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RESUMEN

Las plantas como componentes primordiales de nuestro medio, manifiestan
multiplicidad de funciones que nadie desconoce. A parte de servir como alimento
(agricultura), son fuente de materias primas, conservan el medio ambiente y
poseen grandes propiedades medicinales. Tagetes Graveolens es una especie
nativa de Colombia y de pocos departamentos entre ellos la region del Cauca; es
utilizada por indigenas y campesinos como nematicida, bactericida, insecticida y
estomaquica.

Los extractos planteados de la parte de flores, hojas y tallos de la planta se
someti6 a andlisis cualitativo de metabolitos secundarios y separaciones
cromatograficas guiadas por bioensayos con Staphylococcus aureus. Las
fracciones activas fueron sometidas a nuevos andlisis fitoquimicos vy
espectroscopicos como: IR, UV y RMN: proténico y carbono 13.

Se reconocieron algunos metabolitos secundarios como: alcaloides, taninos,
esteroides y/o triterpenoides y se aisl6 e identifico un tipo de flavona.

La flavona presento actividad antimicrobiana frente a la bacteria Staphylococcus

aureus.



INTRODUCCION

El conocimiento de las drogas vegetales ha sido profundo y ampliamente difundido
en los pueblos desde los tiempos mas antiguos, hasta hoy en dia, en que vienen
siendo utilizados indiscriminadamente para satisfacer las necesidades béasicas de
salud pero sin ninguna base cientifica. Las plantas por su amplia variedad (40.000
especies) en Colombia, merecen ser objeto de estudio por su potencial como fuente
de sustancias con actividad bioldgica, entre otras cosas, porque la mayoria de los
medicamentos que se emplean en la actualidad tienen su origen en las plantas y
porque al investigar dichos constituyentes activos se puede entender mejor el papel

ecologico que desempefian.(5)

Desde hace tiempo, hasta el presente, se conoce la existencia de algunos
microorganismos causantes de enfermedades infecciosas, las cuales se reconocen
por la variedad que presentan en su sintomatologia, por este motivo, actualmente se
tienen bien establecidos los mecanismos que predisponen a €stos signos.

Uno de los agentes patdogenos causantes de dichas enfermedades, es la bacteria
Staphylococcus aureus, la mas patégena de las especies de Staphylococcus,
encontradas en el hombre, un microorganismo capaz de causar infeccion a cualquier
nivel del organismo. Esta bacteria puede complicar la recuperacion de infecciones

virales, como la influenza.(8)



Es asi, que desde hace varios afios, se ha venido desarrollando la basqueda de
posibles curas de origen natural a partir de numerosos metabolitos secundarios, que
se encuentran presentes en las plantas.

Tomando como referente el Departamento del Cauca, especificamente el resguardo
de Tacuelld, Municipio de Toribio, se tuvo en cuenta la especie colombiana Tagetes
Graveolens, perteneciente a la familia Asteraceae, utilizada tradicionalmente por
indigenas y campesinos de la region como estomaquica, calmante y carminativa,
también se dice que es abortiva.(7)

En estudios preliminares de la planta, llevados a cabo en el Laboratorio de
Quimica de la Universidad del Cauca, se establecio la actividad bactericida
del extracto acuo-alcohdlico contra la bacteria Staphylococcus aureus; para
ello se hizo necesario la caracterizacion de nucleos provenientes del extracto
de la planta y la aplicacion de métodos para el analisis de compuestos
organicos. Los métodos empleados para este analisis comprenden extraccion,
pruebas preliminares de metabolitos secundarios, fraccionamiento,
derivatizacion, analisis espectroscopico (IR, UV, HPLC, Carboné 13, RMN y
cromatografico) y el tratamiento estadistico de los resultados.

Los resultados muestran que parte de la planta (hojas y tallos) tienen una
notable actividad bactericida.

Desde el punto de vista quimico se identificaron algunos metabolitos
secundarios como alcaloides, flavonoides y esteroides. A los cuales es bien

importante encontrarles alguna aplicacion bioldgica.



a. MARCO REFERENCIAL

1.1 JUSTIFICACION

En Colombia como en otros lugares del mundo, el uso indiscriminado de
productos quimicos sintéticos para el control de enfermedades infecciosas que
atacan la salud de las personas, ha desencadenado una serie de problemas de
tipo econdmico y del medio en general.

El estudio de productos provenientes de plantas con actividad biolégica, es una
alternativa para la busqueda de sustancias naturales que contribuyan a disminuir
el uso de productos sintéticos y por ende coadyuven en la proteccion del entorno
ecologico. Por esta razon se tuvo en cuenta la especie Tagetes Graveolens,
especie colombiana que ha sido poco estudiada y debido a que actualmente se
conocen los aportes comprobados de algunas plantas a la farmacologia
moderna.

Ademas, porque dicho estudio puede traer consigo descubrimientos de gran
utilidad para el control de enfermedades bacterianas, la posibilidad de explorar
otros tratamientos a enfermedades infectocontagiosas y por la necesidad sentida
de los pueblos de recuperar sus plantas, su cultura y con ello su identidad.

Es evidente, que el control de enfermedades y plagas usando productos no

contaminantes del medio, el explorar las posibilidades de nuevos agentes



naturales para el control de las infecciones, el conocimiento de la composicién

guimica de las plantas, el interés de aumentar el cimulo sobre la riqueza vegetal

del pais son razones poderosas para justificar un proceso investigativo, que

necesariamente tendra que tomarse como prioritario en el desarrollo y cuidado de

la vida sobre el planeta tierra, como son la salud y un sano ambiente ecoldgico.

En la tabla 1, se ilustran algunas de las plantas que tienen actividad biolégica

sobre una u otra bacteria.

Tabla 1. Plantas que poseen actividad bioldgica

NOMBRE FAMILIA PARTE BIOACTIVA AGENTE BIOTICO
CIENTIFICO
Allium sativum  Liliaceae Bulbos, tallos, hojas Bacterias, hongos
Citrus medica  Rutaceae Aceite esencial de hojas Bacterias, hongos

Ricinus
communis

Tagetes erecta

Atractilis ovata
Clinopodium
vulgare

Salix purpurea
Aloe
barbadensis
Angelica
pubsecens

Carica papaya

Euphorbiace
ae

Asteraceae

Asteraceae

Labiatae

Silicacea
Liliaceae

Apiaceae

Cariaceae

y frutos

Toda la planta

Raices, hojas y flores

Toda la planta

Toda la planta

Hojas
Hojas

Toda la planta

Raiz, hojas y frutos

Bacterias

Hongos, bacterias,
nematodos
Hongos

Hongos

Hongos
Nematodos

Nematodos

Nematodos,




insectos

Datura metel Solanaceae Toda la planta Nematodos
Solanum Solanaceae Raiz Nematodos
sucrence
Solanum ballsii Solanaceae Toda la planta Insectos
Bidens pilosa  Asteraceae  Toda la planta Insectos
Jacaranda Bignoniacea Toda la planta Insectos
obtusifolia e
Derris trifoliata  Fabaceae Raices, corteza Insectos
Hura polyandra Euphorbiace Létex, semillas Insectos

ae

Fuente : Memorias XXI Congreso de la Sociedad Colombiana de
Entomologia, 1994. Medellin .



1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo General

Evaluar la accion de los extractos acuo-alcohdlico, acetato de etilo y etéreo de
Tagetes Graveolens sobre Staphylococcus aureus, usando protocolos
establecidos por la fitoquimica y la microbiologia, especificamente empleando el

método de bioensayos.

1.2.2 Objetivos Especificos

» Mediante la técnica de espectroscopia y cromatografia, aislar y
caracterizar los nucleos metabdlicos presentes en la planta Tagetes
Graveolens.

» Por medio del analisis Fitoquimico Preliminar, determinar los nucleos
guimicos presentes en Tagetes Graveolens, que contribuyan al control del
Staphylococcus aureus.

» Realizar pruebas de minima concentracion inhibitoria y susceptibilidad por

difusién en disco, para establecer actividad antibacterial de los extractos.

1.3 HIPOTESIS



Teniendo en cuenta los diversos usos que se le han dado a la familia Asteraceae y el
conocimiento empirico que tienen las comunidades de nuestra regién, se han
realizado numerosos estudios estableciendo algunas de sus propiedades quimicas y
biolégicas.

Del genero Tagetes se ha comprobado que la comunidad indigena Paez los utiliza
para combatir parasitos después de triturar sus hojas a manera de zumo. (4)

Por la actividad biolégica que estas plantas han demostrado, se nos hace interesante
examinar la actividad antibacterial de algunas especies del genero Tagetes
Graveolens.

Se asume que algunas de las concentraciones de los extractos acuo-alcohdlico,
acetato de etilo o etéreo de Tagetes Graveolens, tienen un efecto antimicrobiano
sobre alguna de las etapas de desarrollo de la bacteria Staphylococcus aureus, de tal
manera que afecte su crecimiento poblacional en el organismo. Se espera que los
extractos ejerzan efectos comparables con el antibiético comercial respecto a la
inhibicion del crecimiento microbiano, esto demostraria la actividad antibacteriana de
los extractos.

Con ello se contribuye a resolver parte del problema, lo cual es una necesidad
imperiosa, Si se tiene en cuenta que la region es econémicamente pobre, lo cual
agrava mucho mas el problema de salud, dado que la mayoria no tienen acceso a la
medicina prepagada, ni a la gubernamental. Se espera establecer herramientas
cognitivas que permitan crear un control natural de la bacteria y por ende de las

enfermedades caracteristicas de ésta.



1.4 MARCO TEORICO
1.4.1 ANTECEDENTES GENERALES
Con el transcurrir del tiempo, surgen evidencias cientificas, que el uso de las plantas
como medio para curar las enfermedades son cada ves mayor, si se tiene en cuenta
la biodiversidad de plantas medicinales en la region del Cauca.
Existen especies vegetales que elaboran sustancias capaces de influir en la salud de
la poblacion, el crecimiento, la biologia y el comportamiento de la especie o bacteria.
Uno de los microorganismos sobre el cual se quiere hacer énfasis es el
Staphylococcus aureus, la mas patdogena de las especies de Staphylococcus
encontradas en el hombre, un microorganismo capaz de causar infeccion en
cualquier sitio del organismo. El problema crece ya que esta bacteria se halla
ampliamente distribuida en el medio ambiente, estos microorganismos con mucha
facilidad pueden modificar su estructura y hacerse resistente a los antibidticos, por lo
cual se hace mas dificil su erradicacién del medio humano.(3)
Por tal motivo es de vital importancia retomar las plantas como una alternativa a
nivel de salud; recuperarlas y determinar cientificamente su actividad biolégica, para
de esta forma hacer posible el uso de medicamentos de herbolario que abaraten los

costos para los sectores menos posibilitados y crecientes de la poblacion.



1.4.2 ANTECEDENTES DE LOS METABOLITOS SECUNDARIOS

Las plantas son fundamentales para la vida porque son capaces de convertir la
energia solar en compuestos organicos que a su vez son utilizados para producir
alimentos esenciales. Las plantas verdes tienen suficiente capacidad para elaborar
carbohidratos, aminodcidos y compuestos que intervienen en la fotosintesis, a estas
sustancias que son comunes a todas las plantas se les conoce como Metabolitos
Primarios. Ademas, en las plantas son sintetizados otros productos como alcaloides,
flavonoides, esteroides, cumarinas y muchas mas que no son comunes a todas las
plantas y por el contrario, pueden ser una expresion de la individualidad quimica de
un organismo, a estos compuestos se les conoce como Metabolitos Secundarios.(4)

Existen varias razones fundamentales de por qué hay un gran interés en estudiar los
Metabolitos Secundarios de las plantas, entre ellas la presencia de principios activos

gue tienen actividad biologica cientificamente reconocida como los siguientes:

1.4.2.1 Alcaloides

Son sustancias de caracter basico, contienen en su estructura nitrégeno
heterociclico, se obtienen de plantas superiores y tienen actividades fisiolégicas muy
marcadas; influyen en el mecanismo de duplicacion del ADN, trascripcion del ARN,
inhibe sintesis de proteinas, altera procesos celulares, protegen a la planta del
atague de insectos y otros animales, Controlar el crecimiento. Algunos alcaloides
han demostrado actividad biolégica contra hongos, bacterias, mamiferos e insectos,

destacandose su accion toxica sobre ellos.



Por ejemplo la Ryanodina aislada de Ryania speciosa, es potente insecticida contra
masticadores y perforadores.

Se conocen muchas aminas que tienen el nitrégeno sobre una cadena alifatica como
es el caso de la morfina, alcaloide sélido muy amargo y venenoso, que se obtiene del

opio (ver figura 1).
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Figura 1. Estructura de la morfina.

1.4.2.2 Flavonoides

Se forman en las plantas a partir de una unidad de acido cinamico y tres unidades de
acetato, estos metabolitos secundarios estan ampliamente distribuidos en los
vegetales, son responsables de muchas coloraciones de las plantas y también
poseen actividades bioldgicas muy importantes: son sustancias que facilitan la
polinizacién, regulan el crecimiento, protegen a la planta del ataque de
microorganismos, y también poseen actividad anticancer, producen sabor amargo

gue inhibe la alimentacion.



En la figura 2 se puede ver la estructura de los ndcleos fundamentales de los
flavonoides, estas estructuras estan marcadas por la presencia de grupos hidroxilos

y acetatos.

ROTENONA

OMe

Figura 2. Estructura fundamental a partir de la cual derivan la mayoria de

flavonoides.

1.4.2.3 Nafto y/o Antraquinonas

Pertenecen al grupo de las quinonas distribuidas ampliamente en las plantas
superiores, aunque también se han aislado de microorganismos y liquenes (4); el
estudio de estas sustancias tiene gran interés por su actividad antitumoral,
antimicrobiana y analgésica (6), como ocurre con el Lapacol, estructura que se

muestra en la figura 3.

OH
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Figura 3. Estructura del Lapacol, posee actividad antitumoral.

1.4.2.4 Taninos

Con este nombre se designan a ciertos compuestos de tipo fendlico, cuyo
mecanismo de accion se fundamenta en los puentes de hidrogeno que establece los
grupos OH con los atomos de nitrogeno en las cadenas polipeptidicas. Se
encuentran en especies maderables, aunque también se han encontrado en algunas
hierbas.

Reducen las proteinas solubles de las plantas disminuyendo el valor nutricional,
inhiben la digestibilidad, inhiben el crecimiento de hongos y bacterias, poseen
propiedades toxicas y causan disminucion de la actividad enzimatica. De acuerdo a
su estructura los taninos pueden ser hidrolizables como el caso del &cido
hexahidroxidifénico (figura 4), o condensados que resultan de la condensacion de

dos moléculas de leucoantocianidinas.

COOH COOH
=
OH OH OH OH
OH OH

Figura 4. Estructura del Acido Hexahidroxidifenico. Tanino hidrolizable



1.4.2.5 Saponinas

Son Glicosidos que se derivan fundamentalmente de dos nucleos, tanto las
sapogeninas esteroidales como las triterpénicas, estan unidas con varios azlUcares
por el hidroxilo del carbono 3, aunque también se han aislado de saponinas con
azucares en otras posiciones (4). Entre Las propiedades caracteristicas de las
saponinas estan su capacidad de hemolizar los glébulos rojos, cuando estan
disueltas en agua y se agitan pueden producir una espuma caracteristica que
persiste por mas de 30 minutos.

Producen sabor amargo que inhibe la alimentacion, producen inflamacion del
abdomen, inhiben respiracién y la actividad enzimética de los insectos, poseen
capacidades antivirales, antimicrobianas, actian sobre la membrana celular y las
hormonas sexuales (10).

Las saponinas como la criptogenina (figura 5), son téxicas para los peces porque

producen pardlisis de las agallas.

CH,OH
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CRIPTOGENINA

Figura 5. Estructura de la Criptogenina, saponina toxica.

1.1.2.6 Esteroides y/o Triterpenoides



El triterpeno mas sencillo y precursor de todos los esteroides y triterpenoides es el
escualeno. Son compuestos amargos, hallados principalmente en especies de
Rutaceas y Meliaceas, los triterpenos actian como fago inhibidores para los
insectos, debido a su sabor extremadamente amargo.

Poseen propiedades toxicas, afectan la membrana celular, son importantes por su
actividad anticancerigena y anticarcinogénicas. Las cucurbitacinas, aisladas de
pepinos y calabazas; han mostrado efectos disuasores contra insectos no adaptados
como los cucarroncitos de la familia cuccinellidae perforadores de las hojas del
género Epilachna (Coleoptero Coccinellidae).

Dentro de éste grupo se halla el colesterol (figura 6), que constituye el punto de

partida de la sintesis parcial de varias vitaminas y hormonas.

Figura 6. Estructura del Colesterol, presente en los tejidos animales.

1.4.2.7 Cardioténicos

También se les llama glucésidos cardiacos o cardiotonicos, son sustancias amargas
derivadas de los esteroides, que tienen accion sobre el corazon, son capaces de

disminuir la tension superficial cuando estan disueltos en agua. (4)



Su toxicidad se debe a que inhiben las ATPasas dependientes de sodio y potasio
alterando la relacion sodio/potasio afectando consecuentemente la actividad del
musculo cardiaco.

Los Cardiotonicos tienen mayor importancia desde el punto de vista terapéutico y se

han aislado especialmente en plantas del género Digitalis purpurea (ver figura 7).
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Figura 7. Cardiotonico extraido de la planta Digitalis purpurea.

1.4.2.8 LACTONAS TERPENICAS

Las lactonas terpénicas son sustancias incoloras, amargas y relativamente estables.
Son sintetizadas por las plantas por oxidacién de compuestos formados por ciclacion
del pirofosfato de farnesilo.

Se ha demostrado que las lactonas sesquiterpénicas, causan dermatitis aguda en
humanos, pueden causar toxicidad en vertebrados y causan sabor amargo en la
leche de las vacas que ingieren Helenium amarum. Actdan sobre algunos
protozoarios e inhiben el crecimiento de vegetales. También poseen actividad
antimicrobiana, citotéxica y antitumoral.

Son sustancias mayoritarias en especies de la familia Asteraceae o Compositae,
pero también se encuentran en Magnoliaceae y Umbeliferae, a las que protegen
contra fitofagos potenciales, debido fundamentalmente a su fuerte actividad

antialimentaria, son compuestos que estan dentro de los mas amargos. Las Lactonas



sesquiterpénicas son sintetizadas de las plantas por oxidacidbn de compuestos
formados por la ciclacién del pirofosfato de farnesilo, como es el caso del Frulandlido

(figura 8).
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Figura 8. Estructura de una Lactona Sesquiterpénica.

1.4.3 ANTECEDENTES BOTANICOS

La existencia de metabolitos secundarios es un indicativo de las estrategias y de la
habilidad de un organismo para sobrevivir. Ellos estan presentes para mantener la
integridad de la planta contra competidores herbivoros y patégenos; el hecho de que
numerosos compuestos se forman como respuesta al dafio de los tejidos, sustenta el
papel defensivo que se les conoce.

Actualmente se acepta que la diversidad de los metabolitos presentes en las plantas
es el resultado de la necesidad que tienen los vegetales de defenderse
quimicamente.

De las especies de la familia Asteraceas cultivadas en Colombia, la Tagetes
Graveolens es una de las plantas mas recientemente conocidas. Los primeros
cultivos se establecieron en el departamento de Boyacda, hace pocos afios, luego en

el Departamento del Cauca, en el Municipio de Toribio (resguardo Tacuelld).



Esta familia se caracteriza por darse en hierbas rastreras, plantas lefiosas (arbustos,
arboles, bejucos), hojas alternas y opuestas, simples o compuestas; flores
dispuestas en capitulos con bracteas invollcrales, estériles hermafroditas o
unisexuales, raramente dioicas, las exteriores frecuentemente linguladas, las
inferiores tubulares; caliz reducido o desarrollado en forma de vilano o papo, corola
actinomorfa o zigomorfa, generalmente pentamera, estambres con namero igual al
de los pétalos casi siempre con las anteras soldadas en un tubo; filamentos por lo
comun libres o insertos en la corola; ovario infero unicular con un rendimiento
seminal, anatropo en la base; fruto en aquenio sésil algunas veces con un apéndice y
frecuentemente con un vilano adherido a la testa, semillas sin endospermo en intimo
contacto con el pericarpio.(5)

Entre los compuestos quimicos que esta familia acumula estan los nitrogenados,
selenio, molibdeno y otros elementos. Principalmente tienen agentes como
sesquiterpenos, lactonas y alcaloides de pirrolidizidina, esto indica que las flores de
diferentes especies de Tagetes son fuentes de esteres derivados del acido
dipalmitico de Iuteina compuesto de interés para afecciones de la retina, cuyo

contenido puede variar segun el color de las flores. (3)

1.4.3.1 Tagetes Graveolens

Su nombre vulgar es ruda de caballo, ruda de castilla 0 amayuyo. (Figura 9)
Esta hierba erecta cultivada, de 50 a 80 cm de alto, bien ramificada, hojas pinnadas,

pinnas dentadas, linea lanceolada aguda de color verde claro de 3 cm de largo, 5 cm



de ancho, hojas de tres a 8 cm de largo, flores femeninas de colores linguladas,

flores hermafroditas de corolas tubulosas de 6 cm de largo. (13)



Figura 9. Tagetes Graveolens L’Herit




1.4.3.2 Clasificacion Botanica

Reino: Vegetal
Familia: Asteraceae

Nombre cientifico: Tagetes Graveolens

Duracién: Perenne (mas de 5 afios)

Planta Bienal: Posee flores femeninas

Semillas: Angiospermas

Parte aprovechable: Tallos tiernos, hojas y flores.

Frutos: En color amarillo

Hojas: En forma alargada

Raiz: Delgada de alimentacién y de almacenamiento.

Principios activos: aceites esenciales, flavonoides, cumarinas, alcaloides, entre

otros.

1.4.3.3 Origen y Distribucién Geografica

De las especies de la familia Asteraceas cultivadas en Colombia, la Tagetes
Graveolens. es una de las plantas méas recientemente conocidas. Los primeros
cultivos se establecieron en el departamento de Boyaca, hace pocos afios, luego en
el Departamento del Cauca, en el Municipio de Toribio, resguardo de Tacuello.

Esta familia se caracteriza por darse en hierbas rastreras, plantas lefiosas y por ser
bien ramificada. Es usada en decoccién por contener aceite esencial, como

estomaquica, calmante y carminativa, también se dice que es abortiva.



2. SECCION EXPERIMENTAL

2.1 METODOLOGIA
Para el logro de los objetivos propuestos emplearemos una metodologia encaminada
a desarrollar acciones que involucren el control de la bacteria Staphylococcus aureus
utilizando los extractos total y/o fraccionados de la planta seleccionada.
Las actividades que se desarrollaron en la seccion experimental (diagrama 1), se
llevaron a cabo siguiendo las guias de Fitoquimica del profesor Antonio Sanabria del
departamento de Farmacia de la Universidad Nacional.(9)
Las cepas de Staphylococcus aureus utilizadas son producidas por cepas
relacionadas con infecciones hospitalarias, estas especies forman colonias
relativamente grandes, de 2-3 mm, después de 24 horas de incubaciéon a 35° C, o
hasta de 7 mm después de 48 a 72 horas de incubacion. Estas cepas se reproducen
en Mueller Hinton, para luego ser trasladadas a un medio de cultivo en agar base y
realizar los respectivos ensayos con las diferentes soluciones de extracto,
previamente preparadas.
Las pruebas para determinar la actividad bactericida son la Minima Concentracion
Inhibitoria (MIC) y el método cualitativo de Difusion en Discos para probar la

interaccion y tolerancia de un aislamiento. (12)



La mayor parte de las pruebas usadas para evaluar la actividad metabdlica de
bacterias, por la cual puede hacerse la identificacion final de la especie, se lleva a
cabo mediante el cultivo y aislamiento de una serie de medios y cuyos resultados
pueden interpretarse después de uno o mas dias de incubacion. El disefio
experimental que describe el tratamiento estadistico de los datos obtenidos es un

analisis de varianza (ANOVA) y prueba de Tukey (comparacion multiple).

2.1.1 RECOLECCION Y SECADO DEL MATERIAL VEGETAL

La recoleccion del material vegetal se hizo en los alrededores del Municipio de
Toribio, resguardo de Tacuell6, una vez recolectado el material, se seco a
temperatura ambiente hasta que alcanzo un peso constante, es decir, cuando la
planta ha perdido la humedad, luego se pulveriza y se almacena en un lugar oscuro,

de acuerdo con el procedimiento de Sanabria (1983 ).

2.1.2 OBTENCION DEL EXTRACTO DE LA PLANTA

Para la obtencién del extracto se toman 50g. de material vegetal previamente
secados, se adiciona una mezcla dos solventes etanol y agua, en proporciéon 1:1, se
coloca a extraer en un sistema de reflujo por una hora y se deja en reposo 24 horas,
después se filtra y lava con el mismo solvente, posteriormente se destila el etanol y
parte del agua, luego se realiza las particiones correspondientes para realizar el

andlisis fitoquimico preliminar y las pruebas de toxicidad.



2.2 MATERIALES E INSTRUMENTAL
2.1.2 Reactivos
Materiales basicos para la investigacion:
s PLANTA TAGETES GRAVEOLENS: Material recolectado en el Municipio de
Toribio, resguardo de Tacuelld, localizado en el departamento del Cauca,

presenta una temperatura de 18°C.

% Reactivos quimicos empleados: Acetona, Acido clorhidrico, Acido Nitrico,
Acido Sulfrico, Anhidrido Acético, Benceno, Hidroxido de Sodio, Cloruro de
Hierro, Eter de Petroleo, Eter Etilico, Cloroformo, Hexano, Acetato de etilo, n-
butanol, Peroxido de Hidrégeno, Agua Destilada, Dimetilsulfoxido, Digitonina,
Hidroxido de Amonio, Cloruro Férrico, Acido o-fosforico, Clorhidrato de
Hidroxilamina, Digitoxina, Nitrato de Plata, Limaduras de Zn, Mg, Acetato de
Sodio, Silica Gel, Agar Miuller Hinton, Agar Base (con tincion Fuscina).
productos de grado analitico de las marcas: Analitycals, Merck, Carlos Erba

Reagenti, ENDO, entre otras.

2.2.2 Equipos
Equipos utilizados para el analisis de las fracciones de los diferentes extractos
obtenidas en la cromatografia de columna:

B Espectrofotémetro Génesis FTIR Mattson (ATT). Resoluciéon (4000-400cm™),

Laboratorio de Organometalica.



B Spectronic Génesis 5 UV visible (200-1100 nm), Laboratorio de Biologia
Celular y Molecular.

P+ HPLC, VARIAN INTRALAB, Laboratorio de Analitica.

Pk Cromatografo de gases acoplado a Masas, HEWLETT PACKARD, HP 8000
series/detector HEWLETT PACKARD 5973.

» Estufa Memmert, Modelo 5128, Laboratorio de Fitoquimica.

» pH metro marca WTW, modelo 531, Laboratorio de Organometalica.

# Balanza Metter PJ 360, Delta Range, Laboratorio de Fitoquimica.

» Centrifuga.

# Programa estadistico computarizado SPSS. Laboratorio de Microbiologia.

2.3 PARTE EXPERIMENTAL

2.3.1 ANALISIS FITOQUIMICO PRELIMINAR

2.3.1.1 Anélisis de Alcaloides

Para el analisis fitoquimico preliminar de alcaloides, prueba que se realizo mediante
reacciones de precipitacion, utilizando los reactivos de: Draguendorf, Mayer, Valser y
Reinekato, siguiendo el procedimiento general los alcaloides, se determinan en el
residuo I. (anexo A)

Para la determinacion cualitativa de alcaloides, se extrae el residuo | con HCL al 5%,
se calienta por 15 minutos a 60 °C y se filtra, del filtrado se coloca un mililitro de la

solucion en 4 tubos de ensayo a los cuales le adiciona 3 gotas de los reactivos de



precipitacion mencionados, de acuerdo a la intensidad del precipitado se ha

determinado una escala subjetiva de valores.

Tabla 2. Escala de Valores de los Precipitados

Valores Concentracion

+++ Alta
++ Media
+ Baja

Si se presentan reacciones de precipitacion, se continla el procedimiento para la
determinacion de alcaloides solubles en cloroformo y en cloroformo-etanol y por
altimo se determina la presencia o ausencia de alcaloides fendlicos y amonio

cuaternario y/o 6xidos de aminas.

2.3.1.2 Andlisis para Esteroides y Triterpenoides

Los esteroides y/o triterpenoides se analizan en el residuo Il, el cual se extrae con
éter de petréleo (Anexo B), se concentra y se realiza una cromatografia de capa fina
en doble sentido, en el primer recorrido se utilizan como eluentes: ciclohexano,
acetato de etilo en proporcion de 95:5, luego se gira, 90 grados a la izquierda y se

desarrolla con la mezcla: éter etilico, éter de petréleo, &cido acético, en una



proporcion de 20:80:10, luego, se revela con el reactivo Lieberman Buchardt y se
calienta por 10 minutos a una temperatura de 110 a °C, deben aparecer manchas
rojas, azules o verdes.

Esta prueba se realiza también por colorimetria, se coloca un ml del extracto etéreo
en un tubo de ensayo, se adicionan dos mililitros de Cloroformo, gotas de anhidrido
acético y acido sulftrico, si aparece un anillo o coloracion verde, azul, café. En la

interfase el resultado es positivo.

2.3.1.3 Analisis para Flavonoides

La identificacion de flavonoides se da mediante reacciones coloridas, entre las
pruebas que se realizan estan: Cianidina, HClI y Zn. Como se describe en el
procedimiento (anexo B), la prueba que da positiva es extraida nuevamente con una
mezcla etanol-agua (1:7), asi se obtiene la solucion “F”, en la cual se determinan
ademas taninos, nafto y/o antraquinonas y saponinas.
a. Prueba de Cianidina: Se toman 5 ml de la solucién “F” se le adicionan 0.5 g
magnesio en limaduras y unas gotas de HCI concentrado, en la reaccién
deben aparecer coloraciones rosadas, rojizas, naranja, que indican la

presencia de flavonas, isoflavonas y flavonoides, en medio acido.

b. Ensayo de Pacheco: el sdlido se calienta sobre una llama con unos pocos
cristales de AcONa y 0.1 ml de anhidrido acético. Luego con 0.1 ml de HCI

concentrado. Los dihidroflavonoles producen un color rojo caracteristico. Las



flavonas, chalconas. Auronas, flavonoles y flavanonas dan una respuesta

negativa.

c. Reaccidén con Zn: se toman 5 ml de solucién “F” se le afladen un poco de Zn
en polvo y unas gotas de HCI concentrado, si se presenta una coloracion roja

0 violeta, se considera prueba positiva para dihidroflavonoles.

2.3.1.4 Analisis de Nafto y/o Antraquinonas

Este metabolito secundario se determina también con la solucién “F”, de la cual se
toman 5 ml y se le agrega 1 ml de agua oxigenada de 20 volumenes, 1 ml de H2SO4
al 50%, se calienta por 15 minutos en bafio Maria hirviendo; se extrae con 3 ml de
benceno y 1 ml de NaOH al 10%. Cuando se presentan coloraciones entre rosado y

rojo, la prueba es positiva.

2.3.1.5 Analisis de Taninos y saponinas

Para identificar los taninos, se toma un mililitro de la solucién “F” se le adiciona un ml
del reactivo de gelatina sal y se centrifuga a 2000 revoluciones por minuto, Si se
forma precipitado, se decanta el liquido el sobrenadante, adicionar un ml del reactivo
de urea 10 M y tres gotas de cloruro férrico al 5%. La prueba es positiva si se
presentan precipitados negros, azul intenso, verdes o morados.

La prueba para saponinas se realiza en la solucion F, para ello se deben eliminar los

taninos con oxido de magnesio y se lava con etanol hirviendo, una vez eliminados los



de taninos se la prueba de la espuma y la de hemdlisis, prueba de la espuma
consiste en agitar durante tres minutos un ml de esta solucién, si hay formacién de
espuma y esta permanece por treinta minutos la prueba es considerada positiva.

La prueba de hemdlisis se realiza para determinar la capacidad que tienen las
saponinas de romper los glébulos rojos, por la misma razén se lleva a cabo en
presencia glébulos rojos; se prepara una solucién normalizada de glébulos rojos, se
toman 5ml se le adiciona un ml de la solucién destaninizada, se observa si hay
hemolisis y se mide la velocidad de rompimiento de los glébulos rojos, como patron
comparativo se utiliza 5 ml de la solucion de glébulos rojos, mas 0,5 ml de una
solucion de digitonina 0.01%; y como blanco se utiliza 5 ml de la solucién de glébulos
rojos mas un ml de agua destilada (Anexo C).

2.3.1.6 Andlisis de Cardiotonicos

Los cardioténicos se determinan presencia de diclorometano, para ello se toma el
residuo Il y se extrae primero con etanol al 50% v/v, se calienta hasta ebullicion,
después se extrae con diclorometano y se realizan las reacciones de Kéller-Killiani y

Raymond.

a. Reaccidn de Keller Killiani.
Se evaporan 2 ml de la capa organica (diclorometano) hasta sequedad y el residuo
se extrae con 3 ml de acido acético glacial que contiene 2 gotas cloruro férrico al 5%,
se afiade cuidadosamente acido sulfarico concentrado, se debe formar un anillo

pardo rojizo en la zona de contacto y aparecer color, si la respuesta es positiva.



b. Reaccion de Raymond.
Se evapora 2 ml de la capa organica, el residuo se extrae de nuevo con 1 ml de
etanol al 50%, luego se adicionan gotas de NaOH al 20% y 1 ml de m-
dinitrobenzoico, coloraciones que van del violeta al morado intenso se consideran

respuestas positivas.

2.3.2 PRUEBAS BIOLOGICAS

Entre las pruebas bioldgicas realizadas estan:

a) Tratamiento para bioensayos
Para el tratamiento de los bioensayos es importante determinar las concentraciones
en las cuales la bacteria se desarrolla mejor, de acuerdo con la escala de Mafarlans,
las concentraciones mas representativas son: 4.5, 5.25, 6.0 y 6.75 ppm (partes por

millén), para hojas y tallos.

b) Determinacién de la Minima Concentracion Inhibitoria (MIC)
La MIC, es la menor concentracion de un extracto que inhibe el crecimiento de un
aislamiento de bacterias. Una vez sembradas las cajas de petri con la bacteria, se
colocan los sensidiscos con las correspondientes concentraciones y un blanco, al
desarrollarse la bacteria se forma un alo de inhibicién en los sensidiscos que nos

permite determinar que concentracion es la mas representativa.



Se evalla la capacidad inhibitoria del extracto acuo-alcohdlico, acetato de etilo vy
etéreo en concentraciones de 4.5, 5.25, 6.0 y 6.75 ppm, y sus respectivas

combinaciones.

c. Difusion en disco o Prueba de Bauer—Kirby

Esta prueba se realiza para determinar la Actividad del Extracto, es una técnica
sencilla donde se ensayan diferentes dosis de extractos sobre la bacteria y
observamos la presencia o ausencia de alos de inhibicién.

Se realizan las lecturas de los alos de inhibicién, para compararla con los resultados
obtenidos por el método de perforacién en placa.

No se reproducen zonas de inhibicion por el métodos de difusion, pero es importante
determinar dicha concentracién para establecer aproximadamente el valor de la

menor concentracion activa del antimicrobiano.

d. Prueba de difusién en agar.
Para realizar esta prueba, primero se preparan las soluciones para cada una de las
concentraciones establecidas 4.5, 5.25, 6.0 y 6.75 ppm, para los extractos de
Tagetes Graveolens, este procedimiento se lleva a cabo en condiciones estrictas
de esterilizacion para evitar la contaminacién en las cajas de Petri.
Para realizar la prueba de difusion en agar, se toman 15 ml de medio de cultivo, se le
adiciona 5 gotas de fuscina, para evidenciar el alo del sensidisco, se mezcla

homogéneamente, y por cada caja de petri se colocan tres sensidiscos con una



concentracion determinada y los antibioticos correspondientes, ademas se coloca un
blanco absoluto (sin extracto).

Para controlar el desarrollo de la bacteria se mide el diametro del alo de crecimiento
en milimetros cada seis horas hasta completar 120 horas, tiempo en que la bacteria

alcanza su mayor desarrollo.

2.3.2.1 Determinacion De La Minima Concentracién Inhibitoria (MIC) De Los
Extractos De Tagetes Graveolens En Staphylococcus aureus.

Las concentraciones escogidas para preparar cada uno de los extractos fue
determinada de acuerdo a la escala de Mafarlans, que representa la MIC, definida
como la concentracion minima de antibiético en pg/ml que impide el crecimiento

bacteriano in vitro. (tabla 3)

TABLA 3. Minima Concentracién Inhibitoria (MIC) de los extractos de
Tagetes Graveolens en Staphylococcus aureus.

Staphylococcus aureus (MIC ppm)
PARTE
DE LA EXTRACTOS (ppm) ANTIBIOTICOS
PLANTA (ug/ml)
Extracto acuo- Extracto éter de Extracto acetato
alcohdlico petréleo de etilo A1 Az
Flores | 4.5 |5.25|6.0 |6.75(4.5 |5.25|6.0 |6.75|4.5 |5.25|6.0 |6.75| 15 30
Hojas
y |45 |525|6.0 |6.75(4.5|5.25|6.0 |6.75|4.5|5.25|6.0 |6.75| 15 30
tallos

e A1(GENTAMICINA), A2 (VANCOMICINA).



Para mayor progreso en las pautas de laboratorio al realizar las pruebas de
susceptibilidad, se tiene en cuenta el desarrollo de procedimientos normatizados que
han sido ampliamente adoptados. EI Comité Nacional para la normatizacion de los
laboratorios clinicos (NCCLS), tabla 4, publica normas para estas y otras pruebas

sobre la base de continuidad. (8)

TABLA 4. Normatizaciones interpretativas de los diametros de zonas y
correlatos aproximados con la MCI.

Didmetro de zona, en mm  Correlatos aproximados de la MIC

Contenido
Agente del disco Moderadamente
antimicrobiano Resistente Intermedio Susceptible Susceptible R S
Gentamicina 15 pg/ml <16 11-12 8 =213 - <1ug/ml
Vancomicina 30 pg/ml <9 10-11 - =12 - <5pg/ml

R (resistente), S (susceptible)
*Método normatizado e interpretacion sugerida por el NCCLS.
Fuente (8)

2.3.2.2 Prueba De Susceptibilidad Por Difusion En Disco De Los Extractos

De Tagetes Graveolens En Staphylococcus aureus.

Para el andlisis estadistico se tienen en cuenta dos tipos de variables:

independientes, como la concentracién y el tratamiento y dependientes, como el



diametro de inhibicién. En el analisis se observan dos tipos de factores de tipo
cualitativo y cuantitativo respecto a las variables mencionadas. (Tabla 5)
En la siguiente tabla se especifican los extractos correspondientes a cada uno de los

tratamientos.

TABLA 5. Variables a Interpretar

VARIABLES EXTRACTO N
CON 4.50 54
5.25 54

6.0 54

6.75 54

TTO 1.0 Acuo-alcohdlico 54
2.0 Acetato de Etilo 54

3.0 Etéreo 54

4.0 Gentamicina 54

5.0 Vancomicina 54

6.0 Flavona 54

e CON: concentracion, TTO: tratamientos, N: nidmero de casos leidos.



3. RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacién se reportan los resultados experimentales obtenidos en el
transcurso de la investigacion, en forma de tablas, figuras y cuadros; los cuales

se iran discutiendo durante el desarrollo del siguiente capitulo.

3.1 ANALISIS FITOQUIMICO PRELIMINAR

Utilizando la metodologia expuesta en la Parte Experimental fue analizada la
especie Tagetes Graveolens perteneciente a la familia Astearceae.

Los resultados del analisis de metabolitos secundarios para Tagetes Graveolens
se resumen en los cuadros 1y 2.

En los cuadros 1 y 2 se muestran los resultados del analisis preliminar de las
flores y hojas-tallos de la planta, referenciando la presencia de alcaloides,
flavonoides, taninos, naftoquinonas y/o antroquinonas, saponinas, esteroides y/o

triterpenoides, lactonas terpénicas y cardiotonicos.

++ Extracto acuo-alcohdlico de las flores de Tagetes Graveolens:
Alcaloides: siguiendo el protocolo establecido (anexo A), se obtienen resultados
sobre la presencia de alcaloides solubles en cloroformo- etanol (3:2), lo que indica
una polaridad relativamente alta, de acuerdo a la abundancia de los precipitados, la
prueba de Dragendorff es positiva, presenta una alta abundancia (tabla 2), la prueba

de Mayer y Valser dan positivo, pero con poco precipitado.



Flavonoides: la prueba de la Cianidina es positiva, se observa una coloracién rojo
intenso, lo que indica prueba positiva para sustancias que poseen en su estructura el
nucleo de la y-benzopirona (flavonas, flavonoles).(9)

La prueba de Pacheco es negativa, no hay un cambio de color en la solucién, las
flavonas, flavanonas y flavonoles dan una respuesta negativa.

La prueba de Zn es negativa, solamente los dihidroflavonoles producen colaraciones
rojo-violeta. Las flavononas y flavanoles producen color o coloraciones rosadas
débiles.(9)

Nafto y/o Antroquinonas: es prueba positiva por la coloracién amarillo tenue que
presenta la solucion.

Taninos: prueba positiva, ya que al agregar el reactivo de gelatina-sal se obtiene un
precipitado soluble en urea 10M y al agregarle cloruro ferrico el precipitado se torna
verde.

% Extracto etéreo de las flores de Tagetes Graveolens:

Las pruebas en su mayoria son negativas, pero la prueba de Dragendorff para
alcaloides es positiva en una proporcién baja de precipitado.

« Extracto acetato de etilo de las flores de Tagetes Graveolens:
Alcaloides: las pruebas de Dragendorff, Mayer y Valser son positivas en
proporciones media y baja respectivamente.

Esteroides y/o triterpenoides: prueba positiva, al revelar la placa cromatogréfica

con el reactivo de Liebermann-Burchar se observan manchas de color rojo.



En el cuadro 2, para el extracto de hojas-tallos se observa:

» Extracto acuo-alcohdlico de las hojas-tallos de Tagetes Graveolens:
Alcaloides: la prueba de Dragendorff y Valser es positiva, en proporciones media y
baja respectivamente, de acuerdo a la cantidad de precipitado que se presento.
Mayer y Reinekato es prueba negativa, demostrando éste ultimo la carencia de
alcaloides de amonio cuaternario.

Flavonoides: el ensayo de Cianidina es positivo, en la solucién acuo-alcohdlico se
produce una coloracién rosada tenue al agregar Mg seguido de HCI, permite
identificar nucleos de benzopirona.

Los ensayos de Pacheco y Zn/HCI son negativos, lo que indica ausencia de
dihidroflavonoles y flavanonas respectivamente.

Las pruebas para identificar nafto y/o antroquinonas, taninos y saponinas son
negativas.

Esteroides y/o triterpenoides: la prueba de Liebermann-Burchar es positiva,

presenta un anillo color violeta, que puede ser para triterpenoides pentaciclicos.(10)

» Extracto etéreo y acetato de etilo de las hojas-tallos de Tagetes Graveolens:
La mayoria de métodos para identificar la presencia de metabolitos secundarios
fueron negativos, solo para identificar alcaloides las pruebas de Dragendorff dieron

positivo, pero con poca presencia de precipitado, para los dos extractos analizados.



Teniendo en cuenta la determinacion de los metabolitos secundarios presentes
en la planta, se espera que estos presenten actividad bactericida considerable

sobre Staphylococcus aureus .



CUADRO 1. Anélisis de los Metabolitos Secundarios presentes en las Flores

de Tagetes Graveolens

IDENTIFICACION

OBSERVACIONES

Metabolitos Prueba Ext. Acuo- Ext. Eter de | Ext. Acetato
alcoholico petréleo de etilo
Dragendorff +++ + ++
Alcaloides
Mayer + - +
Valser + - -
Reinekato - - -
Cianidina Rojo intenso - -
Flavonoides Pacheco - - -
Zn - - -
Nafto y/o Coloracién - -
Antroguinonas Bortrager-Krauss Amarillo
Taninos Reactivo gelatina-sal + - -
Saponinas Hemodlisis - - -
Espuma No se - -
mantuvo la
espuma
Esteroides y/o Liebermann-Burchar - - +
Triterpenoides
Cardiotonicos Kéller Kiliani - No apareci6 -
anillo
Placa W Placa X Placa Y Placa Z
Cardiotonicos Prueba Prueba
Cromatografia negativa negativa
de capa
Lactonas delgada Prueba Prueba
terpenicas negativa negativa




CUADRO 2. Andlisis de los Metabolitos Secundarios presentes en las

Hojas-Tallos de Tagetes Graveolens.

IDENTIFICACION

OBSERVACIONES

Metabolitos Prueba Ext. Acuo- Ext. Eter de | Ext. Acetato
alcoholico petréleo de etilo
Dragendorff ++ + ++
Alcaloides
Mayer - - -
Valser + - +
Reinekato - - -
Cianidina Rosado tenue -
Flavonoides Pacheco No hay color - -
Zn No hay color - -
Nafto y/o -
Antroquinonas Bortrager-Krauss i -
Taninos Reactivo gelatina-sal - - -
Saponinas Hemdlisis - - -
Espuma No se - -
mantuvo
Esteroides y/o Liebermann-Burchar | Presencia de - -
Triterpenoides un anillo
color violeta
Cardiotonicos Kéller Kiliani - - -
Lactonas Tollens No se formo - -
Terpenicas espejo de
plata
Placa W Placa X Placa Y Placa Z
Cardiotonicos Prueba Prueba
Negativa Negativa
Cromatografia
Lactonas De capa Prueba Prueba
Terpenicas delgada Positiva Rf Positiva Rf
1.02 1.04




3.1.1 ANALISIS DEL EXTRACTO ACUO-ALCOHOLICO DE LAS FLORES DE

Tagetes Graveolens

Para dicho andlisis se partié del extracto acuo-alcohdlico debido a que presenta
mayor namero de metabolitos secundarios, como aparece en el cuadro 1, ademas
por que se disuelven en proporciones significativas cuando se extraen al reflujo con
etanol del 95%.

El extracto obtenido se evapora con calentamiento no superior a los 50°C y se le
hacen particiones sucesivas con éter etilico, acetato de etilo y n-butanol, debido a
sus diferentes polaridades. Las sustancias apolares quedan en la fase etérea, las
medianamente polares en la fase acetato de etilo y las mas polares en el n-butanol.
Cada una de estas tres fracciones es analizada por métodos espectroscopicos y
cromatografia en capa fina (CCF). Para el analisis por CCF del extracto acuo-
alcohdlico se wusan mezclas de cloroformo/acetato de etilo (60:40) vy
acetona/cloroformo (25:75).

Posteriormente se prepar6 una columna cromatografica, usando la mezcla
acetona/cloroformo (25:75), para separar las sustancias presentes en el extracto

acuo-alcohdlico de la planta.

3.1.1.1 Extraccion de Metabolitos Secundarios



Una vez separadas las fracciones correspondientes a la columna, se procedié a
realizar pruebas especificas para la identificacion de flavonoides, de estas fracciones

solo una, dio prueba positiva, a la cual se le llamara muestra A.

Las caracteristicas mas importantes de la muestra A aparecen consignadas en la

tabla 8.

TABLA 8. Propiedades Fisicas y Quimicas de la muestra A

CARACTERISTICAS

ESTADO Solido

COLOR Amarillo tenue

PUNTO DE FUSION 182°C

ESTRUCTURA Polvo

SOLUBILIDAD Cloroformo, Metanol, Etanol.
INSOLUBILIDAD Solventes no polares, benceno y hexano
OLOR Inoloro

PESO DEL PRODUCTO OBTENIDO 0.7362 g

3.2 ELUCIDACION ESTRUCTURAL DE METABOLITOS SECUNDARIOS

3.2.1Espectroscopia Infrarroja

El espectro IR (figura 10), proporciona la siguiente informacion: una banda ancha
entre 3313-3470 cm correspondiente a hidroxilos asociados, la funcién carbonilo es

sugerida por el alto desplazamiento de la sefial del C=0 a 1655.66 cm™. La



aromaticidad es evidente por la débil banda de vibracién de tensiéon 3000 cm™ y por
las bandas a 1499.72 y 1450.63 cm-*,
Este producto muestra maximos de absorcion correspondientes a uniones C-H

alifaticas a 2957.12 cm?.

TABLA 9. Datos Vibracionales y Asignaciones para la Fraccion B.

Componente de Grupo Funcional Intervalos de Frecuencia
la Sustancia (cm™)
Aromaticos Tension C-H ~3100-3300

Vibracion de tension C=C 1600-1500
Alcoholes y Fenoles OH 3470.67-3313.00

Grupos carbonilos R-C(0O)-Y 1655.66




Figura 10. Espectro IR de la muestra A

3.2.2 Espectroscopia Ultravioleta-Visible

Los espectros UV de los flavonoides en metanol presentan bandas caracteristicas
debidas a los sistemas conjugados de los anillos aromaticos.

De acuerdo al espectro ultravioleta del compuesto que aparece en la figura 11, se
encuentra una banda | a 354.03 nm asociada al cinamoilo y la banda Il, a una
longitud de onda de 294.0 nm debida a la contribucion del anillo aromatico
(asociacion benzoilo).

La literatura reporta para las flavonas, dos bandas definidas: La banda I, de mayor

apreciacion de onda en el rango 300-390 nm asociada con la parte del cinamoilo, y la



banda I, entre 250-280 nm debida al anillo aromético, aunque a veces se observan
otras bandas de apreciacion. La posicion de la banda | depende del tipo de
flavonoide: las flavonas la muestran en 310-360 nm, los flavonoles 3-O-sustituidos en

330-360 nm, y los flavonoles en 350-385 nm. (12)

3.2.3 RESONANCIA MAGNEATICA NUCLEAR

3.2.3.1 Espectro de RMN Proténico (*H)

En el espectro de RMN 'H de la figura 12, se observa que los protones 5, 2a y 6a
estan representados por un multiplete deformado a 7.7 ppm. La integracion
corresponde exactamente a tres protones. Los protones 3a y 5a, dan un doblete
abultado, con desplazamiento quimico promedio de 6.8 ppm. Los tres singletes que
siguen estan a 6.7, 6.5 y 6.3 ppm y corresponden a los protones 3, 6 y 8
respectivamente ; no se nota acoplamiento con otros protones.

A 5.15 y 5.1 ppm aparecen los protones anoméricos, que a juzgar por el tipo de
sefal, podrian corresponder a protones 3 y a respectivamente.

Por otra parte, se observa un multiplete a 3.65-3.4. Esta sefial integra para 8
protones, lo mismo ocurre a 3.25-3.1 ppm, regién en la que se observa un multiplete
que integra para un proton.

Las sefales a 4.5 y 3.8, podrian provenir de impurezas, ya que estan acopladas con
las sefales ubicadas a campo mas bajo 1.2 y 0.8 ppm, que no son del compuesto

propuesto.



Las sefales a 7.7 y 6.8 ppm, significan que estan en el mismo anillo, los protones
correspondientes.

Las apreciaciones anteriores conducen a un flavonoide cuyo esqueleto fundamental
tiene la estructura de una flavona, es decir que su formula condensada seria

Ci15H100:2.
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Figura 12. Espectro RMN 'H de la Muestra A

De acuerdo a las apreciaciones del espectro de RMN 'H de la muestra A, se puede

plantear la siguiente estructura con sus respectivas sefiales:

6.72




3.2.3.2 Espectro de RMN Carbono 13 ( 3C)

Los espectros de RMN *3C de la figura 13, revelan la presencia de un carbonilo a, B-
insaturado, correspondientes a una sefial de 185 ppm.

4 sefales entre 168 — 160 ppm corresponden a 3 carbonos aromaticos (168, 158,
164), desplazados a campo bajo por la influencia de dos grupos éteres y un carbono
olefinico cuaternario a 160 ppm, el B-carbonilo, que generalmente esta mas
desprotegido. El otro carbono olefinico da sefal a 98 ppm.

Las sefiales a 134, 131, 125, 118, 108, 105 y 104 ppm, siete en total, son tipicas de
carbonos aromaticos. Estas sefiales coinciden con el numero de carbonos
aromaticos de la estructura propuesta. Se tiene en cuenta que las sefales de los
carbonos 2a y 3a son equivalentes a las de 5a y 6a respectivamente.

A 101 y 102 ppm aparecen las sefales de los carbonos anoméricos, mas
desplazados a campo bajo; probablemente coincidan con las de los carbonos de la
galactosa y glucosa respectivamente.

Los otros carbonos de las dos unidades de azucar estdan comprendidas entre 81 y 64
ppm, presentando un total de 10 sefales, para 10 carbonos (figura 14).

Las sefales en la region alta del espectro, probablemente corresponda a impurezas

o rastros de solvente.



Figura 14. Estructura de la muestra A con sus respectivas sefiales.

Las nidades ones anteriores, permiten proponer como estructura preliminar la

siguiente flavona con dos nidades de azucares:

—O0 OH
OH MOH
OH MO o) _v—L-0oH
~ (@]

‘ OH



3.3 ANALISIS ESTADISTICO

Para el tratamiento estadistico de los datos obtenidos en los bioensayos y la prueba
de difusion en disco se usa el programa estadistico SPSS, que emplea el andlisis de
varianza (ANAVA), y la prueba de Tukey o multiple comparacion.

Las variables que se tienen en cuenta son: la concentracion y el tratamiento que
representa los diferentes extractos y antibioticos usados. (Tabla 5)

Para cada tratamiento se hacen tres montajes experimentales, cada uno con dos
repeticiones, por lo tanto en la tabla 10, aparecen los datos agrupados con su
respectiva media, la cual mas adelante nos permite seleccionar la significancia de las
variables.

La media representa la medida en didametro (mm) de los alos de inhibicion de cada

tratamiento.

TABLA 10. Medias Estimadas para las Variables

VARIABLE MEDIA ERROR ESTANDAR
Con 4.5 17.8333 138
5.25 16.0926 138
6.0 15.7593 138
6.75 15.2963 138
TTO 1.0 12.7500 .169
2.0 7.6389 .169
3.0 10.7222 .169
4.0 30.0000 .169
5.0 25.0000 .169
6.0 11.3611 .169

*Variable dependiente: DIAM



3.3.1 ESTADISTICA DESCRIPTIVA

Teniendo en cuenta el andlisis de varianza, se determino interaccion entre la
concentracion y el tratamiento, determinando asi la media y la desviacion estandar,
de esto se puede decir que los tratamientos 1.0 y 6.0 (extractos acuo-alcohdlico y
metabolito respectivamente), presentan actividad biocida, comparada con los
tratamientos 4.0 (Gentamicina) y 5.0 (Vancomicina) que representan los antibiéticos

comerciales (figura 1).

Interaccion entre la media y la
concentracion

190.000

180.000 -

170.000 -

160.000

150.000

140.000 ;
4,5

Media

2.29 6.0 6.75

Concentracion

Figura 1. Gréafico de relacidn entre la concentracion de los tratamientos y la
media.

Analizando la tabla 11 se concluye que:
e La concentracion en la que hay mejores alos de inhibicion es la de 4.5

ppm, para los tratamientos 1.0 (acuo-alcohdlico) y 6.0 (metabolito).



e El extracto acetato de etilo, posee mejor actividad biocida de 9.5556
mm, en una concentracién de 6.75 ppm.
e Para el extracto etéreo, la mejor concentracion es la de 4.5 ppm, con
una medida de 12.2222 mm.
e El efecto bactericida disminuye para el metabolito en la concentracion
de 6.75 ppm, comparado con las otras concentraciones.
e Los antibiéticos comerciales mantienen su efectividad, en las diferentes
concentraciones.
En la figura 2, se observan los tratamientos en las diferentes concentraciones con su
respectivo diametro en mm; el mayor alo de inhibicion lo presentan los antibiéticos
comerciales: Gentamicina y Vancomicina, luego los extractos: acuo-alcohdlico,
metabolito, etéreo y acetato de etilo, respectivamente.
Se puede observar que la concentracion que mejor actividad biocida presenta para

el metabolito (flavonoide) es la de 5.25 ppm.

TABLA 11. Estadistica Descriptiva

Interaccion MEDIA DESVIACION N
CON TTO ESTANDAR




DIAM

4.5

5.25

6.0

6.75

Total

1.0
2.0
3.0
4.0
5.0
6.0
Total

1.0
2.0
3.0
4.0
5.0
6.0
Total

1.0
2.0
3.0
4.0
5.0
6.0
Total

1.0
2.0
3.0
4.0
5.0
6.0
Total

1.0
2.0
3.0
4.0
5.0
6.0
Total

15.0000
9.3333
12.2222
30.0000
25.0000
15.4444
17.8333

11.5556
5.0000
10.0000
30.0000
25.0000
15.0000
16.0926

12.4444
6.6667
10.4444
30.0000
25.0000
10.0000
15.7593

12.0000
9.5556
10.2222
30.0000
25.0000
5.0000
15.2963

12.7500
7.6389
10.7222
30.0000
25.0000
11.3611
16.2454

1.2247
1.0000
1.2019
.0000
.0000
.5270
7.3786

.8819
.0000
.0000
.0000
.0000
.0000
8.7938

1.3333
2.5000
.8819
.0000
.0000
.0000
8.7522

1.7321
2.7437
.6667
.0000
.0000
.0000
9.1747

1.8574
2.6635
1.1859
.0000
.0000
4.3171
8.5465
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Figura 2. Comparacion de los alos de inhibicion del crecimiento de S. aureus,
teniendo en cuenta la interaccion entre el tratamiento y la concentracion.

3.3.2 PRUEBA DE MULTIPLE COMPARACION
Esta prueba se utiliza cuando el nUmero de muestras o tratamientos es considerable
(a= 6), se considera un valor de significancia de « = 0.05. Cualquier dato que este
por debajo de este valor se considera significativo y por ende se tiene en cuenta en
el analisis.
De la tabla 12 se puede concluir:
e Por el método Duncan, se establecen comparaciones de uno de los
tratamientos con el resto, o que nos permite ver su comportamiento.
e Se observa que las mejores medias las presentan los tratamientos 5.00 y 6.00
correspondientes a los antibiéticos comerciales, Gentamicina y Vancomicina,

respectivamente (figura 3).



El extracto acuo-alcoholico comparado con el metabolito presenta una media

similar, por lo tanto hay significancia.

El extracto acetato de etilo es menos eficiente comparado con el metabolito.

El extracto etéreo, tiene significancia con los extractos acuo-alcohdlico y el

metabolito.

El extracto que presenta menor media es el de acetato de etilo, lo que significa

que de los extractos probados es el que menos capacidad biocida presenta.

Los valores negativos en la medias son los que mejor capacidad biocida

presentan.

Interaccion entre la Media y el Tratamiento

350.000
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250.000 -

.5200.000 -
©

2150.000

100.000 -
50.000 -

0

Tratamiento
O Acuo-alcohdlico B Acetato de etilo O Etéreo O Gentamicina B Vancomicina O Flavona

Figura 3. Gréfica comparativo del mejor tratamiento de acuerdo a su media.



TABLA 12. Prueba de Multiple Comparacion

INTERVALO CONFIANZA

0,
HTTO ATTO DIFERENCIA ERROR LIMITE DE (95%)
DE MEDIA (I-J) | ESTANDAR | SIGNIFICANCIA BAJO SUPERIOR
Duncan 1.0 2.0 5.1111* .239 .000 4.3058 5.9164
3.0 20278* .239 .000 1.2225 2.8330
4.0 -17.2500* .239 .000 -18.0553 -16.4447
5.0 12.2500* .239 .000 -13.0553 -11.4447
6.0 .3889* .239 .000 .5836 2.1942
2.0 1.0 -5.1111* .239 .000 -5.9164 - 4.3058
2.0 -3.0833* .239 .000 -3.8886 -2.2781
3.0 -22.3611* .239 .000 -23.1664 - 21.5558
4.0 -17.3611* .239 .000 -18.1664 - 16.5558
5.0 -3.7222* .239 .000 -4.5275 -2.9170
6.0
-2.0278* .239 .000 -2.8330 -1.2225
30 1.0 3.0833* .239 .000 2.2781 3.8886
2.0 -19.2778* .239 .000 -20.0830 -18.4725
4.0 -14.2778* .239 .000 -15.0830 -13.4725
5.0 -.6389 .239 .218 -1.4442 .1664
6.0
4.0 1.0 17.2500* .239 .000 16.4447 18.0553
2.0 22.3611* .239 .000 21.5558 23.1664
3.0 19.2778* .239 .000 18.4725 20.0830
5.0 5.0000* .239 .000 4.1947 5.8053
6.0 18.6389* .239 .000 17.8336 19.4442
50 1.0 12.2500* .239 .000 11.4447 13.0553




2.0 17.3111* .239 .000 16.5558 18.1664
3.0 14.2778* .239 .000 13.4725 15.0830
4.0 -5.0000* .239 .000 -5.8053 -4.1947
6.0 13.6389* .239 .000 12.8336 14.4442
6.0 1.0
2.0 -1.3889* .239 .000 -2.1942 -.5836
3.0 3.7222* .239 .000 2.9170 4.5275
4.0 .6389 .239 .218 -.1664 1.4447
5.0 -18.6389* .239 .000 -19.4442 -17.8336
-13.6389* .239 .000 -14.4442 -12.8336

3.3.4 PRUEBA DE DIFUSION EN DISCO
En las figuras 13-14 se observan algunos resultados obtenidos en la prueba de

difusion en disco sobre staphilococcus aureus.

Figura 14. Prueba de difusion en disco para el extracto acuo-alcohdlico.




Figura 15. Prueba de difusion en disco para el extracto acuo-alcohdlico en una
concentracion de 4.25ppm.

Figura 16. Prueba de difusion en disco para el extracto acuo-alcohoélico en una
concentracion de 5.25ppm.



Figura 16. Prueba de difusién en disco para el extracto acuo-alcohélico en una
concentracion de 6.0ppm.

Figura 17. Prueba de difusién en disco para el extracto acuo-alcohélico en una
concentracion de 6.75ppm.



CONCLUSIONES

El estudio proveniente de las plantas con actividad biocida, es de gran importancia
por el aporte de sustancias naturales que contribuyen a disminuir el uso de productos
sintéticos, éste fue el interés que propicio esta investigacion y de la cual podemos

concluir:

© De acuerdo a los resultados obtenidos: experimentales, espectroscopicos y el
andlisis realizado a la metodologia seguida para extraccion de metabolitos
secundarios a partir del extracto de plantas, se obtuvieron los resultados

esperados en cuanto a al presencia de sustancias con actividad biolégica.

© En el andlisis de los metabolitos secundarios presentes en las flores de
Tagetes Graveolens se observa que el extracto que mayor reacciones
positivas presenta es el acuo-alcohdlico, comparado con el etéreo y el acetato
de etilo; esto puede ser debido a la polaridad que presenta. En los extractos
para las hojas-tallos de la planta se dan menos reacciones positivas. Los
resultados muestran que la parte aérea de la planta tiene una notable y mayor

actividad biocida contra el Staphylococcus aureus.



© En cuanto a las fracciones obtenidas por cromatografia de columna en silica
gel, es muy importante saber que todas presentaron una gran gama de
compuestos organicos (alcaloides, flavonoides , nafto y/o antroquinonas,
taninos). De estas fracciones se escogio la que mejor prueba de identificacion
para flavonoides presento, esto con el fin de cumplir con uno de los objetivos
propuestos, por medio del andlisis Fitoquimico Preliminar, determinar los
ndcleos quimicos presentes en Tagetes Graveolens, que contribuyen al

control del Staphylococcus aureus.

© Los extractos de Tagetes Graveolens muestran buenos resultados en la
prueba que establece la minima concentracion inhibitoria para Staphylococcus
aureus, todos los extractos muestran una MIC correspondiente a 4.5, 5.25, 6.0
y 6.75 ppm. El extracto acuo-alcohdlico muestra la mejor actividad biocida a
un valor de 4.5 ppm, lo cual se hace comparable con los antibioticos
comerciales (Vancomicina y Gentamicina). Hecho que se corrobora con la
prueba de Difusion en Disco, en la cual se observan halos de inhibicion
aceptables para todos los extractos por ser mayores de 10mm, que es el valor

requerido para aceptar un bioensayo.

© La mejor prueba de difusion en disco para el metabolito (flavona) se muestra a
una concentracion de 5.25 ppm, este hecho se puede observar y corroborar

con la estadistica realizada.



© La informacion Espectroscopica permite elucidar una posible estructura para
el metabolito hallado en la planta Tagetes Graveolens, observando algunas
bandas caracteristicas en el IR como son la presencia de anillos aromaticos,
grupos carbonilos, grupos OH, entre otros; el UV nos permite ver la
contribucién de toda la molécula y bandas caracteristicas para flavonoides; el

RMN nos da una idea de la posicion de los protones en la molécula.



RECOMENDACIONES

Este estudio se considera como un programa de investigaciéon amplio para buscar las

sustancias responsables de la accidn biocida de la planta Tagetes Graveolens.
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ANEXO A

Figura 10. Obtencion del Extracto total de Tagetes Graveolens para realizar analisis

Fitoquimico Preliminar

50 g de Material




1.Macerar 12 a 15g con 500 o 600ml
de Etanol del 95%
2.Colocar a reflujo durante 1H
3.Filtrar en fri6 y lavar el residuo con 100ml de

’

etanol

RESIDUO
(Descartar)

FILTRADO
l v
159 209
Evaporar el Evaporar el
Solvente solvente
v v
RESIDUO | RESIDUO Il
Analizar Analizar
Alcaloides Esteroides y/o

Triterpenoides

Flavonoides
Naftoquinonas y/o
Antroguinonas
Saponinas
Taninos

|

109
Concentrar a 1/2
volumen

v

RESIDUO lli

Analizar

Lactonas
Terpenicas
Cumarinas

Cardiotonicos

Fuente: SANABRIA, Antonio. Analisis Fitoquimico Preliminar.






Figura 3. Analisis de Alcaloides
RESIDUO

1 Extraer a 60 oC con 20 ml de HClal 5%
2 Filtrar en frio

EILTRADO RESIDUO

Colocar en 4 tubos de (Descartar)

ensayo 0.5 ml y adicionar
2 gotas de los reactivos.

ALCALOIDES (-) ALCALOIDES (+)

Llevar a pH = 8 con NaOH al 20% el resto
del filtrado y extraer con 2 X 15 ml CHCI3

CAPA ACUOSA 1 CAPA CHCI3
Extraer con 2 x 15 ml 1 Evaporar el solvente en b.m.
de CHCI3 - EtOH (3 :2) 2 Extraer el residuo con 3 ml

de HCL al 5%
3 Filtrar en frio

CAPA ACUOSA 2 CAPA CHCL3 - EtOH FILTRADO B
Acidular a pH 2, -
evaporar restos de 1 Evaporar el solvente. Dividir en 4 tubos de

solventes vy filtrar 2 Extraer el residuo ensayo 0.5 ml y realizar
HCL al 5% v 2 gotas de los reactivos.

3 Filtrar en frio

FILTRADO C REACCION PARA
" FILTRADO D — ALCALOIDES
.Reah;ar o
. . reacciones
Realizar reacciones W para alcaloides
para
alcaloides REACCION PARA

ALCALOIDES (+) O
)

ALCALOIDES
NEGATIVO POSITIVO
Alcalinizar el resto
de filtrado con NAHCO3
y extraer con 2 x 15 ml
de CHCI3.

CAPA ACUOSA 3 CAPA CHCI3

Evaporar el solvente,
extraer con HCl al 5%
y hacer pruebas para alcaloides

Acidular a pH 2, realizar
pruebas para alcaloides

ALCALOIDES DE AMONIO
CUATERNARIO Y/O OXI -
DOS DE AMINAS (+) O ()

ALCALOIDES
FENOLICOS (+) O (-))

Fuente: SANABRIA, Antonio. Analisis Fitoquimico Preliminar.



ANEXO B

Figura 11. Andlisis Preliminar de Esteroides y/o Triterpenos libres, Nafto y/o

Antroquinonas, Tanino, Saponinas y Flavonoides.

RESIDUO I

1. Extraer con 2x20ml de Eter de petréleo.
2. Filtrar

|

FILTRADO
Concentrar a 5ml
Aproximadamente

ESTEROIDES Y/O
TRITERPENOIDES

|

RESIDUO
1. Extraer con 2x20 ml de
EtOH-Agua (1:7) a 60 °C

FLAVONOIDES

Y analizar 2. Filtrar
SOLUCION F RESIDUO
5 ml 5| ml 5| ml
NAFTO Y/O TANINOS Y
ANTRONIIINONAS SAPONINAS

Fuente: SANABRIA, Antonio. Analisis Fitoquimico Preliminar.



ANEXO C

Figura 5. Analisis de Taninos y Saponinas

1ml de SOLUCION "F"

1 Adicionar 1 ml de reactivo de
gelatina sal.

2 Centrifugar a 2000 r.p.m.

3 Agregar al residuo 1 - 2 ml de
solucion de urea 10M.

PRUEBA PARA TANINOS

v

NEGATIVA

PRUEBA DE ESPUMA
Y DE HEMOLISIS CON
SULUCION F

v

POSITIVA

v

4 Afadir 2 - 3 gotas de FeCI3 al 10%

"5 ml SOLUCION "F"

1 Mezclar con 2g de MgO
agitar sobre b.m.
hirviendo.

2 Extraer con 12 ml de
EtOH hirviendo

0.5 mlI SOLUCION "G 1"

v

3 Filtrar
SOLUCION "G" RESIDUO
Extracto Etanol (Cmplejo MgO Tanino)
- agua destaninizado
SOLUCION "G 1"
1 ml SOLUCION "G 1"
R. GELATINA - SAL I
POSITIVA '—— HEMOLISIS I—} NEGATIVA I

Fuente: Sanabria G Antonio. Analisis Fitoquimico Preliminar.





