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Resumen

Introduccion: Las plantas pertenecientes al género Aristolochia contienen niveles significativos
de 4acidos aristoloquicos, tanto del tipo I como del tipo 1I, los cuales estan asociados con el
desarrollo de nefropatia y cancer uroendotelial y vesical. Este estudio se enfoca en la
determinacién de métodos extractivos y de aislamiento de acido aristoloquico a partir de
matrices naturales de Aristolochia, con el objetivo de obtener un extracto estandarizado de la
planta.

Meétodos: Para llevar a cabo la investigacion, se seleccionaron muestras del bejuco de
Zaragoza (Aristolochia) provenientes de las ciudades de Puyo y Macas-Ecuador. Se emplearon
técnicas de extraccion con fluidos supercriticos y extraccion asistida con ultrasonido, utilizando
metanol como solvente. Posteriormente, se identificaron los metabolitos obtenidos mediante
cromatografia en capa fina (TLC) para verificar la presencia de acido aristoloquico en las
muestras analizadas.

Resultados: Los resultados obtenidos indicaron que el acido aristoléquico presenta un factor
de retencién en rangos de Rf 0.61-0.77. Estos resultados fueron visibles a través de bandas de
coloracion amarilla bajo luz blanca, oscura o gris bajo luz UV de 254 nm, y coloracién negra
con un halo amarillo bajo luz UV de 366 nm. Estas caracteristicas permitieron evidenciar de
manera concluyente la presencia de acido aristoléquico en las muestras analizadas.

Conclusion: Este estudio ha proporcionado métodos efectivos para la extraccién y
aislamiento de acido aristoléquico de plantas del género Aristolochia. Los resultados obtenidos
mediante cromatografia en capa fina han confirmado la presencia de este compuesto en las
muestras analizadas, lo cual respalda la preocupacion por la toxicidad de estas plantas
medicinales. Estos hallazgos subrayan la importancia de la estandarizacion de extractos de
Aristolochia y resaltan los riesgos asociados con su uso en la salud humana.

Palabras clave:

Acido Aristoldquico, Maceracion, Aristolochia, Fluidos Supercriticos, Ultrasonido, Cromatografia
en Capa Fina.

* Autor de correspondencia

Email: Lorena Viviana Mora Bravo < lorena.mora@ucuenca.edu.ec >/ Direccion: Campus -UCUENCA, Carrera de Bioquimica y Farmacia, Universidad de

Cuenca. Av. 12 de Abril y Av. Loja. Cuenca Ecuador. Tel. (593-7) 405 1000.

REV SEN. 2024;12(1):32-40]


http://rev-sen.ec/
http://doi.org/10.56867/70
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/deed.es
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/deed.es
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/deed.es
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/deed.es
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/deed.es
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/deed.es
https://orcid.org/0009-0005-6528-3827
https://orcid.org/0000-0002-0464-8280

REV Articulo Original  DOI: http://doi.org/10.56867/70 Nefrotoxinas | Nefrologia

Methods for extracting and isolating aristolochic acid from nat-

ural matrices.

Abstract

Introduction: Medicinal plants from the Aristolochia genus have traditionally been employed to treat various pathologies.
However, these plants are known to contain substantial quantities of aristolochic acids, both type I and II, which have been
linked to the development of nephropathies and high-risk cancers due to their inherent toxicity. Thus, using these plants is
considered a severe health risk for individuals.

Methods: This study aimed to identify effective extraction and isolation methods for aristolochic acid-desired natural
matrices to obtain a standardized extract of the Aristolochia plant, Zaragoza liana (Aristolochia) from Puyo and Macas,
Ecuador, was selected for analysis. The extraction methods employed included supercritical fluids and ultrasound-assisted
extraction, with methanol as the solvent. Subsequently, the metabolites sing thin-layer chromatography (TLC) to confirm
the presence of aristolochic acid.

Results: The results revealed that aristolochic acid exhibited a retention factor within Rf 0.61-0.77. These results were
observable through yellow-colored bands under white light, which appeared dark or gray under UV light at 254 nm, and
that the products displayed black coloration with a yellow halo under UV light at 366 nm. These distinctive characteristics
provided conclusive evidence of the presence of aristolochic acid in the analyzed samples.

Conclusion: This study established effective methods for extracting and isolating aristolochic acid from Aristolochia plants.
The results obtained through thin-layer chromatography confirmed the presence of this compound in the analyzed samples,
underscoring the concern regarding the toxicity associated with medicinal plants. These findings emphasize the importance
of standardizing Aristolochia extracts and highlight the potential risks linked to their consumption for human health.

Keywords:
MESH: Aristolochic Acid, Maceration, Aristolochia, Supercritical Fluids, Ultrasound, Thin Layer Chromatography.

as enfermedades renales se han convertido en un problema de

salud muy serio, siendo la nefrotoxicidad una de sus causas

mas recurrentes en los ingresos hospitalarios. Asociados
comunmente al uso tanto de farmacos como de medicina tradicional
a base de hierbas, debido a que el érgano principal que actia en la
detoxificacién del organismo es el rifién [1].

De manera tradicional algunas especies han sido identificadas
como medicinales siendo utilizadas sin el conocimiento de los
metabolitos, lo que pueden dar lugar a una posible enfermedad renal
tubulointersticial [2].

El acido aristoloquico es un compuesto natural que se
encuentran en plantas herbaceas del género Aristolochia que contiene
diferentes componentes toxicos como son acido aristoléquico tipo I (

AA-l) y acido aristoloquico tipo II (AA-II). Este género es muy
empleado en la medicina tradicional, con el fin de tratar distintas
enfermedades por sus beneficios conocidos como agente anti-
inflamatorio, analgésico, expectorante, antibacteriano, entre otros.
Sin embargo, se ha logrado determinar que ademas de sus
propiedades farmacoldgicas este puede ser causante de nefrotoxicidad
y carcinogénesis, debido principalmente a la administracién a largo
plazo [3, 4].

Mediante estudios se conocen varios métodos de extraccion e
identificacion aplicados sobre la fuente natural de 4cido aristoléquico
en diferentes paises como China, Sudan, Brasil, Chile, Rusia, etc., sin
embargo en ninguno se determina cual es el método de extracciéon
adecuado para obtener el acido aristoloquico de manera eficaz, es por
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esto que en este trabajo se busca comparar dos de los métodos mas
mencionados en la literatura, para conocer con cual de estos métodos
de extraccién se obtiene una mejor concentraciéon de metabolitos,
dentro de ellos el acido aristoléquico.

Materiales y métodos

Diseifio del estudio

Este proyecto esta basado en un diseflio practico que tiene como fin
extraer y aislar el dcido aristoléquico de matrices naturales del género
Aristolochia por métodos comunes como maceracién, ademds de
emplear métodos de extraccién mas avanzados y amigables con el
medio ambiente como son: maceraciéon asistida por ultrasonido y
fluidos supercriticos. Buscando determinar que método me servird
para obtener mayor cantidad de acido aristoloquico.

Reactivos y Equipos

Tablal. Equipo y reactivos utilizados.

Reactivos Equipos
Metanol Bano de ultrasonido Branson 8893, Estados
Unidos

Rotavapor marca Laborota 4000 Efficient

de Heidolph ®

(Schwabach, Alemania)

Biofreezer Fisher Scientific ® RI134A
(Massachusetts,

Estados Unidos)

Liofilizador, FreeZone 2.5 de
LABCONCO ®, (Kansas,

Estados Unidos)

Cloroformo

Acido acético

Acido clorhidrico

Cloruro de estaino Dihidra-

tado.

Agua tipo 2

Nitrogeno gaseoso grado 3

Equipo de fluido supercritico, marca Wa-

ters ®, modelo
MV10 Milford, Estados Unidos)

Horno utility, modelo 61305 VWR,
CAMAG ® TLC Visualizador.

Dioxido de carbono,
marca Linde (Alemania).

Reactivo de Dragendorff

Recoleccién de materia vegetal

Las muestras vegetales a estudiar se tratan de la especie Aristolochia
sp, conocida como bejuco de la Zaragoza, las mismas fueron
recolectadas en las provincias de Pastaza (Puyo) y Morona Santiago
(Macas) en la zona oriental del Ecuador.

Las muestras de bejuco se encontraron como enredaderas
cultivadas de manera doméstica. En el muestreo se recolecté la parte
aérea (tallos y hojas) de dos diferentes muestras de bejuco de
Zaragoza. Para el analisis se recolecté aproximadamente 150 g de
muestra fresca, tomando en cuenta que las plantas que se encuentren
entre la edad joven y madura, presenten mejores caracteristicas como
color, tamafio, sin signos de deterioro (quemazoén foliar, manchas
foliar), entre otros. Se logr6 observar que las muestras presentaban

diferencias en cuanto al grosor del tallo y en tamafio de las hojas
siendo mas grueso el tallo y mas grande las hojas de la planta
recolectada en Puyo (Figura 1).

Figura 1. Hojas y tallo de las muestras de Puyo y Macas.

Preparacion de la muestra vegetal

La muestra fresca se llevé al laboratorio de Plantas Medicinales y
Productos Naturales del departamento de Biociencias de la
Universidad de Cuenca para realizar la seleccién y secado de las
partes que se analizaran. Inicialmente se pesdé cada una de las
muestras para proceder a escoger las partes sin deterioro. Luego se
inici6 con el lavado de las plantas con agua potable y se escurre esto
por 3 veces y por ultimé se colocd por 10 minutos en agua destilada y
se escurre nuevamente. Después de esto se colocod sobre la malla
cubierta con papel absorbente para quitar el exceso de agua y por
ultimo en las mallas del secador eléctrico cubiertas con papel
periédico de manera esparcida y separada para que haya un
adecuado flujo de aire y el secado sea uniforme a una temperatura de
48°C. Se revis6 a las 48 horas para verificar el estado del secado de
las muestras y a las 72 horas se procedié a sacar las muestras del
secador eléctrico.

Trituracién de la muestra

Para comenzar con la trituracion, se pes6 cada una de las muestras
secas 'y se procedio a realizar la trituracion en una licuadora de marca
Oster. El proceso consiste en colocar una parte de la materia seca en
la licuadora por 10 segundos y se apaga se espera un momento y se
repite el procedimiento tres veces. Posterior se pasoé por un cernidor
de luz de malla pequena y se almacena en una bolsa plastica
hermética, este proceso se realiza hasta que esté triturada y tamizada
toda la muestra. En el caso de los tallos estos se trocea hasta dejarlos
en un tamafio aproximado de 1 a 3 mm. Una vez triturada y tamizada
las dos muestras por completo se pes6 nuevamente cada una
obteniendo un peso seco final para la muestra de Puyo y Macas, que
se les denominara TOl y TO02 respectivamente. Se almacend en
congelacion a -80°C.
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Proceso de extraccién
Este proceso consto de tres fases para obtener el concentrado final de
metabolitos, una fase de extraccion, la segunda de concentracién, y
por ultimo la fase liofilizacién que ayudara a la conservacion de la
muestra.

En la primera fase se emple6 dos técnicas que consiste en una
maceracion asistida por ultrasonido con una previa humectaciéon de
la muestra. La maceracion se realiza con agitacién para aumentar la

extraccion de metabolitos, utilizando un solvente polar que es el
metanol de tipo andlisis en cantidad suficiente que permita una

Figura 2. Diagrama de proceso de extraccién y concentracién de metabolitos

adecuada superficie de contacto, esto sirve para remover los
metabolitos presentes en las plantas, la sonicaciéon se emplea para
aumentar el contacto del solvente con los componentes y por ende
aumentar la cantidad de metabolitos.

La segunda fase consiste en la concentracién de metabolitos
evaporando el solvente por medio de una destilaciéon para luego
condensarla, y la tercera fase consiste en realizar un proceso de
liofilizacién que va a deshidratar la muestra y ayuda en su

conservacion para su posterior almacenaje (Figura 2).
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Proceso de liofilizado

El tubo para liofilizar que contiene el extracto con agua se llevo a
congelar en el biofreezer a -80°C. Se incia colocandolo en forma
horizontal por 5 min, luego de este tiempo se gir6 el tubo y se lo dejo
por 3 min, se giré nuevamente por 3 o 2 min y se repitié el proceso,
pero disminuyendo el tiempo entre giro y giro hasta que se haya
congelado completamente en forma circular pegado a las paredes del
tubo. Se dej6 durante 2 horas en congelacion, y por tltimo se llevo los
tubos al equipo liofilizador, empleado las condiciones de liofilizacién
que fueron a una presiéon de 0.090 mBar y una temperatura de -52
°C.

Extraccion con fluidos supercriticos

Para la extraccién se utilizé el equipo de fluidos super criticos
siguiendo el Procedimiento Normalizado de Trabajo establecido en
el Laboratorio de Fitoquimica del grupo de Plantas Medicinales de la
Universidad de Cuenca, que emplea como solvente no polar diéxido
de carbono, con una pureza de 99.99%. En un inicio se pes6 2,3 g de
cada muestra que se coloco en las celdas, se acomodo la celda en el
portamuestra conectado con los puertos. Para la extraccion se empled
un método automatico, donde el co-solvente polar fue metanol grado
HPLC con un flyjo de 0.5ml/min que representa el 10% del flujo, y
el CO2 tuvo un flujo de 4.5ml/min; a una temperatura de 60°C, con
una presién de 200 bar. La extraccion se dié en modo dindmico por
20 min, estatico por 30 min y nuevamente dindmico por 10 min, por
dos ciclos, obteniendo como tiempo de extraccién de 120 min. Se
recolectd la muestra en tubos tapa rosca, para posteriormente
concentrar con nitrogeno hasta dejar aproximadamente 4 ml de
muestra, y se almacené en refrigeracion.

Identificacién de acido aristoloquico

Cromatografia en capa fina

Para identificar la presencia de acido aristoloquico de los extractos
obtenidos de los bejuco de la Zaragoza se empled un proceso del
Laboratorio de Fitoquimica de la Universidad de Cuenca, basado en
la metodologia de para TLC de [5], la cual se modificé con el fin de
poder observar de mejor manera la presencia del acido aristoléquico.
Se prepararon placas de gel de silice 60 F254 de longitud de 5 x 10
cm con respaldo de vidrio y de plastico, se las activd en el Horno
Utlity a una temperatura de 100°C por 1 hora. Se preparé dos fases
moviles, la primera fue de cloroformo:metanol (6:1) y la segunda fase
fue cloroformo:metanol:acido  acético (90:8:2), las cuales
acondicionaron por 30 min antes, dentro de la cimara, ademas se usd
como reveladores el reactivo de Dragendorfl'y reactivo de cloruro de
estaio (SnCI2*2H20). Después de revelado con SnCl12*2H20 se lo
colocd en la estufa a 100°C de 10 a 15min. Se observa a luz blanca, a
254 nmy 366 nm utilizando el equipo CAMAG ® TLC Visualizador.

Analisis de datos

Cabe recordar que las condiciones en las que se identificé principal-
mente la presencia de acido aristoléquico son la coloracién amarilla
bajo luz blanca, una coloraciéon oscura gris o negra bajo luz UV a 254
nm y una coloracién negra con un halo amarillo a 366 nm que con-

ducen a un rango de Rf entre 0.53 - 0.80 [5-9].

Resultados

Datos de recoleccion

La especie de bejuco de Zaragoza se recolectaron en lugares distintos
para realizar una comparacion de la presencia de acido aristoléquico,
por lo que se le llamara TO1 a la muestra de Puyo y T02 a la muestra
de Macas (Tabla 2).

Tabla 2. Datos geograficos del lugar de recoleccién.

TO1 TO02
Sector Siguin, viaMacas Barrio la florida
Longitud -77.907296 -78.122302
Latitud -1.545143 -2.287472
Elevacion 983.3 m.s.n.m 1063.7 m.s.n.m.
Temperatura 25°C 23°C
Fecha de recoleccion 02-03-2023 02-03- 2023

Secado de las muestras de bejuco de la Zaragoza

Las muestras frescas inicialmente pesaron 176.34 g para T01 y 156.57
g para T02 que después del proceso de secado dio como resultado un
peso seco de 72.25 y 39.26 g para TO1 y T02 respectivamente. Esto
pudo deberse a que el porcentaje de humedad que presentd cada
muestra tuvo una notable variaciéon del 15%. Siendo mayor el
contenido de humedad en la muestra obtenida en la ciudad de Macas
con 75% de humedad que de la muestra de Puyo con 60% de
humedad, pudiendo deberse ala madurez de las plantas que se definié
por las caracteristicas como son las flores, el grosor del tallo y tamafo
de las hojas. En general, el rango de humedad observado concuerda
con un estudio realizado por [10], donde menciona que en hojas y
tallos jovenes y tomados al azar presentan un contenido de humedad
entre 60-80%, conteniendo mayor humedad las hojas y tallos jovenes.

Rendimiento de extraccion de bejuco de Zaragoza obtenida
por maceracién asistida con ultrasonido frente a
rendimiento de extracciéon por fluidos supercriticos

El rendimiento de extracto obtenido por maceracién asistida con
ultrasonido de la muestra T0O2 tuvo mayor porcentaje que la muestra
TO1, ya que de 10 g de muestra seca se obtuvo 11.9% y 7.1% g de
extracto liofilizado, respectivamente. De la misma manera, se observa
que el rendimiento obtenido después de la extraccién por fluidos
supercriticos de 2,3 g resulta 10% y 15.2 % para los extractos de T01
y T02, segin corresponda, luego de reducir con nitrégeno gaseoso la
muestra. Con estos resultados se puede mencionar que la extracciéon
con fluidos supercriticos muestra un mejor rendimiento en
comparacioén con la maceracion asistida por ultrasonido. Por lo tanto,
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la extraccion por fluidos supercriticos es mas eficiente que la
maceracion asistida por ultrasonido.

Identificacion por Cromatografia en capa fina

Se determiné la presencia de acido aristoloquico mediante la
coloracién que mostré este metabolito, un color amarrillo a luz
visible, oscura o gris aluz UV de 254 nm y negra con un halo amarillo
a luz UV de 366 nm, misma que se observa en las imagenes, esta
coloracion fue comparada con la literatura de estudios aplicados a
diferentes especies de Aristolochia.

Al emplear la mezcla de cloroformo:metanol:acido acético
como fase moévil, a partir de los extractos obtenidos por fluidos
supercriticos, se observo la presencia de una coloracion oscura con un
halo amarillo a una longitud de onda de 366 nm que puede significar
la presencia de acido aristoloquico, con un Rf de 0.63 y 0.66 para los
extractos T02 y TOl, respectivamente, que fueron revelados con
cloruro de estafio dihidratado (Figura 3). Estos valores fueron
similares para la placa revelada con el reactivo de dragendoff se
obtuvo un Rf' de 0.61 para T02 y Rf de 0.63 para TO1. Sin embargo,
cabe mencionar que la intensidad de color se observa mas aumentada
en el extracto T02 que en el extracto TO1. Por otro lado, para los
extractos obtenidos por maceracién asistida por ultrasonido no se
observo la presencia de bandas que representen 4cido aristoloquico
(Figura 4).

Para la segunda mezcla de fase movil de cloroformo:metanol se
presenci6 de igual manera la coloracién oscura con halo amarillo. Sin
embargo, a diferencia del anterior solo muestra un Rf0.63 y 0.77 para
el extracto T02 obtenido por fluido supercriticos revelada con cloruro
de estano dihidratado (Figura 5). Estos valores y la coloraciéon fueron
similares en la placa revelada con el reactivo de dragendorff con un
Rf de 0.68 y 0.77 en el extracto T02 (Figura 6). En ambas placas se
puede notar una coloracién mas intensa en el Rf de 0.77. De igual
manera no se presentaron bandas en la extracciéon por maceracion
asistida con ultrasonido que indiquen la presencia de acido
aristoloquico.

. .,
Discusion

Este estudio tuvo por objetivo determinar el método de extraccion e
identificacién adecuados para la obtencién del acido aristoléquico, a
partir de la especie bejuco de Zaragoza. Se evalud los métodos de
maceraciéon asistida por ultrasonido y fluidos supercriticos
determinando el mas 6ptimo por medio de la identificacion del acido
aristoléquico por cromatografia en capa fina, utilizando dos mezclas
de fases moéviles diferentes.

En este proyecto se usa dos reveladores, el primero se trata del
reactivo de dragendorfl; el cual permitié la visualizar la presencia del
metabolito. Sin embargo, la intensidad de la coloracién fue menor
que la del revelador de reactivo de SnCl12*2 H20 que muestra una
coloracién mas intensa, permitiendo una identificacién mas clara,
demostrando asi que el SnCl2*2H20 permite una mejor
visualizacién de las muestras.

Figura 3. TLC con fase moévil cloroformo:metanol:acido acético a
254y 366 nm. Rev. SnC12*2H20.

Figura 4. TLC con fase mévil cloroformo:metanol:acido acético a
254 y 366 nm, Rev. Reactivo Dragendorff.

En cuanto al factor de retencion resulté en un rango de Rf entre
0.61-0.77 que, al comparar con investigaciones de Dey, Blatter &
Reich, Sudhakaran, loset, Abdelgadir, basadas en similares
metodologias donde se concluye un rango de Rf entre 0.53 - 0.80.
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En este estudio se observé que la muestra T02 obtenida por
fluido supercritico presenta en las dos fases méviles las condiciones
que pueden indicar la presencia de acido aristoléquico. Por otro lado,
en la muestra TO1 solamente se observa estas condiciones en la fase
movil cloroformo:metanol:acido acético. Esto quiere decir que la
presencia de bandas que indiquen el hallazgo del metabolito depende
de varios factores como pueden ser el método de extraccién, la
naturaleza del compuesto, concentracién del compuesto, asi como su
afinidad por la fase estacionaria y fase moévil [11].

Es importante mencionar que la concentracién de metabolitos
varia dependiendo de la eficiencia del método de extraccién. Puesto
que, un método de extraccion eficiente permite recuperar la mayor
cantidad de metabolitos posibles de la muestra. Si la extraccién es
incompleta, los metabolitos pueden quedar atras en la matriz de
muestra y no se detectaran en concentraciones significativas [12].

Al realizar la extraccién, solamente con fluidos supercriticos se
pudo observar la presencia del metabolito en las placas de
cromatografia de capa fina. Esto puede deberse a los parametros que
se emplea en este método, puesto que para la extraccion se emplea un
solvente apolar que es el diéxido de carbono COg, que tiene una
temperatura critica de 31°C y una presién de 74 bar. Que al superar
los puntos criticos de la presién y temperatura se logra obtener el
fluido supercritico, que presenta una densidad y viscosidad que
permiten una mayor difusiéon del solvente por las membranas,
produciendo un aumento en la penetracion a los poros lo que conlleva
de esta manera a obtener un gran rendimiento del extracto final.
Ademas, se emplea un co-solvente que confiere cierta polaridad al
fluido supercritico, aumentando su capacidad como disolvente [13].

Por otro lado, la extraccién por maceracién asistida con
ultrasonido emplea sonidos de alta frecuencia y potencia que van
hasta 100 kHz, buscando desprender los compuestos de interés [12].
Para esto se debe tener en cuenta la temperatura, el tiempo de
extraccion, asi como de la duracién del ciclo de sonicaciéon que se
aplica, ya que esto es muy importante obtener mayor concentracion
de metabolitos, tomando en cuenta la sustancia que se desea extraer.
Mismos que fueron tomados en cuenta en este estudio empleando tres
ciclos de una hora a 40°C. Sin embargo, no se pudo evidenciar la
presencia del metabolito de interés.

De acuerdo con los resultados obtenidos la ausencia de
metabolitos en las placas de cromatografia en capa fina puede deberse
principalmente al método de extraccién, ya que un adecuado método
de extraccion puede purificar la muestra y eliminar compuestos no
deseados. Asi como, puede concentrar la muestra al eliminar solventes
o diluyentes no deseados. Una muestra mas concentrada puede
producir bandas mas intensas en la cromatografia [11].

Figura 5. TLC con fase moévil cloroformo:metanol a 254 y 366 nm.
Rev. SnCl12*2H20.

Figura 6. TLC con fase mévil cloroformo:metanol a 254 y 366 nm,
Rev. Reactivo Dragendorft.

Ademas, se menciona que la fase moévil en cromatografia influye
significativamente en la presencia de bandas en una cromatografia en
capa fina [11]. Ya que, debe ser capaz de disolver las sustancias
esperadas. Si una sustancia es poco soluble en la fase moévil, puede no
moverse adecuadamente a través de la placa y puede dar lugar a una
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banda débil o ausente. Comparativamente con los resultados que se
obtuvo en la fase mévil cloroformo:metanol, la ausencia de banda en
la placa puede deberse a la concentracién de metabolito, asi como la
afinidad que esta muestra tuvo con esta fase.

Conclusion

En base al ensayo realizado se concluye que el método de extraccién
optimo es el método de fluidos supercriticos, por las condiciones que
se presentaron en las placas de cromatografia, haciendo sospechar de
la presencia de acido aristoloquico. Ademads, la fase movil que muestra
mejor afinidad fue la mezcla de cloroformo:metanol:acido acético,
junto con el revelador de cloruro de estano dihidratado que permitié
una mejor visualizaciéon de las bandas. Sin embargo, no se puede
concluir el método de identificacién idéneo debido a que para
comprobar la presencia de acido aristoldquico, ademas de las
condiciones aplicadas, se requiere de un patrén de referencia.
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