las personas nativas, fue algo que causó un enorme interés, por lo que los países 

europeos adquirieron muchas de las plantas medicinales usadas por la población 

y se las llevaron a su continente con la intención de estudiarlas y poderlas 

emplear, este hecho marcó el desarrollo de la fitoterapia en el siglo XVI. Sin 

embargo, desde el siglo XIX se produjo el actual y continuo desarrollo de la 

química sintética, lo que tuvo como consecuencia la desvalorización de la 

fitoterapia (Ríos, 2000). 

 

Alrededor de todo el mundo se ha observado un marcado incremento en el uso 

medicamentoso de preparados vegetales a partir de la segunda mitad del siglo 

XX. Esto puede conducir a un uso indiscriminado, en ocasiones sin sustento 

científico que podría perjudicar la salud. Popularmente, se cree que lo “natural” es 

inocuo, lo que también ha llevado a que se ignore la necesidad de realizar 

controles de calidad en el material vegetal. 
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Actualmente, las plantas medicinales son usadas con diferentes propósitos tanto 

en países en vías de desarrollo como en países desarrollados; en algunos casos 

como remedios caseros, como material de venta libre o como materia prima para 

la industria farmacéutica. En el mercado mundial de medicamentos representan 

una proporción importante (WHO, 2000).  

 

Considerando todo lo anterior, la Organización Mundial de la Salud (OMS) ha 

mostrado un creciente interés en implementar medidas con el fin de reglamentar y 

controlar los productos elaborados a partir de plantas medicinales para establecer 

y mantener estándares adecuados.  

 

 La Asamblea Mundial de la Salud en sus resoluciones hechas de 1978 a 1989, 

enfatizó la necesidad de garantizar la calidad de los productos de plantas 

medicinales por medio de técnicas modernas de control y la aplicación de 

estándares adecuados (WHO,1998). Es así como en 1998  la OMS genera un 

manual titulado “Quality control methods  for medicinal plant materials”, que como 

tal, no es una farmacopea herbolaria, sino es una colección de procedimientos 

para apoyar el desarrollo de estándares nacionales basados en las condiciones 

del mercado local, con el debido respeto a la legislación nacional existente y a las 

normas nacionales y regionales. 

 

Como resultado de un gran esfuerzo de los países miembros de la OMS por crear 

una guía para favorecer el conocimiento de las plantas medicinales y su control de 

calidad, en 1999 se publicaron los primeros dos volúmenes de monografías de 

plantas medicinales selectas, el primer volumen incluyó 28 monografías y el 

segundo 30 más (WHO, 2007 b). Desde un inicio, las monografías han jugado un 

papel importante como referencia en el control de calidad de las plantas 

medicinales, además han favorecido la creación de monografías propias en cada 

país. En el 2007 se dio a conocer el tercer volumen de monografías de plantas 

medicinales selectas, lo que es un claro ejemplo de cómo a través del tiempo la 

importancia de dichas monografías se ha visto incrementada. 
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Según la OMS, alrededor del 80% de la población mundial utiliza la medicina 

tradicional para atender las necesidades primarias de asistencia médica, y existe 

una marcada tendencia a lo natural lo cual afecta el uso de los recursos vegetales  

como terapia alternativa para una infinidad de dolencias (Castillo y Martínez, 

2007). Con la clara intención de favorecer el crecimiento de la medicina tradicional 

y sobre todo garantizar la seguridad de quienes recurren a ella, en el 2002 la OMS 

dio a conocer su primera estrategia global sobre medicina tradicional titulada 

“Estrategia de la OMS sobre medicina tradicional 2002-2005”. Uno de los 

principales objetivos de esta estrategia fue: 

*Fomentar la seguridad, la eficacia y la calidad de la Medicina Tradicional, 

conservando y difundiendo sus beneficios básicos y ofreciendo directrices sobre la 

creación de normas y estándares para el aseguramiento de la calidad (WHO, 

2002). 

 

La medicina tradicional mexicana es una importante manifestación cultural, 

característica de la vida del país, sus prácticas y recursos se encuentran 

profundamente arraigados en la sociedad. Las culturas indígenas de México, 

herederas de una larga tradición  prehispánica, han preservado formas y 

procedimientos eficaces para resolver problemas de salud de la población. 

 

El libro más importante sobre la medicina de épocas prehispánicas es el Códice 

Badiano, escrito en el 1552 en náhuatl  por Martín de la Cruz y traducido al latín 

por Juan Badiano; contiene la descripción sobre el uso de 184 plantas medicinales 

de aquella época, acompañado con ilustraciones a color de las mismas. 

 

Las plantas medicinales  son el recurso terapéutico por excelencia  de la medicina 

tradicional mexicana, su uso tan extendido  en diferentes grupos étnicos del país 

representa la única  fuente de información  con la que se cuenta para  conocer la 

manera en que la que estos pobladores solucionan sus problemas de salud, sobre 

todo en aquellas zonas donde el acceso a la medicina alopática es difícil. Sin 

embargo, a pesar de la tradición tan arraigada y la vasta utilización que el pueblo 
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mexicano hace de las plantas medicinales, la información al respecto no está 

disponible, ya que en la mayoría de los casos el conocimiento se transmite 

verbalmente de una generación a otra, por otra parte el mayor cúmulo de 

conocimiento ha quedado  en manos de curanderos. 

 

Actualmente en México, las especies vegetales  se expenden bajo la forma de 

drogas crudas o como preparados procesados industrialmente o de manera 

casera, en ambos casos con los más diversos niveles de calidad. En general estos 

productos carecen de un control de calidad y no se encuentran  registrados como 

medicamentos o como remedios herbolarios. Por tal motivo y con las 

recomendaciones hechas por la OMS, la Secretaría de Salud promovió la creación 

de la Farmacopea Herbolaria de los Estados Unidos Mexicanos (FHEUM) cuya 

primera edición fue en el 2001. 

 

La creación de la FHEUM evidenció que no se contaba con la información 

necesaria para incluir las monografías de especies nativas o ésta era limitada en 

cantidad y calidad. Por lo tanto fue necesario iniciar un proceso de integración de 

monografías tipo OMS, emanadas de un proceso sistemático de investigación, de 

aquellas especies de mayor uso en la medicina tradicional de nuestro país. 

 

Una de las dos partes de las que consta una monografía se refiere a la 

identificación y control de calidad (aspectos botánicos, pruebas de identificación, 

pureza, análisis químico, principales constituyentes). 

 

La importancia de realizar diversas pruebas para el control de calidad en especies 

vegetales medicinales radica en que tradicionalmente la evaluación de la calidad 

de éstas se basa simplemente en la inspección visual. Dicha inspección puede 

resultar insuficiente si a simple vista no se diferencian claramente las especies de 

un mismo género, más si se considera que la eficacia de  gran número de plantas 

varía ampliamente en las especies del mismo género e incluso diferentes partes 

de las plantas pueden tener un valor medicinal diferente (Wills, et al., 2000) 
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El objetivo general del presente trabajo de investigación es generar la 
información sobre algunas pruebas específicas de identidad y pureza que 

demuestren la calidad de las hojas y tallo de  Verbena carolina L., así como 
de la raíz de Heliopsis longipes (A. Gray) S.F. Blake, como drogas que 
cumplen con las especificaciones generales establecidas en la FHEUM. 
 

Si bien se trata de dos especies diferentes entre sí, ambas especies vegetales 

tienen un amplio uso en la medicina tradicional. La elección de las estructuras 

vegetales a estudiar es debido a que éstas son las usadas en la medicina 

tradicional, además de estudios químicos que han demostrado la presencia de 

componentes con alguna actividad biológica en estas estructuras (Argueta, et al., 

1994; Favari, et al., 2007; Ríos, et al., 2007). 

 

Se espera que los resultados obtenidos sean parte de la información necesaria 

para elaborar las monografías de estas dos plantas medicinales, las cuales 

eventualmente se incorporen a la FHEUM. 

 

Para el cumplimiento del objetivo general se contemplan los siguientes objetivos 

particulares: 

 Realizar la búsqueda bibliográfica de los antecedentes de estudios químicos y 

biológicos realizados con Verbena carolina y Heliopsis longipes. 

 Obtener las hojas y tallos de Verbena carolina y la raíz de Heliopsis longipes 

botánicamente indentificadas, deshidratadas y fragmentadas. 

 Determinar las siguientes pruebas de identidad a los materiales vegetales: 

o Obtener preparaciones histológicas de las diferentes estructuras 

vegetales seleccionadas. 

o Realizar pruebas histoquímicas que nos brinden información acerca  de 

algunas de las sustancias de almacenamiento de los materiales 

vegetales objeto de este estudio. 

o Describir microscópicamente los materiales vegetales. 
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 Realizar pruebas de pureza mediante las siguientes determinaciones: 

o Límite microbiano, ausencia o presencia de  microorganismos 

objetables. 

o Materia Extraña. 

o Índice de hinchamiento. 

o Metales pesados (Plomo, Cadmio y Mercurio). 

o Cenizas totales e insolubles en ácido. 

o Material extraíble (hexano, etanol y una mezcla etanol-agua). 

o Pérdida al secado. 

 Como prueba de identidad, identificar por cromatografía en capa fina a tres de 

los compuestos mayoritarios en el extracto clorofórmico/metanólico de Verbena 

carolina.  Para ello es necesario: 

o Realizar el extracto clorofórmico/metanólico de Verbena carolina L. 

o Aislar e identificación estructural del compuesto mayoritario de la 

fracción 70-76 previamente obtenida (Morales, 2009) mediante sus 

análisis espectroscópicos (RMN 13C y RMN 1H), así como la realización 

de los correspondientes experimentos COSY, HMBC y HSQC, para 

poderlo emplear como estándar en el ensayo de identidad en 

cromatografía en capa fina. 

o Optimizar el sistema cromatográfico para identificar tres compuestos 

mayoritarios en el extracto acetónico de Verbena carolina. 

 Como prueba de identidad, identificar  por cromatografía en capa fina un 

componente mayoritario del extracto clorofórmico de Heliopsis longipes. Para 

ello es necesario: 

o Realizar el extracto clorofórmico de Heliopsis longipes. 

o Optimizar el sistema cromatográfico para identificar a la afinina en el 

extracto clorofórmico de Heiopsis longipes. 
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2. ANTECEDENTES 

 
2.1 Verbena carolina L. 

2.1.1 Familia Verbenaceae 

Rzedowski y Rzedowski (2002) en sus trabajos con la flora mexicana, describen a 

la familia Verbenaceae como un grupo de taxonomía sumamente complicada, en 

donde  la circunscripción, tanto en la propia familia, como de muchos de sus 

géneros y especies es incierta. Siguiendo el criterio moderno, aceptado en el 

trabajo de Thorne, la familia queda ajustada a unos 35 géneros y poco más de 

100 especies distribuidas en regiones  templadas y cálidas de ambos hemisferios, 

mayormente en América. 

 

2.1.2 Género Verbena 
 

El género Verbena L. (Verbenaceae) fue fundado por Linnaeus (1753) abarcando 

14 especies, de las cuales 6 actualmente pertenecen a Verbena (V. bonariensis, 

V. hastata, V. officinalis, V. spuria, V. supina y V. urticaefolia); las restantes fueron 

transferidas a otros géneros. Comprende hierbas o sufrútices, algunas de ellas 

importantes como ornamentales y otras como malezas. Verbena se distribuye 

principalmente en América, de donde el género sería originario (Lewis y 

Oliver,1961). Varias de las especies poseen distribución cosmopolita, como V. 

rigida Spreng., V. litoralis Kunth y V. bonariensis L. 

 

El género Verbena L. se ha dividido tradicionalmente en secciones, series o en 

grupos informales principalmente sobre la base de caracteres morfológicos, de 

caracteres anatómicos y de distribución geográfica. O’Leary y colaboradores 

(2007) reconocen para el género Verbena 45 especies y 10 variedades, 

agrupadas en 2 series: Verbena  y Pachystachyae, la primera integrada por tres 

grupos informales: Verbena,  Hastae  y Bracteosae; la  segunda por dos  

subseries: Pachystachyae y Pseudoracemosae. Estudios filogenéticos previos 

indican que Verbena es monofilética y su grupo hermano es  Glanduria. 
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Hasta el momento, los trabajos en Verbena  distan de clarificar  las complejas 

relaciones dentro del género y únicamente se cuenta con estudios  a nivel regional 

o catálogos (O’Leary, et al., 2007). 

 
2.1.2.1 Distribución y hábitat 

El género Verbena de origen americano, actualmente se extiende por América  

tropical y templada, norte de África, Asia, Europa y Australia; crece desde el nivel 

del mar hasta casi 4000 m.s.n.m., en la región andina de Ecuador, Bolivia y Perú. 

Existen tres centros de diversidad específica, uno en zonas templado-cálidas del 

noreste Argentino y sur de Brasil, taxones  principalmente pertenecientes a la 

serie Pachystachyae; el segundo en el sudoeste de Estados Unidos de América y 

norte de México, con algunas especies en la zona Pacífica y montañosa; el tercero 

en la zona templada del este de Estados Unidos de América y sur de Canadá; 

estos dos últimos centros representados principalmente por taxones 

pertenecientes a la serie Verbena (O’Leary, et al., 2007). 

 

2.1.2.2 Composición química 

El género Verbena biosintetiza diversos tipos de compuestos, como iridoides 

glicosilados, feniletanoides, flavonoides, triterpenos, esteroles, etc., los cuales han 

mostrado tener alguna actividad farmacológica. Dentro de las actividades 

farmacológicas mencionadas en la literatura para algunos de estos metabolitos o 

para extractos de Verbena, se encuentra reportado un efecto analgésico y 

antiinflamatorio (Deepak y Handa, 2000 a), un posible efecto hepatoprotector 

(Favari, et al., 2007), actividad antioxidante (Rehecho, et al., 2010), actividad 

antimicrobiana (Casanova, et al., 2008) , así como actividad promotora del sueño 

(Makino, et al., 2009) . 

 

En la Figura 1  se enlistan los metabolitos secundarios mayoritarios del género 

Verbena. 
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Notas: 1 Ardakani, et al., 2003., 2 Gamboa y Castro, 2004., 3 Umaña y Castro, 

1990., 4 Deepak y Handa, 2000 b. 
 

Figura 1. Metabolitos secundarios mayoritarios del género Verbena 

                                   

Ácido hexadecanoico1 
Verbena officinalis 

(a) 

Geranial1 
Verbena officinalis 

(b) 

Linalol1 
Verbena officinalis 

(c) 

Éster metílico del ácido 

linolénico1 

Verbena officinalis 
(d) 

Ácido oleanoico2 

Verbena littoralis 
(e) 

ß-Sitosterol2 

Verbena littoralis 
(g) 

Estigmasterol2 

Verbena littoralis 
(h) 

Brasósido3 

Verbena littoralis 
(f) 

Ácido ursólico4 

Verbena officinalis 
(j) 
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Notas: 4 Deepak y Handa, 2000 b.., 5Franke y Rimpler, 1987., 6Mûller, et al., 

2004., 7Ono, et al., 2006., 8Valento, et al.,1999., 9Casanova, et al.,2008., 10Calvo, 

et al., 1997., 11Li, et al., 2001., 12 Bilia, et al., 2007. 

 

Vebrásido5 

Verbena brasiliensis 
(k) 

Verbenalina6   R= H (l) 
Hastatósido6   R= OH (m) 

Verbena officinalis 

Griselinósido7 

Verbena brasiliensis 
(n) 

Aralidiósido7 (o) 

Verbena brasiliensis 

Hispidulina8 (p) 

Verbena citriodora 

Luteolina8 (q) 

Verbena citriodora 

Apigenina 7-glucurónido9  

Verbena officinalis (r) 
Luteolina 7-glucurónido9 

Verbena officinalis (s) 
Apigenina10 (t) 

Verbena officinalis 

Verbenachalcona11 

Verbena littoralis (v) 

Verbascósido4 

Verbena officinalis (w) 
Isoverbascósido12 

Verbena officinalis (x) 

Figura 1. Metabolitos secundarios mayoritarios del género Verbena (continuación) 

 

http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/f/f9/Luteolin.png
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2.1.3 Características de la especie vegetal Verbena carolina L. 
2.1.3.1 Clasificación botánica 

En la  Tabla 1 se enlista la clasificación botánica obtenida de Integrated 

Taxonomic Information System disponible en http://www.itis.gov/. 

  

Tabla 1. Clasificación botánica de Verbena carolina L. 

Reino Plantae 

División Magnoliophyta 

Clase Magnoliopsida 

Orden Lamiales 

Familia Verbenaceae 

Género Verbena 

Especie Verbena carolina L. 

 
 
2.1.3.2 Sinonimia botánica (Argueta, et al., 1994) 

 Verbena biserrata Kunth 

 Verbena caroliniana Willd 

 Verbena polystachya Kunth 

 Verbena varonicaefolia Kunth 

 

2.1.3.3 Sinonimia popular (Rzedowski y Rzedowski, 2001) 

 Verbena 

 Ajenjo grande 

 Hierba de San José 

 Hierba de San Juan 

 Hierba lengua de perro 

 Nardo de campo 

 Santa María 

 Verbena del perro 

 Verbena corriente 

 Poleo negro 

 Chilillo chino 

 Wahichuri ( Tarahumara) 

 Axixipatli (Náhuatl) 
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2.1.3.4 Botánica y ecología 

Verbena carolina L. (Fig. 2) es una planta herbácea anual o perenne, erecta o 

ascendente, usualmente ramificada; el tallo va de áspero a piloso, de 30 a 75 cm 

de alto, por lo general solitario con pelos comúnmente de menos de 1 mm de 

largo; hojas opuestas, subsésiles o bien con peciolos, oblongas, oblongo-

lanceoladas o algunas veces elípticas, de 2.7 a 8  cm de longitud por 0.8 a 3 cm 

de ancho, ápice agudo u obtuso, serrada en el margen, cuneada en la base, con 

pelos concentrados a lo largo de las nervaduras. Sus flores se disponen en 

espigas de color morado. 

 

Planta originaria de Arizona, México y Centro América, presente en climas cálido, 

semicálido, semiseco y templado desde el nivel del mar hasta los 3 900 msm. 

Crece en terrenos de cultivo y comúnmente en sitios perturbados con vegetación 

acuática de Oenothera y Cyperus, bosques tropicales caducifolio, subcaducifolio y 

perennifolio, matorral xerófilo subtropical, pastizal, bosque espinoso, mesófilo de 

montaña, de encino, de pino y mixto de pino-encino (Rzedowski y Rzedowski, 

2002). 

 

Figura 2. Verbena carolina L. ( Verbenaceae) 



                                                                          

 

- 13 - 
 

ANTECEDENTES 

2.1.3.5 Etnobotánica y antropología (Rzedowski y Rzedowski, 2001) 

En los estados de Aguascalientes, Chiapas, Guerrero, Jalisco, Estado de México, 

Michoacán, Puebla y Veracruz se indica en padecimientos de tipo digestivo como 

vómito, diarrea, calor de estómago, disentería, granos en la boca, además de 

emplearse como purgante.  

Pero es para derrames de bilis la enfermedad para la que más se menciona, la 

manera más común para curarla es con la infusión de la verbena suministrada en 

forma de té, donde todas las partes de la planta son utilizadas, se toma por las 

mañanas. 

En uso externo la verbena suele emplearse en baños de asiento, es decir, de la 

cintura para abajo, un manojo de la planta se hierve y con ésta decocción se 

efectúa el tratamiento. Con el mismo preparado, pero en forma de lavados, se 

emplea para aliviar las punzadas de la cabeza, evitar la caída de pelo, caspa, 

orzuela, salpullido, golpes, infecciones de la piel y contra los piojos. Para curar 

los granos y heridas se hace una infusión con la raíz y con el líquido se lava 

diariamente la parte afectada. 

Se usa en diversos padecimientos renales: inflamación de los riñones, para 

disolver piedras en la vejiga, como diurético y cuando se tiene dificultad al orinar. 

También cuando hay problemas hepáticos como ”secreción del hígado”. 

Se utiliza para otras enfermedades como: el chincual, dolor de muelas, 

paludismo, tiricia, para calmar los nervios, en baños de niños, amigdalitis, sordera, 

gota, reumas y para bajar la calentura. 

Los médicos tradicionales la ocupan también en la curación de la enfermedad 

causada por la mirada fuerte de algunos individuos (llamado mal de ojo). 

 
 
 

http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/termino.php?l=1&t=diarrea
http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/termino.php?l=1&t=disenter%C3%ADa
http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/termino.php?l=1&t=bilis
http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/termino.php?l=1&t=ba%C3%B1o%20de%20asiento
http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/termino.php?l=1&t=ca%C3%ADda%20del%20cabello
http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/termino.php?l=1&t=caspa
http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/termino.php?l=1&t=salpullido
http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/termino.php?l=1&t=golpe
http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/termino.php?l=1&t=granos
http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/termino.php?l=1&t=herida
http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/termino.php?l=1&t=chincual
http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/termino.php?l=1&t=dolor%20de%20muela
http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/termino.php?l=1&t=tiricia
http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/termino.php?l=1&t=nervios
http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/termino.php?l=1&t=reuma
http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/termino.php?l=1&t=calentura
http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/termino.php?l=1&t=mirada%20fuerte
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2.2 Heliopsis longipes (A. Gray) S.F. Blake 
2.2.1 Familia Asteraceae 

La familia de las asteráceas (Asteraceae), también denominadas compuestas 

(Compositae), reúne más de 23,000 especies por lo que son la familia de 

angiospermas con mayor riqueza y diversidad biológica (CONABIO, 2008). La 

familia está caracterizada por presentar flores dispuestas en una inflorescencia 

compuesta denominada capítulo la cual se halla rodeada de una o más filas de 

brácteas. El nombre de Asteraceae deriva del género tipo de la familia Aster, 

término que a su vez proviene del griego que significa  estrella y hace alusión a la 

forma de la inflorescencia. Por otro lado, el nombre “compuestas”, más antiguo 

pero válido, hace referencia al tipo peculiar de inflorescencia  compuesta que 

caracteriza a la familia y que sólo se halla en muy pocas familias de 

Angiospermas. Las compuestas presentan una considerable importancia ecológica 

y económica. Los miembros de esta familia se distribuyen desde las regiones 

polares hasta los trópicos, conquistando todos los hábitats disponibles, desde los 

desiertos secos hasta los pantanos y desde las selvas hasta los picos montañosos 

(García-Chávez, et al., 2004). 

 
2.2.2 Género Heliopsis 

Los estudios taxonómicos realizados sobre Heliopsis han sido escasos, lo que ha 

provocado inseguridad en la interpretación de algunos de sus taxa. Dichos 

estudios se han basado en las características morfológicas. Las especies de este 

género son plantas herbáceas perennes o anuales; hojas opuestas o a veces 

alternas, subenteras a dentadas; cabezuelas terminales o axilares; involucro 

hemisférico a anchamente campanulado, sus brácteas de tamaño subigual, las 

exteriores a menudo herbáceas; receptáculo convexo a cónico, provisto de páleas 

persistentes; flores liguladas fértiles, sus corolas sésiles (carentes de tubo), 

persistentes, amarillas, rojas o moradas; flores del disco hermafroditas aunque a 

veces mayormente estériles, sus corolas tubulosas, amarillas, amarillo-cafés o 

moradas;  anteras con las  bases  brevemente aflechadas;  ramas del estilo  de las 
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flores hermafroditas lineares, aplanadas, provistas de apéndice corto; aquenios 

gruesos, 3 a 4-angulares, vilano ausente (Rzedowski, 2001). 

 

Éste género está representado por 14 especies conocidas (H. filifolia, H. longipes, 

H. sinaloensis, H. annua, H. anómala, H. novogaliciana, H. parviceps, H. 

procumbens, H. buphthalmoides, H. parviflora, H. decumbens, H. gracilis, H. 

helianthoides, H. lanceolada), aunque tal número varía con el criterio de los 

diferentes autores. La mayor parte de los representantes de Heliopsis son plantas 

perennes con la excepción de cinco especies anuales (H. filifolia, H. sinaloensis, 

H. annua, H. anómala y H. parviceps) endémicas de México (García-Chávez, 

2004). 

 

2.2.2.1 Distribución y hábitat ( García- Chávez, et al., 2004). 

Aunque restringida al hemisferio occidental, la distribución de este género es 

amplia, abarcando desde la región de las grandes planicies y el oriente de Estados 

Unidos, hasta Bolivia. Los hábitats donde viven sus especies son variados, desde 

regiones áridas hasta las francamente húmedas y desde las cálidas hasta las de 

clima templado; la abundancia de varias es favorecida por el disturbio y al menos 

una se comporta como maleza. Está representado por 14 especies conocidas, 

aunque tal número varía con el criterio de los diferentes autores. De estas 

especies, diez se encuentran en nuestro país y ocho lo son de manera endémica 

(Tabla 2). 
Tabla 2. Especies conocidas de Heliopsis. 

ESPECIE DISTRIBUCIÓN GEOGRÁFICA 

De distribución 
restringida 

Localizadas en un área geográfica reducida, se 

encuentran delimitadas por sistemas orográficos 

aislados, como lo son pequeñas sierras, mesetas o 

valles aislados e incluso cuencas endorreicas. 

H. filifolia S. Wats. Cuatro ciénegas, Carneros y Pto. Colorado (Coahuila) 

H. longipes (Gray) Blake Sierra Gorda (Guanajuato, San Luis Potosí y Querétaro) 

H. sinaloensis B.L. Turner Imala (Sinaloa). 
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Tabla 2. Especies conocidas de Heliopsis (continuación). 

ESPECIE DISTRIBUCIÓN GEOGRÁFICA 

De distribución regional Localizadas a lo largo de varios estados del país, pero 

sin exceder los límites nacionales. 

H. annua Hemsl. Altiplano Mexicano principalmente en la región del 

Bajío. Jalisco, Guanajuato, Querétaro, Michoacán, 

Estado de México, Distrito Federal, Morelos, Tlaxcala, 

Puebla, Hidalgo, San Luis Potosí, Zacatecas, 

Aguascalientes, Durango, Chihuahua y Coahuila. 

H. anomala (M.E. Jones) 

B.L. Turner 

Región de montañas y cañones costeros  del Golfo de 

California (Baja California, Baja California Sur y Sonora) 

H. novogaliciana B.L. 

Turner 

Sierra Madre Occidental. Jalisco, Nayarit, Sinaloa, 

Chihuahua y Durango. 

H. parviceps Blake Vertiente pacífica de México. Sinaloa, Michoacán, 

Guerrero y Estado de México. 

H. procumbens Hemsl. Eje volcánico transversal. Jalisco, Michoacán, Estado 

de México, Distrito Federal, Hidalgo, Morelos,  Tlaxcala 

Puebla y Veracruz. 

De distribución amplia La distribución de estas especies excede los límites 

nacionales 

H. buphthalmoides (Jacq.) 

Dunal 

La especie de más amplia distribución geográfica del 

género. Sierra Madre Occidental, Sierra Madre del Sur, 

Cordillera Centroamericana y los Andes. 

H. parviflora Gray Zonas áridas y semiráridas del norte de México y sur de 

Estados Unidos. 

Extraterritoriales  Distribución solamente afuera de México 

H. decumbens Blake Cajamaraca, Perú. 

H. gracilis (Gray) Nutt Del suroeste de Georgia, norte y centro de Florida. 

H. helianthoides (L.) Sweet Oriente de Estados Unidos. 

H. lanceolata Blake Santander, Colombia. 
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2.2.3 Características de la especie vegetal Heliopsis longipes (A. Gray) S.F. 
Blake 

2.2.3.1 Clasificación botánica 

En la Tabla 1 se enlista la clasificación botánica obtenida de Integrated Taxonomic 

Information System disponible en http://www.itis.gov/. 

 

Tabla 3. Clasificación botánica de Heliopsis longipes (A. Gray) S.F. Blake 

Reino Plantae 

Subreino Tracheobionta 

División Magnoliophyta 

Clase Magnoliopsida 

Orden Asterales 

Familia Asteraceae 

Género Heliopsis 

Especie Heliopsis longipes (A. Gray) S.F. Blake 

 
2.2.3.2 Sinonimia popular 

 Chilcuague o chilcuán (Náhuatl) (Molina-Torres, 2001) 

 Chilmecatl (Náhuatl) (Martínez, 2005) 

 Ichcha (García-Chávez, 2004) 

 Chilicuau o chicuau (García-Chávez, 2004) 

 Pelitre o peritre (Martínez, 2005) 

 Raíz azteca o raíz de oro (García-Chávez, 2004) 

 Falso girasol (García-Chávez, 2004) 
 

2.2.3.3 Botánica y ecología 

Planta herbácea perenne, de 20 a 70 cm, escasamente ramificada desde la base; 

hojas opuestas, ovadas, de 2 a 4 cm, aserradas y con pecíolos cortos; cabezuelas 

amarillas con largo pendúnculo (Figura 3a), raíces gruesas y ásperas de 15 a 30 

cm de largo por unos 2 mm de ancho, con corteza morena que cubre a un eje 

leñoso y amarillento (Figura 4b) (CONABIO, 2008). 
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Su distribución geográfica es en la Sierra Gorda incluyendo los estados de San 

Luis Potosí, Guanajuato y Querétaro, crece entre 1 800 a 2 450 msm. 

     
                              3a                                                             3b 

Figura 3. Heliopsis longipes (Asteraceae). a) Flor y tallo. b) Raíz. 
 

2.2.3.4 Etnobotánica y antropología 

El uso de Heliopsis longipes cuenta con una larga tradición en la herbolaria 

indígena, se emplea como analgésico, anestésico local y como antibiótico para 

infecciones de los aparatos  respiratorio y digestivo. Dichos usos han sido 

respaldados por algunas publicaciones científicas que comprueban su actividad 

analgésica (Ríos, et al., 2007) y antibiótica (Molina, et al., 2004). También es 

utilizado para condimentar diversos platillos (Molina-Torres, et al., 2001). Por sus 

propiedades insecticidas, fue una de las plantas descubiertas por los Estados 

Unidos durante la segunda guerra mundial, observando que los extractos de estas 

raíces tienen una acción paralítica y toxicidad contra insectos (Little, 1948). 

 

Otras actividades biológicas que se han atribuido al chilcuague son: actividad 

antiviral, en el tratamiento de aftas bucales y de algunas variedades de herpes; 

actividad fungicida en el tratamiento de pie de atleta; actividad molusquicida y en 

el tratamiento de algunos parásitos intestinales (Molina-Torres, et al., 2001). 
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2.2.3.5 Composición química 

En el género Heliopsis  sólo se han encontrado alcamidas alifáticas y acetilénicas. 

H. longipes  fue la primera especie en la que se determinó la presencia de una 

alcamida olefínica, formada a partir de un ácido graso de cadena alifática de 10 

átomos de carbono con tres insaturaciones unido a una isobutilamina, 

probablemente productos de la descarboxilación de la leucina (Acree, et al., 1945). 

Sin embargo, la planta cuya muestra de raíces fue sometida para su análisis en el 

laboratorio resultó identificada erróneamente como Erigeron affinis y así, la amida 

aislada fue denominada afinina. El descubrimiento de la afinina, como compuesto 

insecticida en esta especie, despertó interés por su notoria actividad. 

 

La afinina (Fig. 3a) es la alcamida mayoritaria en las raíces de esta planta y la 

principal responsable de los efectos biológicos específicos observados, entre los 

que se puede considerar la acción anestésica local (Ríos, et al., 2007), el estímulo 

organoléptico, así como la actividad insecticida y bactericida. Por mucho tiempo se 

consideró a la afinina como único componente bioactivo en esta especie, cuyo 

extracto crudo se ha utilizado para el estudio de sus aplicaciones insecticidas 

(Romero, et al., 1989; Gutiérrez-Lugo,et al., 1996), mismas que recientemente se 

han extendido mostrando un potencial agronómico importante en el control de 

bacterias y hongos  fitopatógenos (Ramírez-Chávez, et al., 2000; Salgado-

Garciglia, et al., 2008). 

 

El análisis fitoquímico más detallado de las raíces de H. longipes ha revelado la 

presencia de otros principios bioactivos y de propiedades antimicrobianas de 

algunas alcamidas individuales (Molina-Torres, et al., 1995, 1996, 1999, 2001). En 

la Tabla 4  se muestran los metabolitos secundarios que se han aislado a partir  de 

Heliopsis longipes (A.Gray) S.F. Blake. 
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Tabla 4. Metabolitos  aislados  de Heliopsis longipes. 

Metabolito secundario Referencia 

N-isobutil-2E,6Z,8E-decatrienamida (afinina) (4a) Molina-Torres, et al., 1996 

García-Chávez, et al., 2004 

N-(2-metilbutil)-2E,6Z,8E-trien-decamida (4b) Molina-Torres, et al., 1996 

García-Chávez, et al., 2004 

2E,6Z,8E-trien decanoato de bornilo (4c) 

 

Molina-Torres, et al., 1995 

García-Chávez, et al., 2004 

N-isobutil-2Z-en-8,10-diinundecamida (4d) García- Chávez, et al., 2004 

N-isobutil-2Z,4E-dien-8,10-diinunadecamida (4e) García-Chávez, et al., 2004 

N-isobutil-2E-en-8,10-diinunadecamida  (4f) García-Chávez, et al., 2004 

N-isobutil-decanamida García- Chávez, et al., 2004 

N-isobutil-2E-monoen-decamida García-Chávez, et al., 2004 

N-isobutil-6Z,8E-diendecamida García-Chávez, et al., 2004 

N-isobutil-2E,4E-dien-8,10-diinunadecamida  García-Chávez, et al., 2004 

N-isobutil-2E,4Z,8Z,10E-tetraendodecamida García-Chávez, et al., 2004 

 

 

 

 

Figura 4. Metabolitos secundarios mayoritarios de Heliopsis longipes 

 

 

N-isobutil-2E,6Z,8E-decatrienamida (afinina) (4a) 

N-(2-metilbutil)-2E,6Z,8E-trien-decamida (4b)  

 

2E,6Z,8E-trien-decanoato de bornilo (4c) 
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Figura 4. Metabolitos secundarios mayoritarios de Heliopsis longipes 

(continuación) 
 
 

2.3 Control de calidad de plantas medicinales 

El control de calidad de plantas medicinales es el conjunto de actividades y 

técnicas operativas que tienen como finalidad garantizar que su uso satisfaga la 

necesidad para las que son empleadas. Las plantas medicinales suelen ser 

usadas con diferentes propósitos, desde remedios caseros hasta como materia 

prima para la industria farmacéutica. Considerando lo anterior, podemos decir que 

la importancia del control de calidad radica en que brinda parámetros de seguridad 

y eficacia que respaldan el uso del material vegetal con propiedades medicinales. 

 

Las actividades relacionadas con el control de calidad se inician desde la cosecha 

o recolección de las plantas medicinales, hasta el manejo y elaboración del 

producto final destinado al consumo humano. 

 

 

N-isobutil-2Z-en-8,10-diinundecamida (4d) 

N-isobutil-2E-en-8,10-diinunadecamida  (4f) 

 

N-isobutil-2Z,4E-dien-8,10-diinunadecamida (4e) 
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Las operaciones de control de calidad consisten en: 

 Pruebas de identidad: Son aquellas que tienen como finalidad garantizar que 

se trata sin lugar a dudas de la planta que se dice que es: incluye la 

identificación macro y microscópica, así como ensayos cromatográficos o algún 

otro ensayo químico. 

 

 Pruebas de pureza: Están relacionadas con la determinación de la presencia 

del algún material ajeno o contaminante presente en la materia prima; incluye 

determinaciones como: humedad, cenizas, constantes físicas, material 

extraíble, contaminación microbiológica, materiales extraños, adulteraciones. 

 

 Pruebas de composición: Tienen como finalidad cuantificar la presencia de los 

componentes químicos presentes en la planta. 

 
2.4 Identificación microscópica por medio de técnicas histológicas e 

histoquímicas como herramienta para el control de calidad. 
2.4.1 Técnicas histológicas 

Históricamente se sabe que uno de los principales pilares de la farmacia fue el 

conocimiento de los vegetales con propiedades medicinales, éste reconocía en la 

histología vegetal un poderoso aliado para establecer los elementos que 

permitieran identificar los materiales vegetales con los que habitualmente se 

fabricaban los medicamentos, caracterizando mediante estructuras anatómicas 

individualmente cada planta. Pero el interés de la anatomía sistemática decreció al 

tiempo que la química adquiría protagonismo en la elaboración de medicamentos 

(González-Tejero y Casares-Porcel, 1996). 

 

Actualmente, la OMS sigue reconociendo a la anatomía vegetal (a través de la 

identificación macroscópica y microscópica), como el primer paso para establecer 

la identidad y el grado de pureza de los materiales vegetales. La identificación 

microscópica resulta indispensable en la identificación de material fragmentado o 

molido (WHO, 1998). 
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La determinación taxonómica, empleando la anatomía vegetal como principal 

herramienta, puede ser aplicada a procedimientos de control de calidad de 

productos de plantas que son utilizados como remedios caseros o materia prima 

para la elaboración de medicamentos, en los cuales se busca evitar 

adulteraciones o detectar la presencia  de contaminantes vegetales indeseables 

(Luna,et al., 1986). Sabiendo que gran parte del material vegetal que se expende 

en los mercados (tanto fresco como seco), se encuentra incompleto, molido o 

fraccionado, la anatomía vegetal como herramienta para el control de calidad 

adquiere mayor relevancia (Manzanero, 1995). 

 

En la literatura se reportan los siguientes propósitos:  

 El uso de estudios comparados de anatomía para proveer parámetros 

micrográficos adecuados para la verificación de la identidad de las especies, al 

momento de realizar el control de calidad (Bonzani, et al., 2003 b; González-

Tejero, et al., 1987).  

 Los análisis microscópicos así como las observaciones histoquímicas aportan 

información para la validación y estandarización de un producto vegetal como 

fitomedicamento o como suplemento alimenticio (Gopalakrishnan, et al., 2009; 

Van Breemen, et al., 2007; Sandoval, et al., 2005 a).  

 Caracterización de las estructuras vegetales para la identificación de especies 

vegetales (Bonzani, et al., 2003 a; Venkatesh, et al., 2008) 

 

Teniendo en cuenta lo anterior y conociendo que la caracterización de algunas 

estructuras vegetales son herramientas potenciales para la identificación de 

plantas medicinales, así como para su posterior uso en el control de calidad, de 

acuerdo con el criterio seguido por Metcalfe y Chalk (1979), se resumen a 

continuación algunas de las estructuras habitualmente utilizadas con propósitos de 

diagnosis: 

1. Tricomas: Estructuras bastantes útiles para la identificación ya que son 

frecuentes y  se  observan  fácilmente.  Se debe tener en cuenta  que la 

proporción y longitud de tricomas, son características propensas a cambiar con las 
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condiciones  ambientales. Una descripción completa comprende el aspecto global 

del indumento visto en superficie, así como las características individuales de cada 

tricoma (morfología, características de la pared, inclusiones, etc). 

2. Disposición y tipo de estomas: Los estomas pueden estar ordenados en 

columna o en grupos. Su clasificación se basa en la forma de éstos y el arreglo de 

las células subsidiarias. Para realizar una correcta clasificación de los estomas es 

necesario la realización de estudios de  ontogenia. 

3. Características estructurales de los elementos del sistema vascular en la 

lámina, de las venas foliares, así como las células que constituyen las vainas de 

los haces. 

 
2.4.2 Técnicas histoquímicas 

Las técnicas histoquímicas han sido desarrolladas para análisis cuantitativos y 

cualitativos de todos los componentes celulares, incluyendo proteínas, 

carbohidratos, lípidos, ácidos nucleicos y la gama de elementos iónicos presentes 

en las soluciones celulares (Gersbach, et al., 2001). 

 

Las técnicas histoquímicas proporcionan una base científica para la adquisición 

selectiva de plantas para el desarrollo de medicamentos y ayudan a establecer 

una base sólida para el uso de estas plantas en la medicina. También 

proporcionan la base para estudios más amplios y eliminar los problemas de 

grandes cantidades de muestras y de reactivos químicos necesarios; así hace 

posible la documentación de la estructura anatómica de las plantas (NRCP, 1980). 

 

La combinación de técnicas histoquímicas e histológicas puede proporcionar la 

información suficiente para servir como prueba de identificación en el control de 

calidad de  plantas medicinales (Sandoval, et al., 2005 a), del mismo modo 

proporciona la información para localizar metabolitos secundarios con actividad 

biológica en estructuras específicas (Bilkova, et al., 1999; Gersbach, et al., 2001; 

Gershenzon, et al., 1989). 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 
Los procedimientos que a continuación se mencionan son los recomendados por 

la Organización Mundial de la Salud (1998, 2007 a) para el control de calidad de 

drogas de origen vegetal. Algunos de ellos ya se encuentran incluidos en la 

edición vigente  de la Farmacopea  de los Estados Unidos Mexicanos (FEUM, 

2008) y en la Farmacopea Herbolaria de los Estados Unidos Mexicanos (FHEUM, 

2001). 

 

3.1 Material vegetal 

o El material vegetal Verbena carolina, se recolectó en el municipio de 

Hueyapan, Morelos en abril del 2005 y fue identificado por la M. en C. Margarita 

Avilés y la M. en C. Macrina Fuentes. Un ejemplar de referencia fue depositado en 

el Herbario del Instituto Nacional de Antropología e Historia de Morelos, 

identificado con el número de clasificación: INAHM-2018. 

 

o La raíz de Heliopsis longipes, fue recolectada a 3 km S de “Las presillas” y 

a 4 km N de “Mesa de palotes”, a 2 285 m.s.n.m, en el municipio San Luis de la 

Paz, Guanajuato, México; el material vegetal fue identificado por el M. en C. 

Ramiro Ríos Gómez. Un ejemplar de referencia fue depositado en el Herbario de 

la Facultad de Estudios  Superiores de Zaragoza y registrado con el número 5904. 

 

3.2 Material y equipo utilizado 

El proceso de fragmentación para V. carolina a gran escala se llevó a cabo en un 

molino de cuchillas modelo Thomas-Wiley No. 4 y en menor escala, tanto para V. 

carolina como para H. longipes, se realizó en una licuadora Black & Decker 

modelo BL-500. Después de la fragmentación para cernir el material vegetal se 

utilizó una malla de 2 mm. 

 

Para la realización de los cortes de raíz, hoja y tallo, se empleó el micrótomo de 

rotación Reichert. La observación de los tejidos a partir de las preparaciones 

histológicas fue hecha mediante el fotomicroscopio Axioskop Zeiss; la captura de 
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imágenes se realizó mediante la cámara de video (acoplada al microscopio) Sony 

ExwaveHad Mod. SSC-DC54A  y con ayuda del software Ulead VideoStudio 11, 

para la edición de la imágenes se empleó Adobe Photoshop Eements 9 y Jasc 

Paint Shop Pro 8. 

 

Los análisis de cromatografía en capa fina, se llevaron a cabo en cromatofolios 

Alugram Sil G/UV 254 Macherey-Nagel Duren. Para el aislamiento del verbascósido 

se empleó una placa preparativa DC- Fertigplatten SIL G-100 UV254, 10 mm. 

Como reveladores cromatográficos se  emplearon una lámpara de luz UV 

Spectroline Modelo ENF-240c de longitud de onda a 254 y 365 nm y una solución 

de sulfato cérico amoniacal ((NH4)4Ce(SO4)). 

 

Los espectros de RMN de 1H y 13C se determinaron a 400 MHz, los 

espectrómetros analíticos empleados fueron: VARIAN INOVA 400MR Mod para 1H 

y VARIAN INOVA 400/100.5 VNMRS Mod. para 13C. El disolvente que se empleó 

fue CD3OD y como referencia interna TMS. 

 

La incineración para la determinación de cenizas se llevó a cabo en una mufla 

Thermolyne 1500 Furnace. En la determinación de cenizas insolubles en ácido se 

utilizó papel filtro Whatman Ashless 40 Para las determinaciones de material 

extraíble y materia volátil se empleó un Horno Felisa Mod. FE-241. 

 

La determinación de Pb y Cd se realizaron mediante Espectometría de Absorción 

Atómica Electrotérmica, usando un equipo marca Perkin-Elmer, modelo AAnalyst 

600 con correción por efecto Zeeman. Mientras que la determinación de Hg se 

realizó mediante Espectometría de Absorción Atómica en la modalidad de Vapor 

Frío de Mercurio, usando un equipo marca Perkin-Elmer, modelo AAnalyst 100 

con MHS-10. Para las tres derminaciones, la digestión se realizó vía húmeda con 

HNO3 y H2O2, en sistema cerrado usando microondas marca Milestone, modelo 

MLS 1200 Mega. Todo lo anterior se llevó a cabo en el departamento de Química 

Analítica, laboratorio 103 de esta Facultad. 
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Para la esterilización de medios de cultivo, tubos y pipetas en la determinación de 

límite microbiano por ausencia o presencia de  microorganismos patógenos; se 

empleó un autoclave AESA Mod. CV-30. 

 
3.3 Ensayos de Identidad 

3.3.1 Identificación microscópica  

Del material vegetal seco de ambas especies, se tomó una muestra de hoja, tallo y 

raíz para poder realizar los estudios histológicos e histoquímicos. 

En el caso de la raíz y el tallo se tomaron muestras de la menor longitud posible 

para mantener íntegros los tejidos (aproximadamente de 3-4cm). En el caso de la 

hoja se tomaron muestras que incluyeran la sección de la vena media y de los 

contornos.  

Es preciso mencionar que se tomó como base la metodología expuesta en 

Sandoval, et al., 2005 y se realizaron las modificaciones pertinentes considerando 

la naturaleza de las muestras vegetales. 

 

3.3.1.1 Tratamiento previo a las técnicas histológicas e histoquímicas 

A. Técnica de ablandamiento y rehidratación 

En la Tabla 5 se describe el proceso de ablandamiento y rehidratación. 

Tabla 5. Técnica de ablandamiento para hoja, tallo y raíz. 

 

HOJA

•Se colocaron 10 hojas en un vaso de 
precipitados con agua y un poco de 
detergente en polvo comercial sobre 
una parrilla de calentamiento; se dejó 
hervir durante 5 min.

•Se lavó el exceso de detergente con 
agua y con la ayuda de una navaja de 
un solo filo se cortaron secciones 
transversales de aproximadamente 
1.5 cm2 de la región media incluyendo 
el margen de la hoja.

TALLO Y RAÍZ

•Se colocaron por separado las 
muestras de raíz y tallo en un vaso de 
precipitados con agua y un poco de 
detergente sobre una parrilla de 
calentamiento, se dejaron hervir 
durante 30 min.

•Se lavó con agua el exceso de 
detergente de las muestras y 
posteriormente se colocaron en un 
frasco con  una solución de 
etilendiamina al 10%, a 50-60°C 
durante 24 hrs.

•Se lavó con agua el exceso de la 
solución anterior y se realizaron 
cortes de 1-2 cm de longitud.
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B Técnica de fijación 

En la tabla 6 se describe el proceso para la fijación. 

 

Tabla 6 . Técnica de fijación para hoja, tallo y raíz. 

 

 
C. Técnica  de deshidratación e infiltración/inclusión 

La deshidratación se realizó con alcohol butílico terciario (ABT) donde éste es 

también capaz de disolver a la parafina. 

 

La serie de deshidratación fue la misma para las hojas, tallo y raíz, sólo fue 

modificado el tiempo entre cada lavado. 

Las muestras obtenidas en el proceso anterior se colocaron en frascos pequeños 

de vidrio, aproximadamente de 20 cm, con tapa de metal. 

 

En la Tabla 7 se describe el proceso de deshidratación. 

 

 

 

 

 

 

• Las secciones de muestra obtenidas en la técnica 
de ablandamiento  se colocaron en un frasco con 6 
mL del Reactivo de Navashin (3mL solución A + 
3mL solución B) durante un día.

• El exceso del reactivo anterior se lavó con agua 
corriente durante 30 min.

HOJA

• Las secciones obtenidas por la técnica de 
ablandamiento se colocaron en contacto con la 
mezcla FAA durante 24 hrs.

• El exceso de la mezcla anterior se lavó con agua 
corriente durante 30 min.

TALLO Y 
RAÍZ
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Tabla 7. Serie de deshidratación con alcohol butílico terciario (ABT) 

ABT 

100%(mL) 

EtOH 

100% (mL) 

EtOH 

95% (mL) 

H2O 

(mL) 

[  ] final 

(%) 

Temp. 

(°C) 

Tiempo 

Hoja (hrs) 

Tiempo 

Raíz y 

tallo (h) 

5 0 30 65 ≈35 22±5 24 72 

10 0 40 50 ≈50 22±5 24 72 

15 0 45 30 ≈60 22±5 24 72 

20 0 50 30 ≈70 22±5 24 72 

35 0 50 15 ≈85 22±5 24 72 

55 0 45 0 ≈100 22±5 24 72 

75 25 0 0 100 22±5 24 72 

100 0 0 0 100 59±1 24 72 

100 0 0 0 100 59±1 24 72 

100 0 0 0 100 59±1 24 72 

*Cabe mencionar que el ABT se solidifica por debajo de los 18°C,por lo que al momento 

de adicionarlo fue necesario que éste se hallara colocado previamente en un baño María. 

 
Al terminar el periodo del tercer cambio de ABT al 100%, el proceso de 

deshidratación se da por terminado, con esto los tejidos se encontraron listos para 

la infiltración gradual con parafina a una temperatura de ± 58°C. 

Previo a comenzar el proceso de infiltración, las muestras continuaron en una 

estufa a una temperatura entre 58-60°C.  

 

En el Esquema 1, se describe el proceso de infiltración para las tres diferentes 

estructuras vegetales, haciendo las especificaciones pertinentes según sea el 

caso: 
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Esquema 1. Proceso de infiltración para hoja, tallo y raíz. 

 

Al término del proceso anterior se procedió a la inclusión de las muestras en 

parafina a través de la elaboración de los bloques de parafina. Las muestras se 

colocaron dentro de las cajas de papel previamente elaboradas, orientándolas de 

modo que se pudieran realizar cortes transversales, esto se pudo hacer con la 

ayuda de unas pinzas y una aguja de disección previamente calentadas con una 

lámpara de alcohol; al vaciar la parafina caliente, se tuvo especial cuidado en que 

no se formaran burbujas, para esto fue útil la ayuda de la aguja de disección 

caliente para que así permitiera deshacer las burbujas. 

Los bloques se dejaron enfriar para así posteriormente con ayuda de una navaja 

de rasurar darles forma parecida a la de una pirámide. Dichos bloques se unieron 

a unos cubos de madera, calentando la base de los bloques con una aguja 

caliente y  reforzando la unión con más parafina. Se realizaron 8 bloques por cada 

una de las estructuras vegetales. 

Los bloques de parafina se elaboraron para ayudar en la manipulación de las 

muestras al momento de realizar los cortes en el micrótomo de rotación. 

Se marcó el volumen inicial que 
ocupó el ABT en el frasco, 

cuidando de que éste siempre 
cubriera por completo las 

muestras.

Se adicionó en el frasco 
parafina en hojuelas cada 30 

min hasta que se vió 
duplicado el volumen inicial 

del ABT, los frascos 
permanecieron cerrados.

Durante 24 horas los frascos 
permanecieron abiertos dentro 
de la estufa para así permitir la 

evaporación del ABT.

Se retiró la parafina con ABT 
que contenían los frascos y se 
reemplazó por parafina pura 
previamente fundida (48 hrs).

En el caso de la hoja se permitió 
la infiltración de la parafina 

durante 3 días, en cuanto al tallo 
y la raíz esto mismo fue durante  

7 días.
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D. Técnica de corte de material embebido en parafina 

Tanto para la hoja como para el tallo y la raíz se realizaron secciones 

transversales; en el caso de la hoja las secciones fueron de un espesor de 12 μm, 

mientras para el tallo y la raíz fueron de 18-22 μm. 

El corte en el micrótomo se realizó del modo como se muestra en el Esquema 2. 

 

 
1 El ángulo de inclinación de la navaja fue aproximadamente de 45°. 

2 Durante el proceso de corte fue importante mantener la navaja limpia y para esto se 

utilizó una gasa impregnada de xilol, de este modo se evitó que la sección obtenida se 

adhiriera a la navaja y se rompiera. 

3Como baño de flotación se empleó un cristalizador con agua a una temperatura entre 48-

50°C al que se le espolvoreó grenetina. 

Esquema 2. Técnica de corte de material embebido en parafina. 

 
E. Técnica de desparafinación y rehidratación de las muestras 

La realización de esta técnica en particular se debe a que la parafina no es soluble 

en agua, lo cual no permitiría la acción de los colorantes acuosos para la posterior 

tinción y contraste de los tejidos vegetales. En el Esquema 3 se describe la técnica 

empleada. Una parte de las muestras se utilizó para elaborar preparaciones 

histológicas permanentes y otra para realizar las pruebas histoquímicas. 

Se ajustó el micrótomo 
dependiendo de la muestra y 

considerando las especificaciones 
previamente mencionadas.

Se colocó el cubo en el portamuestras 
y se orientó el bloque al micrótomo 
tratando de que el borde estuviera 

paralelo al borde de la navaja1.

Se realizó el corte 
haciendo avanzar la 

muestra girando 
lentamente la manivela 2.

Los cortes obtenidos 
(listones) se recogieron con 
un pincel y fueron colocados 

en un baño de flotación3.

Ya que los listones se hubieron 
extendido en el baño de flotación  

se recogieron con un 
portaobjetos (2 x portaobjeto).

Los listones montados en los 
portaobjetos se dejaron secar a 

temp. ambiente.
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Desparafinación 

 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

                                                                                                              Rehidratación 

 
 
 

 
 
 
 

Esquema 3. Proceso de desparafinación y rehidratación de las muestras. 
1En el caso de la tinción histoquímica, particularmente para determinar la presencia de 

aceites, grasa y cutina, únicamente se rehidratarán las muestras hasta llegar a la solución 

de alcohol al 50%. Al finalizar el proceso anterior, las muestras en los portaobjetos se 

encontraron listas para la realización de las técnicas posteriores (técnicas histoquímicas o 

tinción para histología). 

 

Se colocaron los portaobjetos con las 
secciones (listones) en una canastilla 

de metal 

Se introdujo la canastilla en un horno a 
≈60°C por 10 min sobre papel 
absorbente para recibir la parafina 
derretida. 
 

Se sacó la canastilla del horno y se 
colocó en una caja de vidrio con xilol 
al100% durante 30 min. 
 

Se pasó a la siguiente caja de vidrio 
con una solución de xilol-etanol (1:1) 
durante 30 min. 
 

La rehidratación de las muestras 
comenzó al pasar la canastilla por cajas 
de vidrio que contenían soluciones 
alcohólicas en concentraciones 
graduales de etanol: 100, 95, 70, 50 y 
30%, durante 15 min en cada cambio 
 

Por último, se colocó la canastilla en 
agua durante 15 min. 
 

HISTOLOGÍA HISTOQUÍMICA1 
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3.3.1.2 Histología 

Para conocer la naturaleza y niveles de organización de los tejidos en los órganos 

vegetales (hoja, tallo y raíz), se realizó la tinción de contraste: Tinción con 

safranina “O”–verde rápido FC. 

 

A. Técnica de tinción para histología 

Después de haber realizado el proceso descrito en el Esquema 3, se procedió a 

realizar la tinción del modo representado en el Esquema 4. 

 
1El aceite de clavo se emplea tanto como agente clarificante como para evitar la 

rehidratación de las muestras. 

2El citrisolv además de ser también agente clarificante, permite lavar el exceso del aceite 

de clavo y ser un adecuado medio de montaje. 

3Sobre la resina sintética se coloca un cubreobjetos, teniendo especial cuidado de que al 

colocarlo no forme burbujas; esto se logra al ejercer presión uniforme al comenzar por uno 

de sus lados y dejándolo caer suavemente 
Esquema 4. Tinción con safranina “O”–verde rápido FC 

 

Se colocó la 
canastilla con las 
preparaciones en 
una caja de cristal 

en safranina durante 
24 hrs.

Se retiró  la 
canastilla del 

colorante y se dejó 
secar a temperatura 
ambiente durante 24 

hrs.

Se realizaron dos 
lavados con agua 

destilada.

Se continuó la 
deshidratación de 

cada muestra 
gradualmente en  

etanol de 30, 50, 70, 
95%, durante 15 min 

cada uno.

Se contrastó con 
verde rápido durante  

3 min.

Para retirar el 
exceso de colorante 

se realizaron 3 
lavados con etanol 

100% durante 5 min 
cada uno.

Se agregó aceite de 
clavo durante 5 

min.1

Se lavó con 
citrisolve 3 veces 
durante 5 min.2

Las muestras se 
montaron en resina 
sintética y se dejó 

secar durante 24 hs 
a temperatura 

ambiente.3
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B. Limpieza y etiquetado de las preparaciones 

Para comenzar el proceso de limpieza se colocaron las preparaciones histológicas 

ya montadas en un horno a ≈60°C durante 15-20 días para lograr que la resina se 

secara, posteriormente el exceso de resina se retiró raspando con una navaja los 

alrededores del cubreobjetos. 

 

Los colorantes y cualquier resto de grasa se eliminaron pasando algodón 

impregnado con alcohol al 95% alrededor del portaobjetos. Ya limpias las 

preparaciones, se procedió a la elaboración de las etiquetas para la identificación 

de cada una de ellas. En la Figura 5, se muestra un ejemplo de etiqueta de 

identificación. 

 

 

 

 

                    Figura 5.  Ejemplo de etiqueta de identificación 
 

Las preparaciones se depositaron en la colección científica del Laboratorio de 

Apoyo a la Investigación del Jardín Botánico, Instituto de Biología, UNAM. 

 
3.3.1.3 Histoquímica 

Estas técnicas se realizaron aplicando diversos reactivos a las muestras con base 

en las características bioquímicas e histoquímicas específicas de sus tejidos 

vegetales. Después de haber realizado el proceso descrito en el Esquema 3. se 

procedió a realizar cada técnica histoquímica como a continuación se desglosa. 

 
A. Identificación de polisacáridos y proteínas 

Tanto los polisacáridos como las proteínas son elementos estructurales de las 

células vegetales aunque en el caso de las proteínas es posible encontrarlas en 

forma de almacenamiento en forma amorfa o en forma de cristales.  

En el Esquema 5 se describe la tinción realizada con ácido peryódico y reactivo de 

Schiff para esta determinación. 

Heliopsis longipes 
Asteraceae 

Raíz sección transv. 
Safranina/verde rápido 
Marco Aguila B. 9/10 

 Género y  especie 

 Familia 

 Estructura y sección 

 Técnica de tinción utilizada 

 Nombre de quién elabora 
y fecha de elaboración(M/A) 
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Esquema 5. Identificación de polisacáridos y proteínas 

 

B. Identificación de pectinas 

Las pectinas comprenden el grupo de polisacáridos más solubles y son uno de los 

principales componentes de la pared celular. En el Esquema 6 se describe la 

tinción con rojo de rutenio para su identificación. 

 
 

Esquema 6. Identificación de pectinas. 

Se aplicó sobre las 
secciones ácido 

peryódico durante 
15 min.

Se enjuagó el 
exceso de ácido  

con agua corriente 
durante  20 s.

Se aplicó el reactivo 
de Schiff durante 15 

min.

Se retiró el exceso 
de colorante al lavar 
con agua de la llave.

Se deshidrató con 
alcoholes 

gradualmente al 30, 
50%, durante  3 min 

cada uno.

Se agregó azul 
naftol durante 15 

min.

Se enjuagaron las 
secciones con 

alcoholes al 70 y 
95%.

Se deshidrató con 
alcoholes 

gradualmente al 30 
y 50%, durante  3 

min cada uno.

Se enjuagó con 
alcohol butílico; se 
hicieron 3 cambios.

Se agregó citrisolve 
durante 3 min.

Se montó en resina 
sintética.

Se aplicó sobre las secciones 
de tejido una solución de rojo 

de rutenio(1:500) durante unos 
≈5 min  hasta  que se observó 

un color rojo.

Se montó en agua, se colocó un 
cubreobjetos y  se observó en el 

microscopio.

Reacción con rojo de rutenio: Las 

sustancias pépticas toman un color 
rosado a rojo 



                                                                          

- 36 - 
 

MATERIALES 
Y MÉTODOS 

C. Identificación de almidón 

Polímero de reserva más común, se sintetiza en los amiloplastos y puede estar 

como reserva por una duración más o menos larga (diariamente en los 

cloroplastos formando el almidón de asimilación o en los amiloplastos formando el 

de almacenamiento de larga duración). En el Esquema 7 se describe la tinción con 

lugol para su identificación. 

 
 
 

 
Esquema 7. Identificación de almidón. 

 
D. Identificación de pectatos de calcio 

Los pectatos de calcio son formadores importantes de las paredes de todos los 

elementos celulares. En el Esquema 8 se describe la tinción con ácido tánico y 

cloruro férrico para su identificación. 

 
 
 
 

Esquema 8. Identificación de pectatos de calcio. 

Sobre las secciones se aplicó 
lugol  durante 5 min.

Se colocó un cubreobjetos y se 
observó en el microscopio.

Sobre las secciones se aplicó  
una solución acuosa de ácido 

tánico 1% por 25 min.

Se lavó en agua corriente 
durante 10 min.

Se colocaron las secciones en 
una solución acuosa de cloruro 

férrico al 3% por 15 min.

Se lavó con agua destilada, se 
colocó un cubreobjetos y se 
observó en el microscopio.

Reacción: La mayoría de 
los almidones dan un color 
azul oscuro. 

Reacción: La pared celular se 
tiñe de negro y los pectatos del 
mismo color. 
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E. Identificación de lignina 

La lignina es un polímero de unidades fenólicas altamente insoluble, está presente 

en ciertas paredes celulares secundarias (en tejidos conductores y de sostén) y 

entonces hace imposible su crecimiento. En el Esquema 9 se describe la tinción 

con floroglucina para su indentificación.  

 
Esquema 9. Identificación de lignina 

 
F. Identificación de proteínas 

Mediante la tinción con azul naftol es posible observar las proteínas de 

almacenamiento, en el Esquema 10 se describe dicho proceso de tinción. 

 
 

 
Esquema 10. Identificación de proteínas. 

 

Sobre las secciones se aplicó 
una solución de floroglucina al1% 
y se flameó con un mechero de 

alcohol.

Se aplicaron unas gotas  de HCl 
al 25%

Se montó en forma directa 
poniendo el cubreobjetos y se 

observó.

Las secciones se deshidrataron 
en alcoholes graduales al 30 y 

50% durante 3 min en cada 
cambio.

Se agregó azul negro naftol 
durante 20 min.

Se enjuagó en alcoholes al 70, 
95 y 100%.

Se aplicó citrisolve durante 3 min, 
posteriormente se montó en 

resina sintética y se observó al 
microscopio.

Reacción: La lignina se tiñe de 
color fucsia intenso 

Reacción: Las proteínas 

se tiñen en azul intenso. 
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G. Identificación de taninos 

Derivados polifenólicos de peso y tamaño muy variado. Son metabolitos 

secundarios que pueden proteger contra la deshidratación, putrefacción y ataque 

de insectos o parásitos.  

 

En el Esquema 11 se describe la tinción con vainillina y ácido clorhídrico para la 

identificación de taninos condesandos y catequinas, mientras en el Esquema 12 

se describe la tinción con sulfato férrico para la identificación de taninos 

hidrolizables. 

  

 
 
 

  
 

Esquema 11. Identificación de taninos condensados y catequinas. 
 

 
 

 
 

 
 
 

Esquema 12. Identificación de taninos hidrolizables. 

 

Sobre las secciones se aplicaron 
una gota de vainillina y una gota 

de ácido clorhídrico 6M.

Se colocó un cubreobjetos y se 
observó al microscopio .

Sobre las secciones  se aplicó 
una gota de solución de sulfato 

férrico durante 3 horas.

Se colocó un cubreobjetos y se 
observó.

Reacción: Si hay reacción 
positiva se observa una 

coloración café-rojiza. 

Reacción: La formación de un 
precipitado azul indica la 
presencia de taninos. 
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H. Identificación de aceites, grasas y cutina 

Mediante la tinción con rojo de aceite “O” es posible identificar tanto elementos 

estructurales como sustancias de reserva. Como elementos de origen lipídico que 

se encuentran en la pared celular podemos mencionar a las ceras, la cutina y la 

suberina. Como sustancias de almacenamiento de origen lipídico podemos 

mencionar a las grasas y aceites esenciales. 

 

 En el Esquema 13  se describe la tinción con rojo de aceite “O” para la 

identificación de aceites, grasas y cutina.  

 

Teniendo en cuenta el  Esquema 3., en el caso de la identificación de aceites, 

grasas y cutina, es necesario sólo hidratar hasta alcohol 50%. 

 
 
 

Esquema 13. Identificación de aceites, grasas y cutina. 
 

 
 
 
 

 
 

Se aplicó rojo de aceite "O" sobre 
las secciones durante 25 min.

Se enjuagó en agua destilada

Se montó en gelatina glicerinada 
y se observó.

Reacción: La cutina, grasas 

y aceite se tiñen de rojo. 
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3.3.2 Ensayo de identidad en cromatografía en capa fina  

3.3.2.1 Ensayo de identidad en cromatografía de capa fina para Verbena 

carolina L. 
A.  Aislamiento e identificación estructural del verbascósido 

Previo a definir el ensayo de identidad para Verbena carolina L., se decidió 

analizar la fracción F70-76 obtenida anteriormente (Morales, 2009)  (Esquema 14, 

Parte a), la cual proviene del fraccionamiento cromatográfico en columna abierta 

de un extracto n-butanólico.  

 

Se adsorbieron 1.017g de la fracción F70-76 en 1 g de gel de sílice, se aplicaron a 

una columna de cromatografía abierta de vidrio conteniendo 20 g de sílica gel. La 

muestra se eluyó (recolectando fracciones de 250 mL cada una) con una mezcla 

CHCl3/MeOH de polaridad creciente. Se recolectaron  41 fracciones, de las cuales 

se agruparon de la fracción 14 a la 38 debido a la similitud que presentaban sus 

características cromatográficas en capa fina y se denominó a este agrupamiento, 

fracción FA. 

 

Se aplicaron 100 mg de FA en una placa preparativa para separar dos 

compuestos con Rf muy parecido, siendo el de menor polaridad mayoritario. Se 

eluyó en una fase móvil  CH2Cl2/MeOH (60:40). Se reveló un extremo angosto de 

la placa al UV con sulfato cérico amoniacal y se raspó la zona correspondiente al 

compuesto mayoritario la cual presentaba respuesta al UV (365 nm). 

 

Se extrajo el compuesto de la sílica mediante agitación con MeOH durante  3 

horas; se filtró a través de celita y se eliminó el disolvente al vacío. Se obtuvieron 

50 mg de un polvo de color café y se envió a análisis espectroscópicos (RMN 13C 

y RMN 1H), así como la realización de los correspondientes experimentos COSY, 

HMBC y HSQC, además se  compararon las  características espectroscópicas con 

las reportadas en la literatura (Andary, et al., 1982). 
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Con lo anterior se pudo determinar que el compuesto aislado era el verbascósido. 

Lo realizado para obtener el verbascósido a partir de la fracción F70-76 se 

esquematiza en la Parte b del Esquema 14. 

 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 

 
 

. 

1) Disolver  en agua. 
2) Partición en hexano 

Extracto 

acuoso 

Extracto 

acuoso 

Partición en AcOEt. 

Partición en n-butanol. 

Extracto n-
butanólico 

Fracción  
70-76 

Fraccionamiento cromatográfico  

Material vegetal desecado y 

fragmentado 

Extracto hexánico Residuo vegetal 

desgrasado 

Extracción con hexano. 

Extracción con CH2Cl2. 

Extracto 

diclorometánico 

Residuo vegetal 

Extracción con acetona. 

Extracto 
acetónico 

90g 

Residuo 

vegetal 

Extracto 

hexánico 

Extracto de 
AcOEt 

Extracto 

acuoso 

en columna. 

Esquema 14. Aislamiento y elucidación del verbascósido (Parte a). 
(Morales, 2009) 
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Esquema 14. Aislamiento y elucidación del verbascósido (Parte b). 
 

B. Obtención del extracto total clorofórmico/metanólico de Verbena 

carolina L.  

10 g del material vegetal seco y molido se extrajeron con cloroformo-metanol 1:1 

(60 mL), se dejó reposar durante 24 hrs a temperatura ambiente y con agitación 

constante. Se eliminó el disolvente en rotavapor. 

 

C. Identificación por cromatografía en capa fina de tres compuestos 
mayoritarios del extracto acetónico de Verbena carolina L. como prueba 
de identidad. 

Los estándares empleados para ser identificados en el extracto total fueron 

verbascósido (Fig. 1w), hastatósido (Fig. 1m) y verbenalina (Fig. 1l); el primero fue 

obtenido en el presente trabajo, mientras que los últimos dos fueron aislados e 

identificados en un trabajo previo (Morales, 2009). 

Fracción F70-76 
1.017g 

Fraccionamiento por 
cromatografía en columna. 

Fracción FA 

1 .Separación en placa 
preparativa. 

Compuesto 
mayoritario 

visible al UV 

1 .Extracción del 
compuesto de la sílica. 

2. Análisis 
espectroscópicos (RMN 

13C y RMN 1H) y 
experimentos COSY, 

HSQC Y HMBC 
Verbascósido 
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Se empleó una cromatoplaca con dimensiones de 13 x 9.1 cm, las muestras 

(extracto total y estándares) se aplicaron separadas entre sí, de los extremos y por 

encima del borde inferior a una distancia de 1.5 cm. El ancho del punto de 

aplicación de las muestras fue de 0.4 cm. Se empleó como fase móvil CHCl3/ 

MeOH (80:20) y se permitió que el frente de corrida fuera de al menos 10 cm. La 

placa fue reveladacon luz UV a 254 nm y con sulfato cérico amoniacal. Se calculó 

el Rf de los estándares y se comparó con el Rf de los compuestos presentes en el 

extracto total. 

 

3.3.2.2 Ensayo de indentidad en cromatografía de capa fina para Heliopsis 

longipes (A. Gray) S.F. Blake. 
A. Obtención del extracto total clorofórmico de Heliopsis longipes (A. 
Gray) S.F. Blake. 

1 g de la raíz seca y molida se maceró con 20 mL de cloroformo, durante 24 hrs a 

temperatura ambiente y con agitación constante. Posteriormente, se eliminó el 

disolvente a sequedad. 

 

B. Identificación por cromatografía en capa fina del componente 
mayoritario del extracto clorofórmico de Heliopsis longipes (A. Gray) S.F. 
Blake como prueba de identidad. 

Se empleó afinina como estándar, previamente obtenida, identificada y 

caracterizada (Castillo, 2009) la cual constituye el metabolito secundario 

mayoritario en la raíz. 

En una cromatoplaca con dimensiones de 13 x 5.3 cm, las muestras (extracto total 

y estándar) se aplicaron separadas de los extremos, entre ellas y por encima del 

borde inferior a una distancia de 1.5 cm. El ancho del punto de aplicación de las 

muestras fue de 0.4 cm. Se empleó como fase móvil hexano/AcOEt (70:30) y se 

permitió que el frente de corrida fuera de al menos 10 cm. La placa fue revelada 

en UV a 254 nm y con sulfato cérico amoniacal. Se calculó el Rf del estándar y se 

localizó éste metabolito en el extracto total por comparación con el Rf del 

compuesto mayoritario del extracto total. 
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3.4 Ensayos de pureza  

Para los ensayos de pureza fue necesario moler el material vegetal y cernirlo a 

través de una malla de 2 mm. Este material constituyó la muestra de análisis. 

 

3.4.1 Determinación de materia extraña 

Esta determinación se realizó tanto para V. carolina como para H. longipes. 

De acuerdo con el MGA-FH-0030 Materia Extraña, en el Esquema 15 se describe 

el proceso para esta determinación. 

 
 
*Cada una de las muestras se refiere tanto a la muestra de V. carolina  como la muestra 

de H. longipes. 

Esquema 15.  Determinación de materia extraña. 

 
3.4.2 Metales pesados 

En esta prueba se determinó la cantidad de plomo, cadmio y mercurio en las 

partes aéreas de V. carolina y en la raíz de H. longipes,  para lo cual se pesaron   

5 g del material vegetal. La determinación de Pb y Cd se llevó a cabo mediante 

Espectrometría de Absorción Atómica Electrotérmica, mientras que la 

determinación de Hg se llevó a cabo mediante Espectrometría de Absorción 

Atómica en la modalidad de Vapor Frío de Mercurio. 

 

Se pesaron 50 g de 
cada una de las 
muestras1, se 

esparció en una 
capa delgada en 

una hoja de papel 
blanca.

Se inspeccionó 
visualmente 

utilizando una lupa.

Se pesaron las 
porciones de estos 
materiales extraños 

con una 
aproximación de 

0.05 g.

Se clasificó en 
grupos la materia 

extraña

Se calculó el 
contenido por cada 
grupo, en gramos 

por 100 g de 
muestra seca.

Límite: No más del 

2%. 
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3.4.3 Determinación de cenizas 

La determinación de cenizas se efectuó para V. carolina mediante dos métodos 

diferentes: Determinación de cenizas totales y Determinación de cenizas 

insolubles al ácido; mientras que para H. longipes decidió realizarse únicamente la 

Determinación de cenizas totales. 

 

Para ambos materiales vegetales la determinación se realizó por cuadruplicado. 

Se realizó una media de las determinaciones realizadas. 

 

De acuerdo con el MGA-FH-0060 Determinación de cenizas, en el Esquema 16 y 

17 se describe el proceso para los métodos realizados. 

 

 

*Para ambos materiales vegetales la determinación se realizó por cuadruplicado. Se 

realizó una media de las determinaciones realizadas. 

Esquema 16. Determinación de cenizas totales 

 

 
 
 
 

 

Se colocaron ≈2 g de cada uno 
de los materiales vegetales 

molidos (esparciéndolos 
formando una capa homogénea) 
en un crisol puesto previamente a 

peso constante.

Previo a la incineración en el 
horno, se realizó una incineración 
con un mechero bunsen durante 
5 min, colocando de lado el crisol 
sobre un triángulo de porcelana.

Se incineraron las muestras en 
un horno durante 6 hrs (tiempo 
necesario para que el residuo 

fuera blanco), aumentando 
gradualmente la temperatura de 

500 a 600°C.

Las muestras se enfriaron en un 
desecador durante ≈1 hr, se 
pesaron y calculó el % de 

cenizas totales en el material 
seco.
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Esquema 17. Determinación de cenizas insolubles en ácido. 

 
3.4.4 Material extraíble 

Esta determinación se realizó sólo para V. carolina, los disolventes que se 

emplearon fueron hexano, etanol y etanol:agua (7:3). 

 

De acuerdo al Método 2. Maceración en frío del MGA-FH 0070 Material Extraíble, 

en el Esquema 18 se describe el proceso para las determinaciones hechas del 

material extraíble en cada uno los disolvente mencionados. 

 
3.4.5 Índice de hinchamiento 

La determinación del índice de hinchamiento se efectuó para V. carolina y de igual 

modo para H. longipes. 

De acuerdo con el MGA-FH-0130 Índice de hinchamiento, en el Esquema 19 se 

describe el proceso llevado a cabo para esta determinación. 

 

 

A cada uno de los 
crisoles con las 

cenizas totales se 
adicionaron 25 mL 

de HCl 2 M.

Se cubrieron los 
crisoles con un 

vidrio de reloj  y se 
puso a hervir en 
baño de agua 
durante 5 min.

Se enjuagó el vidrio 
de reloj con 5 mL de 
agua caliente y se 

adicionó éste líquido 
al crisol.

Se recogió el material insoluble 
en un papel filtro libre de cenizas 
y se lavó con agua caliente hasta 

que el filtrado fue neutro.

Cada uno de los papeles filtro que 
contenían el material insoluble, se 

transfirieron a los crisoles originales 
y se secaron en una parrilla de 

calentamiento.

Se realizó la incineración en el 
horno a ≈ 600°C de temperatura  
durante 3 períodos: los primeros 
dos de 4 hrs y el último de 2 hrs, 

con esto se llevó hasta peso 
constante.

Las muestras se enfriaron en un 
desecador durante ≈1 hr, se 

pesaron y calculó el % de cenizas 
insolubles en ácido en el material 

seco.
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*Cada una de las determinaciones hechas con los disolventes empleados se realizó por 

cuadruplicado. Se realizó una media de las determinaciones realizadas. 

Esquema 18. Determinación de material extraíble 
 

 
*Para ambos materiales vegetales la determinación se realizó por cuadruplicado. Se 

realizó una media de las determinaciones realizadas. 

Esquema 19. Determinación del índice de hinchamiento. 
 

Se colocaron 4 g del 
material vegetal 

molido en un matraz 
Erlenmeyer de 250 

mL.

Se adicionaron 100 
mL de alguno de los 

disolventes 
mencionados 

previamente (3.4.4).

Se agitó la mezcla 
del material vegetal 

y el disolvente 
durante 6 horas con 

la ayuda de un 
agitador magnético.

Se filtró 
rápidamente, se 

cuidó de no perder 
disolvente.

Se transfirieron 25 
mL del filtrado a una 

cápsula de 
porcelana 

previamente puesta 
a peso constante.

Se evaporó el 
contenido de la 

cápsula en un baño 
de agua. 

Se secó la cápsula y su 
contenido en una 

estufa a 105°C durante 
6 hrs

Las cápsulas se enfriaron en un 
desecador durante 30 min, se 
pesaron y se calculó el % de 

materia extraíble en el disolvente 
empleado.

En una probeta de 25 mL con 
tapón esmerilado, se introdujo 1 
g del material vegetal molido. Se 
tomó el volumen incial ocupado 

por el material.

Se añadieron 25 mL de agua y 
1mL de alcohol, se tapó la probeta 
y agitó vigorosamente cada 10 min 

durante 1 hr.

Se dejó reposar 3 hrs. a 
temperatura ambiente y se midió el 
volumen ocupado por el material 

vegetal.

Se calculó el índice de 
hinchamiento, considerando la 

diferencia entre el volumen inicial y 
el volumen final.
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3.4.6  Determinación de la pérdida de agua y material volátil 

Esta determinación se realizó sólo para V. carolina.De acuerdo al Método Pérdida 

por secado del MGA-FH 0080 Agua y materia volátil; en el Esquema 20 se 

describe el proceso para dicha determinación. 

 

*La determinación se realizó por triplicado y se hizo una media de los resultados 

obtenidos. 
Esquema 20. Determinación de la pérdida de agua y materia volátil. 

 
3.4.7 Determinación de límite microbiano, ausencia o presencia de  
microorganismos objetables 

Esta determinación sólo se realizó para V. carolina  y se llevó a cabo de acuerdo a 

la metodología descrita en FEUM (2008) y FHEUM (2001). 

 
3.4.7.1 Recuento de microorganismos mesófilos aerobios  

El recuento de microorganismos mesófilos aerobios decidió realizarse mediante 

dos métodos: Método en placa y Método en tubo. Antes de realizar cada uno de 

los métodos fue preciso realizar las diluciones de la muestra que se iba a analizar, 

por lo que en el Esquema 21 se describe dicho proceso.       

Se pesaron 10 g del material 
vegetal en una cápsula de 

porcelana (previamente puesta 
a peso constante).

Se secó la muestra en un horno 
a temperatura  entre 100-105°C 

durante 5 hrs. 

Se enfrió en un desecador 
durante 30 min y se pesó.

Se continuó el secado y 
enfriado hasta que la 

diferencia entre dos pesadas 
consecutivas no difirió más de 

5.0 g.

Se calculó el percentil de 
pérdida de peso en el material 

seco.
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*Las muestras se trabajaron bajo condiciones asépticas, el tiempo transcurrido desde la 

preparación de la primera dilución hasta su incorporación en el medio de cultivo no 

excedió una hora. 

Esquema 21. Dilución de la muestra. 
 

Después de la preparación de las diluciones de la muestra, se procedió a realizar 

cada método para el recuento de microorganismos mesófilos aerobios; mientras 

que por el método en placa fue posible el recuento  de bacterias mesófilas así 

como de hongos; por el método en tubo sólo es posible el recuento de bacterias 

mesófilas. En los Esquemas 22 y 23 se describe el proceso para la realización de 

los dos métodos anteriormente mencionados. 

 

 
1Es importante que durante todo el método se trabaje bajo condiciones asépticas. 

2Para la obtención del NMP es necesario consultar el Anexo III. 

Esquema 22.  Recuento de bacterias mesófilas por el método en tubo (NMP) 

Se tomaron 10 g del 
material vegetal molido y se 
suspendieron en 90 mL  de 

una solución de fosfatos  
pH=7.2 (10-1,1a. dilución)

Se tomó un 1 mL de la suspensión 
anterior y se transfirió a un tubo con 9 
mL  de solución de fosfatos (10-2, 2a. 

dilución), este mismo proceso se realizó 
para obtener la dilución 10-3 y 10-4.

Se inocularon simultáneamente las 
placas o tubos con las diluciones 

preparadas.

Se colocaron 12 tubos con 9 mL 
de caldo de soya tripticaseína en 

4 hileras de 3 tubos c/u. 

Cada una de las primeras tres 
hileras de tubos se inoculó con 1 
mL de las diluciones  10-1, 10-2 y 

10-3 respectivamente. La 4a. 
hilera se usó como testigo.

Se agitaron los tubos e 
incubaron entre 35-37°C durante 

48 hrs. 

Se registró el NMP por g ó mL de 
la muestra.
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*Es importante que durante todo el método se trabaje bajo condiciones asépticas. 

Esquema 23. Recuento de microorganismos mesófilos aerobios por el 
método en placa. 

  
3.4.7.2 Determinación e identificación de microorganismos objetables 

En cuanto a la contaminación microbiana, la Farmacopea de los Estados Unidos 

Mexicanos (2008) y la Farmacopea Herbolaria de los Estados Unidos Mexicanos 

(2001), consideran que son cuatro  los microorganismos patógenos que se deben 

investigar: Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella sp. y 

Escherichia coli (denominados microorganismos objetables). En la Tabla 8 se 

mencionan las cepas de referencia empleadas. 

Tabla 8. Cepas de Referencia 

Microorganismo Clasificación ATCC 

Staphylococcus aureus ATCC 6538P 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

Salmonella typhimurium ATCC 14028 

Escherichia coli ATCC 25922 

                                                                           

De las diluciones anteriores, se 
inoculó por triplicado 1mL de 

cada una de ellas en cajas petri y 
se adicionaron 20 mL de agar 

soya tripticaseína (para el 
recuento de bacterias mesófilas) 

o medio Sabourad (para el 
recuento de hongos y levaduras).

Se mezcló con movimientos 
rotatorios suaves, evitando que el 
líquido se desparramara. Se dejó 

solidificar los medios.

Se incubaron las placas en 
posición invertida, para el 

recuento de bacterias mesófilas 
se incubó entre 35-37°C durante 

48 hrs, mientras que para el 
recuento de hongos y levaduras 
se incubó entre 25-28°C durante 

7 días.

Se contó el número de colonias 
en cada caja, se obtuvo la media 
y  se calculó el número de UFC 
por g ó mL del material vegetal.
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En el Esquema 24 se describe el proceso realizado para la determinación e 

identificación de  microorganismos patógenos. 

                                                                        
 

.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

 
 
 
 

 

*Durante todo el proceso se trabajó en condiciones asépticas. 

*Es importante comparar el crecimiento de las cepas de referencia con el reportado en 

cada medio de cultivo, para ello se puede consultar el Anexo IV. 

Esquema 24. Determinación e identificación de microorganismos patógenos. 
 

Se agregaron 10 g de la muestra en 
90 mL  de caldo soya tripticaseína, 
se mezcló e incubó a 35-37°C 
durante 2 hrs. 

 

Determinación e 
Identificación de 
Staphylococcus 
aureus 

Determinación e 
identificación de 
Escherichia coli 

Determinación e 
identificación de 
Pseudomonas 
aeruginosa 

Determinación e 
identificación de 
Salmonella  sp. 

Se agregaron 10 g de la muestra en 
90 mL  de caldo lactosa, se mezcló 
e incubó a 35-37°C durante 2 hrs. 

 

Se tomó una 
muestra de la 
mezcla anterior 
usando un asa 
bacteriológica y 
se inoculó por 
triplicado: 

MC 

EMB 

Se tomó una 
muestra de la 
mezcla anterior 
usando un asa 
bacteriológica y 
se inoculó por 
triplicado: 

AC 
 

Se tomó 1 mL de 
la mezcla anterior 
con una pipeta y 
se inoculó por 
triplicado: 

CT 
 

Se tomó una 
muestra de la 
mezcla anterior 
usando un asa 
bacteriológica y 
se inoculó por 
triplicado: 

BP 

VJ 

Cada una de las cepas de referencia fue inoculada en el o los medios de cultivo correspondientes 
y se  incubaron entre 35-37°C durante 48 hs. 

Se observaron las características macroscópicas y microscópicas de las colonias provenientes de 
la mezcla del material vegetal, se compararon dichas características con las de las colonias de las 
cepas de referencia. 
En el caso de la identificación de Salmonella typhimurium sólo se observó si había o no turbiedad, 
asimismo se comparó con la turbiedad producida por la inoculación de la cepa de referencia. 
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
I. Modificaciones hechas al tratamiento previo a las técnicas histológicas e 
histoquímicas 

Las consideraciones mencionadas a continuación son válidas tanto para Verbena 

carolina como para Heliopsis longipes. A pesar de haberse estudiado dos 

especies diferentes, el tratamiento previo al corte que se le dio al tallo de Verbena 

carolina fue semejante al de la raíz de Heliopsis longipes, es por eso que en este 

mismo apartado se discute el tratamiento para ambas especies. 

 

Una adecuada identificación microscópica depende de gran medida de obtener 

una sección que permita observar las características del material vegetal de 

estudio, así como realizar tinciones que permitan evidenciar sus componentes 

estructurales y las posibles sustancias del almacenamiento. El éxito de una 

sección en orden de micras depende de los pasos previos a ésta; es por eso que a 

continuación se discute el tratamiento previo a las técnicas histológicas  e 

histoquímicas. 

 

Para asegurar que al realizar los cortes de las muestras no se presentaran 

desgarres del tejido, fue necesario ablandarlas. La técnica empleada para la raíz y 

el tallo fue diferente a la usada en la hoja, debido a que la estructura de las 

primeras dos es más rígida y necesitaron un tratamiento más agresivo que la 

tercera. En primera instancia las tres estructuras tuvieron el mismo método de 

ablandamiento (agua y detergente), pero se observó  que al momento de realizar 

el corte del tallo y la raíz las secciones cortadas no se obtenían integras y el tejido 

se desgarraba fácilmente, mientras que dicho método fue efectivo para los cortes 

de la hoja. El ablandamiento para tallo y raíz se realizó con etilendiamina, ya que 

éste reacciona con los componentes de la pared celular, la cual está formada por 

polímeros de carbohidratos. La reacción ocurre en los enlaces éster que unen 

cada unidad del polímero, de este modo la pared celular  pierde su resistencia y se 

vuelve más laxa permitiendo así el corte. 
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Posterior al ablandamiento de las estructuras vegetales fue importante realizar la 

técnica de fijación ya que ésta tuvo como objetivo preservar selectivamente la 

organización morfológica y el contenido químico para su posterior observación 

microscópica. 

 

Para la tres estructuras vegetales estudiadas es importante considerar que si bien 

el éxito de una sección histológica depende de cada uno de los pasos previos    a 

éste; se puede decir  que una correcta deshidratación e infiltración fue un paso 

clave que nos aseguró el obtener secciones lo suficientemente rígidas a pesar de 

ser muy delgadas, en el orden de micras. La deshidratación se realizó 

gradualmente para así no dañar los tejidos e irlos preparando para la inclusión con 

parafina. 

 

Previo a discutir los resultados de las pruebas histoquímicas para las dos especies 

vegetales de estudio, es importante considerar que lo adecuado es realizar estas 

determinaciones en material fresco y así evitar la alteración de las sustancias 

ergásticas almacenadas o parte estructural de las células vegetales por los 

tratamientos previos; sin embargo, no siempre es posible obtener secciones lo 

suficientemente delgadas con el material fresco que permitan su observación en el 

microscopio, así como  la adecuada tinción por los reactivos para  histoquímica. 

 

Otros factores a considerar en la determinación de contenidos celulares, son las 

condiciones ambientales bajo las cuales se desarrolló la especie vegetal. Es por 

eso que los resultados que se muestran en cuanto a este aspecto no pueden 

tomarse como una generalidad. Para poder caracterizar a ambas especies sería 

necesario analizar diversas poblaciones de las diferentes zonas  en las que crecen 

ambas especies, debido a que algunas sustancias ergásticas cambian según los 

ciclos fisiológicos de las plantas, por lo que sería conveniente analizar lotes de 

diferentes fechas de colecta. 
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Pruebas de identidad y pureza para Verbena carolina L. 
4.1 Ensayos de identidad para Verbena carolina. 

4.1.1 Descripción microscópica de la anatomía y contenidos celulares de 
hoja y tallo de Verbena carolina. 

La descripción se integró considerando a los principales tejidos dérmico, 

fundamental y vascular; sin embargo, se describe por regiones siguiendo un orden 

de afuera hacia adentro. De igual modo, en cada tejido descrito se señalan los 

contenidos celulares encontrados. La descripción se acompaña de 

fotomicrografías. 

 

4.1.1.1 Hoja 
* Lámina 

A. Tejido dérmico 

 Epidermis 

Epidermis adaxial (superior) con cutícula ligeramente engrosada, 

monoestratificada, con células oblongas tangencialmente alargadas y de paredes 

delgadas de tamaños relativamente más grandes que las abaxiales. Epidermis 

abaxial (inferior) con cutícula menos engrosada que la adaxial, monoestratificada 

con células isodiamétricas pequeñas, de paredes delgadas. Estomas sólo en la 

epidermis abaxial al nivel del resto de células epidérmicas (Fig. 6 A). Tricomas en 

ambas epidermis (Fig. 6 A, B); de acuerdo a Metcalfe (Metcalfe y Chalk, 1979), los 

tricomas son una estructura de diagnosis para la familia Verbenaceae, por  lo que 

sería útil definir la naturaleza y morfología de estas estructuras y así poder 

utilizarlas como un elemento de control de calidad. 

A partir de la reacción positiva con rojo de rutenio se puso en evidencia de 

pectinas en ambas epidermis y en tejido fundamental (Fig. 6 C). 

 

B. Tejido fundamental 

 Mesófilo  

Formado por parénquima en empalizada y parénquima esponjoso. El parénquima 

en empalizada ubicado hacia el extremo adaxial, con dos estratos celulares, 
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células tubulares con abundaste cloroplastos y otros contenidos celulares; en 

algunas zonas este tejido es compacto y en otras se muestra laxo (Fig. 6 B, D), 

con abundante espacios aéreos. El parénquima esponjoso, ubicado hacia el 

extremo abaxial, con células irregulares y alto contenido celular, con abundantes 

espacios intercelulares entre ellas (Fig. 6 D). 

 

En el mesófilo en empalizada se determinó la presencia de amiloplastos, mientras 

que en el mesófilo esponjoso se observó un presencia significativa de un 

compuesto amarillento que no fue determinado (Fig. 6 E, F). También se 

determinó la presencia de pectatos de calcio ampliamente distribuidos en el 

mesófilo. 

 
C.  Tejido vascular 

Venas secundarias con xilema y floema organizado como un paquete, donde el 

floema se ubica hacia el extremo adaxial y el xilema hacia el extremo abaxial (Fig. 

7 A). Floema con elementos cribosos y células acompañantes. Xilema con 

traqueidas y elementos de vasos organizados en hileras, y células 

parenquimáticas. Los haces más pequeños envueltos por una vaina 

parenquimática, con células isodiamétricas y de paredes delgadas. A través de la 

lámina se observan venas transversales menores. La reacción con rojo de rutenio 

fue postiva denotando la presencia de pectinas (Fig. 7 A). 

 

* Vena primaria o vena media  

A. Tejido dérmico 

Epidermis adaxial con cutícula engrosada, monoestratificada, células 

isodiamétricas o rectangulares  y tangencialmente extendidas de paredes 

delgadas. Epidermis abaxial con cutícula engrosada y ligeramente suberizada, con 

células relativamente pequeñas, isodiamétricas, de paredes delgadas (Fig. 7 A). 

La suberización fue evidente mediante la reacción con rojo de aceite “O”. 
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B. Tejido fundamental 

Córtex con hasta cinco estratos de células oblongas e isodiamétricas, de paredes 

delgadas; en el extremo adaxial las células del estrato continuo a la epidermis con 

paredes engrosadas. Hacia el extremo abaxial las células son más grandes y de 

contornos irregulares, los estratos  externos con células de paredes engrosadas y 

ligeramente suberizadas (Fig. 7 B).  

 

C. Tejido vascular 

Organizado como media luna (Fig. 7 B). Floema ubicado hacia el extremo adaxial, 

con células cribosas y acompantes (Fig. 7 C). Xilema ubicado hacia el extremo 

abaxial, formado por traqueidas y elementos de vaso organizados en hileras 

paralelas (Fig. 7 D) , parénquima ubicado hacia el extremo abaxial, éste último con 

abundantes contenidos celulares no identificados. 

 

Si bien en las secciones obtenidas no se determinó la presencia de taninos 

condensados ni catequinas, se decidió realizar esta determinación en material 

vegetal molido sin previo tratamiento y se pudo observar una reacción positiva 

(Fig. 8). Lo cual sugiere que en caso de querer determinar la presencia y ubicación 

de estas sustancias debe hacerse en material vegetal fresco, sin tratamiento 

previo. 

 

4.1.1.2 Tallo 

A. Tejido dérmico 

 Peridermis 

La peridermis es incipiente; formada por uno a tres estrato de células 

rectangulares y tangencialmente extendidas, excepto al nivel de las lenticelas, 

dónde las células se observan cuadradas; en ambos casos y principalmente en las 

del estrato exterior, las paredes tagenciales externas e internas se observan 

engrosadas como inicio del proceso de suberizaciòn (Fig. 9 A). La reacción al rojo  

de aceite “O” fue positiva e intensa como resultado de la presencia de cutina y 

suberina (Fig. 9 B). 
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B. Tejido fundamental 

 Córtex 

El córtex está formado de tres a ocho estratos celulares, con células generalmente 

oblongas, en las regiones a nivel de las lenticelas se observa colequima de tipo 

angular (Fig. 9 A), las células del estrato continuo al tejido vascular son de 

tamaños considerablemente mayor respecto al resto de las células del córtex (Fig. 

9 C). A partir de la reacción con lugol, en los primero estratos celulares del córtex 

se observa abundante almidón (Fig. 9 D). 

 

 Médula 

La médula está formada por dos tipos de células; unas grandes e isodiamétricas 

aunque de contornos ligeramente ondulados y con paredes celulares delgadas 

ocupando la mayor parte de la médula, las células ubicadas hacia el centro de 

ésta son más grandes; entre éstas se observan algunas células pequeñitas con 

formas desde cuadradas hasta triangulares, de paredes delgadas y sin aparente 

contenido celular. Dentro de las células más grandes se determinó la presencia de 

un cristal de origen proteico mediante la reacción con azul de naftol (Fig. 9 E). 

 

C. Tejido Vascular 

Floema compuesto por un paquete de fibras ubicadas en contacto con el cortéx, 

elementos cribosos y células acompañantes (Fig. 9 C). Xilema compuesto  por 

fibras, traqueidas, vasos y células parenquimáticas, los vasos ubicados hacia la 

zona medular, todos ellos organizados en hileras paralelas (Fig. 9 F, G). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



                                                                           

 

- 58 - 
 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

   

  

                                                                                                       
Figura 6.Secciones transversales de hoja de Verbena carolina. 

A) Epidermis adaxial con cutícula engrosada y monoestratificada, epidermis 
abaxial con cutícula menos engrosada que la adaxial, tricoma (flecha roja) y 

estoma (flecha negra), X200. B) Lámina con mesófilo en empalizada hacia el 
extremo adaxial o superior y esponjoso hacia el extremo abaxial o inferior, 
tricoma (flecha roja), X400. C) Reacción positiva al rojo de rutenio, X200 D) 
Lámina  con  células  tubulares  en  el  parénquima  en  empalizada (flecha 
negra), X400. E) Lámina con amiloplastos en el mesófilo en empalizada 

(flecha roja), X400. F) Contenido celular abundante no identificado de color 
amarillento (flecha roja) en el mesófilo esponjoso, X400. 

F 

A B 

C D 

E 
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Figura 7.Secciones transversales de venas de Verbena carolina. 

A) Vena secundaria, epidermis con cutícula engrosada, córtex y tejido 
vascular organizado como media luna, reacción positiva con rojo de rutenio 

X200. B) Vena primaria, tejido vascular organizado como media luna. 
Epidermis abaxial parcialmente suberizada, X200. C) Floema con células 
cribosas y células acompañantes (flecha negra) , X1000. D) Xilema con 
traqueidas y elementos de vaso organizados en hileras, X1000. 

 
Figura 8. Material vegetal molido de Verbena carolina.   

Reacción postiva con vainillina para evidenciar  la presencia de taninos 
condensados (color marrón), X100. 

A B 

C D 
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Figura 9. Secciones transversales de tallo de Verbena carolina. 

A) Peridermis con lenticela, X200. B) Reacción positiva al rojo de aceite “O”, 
X400. C) Córtex y tejido vascular. Almidón en células corticales (flecha roja). 

Floema con fibras (flecha negra), células cribosas y células acompañantes 
(región central de la imagen), X400. D) Reacción positiva al lugol, X400. E) 
Médula con células isodiamétricas con contornos ligeramente ondulados y 
células triangulares a cuadradas entre ellas (flecha roja); cristal de origen 

proteínico (flecha negra), X400. F) Xilema con traqueidas, fibras y elementos 
de vaso, X400. G) Xilema con elementos de vaso y parénquima, X400. 
 

A B 

C D 

E F G 
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4.1.2 Ensayo de identidad en cromatografía capa fina de Verbena carolina. 

4.1.2.1 Aislamiento y elucidación estructural del verbascósido 

La fracción F70-76 obtenida en un trabajo previo a éste (Morales, 2009) fue de 

interés ya que se observó la presencia de un compuesto mayoritario con un 

comportamiento cromatográfico diferente al de los compuestos aislados e 

identificados en ese mismo trabajo. Este compuesto fue separado de la fracción 

mediante cromatografía en columna abierta como se muestra en el Esquema 14 

parte b. La fracción FA conteniendo al compuesto mayoritario y visible al UV, fue 

purificada mediante CCF preparativa y el compuesto aislado (I) mostró pureza 

cromatográfica (CHCl3/ MeOH 80:20,Rf 0.37) y absorción en el UV. Fue 

identificado como verbascósido (I) (Fig. 1w) de acuerdo a sus características 

espectroscópicas y por la comparación de éstas con lo reportado en la literatura 

(Andary, 1982). La elucidación estructural del verbascósido fue como sigue: 

 

Las características cromatográficas en capa fina mostraron que se trataba de un 

compuesto polar. El espectro IR (Espectro 1) mostró bandas muy intensas en la 

zona de 3328 y en 1033 cm-1 correspondientes a la presencia abundante de 

grupos hidròxilo. Asimismo, se localizó una banda en 1698 para la vibración de un 

grupo carbonilo ,-insaturado. En 1628 y 811 cm-1 se apreciaron bandas para 

compuesto aromático trisustituído no vecinal. En 2927 cm-1 se observó una banda 

que se asignó a carbonos-hidrógeno de tipo alifático. 

 

El espectro de RMN-1H (Espectro 2), también mostró señales para hidrógenos 

alifáticos en 2.79 ppm, como un triplete dobleteado que integró para dos 

hidrógenos y correlacionó en el espectro COSY (Espectro 3) con dos señales 

múltiples, en 3.73 y 3.91 ppm, cada una integró para un hidrógeno y ambas 

correlacionaron entre sí en el espectro COSY. Estas señales se asignaron a un 

par de grupos metilenos vecinos entre sí. La señal en 2.79 mostró además 

correlación en el espectro HMBC (Espectro 4) con las señales en la zona de 

aromáticos (121.303 y 117.16), por lo que la señal de metileno se consideró 

vecina a un anillo bencénico. Las señales en 3.73 y 3.91 ppm, ya mencionadas, de 
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acuerdo a su desplazamiento químico, se asignaron a un metileno vecino a un 

átomo de oxígeno. El resto de señales bencénicas del anillo vecino al metileno se 

asignaron a un sistema ABX (benceno trisubstituído) con dos sustituyentes 

hidroxilos (144.71 y 146.16) cuyo hidrógeno en posición 2’ se asignó a la señal en 

6.70, que como doblete con constante de acoplamiento de 2 Hz (H-X), se 

encuentra en posición meta a otro doblete de dobles en 6.57 (J = 8 y 2 Hz) (H-B), 

ubicado en la posición 6’, siendo ése, vecino de otro hidrógeno ubicado en la 

posición 5’, como doblete con J = 8 Hz (H-A). Estas señales presentaron 

correlaciones entre sí en el espectro COSY. Las señales relatadas hasta este 

momento son parte de la molécula correspondiente al residuo de un compuesto 

aromático de tipo C6-C-2 (alcohol 3,4-dihidroxifeniletílico). 

 

El espectro de RMN-1H por otra parte, presentó dos señales en 7.59 y 6.27 ppm, 

que correlacionaron entre sí (COSY) como dobletes con constante de 

acoplamiento de 16 Hz y se asignaron a un par de hidrógenos vinílicos con 

isomería trans. De éstas, la señal a campo más bajo (7.59 ppm), presentó 

correlaciones en el espectro HMBC con las señales en 115.29 y 123.24 ppm, 

correspondientes a carbonos bencénicos cuyas señales en RMN-1H 

correspondieron a los hidrógenos BX de un sistema aromático trisubstituído 

(7.058, J = 2Hz y 6.957, J = 8.2Hz). Esta misma señal (7.59 ppm) correlacionó con 

un grupo carbonilo (168.35 ppm) visualizado en el espectro IR. El hidrógeno 

faltante (H-A) en el sistema ABX se localizó en 116.36 ppm (H 6.782) acoplado 

con H-B (constante de acoplamiento de 8.4Hz). De acuerdo a los desplazamientos 

químicos en RMN-13C para los carbonos aromáticos que correlacionaron en el 

experimento HMBC con los hidrógenos anteriormente mencionados, el anillo 

bencénico debe tener dos sustituyentes hidroxilados en 146.87 y 149.84 ppm y 

otra sustitución con el hidrógeno vinílico beta (C 148.06). El hidrógeno vinílico alfa 

se localizó en H 6.28 (C 114.744).  
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De acuerdo al espectro IR, la molécula contiene un grupo éster, que debe estar 

localizado en este residuo descrito, de un compuesto C6-C-3, derivado del ácido 

cafeico.  

 

La molécula adicionalmente contiene una parte glicosilada, determinada por una 

serie de señales en RMN-1H, entre 3.30 y 5.19 ppm determinadas como 

hidrógenos unidos a carbonos base de oxígeno, confirmados por las diez señales 

en RMN-13C (Espectro 6) (62.39 a 104.25 ppm), de hecho, se trató de un 

disacárido, debido a que se encontraron dos señales para carbonos anoméricos 

en RMN-13C (104.26 y 103.05 ppm), manifestados como un par de dobletes en el 

espectro de RMN-1H en 4.38 (J = 8) y 5.190 (J = 1.6); la unión interglicosídica de 

estos azúcares y con las dos fracciones restantes de la molécula, descritas en 

párrafos anteriores, se pone de manifiesto por las correlaciones encontradas en 

los espectros COSY (Espectro 3), HSQC (Espectro 5) y HMBC (Espectro 4). Los 

monosacáridos correspondieron a la glucosa y ramnosa; el desoximetileno en la 

posición 6 de éste último azúcar, se localizó en H1.09 (C 18.49), como un doblete 

con constante de acoplamiento de 6Hz. El análisis e integración de los datos 

espectroscópicos descritos permitió la elucidación estructural para esta molécula 

como el verbascósido (I), el cual es un disacárido que contiene una fracción de 

ácido cafeico y una molécula de alcohol dimetoxi-fenil-etílico (Andary, 1982). 

 

La Tabla 9 resume los desplazamientos químicos de 1H y de 13C para el 

verbascósido (I). 
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Tabla 9. Desplazamientos químicos de las señales de RMN 13C y de 1H (ppm) 
del verbascósido en MeOD (patrones de desdoblamiento y valores J (Hz) se 

encuentran dados entre paréntesis) 

 

Posición δ C δ H Posición δ C δ H 

1 127.70  1’ 131.53  

 

2 115.29 7.06 (d,2) 2’ 117.16 6.70 (d,2) 

3 146.88  3’ 146.16  

4 149.85  4’ 144.71  

5 116.37 6.78 (d,8.4) 5’ 116.59 6.68 (d,8) 

6 123.24 6.96 (dd,8.2 y 2) 6’ 121.30 6.57 (dd,8 y 2) 

7 148.06 7.60 (d,16) 7’ 36.61 2.79 (td) 

8 114.74 6.28 (d,16) 8’ 72.30 3.74 (m) 

9 168.35  3.92 (m) 

1a 104.26 4.38 (d,8) 1’a 103.05 5.19 (d,1.6) 

2a 76.26 3.26 (dd, 8 y 9.2) 2’a 72.39 3.74 

3a 81.68 3.74 3’a 72.11 3.56 

4a 70.45 4.91 4’a 73.85 3.29 

5a 76.08 ≈3.30 5’a 70.65 ≈3.4(m) 

6a 62.40 3.39(dd,8) 

3.30(m) 

6’a 18.49 1.09 (d,6) 

 

 
 Figura 10. Elucidación estructural del verbascósido (I) 
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4.1.2.2 Identificación por cromatografía en capa fina de tres compuestos 
mayoritarios del extracto clorofórmico/metanólico de V. carolina L. como 

prueba de identidad. 

En la Figura 11 se muestra la placa cromatográfica en placa fina donde se aprecia 

la presencia de tres compuestos mayoritarios (verbascósido (1w), hastatósido (1l) 

y verbenalina (1m)) en el extracto clofórmico/metanólico. Al compararse el Rf de 

los estándares obtenidos con anterioridad en nuestro laboratorio con el Rf de las 

manchas presentes en el extracto, se puede decir que son prácticamente iguales. 

Teniendo en cuenta que los compuestos empleados como estándares son los 

principales responsables del efecto biológico asociado a V. carolina, se pueden 

sugerir como estándares para emplearse en las pruebas de composición para el 

control de calidad mediante el desarrollo de un método de cuantificación de estos 

por HPLC. 

      

R1= Verbascósido, R2= Hastatósido, R3= Verbenalina 

Figura 11. Cromatografìa en capa fina del extracto clorofórmico/metanólico 

comparándolo con los estándares de verbascósido, hastatósido y 
verbenalina en una fase móvil CHCl3/ MeOH (80:20). 

Rf Extracto total= 0.37, 0.58, 0.74. 
Rf Verbascósido= 0.37 
Rf Hastatósido  = 0.58 
Rf Verbenalina  = 0.73 
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4.2 Ensayos de pureza para Verbena carolina. 

4.2.1 Determinación de materia extraña 

Al realizar la determinación de elementos extraños, la muestra no presentó: 

enmohecimiento, microorganismos, insectos, malos olores, decoloración, ni signos 

evidentes de deterioro, por lo que se procedió a la realización de la prueba de 

acuerdo al procedimiento descrito en materiales y métodos. 

 

En 50g de las partes aéreas de V. carolina, no se encontró ningún elemento 

considerado como extraño, obteniendo así 0% de materia extraña, lo cual 

evidentemente está por debajo del límite especificado (<2.0%, FHEUM, 2001) por 

lo que se concluyó que esta determinación cumple con lo establecido. 

 

Es importante destacar que en general es difícil obtener las materias primas 

vegetales puras ya que siempre vienen acompañadas de impurezas de diferentes 

fuentes de contaminación, generalmente obtenidas de su hábitat en donde los 

elementos extraños están constituidos por: 

 Partes extrañas: todo elemento de la planta original pero no constituye la droga 

(hojas, tallos, flores, etc.). 

 Materias extrañas: todo elemento ajeno a la planta de procedencia vegetal o 

mineral (tierra, insectos, restos orgánicos, etc.). 

 

Nuestro resultado en esta prueba puede ser en gran medida porque la muestra no 

estuvo en contacto directo con el suelo y otro factor importante fue el 

almacenamiento, ya que se mantuvo en un lugar cerrado y alejado de fuentes de 

humedad o luz solar. 

 
4.2.2 Metales pesados 

En la Tabla 10 se muestran las cantidades encontradas de los elementos 

analizados, comparando estos valores con los límites recomendados por la OMS; 

se puede asegurar que no hay posibilidad de intoxicación por metales pesados al 

emplear este material vegetal para el consumo humano. 
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La causa principal de presencia de metales pesados en las plantas medicinales es 

por contaminación en el medio ambiente, en el caso de tratarse de preparados 

medicinales también pueden influir los procesos de manufactura. 

 

Tabla 10. Determinación de metales pesados en las partes aéreas de V. 

carolina. 

 

 

Límites recomendados por la OMS (WHO,2007): 

 Pb: 10 mg/Kg 

 Cd: 0.3 mg/Kg 

 Hg: 0.2 mg/Kg 

4.2.3 Determinación de cenizas 

La determinación de cenizas en V. carolina se realizó mediante dos métodos: 

cenizas totales y cenizas insolubles en ácido. 

 

La determinación de cenizas totales se basa en la relación que existe entre el 

peso inicial de una muestra y el residuo de las sales inorgánicas finalmente 

obtenidas después de la ignición de las muestras. Las cenizas inorgánicas están 

formadas por carbonatos, fosfatos, silicatos y sílice, el contenido de estos 

elementos varía entre un límite amplio, el valor que se obtenga de esta 

determinación dependerá del suelo donde creció la planta. Por lo anterior, se 

tienen que establecer los límites de cenizas para cada especie vegetal 

considerando diferentes lotes de diferentes lugares de crecimiento. 

 

En la Tabla 11 se pueden observar los resultados obtenidos de esta 

determinación. 

Metal determinado Cantidad (mg/Kg) 

Pb 0.49 

Cd 0.02 

Hg 0.13 
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Tabla 11. Cenizas totales de las partes aéreas de V. carolina. 

Peso de la 
muestra (g) 

Peso de cenizas 
totales (g) 

% de cenizas 

2.005 0.123 6.135 

2.007 0.125 6.228 

2.011 0.136 6.763 

2.007 0.135 6.726 

 Promedio 6.463 

 DE 0.328 

 

Al realizar la determinación de cenizas insolubles en ácido se cuantifica la 

cantidad de sílice, esta determinación se basa en una hidrólisis de algunos 

componentes orgánicos que posteriormente se volatilizan en la ignición. Del 

mismo modo que en la determinación de cenizas totales, no existe un límite en 

esta prueba y para que se pudiera establecer sería necesario considerar 

diferentes factores en los que se incluyen tiempos de recolección y tipo de tierra. 

En la Tabla 12 se muestran los resultados de esta determinación. 

  

Tabla 12. Cenizas insolubles en ácido de las partes aéreas de V. carolina. 

Peso de la 
muestra (g) 

Peso de cenizas 
totales (g) 

% de cenizas 

2.005 0.027 1.347 

2.007 0.023 1.146 

2.011 0.029 1.442 

2.007 0.026 1.295 

 Promedio 1.308 

 DE 0.124 
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4.2.4 Material extraíble 

Esta determinación se llevó a cabo utilizando por separado diferentes disolventes 

tales como hexano, etanol y una mezcla con etanol-agua 7:3 (Tabla 13), los cuales 

presentan diferente polaridad y por lo tanto, diferentes capacidades de solvatación 

de los metabolitos presentes en el material vegetal; esto nos da un rango amplio 

para obtener todos o casi todos los metabolitos presentes en las partes aéreas de 

V. carolina. 

 

Tabla 13. Peso y porcentajes de los extractos hexánicos, etanólicos y de 

etanol-agua 7:3 de V. carolina. 

Peso de la 
muestra (g) 

Peso (g) 
Ext. Hex. 

%  
Ext. 
Hex. 

Peso (g) 
Ext. EtOH 

%  
Ext.  
EtOH 

Peso (g) 
Ext. 
EtOH-H2O 

(7:3) 

% Ext. 
EtOH-H2O 
(7:3) 

4.007 0.088 2.196     

4.002 0.072 1.800     

4.000 0.072 1.800     

4.010 0.092 2.294     

4.004   0.300 7.493   

4.005   0.324 8.090   

4.000   0.288 7.200   

4.002   0.282 7.047   

4.004     0.668 16.683 

4.002     0.668 16.691 

4.002     0.644 16.092 

4.006     0.640 16.000 

 Promedio 2.023 Promedio 7.458 Promedio 16.367 

 DE 0.260 DE 0.460 DE 0.372 

Como podemos observar en los resultados, la mezcla de etanol-agua extrajo un 

mayor número de componentes de las partes aéreas de Verbena carolina con 
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respecto a los otros dos disolventes empleados; en el caso del hexano, al ser un 

disolvente con menor polaridad, extrajo una menor cantidad, este hecho se debe a 

que el material vegetal empleado presenta un mayor número de metabolitos de 

naturaleza polar. En este caso también se tienen que establecer los límites para 

esta especie vegetal considerando diferentes colectas. 

 

4.2.5 Índice de hinchamiento 

Muchas de las plantas medicinales tienen su especificidad terapéutica o su uso 

terapéutico debido a sus propiedades de hinchamiento, especialmente gomas o 

aquellas que contienen una cantidad importante de mucílago, pectina o 

hemicelulosa. 

 

El índice de hinchamiento es el volumen en mililitros ocupados por un gramo de 

material vegetal, incluyendo cualquier mucílago en la probeta, después de ser 

sometida a un proceso de hinchamiento con agua durante cuatro horas. Los 

resultados de esta prueba se muestran en la Tabla 14. 

 

Tabla 14. Índice de hinchamiento de las partes aéreas de V. carolina L. 

Peso de la 
muestra(g) 

mL ocupados 
por la 

muestra 

mL ocupados 
del material 

vegetal 
hinchado 

Diferencia de 
volúmenes 

(mL) 

Índice de 
hinchamiento 

1.000 4  8 4 100 % 

1.000 4 7.5 3.5 87.5 % 

1.000 4 8 4 100% 

1.000 4 8 4 100% 

   Promedio 96.88 

   DE 6.25 

Si bien en la literatura no se encuentra reportado que los efectos biológicos 

relacionados con Verbena carolina tengan relación con sus propiedades de 

hinchamiento, el valor obtenido en esta determinación es considerablemente alto. 
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4.2.6 Determinación de la pérdida de agua y material volátil 

Esta determinación fue llevada a cabo en material fresco sin previo proceso de 

secado, es así como en la Tabla 15 se muestra que el porcentaje de pérdida al 

secado es alto, lo cual tiene sentido al tratarse de material fresco. En esta 

determinación no hay límites especificados y solamente se encuentra referido 

como un método general en la FHEUM 2001. 

 

Tabla 15. Pérdida al secado en por ciento de V. carolina 

Peso de la 

muestra (g) 

Peso de la muestra 

seca (g) 

% de pérdida 

al secado 

2.002 1.483 25.924 

2.003 1.476 26.311 

2.006 1.483 26.072 

 Promedio 26.102 

 DE 0.195 

 

 

4.2.7 Determinación de límite microbiano, ausencia o presencia de  
microorganismos patógenos 

Teniendo en cuenta que se trabajó con material vegetal crudo, es pertinente 

únicamente la identificación de hongos y de Escherichia coli, sin embargo se 

decidió realizar una determinación completa, considerando bacterias mesófilas 

aerobias y la identificación de otros microorganismos enteropatógenos. Esta 

determinación nos brindó la información para evaluar la calidad de Verbena 

carolina como materia prima.  

En la preparación de las diluciones se empleó una solución de fosfatos con la 

finalidad de no alterar el número y clase de microorganismos. 
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4..2.7.1 Recuento de microorganismos mesófilos aerobios  

En esta determinación se consideró el recuento de levaduras y hongos y además 

de microorganismos mesófilos aerobios, utilizando para este último caso, el 

método de placa y el método del NMP. En las Tablas 16 y 17 se muestran los 

resultados de dichas determinaciones. 

 
Tabla16. Recuento de bacterias mesófilas aerobias por el método de placa 

Dilución UFC/placa 
Promedio 
UFC/placa 

UFC/g 

10-1 * * * _ _ 

10-2 * * * _ _ 

10-3 22 26 28 25.33 25 330 

10-4 2 3 2 2.33 23 300 

    Promedio 24 315 

*: Crecimiento incontable 

 

Para obtener las unidades formadoras de colonia por gramo se realizó la siguiente 

operación: 

UFC/g = UFC/placa * factor de dilución 

UFC/g = 25. 33 *103 = 25 330 

 

Tabla 17. Recuento de bacterias mesófilas aerobias por el método del NMP 

Dilución Crecimiento 48 horas después Testigo 

10-1 + + + - 

10-2 + + + - 

10-3 + + + - 

   Resultado NMP > 1100 

+ : Tubo con crecimiento (turbidez) 

-: Tubo sin crecimiento 

*Para obtener el NMP fue necesario consultar el Anexo III 
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Teniendo en cuenta que el material vegetal no había sufrido ningún proceso de 

descontaminación previo, era de esperarse una alta cantidad de microorganismos 

mesófilos, en ambas determinaciones podemos comprobar esto. Considerando los 

resultados anteriores se puede recomendar que para la determinación de 

microorganismos mesófilos aerobios en material vegetal crudo sólo se realice la 

determinación por el método de placa, ya que éste nos brinda un resultado más 

exacto cuando hay una alta carga microbiana a comparación del método del NMP 

que sólo indica que es superior a un límite (en este caso > 1100 

microorganismos/g). 

 

Como fue mencionado anteriormente, no existe un límite establecido de 

microorganismos mesófilos aerobios en material vegetal crudo, pero a pesar de 

que el material de estudio no fue sometido a procesos de descontaminación, la 

cantidad experimentalmente encontrada en éste fue menor a los límites que se 

señala para material vegetal pretratado o que eventualmente sería usado en forma 

tópica (máximo 107 por gramo, FHEUM, 2001), o para el material vegetal que tiene 

uso interno (máximo 105 por gramo, FHEUM, 2001). Además, considerando que el 

uso tradicional de V. carolina es en forma de infusión ya sea para su 

administración oral o tópica, el contacto con el agua caliente disminuiría en gran 

medida esta carga microbiana.  

 

Tabla 18. Recuento de hongos por el método de placa 

Dilución UFC/placa 
Promedio 
UFC/placa 

UFC/g 

10-1 * * * _ _ 

10-2 * * * _ _ 

10-3 19 19 20 19.33 19 330 

10-4 1 1 2 1.33 13 300 

    Promedio 16 315 

*: Crecimiento incontable 
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Por lo que respecta a la cantidad presente de levaduras y hongos en la muestra 

analizada, ésta fue menor al límite establecido para material vegetal crudo 

(máximo 105 por gramo) y a pesar de que el material empleado no fue sometido a 

procesos de descontaminación, la cantidad encontrada fue menor al límite que se 

señala para material vegetal pretratado o que sería usado en forma tópica 

(máximo 107 por gramo, FHEUM, 2001), sin embargo, sin un proceso previo de 

descontaminación, no podría emplearse para uso interno ya que la cantidad 

cantidad presente es superior al límite establecido en ese caso (máximo 103 por 

gramo, FHEUM, 2001) (Tabla 18). 

 

4.2.7.2 Determinación e identificación de microorganismos patógenos 
(microorganismos objetables). 

De acuerdo a la FHEUM (FHEUM, 2001) con respecto a microorganismos 

patógenos, sólo es necesaria la determinación de Escherichia coli y Salmonella 

sp, sin embargo se decidió también realizar la determinación de Staphylococcus 

aureus y Pseudomonas aeruginosa considerando las recomendaciones hechas en 

la FEUM para el análisis de materias primas. 

 

Para la identificación de cada microorganismo se emplearon medios selectivos los 

cual favorecen su crecimiento, pero un paso importante previo a la inoculación de 

los medios selectivos fue colocar el material vegetal en un medio de 

enriquecimiento (caldo lactosa o caldo soya tripticaseína) que favoreciera el 

crecimiento de los microorganismos patógenos en caso de estar presentes. 

 

La inoculación en los medios selectivos se realizó por triplicado, además se 

empleó un control positivo y un control negativo. Un control positivo se logró al 

inocular con una cepa de referencia una placa con medio selectivo, lo que 

garantizó la seguridad del crecimiento de las bacterias para lo que fueron 

diseñados; mientras que un control negativo fue incubar una de las placas con 

medio selectivo sin haber sido inoculado; mediante este control garantizamos la 
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esterilidad del medio. El uso tanto del control positivo como del negativo, nos 

permite confirmar que los resultados obtenidos son correctos, y por otra parte 

asegurar la calidad de los medios empleados. 

 

Para la identificación de E. coli se emplearon dos medios selectivos: Agar Levine-

eosina-azul de metileno y Agar Mac Conkey. Si bien se pudo sólo haber empleado 

alguno de los dos, se decidió realizar el experimento en ambos y comparar los 

resultados. En el agar Mac Conkey ninguna de las placas inoculadas con la 

muestra vegetal presentó crecimiento (Figura 12), mientras que en el Agar Levine-

eosina-azul de metileno las tres placas presentaron crecimiento (Figura 13) pero 

éste no presentaba las características morfológicas del control positivo (descrito 

en el Anexo IV), por lo que el crecimiento no se asoció a la presencia de E. coli. 

Con los resultados anteriores se consideró que la muestra vegetal estaba libre de 

E. coli. 

 

Para la identificación de Salmonella sp. se utilizó caldo tetrationato el cual es un 

medio selectivo y de enriquecimiento; en este medio se inhiben las demás 

enterobacterias presentes que pudieran limitan el crecimiento de Salmonella sp. 

En ninguno de los tres tubos inoculados con el material vegetal se presentó 

turbidez (Figura 14) por lo que el material vegetal se consideró libre de Salmonella 

sp. 

 

Para la identificación de Pseudomonas aeruginosa se empleó el agar cetrimida; en 

ninguna de las tres placas inoculadas con el material vegetal se presentó 

crecimiento (Figura 15) por lo que la muestra vegetal se consideró libre de P. 

aeruginosa. 

 

Para la identificación de Staphylococcus aureus se emplearon dos medios 

selectivos: Agar Vogel-Johnson (Figura 16) y Agar Baird-Parker (Figura 17), del 

mismo modo que en la identificación de E. coli, se pudo sólo haber empleado uno 
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de los dos medios selectivos pero se decidió comparar los resultados en ambos 

medios.  

En ninguno de los dos medios se presentó crecimiento característico de S. aureus 

al inocular la muestra vegetal, por lo que el material vegetal se consideró libre de 

este microorganismo. 

 

Como fue mencionado anteriormente, la muestra vegetal se encontró libre de 

microorganismos objetables (dichos resultados se resumen en la Tabla 19) lo cual 

habla de buenas prácticas de agricultura y cosecha (WHO, 2003). 

 

Tabla 19. Identificación de microorganismos objetables. 

Microorganismo Medio Placas 48 hrs. Control 
positivo 

Control 
negativo 

Escherichia coli EMB - - - + - 

MC - - - + - 

Salmonella sp. CT - - - + - 

P. aeruginosa AC - - - + - 

S. aureus BP - - - + - 

VJ - - - + - 

+ Con crecimiento 

- Sin crecimiento 

 

Mediante los resultados de la determinación de límite microbiano, ausencia o 

presencia de microorganismos patógenos, se puede garantizar que el material 

vegetal es seguro para ser usado como materia prima o para su consumo humano 

directo. 

 

Es importante decir que es necesario analizar cada nuevo lote de material vegetal 

para así asegurar la ausencia de microorganismos patógenos y que cumpla con 

los límites establecidos por la FHEUM. 
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Figura 12. Determinación de Escherichia coli en agar Mac Conkey. a) Control 

positivo. b) Control negativo. c) Medio inoculado con el material vegetal. 
 

  
 

 

a b 

c 

a b 

c 
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Figura 13. Determinación de Escherichia coli en agar Levine-eosina-azul de 
metileno. a) Control positivo. b) Control negativo. c) Medio inoculado con el 

material vegetal. 
 

  

 

Figura 14. Determinación de Salmonella sp en caldo tetrationato. a) Control 
positivo. b) Control negativo. c) Medio inoculado con el material vegetal. 

 

 

   
 

  
 

Figura 15. Determinación de Pseudomonas aeruginosa en agar Cetrimida. 
 a) Control positivo. b) Control negativo. c) Medio inoculado con el material 

vegetal. 

a b c 

b a 

c 
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Figura 16. Determinación de Staphylococcus aureus en agar Vogel-Johnson. 
a) Control positivo. b) Control negativo. c) Medio inoculado con el  

material vegetal. 
 

   

 

Figura 17. Determinación de Staphylococcus aureus en agar Baird-Parker. 
 a) Control positivo. b) Control negativo. c) Medio inoculado con el material 

vegetal. 

b a 

c 

a b 

c 
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Pruebas de identidad y pureza para Heliopsis longipes 

 (A. Gray) S.F. Blake 
4.3 Ensayos de identidad para Heliopsis longipes. 

4.3.1 Descripción microscópica de la anatomía y contenidos celulares de raíz 
de H. longipes. 

La descripción se integró considerando a los principales tejidos dérmico, 

fundamental y vascular; sin embargo, se describe por regiones siguiendo un orden 

de afuera hacia adentro. De igual modo, en cada tejido descrito se señalan los 

contenidos celulares encontrados. La descripción está acompañada con 

fotomicrofotografías. 

A. Tejido dérmico 

La rizodermis está compuesta de cinco a ocho estratos, excepto en los dos 

estratos internos,las células tienes paredes engrosadas, ambas células de forma 

cuadra a rectangular y tangencialmente extendidas, organizas en claras hileras 

radiales (Fig. 18 A). Mediante la reacciòn con rojo de aceite “O” se manifestó la 

presencia de suberina en las paredes de las células de la rizodermis (Fig. 18 B). 

B.  Tejido fundamental 

La mayor parte de la raíz está ocupada por este tejido. Sus células son 

isodiamétricas, ligeramente laxas entre sí y con paredes celulares delgadas, hacia 

el exterior de este tejido se observa abundantes canales de naturaleza 

desconocida (Fig. 18 A, B), Se sugiere realizar secciones longitudinales para 

conocer más acerca de estos. En una célula del tejido fundamental de la corteza 

se observó un cúmulo de almidón, los cuales no se observaron de manera 

generaliza en el tejido (Fig. 18 C). 

En el tejido fundamental de las secciones analizadas no fue posible observar la 

presencia de sustancias de almacenamiento, posiblemente debido al tratamiento 

de las muestras previo al corte, se sugiere realizar pruebas histoquímicas con 

material fresco. 

C. Tejido vascular 

Ubicado en el centro de la raíz. Floema hacia el exterior, organizado en seis 

paquetes, cada uno con un casquete de fibras, elementos cribosos y células 
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acompañantes (Fig. 18 D, E). Xilema inmerso en células parenquimáticas de 

paredes engrosadas; los elementos de vaso del metaxilema con un diámetro 

considerablemente mayor (Fig. 18 E, F) 

 

 

   
Figura 18. Secciones transversales de raíz de Heliopsis longipes. 

A) Rizodermis suberizada, canales de naturaleza desconocida en tejido 
fundamental (flecha negra),  X100. B)  Reacción positiva  al  rojo de aceite  
“O”,  X200. C) Reacción positiva con lugol (cúmulo de almidón en tejido 
fundamental), X200. D) Floema con fibras, X400. E) Floema hacia el exterior. 
Xilema inmerso en células parenquimáticas de paredes engrosadas, X 200. 
F) Xilema con elementos de vaso del metaxilema de mayor tamaño (flecha 
roja)  que los del protoxilema, X400. 

A B 

C D 

E F 
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4.3.2. Ensayo de identidad en cromatografía capa fina para Heliopsis 

longipes 

4.3.2.1 Identificación por cromatografía en capa fina del componente 
mayoritario del extracto clorofórmico de H. longipes (A. Gray) S.F. Blake 
como prueba de identidad 

En la Figura 19 se muestra la placa cromatográfica en capa fina donde se aprecia 

la presencia del compuesto mayoritario (afinina (Figura 4a)) en el extracto 

clorofórmico. Al compararse el Rf del estándar obtenido con anterioridad en 

nuestro laboratorio con el Rf de la mancha mayoritaria en el extracto, se puede 

decir que son prácticamente iguales. 

 

R1= Afinina 

 

 
 

Figura 19.Cromatoplaca en capa fina del extracto clorofórmico 
comparándolo con el estándar de afinina en una fase móvil hexano/AcOEt 
(70:30). 

Rf Extracto total= 0.51 
Rf Afinina         = 0.51 
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4.4 Ensayos de pureza para Heliopsis longipes 

4.4.1 Determinación de materia extraña 

Al realizar la determinación de elementos extraños, la muestra no presentó: 

enmohecimiento, microorganismos, insectos, malos olores, decoloración, ni signos 

evidentes de deterioro, por lo que se procedió a la realización de la prueba de 

acuerdo al procedimiento descrito en materiales y métodos. 

De acuerdo a la FHEUM, la determinación de materia extraña debió realizarse en 

500 g del material, pero teniendo como limitante la poca cantidad de éste, esta 

determinación se realizó con 50 gramos. Se encontraron 0.78 g de materia extraña 

correspondiente a tierra, el porcentaje de materia extraña respecto al total de 

material vegetal fue 1.56% el cual es menor al límite establecido (2%). 

 

4.4.2 Metales pesados 

En la Tabla 20 se muestran las cantidades encontradas de los elementos 

analizados, comparando estos valores con los límites recomendados por la OMS; 

se puede asegurar que no hay posibilidad de intoxicación por metales pesados al 

emplear este material vegetal para el consumo humano. 

 

Tabla 20. Determinación de metales pesados en las raíces de H. longipes. 

 

 

 

Límites recomendados por la OMS (WHO,2007): 

 Pb: 10 mg/Kg 

 Cd: 0.3 mg/Kg 

 Hg: 0.2 mg/Kg 

4.4.3 Determinación de cenizas 

Se realizó la determinación de cenizas totales en H. longipes. 

Metal determinado Cantidad ( mg/Kg) 

Pb 1.53 

Cd 0.06 

Hg 0.13 
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Hay que hacer notar que se tienen que establecer los límites de cenizas para cada 

especie vegetal considerando diferentes lotes de diferentes lugares de 

crecimiento. Sin embargo, esto no fue posible ya que solamente se contó con una 

sola colecta del material vegetal. 

En la Tabla 21 se pueden observar los resultados obtenidos de esta 

determinación. 

Tabla 21. Cenizas totales de las raíces de H. longipes. 

Peso de la 
muestra (g) 

Peso de cenizas 
totales (g) 

% de cenizas 

2.001 0.152 7.596 

2.002 0.171 8.541 

2.001 0.165 8.246 

2.003 0.167 8.337 

 Promedio 8.180 

 DE 0.408 

 

4.4.4 Índice de hinchamiento 

Los resultados de esta prueba se muestran en la Tabla 22. 

Tabla 22. Índice de hinchamiento de las raíces de H. longipes. 

Peso de la 
muestra(g) 

mL ocupados 
por la 

muestra 

mL ocupados 
del material 

vegetal 
hinchado 

Diferencia de 
volúmenes 

(mL) 

Índice de 
hinchamiento 

1.000 3  6 3 100.00 % 

1.000 3 6 3 100.00 % 

1.000 3 6.5 3.5 116.67% 

1.000 3 6 3 100.00% 

   Promedio 104.17 

   DE 8.34 

El valor obtenido en esta determinación es considerablemente alto y se relaciona 

con las sustancias presentes en la raíz que tienen capacidad de almacenar agua
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5. CONCLUSIONES 
Del estudio sobre pruebas de identidad y pureza de las plantas medicinales 

Verbena carolina y Heliopsis longipes se concluyó lo siguiente: 

 

1. El estudio histológico realizado mediante pruebas microscópicas mostró las 

características tisulares de las estructuras vegetales estudiadas lo cual nos brinda 

una idea general de su anatomía, mientras que el estudio histoquímico evidenció 

la presencia y ubicación de algunos de los metabolitos primarios y secundarios 

presentes en la materia vegetal como fueron lípidos, pectinas y almidón (taninos y 

proteínas solamente en el caso de Verbena). La identificación de taninos fue 

hecha sobre el material vegetal sin tratamiento previo a la técnica de corte, ya que 

estas substancias son sensibles a este tratamiento.  

 

2. De una fracción cromatográfica obtenida previamente de un extracto n-

butanólico (Morales, 2009) fue posible aislar e identificar al verbascósido, este 

compuesto fue utilizado como estándar en la prueba de cromatografía en capa 

fina. 

 

3. En la prueba de cromatografía en capa fina como prueba de identidad de las 

dos especies vegetales estudiadas, se establecieron los parámetros de Rf para los 

metabolitos secundarios principales: los iridoides verbenalina, hastatósido y 

verbascósido para la especie V. carolina mientras que para H. longipes, la 

alcamida afinina constituyó el compuesto principal. Estos compuestos se podrían 

emplear como de referencia de las mencionadas especies. 

 

4. Dentro de las pruebas de pureza realizadas, al haber estudiado solamente un 

lote de las especies vegetales no fue posible establecer parámetros en las 

diferentes pruebas (cenizas totales, pérdida al secado, índice de hinchamiento, 

material extraíble, metales pesados y determinación del límite microbiano, 

ausencia o presencia de microorganismos objetables), sin embargo, el desarrollo 

de estas pruebas servirá como base de comparación con otros lotes de las 
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mismas plantas y de este modo, se podrán establecer parámetros con 

especificación de sus límites. 

 

5. Los resultados en la determinación del límite microbiano, ausencia o presencia 

de microorganismos objetables, indica que mientras el empleo de V. carolina sea 

mediante la elaboración de una infusión o decocción, no existirá riesgo en su 

consumo. 

 

6. Las determinaciones realizadas a los lotes estudiados de ambas especies, 

permitieron evaluar la calidad de las drogas crudas. Estas determinaciones están 

dirigidas al aseguramiento de su calidad y podrán servir como base 

complementaria para un estudio más elaborado para la obtención de una 

monografía de la planta. 

 

7. La aplicación de conocimientos de anatomía vegetal y de química en el estudio 

interdisciplinario de las plantas medicinales, es una  herramienta útil para el 

desarrollo de parámetros de calidad. kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk 
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Anexo I: Preparación de soluciones, colorantes y reactivos para 

la realización de las técnicas de histoquímica e histología. 
1. Preparación de soluciones alcohólicas en concentraciones graduales. 

A partir de alcohol etílico absoluto 

Para 100 mL: 

-  Alcohol 95%: 95 mL de alcohol + 5 mL de agua destilada. 

- Alcohol 70%: 70 mL de alcohol + 30 mL de agua destilada. 

- Alcohol 50%: 50 mL de alcohol + 50 mL de agua destilada 

- Alcohol 30%: 30 mL de alcohol + 70 mL de agua destilada. 

 

2. Safranina “O” 

Safranina “O” 1 g 

Meticelosolve 50 mL 

Alcohol al 96% 25 mL 

Agua destilada  25 mL 

Acetato de sodio  1 g 

Formaldehido al 37% 2 mL 

Disolver la safranina en el metilcelosolve y agregar los reactivos en el orden 

marcado. Mezclar y filtrar la solución. 

 

3. Verde rápido 

Solución A 

Verde rápido 4 g 

Alcohol etílico absoluto 75 mL 

Meticelosolve 25 mL 

Se disuelve en el alcohol y se agrega el metilcelosolve. 

Solución B 

Alcohol etílico absoluto 25 mL 

Aceite de clavo 75 mL 

Mezclar ambas soluciones y finalmente filtrar la solución final. 
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 Reactivos para pruebas histoquímicas 

- Pectatos de calcio 

a) Ácido tánico 

Preparar una solución de ácido tánico al 1%, disolver 1 g de ácido tánico en 100 

mL de agua destilada, agregar unas gotas de fenol para prevenir crecimiento de 

hongos. 

 

b) Cloruro férrico 

Preparar una solución de cloruro férrico al 1%, disolver 1 g de cloruro  férrico en 

100 mL de agua destilada. 

 

-Lignina 

a) Colorante 

Disolver 0.1 de floroglucina en 10 mL de alcohol etílico al 95%, agitar todo el 

tiempo, filtrar y almacenar en una botella de color ámbar. Mantener en 

refrigeración. 

 

b) Ácido clorhídrico 

Diluir 7.5 mL de ácido clorhídrico en 30 mL de agua destilada. 

 

El colorante y el ácido deben mezclarse justo en el momento de aplicar sobre la 

muestra. 

 

- Polisacáridos y proteínas 

a) Ácido peryódico al 1% 

Ácido peryódico 1 g 

Aforar con agua destilada 100 mL 

Esta solución requiere refrigeración 

b) Reactivo de Schiff 

Fucsina básica 1g HCl 1 N 30 mL Carbón 

activado 

 

200 mg Metabisulfito de sodio 3.8 g Agua destilada 200 mL 
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Hervir el agua y disolver la fucsina; dejar enfriar aproximadamente a 50 °C, filtrar. 

Añadir el ácido clorhídrico, enfriar hasta 25 ° C y agregar el metabisulfito de sodio; 

agitar un poco a intervalo de dos horas, agregar carbón activado y dejar reposar 

toda la noche. Filtrar y conservar la solución incolora en la oscuridad y en 

refrigeración. 

 

c) Azul negro naftol 

Azul negro naftol 1 g 

Alcohol etílico 50% 100 mL 

 

- Almidón 

a) Lugol 

Yoduro de potasio 2 g 

Yodo 1 g 

Agua destilada 300 mL 

Esta solución debe guardarse en un frasco ámbar. 

 

- Taninos condensados 

a) Vainillina al 10 %- HCl 

Vainillina al 10% 0.5 g 

Alcohol etílico absoluto  5 mL 

Para preparar el ácido clorhídrico 6 M es necesario tomar 3.6 mL d HCl y aforar 

con 20 mL de agua destilada. 

 

- Taninos hidrolizables 

a) Sulfato ferroso 

Sulfato ferroso  2 g 

Agua destilada 89 mL 

Formaldehído 10 mL 
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- Aceites, grasas y cutina 

a) Solución  saturada de rojo “O” en aceite 

Rojo O 0.1 g 

Butanol  25 mL 

Etilenglicol 75 mL 

Esta solución se debe mantener en frasco color ámbar y en refrigeración. 

 

 Sustancias ablandadoras y fijadoras 

a) GAA 

Glicerina 1 parte 

Alcohol etílico al 96%  2 partes 

Agua destilada 3 partes 

b) FAA 

Para 100 mL: 

Formaldehído (37-40%) 10 mL 

Alcohol (96 %) 50 mL 

Agua destilada 35 mL 

Ácido acético glacial 5 mL 

 

c) Navashin 

Solución A 

Trióxido de cromo 1 g 

Ácido acético glacial 7 mL 

Agua destilada 92 mL 

 

Solución B 

Formaldehido (37-40%) 30 mL 

Agua destilada 70 mL 

La solución A y B se mezclan en el momento que se desea fijar la muestra. 
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Anexo II: Preparación de soluciones y medios de cultivo para la 

realización de límites microbianos 
 

Preparar los medios de cultivo a partir de mezclas deshidratadas comerciales 

respetando estrictamente las indicaciones del fabricante. Cuando sea necesario 

preparar los medios de cultivo a partir de los ingredientes señalados en su fórmula 

y de acuerdo a las siguientes instrucciones: disolver los sólidos solubles en el 

agua, calentar hasta la disolución completa. 

Determinar el pH a 25°C ±2°C y ajustar si es necesario con soluciones de ácido 

clorhídrico o hidróxido de sodio 1,0 N según sea el caso. 

Los medios de cultivo y soluciones deben esterilizarse usando procesos válidos  

(FEUM, 2008). 

1. Solución amortiguadora de fosfatos  pH 7,2 

 Solución concentrada 

Fosfato monobásico de potasio 34 g 

Agua purificada 500mL 

En un matraz volumétrico de 1 000 mL, disolver el fosfato en el agua y ajustar el 

pH a 7,2±0,1 con una solución de NaOH 1,0 N (aproximadamente 175 mL) llevar a 

volumen, mezclar, envasar y esterilizar. Almacenar en refrigeración. 

 Solución de uso 

Diluir 1,25 mL de la solución concentrada en 1 000 mL de agua purificada. 

Envasar  en volúmenes de 90 mL y 9mL y esterilizar. 

 

2. Agar soya tripticaseína 

Digerido pancreático de caseína 15 g 

Digerido papaínico de soya 5,0 g 

Cloruro de sodio 5,0 g 

Agar 15,0 g 

Agua purificada 1 000 mL 

pH después de esterilizar 7,3 ±0,2 
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3. Caldo soya-tripticaseína 

Digerido pancreático de caseína 17,0 g 

Digerido papaínico de soya 3,0 g 

Cloruro de sodio 5,0 g 

Fosfato dibásico de potasio 2,5 g 

Glucosa 2,5 g 

Agua purificada 1 000 mL 

pH después de esterilizar 7,3 ±0,2 

Disolver los ingredientes en aproximadamente 500 mL de agua, calentando 

suavemente hasta que la disolución sea completa y llevar al volumen con agua. 

Ajustar el pH, filtrar, envasar en tubos adecuados y esterilizar. 

 

4. Agar Baird-Parker- medio base 

Digerido pancreático de caseína 10,0 g 

Extracto de carne 5,0 g 

Extracto de levadura 1,0 g 

Cloruro de litio 5,0 g 

Agar 20,0 g 

Glicina 12,0 g 

Piruvato de sodio 10,0 g 

Agua purificada 950 mL 

pH después de esterilizar 6,8 ±0,2 

Disolver los ingredientes en el agua, calentar con agitación constante, hervir 

durante 1 min y esterilizar a 121°C durante 15 min, enfriar el medio entre 45 °C y 

50 °C. Agregar 10 mL de solución estéril de telurito de potasio (1:100) y 50 mL  de 

emulsión de yema de huevo, mezclar suavemente y preparar las placas. 

 Preparación de la emulsión de yema de huevo. Desinfectar el cascarón de los 

huevos  con solución de tintura de yodo al 2,0 %, romperlos; en una probeta 

estéril separar en condiciones asépticas las yemas, añadir solución salina 

estéril en una proporción de  3 a 7 (yema de huevo-solución salina). 

Homogeneizar. El medio estéril puede conservarse en refrigeración. 
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5. Agar Vogel-Johnson 
Digerido pancreático de caseína 10,0 g 

Extracto de levadura 5,0 g 

Manitol 10,0 g 

Fosfato dibásico de potasio 5,0 g 

Cloruro de litio 5,0 g 

Glicina 10,0 g 

Agar 16,0 g 

Rojo de fenol 25,0 mg 

Agua purificada 1 000 mL 

pH después de esterilizar 7,2 ±0,2 

Mezclar los ingredientes, hervir durante 1 min, esterilizar y enfriar entre 45°C y 

50°C, adicionar 20 mL de una solución estéril de telurito de potasio (1:100). 

 

6. Agar cetrimida 

Digerido pancreático de gelatina 20,0 g 

Cloruro de magnesio 1,4 g 

Sulfato de potasio 10,0 g 

Agar 13,6 g 

Bromuro de cetil trimetilamonio (cetrimida) 0,3 g 

Glicerina 10,0 mL 

Agua purificada 1 000 mL 

pH después de esterilizar 7,2 ±0,2 

Disolver en el agua los componentes sólidos, adicionar la glicerina, calentar con 

agitación constante y hervir  durante 1 min, esterilizar. 

 

7. Caldo lactosa 

Extracto de carne 3,0 g 

Digerido pancreático 

de gelatina 
5,0 g 

Después de esterilizar, enfriar el medio 

Lactosa 5,0 g 

Agua purificada 1 000 mL 

pH después de esterilizar 6.9±0,2 

 de  cultivo lo más rápido posible. 
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8. Caldo tetrationato 

Digerido pancreático de caseína 2,5 g 

Digerido péptico de tejido animal 2,5 g 

Sales biliares 1,0 g 

Carbonato de calcio 10,0 g 

Tiosulfato de sodio 30,0 g 

Agua purificada 1 000 mL 

Disolver los ingredientes sólidos en agua, calentar a ebullición con agitación 

constante. Añadir 10 mL de SI de verde brillante (1:1000). Una vez adicionada la 

SI de verde brillante el medio no debe calentarse. Envasar en tubos  estériles con 

tapón rosca, porciones de 10 mL. 

Antes de inocular la muestra adicionar a cada tubo 0,2 mL de una solución yodo-

yodurada. 

 Solución yodo-yodurada 

Yoduro de potasio 5,0 g 

Yodo 6,0 g 

Agua purificada 20 mL 

Conservar la solución en un frasco ámbar. 

 

9. Agar Levine-eosina azul de metileno 

Digerido pancreático de gelatina 10,0 g 

Fosfato dibásico de potasio 20,0 g 

Agar  15,0 g 

Lactosa 10,0 g 

Eosina 400,0 mg 

Azul de metileno 65,0 mg 

Agua purificada 1 000 mL 

pH después de esterilizar 7,1 ±0,2 

Disolver los ingredientes en el agua, calentar a ebullición con agitación contante 

durante 1 min y esterilizar. 
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10. Agar Mac Conkey 

Digerido pancreático de gelatina 17,0 g 

Digerido pancreático de caseína 1,5 g 

Digerido péptico de tejido animal 1,5 g 

Lactosa 10,0 g 

Mezcla de sales biliares 1,5 g 

Cloruro de sodio 5,0 g 

Agar 13,5 g 

Rojo neutro 30,0 mg 

Cristal violeta 1,0 mg 

Agua purificada 1 000 mL 

pH después de esterilizar 7,1 ±0,2 

Para disolver los ingredientes hervir durante 1 min. 

 

11. Agar dextrosa Sabouraud 

Dextrosa 40,0 g 

Digerido pancreático de caseína 5,0 g 

Digerido péptico de tejido animal 5,0 g 

Agar 15,0 g 

Agua purificada 1 000 mL 

pH después de esterilizar 5,6 ±0,2 

Mezclar los ingredientes con en el agua, hervir hasta disolución, esterilizar. 
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Anexo III: Tabla para la determinación del NMP 
Número de tubos con crecimiento microbiano Número más probable 

de microorganismos 
por gramo o mililitro 

100 mg ó 0.1 
mL / tubo 

10 mg ó 0.01 
mL / tubo 

1 mg ó 0.001 
mL / tubo 

3 3 3 >1100 

3 3 2 1100 

3 3 1 500 

3 3 0 200 

3 2 3 290 

3 2 2 210 

3 2 1 150 

3 2 0 90 

3 1 3 160 

3 1 2 120 

3 1 1 70 

3 1 0 40 

3 0 3 95 

3 0 2 60 

3 0 1 40 

3 0 0 23 

(FHEUM, 2001) 
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Anexo IV: Características morfológicas de las bacterias 

empleadas sobre medios selectivos-diferenciales. 
 Staphylococcus aureus 

Medio de Cultivo Morfología colonial 
Morfología 

microscópica y 

reacción al Gram 

Agar Vogel-Johnson Colonias negras rodeadas 

de zona amarilla. 

Cocos Gram positivos 

agrupados en racimos. 

Agar Baird-Parker Colonias negras lustrosas 

brillantes rodeadas de zonas 

claras de 2mm a 5 mm. 

Cocos Gram positivos 

agrupados en racimos. 

FEUM, 2008. 

 Escherichia coli 

Medio de Cultivo Morfología colonial 

Morfología 

microscópica y 
reacción al Gram 

Agar Mac Conkey Colonias grandes rosas a 

rojas rodeadas de una zona 

de precipitado. 

Bacilos Gram negativos. 

Agar Levine-eosina- 

azul de metileno 

Colonias pequeñas azul-

negro con brillo metálico de 

color verde. 

Bacilos Gram negativos. 

FEUM,2008. 

 Pseudomonas aeruginosas 

Medio de Cultivo Morfología colonial 
Morfología 

microscópica y 
reacción al Gram 

Agar cetrimida Colonias verdosas. Bacilos Gram negativos. 

FEUM, 2008. 
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Anexo V: Espectros
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Espectro 2. RMN-1H del verbascósido. 
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Espectro 3. COSY del verbascósido. 
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Espectro 4. HMBC del verbascósido. 
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Espectro 5. HSQC del verbascósido. 
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Espectro 6. RMN-13C del verbascósido. 
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