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RESUMEN

Ecuador cuenta con una amplia diversidad de especies vegetales que han sido
usadas como medicina tradicional, entre ellas la especie Argemone mexicana
(Cardo Santo), la cual se encuentra distribuida en varias zonas de la sierra central,
el latex es usado en forma tépica, de manera directa y en emplastos, debido a que
presenta propiedades antifungicas. El presente trabajo de investigacion se enfoca
en la caracterizacion e identificacion de las especies quimicas presentes en el latex
de dicha especie, para lo cual se obtuvieron dos extractos (acuoso y etandlico). Se
realizaron cortes en la planta y mediante jeringuillas esterilizadas se extrajo el latex
para su posterior caracterizacion por medio de un tamizaje fitoquimico, que es un
andlisis quimico referencial; y por medio de CG-EM (cromatografia de gases
acoplado a espectrometria de masas). Paralelamente, se realizaron pruebas de
bioactividad, mediante la técnica de Kirby Bauer, en dos cepas de hongos Botrytis
cinerea y Cladoosporium spp, y con dos medios de cultivo (agar PDA y
Saoubourad), donde se logré comprobar la actividad antifingica del extracto acuoso
del latex a concentraciones de 10 pl y 20 ul del extracto, mediante la observacién
evidente de la formacién de halos de inhibicion bien definidos. Utilizando los
metabolitos secundarios identificados por cromatografia de gases-detector de
masas se realizd una comparacion de sus estructuras quimicas y bioactividad con
trabajos similares reportados en la literatura, lo que permitié atribuirle la actividad

antifingica a los compuestos que podrian ser responsables de la actividad biol6gica.

Palabras claves: Argemone mexicana Cardo Santo), Cromatografia de gases-

espectroscopia de masas, actividad bioldgica, tamizaje fitoquimico, Kirby Bauer.
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ABSTRACT

Ecuador has a wide diversity of plant species that have been used as traditional
medicine, including the Mexican Argemone species (Cardo Santo), which is
distributed in various areas of the central highlands, latex is used topically, directly
and in plasters, because it has antifungal properties. The present research work
focuses on the characterization and identification of the chemical species present in
the latex of said species, for which two extracts (agqueous and ethanolic) were
obtained. Cuts were made in the plant and the latex was extracted using sterilized
syringes for its subsequent characterization by means of a phytochemical screening,
which is a referential chemical analysis; and by means of GC-MS (gas
chromatography coupled to mass spectrometry). At the same time, bioactivity tests
were carried out, using the Kirby Bauer technique, in two strains of fungi Botrytis
cinerea and Cladoosporium spp, and with two culture media (PDA and Saubourad
agar), where it was possible to verify the antifungal activity of the aqueous extract of
the latex at concentrations of 10 pl and 20 pl of the extract, through the evident
observation of the formation of well-defined inhibition halos. Using the secondary
metabolites identified by gas chromatography-mass detector, a comparison of their
chemical structures and bioactivity with similar works reported in the literature was
made, which allowed attributing the antifungal activity to the compounds that could
be responsible for the biological activity.

Keywords: Argemone mexicana Cardo Santo), gas chromatography-mass

spectroscopy, biological activity, phytochemical screening, Kirby Bauer.
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INTRODUCCION

Ecuador tiene una superficie de 280.000 km? y alberga una gran diversidad vegetal,
18.198 especies de plantas vasculares aproximadamente, esto es debido a los
diferentes pisos climaticos con los que el pais cuenta, es por ello que las plantas
han sido utilizadas desde la antigiiedad como un recurso al alcance del ser humano
para la alimentacion y como alternativa de tratamiento de varias enfermedades en
humanos, animales y plantas.

En nuestro pais las plantas tienen varios usos, que va enfocados desde alimento,
medicina alternativa y/o aplicaciones fitopatoldgicas, esto en la actualidad ha ido en
aumento, a pesar de ello, pocas especies de vegetales han sido estudiadas
mediante pardmetros cientificos y teniendo en cuenta normas éticas definidas que

sustenten estas aplicaciones.

En los ultimos afos, se ha observado una tendencia creciente en la investigacion
sobre los especies vegetales que presenten propiedades antifingicas, pese a ello,
el desconocimiento en la aplicacién de alternativas antifingicas conlleva, en la
mayoria de los casos, a aplicaciones inadecuadas de productos antifingicos, que
pueden disminuir la produccién y encarecer productos en el caso de que hongos
ataquen a especies agricolas y/o a una inadecuada prescripcion médica en caso de
gue los hongos afecten al ser humano.

Uno de los microorganismos que mas incidencia tiene en afecciones a humanos,
animales y plantas son los hongos, esto se traduce en costosos métodos de control,
por lo tanto, las alternativas de productos antifungicos deben ser evaluadas
correctamente, con el fin de establecer parametros y entornos reales de una
afeccibn y de esta manera optimizar su aplicacién, las pruebas de actividad
bioldgica antifiungica permite establecer condiciones de aplicacion y de esta manera

dinamizar la interaccion entre especies propias de la region.



El presente trabajo presenta un estudio de la composicion quimica presente en el
latex de la planta Argemone mexicana (Cardo Santo) y su posible actividad anti
fungica, lo que conduce a sugerir el uso de esta especie como una alternativa para
tratamientos anti fungicos.

Por medio de la identificacion de los compuestos quimicos presentes en el latex de
la planta, se definen cuales son los metabolitos secundarios responsables de la
bioactividad observada, en el caso de que la planta muestre propiedades anti
fungicas. Mediante la prueba del antibiograma basada en el método Kirby Bauer se
determina la actividad antifingica del extracto del latex de Argemone mexicana

frente a dos cepas de hongos: Botrytis cinerea y Cladosporium spp.



CAPITULO |

EL PROBLEMA

1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1.1. Problematizacién

En Ecuador se desconoce en cifras reales sobre la incidencia de problemas
relacionados con hongos, pero aproximadamente 300 millones de personas de
todas las edades sufren de una infeccion fungica grave cada afio en todo el mundo,
en el caso de la agricultura los hongos pueden afectar pre o post cosecha a
verduras, hortalizas frutas y cereales, ocasionando pérdidas cuantiosas, no solo en
el aspecto econdmico, sino también en el aspecto de alteraciones bioldgicas y
guimicas en las propiedades de ciertas especies vegetales.

La basqueda imperante para diversas patologias que pueden presentar la presencia
de hongos resulta primordial, ya que su presencia que pueden afectar directa o

indirectamente al ser humano.

Los tratamientos antifiingicos recomendados, resultan en la mayoria de los casos
costosos y de largo plazo, la planta Argemone mexicana (Cardo Santo) puede
presentar una alternativa natural para el tratamiento de afecciones provocadas por
hongos. Esta especie vegetal es encontrada en todo el callejon interandino en varios
paises de Latinoamérica, en tal sentido el presente estudio tiene como finalidad
determinar la posible actividad antifingica y los compuestos quimicos que pueden

ser responsables de esta actividad bioldgica.
1.1.2. Delimitacion del problema
La presente investigacion se llevéd a cabo durante un lapso aproximado de 60 dias,

en los laboratorios de la Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de

Chimborazo; especificamente en los laboratorios de Quimica Instrumental,



Microbiologia y Fitoquimica, se realizaron espectroscopia IR a los extractos de latex
de Argemone mexicana, ademas de la actividad antifungica por el método de Kirby
Bauer. En el Centro de Investigaciones Biotecnologicas (CIBE) de la ESPOL, se
realizaron los analisis de Cromatografia de Gases acoplado a Espectrometria de

Masas.

1.1.3. Formulacion del problema

El uso de plantas medicinales es una de las alternativas principales para el
tratamiento de diversas patologias tanto en humanos como en especies vegetales,
sin embrago el desconocimiento de los componentes presentes en una planta
conduce directamente a un uso inadecuado y/o a obviar propiedades potenciales
de las mismas. Las propiedades y caracteristicas de una planta agregan un valor a

Su composicion quimica y pueden generar una alternativa de tratamiento.

Actualmente, no se ha realizado un estudio del latex presente en la especie
Argemone mexicana, por lo que se busca encontrar una alternativa de uso para el
tratamiento de afecciones causadas por hongos y comprobar sus propiedades

antifangicas.

1.2. OBJETIVOS

1.2.1. Objetivo General

Evaluar la composicion quimica y la actividad antifangica del Argemone mexicana
(Cardo Santo)

1.2.2. Objetivos Especificos

Identificar los compuestos quimicos 0 metabolitos secundarios presentes en el latex
extraido del tallo y hojas de la planta.

Analizar la actividad antifungica mediante la técnica Kirby Bauer frente a cepas de

Botrytis cinerea y Cladosporium spp.



1.3.  JUSTIFICACION

El aumento en el uso de especies naturales, para diferentes afecciones en
humanos, animales y plantas, desde el ambito alimenticio hasta el uso de especies
como alternativa medicinal ha desencadenado en los ultimos afios la imperiosa
necesidad del estudio de la composicién quimica de plantas. La falta de estudios ha
desencadenado que varias especies sean usadas de manera empirica, incluso a
generado una inadecuada explotacion de especies vegetales propias de una zona,
por lo tanto, el conocimiento de los diferentes compuestos que posee una especie
implica adjuntar un valor agregado a las mismas, ademas, su uso se ejecuta de

manera correcta y optima.

La presencia de hongos indiferentemente al organismo que esté afectando,
representa uno de los problemas mas comunes que demanda una primordial
atencion; las diferentes alternativas para este tipo de problema, en la mayoria de
los casos, implica un gasto excesivo y en varias ocasiones ineficaz; en este sentido
la presente investigacion facilita una alternativa para tratar afecciones causadas por
hongos. Las cepas de los hongos Botrytis cinerea y Cladosporium spp, representan
un grupo comun de microorganismos causantes de varias patologias, por lo que
mediante las pruebas de actividad antifingica se determiné la actividad biolégica

del latex de la planta Argemone mexicana.

La investigacion de los grupos de compuestos presentes en el latex de Argemone
mexicana permite tener una idea concreta de los metabolitos secundarios
responsables de esta bioactividad, generando una opcion de tratamiento natural y/o

su uso adecuado.



CAPITULO I

2.1. MARCO TEORICO
2.1.1 GENERALIDADES DE LA PLANTA

Cuadro 1. Taxonomia de la especie estudiada.

TAXONOMIA

Reino: Plantae
Subreino: Tracheobionta
Filo: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Magnoliidae
Orden: Papaverales
Familia: Papaveraceae
Subfamilia: Papaveroideae
Tribu: Papavereae
Género: Argemone L.
Especie: A. mexicana L.

La planta Argemone mexicana, es una hierba anual erecta, es una especie de
amapola espinosa ampliamente dispersada en todo el mundo, con flores de 4 a 7
cm de didmetro de color amarillo brillante, tallo glabro, glauco espinoso, las hojas
sésiles, fruto capsular oblongo, puede medir hasta 1,2 m de altura es
extremadamente resistente a sequias y a suelos pobres desde el punto de vista
nutricional, es por ello que es denominada como “mala hierba”, posee un latex de
color amarillo brillante, presenta propiedades venenosas para animales de pasto y
de corral, sus semillas contienen aproximadamente del 22 al 33% de aceite no
comestible denominado aceite de argemone, conteniendo aceites como la
sanguinarina y dimetiloxisanguinarina. Tiene en su composicion alcaloides como
isoquinolina, dehidrocoridalmina, jatrorrizina, columbamina y oxiberbetina, el latex
contiene berbetina y protopina, ademas de varios alcaloides de tipo
benzofenantridina y bencilisoquinolina, al entrar en contacto con el oxigeno y luz

sufre procesos de pardeamiento tornandose de color negro. (S. Singh, Singh,



Singh, et al., 2010)

Figura 2. Protopina

2.1.2 VALORACION DE PRINCIPIOS ACTIVOS Y METABOLITOS
SECUNDARIOS EN PLANTAS

Valorar e identificar los principios activos 0 metabolitos secundarios en especies
vegetales, permite establecer y determinar su calidad y/o pureza, la calidad o
cantidad de un metabolito secundario presente en una planta se traduce en su
valor especifico, es decir, su potencial uso para un determinado tratamiento. Una
vez realizada la identificacion de los principios activos o metabolitos secundarios
se realiza una comparacion de una muestra representativa de la droga problema
frente un espécimen auténtico, confirmando el resultado con la informacion

suministrada por la literatura cientifica que refiere su equivalencia.

En la ejecucién de un estudio de perfil fitoquimico, las diferentes actividades



realizadas en un laboratorio tienen por objetivo a la identificacion y evaluacion de
principios activos o metabolitos secundarios mediante el empleo de los métodos
fisico-quimicos, tanto cualitativos como cuantitativos y algunos métodos de
purificacion y aislamiento, mediante métodos aprobados y comprobados

cientificamente.

2.1.3 ANALISIS FITOQUIMICO

Las especies vegetales cumplen un proceso de fotosintesis, como resultado de
ello se producen los denominados “metabolitos primarios” como son proteinas,
carbohidratos, lipidos y ademdas se sintetizan otros compuestos quimicos
denominados “metabolitos secundarios” los cuales se asume que se emplean
como mecanismo de defensa contra la depredacion de animales, insectos o
microorganismos. Estos compuestos se pueden clasificar y pertenecen a
diferentes grupos como son: aceites esenciales, alcaloides, cumarinas, esteroides,
fenoles y polifenoles, flavonoides, glucésidos, gomas, iridoides, lignanos,
mucilagos, pectinas, quinonas, saponinas, taninos y terpenos, xantonas, flavonas

y flavonoides, terpenoides (Castillo Olvera et al., 2017).

El objetivo fundamental del analisis fitoquimico es determinar la presencia de
metabolitos en una especie vegetal, éste andlisis comprende varias técnicas de
caracterizacion desde el tamizaje fitoquimico hasta técnicas instrumentales como
la cromatografia de gases, cromatografia de capa delgada, cromatografia de
liguidos de alta resolucién, espectrofotometria de masas, espectroscopia infrarroja,
entre otras. Las técnicas mencionadas constituyen una herramienta para la
investigacion del potencial biolégico y farmacologico que puede poseer una

especie vegetal (Castillo Olvera et al., 2017).

2.1.3.1 Tamizaje Fitoquimico

Actualmente, para la determinacion de la composicion quimica de una planta, se



utilizan técnicas analiticas avanzadas, sin embargo, los ensayos fitoquimicos son
una forma confiable de realizar un analisis cualitativo, ya que proyectan una
informacion basica y preliminar acerca de su composicion quimica. El tamizaje
fitoquimico se basa en la obtencion de extractos de planta en solventes como agua,
alcohol y éter. Este método se basa en la aplicacién de pruebas quimicas de
identificacion cualitativas de los distintos grupos funcionales, los resultados de las
reacciones son reportados como positivo (+) o negativo(-) para el metabolito

secundario que se trate (Castillo Olvera et al., 2017).

2.1.4 CROMATOGRAFIA

La cromatografia es una de las aplicaciones mas importantes en la Quimica
analitica, que se usa para separar mezclas complejas, constituye un método de
separacion excepcionalmente versatil de caracter fisico-quimico, es un conjunto de
técnicas basadas en el principio de retencion selectiva (Corzo, 2019) que se
compone de dos fases: una fase estacionaria y una fase mévil. La fase estacionaria
puede ser un solido o un liquido, la fase mévil puede estar constituido de un liquido,
un fluido super critico o un gas el cual es portador de la mezcla. Esta técnica
emplea diferentes procedimientos, entre los mas importantes son cromatografia en
papel, cromatografia en capa fina, la cromatografia en columna y la cromatografia

de gases (Castillo Olvera et al., 2017).

2.1.4.1 Cromatografia en capa fina

La cromatografia en capa fina es un método muy valioso utilizado en quimica
basado en la separacion de componentes por efecto de la migracion diferencial, es
usada para la separacion y analisis de muestras que presentan una amplia
variedad mezclas. Se puede utilizar para separar mezclas de iones inorganicos,
moléculas organicas y compuestos biorganicos tales como pigmentos, lipidos,

aminoacidos, nucleotidos y azucares (BIOTED, 2013).



La muestra que va a ser analizada se aplica uniformemente por medio de un capilar
sobre la superficie adsorbente inerte que puede ser silica o alimina. Esta técnica
constituye una herramienta importante en la determinacibn de componentes
quimicos de una mezcla, ya que permite proporcionar informacién sobre la
naturaleza homogénea de una mezcla de componentes y garantiza que las

sustancias de una actividad biolégica o quimica estén presentes.

A continuacion, se puede observar un esquema del procedimiento.

Distancia recorrida por la muestra

Rf

Distancia recorrida por el frente del disolvente

Frente del
disolvente —»=|rnnnf-cceemeeaannn

nueva posicion — =@ 1" "
del compuesto

2.1em

OrNgen ol - J-ccceceaaala.

Figura 3. Cromatografia en capa fina

2.1.4.2 Cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)

La cromatografia liquida de alta resolucion o High Performance Liquid
Chromatography (HPLC siglas por su nombre en inglés), es una técnica utilizada
para separar los componentes de mezclas complejas con el propésito de
identificarlas, cuantificarlas y purificarlas, consiste en dos fases; una fase
estacionaria no polar denominada columna y una fase mévil. La fase estacionaria
generalmente es silica y la fase mévil actia de portador de la muestra, el compuesto
pasa por una columna cromatografica a través de la fase estacionaria por medio de
un liguido que es introducido a alta presion, la muestra es colocada en pequefas
cantidades y sus componentes se retrasan diferencialmente, esto depende de la

interaccién quimica y fisica con la fase estacionaria.
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Esta una técnica de determinacion que puede ser considerada como una de las
técnicas de purificacion mas versatiles y confiables, tiene una amplia aplicacion en
la investigacion en diferentes ramas tales como quimica, bioquimica, alimentos,

entre otras.

Fase movil

Hornode _—

termostatizacién

Integrador

Figura N° 4. Esquema de una cromatografia liquida de alta resolucién (Hernandez,
2017).

2.1.4.3 Cromatografia de Gases.

Es una técnica basicamente de separacion, que consiste en la volatilizacion de una
muestra que se inyecta en la cabeza de un mechero de una columna
cromatografica. La principal diferencia que existe entre los otros tipos de
cromatografia es que la fase mévil no interactia con las moléculas de la sustancia
a analizar; la Unica funcion es la de transportar la sustancia a analizar a través de la
columna. El desarrollo de instrumentacién para la realizacion de esta técnica
permite operar en continuo, obteniendo mayor eficiencia y eficacia en la separacién

por elucion (Parrales et al., 2012; Yagies, 2008).

Existen dos tipos de cromatografia de gases (GC): la cromatografia gas-solido
(GSC) y la cromatografia gas-liquido (GLC). La cromatografia gas-liquido es la
técnica que se utiliza mas ampliamente, denominandose simplemente

cromatografia de gases (GC).
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La GC se lleva a cabo en un cromatdgrafo de gases. Este consta de diversos
componentes como el gas portador, el sistema de inyeccién de muestra, la columna

(generalmente dentro de un horno) y el detector.

Registro

Electrodo
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}— Amplificador
oxigeno )

- Al \ &@ T | Gasesde

~
\ Inyector llama

Valvulas de
regulacion

Columna

Trataméento de datos

& Gas de apoyo

Hormno

Figura 5. Esquema de un cromatografo de gases.

2.1.4.4 Espectrometria de masas

La espectrometria de masas (Mass Spectrometry, MS), es una técnica muy usada
en el andlisis de biomoléculas. Es una técnica de analisis quimico cualitativo que
en comparacion con otras técnicas de espectrofotometria, ésta no utiliza radiacioén,
por lo tanto, no deberia ser considerada como una técnica espectroscoépica,
durante la obtencién del espectro ocurren cambios quimicos, con lo que la muestra
utilizada se destruye y no puede ser recuperada (Araceli Pefia-Alvarez & Alejandra
Castillo-Alanis, 2015).

Un espectrémetro de masas esté en la capacidad de desempefiar 4 funciones:
1) Debe ser capaz de volatilizar sustancias de diferente volatilidad.
2) En la muestra volatilizada debe tener la capacidad de originar iones a partir
de las moléculas neutras en fase gaseosa.
3) Los iones generados deben ser separados en funcion de su relacion
masa/carga.
4) Los iones separados, deber ser detectados y registra la informacion

adecuadamente.
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Debido a que el espectrofotobmetro cumple estas cuatro funciones, este consta de
cuatro partes mas o menos independientes:

1) Sistema de introduccion de muestras.

2) Fuente de iones.

3) Analizador para la separacion de iones

4) Sistema detector y registrador.

El esquema de un espectrometro de masas es el siguiente:

Imén
H=0-20000G

Figura 6. Esquema de un espectrometro de masas

2.1.4.5 Espectroscopia Infrarrojo

La espectroscopia infrarroja NIRS (Near InfraRed Spectroscopy) es una técnica de
determinacion de grupos funcionales que estudia la interaccion de la radiacion

electromagnética de origen infrarrojo con la materia.

El espectro infrarrojo electromagnético se divide en tres regiones: el infrarrojo

cercano, medio, y lejano, nombrados asi por su relacién con el espectro visible. El
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infrarrojo lejano (400-10 cm™?) se encuentra adyacente a la regién de microondas,
posee una baja energia y puede usarse en espectroscopia rotacional. El infrarrojo
medio (4000-400 cm™) puede usarse para estudiar las vibraciones fundamentales
y la estructura rotacional vibracional, mientras que el infrarrojo cercano (14000-

4000 cm™) puede excitar vibraciones armoénicas (Arias et al., 2020).

La tecnologia NIR se basa principalmente en la aplicacion de radiacion infrarroja
sobre una especie quimica, la cual, en funcion de su composicién absorbera una
cierta cantidad de energia. Este proceso cumple la ley de Lambert-Beer, de modo
que la absorbancia (A) es directamente proporcional a la concentracién de los
distintos componentes de dicha muestra. La forma mas habitual de cuantificar
dicha absorcion de energia es a partir de la medida de la energia reflejada (A= log
(1/R)) o transmitida (A= log (1/T)) por la muestra, donde R y T son el valor de
reflectancia o transmitancia respectivamente (Arias et al., 2020).

Dispositivo de seleccion de longitud de onda
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Ordenador / Software multivariante

Figura 7. Esquema de espectroscopia infrarroja cercana

2.1.5 COMPUESTOS FITOQUIMICOS

Los compuestos que pueden estar presentes en una planta pueden ser muy
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diversos, iniciando desde los compuestos que son Utiles para cumpla funciones
fundamentales como soporte, alimentacion, respiracién, entre otras; a estos
compuestos se les denomina metabolitos primarios y compuestos que sirven para
otorgar una caracteristica propia de la planta, color olor, sabor, entre otras a estos
compuestos se les denomina metabolitos secundarios, cada una de estas
sustancias quimicas tienen su propia caracteristica y para su analisis fitoquimico
se agrupan en alcaloides, carbohidratos, flavonoides, proteinas y quinonas,
glucoésidos, saponinas, esteroles, fenoles, taninos, cumarinas, diterpenos y
triterpenos, entre otros. Para tener una nocidbn mas clara, describiremos a cada

uno de ellos.

2.1.5.1 Alcaloides

Los alcaloides pertenecen a un grupo de compuestos quimicos con una presencia
amplia en la naturaleza, en su estructura contienen uno o mas atomos de nitrégeno
en un anillo heterociclico, de caracter levemente basico. Pueden ser generadas
por funciones de organismos vivos como animales (peces y ranas del género
Phyllobates), plantas (mas de 100 familias faner6gamas y en menos proporcion
criptbgamas) o bacterias (ergot), la clasificacion se da en base a su estructura o
funcién. Estos compuestos son generados en los tejidos de la planta que tienen
intensa actividad celular, es decir, hojas, raices y/o semillas, variando su
concentracion y naturaleza, por lo regular son catalogados como derivados de
aminoacidos y tienen una alta actividad farmacoldgica, son los primeros

compuestos en ser estudiados en las plantas (Arango, 2008).

2.1.5.2 Flavonoides

Los flavonoides son considerados fitonutrientes, son los responsables de los
intensos colores de frutas y verduras, se han caracterizados mas de 6000 tipos de
flavonoides, se encuentran en plantas vasculares en forma de glicésidos y tienen

un alto poder antioxidante (Cartaya & Reynaldo, 2001); son compuestos
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polifendlicos con quince atomos de carbono cuya estructura consta de dos anillos
de benceno unidos por una cadena lineal de tres carbonos, El esqueleto se
representa por el sistema C6-C3-C6, en el cual tienen dos anillos aromaticos
llamados A y B que estan unidos por una unidad de tres carbonos que pueden
formar un tercer anillo. Se encuentran generalmente en mezclas como agliconas y
glicésidos, siendo las mas comunes las flavonas y flavonoles, y mas restringidas
las isoflavonas, las chalconas y auronas, algunos de ellos como la quercitina son

mas activos que otros (Castillo Olvera et al., 2017).

2.1.5.3 Esteroles

Los esteroles son compuestos que se encuentran distribuidos en los reinos: animal
y vegetal, formando parte de la estructura de las membranas celulares y como
precursores de hormonas, &cidos biliares y vitamina D. Se han descrito més de
200 tipos diferentes de esteroles encontrados en varias especies vegetales, entre
los mas abundantes se pueden citar: el 3-sitosterol, campesterol y stigmasterol, lo
que representa aproximadamente del 95-98% de los esteroles identificados en
laboratorio (Jauregui et al., 2011).

Los esteroles son compuestos cuya estructura presenta el sistema anular del
ciclopentano perhidrofenantreno, metilos en los carbonos 10 y 13 y un radical lineal
en el carbono 17. Se clasifican en fitoesteroles y fitoestanoles, presentan una

estructura semejante al colesterol de origen vegetal (Castillo Olvera et al., 2017).

2.1.5.4 Saponinas

Son compuestos glicosidicos solubles en agua que tienen las propiedades de
disminuir la tensién superficial del agua formando espuma abundante, es decir
actian como tensoactivos naturales, tienen un elevado peso molecular y elevada
polaridad. La mayoria se ajustan a la formula general (CnHz2n-sO10). Las saponinas

poseen diversas actividades biologicas, tales como antimicrobiana, antioxidante,
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antiinflamatoria, hemolitica, anticancerigena (Puentes & Nelly, 2009).

2.1.5.5 Sesquiterpenlactonas

Son sustancias abundantes en la naturaleza, existen alrededor de 3000 estructuras
conocidas Las sesquiterpenlactonas poseen un esqueleto fundamental de 15
atomos de carbono, incluyendo una lactona a-B insaturada que tedricamente
derivan de la union cabeza-cola de tres fragmentos de isopreno y se considera
biogenéticamente derivados del farnesil difosfato (Majeed et al., 2021), parte del
esqueleto es un anillo de metilbutendlido amargas que se encuentran en todas
partes de las plantas, se derivan de los sesquiterpenos, compuestos lactonicos que
se clasifican con base en su esqueleto carbociclico como germacrondlidos,
guaiandlidos, eudesmandlidos y pseudo-guaiandlidos, entre otros (el sufijo 6lido se
refiere a la funcién lactona) (Majeed et al., 2021).

2.1.5.6 Cumarinas

Son compuestos derivados de la benzo-a-pirona, (lactonas insaturadas) que tienen
una estructura CeC3sy son sintetizados por las especies vegetales por accion del
acido shikimico como la cumarina, la esculetina, umbeliferona y la escopoletina,
son un grupo muy amplio de principios activos fendlicos y tienen en comun la
estructura quimica de 1-benzopiran-2-ona. Se pueden clasificar en cumarinas

simples, cumarinas complejas y cumarinas diversas (Martinez, 2020).

AN

O @)

Figura 8. Estructura general de una cumarina
2.1.5.7 Quinonas

Las quinonas son metabolitos secundarios ampliamente distribuidos en la

naturaleza, han sido estudiadas en plantas, hongos, bacterias y organismos
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marinos. Son dicetonas ciclicas insaturadas que por reduccién se convierten en
polifenoles, siendo reversible esta reaccion. Derivan su nombre de la p-
benzoquinona como producto de oxidacidn del acido quinico. Se pueden clasificar
de acuerdo al sistema aromatico en benzoquinonas, naftoquinonas, antraquinonas,

fenantraquinonas (Castillo Olvera et al., 2017).

2.1.5.8 Taninos

Este grupo de compuestos son bastante heterogéneos de masa molecular alta,
quimicamente se pueden definir como metabolitos secundarios derivados de
plantas que pueden ser ésteres de acido galico o sus derivados unidos a una
amplia variedad de poli oles, catequina o nucleos triterpenoides (Olivas-Aguirre et
al., 2015). La caracteristica principal de los taninos es su capacidad para formar
complejos reversibles con las proteinas (Lara & Londofio, 2008). Se clasifican en
taninos hidrosolubles, que son ésteres facilmente hidrolizables formados por una
molécula de azucar unida a un variable de moléculas de &cidos fendlicos; y los
taninos no hidrosolubles que tienen una estructura quimica similar a la de los
flavonoides, algunos son conocidos como pro-antocinidinas porque por hidrolisis

acida producen antocianinas y leucocinidinas (Fitoquimica et al., 2008).

2.1.5.9 Terpenos

Los terpenos representan el grupo mas abundante de los aceites vegetales, estos
compuestos pueden ser llamados isoprenoides, ya que se derivan del isopreno (2-
metilbutadieno), estos metabolitos son los responsables de aromas y sabores
propios de una planta, mientras mayor sea la cantidad de oxigeno en la molécula,
mayor sera su aroma (Espinosa et al., 2016). Los terpenos se clasifican en
hemiterpenos, monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, sesterterpenos,

triterpenos y tetraterpenos (Bonkanka, 2007).

2.1.6 ACTIVIDAD BIOLOGICA
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La actividad biolégica se puede catalogar como todos los efectos adversos o
benéficos que puede causar un compuesto quimico extraido de una especie vegetal
y/o animal sobre los organismos vivos. La toxicidad es denominada como la
principal clase de actividad biologica y es directamente relacionada con la cantidad

suministrada de una sustancia.

Un material se considera bioactivo si éste tiene una interaccién con efectos a nivel
celular de organismos vivos manifestdndose positiva o negativamente, teniendo en
consideracion que el perfil toxicolégico es un pilar fundamental para el estudio de

sustancias con actividad biolégica.

Para realizar el estudio de una actividad bioldgica en la actualidad se realizan
estudios y analisis basados en modelos celulares mediante los cuales se puede
determinar en las sustancias de estudio capacidades antitumorales, sensibilidad
celular de farmacos, sinergia farmacologica, analisis del ciclo celular e induccién a

la muerte celular (apoptosis), genotoxicidad, ensayos clonogénicos, entre otros.

Una de las pruebas por la cual se puede determinar una actividad biolégica es el

antibiograma de discos o técnica Kirby Bauer.

2.1.6.1 Antibiograma o prueba de Kirby Bauer

El método Kirby-Bauer es Util para determinar la sensibilidad de una sustancia que
puede tener propiedades antibacterianas, antimicoticas y/o quioterapéutico. Este

meétodo se denomina antibiograma.

Para esta técnica se debe seleccionar microorganismos aislados correctamente y
dispersados o sembrados uniformemente sobre una placa agar, una vez que se
obtiene un microorganismo desarrollado en la placa agar, se procede a colocar
discos de papel filtro impregnados con la sustancia que se asume tiene una

actividad biologica. La sustancia difundira desde el papel filtro al agar de forma
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radial. Se incuba la placa de 20 a 24 horas, a temperaturas en las cuales el
microorganismo sobre el cual se desea tener un efecto positivo 0 negativo, se
encuentre en condiciones o6ptimas de desarrollo. Los resultados se pueden
expresar como: Sensible (S), Intermedio o Moderadamente sensible (I) y
Resistente (R), y dependeré de varios factores como son:

¢ pH del medio de sembrado.

e concentracion de la sustancia suministrada al microorganismo.

e sensibilidad del microorganismo frente a una sustancia.

e condiciones de incubacion del agar-microorganismo.

e tamafo del inoculo.

e coeficiente de difusion agar-sustancia a estudio.

e Deterioro o mala aplicacion de los discos en el agar.

La eleccién de los medios de siembra (agar) se debe realizar basados en las
caracteristicas propias de los microorganismos en los cuales se desea efectuar la
prueba de actividad bioldgica, ya que esta técnica es solo cualitativa y depende

directamente de las condiciones seleccionadas para la prueba.

2.1.7 HONGOS

Los hongos representan un grupo muy grande dentro de la biodiversidad en todos
los ecosistemas presentes, el grupo es tan grande que resulta dificil presentar una
clasificacion real y concisa, sin embargo, pueden ser descritos como
microorganismos filamentosos, con reproduccién asexual y sexual por medio de
esporas y con pared celular constituida principalmente de quitina y celulosa. Se los
puede dividir en hongos filamentosos y levaduras y su principal diferencia es que
los hongos filamentosos crecen formando filamentos alargados, mientras que las
levaduras pueden mantenerse en forma unicelular en su mayor parte de vida.
Muchos de estos microorganismos tienen aplicaciones en biotecnologia, en la
medicina y la industria alimentaria, cabe anotar que muchos de ellos tienen su lado

negativo, por ejemplo, su impacto en la agricultura debido a que algunos de ellos
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son contaminantes en varias especies vegetales afectando directa o

indirectamente la produccion, entre ellos citaremos a los siguientes.

2.1.7.1 BOTRYTIS CINEREA

Botrytis cinerea es un hongo fitopatdgeno de mucha importancia, afecta a un
sinnimero de plantas hacienda uso de diferentes mecanismos de infeccion, es
responsable de la denominada “podredumbre gris”’(Benito et al., 2000), atacando
en fases pro y post cosecha, es por ello que es considerado un patégeno de mucha
incidencia en pérdidas de cultivos ya que puede atacar en cualquier estado de
desarrollo de la planta. Para su control es necesario un conocimiento de los
mecanismos de infeccidn del hongo y de los mecanismos de defensa de la planta
(Latorre et al., 2001).

2.1.7.2 CLADOSPORIUM SPP.

Cladosporium spp es un género de hongos aero transportados; es un hongo
filamentoso que incluye mohos interiores y exteriores. Producen colonias color
verde oliva a marrén o negras, muchas especies de Cladosporium se encuentran
comunmente en material vegetal vivo y muerto, pueden actuar como patégeno en
plantas y/o sobre otros hongos, incluso puede presenter patologias en humanos y
animales si la propagacion a sido 6ptima en estos organismos (Cladorporium
Spp.Pdf, n.d.).
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CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS
3.1 TIPO DE ESTUDIO

Hipotético/deductivo. Debido a que se tomaron en cuenta estudios discutidos en la
literatura para formular la hipotesis y justificacion. También, es analitico
experimental, porque se obtuvieron datos mediante pruebas de laboratorio, los
cuales fueron interpretados por comparacion con anélogos discutidos en la literatura
cientifica para la misma planta o especies del mismo género o familia en otros

paises.

3.2 LUGAR DE INVESTIGACION.

El trabajo experimental se desarrollo en los laboratorios de la Facultad de Ciencias
de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo y en el Centro de Investigaciones
Biotecnolodgicas de Ecuador de la Escuela Superior Politécnica del Litoral.

3.3 IDENTIFICACION DE LA PLANTA.

La recoleccién de muestras de la especie vegetal se realizé en la ciudad de
Riobamba y la identificacion de la planta la realiz6 el PhD en Biologia William

Patricio Ponce Yaulema.

3.4 PREPARACION DEL MATERIAL VEGETAL.

Una vez localizada e identificada la planta, se procedié a limpiar la zona en donde
se realizaron los cortes para la extraccion del latex, esta extraccion debié ser
inmediata, debido a que el latex una vez que entra en contacto con el medio
ambiente se torna de un color negro, por lo que se asume que tiene procesos de

pardeamiento o reacciones de éxido/reduccion.
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3.5 EXTRACCION DEL LATEX Y OBTENCION DE LOS EXTRACTOS.

Materiales:

Bisturi esteéril N° 3
Jeringuilla de 3mly 5 ml.
Frascos ambar 200 ml

Metodologia.

Con un bisturi estéril, se procedio a realizar cortes en tallo y partes externas de la
planta (hojas y flores), por medio de una jeringuilla se realizé la extraccion del latex,
sumergiendo el contenido en agua destilada y en etanol de 96° separadamente, se
recogid el material vegetal para posteriormente pesar y tener una relacion de la
cantidad de planta utilizada para la extraccién del latex, obteniéndose asi los

extractos acuoso y alcohdlico para posterior analisis.

3.6 DETERMINACIONES FiSICO-QUIMICAS

3.6.1 pH.

Se utilizé un pHmetro marca HANNA INSTRUMENTS modelo pH/ORP/ISE-CE y la
determinacion se la realiz6 de manera directa segun las especificaciones del manual
del equipo.

3.6.2 indice de refraccion

Para la determinacion del indice de refraccion se realizo a temperatura ambiente de
18+2°C

en un refractbmetro KYOTO ELECTRONICS, el equipo se calibré6 con agua
destilada siendo su indice de refraccion en 1,3330.
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3.6.3 Densidad

La densidad del extracto de latex se verificé determinando el peso del picnémetro
seco en estufa hasta obtener peso constante, posteriormente es colocado 10 ml de
cada extracto obtenido evitando la formacion de burbujas en el interior, se procede
a pesar y mediante calculo con la aplicacion de la siguiente ecuacion se realiza la
determinacion:

5 = Mext - Mv

%4

En donde:
Mext = masa del picndmetro mas el extracto
Mv = masa del picnémetro vacio

V = volimen del extracto
3.7 DETERMINACION EN ESPECTROFOTOMETRO INFRARROJO FT-IR

Esta determinacion se realiza por medio de un equipo Marca JASCO modelo
FT/IR-4100 de la siguiente manera:

1.- Conectar el equipo y el ordenador a un tomacorriente de 110V.

2.- Proporcionar energia al equipo presionando el switch POWER ubicado en la
parte posterior derecha.

3.- Encender el equipo presionando el switch POWER ubicado en la parte superior
derecha del equipo y esperar cinco minutos hasta que los parametros de analisis
estén listos.

4.- Para iniciar el barrido encender el ordenador e ir a: Inicio/Todos los programas/
JASCO/ SpectraManager.

5.- Iniciar el programa SpectraManager y seleccionar Quick-Start.

6.- Limpiar con algodén y alcohol el area de muestra (Cristal de seleniuro de zinc,
soporte y capuchon de tornillo) ubicada en la parte interior central del equipo.

7.- Realizar el Background al verificar la ausencia de sustancia en el area de
muestra, cerrar la tapa del equipo y presionar el botén "START ubicado en la parte

frontal.
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8.- Realizar el barrido espectral colocando la muestra liquida (2 gotas) o sélida
(polvo) sobre el cristal del area de muestra, quitar el seguro ubicado en la parte
posterior, jalar hacia adelante el tornillo de ajuste, ajustarlo hasta que muestre
friccion, cerrar la tapa y pulsar "START»

9.- Procesar el espectro utilizando el programa Spectra Analysis, corregir las
escalas seleccionando el icono corregir la linea base seleccionando (ubicar la linea
azul cercana a los puntos altos de los picos y seleccionar OK) y eliminar el CO:2
seleccionando el icono (intervalos automaticos, presionar OK)

10.- Identificar los picos mas relevantes seleccionando el icono. Etiquetar los picos
automaticamente asignando limites de lectura y presionar Apply o manualmente
moviendo la linea vertical azul y dar click en Add. Eliminar los picos menos
relevantes, seleccionando el nimero de onda de la parte izquierda y la opcién
Delete y seleccionar OK.

11.- Generar las lineas auxiliares seleccionando habilitar todas y pulsar OK.

12.- Guardar el archivo seleccionando: File / Save As. Y guardar el espectro como
una imagen, seleccionando Edit/ Copy as/ Bitmap y pegar en un procesador de
texto.

13.- Desajustar el tortillo de ajuste y repetir el paso 6

14.- Repetir los pasos 8, 9, 10, 11, 12 y 13 con todas las muestras.

3.8 CROMATOGRAFIA DE GASES Y ESPECTROMETRIA DE MASAS

La determinacién se lo realizé en el Labotarorio de la CIBE de ESPOL, en un equipo
Angilent Modelo 7890A GC System -5975C inert MSD With Triple Axis-Detector,
con dimensiones HP -1 (19091z-115) (50 m length x 0,320 mm Diam x 0,52
pm Film), el gas utilizado fue Helio gas. Los compuestos fueron identificados por
comparacion de los espectros existentes en la Biblioteca Digital de Espectros de
Masas Wiley 9th Edition con 790 mil espectros + Biblioteca NIST 2011 con 243 mil
espectros con nombres y estructuras quimicas. La metodologia pertenece a

protocolos establecidos para uso exclusivo del laboratorio.
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Condiciones de trabajo

Cromatografia de Gases Acoplada a Espectrometria de Masas
Marca: Agilent Technologies

Columna: DB-5MS (30 m longitud x 0.25 mm Diametro interno) y 0.25 micrometros
de espesor de pelicula.

Gas de arrastre: Helio (He), Flujo: 1.2 ml/min

Temperatura de inyeccion: 250°C

Modo de inyeccion: Splitless

Temperatura inicial del horno: 70°C por 2 minutos

Gradiente del horno: 5°C/min

Temperatura final del horno: 300 °C por 6 minutos
Temperatura de transferencia: 300°C

Temperatura de la fuente de iones: 230°C

Temperatura del cuadrupolo: 150°C

Voltaje de electroionizacion: 70 eV

Rango de screening: 50-550 u.m.a.

Derivatizacion

Agente derivatizante: N,O-Bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide (BSTFA), Sigma-
aldrich.

Reaccion de derivatizacion: 100 uL del agente derivatizante se agregaron en 1 mg
de muestra seca y se colocaron en bafio de agua a 80°C por 2 horas.

3.9 TAMIZAJE FITOQUIMICO.

Para la evaluacion de la presencia de los tipos de familias de compuestos quimicos

0 metabolitos secundarios se realizaron varias pruebas quimicas cualitativas a los

extractos elaborados del latex de la especie vegetal Argemone mexicana
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Materiales

Gradilla.

Tubos de ensayo.
Pipetas 10 ml
Pipetas 1 ml.
Papel filtro.

Reverbero.

Extracto acuoso del latex Argemone mexicana.

Extracto etandlico del latex Argemone mexicana.

Cuadro 2. Pruebas quimicas realizadas al extracto etandlico del latex de A.

Extracto etandlico

Ensayo

Metabolito secundario

Ensayo de Catequinas
Ensayo de Sudan
Ensayo de Resinas
Ensayo de Fehling
Ensayo de Baljet
Ensayo de Libermann-
Buchard

Ensayo de ClsFe

Ensayo de Espuma
Ensayo de Ninhidrina
Ensayo de Bontrager
Ensayo de Shinoda
Ensayo de Antocianidina
Ensayo de Dragendorff
Ensayo de Mayer
Ensayo de Wagner

Catequinas
Compuestos grasos
Resinas

Azlcares reductores
Lactonas

Triterpenos-Esteroides

Fenoles y Taninos
Saponinas
Aminoacidos
Quinonas
Flavonoides
Antocianinos
Alcaloides
Alcaloides
Alcaloides

mexicana.
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Cuadro 3. Pruebas quimicas realizadas al extracto acuoso del latex de A.

mexicana
Ensayo Metabolito
secundario

Ensayo de Fehling Azucares reductores

Ensayo de Sudan Compuestos grasos

Ensayo de ClsFe Fenoles y Taninos

Ensayo de Espuma Saponinas
Extracto acuoso Ensayo de Shinoda Flavonoides

Ensayo de Dragendorff Alcaloides

Ensayo de Mayer Alcaloides

Ensayo de Wagner Alcaloides

Ensayo de Mucilagos Mucilagos

Ensayo de Principios Principios amargos

amargos

3.9.1 Descripcion de las pruebas quimicas.

3.9.1.1 Ensayo de Sudan

Permite reconocer en un extracto la presencia de compuestos grasos, para ello, a
la alicuota de la fraccion en el solvente de extraccion, se le afiade 1 ml de una
solucion diluida en agua del colorante Sudan Ill o Sudan IV. Se calienta en bafio

de agua hasta evaporacion del solvente (Miranda, M. 2006).
La presencia de compuestos grasos se considera positiva si aparecen gotas o una

pelicula coloreada de rojo en el seno del liquido o en las paredes del tubo de

ensayos respectivamente (Miranda, M. 2006).
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3.9.1.2 Ensayo de Dragendorff

Permite reconocer en un extracto la presencia de alcaloides, para ello, si la alicuota
del extracto esta disuelta en un solvente organico, este debe evaporarse en bafio
de aguay el residuo redisolverse en 1 ml de acido clorhidrico al 1 % en agua. Si el
extracto es acuoso, a la alicuota se le afiade 1 gota de &cido clorhidrico concentrado
(calentar suavemente y dejar enfriar hasta acidez). Con la solucién acuosa acida
se realiza el ensayo, afadiendo 3gotas del reactivo de Dragendorff, si hay
opalescencia se considera (+), turbidez definida (++), precipitado (+++) (Miranda,
M. 2006).

3.9.1.3 Ensayo de Mayer

Se procedio6 de la forma descrita anteriormente, hasta obtener la solucion acida. Se
afiade una pizca de cloruro de sodio en polvo, agitar y filtrar. Afladir 2 6 3 gotas de
la solucién reactiva de Mayer, si se observa opalescencia (+), Turbidez definida (++),

precipitado coposo (+++) (Miranda, M. 2006).

3.9.1.4 Ensayo de Wagner

Se parte al igual que en los casos anteriores de la solucion acida, afadiendo 2 6 3
gotas del reactivo, clasificando los resultados de la misma forma (Miranda, M. 2006).

3.9.1.5 Ensayo de Baljet

Permite reconocer en un extracto la presencia de compuestos con agrupamiento
lacténico, en particular Cumarinas, aungue otros compuestos lacténicos pueden dar
positivo al ensayo (Miranda, M. 2006).

Para ello, si la alicuota del extracto no se encuentra en alcohol, debe evaporarse el
solvente en bafio de agua y redisolverse en la menor cantidad de alcohol (1 ml). En

estas condiciones se adiciona 1mL del reactivo; considerandose un ensayo positivo,
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la aparicion de coloracion o precipitado rojo (++ y +++) respectivamente (Miranda,
M. 2006).

3.9.1.6 Ensayo de Borntrager

Permite reconocer en un extracto la presencia de quinonas. Para ello, si la alicuota
del extracto no se encuentra en cloroformo, debe evaporarse el solvente en bafio
de agua y el residuo re disolverse en 1 ml de cloroformo. Afadir 1 ml de hidroxido
de sodio, hidroxido de potasio 6 amonio al 5 % en agua. Agitar mezclando las fases
y se deja en reposo hasta su ulterior separacion. Si la fase acuosa alcalina (superior)
se colorea de rosado o0 rojo, el ensayo se considera positivo. Coloracion rosada (++),

coloracién roja (+++) (Miranda, M. 2006).

3.9.1.7 Ensayo de Liebermann-Burchard

Permite reconocer en un extracto la presencia de triterpenos y/o esteroides, por
ambos tipos de productos poseer un nucleo del androstano, generalmente

insaturado en el anillo B y la posicion 5-6 (Miranda, M. 2006).

Para tal fin, si la alicuota del extracto no se encuentra en cloroformo, debe
evaporarse el solvente en bafio de agua y el residuo re disolverse en 1 ml de
cloroformo. Se adiciona 1 ml de anhidrido acético y se mezcla bien. Por la pared del
tubo de ensayos se dejan resbalar 2-3 gotas de acido sulfurico concentrado sin

agitar. Un ensayo positivo se tiene por un cambio rapido de coloracion:

. Rosado-azul muy rapido.
. Verde intenso-visible, aunque rapido.
. Verde oscuro-negro-final de la reaccion (Miranda, M. 2006).

3.9.1.8 Ensayo de catequinas
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Para realizarlo, se tomd de la solucién alcohdlica obtenida una gota, con la ayuda
de un capilar y aplicar la solucion sobre papel de filtro. Sobre la mancha se aplic
una solucion de carbonato de sodio. La aparicion de una mancha verde carmelita a

la luz UV, indica un ensayo positivo (Miranda, M. 2006).

3.9.1.9 Ensayo de resinas

Para detectar este tipo de compuesto, adicionar 2 ml de la solucién alcohdlica, 10
ml de agua destilada. La aparicion de un precipitado, indica un ensayo positivo
(Miranda, M. 2006).

3.9.1.10 Ensayo de Fehling

Permite reconocer en un extracto la presencia de azucares reductores. Si la
alicuota del extracto no se encuentra en agua, debe evaporarse el solvente en bafio
de agua y el residuo re disolverse en 1-2 ml de agua. Se adiciond 2 ml del reactivo
y se caliento en bafio de agua 5-10 minutos la mezcla. El ensayo se considera
positivo si la solucion se colorea de rojo o aparece precipitado rojo (Miranda, M.
2006).

3.9.1.11 Ensayo de la espuma

Permite reconocer en un extracto la presencia de saponinas, tanto del tipo esteroidal
como triterpénica. De modo que, si la alicuota se encuentra en alcohol, se diluye
con 5 veces su volumen en agua y se agita la mezcla fuertemente durante 5-10
minutos.

El ensayo se considera positivo si aparece espuma en la superficie del liquido de

mas de 2 mm de altura y persistente por mas de 2 minutos (Miranda, M. 2006).

3.9.1.12 Ensayo del cloruro férrico
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Permite reconocer la presencia de compuestos fendlicos y/o taninos en un extracto
vegetal. Si el extracto de la planta se realiza con alcohol, el ensayo determina tanto
fenoles como taninos. A una alicuota del extracto alcoholico se le adicionan 3 gotas
de una solucién de tricloruro férrico al 5 % en solucion salina fisiologica (cloruro de
sodio al 0.9% en agua). Si el extracto es acuoso, el ensayo determina
fundamentalmente taninos. A una alicuota del extracto se le afiade acetato de sodio
para neutralizar y tres gotas de una solucion de tricloruro férricoal 5 % en solucién

salina fisiolégica, un ensayo positivo puede dar la siguiente informacién general:

. Desarrollo de una coloracion rojo-vino, compuestos fendélicos en general.

. Desarrollo de una coloracion verde intensa, taninos del tipopirocatecolicos.
. Desarrollo de una coloracion azul, taninos del tipopirogalotanicos (Miranda,
M. 2006).

3.9.1.13 Ensayo de Shinoda

Permite reconocer la presencia de flavonoides en un extracto de un vegetal. Si la
alicuota del extracto se encuentra en alcohol, se diluye con 1 ml de &cido clorhidrico
concentrado y un pedacito de cinta de magnesio metalico. Después de la reacciéon
se espera 5 minutos, se afiade 1 ml de alcohol amilico, se mezclan las fases y se

deja reposar hasta que se separen (Miranda, M. 2006).

Si la alicuota del extracto se encuentra en agua, se procede de igual forma, a partir
de la adicion del acido clorhidrico concentrado. El ensayo se considera positivo,
cuando el alcohol amilico se colorea de amarillo, naranja, carmelita o rojo; intensos

en todos los casos (Miranda, M. 2006).

3.9.1.14 Ensayo de antocianidinas

Permite reconocer en los extractos vegetales la presencia de estas estructuras de
secuencia C6-C3-C6 del grupo de los flavonoides. Se calentaron 2 ml del extracto

etanolico por 10 min con 1 ml de HCI conc. Se dejo enfriar y se adiciond 1 ml de
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agua y 2 ml de alcohol amilico. Se agité y se deja separar las dos fases. La
aparicion de color rojo a marrén en la fase amilica, es indicativa de un ensayo
positivo (Miranda, M. 2006).

3.9.1.15 Ensayo de mucilagos

Permite reconocer en los extractos de vegetales la presencia de esta estructura tipo
polisacéarido, que forma un coloide hidréfilo de alto indice de masa que aumenta la
densidad del agua donde se extrae. Para esta determinacion se tomo una alicuota
del extracto en agua se enfria a 0-5 °C y si la solucién se torna de una consistencia

gelatinosa el ensayo es positivo (Miranda, M. 2006).

3.9.1.16 Ensayo de principios amargos y astringentes

El ensayo se realiza saboreando 1 gota del extracto acuoso o del vegetal y
reconociendo el sabor de cada uno de estos principios, bien diferenciados al paladar
(Miranda, M. 2006).

3.10 ACTIVIDAD BIOLOGICA

En el presente trabajo se utilizara dos cepas diferentes de hongos: Botrytis cinerea
y Cladosporium spp. Se trabajara con dos medios de cultivo Agar PDA (potato
dextrose agar) y Sabouraud. Las cepas fueron previamente aisladas y colocadas en
agar Sabouraud los cuales serviran como fuente directa para el sembrado de las

cajas de control y las cajas de prueba de actividad bioldgica.

3.10.1 Preparacion del agar.

Se lava correctamente todos los materiales de vidrio y se prepara los medios de
cultivo a utilizar en este caso se va a utilizar 5 cajas Petri con agar PDA y 5 cajas
Petri con agar Sabouraud. La informacién para la preparacién del medio de cultivo

se encuentra en la etiqueta de los frascos contenedores. Una vez que esta listo los
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medios de cultivo y el material a utilizar para la siembra se precede a esterilizar
mediante un autoclave TUTTNAUER 2340.

3.10.2 Método de siembra.

Una vez esterilizado el material y los medios de cultivo, en una camara de flujo
laminar, se colocaron de 20 a 25 ml de agar PDA y agar Sabouraud en las cajas
Petri, se deja reposar hasta que el medio de cultivo se solidifique con la caja superior
abierta para evitar condensacion de vapor. En la caja que contiene la primera
especie de hongo Botrytis cinerea por medio de un isopo, se realiza un estriado y
con este isopo que contiene el hongo, se procede a realizar un estriado uniforme en
las cajas petri que contiene el Agar PDA y Sabouraud cubriendo homogeneamente

toda la caja. Con este método se procede para ambas cepas de hongos.
3.10.3 Método Kirby — Bauer

Una vez realizada la inoculacion de cada cepa de hongo, en el medio de cultivo se
procede a colocar 3 discos en los cuales se colocan 10 ul y 20 pl del extracto, estos
discos se deben colocar con cuidado, procurando que la superficie del disco se

encontrara asentado completamente en el medio de cultivo.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 EXTRACCION DEL LATEX

Para la obtencion del extracto acuoso del latex se utilizé6 material vegetal fresco, se
emple6 doce partes del tallo y hojas con una masa de 22,8771 g y se extrajo un
total de 1,197 g de latex; con este valor se procedié a dar un estimado de porcentaje
de rendimiento para la obtencion del extracto acuoso. La cantidad de latex contenida
en la especie vegetal es limitada, una vez realizado un corte en una parte de la
planta no segrega el latex permanentemente, se debe realizar un nuevo corte a otra

seccion de la planta para la obtencion de latex.

Cuadro 4. Masa de material vegetal fresco usado para la extraccion del latex-
extracto acuoso.

N° de Material vegetal Cantidad de latex
muestra fresco extraido para el extracto
(9) acuoso(g)
1 1,3568 0,071
2 3,3655 0,176
3 1,6647 0,087
4 0,9507 0,050
5 1,7550 0,092
6 4,9788 0,261
7 0,5492 0,029
8 1,4630 0,077
9 1,0107 0,053
10 3,8176 0,200
11 0,9623 0,050
12 1,0028 0,052
22,8771 1,197 g
Masa totalfdel material vegetal 24,0741
resco (g)

Para obtener la masa total del material fresco utilizado para la obtencidn del extracto
acuoso, se sumo la masa del material fresco mas la masa del latex extraido, esto

dio un total de 24,0741g. Para tener un estimado de rendimiento se realiz6 una
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relacion entre el material fresco utilizado y el latex obtenido, utilizando la siguiente

relacion (Benitez-Benitez et al., 2020):

o o WiWr
% Rendimiento= W 100
i

En donde %R hace referencia al porcentaje de rendimiento, Wi es la masa inicial

del material vegetal fresco y Wt es la masa del material fresco extraido el latex.

El porcentaje de rendimiento de la extraccion del latex de la especie vegetal es de
4,97 %, cabe recalcar que el rendimiento es referencial, ya que el latex extraido es
resultado de las partes de la planta que fueron separadas y de la parte que se

encuentra plantada.

Cuadro 5. Masa de material vegetal fresco usado para la extraccion del latex-
extracto etanolico

N° de Material vegetal Cantidad de latex
muestra fresco extraido para el extracto
(9) etandlico ()

1 1,5871 0,080

2 2,3568 0,119

3 0,9854 0,050

4 3,1458 0,150

5 0,8754 0,044

6 2,8547 0,144

7 3,7412 0,189

8 2,2145 0,112

9 0,8421 0,042

10 0,8547 0,043

11 1,1549 0,058

12 1,0475 0,053
21,6601 1,084

Masa total del material fresco (g) 22,7441
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Para obtener el extracto etandlico se utilizdé 22,7441 g de doce partes aéreas de la
planta (tallo y hojas) de donde se obtuvieron 1,084 g de latex; la masa total del
material fresco extraido resulta de la suma del material fresco mas la masa del latex
extraido. Con estos valores se obtuvo un rendimiento de extraccion de latex para la

obtencién del extracto etandlico.

Para poder obtener un porcentaje de rendimiento se aplico la relacion entre la masa
material fresco y la masa del material vegetal, luego de extraer el latex y utilizar la

siguiente relacion (Benitez-Benitez et al., 2020):

W: — W,
% Rendimiento = IT * 100

i

En donde %R hace referencia al porcentaje de rendimiento, Wi es la masa inicial

del material vegetal fresco y Wt es la masa del material fresco extraido el latex.
Una vez aplicada esta relacion se obtiene un rendimiento de 4,76%, este
rendimiento es referencial, debido a que no se tiene la masa de la especie vegetal

plantada.

4.1.1 CONCENTRACION DE LOS EXTRACTOS

De acuerdo a la cantidad de latex extraido se puede estimar la concentracién de

los extractos que se detalla a continuacion:

Cuadro 6. Latex vs solvente utilizado

Tipo de Masa de Masa del Volumen Concentracion
Extracto latex (g) solvente (g) de estimada (g/ml)
solvente
(ml)
Acuoso 1.197 29,84 30 0,039
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Etandlico 1,084 29,78 30 0,036

La concentracion estimada de los extractos se obtiene de la relaciéon entre la masa

de latex extraido frente a la masa del solvente utilizado; se procur6 mantener
valores similares de concentracion para las diferentes determinaciones que se

realizaron en el estudio.

4.2 PRUEBAS FiSICO — QUIMICAS Y ORGANOLEPTICAS

Como primer tenemos la determinacién de las pruebas organolépticas y nos

brindan una informacién de las caracteristicas de los extractos acuoso y etandlico,

como el color el olor y el sabor.

Cuadro 7. Analisis organoléptico de los extractos del latex de A. mexicana.

Parametros Descripcion
Extracto Extracto etandlico
acuoso
Color Oscuro Amarillo Claro
Olor Resinoso Resinoso
Sabor Amargo Amargo
Astringente

En los andlisis organolépticos se evidencia una diferencia marcada en lo que

respecta al color de los extractos, esto se debe a que una vez que el latex entra en

contacto con el medio ambiente se torna de color oscuro, y puede ser debido al

contacto del latex con el oxigeno debido a que éste podria estar inmerso de

reacciones de oxidacion o pardeamiento, no ocurriendo asi en el extracto etandlico

gue mantiene el color propio del latex extraido.

Cuadro 8. Andlisis fisicos de los extractos del latex de A. mexicana.

Resultado
Parametro Blanco Extracto Extracto
alcohdlico Acuoso
pH 7.03 6.32 6.55
indice de refraccion 1.33299 1.36241 1.33322
Densidad relativa (g/ml) 1.001 0.987 0.991
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Para la determinacion de los analisis fisicos de los extractos se utilizé como blanco
agua destilada. Los valores de pH se encuentran en una escala neutra, esta
valoracion esta estrechamente relacionada con la actividad biolégica que pueden
presentar los extractos, ya que un pH acido extremo podria estar interactuando e
influenciando en los resultados de la actividad antifangica. El indice de refraccion
da una referencia de los carbohidratos presentes en la composicion quimica del
latex; se puede observar que en el indice de refraccion del extracto etandlico el valor
es alto en comparacion con el extracto acuoso y es debido a que el alcohol etilico
interfiere en el valor de esta medicion, en datos teoricos se reporta un indice de
refraccion del alcohol etilico de 1,36. Los valores de la densidad relativa no varian

significativamente en relacion con el blanco que se utilizé para esta determinacion.

4.3 ANALISIS Y PERFIL FITOQUIMICO

Cuadro 9. Familias de metabolitos secundarios detectados en el latex de A.
mexicana mediante el tamizaje fitoquimico.

Ensayo Grupos de Extracto Extracto
compuestos etandlico acuoso
Sudan Compuestos +++ +++
grasos
Catequinas Catequinas + -
Resinas Resinas - -
Fehling Azlcares +++ +++
reductores
Baljet Lactonas ++ -
Ensayo de Triterpenos- + -
Libermann- Esteroides
Buchard
Ensayo de Fenolesy ++ +++
ClsFe Taninos
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Ensayo de Saponinas - +

Espuma
Ensayo de | Quinonas - -
Bontrager
Ensayo de | Flavonoides - ++
Shinoda
Ensayo de | Antocianinas - -

Antocianidina

Ensayo de | Alcaloides +++ o+
Dragendorff

Ensayo de | Alcaloides ++ ++
Mayer

Ensayo de | Alcaloides ++ o+
Wagner

Ensayo de | Mucilagos + +
Mucilagos

Ensayo de | Sustancias +++ +++
Principios amargas

amargos

* + indica la posible presencia de metabolitos secundarios.
** _ indica la posible ausencia de metabolitos secundarios.

Los resultados obtenidos en las pruebas de tamizaje fitoquimico, evidencian un alto
contenido o posible presencia de compuestos grasos, azucares reductores,
compuestos fendlicos o taninos, alcaloides y compuestos amargos en ambos
extractos (acuoso y etandlico). La presencia de alcaloides es muy comun en la
familia de las papaveraceas; se puede evidenciar resultados positivos para
flavonoides, taninos, fenoles aminoacidos y carbohidratos; en estudios previos
realizados se comprobd que el extracto etandlico de las flores de A. mexicana
contienen alcaloides, flavonoides y compuestos fendlicos, y en el extracto acuoso
no se evidencié ninguno de los metabolitos encontrados en el extracto etandlico

(Joshi et al., 2013). Los resultados evidencian que los alcaloides predominan en el
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latex de la especie investigada (Argemone mexicana), seguido de los fenoles y

taninos, y los triterpenos y esteroles en menor proporcion.

Los estudios fitoquimicos realizados en investigaciones anteriores de distintas
partes de la planta A. mexicana reportan la presencia de alcaloides como berberina,
protopina, bencilisoquinolina y benzofenantridina, ademas de cuatro alcaloides
bencilisoquinolinicos tales como como dehidrocoridalmina, jatrorrhizina,
columbamina, y oxiberberina, que se han aislado de la planta entera (Quaternary
Alkaloids of Argemone Mexicana _ Enhanced Reader.Pdf, n.d.). El alcaloide
berberina ha mostrado actividad contra las infecciones por hongos especialmente
en Candida albicans (Birdsall, 1997); se puede evidenciar una diferencia
significativa entre el extracto acuoso y etandlico en la determinacion de Baljet
(compuestos con agrupamiento lacténico) dando una evidencia de posible
presencia en el extracto etandlico y ausencia en el extracto acuoso, esto puede
deberse a que ciertos compuestos presentan una cierta solubilidad y pueden

extraerse de mejor manera frente a un solvente especifico, en este caso etanol.

4.4 ESPECTRO INFRARROJO

La espectroscopia infrarroja permite identificar grupos funcionales, en muestras
sélidas, liquidas y gaseosas, la informacion se efectlia por medio del grafico de un
espectro en donde se puede observar la absorbancia de luz infrarroja en el eje de
las ordenadas frente longitud de onda en el eje de las abscisas. En el grafico se
pueden observar los picos caracteristicos de los grupos funcionales presentes en la

muestra de latex estudiada.
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Figura 9. Espectro infrarrojo del latex de A. mexicana

El analisis espectroscopico de IR no brinda una informacion clara y especifica en lo
que respecta a la composicion quimica del latex; sin embargo, en el espectro se
evidencia la banda tipica del agua o estiramiento O-H, sin demostrar una diferencia
significativa y presencia de otros compuestos que pueden presentar picos

caracteristicos para su identificacion.

La sefial que se presenta en una longitud de onda 3330 cm™ es una banda con un
namero de onda elevado, ademas es una sefial ancha y bien definida por lo que se
puede interpretar como una caracteristica del grupo —OH, los que se suelen
presentarse en un rango de 3000 cm* a 3500 cm%, y debido a esta caracteristica
se podria descartar que esta sefial corresponda a grupos —NH tipicos de los
alcaloides. Esto es debido a que los estiramientos N-H pueden estar superpuestos
0 enmascarados con la amplia banda de tensiéon O-H; ademas, no se aprecian dos
sefales, una que indique el estiramiento simétrico y otra de un estiramiento

asimétrico para N-H si hay presencia de una amina secundaria. Estas
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observaciones sustentan la informacion obtenida en las pruebas de tamizaje
fitoquimico, donde se detectd la presencia de flavonoides y estos compuestos
poseen en su estructura grupos —OH; mas la posible presencia de compuestos

alcaloidales.

Por otro lado, en el espectro a una longitud de onda entre 1600 cm™*y 1700 cm™ se
presentan picos caracteristicos de C=0 y C=C, en este caso el espectro brinda una
informacién de un pico de 1638 cm, tanto el nimero de onda como la sefial que
en este caso es relativamente fuerte y permite inferir que esta vibracion es tipica de
un enlace C=0 (carbonilo), grupo funcional presente en aldehidos y cetonas; dichos
grupos funcionales pueden estar presentes en carbohidratos, acidos grasos, entre

otros.
Los picos que se presentan en rangos inferiores a 1500 cm™ corresponden a

vibraciones de flexion, y debido a que éstas en la mayoria de los casos se

superponen, generan una mayor dificultad en la interpretacion del espectro.

Cuadro 10. Longitud de onda vs % transmitancia del espectro IR.

NUumero de onda [cm" %T

1

]
3360.35 62.1035
2916.81 97.5725
2850.27 98.0892
1638.23 79.426
1508.06 96.9539
1455.03 99.1753
1388.5 96.0022
1272.79 96.2026
1235.18 96.751
1043.3 94.0992
937.235 08.8322
914.093 98.1007
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4.5 ACTIVIDAD ANTIFUNGICA

4.5.1 SIEMBRA DE MICROORGANISMOS

Para el presente estudio se utilizaron dos cepas de hongos, Botrytis cinerea y

Cladosporium spp, y dos tipos de agar (papa dextrosa o PDA y Sabouraud).

Figura 10. Cepas de Botrytis cinerea y Cladosporium spp bioensayadas.

La preparacion de los medios de cultivo se realiz6 tomando en cuenta las
indicaciones descritas por el fabricante, en este caso para el agar Sabouraud se
utilizaron 65,0 g por cada litro de agua, y en el caso del medio PDA, se utilizaron

399 por cada litro de agua.
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Figura 11. Siembra de microorganismos en agar PDA y Sabouraud.

Se escogieron los medios de cultivo debido a que el medio de cultivo agar
Sabouraud provee al hongo de glucosa y peptona que son fuentes de carbono y de
nitrogeno facilmente utilizables (Derita et al., 2015); el medio de cultivo PDA
representa una fuente directa de almidones, y por otro lado junto con la dextrosa

son la base para el crecimiento de hongos y levaduras (Verde et al., 2012).

Figura 12. Halos de inhibicion obtenidos para la actividad antifingica de los
extractos del latex de A. mexicana

En la prueba de Kirby Bauer se puede evidenciar claramente la presencia de halos
inhibicién bien definidos en los dos medios de cultivo utilizados, no siendo asi en las
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cajas Petri que contiene los microorganismos de control, es decir la actividad

antifangica de los extractos es alta.

Cuadro 11. Actividad antifungica del latex de Argemone mexicana

Microorganismo

Radio de Halos de inhibicion (mm)

Medio de ., L
cultivo Cepas de Repeticion A (20 pl) Repeticion B (10 pl)
hongos i .
1 5 3 Eromedl 1 5 3 (I:romedl

Cladosporium
Spp

Botritis cinérea 11,1 9,3 8,7 10,2 9,2 8,7 8,3 8,7

11,2 10,6 10,9 10,9 6,7 63 6,4 6,5
PDA

Cladosporium

Sabourau SPP
d

7,4 79 83 7,7 51 54 57 5,4

Botritis cinérea 8,9 9,1 93 9,1 96 94 8,3 9,1

Para la valoracion de la actividad antifungica se utilizd el extracto acuoso en una
sola concentracion, pero en diferentes volimenes de 10 pl y 20 pl. Se realizo
solamente en el extracto acuoso, debido a que el alcohol contenido en el extracto
etandlico podria actuar como un potencial inhibidor de crecimiento de los hongos, y
esto podria interpretarse como un resultado positivo frente a la valoracion

antifingica del latex de la especie vegetal.

En relacion a los resultados obtenidos para esta actividad biolégica (cuadro 11), se
puede indicar que las pruebas realizadas presentan marcados y definidos halos de
inhibicion para las dos cepas de hongos y en los dos medios de cultivo ensayados.
Ademas, existe una diferencia significativa en las pruebas realizadas, al calcular un
promedio de los halos de inhibicion en la prueba de 20 pl, el hongo Cladosporium
spp en el agar PDA exhibe un halo de inhibicion de 10,9 mm, mientras que el halo
en el agar Sabouraud fue de 7,7 mm, es decir en este ultimo agar el hongo tiene

una mejor resistencia a la actividad del extracto. EI hongo Botritis cinérea, en el
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medio de cultivo PDA, muestra un halo de inhibicién de 10,2 mm mientras que en el
medio de cultivo Sabouraud, tiene un valor de 9,1 mm, este hecho puede indicar
qgue el hongo tiene una mayor resistencia en este medio de cultivo frente a la

actividad antifangica del latex.

Por otro lado, si se analizan las pruebas del volumen de 10 pl del extracto en el
hongo Cladosporium spp, se puede obtener un promedio de 6,5 mm para el halo en
el agar PDA frente a un valor de 5,4 mm en agar Sabouraud, mientras que el hongo
Botritis cinérea presenta un halo de inhibicion de 8,7 mm en agar PDA frente a 9,1
mm en agar Sabouraud. Estas diferencias pueden deberse a que el crecimiento e
inhibicion de los hongos estan sujetos al tipo de cepa, a la composicion del medio y
a la asimilacion especifica de los nutrientes disponibles en relaciébn con su
metabolismo, lo cual conduce a que los microorganismos respondan de forma
particular frente a una valoracion antifungica (Mansilla et al., 2005). Pese a que el
agar PDA es el mas eficiente para el desarrollo de hongos (Narrea-Cango &
Malpartida-Zevallos, 2006), observamos una mejor actividad antifangica en el
volumen de 20 pl de extracto en ambas especies de hongos, mientras tanto en el
volumen de 10ul se observa una mejor actividad antifiingica del extracto acuoso del
latex en contra del hongo Botritis cinérea en el medio de cultivo Sabouraud.

La concentracion minima inhibitoria CMI, resulta ser la concentracion mas baja (en
Mg/ml) de una sustancia que responde a inhibicion de crecimiento en una
determinada cepa bacteriana, estos resultados suelen interpretarse en escalas S
(Sensible), | (Intermedia) o R (Resistente), seguido de la CMI en pg/ml (Ruilova-
Reyes, 2007). De acuerdo al estudio realizado se observa que en los volumenes de
20 pl y 10 pl del extracto, presenta una respuesta sensible frente a la actividad
antifingica en los dos medios de cultivo y en las dos cepas de microorganismos

utilizados.

4.6 CROMATOGRAFIA DE GASES ACOPLADO A UN CROMATOGRAFO DE
MASAS (CG-EM).
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La cromatografia de gases acoplado a un sistema de espectrometria de masas,
permite caracterizar de mejor manera los compuestos que estan contenidos en la
muestra; en este trabajo de investigacion se sometid el latex de la especie vegetal
en estudio una separacion cromatografica de los metabolitos secundarios volatiles
e identificacion por espectrometria de masas, basado en la libreria de datos del
equipo. A continuacion, se presentan los cromatogramas obtenidos para los
extractos acuoso y etanolico (Figuras 13 y 14), seguido de la informacion de los

compuestos identificados (Cuadros 12 y 13) mediante la técnica CG-EM.
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Figura 13. Perfil cromatogréafico del extracto acuoso del latex de A. mexicana

El cromatograma (Figura 13) muestra la presencia de varios tipos de compuestos
quimicos identificados en el extracto acuoso; los mismos son detallados a
continuacidon con sus respectivos tiempos de retencién y el % de abundancia

expresados como porcentajes de area.

Cuadro 12. Compuestos identificados en el extracto acuoso del latex de A.
mexicana
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Tiempo de Compuesto Unidades
retencion (% Area
(minutos) DE)
7,395 2-Propenoic acid, 2-[(trimethylsilyl)oxy]-, TMS ester 0,06 £0,00
13,563 (5-1sopropyl-2-methylphenoxy) TMS 1,26 +
0,28
19,446 L-Threonic acid, tris(trimethylsilyl) ether, TMS 0,09 +
0,01
19,737 (+) Spathulenol 0,12 +
0,01
19,852 (-)-Caryophyllene oxide 0,13
0,04
23,491 Hexadecane, 2,6,11,15-tetramethyl 0,16 =
0,00
26,730 7,9-di-tert-butyl-1-oxaspiro[4.5]deca-6,9-diene-2,8- 0,56 =
dione 0,00
27,245 Benzenepropanoic acid, 3,5-bis(1,1-dimethylethyl)- 0,17 +
4-hydroxy-, methyl ester 0,00
073887
29,345 Linolenic acid, TMS ester 0,16 £
0,03
33,110 Octadecanoic acid, TMS ester 4,36 £
0,06
39,404 Sucrose TMS 2,64 +
0,15
40,994 2-Monostearin trimethylsilyl ether 0,36 =
0,03
41,475 Octadecanoic acid, 2,3-bis[(trimethylsilyl)oxy]propyl 1,22 +
ester 0,02
41,859 Squalene 0,16 +
0,01
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44,416 Protopine 1,82 +
0,18
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Figura 14. Perfil cromatografico extracto etandlico del latex de A. mexicana.

El cromatograma (Figura 14) muestra la presencia de varios tipos de compuestos
guimicos identificados en el extracto etandlico; los mismos son detallados a
continuaciéon con sus respectivos tiempos de retencién y el % de abundancia

expresados como porcentajes de area.

Cuadro 13. Compuestos identificados en el extracto etandlico del latex de A.

mexicana
Tiempo de Compuesto Unidades (%
retenciéon Area = DE)
(minutos)
6,840 D-lactic acid-di(TMS) 0,33 +0,02
8,665 Mono-ethylmalonate, TMS ester 0,33+0,02
10,376 Propanedioic acid, bis (TMS) ester 0,19 + 0,02
13,260 Succinic acid (2TMS) 0,11 £ 0,02
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13,575
18,313

18,444

19,457

20,790

22,152

22,787

24,807

25,099

25,688

26,575

26,730

26,878
28,561

30,300
31,181

32,228

40,737

40,823

(5-1sopropyl-2-methylphenoxy) TMS

L-Proline, 5-oxo-1-(trimethylsilyl)-, TMS
ester

L-Aspartic acid, N-(trimethylsilyl)-, bis(TMS)
ester

8.beta.-(Methoxyeremophil)-7(11)-en-
6.alpha.,15: 8.alpha.,12-diolide

Glutamic acid, N-(trimethylsilyl)-,
bis(trimethylsilyl) ester, L

2-Methylresorcinol, bis (TMS) ether

a-D-Mannopyranoside, methyl 2,3-bis-O-
(TMS)-, cyclic butylboronate

D-(-)-Fructofuranose, pentakis(TMS) ether
Citric acid-tetra(TMS)

D-(+)-Talofuranose, pentakis(TMS) ether
(isomer 2)

beta.-D-Allopyranose, pentakis(TMS) ether
7,9-di-tert-butyl-1-oxaspiro[4.5]deca-6,9-
diene-2,8-dione

B-D-(+)-Talopyranose, pentakis(TMS) ether
Hexadecanoic acid, ethyl ester

Myo-Inositol, 1,2,3,4,5,6-hexakis-O-( TMS)

Trimethylsilyl 3,4-
bis(trimethylsiloxy)cinnamate

2-Monopalmitoylglycerol trimethylsilyl ether

6-(Hydroxymethyl)-3-(4'-methoxyphenyl)-
5,6-dihydro-2H-pyran-2-one

1,3-Benzenedicarboxylic acid, bis(2-
ethylhexyl) ester

0,25+ 0,08
0,35+ 0,02

0,23 +0,07

1,28 + 0,30

0,25+ 0,09

0,18 £ 0,03

0,05+ 0,02

0,73 +0,02

0,23 +0,08

0,23+0,01

0,64 + 0,02

0,46 + 0,06

0,32+0,01
0,14 + 0,00

0,15+ 0,00
0,43 +0,05

0,16 £ 0,01

1,07 + 0,07

0,82+0,01
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41,47 Octadecanoic acid, 2,3- 1,28 + 0,07
bis[(trimethylsilyl)oxy]propyl ester

43,546 a-D-Glucopyranosiduronic acid, 3-(5- 0,05+ 0,00
ethylhexahydro-2,4,6-trioxo-5- pyrimidinyl)-
1,1-dimethylpropyl 2,3,4-tris-O-(TMS)-,
methyl ester

44,130 Pregn-5-ene-3,11-dione, 17,20:20,21- 0,09 £ 0,00
bis[methylenebis(oxy)]-, cyclic 3-(1,2-
ethanediyl acetal)

44,204 Galactinol, nonakis(TMS) ether 0,12 + 0,02
44,456 Allocryptopine 3,30+£0,10
48,370 B-Sitosterol trimethylsilyl ether 0,09 £ 0,00
49,377 Sucrose, octakis(TMS) ether 0,37 £ 0,06

Mediante la CG-EM en el extracto acuoso se han podido identificar 15 compuestos
quimicos, entre los cuales (5-isopropil-2-metilfenoxy) TMS, (-)-oxido de Cariofileno,
7,9-di-tert-butil-1-oxaspiro[4.5]deca-6,9-dieno-2,8-diona y Escualeno poseen
propiedades antifungicas. En el extracto etandlico se pudieron identificar 30
compuestos quimicos, de los cuales 7,9-di-tert-butil-1-oxaspiro[4.5]deca-6,9-dieno-
2,8-diona y Alocriptopina presentan propiedades antifungicas y antibacterianas.
Segun reports en la literatura, los alcaloides dehidrocoridalmina y oxiberberina,
aislados de A. mexicana, presentaron actividades antifungicas contra algunas cepas
de hongos, entre los cuales figuran Helminthosporium sp., Curvularia sp., Alternaria
cajani, Bipolaris sp. y Fusarium udum (A. Singh et al., 2009). De igual manera, se
pudo comprobar que una mezcla de alcaloides cuaternarios y algunos &acidos
fendlicos presentaron propiedades antifungicas significativas (S. Singh, Singh,
Jaiswal, et al., 2010).

Uno de los compuestos encontrados mayoritariamente mediante CG — EM es el 2-
metil-5-(1-metiletil)-fenol denominado Carvacrol, Este compuesto es un fenol

monoterpénico, isomérico del timol; investigaciones previas han comprobado que
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es efectivo como compuesto bioactivo debido a que interviene en la inhibicién de la
biosintesis del ergosterol, erradica los biofilms del género Candida, ejerce un efecto
anticandidiasis en la candidiasis oral y ejerce un efecto anticandidiasis en la
candidiasis vaginal (Suntres et al., 2015). Ademas, se ha demostrado una actividad
antifingica alta frente a las cepas C. acutatum y B. theobromae, en ambos casos

hongos fitopatégenos (Oviedo Berrocal, 2014).

En un estudio realizado acerca de la aplicacién de biopolimeros de Carvacrol sobre
la poscosecha de manzanas, se comprob6 que el Carvacrol es muy efectivo en el
tratamiento y control de Botrytis cinerea (Calidad & Seguridad, 2019). Sus efectos
antifungicos posiblemente estan ejercidos por mecanismos de estrés de Ca?* y la
inhibicion del TOR (via de la rapamicina), lo cual juega un papel crucial en la
viabilidad de todos los hongos; es por ello que en la industria alimentaria, en

ocasiones remplaza al uso de sorbatos como conservante.

Por otro lado, la protopina es un alcaloide reportado en varias especies de la familia
Papaveraceae. Investigaciones realizadas han revelado la bioactividad en el control
de larvas de algunos insectos como Eurysacca melanocampta Meyrick (Alvarado,
2016), En A. mexicana se han encontrado efectos antimicrobianos frente a
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumonia y Escherichia coli (Ruiz, 2019).

El octadecanoic acid, 2,3-bis[(trimethylsilyl)oxy]propy! ester, en combinaciéon con
otros acidos grasos han demostrado poseer propiedades antifungicas Gtiles para el
control de Candida albicans y Candida krusei, micoorganismos presentes en

muestras clinicas (Lobo et al., 2021).

En investigaciones anteriores, se ha observado la presencia de diversos metabolitos
secundarios presentes en el organismo vegetal en estudio, muchos de los cuales
tienen actividad bactericida y fungicida. La presencia de alcaloides
bencilisoquinolinicos como la berberina que cuenta con capacidades antibidticas;

protopina, coptisine y sanguinarina con capacidad de inhibir la formacion de la placa
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bacteriana; compuestos como alocriptopina, queleritrina y dihidroqueleritrina que
cumplen una accion antibiotica. Por otra parte los alcaloides dehydrocordalmina y
oxiberberina, tienen actividad antifGngica en muchas especies de hongos (Quispe
Caray, 2018).

Los resultados obtenidos por CG-EM estan de acuerdo con los arrojados por las
pruebas quimicas del tamizaje, debido a que coinciden con la presencia de ciertos
grupos de familias de metabolites secundarios, teniendo en cuenta que el tamizaje
fitoquimico es un andlisis referencial, es decir, proporciona la posible presencia o
ausencia de compuestos y es una referencia de los tipos de metabolites que pueden

estar presente en una determinada especie vegetal.

Los tiempos de retencion de los metabolitos presentes en los extractos del latex de
la especie vegetal, pueden variar y esto es debido a varios factores como
variaciones en las temperaturas del horno , método de inyeccién de la muestra,
cambio de los parametros en el analisis, estos pueden influir en la determinacion;
sin embargo, los coeficientes de variacién para los tiempos de retencidon no exceden
en el 2%, lo que demuestra que los analisis cromatogréficos y los cromatogramas

obtenidos poseen una buena confiabilidad y reproducibilidad.
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CAPITULO V

5.1. CONCLUSIONES

La evaluacion de la composicion quimica del latex de Argemone mexicana (Cardo
Santo) se realiz6 mediante pruebas cualitativas y cuantitativas; ademas mediante la
técnica de CG-EM, comprobandose la presencia de algunos compuestos quimicos
que pueden ser considerados como responsables de la actividad antifungica

observada.

Las pruebas quimicas realizadas al latex de A. mexicana mostraron la presencia de
varias familias de metabolitos secundarios, siendo los alcaloides predominantes,

seguido de los fenoles y taninos, y los triterpenos y esteroles en menor proporcion.

Mediante el analisis cromatogréfico realizado (CG-EM) a los extractos acuoso y
etandlico del latex de la planta investigada, se separaron e identificaron 45
metabolitos secundarios, de los cuales 8 poseen actividades antifungicas, segun lo

reportado en la literatura.

La actividad antifungica de los extractos del latex de la especie vegetal A. mexicana
se pudo evaluar mediante una prueba Kirby Bauer en dos especies de hongos
Botrytis cinerea y Cladosporium spp y en dos medios de cultivo Sabouraud y PDA,
evidenciandose una inhibicibn de crecimiento muy marcada de dichos

microorganismos.
La cantidad del extracto aplicada a los medios de cultivo con las cepas de hongos

ensayadas, demostraron que una actividad antifingica moderada del latex frente

los microrganismos estudiados.
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Los resultados obtenidos indican que el latex de la especie A. mexicana (Cardo
Santo) constituye una fuente promisoria de compuestos bioactivos, especialmente

con actividad antifungica.
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5.2. RECOMENDACIONES

De acuerdo a las conclusiones del presente estudio se emite las siguientes
recomendaciones:

Realizar un estudio detallado para conocer cual es la incidencia del cambio de color

del latex ante la actividad antifungica.

Preparar los extractos en ausencia de luz, debido a que posiblemente la luz causa

el oscurecimiento del extracto acuoso debido a una reaccion fotoquimica.
Las pruebas de Kirby Bauer evidencian una actividad antifingica positiva, sin
embargo, se deberia evaluar esta propiedad frente a cepas de hongos que causen

alguna patologia especifica en el humano.

Se debe evaluar la actividad biolégica, tanto antifingica como antibacteriana, a

diferentes concentraciones del extracto.
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ANEXOS

ANEXO 1. CONDICIONES DE TRABAJO

Cromatografia de Gases Acoplada a Espectrometria de Masas

Marca: Agilent Technologies

Columna: DB-5MS (30 m longitud x 0.25 mm Diametro interno) y 0.25 micrometros

de espesor de pelicula.

Gas de arrastre: Helio (He), Flujo: 1.2 mL/min

Temperatura de inyeccion: 250°C

Modo de inyeccion: Splitless

Temperatura inicial del horno: 70°C por 2 minutos

Gradiente del horno: 5°C/min

Temperatura final del horno: 300 °C por 6 minutos

Temperatura de transferencia: 300°C

Temperatura de la fuente de iones: 230°C

Temperatura del cuadrupolo: 150°C

Voltaje de electroionizacion: 70 eV

Rango de screening: 50-550 u.m.a.

Derivatizacion
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Agente derivatizante: N,O-Bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide (BSTFA), Sigma-

aldrich.

Reaccion de derivatizacion: 100 uL del agente derivatizante se agregaron en 1 mg

de muestra seca y se colocaron en bafo de agua a 80°C por 2 horas.

ANEXO 2. PERFIL CROMATOGRAFICO DE LA MUESTRA:

Extracto etandlico (derivatizado)
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ANEXO 3. PERFIL CROMATOGRAFICO DE LA MUESTRA:

Extracto acuoso (derivatizado)
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ANEXO 4. ESPECTROS DE MASAS DE COMPUESTOS DETECTADOS EN EL

LATEX
EXTRACTO ACUOSO
Tiempo de Compuesto Unidades
retencion (% Area
(minutos) DE)
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6,840 D-lactic acid-di(TMS) 0,33+ 0,02
100- 73 117 147
50 57
85
191
66
o ||.. ||8,|8 A -1'3|.3 |__161170 ”'. 204 29 242 257 286
5 65 T g 101 i 1'?"3 " 159 175 ||' 204 L1 233
191
50
117
100+ 73 47

50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

| aScan 655 (6.835 min): EE1BP006a.D\ data.nl

Head to Tail MF=840 RMF=867

| Propanoic acid, 2-[(trimethylsilyl)oxy]-, trimethy

8,665 | Mono-ethylmalonate, TMS ester

| 0,33+0,02
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100- 2
161
%01 103 117 189
0 >l _s7 ,,|, 132 143 | 177 |, 204 225 264 281 320
T T it T ¥ T T ™ t
o | 87 '| 132 143 176 | 204
50 10345 189
161
100- 25
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320
|aScan 975 (8.666 min): EE1BP006a.D\ data.nl Head to Tail MF=907 RMF=929 ¥ Mono-ethylmalonate, trimethylsilyl ester
10,376 | Propanedioic acid, bis (TMS) ester | 0,19+ 0,02
100- i
73
50
o 766 || 85 99 117 133 |55 170 183 204 217 233 243 281 392
T [ T
|l 87 9% 117 13 | 204 . 248
50
73
1007 147
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400
|aScan 1274 (10.377 min): EE1BP006a.D\ dat: Head to Tail MF=869 RMF=956 ¥  Propanedioic acid, bis(timethylsilyl) ester
13,260 | Succinic acid (2TMS) 0,11+ 0,02
1004 147
73
50
247
0 5 8593102 116 129|156 172 188 200 218 " 262 281 355
lih | }
55 85 99 116 1pg 156 172 190 203 217 2)17 262
50 -
1007 147
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360
[aScan 1778 (13.261 min). EE1BP006a.D\ dat Head to Tail MF=924 RMF=929 [¥  Butanedioic acid, bis(timethylsilyl) ester
13,575 (5-1sopropyl-2-methylphenoxy) TMS 0,25+ 0,08
1004 207
2 222
50
91
147 165
105 117 135
o 5!!,“ .,|II AN q f .=|, LA '|I 229 261 281 292
51 59 105 115 1 175 191
| 91 B 19 g5
50 73
222
1001 207
50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
|aScan 1832 (13.570 min): EE1BP006a.D\ dat:l Head to Tail MF=925 RMF=931 |¥ (5-Isopropyl-2-methylphenoxy)trimethylsilane
18,313 | L-Proline, 5-oxo-1-(trimethylsilyl)-, TMS ester | 0,35 + 0,02
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100 73 156
501 147

57 | o | 230 258
o el S16.90,97,., 140 120, 138 bl 169, .186.196205 214 |, 244 | 273 289
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58 66 | 8693100 112121 133 | 170 183 213 3 ag 273
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5_

73
1004
156

50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

|aScan 2661 (18.313 min): EE1BP006a.D\ dat:l

Head to Tail MF=853 RMF=870

| ¥ L-Proline, 5-oxo-1-(timethylsilyl)-, timethylsilyl

18,444 L-Aspartic acid, N-(trimethylsilyl)-, bis(TMS) 0,23+ 0,07
ester
1004 73 232
504
100 147 218
ol 30 il 85 | 117 133 | 156 474 188 202 °|° | 544 555 292 306 334 349
59 8 | 117 133 | 163174 qgg 0p | | 244 292 306 334 349
100 147 218
50+
| 232
100 5%

60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360
|&Scan 2684 (18.445 min): EE1BP006a.D\ datd Head to Tail MF=880 RMF=925 | L-Aspartic acid, N-(trimethylsilyl)-, bis(trimethyl
19,457 8.beta.-(Methoxyeremophil)-7(11)-en- 1,28 +£ 0,30

6.alpha.,15: 8.alpha.,12-diolide
100 73 103 117 147 205 220 292
245 77 319 40
231 | 261 Tl [L3% jiom as 3P N
231 245 263277 || 305 379 333 379 409
103 117 1% 205 220
501 292
147
1004 .Y
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420

|aScan 2860 (19.452 min): EE1BP006a.D\ dat:l

Head to Tail MF=875 RMF=879

| ¥ L-Threonic acid, tris(timethylsilyl) ether, trimel

20,790

Glutamic acid, N-(trimethylsilyl)-,
bis(trimethylsilyl) ester, L

0,25+ 0,09
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1004 73 246
50-
128 147
7
o 84 100 415 || 1 460181195 204 218230 | 258 57198 320332 348 363
T T T T T u T
56 a1 1(')0 114 [ ["168 184 204 218 23[0 I 258 274 320 332 3"18 363
147
50 128
73
1004 ot
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380
|aScan 3094 (20.791 min): EE1BP006a.D\ dat:l Head to Tail MF=894 RMF=903 [ Glutamic acid, N-(timethylsilyl)-, bis(trimethylsi
22,152 2-Methylresorcinol, bis (TMS) ether 0,18 + 0,03
100 3
268
50-
57 | a5 179
0 |.|.. Mol 8, 113 131 147 161 | 1" 207219 237 253 282 237300 329 345 377
, L AT oM APOLA/L I PN & A 1
5059 | 91 105 11 133 151 qgg 177 193205217 537 |
50- 253
1007 73 268
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380
|aScan 3331 (22.147 min): EE1BP006a.D\ datd Head to Tail MF=685 RMF=713 | 2-Methylresorcinol, bis(trimethylsilyl) ether
22,787 a-D-Mannopyranoside, methyl 2,3-bis-O-(TMS)- | 0,05 + 0,02
, cyclic butylboronate
57 13
204
147 191 | 217
155 | f | 242 2680985 305 395342 369 393 415 461 534
TR T l|||l|| Ll T 283 200 327
o1g 254
147
1004 204
73
60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360 390 420 450 480 510 540

|aScan 3442 (22.782 min). EE1BP006a.D\ dat:l

Head to Tail MF=721 RMF=760

| a-D-Mannopyranoside, methyl 2,3-bis-O-(trime

24,807

D-(-)-Fructofuranose, pentakis(TMS) ether

0,73 £0,02
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1004

73 . 217
437
257
2,3!'0 ol 271 231305319 347361 370393407 [, 452
230 25r7271 291 305 319 333 347 361 379 393 f
437
217
73
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460

| & Scan 3796 (24.807 min): EE1BP006a.D\ dat:

Head to Tail MF=909 RMF=913

[*D

)-Fructofuranose, pentakis(trimethyisilyl) e

25,099 | Citric acid-tetra(TMS) | 0,23+0,08
100 73
50 147 273
N ,‘. 8597, M7 138 |17 183 217 257 305 347303 393 az1437 465
A R 1 - ,. sevaerrroshspe—hp r
81 99 133 | 183 211 231 257 | 285 40c 333 r |r 393 421437 i
5o 347 564
147
100+ 73 073
60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360 390 420 450 480
|aScan 3847 (25.099 min): EE1BP006a.D\ dat: Head to Tail MF=845 RMF=855 |%1,2,3-Propanetricarboxylic acid, 2-[(trimethylsi
25,688 D-(+)-Talofuranose, pentakis(TMS) ether 0,23+0,01
(isomer 2)
1004 3 217
50+
147
57 117 191
ol 85 1‘1.)3 " L1£137 1754 e 230, 258 285305 319 347361 379 405 437
59 8 103 129 [157 171 |' 230244 258272 291305 379 347361 379 393 435
191
504 147
100+ 73 017
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440

| Scan 3950 (25.689 min): EE1BP006a.D\ dat:l

Head to Tail MF=843 RMF=873

¥ D-Allofuranose, pentakis(trimethyisilyl) ether

26,575

beta.-D-Allopyranose, pentakis(TMS) ether

0,64 + 0,02

73



100 73 204
191
50- 147
l 217
1 129
ol L8 e | 231 5so 293 317331 345 361 3793 435
59 89 o, I 169 [ 231 259273 291305319333 347361 379 393 435
103 129 217
50+ 147
191
73
1004 204
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440
|aScan 4105 (26.576 min): EE1BP006a.D\ dat:l Head to Tail MF=899 RMF=904 | ¥ B-D-(+)-Mannopyranose, pentakis(timethylsily
26,730 7,9-di-tert-butyl-1-oxaspiro[4.5]deca-6,9-diene- | 0,46 = 0,06
2,8-dione
100{ ¥/
205
50-

175 189

232
261
| 249 "] 276 291 305 319 331 355

§ 1 +
232243 261 276

129 147 161

135 147 159

175 189 220

504 205
100
00: i

60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360
|aScan 4132 (26.730 min): EE1BP006a.D\ datd Head to Tail MF=900 RMF=911 | 7,9-Ditert-butyl-1-oxaspiro(4,5)deca-6,9-dient
26,878 B-D-(+)-Talopyranose, pentakis(TMS) ether 0,32+0,01
1004 73

204

504 217

57 147 191

85 117 129 | 24
A, ..I,“ L s e b6 L L L o231 28 260273 293305317 331 345 363
50 59 89 163 117 12'9; |' 157169 | | |' 243 259271 291 305 317 331 345 361
217
50 147
191

1007 73 204 R

60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360
|aScan 4158 (26.879 min): EE1BP006a.D\ dat:l Head to Tail MF=775 RMF=833 | ¥ B-D-(+)-Talopyranose, pentakis(trimethylsilyl) ¢
28,561 Hexadecanoic acid, ethyl ester 0,14 + 0,00
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|aScan 4452 (28.561 min): EE1BP006a.D\ dat:l Head to Tail MF=878 RMF=901 hd Hexadecanoic acid, ethyl ester
30,300 Myo-Inositol, 1,2,3,4,5,6-hexakis-O-( TMS) 0,15+ 0,00
100{ 57 73
85
50 147 217 305
99 113 l 31 |. 265 l
0+ fJ e |.r + e 2] 1. " |.r 338 selsj 393 4:32 461 494510
59 " 161 244 343 507
103 499 ]204 265 | 367 393 432
504 191 318
217 305
147
1001 .3 .
60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360 390 420 450 480 510
|aScan 4755 (30.295 min): EE1BP006a.D\ dat:l Head to Tail MF=721 RMF=751 | ¥ Myo-Inositol, 1,2,3,4,5,6-hexakis-O-(trimethyls
31,181 Trimethylsilyl 3,4-bis(trimethylsiloxy)cinnamate | 0,43 + 0,05
100 73 219 296
50
191 307 381
oL T L85 s 118 131 147 160 175 [ 203} 2% 2‘!‘? 207280 700 "), 321 337 355 |
59 | 8999 115 133 147 160 175 151 233 49 267280 93 0 321 337 351 365 |
5o 381
73 219
100- 296
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400
|aScan 4910 (31.182 min): EE1BP006a.D\ datd Head to Tail MF=917 RMF=919 [ ¥ Trimethylsilyl 3,4-bis(trimethylsiloxy)cinnamate
32,228 2-Monopalmitoylglycerol trimethylsilyl ether 0,16 + 0,01
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101
504 .
73 157
ol Lol ol 115 120 143 77 474 185 199 213 207 242 269583 312 554 396 422
[T 915 129 143 | 171 185 109 913 227 241 g9 283 |
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N 70
5
% 101
]
00- 08
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420
|aScan 5092 (32.223 min): EE1BP006a.D\ dat:l Head to Tail MF=861 RMF=886 N Octadecanoic acid, ethyl ester
40,737 6-(Hydroxymethyl)-3-(4'-methoxyphenyl)-5,6- 1,07 £ 0,07
dihydro-2H-pyran-2-one
100 234 264
50-
358 458
o b Jll 286 304319 336 Y0373 394 410 426 441 |
63 77 95 115 135 152 479 202 218 234 1 277 292
5o 250 309
]
001 265
60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360 390 420 450 480
|aScan 6580 (40.737 min). EE1BP006a.D\ dat:l Head to Tail MF=584 RMF=629 | 5,5-Bis[4-methoxyphenyl]penta-2,4-dienamide
40,823 1,3-Benzenedicarboxylic acid, bis(2-ethylhexyl) | 0,82 £ 0,01
ester
1004 57 70 112 149 261
167
8 o4
%01 121 279
761 o7 | 132 l
o b L L 1176191207 | 237 4289304 319 337 355 396 411 426 458
[T " 179 203 221 [289304 333 361
121 279
| 83
50 o
o 112 149 167 261
70
60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360 390 420 450 480
[aScan 6595 (40.823 min): EE1BP006a.D\ datd Head to Tail MF=877 RMF=897 [¥1,3-Benzenedicarboxylic acid, bis(2-ethylhex
41,47 Octadecanoic acid, 2,3- 1,28 £ 0,07

bis[(trimethylsilyl)oxy]propy! ester
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50+ 205
267 487
N 159 87 1218 237 "1 oes a0maps °1 360385 [l412429  4sy
. r ; : }
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50+ 147
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100 .Y
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|aScan 6709 (41.476 min). EE1BP006a.D\ dat:/ Head to Tail MF=893 RMF=935 ¥ Octadecanoic acid, 2,3-bis[(trimethylsilyljoxy]|
43,546 a-D-Glucopyranosiduronic acid, 3-(5- 0,05+ 0,00
ethylhexahydro-2,4,6-trioxo-5- pyrimidinyl)-1,1-
dimethylpropyl 2,3,4-tris-O-(TMS)-, methyl ester
100 73 204

281
243 281 305 331 361 378396413 433 451 479497 516 541

T rr
234 2%3 273291 ,{, 353370 391408 485
217
100+ .3
60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360 390 420 450 480 510 540
|aScan 7071 (43.547 min): EE1BP006a.D\ datl Head to Tail MF=730 RMF=753 % a-D-Glucopyranosiduronic acid, 3-(5-ethylhe»
44,130 Pregn-5-ene-3,11-dione, 17,20:20,21- 0,09 £ 0,00
bis[methylenebis(oxy)]-, cyclic 3-(1,2-
ethanediyl acetal)
1004 73
50 358 402
207
o e 220 23T 307 {37.2 Lle. 446 464 _ 496513 534

TRF=F T s L B L | T
129 161 185 213 236 o565 284 314 347 372 402 I

446
50
100{ 55
99
60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360 390 420 450 480 510 540
|aScan 7173 (44.131 min): EE1BP006a.D\ datl Head to Tail MF=597 RMF=643 | ¥ Pregn-5-ene-3,11-dione, 17,20:20,21-bis[met
44,204 Galactinol, nonakis(TMS) ether 0,12 £ 0,02
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|aScan 7186 (44.205 min): EE1BP006a.D\ datd Head to Tail MF=770 RMF=825 | Galactinol, nonakis(trimethylsilyl) ether
44,456 Allocryptopine 3,30+ 0,10
100 89 134148 163 o0
50
281 353
295 309 338
o sl b 30 ses atsazo

177 190 223 237 252 267 g3 297 311325 352 369

51 65 206
77

5o 134 149
100 164

60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440
|aScan 7230 (44.457 min): EE1BP006a.D\ dat:l Head to Tail MF=821 RMF=829 | Allocryptopine
48,370 B-Sitosterol trimethylsilyl ether 0,09 £ 0,00
100 3
50

396

4
415 450 86 503 522 540

303 329

255 275

50+ 95 121 357 3%
1004 129
60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360 390 420 450 480 510 540
|aScan 7914 (48.371 min): EE1BP006a.D\ dat: Head to Tail MF=774 RMF=806 4 B-Sitosterol timethyisilyl ether
49,377 Sucrose, octakis(TMS) ether 0,37 £ 0,06
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50-
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437
50
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| Scan 8089 (49.372 min): EE1BP006a.D\ dat: Head to Tail MF=808 RMF=841 R4

Sucrose, octakis(trimethylsilyl) ether
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ANEXO 5. INFORME DE RESULTADOS DE ANALISIS CG-EM

—— ntra o
3 | | e r L= [0 0

/ Biotecnolégicas del Ecuador

INFORME DE RESULTADDS DEL SERVICIO
kentificacion del Clhente

Wombra ded cllamin: Carkos Curag

RUC: [Emmpiresac

Toarhirfoana: e-mall: cariossouray Yol oom

Diraccidin:

H" Unico del servickn: BP-2022-006 Foecha de indorma: 25042022

Hombrg o L maasira: Edraoins vEgetaken Tipo do muasbra: Liguida

Himere de muesiras: 2 Empaqus: Emase iansparente recubierno con paped
alumiric

Fecha de recepcidne 08042022 Facha de prusshas {inicko y Tin):

120423 IR0 R

Analisis: Perfl cromatografoo M#dodo: Cromaioralia de gases acoplada a
S PO iE O masas (D5-EM)

RESULTADDE

Peirfill Cromategrafico: BiP-30E2 006 -EEfaxiracts stanilico

A

T BTl ol

FT-0a-v00 /PRO-CBE-001 Figina 1 de 4
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Cankra da
sapol | Investigociones
Biotecnolégicas del Ecuadaor

Unddadas
Tiampo de reloncidn {minuios) / compusssio | CAE % Area £ DE)
6840 [ D=l achic acd-di{ TRMS] [/ 01 F556-96-2 0,8 & 0,02
B 665 J Mono-sthyimalonabe, TS ester | G008 15057 -4 A3 £ 0,02
10,376 Propanedioic acid, bis (TMS) ester / 018457-04-0 0,19 & 0,02
13,260/ Sucdnic acd [2TMS) | 040308577 0,11 0,02
13,675/ | B=lsopropyl-2-methyiphenoay ) TMS | S9E24 0-88-0 028 & 0,08
18,3137 L-Proline, S=ono=1+rimethylsibd]=, TMS ester / 000274772 0,5 & 0,02
18,4441 L-Asparic aod, M-{Fimethylsiy -, bis{TMS) ester { 055288-83-6 08 & 0,07
19,457 | B beta <[ Methcoyeremophil}=T( 11 j-en-G.alpha., 15 B.alpha., 12-difide / 858442. | 1,28 £ 0,30
G1.6
20,790/ Glutamic acid, N«{trimeshyisilyl}e, bis(Frimethylsiyl) esier, L 01698807 4 025 & 0,08
Z2 1827 2-Methylresondnol, bis (THMS) ether | (80245:75-8 0,18 & 0,08
Z3TAT) o-DuManmopyranceide, meshyl 2 3bisO<TMS5), opdic butylbomonabe § | 0,05 & 0,02
(0029925
24 80T Dl Fructofuranose, pentakis(TRS) ether 0,73 & 0,02
25,059/ Ciric acid-letra TME) / 014X30-87-% 23 £ 0,08
25,688 /' D=+ Talofuranose, pentkis(TAS) ether (somer 2) / G008 TE5-50-3 23 £ 0,01
26,675/ beta -D-Allopyranase, pentakis{ TMS) ether | S08TES-531-5 B4 & 0,02
26,7507 T Sedistert-butyl 1 -0uaspirofd. Sjdeca-t. S-diene-2, B-diome | 08I 8004-06-3 48 £ 0,06
26,878 f-D-{+}-Talopyrancss, peniskis THMS) ether { 018126-08.8 32 £ 0,01
28,6681/ Hexadecamoic acid, ethyl esier §/ 000628877 0,14 £ 0,00
30,300 7 Myo-inositol, 1,23 4.5, 8<hexakis0.( TS J 002583700 0,15 £ 0,00
31,181 7 Timethydsild 3 4-bis{rimethysilaxy jcinnamate | 01 0586-03-5 43 & 0,06
&2,220) 2-Monopalmitoyighycerol timethyisityl ether /0007 11818 18 £ 0,01
40, P AT 1B Hydronymethyl j=-3={4 - methoxypheny )-8 G=-diydro-2 H-pyran-2-one [ 998277 | 1,07 £ 0,07
128
40,825/ 1, 3Benrenedicarbaxylic acid, bisi 2-etidhecyl] ester | Q08661815 B2 £ 0,01
41,47 J Octadecanoic acid, 2, 3=bis||Fimes yisilyljoxyjpropy] esier 1,28 + 0,07
43 B4 in-D={Hucopyranceduranic acid, 3 Bemtyihexakydro-2 4 Batriawo=5- | 0,08 £ 0,00
pyrimidingd j=1, 1 -dimethyiprogyl 2,3 4 trig-0=[TMS )=, mathyl ester / G
o 1 ey
44,130/ Pregn-S-ene-3,11.dione, 17 20:20,21-bisjmeshyl=nebisjony]]-, cychc 3-{1.2- [ 009 £ 0,00
ethanedid acetal) ! 101207818
44, 04 | Galactinol, monakis(THS ) ether ( S9ES18-16.2 12 & 0,02
Fr-0a-w01/PRO-CBE-O00 Figira 2 de 4

81



™ \ Contro de
(“"-’I‘-' A}| Investigaciones
\__/ Biotecnolégicas del Ecuador

44 4546 Allocryplopne / DD0130-86-9 350 £0,70
48 370/ - Sitosterol tnmethylsiyl ether / 002625465 009 £0,00
49 377 Sucrose, octaus{TMS) ether / 025826.85.1 037 £006

RESULTADOS

Perfil Cromatografico: BP-2022 006-EAc/extracto acuoso

R

TID Bl IGO0 R 08 amba rve

Unidades
Tiempo de retencion {minutos) / compuesto /| CAS (% Area £ DE)
7,395 J2.Propenoic acd, 2-flrimethytsityfjaxy}-, TMS ester  055191.13-4 0.06 £0,00
13,563 J (5-1sopeopyl-Z-methyiphenaxy ) TMS J 988243530 1262028
19,446 J L-Threonkc aod, tris(rimethyisiyf) ether, TMS 7 898707-00-1 009+ 001
9,737 / (+) Spathdenol / 07T17T1.56-2 012+ 001
19,852 J (- )-Caryophyyliene axide / 001135305 0132004
23 491 ) Hexadecane, 2,611, 15 etramettyl / 000644-76-3 0,16+ 0,00
26,730/ 7 S-ditent-butyl-1.oxaspire{4.5)deca-6, S-dene-2, B-dione / 082304-66-3 0565+ 000
27 245 /| Benzenepropancic add, 3,5-bis( 1, 1-amethylethyl b 4-hydrowy-, metivl esier 017+ 000
000622947

29 345 ) Unolenic ackd, TMS ester / 998587-43.9 0,16+ 0,03
29,568 | Hexadecanok: acid, TMS ester / 55520-88.3 4442012
33,110/ Octadecancic ackd, TMS ester / 018748-91-8 435+ 006

FT-04-V01/PRO-CBE-002 Pigina 3de d



Cankra da
eapol | Investigaciones
Biatecnolégicas del Ecuadar

30,4804 ! Suorose TRES § SIT4TEET I+ 015
40,934 § Z-Morosiearin rimethylsilg ofer § 53305-13-3 035 + 0,03
41 475 J Dctadecancic acid, 2, 3-bisfiirimetyis iiouylpropyl esier | D01188.75-6 122= 002
41 858 / Squaberse [ 000111-02-4 096 + 0y01
448 £16 J Prodopdng ¢ 0001 30-86-9 182 01
Codmentarios:
s ™ PubCrem Library, TMS: rimathyisiy.
«  Anexd 1 doosmenio Woed [Condicionss. oromatoorafices | proparakin S o mussia)
= BnEEG 2 (EEpGOInGE o ek oF DO pUE S o el
s Los resdtedos emSoos en este norme oresponden Oricamenbe @ S muesinas
recibidas por o labor o
= El% &Fea ndoa la abondanca relativa oo oomglesio.
« Loz mussias se inpedianon por Fiplcadn. Por o lamio, los resulados obienidns e
ErESEniEn o ValGnes promains (h=3] + desviacion eswdndar (DEJ.
= La asignacidn de las esinciras quimicas se elediud por compamacion de ks especins
dt Masas o la mussita oon DS Espectos ob ks bibloooas del equipos Wiley, Sna
adickhn ¢ HIST 2011y foeron confimrados por medio del cliouo de oS indoes do
rerhedec b lirezal.
Patricia iz b grta mars o
Manzano S — o
Santana 0TS LT -
HEEy car e
Patricia Manzano Santana, Ph.D. hEd el E., M.5c.
Docenie - Investigador Analisia 9o Laboratono de Imesigacidn 2
Cenro de irvesigationes Botecnoldgicas del Ecuador Canino de Investigaciones Bioteonokigicas o Ecuador
Esoueda Soperior Folibdonica del Lioral Escush Superior PolRécnica del Licral
FT-0-00 fPRO-CBE-O00 Pégira 4 de 4
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