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RESUMEN

Las especies herbaceas Gnaphalium pellitum, Achyrocline satureioides y Conyza
bonariensis, abundantes en américa, que crece en los montes circunvecinos de la
sabana de Bogota y propia de la vegetacion de subparamo, se les ha referenciado
con el nombre comun de vira vira, que agrupan diversas especies de los géneros
Gnaphalium y Achyrocline, todas presentes en el altiplano cundiboyacense, primeras
plantas nativas de la sabana de Bogota con propiedades medicinales descritas por
los cronistas. Zamora (1635) la describe como "yerba calidisima, se halla en los
paramos mas helados y la virtud que tiene para expeler en sudores los achaques
frios, es muy experimentada". Segun Hernandez (1992), el sabio Mutis la prescribia
y en la exposicion de Lima, en 1878, fue referida como gran planta medicinal
peruana; de igual modo, Farga y Lastra (1988) afirman que el término vira-vira
procede del quechua (huira huira) y era planta empleada por los indigenas mapuche,
aymara y quechua.

Durante el siglo pasado gozé de gran popularidad como depurativo de la sangre y en
medicina popular se emplea como pectoral. Portilla (1951) reporta su uso como
expectorante, sudorifico, febrifugo y vulneraria. Garcia Barriga (1992) anota
diferentes especies de Gnaphalium y Achyrocline con el nombre de vira-vira,
eficaces para problemas de prostatitis, cancer, inflamaciones y problemas
dermatoldgicos.

En la Universidad Javeriana se han realizado diferentes investigaciones lideradas
por el Dr Ruben Dario Torrenegra, por sus resultados se les ha considerado a estas
especies como promisorias, lo cual incentiva a realizar estudios mas profundos y
poder comparar sus actividades.

A los aceites esenciales de las tres especies colectadas en la region
Cundiboyacense obtenidos por los métodos de hidrodestilacion (HD) (equipo
Clevenger) y arrastre por vapor (AV), se realizo el estudio por CG-EM vy se verificd
su actividad antioxidante por el método DPPH’, asi mismo se evalué su actividad
antibacteriana frente a  Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Pseudomona aeruginosa, Proteus mirabilis, y Escherichia coli.

Los aceites analizados por la técnica de CG-EM presentaron variedad de

metabolitos por comparacién con las bases datos NIST-08 y WILLEY-08 y el indice

de Kovats tedrico y experimental. Los metabolitos mas abundantes son para: C.

bonariensis HD [Hexadecanoato de etilo (1,16 %), Tetradecanoato de 2-propilo
1



(1,76%), Hexadecanoato de metilo, (1,4%), 6,10,14- trimetil -2- pentadecanona,
(0,30 %), Hexacosano, (1,2%)] C. bonariensis AV, [Globulol (0,89%), (2)-7-
Hexadecenal, (1,00%), epiglobulol, (0,95%), viridiflorol, (1,00%) alcohol cariofilenico
(0,26%)]. G. pellitum HD [(Alfa-bisabolol 1.96%, 3-ciclopentil-1-(2,4-dimetilfenil)- 1-
propanona. (No hay Teorico), —(=) Globulol, (1,84%), Oxido cariofilenico, (1,67), (+) —
Ledol, (2,15)]. G. pellitum AV [(3e,6e,10e)-3,7,11,15-tetrametil-1,3,6,10,14-
hexadecapenteno, (1,22%), Cariofileno, (0,92%), 1,2,3,5,6,8a - hexahidro - 4,7 -
dimetil- 1- ( 1 - metiletil )- ( 1S - cis) naftaleno, (1,90), 1,1,4,7-tetrametildecahidro-1h-
ciclopropa (E)azulen-4-ol. (0,94%)]. A. satureioides HD [(3,3,6,6-Tetrametoxi-1,4-
ciclohexadieno, 4,4a,5,6,7,8-hexahidro- 2(3H)-Naftalenona.(1,85%), Hexacosano,
(1,58%), Butilhidroxitolueno, (0,72%), Acido (Z)-9-Octadecenoico, (0,19%).] A.
satureioides AV [(Triacontano (1,37%), 6,10,14-trimetil- 2-pentadecanona (1,35%),
Hexatriacontano, (1.03 %) 2- metil- tricosano (3,13%), Pentadecanal. (2,04%)].

La evaluaciéon de actividad antioxidante de los aceites a través del método que
utiliza el radical libre 1,1-difenil-2- picrilhidrazilo (DPPH’) demostr6 una actividad
similar para las diferentes especies y los métodos utilizados. A 250 ppm
presentaron porcentajes de captacion de por las técnicas de hidrodestilacion y
arrastre por vapor las especies vegetales G. pellitum (HD; AV) 48,22% y 34,84%. A.
satureioides (HD; AV) 41,14% y 44,44%. C. bonariensis (HD; AV) 47,90% y 46,13%.
Mientras que el acido ascorbico a 25 ppm 92,31%.

Los aceites de las especies G. pellitum, A. satureioides y C. bonariensis obtenidos
presentaron actividad antibacteriana frente a los microorganismos Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Pseudomona aeruginosa, Proteus mirabilis, y
Escherichia coli. mediante el método de difusion en gel por perforacion en placas.
Los aceites de G. pellitum, A. satureioides y C. bonariensis, por las técnicas de
hidrodestilacion (HD) y arrastre por vapor (AV), presentaron Actividad Antibacteriana
Relativa (ABR) frente a Staphylococcus aureus Yy respecto a la Rifaximina de
21.45% , 14.97%, 11.31%, 20.10%, 6.33%, y 8,35% respectivamente. A.
satureioides (AV) y C. bonariensis por las dos técnicas presentan ABR frente a
Staphylococcus epidermidis de 24.50%, 8.54% vy 11.24%. , A excepcion de los
aceites de G. pellitum (HD), (AV) y A. satureioides (HD) los otros aceites
presentaron actividad frente a Escherichia coli, destacandose el aceite de A.
satureioides (AV) con un ABR de 22,12% y C. bonariensis (AV) con un ABR de
10,15%. C. bonariensis (AV) frente a Pseudomona aeruginosa de 19,61% . A.
satureioides (HD y AV) frente a Proteus mirabilis 70.57% y 24.34%.



JUSTIFICACION

En el siglo XVIII fue posible conocer algunas propiedades medicinales de las
plantas, asi como su efecto sobre el organismo y la manera correcta de usarlas,
pero ignorando completamente su composicion. Con la invencion del microscopio, el
nacimiento de la fitoquimica y la genética, se hizo posible el reconocimiento y
aislamiento de los principios activos de muchas especies vegetales. La mayoria de
estos se han podido obtener sintéticamente en laboratorios para ser utilizado como
farmaco (Gonzalez P, 2003). El uso de las plantas medicinales naci6o desde el
comienzo de la historia del hombre, desde la antigiiedad hasta inicios del siglo XIX
en diferentes civilizaciones se usaron las plantas para curar diversas enfermedades,
esto por ensayo y error, hasta convertirse en una tradicién. Esta practica ancestral
fue transmitida y perfeccionada a través de generaciones y actualmente se conoce
como medicina tradicional o folclérica (Lizcano, 2008).

Colombia se caracteriza por tener una flora silvestre y ser catalogado como uno de
los paises mas diversos, de las 260.000 especies registradas en el mundo, el 19,23
% de estas se encuentran en Colombia, de estas aproximadamente la tercera parte
son endémicas (Calderén et al, 2007). Se calcula que los paramos Colombianos
albergan alrededor de 118 familias, 566 géneros y 3379 especies, equivalentes a
cerca del 12% de la flora calculada para todo el pais. Estos ecosistemas estan
ubicados entre los 3000 y 3500 metros sobre el nivel del mar y se caracterizan por
recibir luz solar todo el afio con una calidad Unica por su ubicacion geogréfica en la
zona ecuatorial, ademas son lugares especialmente estratégicos por su potencial
hidrico y debido a su baja temperatura promedio lo cual permite el desarrollo de
especies vegetales exclusivas de la zona (Rangel, J. 2001). Las plantas de este
género son usadas como antiinflamatorio, antianémico, también antidiabéticos y se
usa comunmente para tratamientos de enfermedades gastrointestinales. (Heiden,
et al, 2007; Katinas et al, 2007). Colombia se encuentra dentro del grupo de paises
en el mundo con mayor diversidad de plantas, contando con aproximadamente
50.000 especies, de las cuales en el territorio nacional se distribuyen vy
comercializan alrededor de 156 plantas aromaticas que constituyen cerca del 0.32%
de las posibilidades totales de analisis y explotacion (Rincén. 2012). Muchas de
estas especies no han sido estudiadas en cuanto a composicion y
propiedades bioldgicas (Bandoni, 2000). Por tanto es de interés para el grupo de
investigaciéon de Fitoquimica de la Universidad Javeriana, GIFUJ, implementar
metodologias que estén enfocadas en la extraccién y caracterizacion de estos
aceites esenciales, ademas de la identificacibn de sus propiedades bioldgicas,
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adhiriéndose a los esfuerzos realizados por otros grupos de investigacion, en pro del
desarrollo del conocimiento cientifico con un fin; el de mejorar la agroindustria del
pais y darle un uso apropiado a la biodiversidad que posee.

De igual forma, es necesario resaltar la importancia de la industria de los aceites
esenciales a nivel mundial con fines cosméticos, alimenticios (saborizantes,
condimentos, etc) y farmacéuticos; esta es una industria creciente y que genera
millones en recursos. Por tanto, es necesario aportar diversificando y ampliando
los campos de aplicacidén de la Fitoquimica por lo cual, el presente estudio fue
desarrollado buscando contribuir con los estudios de aceites esenciales que
realiza el Grupo de Investigacion en Fitoquimica de la Universidad Javeriana y
Grupo de investigacion de productos naturales y contaminacion ambiental de la
universidad el Bosque, cuyo fin es indagar sobre los aceites esenciales de plantas
dentro de géneros que han sido poco estudiados, pero que presentan un gran
potencial biolégico de acuerdo con el uso que se le ha dado por parte de
comunidades indigenas como los Nukak (Cardenas y Politis, 2000).

Muchos aceites esenciales estudiados se encuentran distribuidos en unas 60
familias de plantas que incluyen las Compuestas, Labiadas, Lauraceas, Mirtaceas,
Pinaceas, Rosaceas, Rutaceas, Umbeliferas, etc. Se les puede encontrar en
diferentes partes de la planta: en las hojas (ajenjo, albahaca, buchu, cidroén,
eucalipto, hierbabuena, limoncillo, mejorana, menta, pachuli, quenopodio, romero,
salvia, toronjil, etc.), en las raices (angélica, asaro, azafrdn, calamo, curcuma,
galanga, jengibre, sandalo, sasafras, valeriana, vetiver, etc.), en el pericarpio del
fruto (limén, mandarina, naranja, etc.), en las semillas (anis, cardamomo, eneldo,
hinojo, comino, etc.), en el tallo (canela, caparrapi , etc.), en las flores (arnica,
lavanda, manzanilla, piretro, tomillo, clavo de olor, rosa, etc.) y en los frutos
(alcaravea, cilantro, laurel, nuez moscada, perejil, pimienta, etc.). Los
monoterpenoides se encuentran principalmente en plantas de los 6&rdenes
Ranunculales, Violales y Primulales, mientras que son escasos en Rutales,
Cornales, Lamiales y Asterales. Por el contrario, los sesquiterpenoides abundan en
Magnoliales, Rutales, Cornales y Asterales . Aunque en los aceites esenciales tanto
los mono-, los sesquiterpenos y los fenilpropanos se les encuentra en forma libre,
mas recientemente se han investigado los que estan ligados a carbohidratos, ya
que se considera que son los precursores inmediatos del aceite como tal. Las
especies Conyza bonariensis, Gnaphalium pellitum y Achyrocline satureioides
denominadas vira-vira y denominadas por Garcia Barriga las plantas del cancer, en
la actualidad sus aceites esenciales han sido pocos estudios.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar la composicion quimica por CG-EM y evaluar la actividad antibacteriana y
antioxidante de los aceites esenciales de Conyza bonariensis, Gnaphalium pellitum y
Achyrocline satureioides

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Extraer los aceites esenciales de las hojas de Conyza bonariensis, Gnaphalium
pellitum y Achyrocline satureioides, por las técnicas de arrastre por vapor e
hidrodestilacion.

Identificar los componentes de los aceites esenciales por CG-EM, obtenidos de las
hojas de Conyza bonariensis, Gnaphalium pellitum y Achyrocline satureioides.

Determinar la actividad antibacteriana de los aceites esenciales de Conyza
bonariensis, Gnaphalium pellitum y Achyrocline satureioides por el método de
perforacién en placa frente a dos bacterias Gram positiva y tres bacterias Gram
negativas. (Staphylococcus aureus Gram (+),Staphylococcus epidermidis Gram (+),
Pseudomona aeruginosa Gram (-) , Proteus mirabilis Gram (-), y Escherichia coli
Gram (-).

Evaluar la actividad antioxidante de los aceites obtenidos de Conyza bonariensis,

Gnaphalium pellitum y Achyrocline satureioides por el método DPPH" .



INTRODUCCION

El uso de las plantas medicinales naci6 desde el comienzo de la historia del hombre,
desde la antigiiedad hasta inicios del siglo XIX en diferentes civilizaciones se usaron las
plantas para diferentes enfermedades, esto por ensayo y error, hasta convertirse en una
tradicion. Esta practica ancestral fue transmitida y perfeccionada a través de
generaciones y actualmente se conoce como medicina tradicional o folclorica (Lizcano y
Vergara, 2008).

Los aceites esenciales han sido empleados por el hombre desde la antigliedad. Hacia el
afio 4500 antes de Cristo se encuentran reportes de su empleo por parte de los
médicos o curanderos Chinos de la época, esto con fines terapéuticos, de la misma
forma los Egipcios quienes también los empleaban para embalsamar. En Grecia
grandes meédicos como Hipdcrates y Galeno empleaban hierbas aromaticas y aceites
esenciales para tratar a sus pacientes, en las comunidades indigenas el uso de aceites
esenciales ha llegado hasta nuestros dias como un legado que se pasa de generacion
en generacion desde épocas inmemorables, por tanto es importante que la comunidad
cientifica recopile este conocimiento y profundice en el mismo generando desarrollos
gue puedan beneficiar a la humanidad y a su entorno. (Rivera, 2009);

Colombia es catalogado como uno de los paises mas diversos, se caracteriza por tener
una gran variedad de flora silvestre y de las 260000 especies registradas en el mundo, el
19,23 % de estas se encuentran en Colombia, de estas aproximadamente la tercera
parte son endémicas (Calderon et al., 2007). Se calcula que los paramos Colombianos
albergan alrededor de 118 familias, 566 géneros y 3379 especies, equivalentes a cerca
del 12% de la flora calculada para todo el pais. Estos ecosistemas estan ubicados entre
los 3100 y 4000 metros sobre el nivel del mar y se caracterizan por recibir luz solar todo
el afio con una calidad Unica por su ubicacion geogréfica en la zona ecuatorial, ademas
son lugares especialmente estratégicos por su potencial hidrico y debido a su baja
temperatura promedio lo cual permite el desarrollo de especies vegetales exclusivas de
la zona (Ortiz, 2009)

Dentro de las especies nativas se encuentra el grupo de las Asteraceas, antes llamada
Compositae o Compuestas, es una familia de plantas herbaceas anuales o perennes,
gue se caracterizan por agrupar las flores en una inflorescencia compuesta o capitulo,
rodeadas de una o varias filas de bracteas (involucro), con receptaculo plano o convexo,
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rara vez cilindrico, frecuentemente provisto de bracteas, escamas o pelos en su interior.
Las flores son pequefias, hermafroditas o, en ocasiones, funcionalmente unisexuales o
estériles; de simetria actinomorfa o zigomorfa, pentdmeras; gamopétalas; caliz nulo o
formado por pelos simples, plumosos o setiformes, por escamas o por una pequefia
corona membranacea. (Watson, et al 2007).

El aceite esencial es una mezcla de componentes volatiles producto del metabolismo
secundario de las plantas en cuya composicion interviene una porcion de hidrocarburos
del tipo terpenos (Bandoni, A. et al 2000), junto con otros compuestos casi siempre
oxigenados (alcoholes, ésteres, éteres, aldehidos y compuestos fendélicos) que
son los que le confieren a los aceites el aroma que los caracteriza (Stashenko, 2003).
Los aceites se encuentran contenidos en glandulas o vesiculas secretoras inmersas
en los tejidos de las hojas, flores, corteza (pericarpio) y semillas de los frutos de muchas
especies y son producidos por diversos fines; por un lado protegen a la planta de
plagas, enfermedades e inclusive de la invasion de otras plantas y también para atraer
insectos y aves polinizadoras. Estas cualidades de proteccion y atraccion, se ven
reflejadas en propiedades del tipo antisépticas, antiinflamatorias, antidepresivas,
afrodisiacas entre otras, presentes en mayor o menor grado en la totalidad de los
aceites (Morales 1996; Smith, et al 1998), radicando en ello su gran importancia dentro
de las industrias farmacéuticas, de fragancias, aromas y sabores.

En el presente estudio se hace una breve descripcion del estado del arte, sobre los
aceites esenciales, el género Asteraceae, la descripcidbn taxondmica de la especie
objeto de estudio y sus tres representantes; luego se abordan los estudios quimicos y
biolégicos realizados sobre el género, finalizando con una descripcion de la
metodologia empleada para el desarrollo del estudio, los resultados hallados y las
conclusiones a las que se lleg6 a través del mismo.



1 ESTADO DEL ARTE

1.1 Aceites esenciales.

Los aceites esenciales son las fracciones liquidas volatiles, las cuales en algunos casos
le proporcionan el aroma a las plantas, por esto son importantes para la industria
cosmecéutica (perfumes y aromatizantes), nutracéutica (condimentos y saborizantes) y
farmacéutica. En su gran mayoria estos aceites son de olor agradable, aunque
también encontramos algunos de olor relativamente desagradable como por ejemplo
los del ajo y la cebolla (Martinez, A, 2003).

1.1.1 Clasificacion.

Segun Martinez, A., los aceites esenciales se clasifican con base en diferentes
criterios: Consistencia, origen y naturaleza quimica de los componentes mayoritarios.
“De acuerdo con su consistencia los aceites esenciales se clasifican en esencias
fluidas, balsamos y oleorresinas; las esencias fluidas son liquidos volatiles a
temperatura ambiente, los balsamos son de consistencia mas espesa, sSon poco
volétiles y propensos a sufrir reacciones de polimerizacion; son ejemplos el badlsamo de
copaiba, del Perq, el balsamo de Benjui, de Toll, Estoraque, etc. Las oleorresinas
tienen el aroma de las plantas en forma concentrada y son tipicamente liquidos muy
Viscosos 0 sustancias semisélidas como el caucho, la gutapercha, el chicle y la balata
entre otras” (Martinez, A, 2003).

Sin embargo, teniendo en cuenta su origen estos aceites se clasifican como naturales,
artificiales y sintéticos. En cuanto a los naturales, son los que se obtienen
directamente de la planta, sin ningun tipo de modificacion, con rendimientos tan bajos
gue resultan muy costosos. Los artificiales se producen por medio de mezclas o
enriqueciendo la esencia con uno o varios de sus componentes, un ejemplo tipico es
la mixtura de esencias de rosa, geranio y Jazmin, enriquecidas con linalool. Existe
otro tipo de aceites sintéticos, los cuales son los elaborados por la combinacion de sus
componentes, que a su vez son sintetizados quimicamente, estos son mas
econdmicos y por lo tanto son mucho mas utilizados como aromatizantes y
saborizantes (esencias de vainilla, limon, fresa, etc.) (Martinez, A, 2003).

Otra clasificacion se da por la composicion quimica de las sustancias mayoritarias
presentes en el aceite; es decir aquellos ricos en monoterpenos se denominan aceites



esenciales monoterpenoides (p.ej. hierbabuena, albahaca, salvia, etc.); en
sesquiterpenos son los aceites esenciales sesquiterpenoides (p.ej. copaiba, pino,
junipero, etc.) y en fenilpropanos son los aceites esenciales fenilpropanoides (p.ej.
clavo, canela, anis, etc.) (Martinez, A ,2003).

1.1.2 Distribucion y estado natural.

Martinez, A., en 2003 escribié “Los aceites esenciales se encuentran ampliamente
distribuidos en wunas 60 familias de plantas que incluyen las Compuestas,
Labiadas, Lauraceas, Mirtaceas, Pinaceas, Roséceas, Rutaceas, Umbeliferas,
etc.”. (Martinez, A. 2003). “Se les puede encontrar en diferentes partes de la planta: en
las hojas (ajenjo, albahaca, cidron, eucalipto, hierbabuena, limoncillo, mejorana, menta,
pachuli, quenopodio, romero, salvia, toronjil, etc.), en las raices (azafran, célamo,
curcuma, galanga, jengibre, sandalo, sasafras, valeriana, etc.), en el pericarpio del fruto
(naranja, limon, mandarina, etc.), en las semillas (anis, cardamomo, eneldo, hinojo,
comino, etc.), en el tallo (canela, caparrapi, clavo de olor, etc.), en las flores (arnica,
lavanda, manzanilla, tomillo, rosa, etc.) y en los frutos (alcaravea, cilantro, laurel, nuez
moscada, perejil, pimienta, etc.)” (Stashenko, E 2003).

1.2 Aspectos botanicos de la familia Asteraceae.

1.2.1 Ecologia

Asteraceae, antes llamada Compositae 0 Compuestas, es una familia de plantas
herbaceas anuales o perennes, que se caracterizan por agrupar las flores en una
inflorescencia compuesta o capitulo, rodeadas de una o varias filas de bracteas
(involucro), con receptaculo plano o convexo, rara vez cilindrico, frecuentemente provisto
de bracteas, escamas o pelos en su interior. Las flores son pequefias, hermafroditas o,
en ocasiones, funcionalmente unisexuales o estériles; de simetria actinomorfa o
zigomorfa, pentameras; gamopétalas; caliz nulo o formado por pelos simples, plumosos o
setiformes, por escamas o por una pequefia corona membranacea (Torres F, 2007).

En la naturaleza los aceites esenciales juegan un papel muy importante ya sea como

antibacterial, antiviral, antifungica, insecticida o repeliendo algunas plagas o reduciendo

el apetito de la plaga y de esta forma protegiendo a la planta (Guerrero 2012). La

desventaja en algunas oportunidades es que repele también algunos insectos que

favorecen la dispersion de polen y semillas. Los aceites esenciales son extraidos de

diferentes plantas, las cuales se localizan en zonas calidas o en paises ubicados en la
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zona intertropical, estas plantas son una riqueza de la farmacéutica tradicional. Los
aceites esenciales son liquidos volatiles, limpidos y rara vez coloridos, son lipidos
solubles en solventes organicos, con una baja densidad comparada con la densidad del
agua, estos aceites pueden ser sintetizados en diferentes partes de la planta ya sea la
raices, el tallo, las hojas, flores, frutos, en algunas ocasiones en las semillas. (Masaotti, et
al 2003; Angioni , et al 2006).

Se conocen numerosos meétodos para extraer los aceites esenciales, entre ellos
sobresalen: compresion, extraccion arrastre por vapor, hidrodestilacion, extraccion por
fluido supercritico, enflurage y extraccion con baja o alta presion. Los métodos de
extraccion se aplican segun, calidad, cantidad, composicion, clima, composicion del
suelo, 6rgano de la planta, edad y etapa del ciclo de la planta.

1.2.2 Taxones incluidos en las Asteraceas.

La familia de las asterdceas comprende cerca de 1500 géneros y aproximadamente
23.000 especies, distribuidas en las zonas intertropicales y zonas templadas. Las plantas
de este género son usadas como antiinflamatorio y antianémico y también
antidiabéticos y se wusa comunmente para tratamientos de enfermedades
gastrointestinales. (Heiden et al., 2007; Katinas et al., 2007).

El género Achyrocline (Asteraceae) comprende unas 15-20 especies y ocurre
principalmente en América del Sur y América Central, ubicada también en Africa tropical
y zonas montafosas de la Isla de Madagascar (Giangualani, R.A. 1976; Nesom, G 1990).
Esta especie ha sido estudiada en Argentina y ultimamente en Colombia, relacionado en
el estudio de la fitocenosis de las plantas del parampo de la Sierra Nevada de Santa
Marta se han determinado ocho especies, distribuidas principalmente en el norte y
centro del pais (Pinto et al 2010.). Es bien conocida la dificultad que presenta la correcta
identificacion de éstas especies, dado que poseen caracteres morfoldégicos muy
semejantes entre si (Giangualani, 1976). La especie mas utilizada, debido a la amplia
distribucion en sur américa y de mayor interés comercial es Achyrocline satureioides
(Lam.) D.C. Es una planta herbacea, perenne, tomentosa, que se conoce con los
nombres vulgares de “marcela”, o “méacela” (Retta et al 2009).

1.2.3 Descripcion de las plantas del Estudio.
Conyza Bonariensis. (Conyza hispida, Erigeron Cripus, Erigeron Bonariensis). Es una de
las especies de las asteraceas, (Mondragon, P 2004). Segun Kunt se conoce con el
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Fig. 1 Conyza bonariensis.

nombre de Conyza hispida. También se le conoce con el nombre vulgar de yerba
carnicera 0 mata negra. Para reconocer la especie se debe observar que es una planta
pilosa, el tallo tiene dos tipos de pelos, cortos y pegados. Cabezuelas maduras muy
unidas o agrupadas, con una inflorescencia (caracteristico de las Asteraceas) mas bien
abiertas, por sus hojas verde oscuras y abiertas de aproximadamente 1 cm de diametro
(Rzedowski, y Rzedowski, 2003).

Achyrocline satureioides. (Vira Vira, yerba del chivo). Se conoce también con el nombre
vulgar de Marcela es una especie perteneciente a la familia de las Asteraceas, tribu
Inuleae. Es una planta sufratice, perenne, lanosa, aromatica. Las hojas son simples,
alternas, sésiles, enteras, lineares a lineal - lanceoladas, agudas, de borde liso, de 5 cm
de largo y hasta 4 mm de ancho, pinatinervias, lanosas. Las flores se disponen en
capitulos pequefios, numerosos, cilindricos, que forman densos glomérulos terminales de
color gris amarillento o amarillo dorado. Las flores marginales femeninas son pocas,
poseen corola filiforme dentada o 4-5 partida en el apice; las centrales son sélo 1-2,
perfectas, con corola tubulosa estrecha, pentadentada en el limbo. El fruto es un aquenio
con vilano. Es un arbusto que puede alcanzar dos metros de altura su ciclo es anual, las
flores tienen capitulo compuesto (entre 9 a 15 capitulos por flor) de aproximadamente 2
cm de diametro, (Gattuso y Gattuso 1998), la floracidbn se presenta entre febrero y
marzo, las hojas son delgadas y alargadas de tonalidad verde cenizo.
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Fig. 2 Achyrocline satureioides

Gnaphalium Pellitum Kunth. (Achyrocline alata (Kunth), Vira Vira). Hierba de 20 a 40 cm
de altura, tallos con muchos pelos, asi como sus hojas, inflorescencia con capitulos
terminales, sus hojas son anchas aproximadamente 2 cm por 10 a 15 cm de largas.

Fig. 3. Gnaphalium pellitum
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Un ejemplar de cada especie fue clasificado por el herbario de la Universidad Nacional
y almacenado con el niumero de coleccion: Conyza bonariensis. 582520, Gnaphalium
pellitum. 582791. Achyrocline satureioides 582522. (Ver Anexo 4).

1.2.4 Empleo tradicional de las especies botanicas en estudio.

Conyza bonariensis. (Conyza hispida, Erigeron Cripus, Erigeron Bonariensis). Usos
Medicinal, principalmente como astringente, antidiarreica, diurética, insecticida,
parasiticida, tratamiento para enfermedades venéreas, enfermedades del higado y
urinarias y antirreumaticas. (Carrizo, et al 2002). Se debe tener en cuenta que esta planta
ha presentado una buena tolerancia a los herbicidas. (Papa, 2002).

Achyrocline satureioides. (Vira Vira, yerba del chivo). Usos medicinales. En infusion tiene
capacidad antiinflamatoria, digestiva, estimulante y antiespasmodica. (Martino et al.
1989). Segun un estudio realizado recientemente tiene propiedades: hipo glicémica,
pectoral, antigripal, para las infecciones intestinales, para la disenteria, y también en
forma externa como hepatica y antiinflamatoria, la parte utilizada es la parte aérea y debe
ser en inflorescencia. (Martinez 2005)

In vitro se ha determinado actividad antiviral, inmunomoduladora, mutagénica,
antimicrobiana y también antiespasmaodica. (Bettega et al 2004).

Gnaphalium pellitum kunth. (Achyrocline alata, Vira Vira) Se usa toda la planta, la infusién
es utilizada como antitusigeno y cuando presenta dolores reumaticos (Arteta 2008).

1.3 Descripcién taxonomica de las plantas del estudio.

En las tablas 1,2,3 se presenta una breve descripcion de la taxonomia de las plantas.

Tabla 1 Clasificacion cientifica de Coniza Bonariensis

Reino Plantae

Clase: Equisetopsida C. Agardh
Subclase: Magnoliidae Novak ex Takht
Orden: Asterales Enlace
Familia: Asteraceae Bercht & j. Presl|
Género: Conyza Less

Especie. C bonariensis
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Tabla 2 Clasificacion cientifica de Achyrocline satureioides

Reino Plantae

Clase: Equisetopsida C. Agardh
Orden: Asterales Enlace
Familia: Asteraceae Bercht .
Género: Achyrocline.

Especie: Achyrocline satureioides

Tabla 3 Clasificacion cientifica de Gnaphaliun pellitum Kunth.

Reino Plantae

Clase: Equisetpsida C.Agardh
Orden: Asterales Enlace.

Familia: Asteraceae Bercht & J. Pesl|
Género: Gnaphalium L .

Especie: Gnaphalium Pellitum

Tomado de WWW. Tropicos.org. Jardin Botanico de Missuei. 11 de junio 2014.

1.3.1 Composicién quimica reportada en otros estudios.

Conyza bonariensis. (Conyza hispida, Erigeron Cripus, Erigeron Bonariensis).
Compuestos aislados de la Conyza bonariensis son el cumuleno y flavonoides, El acido
cafeoilquinico se ha extraido en un porcentaje de 6,9 del extracto seco. (Martino et al
1989).

Achyrocline satureioides. (Vira Vira, yerba del chivo) Los compuestos que se han
aislados son flavonoides, &cido cafeico, calleriarina, y el a protocatequico. El acido
cafeoilquinico se extrajo en un porcentaje de 22,3 del extracto seco. (Martino et al 1989).
También se han logrado aislar luteolina, quercetina, scoparol, 5,8-dihidroxi-3,7-
dimetoxiflavona, galaginina, galaginina- 3-metil éter, quercetina-3-metil éter, asi como, 3-
metoxi-quercetina y scoparona. Esencia: se caracteriza por un alto contenido de a y f3
pineno. Tambien se ha encontrado limoneno, cis-B-ocimeno, trans-B-ocimeno,
oxicariofileno, B-cariofileno y a-humuleno.( Labuckas et al 1999)

In vitro se ha determinado actividad antiviral, inmunomoduladora, mutagénica,
antimicrobiana y también antiespasmadica.(Bettega et al 2004).
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Gnaphalium pellitum kunth. (Achyrocline alata Kunth). La sustancia quimica alfa-pineno
es un componente de muchos aceites esenciales y tiene propiedades anti-inflamatorias y
antimicrobianas. Hierbas homeopaticas recursos tipicamente contienen alfa-pineno que
se encuentra en los aceites vegetales y resinas. Trementina, la resina destilada de pinos,
fue en un tiempo un tratamiento médico ampliamente reconocido. Las bayas de enebro,
aceite de eucalipto y aceite de arbol de té, todos contienen este compuesto quimico.
(Milli D, 2000). El alfa-pineno es conocido como un terpeno, la estructura consta de 10
atomos de carbono configurados en dos unidades de isopreno unidas cabeza a la cola.
La cantidad de alfa-pineno producida depende de la temperatura y la luz solar disponible.
(Alvarez, 2012). Torrenegra y colaboradores en el 2001 identificaron el 13-epi-
Cicloesclareol, un nuevol diterpeno de tipo labdano con un anillo de ciclopropano ha sido
aislado a partir de Gnaphalium pellitum asi como de la Gnaphalium graveolens. La
elucidacién de la estructura se logré mediante métodos espectroscopicos.Los conocidos
terpenos acido (—)-16-kauren-19-oico, acido (-)-11B-acetoxy-16-kauren-19-oico, 13-epi-
sclareol y las mezclas de sitosteroles y estigmasterol fueron también separadas.
(Torrenegra 2001)

1.4  Actividad biolégica reportada en estudios previos de este género.

En la especie Conyza bonariensis, se han realizado estudios a los extractos etandlicos,
presentando un efecto antiinflamatorio y antimicético. (Manzano 2001). Tambien se
han realizado estudios en Argentina de estas plantas que presentan actividad frente a
Pseudomonas aeruginosa y Proteus mirabilis, por lo cual se puede presentar usos
etnomédicos relacionados con afecciones dermicas y urinarias producidas por estas
bacterias (Lujan, M. C., Perez Corral C, 2008). Segun estudios presentados por el
grupo de la facultad de farmacia y bioanalisis de la Universidad de los andes de merida
Venezuela. Esta planta se usa contra la malaria, como antiinflamatorio, para el dolor de
cabeza y para enfermedades digestivas. (Araujo. L, at al. 2013). Manzano y
colaboradores en el 2011, realizaron la evaluacién quimica del aceite de hojas de C.
bonariensis de Ecuador, emplearon 2 tinturas a 50 % con etanol a 70 y 90 % de hojas
secas. Realizaron un fitoquimico a través del sistema acoplado de cromatografia
gaseosa-espectrometria de masas y determinaron el efecto antimicotico mediante
inhibicion de dilucion en placa con siembra en superficie por diseminacion, y
antiinflamatorio en el modelo de edema de la oreja inducido por aceite de Croton en
ratones albinos de la linea OF1. el estudio fitoquimico mostré6 presencia de aceites
esenciales, triterpenos-esteroides, compuestos fendlicos, flavonoides, quinonas,
antocianidinas, saponinas y compuestos reductores. Se determind estructuras a 32
componentes del aceite esencial extraido de las hojas y el sesquiterpeno: trans-f-
farneseno resulté el componente mayoritario con 70,82 %, este compuesto se informa
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por primera vez en esta especie. El extracto hidroalcohdlico (25 pL a cada lado de las
orejas tratadas) inhibio significativamente la inflamacion comparado con bencidamina.
los extractos hidroalcohdlicos mostraron efecto antiinflamatorio en las condiciones
experimentales del estudio y se determiné la composicion quimica del aceite de hojas
de C. bonariensis. Martinez y colaboradores en el 2007 determinaron la composicion
guimica de los aceites esenciales (AEs) de las hojas de 10 plantas aromaticas
colombianas. Los AEs se aislaron empleando la técnica de hidrodestilacion asistida por
la radiacion de microondas (MWHD) y la identificacion de los componentes de los AEs
se realiz6 mediante el andlisis por cromatografia de gases espectrometria de masas
(GC-MS), utilizando dos columnas (DB-5 y DB-Wax). La identificacion de los
compuestos se baso en los indices de Kovats y en la comparacion de los espectros de
masas con los de las bases de datos QuadLib2004, NIST 2002, Wiley 138k. Zapata y
colaboradores en el 2010, Evaluaron la actividad antimicotica y el efecto citotoxico de
15 aceites esenciales de plantas de la familia Asteraceae. La actividad antimicotica se
evalué con las cepas Candida parapsilosis ATCC 22019, Candida krusei ATCC 6258,
Aspergillus flavus ATCC 204304 y Aspergillus fumigatus ATCC 204305 de acuerdo con
las técnicas EUCAST y CLSI M38-A para levaduras y hongos filamentosos,
respectivamente. La actividad citotoxica se evalu6 mediante la técnica del MTT en la
linea celular Vero. Encontraron que los aceites de las plantas Achyrocline alata y
Baccharis latifolia fueron los Unicos activos contra A. fumigatus (media geométrica de la
concentracion minima inhibitoria=78,7 y 157,4 ug/ml, respectivamente). En contraste,
no se evidencié actividad de los aceites contra especies de Candida. Ademas, estos
aceites no fueron citotdxicos en las células Vero. Concluyeron que los aceites de A.
alata y B. latifolia podrian ser candidatos para la desinfeccion de ambientes
hospitalarios y para la inhibicion de formacion de biopeliculas por A. fumigatus.

Para la especie Achyrocline satureioides, se han realizado estudios antimicrobianos y
antiviral frente Staphylococcus y las infusiones obtenidas de esta planta son utilizadas
como digestivo, sedativo. (Calvo. D, at al. 2006), Olivera y colaboradores 1988, en
inflorescencias de Achyrocline Satureioides (Lam.) DC. y que son utilizadas como
remedios en la medicina popular para el tratamiento de una variedad de enfermedades
humanas, en particular los del tracto gastrointestinal. Diferentes extractos de
inflorescencias han sido probados para anti-inflamatorio, analgésico, antiespasmaédico y
actividades sedantes. Los extractos acuosos (maceracion y decoccién) y macerado
etanolico exhibieron una inhibicion del edema de pata de rata inducido por carragenina
en un rango de dosis de 75-500 mg kg-1 ip, y también mostraron un efecto analgésico
con el ensayo de retorcimiento inducido por &acido acético en ratones. La propulsion
gastrointestinal de una suspension de carbon no se vio afectada de manera significativa
por cualquier extracto, a una dosis de 200 mg kg-1 po, en ratones. La decoccién acuosa
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aumento del tiempo de dormir inducida por pentobarbital, a dosis de 200 y 500 mg kg-1 ip
y p.o., en ratones. El macerado inhibié contracciones inducidas por acetyleholine
etandlicos, la histamina, la noradrenalina y cloruro de bario en cuatro tejidos musculares
lisas diferente. Las actividades antiespasmaédicas y anti-inflamatorias se reprodujeron con
guercetina, luteolina y quercetina éter 3-metilo, flavonoides que han sido aisladas a partir
de esta planta. También se realizo una evaluacion parcial de la toxicidad de los extractos.
Los efectos farmacolégicos ensayados se discuten en relacion a los componentes
qguimicos de esta planta y su uso popular en trastornos gastrointestinales, y condiciones
inflamatorias podrian estar relacionadas con la presencia de los flavonoides. Kadarian y
colaboradores en 2002 reportaron en las Partes aéreas de Achyrocline satureioides
(Lam) DC (Asteraceae) se utilizan en la medicina popular como infusiones o cocimientos
para el manejo de varias enfermedades incluyendo trastornos gastrointestinales y
hepaticos. Estos datos y la presencia de flavonoides y derivados cafeoilo nos han llevado
a estudiar su hepatoprotector y actividades coleréticos. La actividad hepatoprotectora se
evaluo en la bromobenzene- (BB-) modelo hepatotoxicidad inducida en ratones a través
de la medicién de los niveles séricos de alanina-aminotransferasa (ALT) y aspartato
transaminasa (AST), sustancias de &cido tiobarbitarico (TBARS) reaccionar y los niveles
de glutation. El extracto acuoso de las partes aéreas de A. satureioides administrados
antes de BB, a la dosis de 300 mg kg-1p.o., Demostré una inhibicién significativa (P
<0,01) en el aumento BB de ALT y AST higado y en el BB- inducida por aumento de
higado contenido de TBARS. También fue capaz de aumentar significativamente (P
<0.05) los niveles de agotamiento de glutation hepatico. Ademas, a la misma dosis, se
encontré un aumento significativo (P <0,01) en el flujo de bilis de ratas. Los resultados
obtenidos con el extracto acuoso de A. satureioides apoyan su uso en la medicina
popular como un agente hepatoprotector y digestivo, y los efectos pueden ser mediados
a través de la actividades antioxidantes y colerético. Lopez y colaboradores en 1996,
reportaron en Achyrocline satureioides (Lam.) D.C. (Compositae), conocida popularmente
como "marcela", es una especie vegetal ampliamente comercializada en la Republica
Argentina, Uruguay, Brasil y Paraguay debido a su uso medicinal como colagogo-
colerética. En este trabajo se analizaron por HPLC, utilizando un detector UV con arreglo
de fotodiodos, el contenido en derivados cafeoil quinicos presentes en ocho muestras
obtenidas en el comercio, comparandolas con una muestra patron. Se determiné el
contenido en estos compuestos debido a su reconocida accién colagogo-colerética.
Arredondo y colaboradores en el 2004 indican que los antioxidantes dietéticos pueden
influir en la incidencia de enfermedades neurodegenerativas. Entre ellos se han
propuesto flavonoides ser citoprotectores efectivos. En consecuencia, las hierbas con
una alta concentracion de estos compuestos como son Achyrocline satureioides, Ginkgo
biloba y Epilobium parviflorum son de especial interés. En este contexto se realizd un
estudio comparativo de la capacidad citoprotectora de las infusiones de las tres plantas
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frente a un insulto oxidativo. Por lo tanto, la actividad citoprotectora de cada infusion
contra las lesiones a las células PC12 se puso a prueba y la capacidad antioxidante se
evalué mediante el ensayo de blanqueo ABTS + radical. Flavonoides libres y glicosiladas
gue figuran en las infusiones fueron identificados por HPLC y el efecto citoprotector de
algunos de estos flavonoides individuales se ensayd. El analisis del contenido de
flavonoides de las infusiones reveld diferentes perfiles. Epilobium parviflorum infusion
mostré la mayor capacidad antioxidante pero solo infusion Achyrocline satureioides
resultd ser citoprotector. Por otra parte, la quercetina flavonoides libres y luteolina
contenida en esta infusion también eran citoprotector. En conclusion, la capacidad
captadora de radicales libres no se correlacion6 con el perfil citoprotector de las
infusiones. La mezcla especial de flavonoides Achyrocline satureioides no glicosilados
podria ser una pista para explicar el efecto Unico de esta planta. Polydoroa y
colaboradores en el 2004, compararon las propiedades antioxidantes de cinco extractos
diferentes de diferente composicion obtenida de inflorescencias Achyrocline satureioides
'(Compositae), un popular brasilefia hierba medicinal ampliamente utilizada. Todos los
extractos presentaron potencial antioxidante significativo identificado por el ensayo
TRAP, que aument6 en presencia de plasma humano. Caracterizacion del contenido de
flavonoides en cada extracto mostré6 que los extractos FDP80 (etanol 80 %) y FFR
(fraccion flavonoide enriquecido) contenian un mayor contenido de flavonoides. La
citotoxicidad de los extractos como se determina en cultivo de células de Sertoli mostro
gue FDP80 y FFr eran altamente téxicos en la mayoria de las concentraciones
ensayadas. Los extractos indujeron un aumento significativo en los niveles de
peroxidacién de lipidos en las células de Sertoli. Estos resultados sugieren que los
extractos de hierbas medicinales que contienen concentraciones mas altas de
flavonoides y muestra una mayor proteccién antioxidante in vitro no siempre pueden
producir el mayor beneficio.

Para la Gnaphalium pellitum. El limoneno es uno de los Compuestos quimico que se
encuentra en las cascaras de los citricos y en otras plantas, este se utiliza para
elaborar medicinas, el limoneno se le atribuye propiedades causante de la pérdida de
peso, prevenir el cancer, el tratamiento del cancer y el tratamiento de la bronquitis.
(Ortiz, 2007), Callacondo-Riva y colaboradores 2008, evaluaron la actividad citotoxica
de extractos etandlicos de raices, tallos, hojas y flores de Gnaphalium spicatum sobre
algunas lineas celulares tumorales humanas. Materiales y métodos. Las lineas
celulares HT-29, H-460, MCF-7, M-14, PC-3, DU-145, K-562, y 3T3, fueron expuestas a
cuatro concentraciones de extractos etanodlicos de raices, tallos, hojas y flores de
Gnaphalim spicatum, asimismo, a diferentes concentraciones de cisplatino, que se usé
como control positivo. Se hallo los porcentajes de crecimiento en 48 horas. Luego se
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determino la concentracion inhibitoria 50 (ICsg) mediante analisis de regresion lineal, el
indice de selectividad de cada muestra y finalmente, la relacion dosis-respuesta entre
las concentraciones de los extractos y cisplatino, con los porcentajes de crecimiento.
Resultados. El extracto etandlico de las raices de Gnaphalium spicatum mostr6 mayor
actividad citotoxica en la lineas celulares MCF-7 y K-562. Los ICso en pug/mL fueron de
98 (r= -0,98 p < 0,01) y 46 (r= -0,97 p < 0,01), respectivamente. Asimismo, su
citotoxicidad en la linea celular 3T3 fue de 215 (r= 0,97 p <0,01). Los ICs del cisplatino
en pg/mL fueron de 2 (r=-0,96 p < 0,01), 7,7 (r=-0,98 p<0,01) y 3 (r=-0,97 p<0,01), para
MCF-7, K-562 y 3T3, respectivamente. Los indices de selectividad del extracto de
raices y cisplatino fueron 2,2 y 0,3 para MCF-7, y 4,7 y 15 para K-562,
respectivamente. Los extractos de tallos, hojas y flores obtuvieron I1Cso > a 0,250
mg/mL en todas la lineas celulares evaluadas. Conclusiones. Los extractos etandlicos
de tallos, hojas y flores de Gnaphalium spicatum no mostraron actividad citotdxica en
este bioensayo. Los extractos de raices mostraron citotoxicidad en las todas las lineas
celulares tumorales, excepto en M-14. Ademas fueron menos citotéxicos en relacion al
cisplatino en la linea celular 3T3. Alarcon y Hernendez en el 2013 en el género
Gnaphalium, conocido popularmente como vira-vira, ampliamente reconocido por
sus propiedades antineopldsicas y que la usan en su mayoria para tratar
problemas de la prostata, en su estudio determinaron la actividad antioxidante y
citotoxica en los extractos totales y fracciones obtenidas en hojas e inflorescencia
de la especie Gnaphalium Meridanum, Gnaphalium cf .Polycephalum Michx.)por
método de extraccion soélido -liquido en el equipo de reflujo asistido soxhlet
empleando solventes de polaridad creciente. La actividad antioxidante de los
extractos, fracciones y de los controles positivos TROLOX y quercetina se evalud

empleando el ensayo de captacién del radical libre DPPH" en solucién metandlica,
midiendo por espectrofotometria. La actividad citotoxica de los extractos vy
fracciones se determin6é con el ensayo de reduccion del MTT empleando la linea
celular de macréfagos murinos J-774 con el fin de evidenciar la mortalidad celular
y el posible potencial de la especie como activo antineoplasico. Se encontré que
la inflorescencia es potencialmente antioxidante, con un 0,95 % de captacion relativa
del radical por cada ppm de la fraccién etandlica, y positiva para el ensayo de
citotoxicidad ante células con propiedades tumorales obteniendo como resultado
un DL 50 de 120,4 ppm para la fraccion en acetato de etilo.
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2 METODOLOGIA

Esta investigacion se abord6 desde dos aspectos, uno quimico y otro bioldgico. Con el
estudio quimico se pretendié extraer e identificar los aceites esenciales presentes en
hojas de Conyza bonariensis, Gnaphalium pellitum y Achyrocline satureioides,
con el estudio biologico se busco valorar la accion antioxidante y antimicrobiana de
los aceites esenciales obtenidos. Los reactivos empleados para el desarrollo del
estudio son grado analitico.

2.1 Recoleccién y preparacion del material vegetal.

Las tres diferentes plantas estudiadas en este trabajo, fueron recolectadas en

Achyrocline satureioides

Conyza bonariensis

Gnaphalium pellitum

Datos de mapas GZO Googie Imagenes ©2013 TerraMetrics

Fig. 4 Mapa ubicacién plantas. Tomado de Google

alrededores de Bogotéa capital de Colombia, la Achyrocline satureioides fue colectada en
Funza, (Cundinamarca, N 04° 43,751, W 74° 09,594. Altura 2477 msnm), la Conyza
bonariensis en la vereda la esperanza. (Mesitas, N 4° 30, 892 W 74° 21,240. Altura 2410
msnm) y la Gnaphalium pellitum en Usme (Cundinamarca, N 04° 21,547 W 74° 11,517,
Altura 3305 msnm) cercanias al paramo de Sumapaz.

20



2.2 Métodos de extraccion.

Los métodos de extraccion de aceites esenciales mas comunes son: destilacion por
arrastre de vapor, expresion, hidrodestilacion, extraccion destilacion simultanea
y extraccion con fluido supercritico; existen otros no tan comunes, (ver fig. 5), como
las variantes de las técnicas anteriormente descritas, donde el equipo de calentamiento
normal es sustituido por un equipo microondas o un ultrasonido. (Albarracin et al 2005).

Métodos de extraccion de mezclas aromaticas

Metodo Procedimiento Productos obtenidos

1.1.1 Compresidn de céscaras
1 Métodos directos 1.1 Extrusion Aceftes esenciales citricos
1.1.2 Raspado de cascaras

1.2 Macerado { 1.21 Lesiones mecanicas en cortezas gomas, resinas, balsamos
2. Destilacion 2.1 Directa
2.2 Arrastre con vapor de agua (directo Aceites esenciales y aguas aromaticas

indirecto, a presion, a vacio)

2.3 Destilacion-maceracion (liberacion
enzimatica de agliconas en agua caliente)

{3.1 A En caliente infusiones y resinoides alcohdlicos
3.1 Solventes volitiles
[ 31.2 Enfrio concretos v absolutos
3. Extraccion con solventes
1 3.2 Solventes fijos {342 1 En caliente absolutos de pomadas
(grasas y aceites)
322 Enfrio absolutos de enflorados

4.1 utilizacion de ultrasonidos en el

4. Técnicas de vanguar dia 2 b i
proceso extractivo de hidrodestilacion

4.2 Extraccion por microondas

4.3 Extraccion con fluidos en estado supercritico

Fig. 5 Métodos de extraccion de mezclas arométicas.

Los métodos de extraccion empleados en este trabajo fueron los siguientes:
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2.2.1 Arrastre por vapor (AV).

La destilacion de arrastre por vapor ayuda a la purificacion o el aislamiento de
compuestos cuyo punto de ebullicibn es mas el evado que el liquido utilizado para el
arrastre, el cual tiene un punto de ebullicibn menor y como se trabaja a baja temperatura
(siempre inferior a 100 °C si el liquido es agua) hace posible su separacion de la planta.

La destilacion por arrastre de vapor es una técnica de separacion que permite el
aislamiento de sustancias insolubles en H,O y ligeramente volatiles de otros productos
no volatiles. En el balon o recipiente de destilacion se coloca agua y se calienta, en el
segundo balén o compartimiento se coloca la planta de la cual se quiere extraes las
sustancias volatiles e insolubles en agua (Figura 6). Finalmente, el aislamiento de los
compuestos organicos recogidos en el matraz colector se realiza mediante una
decantacion o por medio de un rotaevaporador (Lamarque, et al 2008).

2.2.1.1 Fundamento tedrico de la destilacién por arrastre de vapor.

En una mezcla conformada por minimo dos liquidos inmiscibles, A y B, la presion de
vapor total a una temperatura determinada es equivalente a la suma de las presiones de

vapor que tendrian a esta temperatura, ambos componentes sin mezclar, es decir, que
cada componente ejerce su propia presion de vapor independientemente del otro (PT =
PA + PB). La mezcla hervird a aquella temperatura en la cual la presion de vapor total
sea igual a la presidén externa. Ademas esta temperatura se mantiene constante durante
toda la destilacion y es inferior a la de Ay a la de B. La destilacidén por arrastre con vapor
es una técnica usada para separar sustancias organicas insolubles en agua y
ligeramente volatiles, de otras no volatiles que se encuentran en la mezcla, como resinas
o0 sales inorganicas, u otros compuestos organicos no arrastrables. El agua es uno de los
solventes por excelencia, los primeros intentos para realizar extracciones se hicieron con
este solvente. Al comienzo de esta técnica para extraer la esencia de las plantas se
ponia en contacto estas con agua caliente, pero la dificultad de separar después los
materiales hizo que se buscasen nuevas alternativas. Posteriormente se ideo colocar las
plantas en un recipiente superior para que el vapor formado en la parte inferior lo
atravesase y posteriormente fuese condensado en un serpentin, asi surgid el alambique
para extracciones de aromas y esencias. (Lamarque et al, 2008 ).

La extraccion funciona gracias a que, cuando el vapor entra en contacto con el material
vegetal, hace que los compuestos aromaticos, que generalmente poseen un punto de
ebullicibn mas bajo que el agua, se vaporicen y sean arrastrados junto con el vapor hasta
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el condensador, donde se condensan junto con el agua. También la temperatura del
vapor hace que las células y las estructuras vegetales se rompan y liberen méas
compuestos esenciales. Esta técnica funciona para extraer aceites esenciales en
general, pero no para aislar un compuesto determinado. Ademas pueden encontrarse
algunos compuestos que puedan degradarse con la temperatura del vapor. Asi que a
medida que la industria de los aceites esenciales se fue especializando, el arrastre con
vapor ha sido reemplazado por tecnologias que funcionen a menor temperatura y pueda
extraerse mayor cantidad de compuestos esenciales. (Granados et all, 2007).

- Material vegetal
Bal6n con aaqua

Andrade 2014

Fig. 6 Equipo de destilacion por arrastre de vapor (AV)

2.2.2 Hidrodestilacion (HD) en equipo Clevenger.

El equipo Clevenger es el mas adecuado para la determinacion del contenido total del
aceite esencial de una planta aromatica (Cerpa. 2007; Rodriguez, et al 2012).

Para realizar la extraccibon en el laboratorio se tomaron aproximadamente
100 gramos de hoja (frescas), se agreg6é agua suficiente para tapar la muestra de
material vegetal (aproximadamente 400 ml para hojas) y finalmente se calenté hasta
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el punto de ebullicion 92+2 °C durante 4 h. Como producto del proceso de
condensacion se obtuvieron dos fases una de aceite esencial y otra de agua,
obteniéndose finalmente una mezcla de aceite esencial, la cual se almaceno a 4°C
protegida de la luz, para su concentracion y posterior analisis (figura 7) .

Matraz con material
vegetal

Andrade 2014

Fig. 7. Proceso de obtencidn del aceite esencial por HD. (Equipo clevenger).

2.2.3 Tratamiento de los aceites esenciales.

Los aceites esenciales obtenidos por HD y ARRASTRE fueron concentrados en un
rotaevaporador a 35 °C, a presion normal, se midio su volumen y peso, para obtener el
porcentaje de rendimiento y la densidad absoluta de los mismos, luego se
almacenaron en frio en recipientes donde no pudieran ser afectados por la luz, para su
posterior identificacion por cromatografia de gases acoplada a espectrometria (CG-
EM). (L6pez 2008.)
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2.3 Determinacion del porcentaje (%) de rendimiento y densidad absoluta.

A los aceites esenciales obtenidos, de cada grupo de hojas segun la planta, por cada
método se le determino el porcentaje de rendimiento.

2.3.1 Porcentaje de rendimiento.

El porcentaje de rendimiento en la obtencion de aceites esenciales de las hojas de
las tres plantas se calculé de acuerdo con la siguiente ecuacion:

Peso del acite (g) ¥ 100

%Rendimiento = :
Peso de las hojas de la planta (Ecuacién 1)

2.3.2 Densidad absoluta.

La densidad absoluta de los aceites esenciales se verifico determinando el peso de
100uL de cada extracto obtenido, en un matraz previamente seco y pesado, de
acuerdo con la ecuacion 2; la temperatura de trabajo fue de 18 + 2°C. (ver tabla 6)

Masa del aceite (ing)

Volumen del aceite (ul) (ECuaC|0n 2)

Densidad absoluta =

2.4 Identificacion de los compuestos de los aceites esenciales.

La identificacion de las sustancias presentes en los aceites esenciales obtenidos de
las hojas de los tres tipos de asteraceas se realizd6 primero obteniendo los
cromatogramas y espectros de masas, luego se compara con las librerias
especializadas para este tipo de estudio y ademas se hace una comparacion con el
indice de Kovats para cada sustancia.
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2.4.1 Identificacion de sustancias presentes en los aceites esenciales obtenidos
de hojas de C bonariensis, G pellitum y A satureioides.

La muestra de andlisis se prepar6é tomando una alicuota de 50 pL del aceite
esencial obtenido, se le agrego 1,0 pL de patrén interno (n-tetradecano), y se
completé a 1 mL con diclorometano.

Posteriormente, se inyectd 1 yL de cada una de las soluciones al equipo CG-EM, para
su analisis cromatografico. La identificacion cromatografica de los componentes del
aceite esencial de hojas extraido por las técnicas de hidrodestilacion (HD) y arrastre
por vapor (AV), se realiz6 por medio de comparacion de los espectros de masas
obtenidos con los de las librerias NIST 8,0 y WILEY 8.0, teniendo en cuenta el
porcentaje de coincidencia. (ver Figuras 7 al 12 y anexo ).

Columna . El analisis se llevé a cabo en un cromatografo de gases Shimadzu QP-
2010 plus, acoplado a un detector selectivo de masas Technologies MS 5975B
(70 Ev), equipado con un puerto de inyeccion split/splitess (250 °C, relacion de split
10:1) y un inyector automatico . Se utilizé una columna capilar de silice fundida, SHXRi
5mm (J & W Scientific, Folsom, CA, EE.UU.) de 30 m x 0,25 mm (d.i.) x 0,25 uym
(df), con fase estacionaria 5% fenilpolimetilsiloxano.

La programaciéon de la temperatura fue: de 40 °C (5 min) @ 5 °C/min, hasta 60 °C (1
min) @ 30 °C/min, hasta 160°C (0 min) @ 4 °C/min, hasta 220°C (2,5 min) @ 40
°C/min, hasta 280°C (4 min). Las temperaturas de la cdmara de ionizacién y la
linea de transferencia se mantuvieron a 230 y 325°C, respectivamente. Los espectros
de masas y corrientes iénicas reconstruidas (TIC) fueron adquiridos en un cuadruplo,
por medio de barrido automatico de frecuencia (full scan), a 4,75 scan s-1, en el rango
de masas m/z 40-400. Adicionalmente, los espectros de masas de cada componente
fueron analizados por la base de datos MSD Chemstation G1701DAD.03.00611,
comparando con las librerias NIST 8,0 y WILEY 8.0.

2.4.1.1. Cuantificacion de los componentes identificados.

Los metabolitos secundarios identificados en los Aceites esenciales, de las hojas de
Conyza bonariensis, Gnaphalium pellitum y Achyrocline satureioides, se cuantificaron
aplicando el método de estandarizaciéon interna; para ello se empleé n-tetradecano
(Merck), como estandar interno, este fue adicionado en la etapa previa de preparacion
de las muestras para analisis cromatografico.
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ﬁ Sampler b GC ‘E MS] Description]
Imj. Port : SPL1 Imj. Heat Port :

Injection Temp. 250.0 'C

Injection Mode : Splitless -
Sampling Time : 1.00 min

Camier Gas : He  Prim. Press. : 500-500

Flow Contral Mode : Linear Velocity -

Pressure : 63.5 kPa
Total Flow : 162 mL/min

Column Flow : 120 mL/min
Linear Velocity : 395 cm/sec

Purge Flow ; 3.0 mL/min
Split Ratio : 10.0
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Column Cwven Temp. : 40.0 T

IMNJ1
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— —t—
0 25 50 .
min
Program |C|:||umn COwen Temperature ﬂ
Rate Final Temperature | Hold Time -
0 - 40.0 5.00
1) 4.00 160.0 0.00
2| 250 2200 0.00
3| 3.00 280.0 400 -
Tatal Program Time : F0.50 min
Column
Name SHRXI-5MS Thickness : 0.25um

Llength : 300m

Ready Check...
GC Program...

2.5 Determinacién de actividades biolégicas.

A los aceites esenciales obtenidos se les determind la actividad antioxidante y

antibacteriana.

2.5.1 Actividad antioxidante.

Dada la importancia de la busqueda y la medida de antioxidantes, se han generado una
serie de técnicas para la medida de los mismos, entre la mas usadas estan las
espectrofotométricas, que se basan en la medida de la reaccién con radicales libres
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estables, tales como DPPH’ (1,1-difenil-2picrilhidra-zil), siendo la medida de la

disminucién de la absorbancia del cation radica DPPH" una de las mas utilizadas.

Las pruebas de actividad antioxidante se realizaron segun el método propuesto por

Eugenio José Garcia, empleando la capacidad antioxidante del DPPH" y su habilidad
de secuestrar radicales de larga vida. (Garcia, et al 2012).

2.5.1.1 Radicales.

Un radical libre, por definicion, es una molécula o simplemente un atomo con un electron
no apareado, convencionalmente simbolizado por un punto "*" sobre la molécula o
atomo. Un ejemplo desde el punto de vista del tamafio molecular, el radical del DNA
(sobre el carbono 47, en el azlcar) y un &tomo de bromo.

sV phosphate -0 -CH;  base
C

Br

O= phosphate v

Fig 8 Radical DPPH’

El ADN y el bromo son especies de interés en determinados procesos bioldgicos. El
radical del ADN se genera, por ejemplo, por reaccion de un radical OH* con esta macro-
molécula fundamental en cualquier sistema de celulares expuestos a la radiacion
ionizante y es un precursor potencial directo de una lesion lineal de las células, vy el
atomo de bromo, por el contrario, se forma en el proceso de la degradacién de la
reduccion de 1,2-dibromoetano, una toxina conocida.

Las formas en las que actia un radical en un sistema biol6gico, son por medio de los
procesos oxidativos, cabe sefialar que la oxidacién de moléculas biol6gicas no siempre
es un proceso dafino. Hay algunas funciones fisioldgicas, que dependen de la formacion
de productos oxidados, por ejemplo los resultados de la oxidacién lipidica enzimética en
la formacion de prostaglandinas bioldgicamente activas y otros compuestos
biolégicamente activos, etc. Sin embargo, “el coctel de radicales libres" puede ser una
causa de potentes eventos dafinos, y por lo tanto, el organismo tiene que desarrollar
potentes sistemas de proteccion anti-radical. Tradicionalmente, estos sistemas se
denominan sistemas antioxidantes. (Zentella et al 1996).
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Los radicales libres juegan un importante rol en muchos procesos biolégicos incluyendo
secuencia de reacciones metabdlicas, sefales celulares, respuesta inmune y variedad de
condiciones patologicas y fisiolégicas. Los radicales libres son generados en medio
biologicos como un resultado de reacciones asociadas con reacciones bioldgicas, que
involucran oxigeno en el metabolismo. (Vargas, et al 2007).

2.5.1.2 Deteccidén de radicales libres por tiempo.

Los radicales libres son altamente reactivos e inestables comparados con su similar ion.
La presencia de los electrones no apareados tiene una consecuencia sobre su
reactividad en general es muy alta de tal especie. Esto, por supuesto, refleja el deseo
genuino de la especie “radical” para alcanzar el estado energético mas favorable
mediante el acoplamiento de su espin desapareado formando un nuevo enlace entre dos
atomos de spin. En consecuencia, muchas de las reacciones que se encadenan, ocurren
tan pronto como las dos especies que reaccionan, se interrelacionan entre si. (Millones
2009)

La deteccion y cuantificacién de estas especies es critica para descifrar la secuencia de
reacciones celulares y entender los mecanismos de la enfermedad y su funcion. Las
reacciones de radicales libres son generalmente muy rapidas y por lo tanto, escapan a
cualquier deteccion directa en un proceso in vivo en tiempo real, en un experimento.
Afortunadamente las constantes de velocidad absoluta es una propiedad inherente de
cualquier sistema reactivo particular, por lo tanto en modelos in vitro se podra determinar
el recipiente “bioldgico” adecuado y la forma adecuada de identificar su presencia en este
recipiente, lo que falta es saber la forma en la que ocurren e intervienen los radicales
libres en los procesos bioldgicos. (Zentella at al. 1996).

Desde el punto de vista cientifico, la reaccion de un radical, a través de un proceso de
difusion controlada, con sustratos que se encuentran presentes en una concentracion, la
reaccion se presenta en un periodo de tiempo de milisegundos, por lo tanto cualquier
técnica para el estudio directo de las reacciones rapidas, en consecuencia debe haber un
sistema de deteccion rapida, para el analisis de la cinética del radical (solo entonces se
permite ver como actua el radical), una caracteristica que debe poseer el radical para ser
estudiado, es que debe poseer una caracteristica perceptible, de hecho, la mayoria de
los radicales son de color, no necesariamente en la parte visible del espectro, pero las
regiones del IR y UV son igualmente accesibles por los modernos estudios de tiempo
para resolver la espectroscopia Optica. En principio, como cualquier otra propiedad
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detectable con una resolucién de tiempo apropiado es adecuado (Baxendale J. et al.
1982).

2.5.2 Antioxidantes.

Un antioxidante es cualquier sustancia qué cuando esta presente en bajas
concentraciones en comparacion con las de un sustrato oxidable, retrasa o previene
significativamente la oxidacion de este sustrato. La definicion anterior no incluye todas las
posibilidades de los mecanismos de accion antioxidante, pero tiene la virtud de poner de
relieve la importancia del objetivo elegido para el estudio y el origen de las especies
reactivas empleadas para caracterizar un antioxidante. (Calderon, et al 2012)

2.5.2.1 Sistemas Antioxidantes.

Los sistemas antioxidantes, son usados en el sistema fisioldgico como protecciéon de
radicales, donde se encuentran numerosos compuestos de diversas estructuras, como
enzimas antioxidantes (superéxido dismutasa, catalasa, peroxidasa, etc.), antioxidantes
endogenos de bajo peso molecular (glutation, acido Urico, etc.), antioxidantes exdgenos.
(Avello, M, 2006)

2.5.2.2 Clasificacion de los antioxidantes.

La oxidacién de compuestos organicos se originan por un mecanismo similar, por medio
de alternarlas reacciones de los radicales alquilo y peroxilo. La oxidacién de un
compuesto organico puede ser retardada por una de las siguientes maneras. Romper las
cadenas reproducida por la reaccién con radicales peroxilo aceptor.(Romero et al 1987.)

1. Romper las cadenas por la reaccién de aceptor con los radicales alquilo.

2. Si el radical hidroperdxido es el principal auto-iniciador, la oxidacion puede ser
retardada por la introduccion de compuestos quimicos capaces de descomponer
hidroperdxido sin formar radicales libres.

Inhibidores poli-funcionales pueden ejercer una accion combinada, al participar en

diferentes reacciones inhibitorias. La mezcla de antioxidantes puede actuar de manera

similar.

Con respecto al mecanismo de accion, los antioxidantes se pueden dividir en los
siguientes siete grupos. (Padilla, et al 2008).
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Tabla 4. Mecanismos de accion de algunos antioxidantes.

Tipo

antioxidante

Los antioxidantes que
rompen las cadenas por
reacciéon con radicales
peroxilo

Mecanismo de accién

reductores
enlaces O-H y enlaces N-H débiles, que

Estos son compuestos con

radicales
radicales

reaccionan facilmente con los
peroxilo para la formacion de
intermedios de baja actividad.

Ejemplo
antioxidante
Fenoles

Naftoles
Hidroquinonas

Aminofenoles

Diaminas
Los antioxidantes que Estos son compuestos, que aceptan Quinonas
rompen las cadenas por faciimente los radicales alquilo. Estos Nitronas
reaccion con radicales antioxidantes son eficaces en Radicales estables nitroxilo
alquilo. concentraciones muy bajas de di-oxigeno y vy nitrocompuestos.
en polimeros sélidos. carotenoides
Antioxidantes que Estos son compuestos que reaccionan con Sulfuros
descomponen hidroperéxidos sin la formacion de radicales Fosfitos
hidroperdxido. libres. Carbamatos
Algunos  complejos  de
metales
Proteinas
Aminoécidos
Antioxidantes que Ligando compuestos metalicos a compuestos  Oxidos de hidroperéxidos

desactivan metales.

inactivos

Diaminas
Hidroxiacidos.

Cadena
terminacion
antioxidantes.

ciclica,
por los

En otras palabras, la terminacion de la
cadena se produce como un proceso ciclico
catalitico (los antioxidantes se regeneran en
las reacciones de terminacion de la cadena).
La terminacion de la cadena mudltiple puede
tener lugar, por ejemplo, en los polimeros.

aminas aromaticas, los
radicales nitroxilo, y
compuestos que poseen

metales de valencia variable

Los inhibidores de la
acciéon combinada.

Algunos antioxidantes pueden interactuar con
los radicales R* y ROy*. Sin embargo, una
molécula de inhibidor puede tener dos o mas
grupos funcionales, cada uno de los que
puede someterse a su propia reaccion.

Antraceno
Metilenequinona
Carbonatos
Tiofosfatos

Sinergismo de varios
antioxidantes.

Cuando dos inhibidores mutuamente mejoran
sus efectos inhibitorios, es una accion
sinérgica.

Acido citrico
Acido ascérbico
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2.5.3 Solventes y reactivos

Todos los solventes fueron grado reactivo de Merck, los compuestos patron fueron
adquiridos de Sigma-Aldrich y Acros organic, tales como:

Tabla 5. Solventes y reactivo.

Solventes y reactivos Uso

Metanol Ejecucion de métodos de actividad
antioxidante

2,2-difenil- 1=picrilhidracilo (DPPH"). Ejecucion de métodos de actividad
antioxidante

eyl
SO nse Y e

Fig. 9. Reactivo DPPH’,

Aparatos y equipos empleados

- Viales de 3.0mL.

- Tubos conicos de polipropileno de 1.5 mL

- Cubetas de plastico 10 x 10 x 45 mm semi-micro PMMA

- Pipetas volumétricas y aforadas de 1.0y 5.0

- Balones aforados de 100, 25.0 y 10.0 mL

- Vasos de precipitados de 50, y 100 (Schott Duran, Alemania).
- Bafio ultrasonido con calentamiento (E 15H. Elmasonic.)

- Balanza analitica Adventurer OHAUS + 0.1mg.

- Espectrofotometro Espectronic 21 D perkin elmer UV/vis.
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2.5.4 Métodos de actividad antioxidante que combina transferencia de un solo
electron y transferencia de un atomo de hidrogeno (ET-HAT).

Los ensayos que combinan el método ET-HAT, son métodos que se creen que actia por
el método HAT (transferencia de un &tomo de hidrégeno) o por el método ET
(transferencia de un solo electrén), pero estudios reciente sugiere lo contrario. Debido a
la reactividad y lo complejo de los mecanismos, son dificiles de interpretar sin
informacion detallada sobre la composicion y las estructuras de los antioxidantes en
prueba. La interpretacion se dificulta cuando se trata de pequefias moléculas que actian
como agentes reductores, p.ej. el acido ascoérbico que esta presente en los extractos
fendlicos (Ugartondo C, V 2009).

2.5.5 Actividad de barrido de radicales libres — DPPH".

Este método, fue desarrollado por Brand-Willams 1995-1996. El DPPH" (2,2-Diphenyl-1-
picrylhydrazyl) donde la capacidad antioxidante se basa en la disminucion de color,
medida a 517nm, por accion de un compuesto antioxidante (ecuacion 3).

DPPH = + Antioxidante — DPPH — H + Antioxidante = Ecuacion 3.

Igualmente, dicha actividad puede ser medida por resonancia espin-electron, (Prior, et al.

2005). El radical DPPH" es un radical nitrogenado orgénico y estable, posee un intenso
color parpura y se encuentra en forma de radical, no necesita generacion previa (Fig 10)

Fig 10 Estructura del radical DPPH*.

La capacidad antioxidante se calcula como el porcentaje de captacién DPPH’, segln la
férmula de Yen and Duh (1994) (ecuacién 4):
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% de captacion DPPH _ 4 i"i{hl_‘qﬁﬂﬂix 100

Ainicial (Ecuacion 4)

Donde A inicial €S la absorbancia de control a tiempo 0 min y A na €S la absorbancia del

antioxidante a tiempo 10 min. El % de captacion DPPH’ es proporcional a la
concentracion de antioxidantes, y la concentraciéon que provoca una disminucion en la

concentracion inicial de DPPH". Muchos antioxidantes que reaccionan rapidamente con

los radicales peroxilo pueden reaccionar con lentitud o incluso puede ser inerte al DPPH’
debido al impedimento estérico.

La metodologia desarrollada fue la siguiente:
1- Preparacion de soluciones:

2- Preparacion del radical DPPH’: Se disolvieron 2 mg de DPPH’ Sigma-Aldrich, en
100 ml de metanol, la solucion se dej6 reaccionar a temperatura ambiente durante 30
minutos en la oscuridad. Posteriormente fueron preparadas soluciones de trabajo
hasta obtener una absorbancia de 0.700 + 0.050 para todos los casos (Villano, D. et

al. 2007), a una longitud de onda de 517nm.

[0}
2- Preparacion de la curva de calibracion: A 900 pL del radical DPPH se le
adicionaron 300 pL de cada una de las diluciones de la medicion se realiz6 a 517
nm, y el porcentaje de inhibicion se calcul6 con base en la siguiente ecuacion (5)

A- A
% de Captacion =%C = —— =100 (Ecuacién 5)
A

A= Absorbancia inicial.
A1= Absorbancia final de la muestra.

El porcentaje de captacion representa la pérdida del poder antioxidante del DPPH’,
cuando le es agregado un compuesto antioxidante, disminuyendo asi la absorbancia
de la solucién, que es medida a 517 nm; la absorbancia inicial se toma en el minuto
cero sin adicion de la solucién problema, la absorbancia final se toma 10 minutos
después de agregar el aceite esencial o solucién problema.
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Método DPPH

300 pl de aceite

Absorbancia
517nm, 10 min.

900 pL del Cubeta de plastico
radical DPPH* con vol. reducido

Fig 11 Diagrama del método DPPH"

3- Medicion de la actividad antioxidante de los aceites esenciales: En una celda de

plastico de volumen reducido en la cual se agregé 900 pL del radical DPPH’, se
midi6é la absorbancia a 517 nm, luego se adicionaron 300 pL de la dilucion del
extracto de aceite esencial y nuevamente se midié la absorbancia a la misma
longitud de onda durante 10 minutos, cada 30 seg.

Para realizar la evaluacion de la actividad antioxidante de cada uno de los aceites
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esenciales, se prepar6 una dilucion de 1000 ppm y después se realizaron
diluciones consecutivas hasta llevarlas a concentraciones finales de 250, 125. 25y
2,5 ppm. A cada una de estas diluciones se le evalud la capacidad antioxidante.

4- Determinacion de AAR (Relative Antioxidant Activities )

La actividad antioxidante relativa frente al cation radical DPPH"; fue calculada de
acuerdo a (Kartal et al. 2007) mediante la ecuacion 6; la AAR equivale a decir la
concentracion en mM/Kg, con una capacidad antioxidante equivalente a la de una
concentracion 1 mM/Kg de la sustancia problema (Guerrero A, 2000)

AAR = 100* IC5o Muestra / 1Cso Control (Ecuacion 6)

Se determina interpolando sobre la curva de calibracién, tomando como base Ila
inhibicion lograda por la muestra problema.
mg/L: Concentracion de la muestra problema expresada en estos términos (ppm).

2.6 Actividad antibacteriana.

Se realizaron antibiogramas utilizando la técnica de perforaciéon en placa (Vasquez, M
et al 2014) y se midi6 la capacidad antibacteriana de los extractos a concentraciones
de 1 mg (20 mg/ml), 2 mg (40 mg/ml), 3 mg (60mg/ml) y 5 mg (100 mg/ml),
basédndose en estudios previos realizados sobre (Pino. N., Martinez. L.,
Stashenko, E.; 2008); el ensayo se llevé a cabo en el laboratorio de Facultad de
Ciencias de la Pontificia Universidad Javeriana (Edificio Carlos Ortiz laboratorio 103),
las cepas bacterianas fueron del tipo ATCC (American Type Culture Collection), entre
las bacterias gram positivas se seleccionaron: Staphylococcus aureus ATCC 6535y
Staphylococcus epidermidis ATCC 35984; mientras que para las bacterias gram
negativas se eligieron: Escherichia coli ATCC 8739 y Pseudomona aeruginosa
ATCC 9027 y Proteus mirabilis ATCC 29906, a estas bacterias se les sembré
controles positivos que contenian Rifaximina y como control negativo se empled
DMSO.

La metodologia empleada para la determinacion de la actividad antibacteriana se
describe a continuacion:
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CEPA DE MANTENIMIENTO
Conservada bajo refrigeracion a
42C

A 4

Siembra por estria en placas de:
Agar Mueller-Hinton para la bacteria correspondiente

A 4

Incubar a:
37°C por 24 horas para las bacterias

A 4

Inocular 3-4 colonias aisladas y resembrar en tubos con:
5 ml de caldo Mueller-Hinton para bacterias

A 4

Homogeneizar en agitador VORTEX

A 4

Incubar a: 37°C por 24 horas para las bacterias
Hasta que la turbidez sea visible

A 4

Ajustar la turbidez con Solucion salina al 0.9% estéril o
caldo de cultivo estéril, hasta un equivalente al estdndar
5 de la escala de Mc Farland, aprox. 1,5 *108 UFC/mI

Fig 12 Proceso Preparacion Medios.
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Cajas de Petri de 9 cm de didmetro con:
40 ml de Agar Mueller-Hinton.

Sumergir hisopo estéril
en la suspensién
bacteriana (inoculo),
eliminar el exceso contra

Estrias con el hisopo, toda la
superficie de la placa con agar, en

las paredes del tubo tres direcciones y por el reborde

de la placa en tres direcciones Agregar las muestras

para andlisis:

l - ACEITES
Inocular por: .

. — Hacer 4 pozos de 8mm de Vver Clonzentracmlnes
i diametro y sellar el fondo emp ﬁqau::trpaasra as

con agar S

9 Ver Distribucion
muestras en la caja
A 4

Dejar secar 5 min. —

v

Dejar en predifusion 30 minutos

Blanco
Dimetilsulfoxido a temperatura ambiente
(DMSO)
Patrén
RIFAXIMINA Incubar a

37°C por 24 horas, para bacterias

!

Realizar las lecturas a las 24 horas

Fig 13 Preparacion medios de cultivo.

2.6.1 Preparacion de las cepas bacterianas:

La preparacion de las cepas. Esta fue realizada en el laboratorio de microbiologia de

1.
la Universidad EIl bosque, se tomaron de 3 a 5 colonias de una misma bacteria tipo
ATCC con un asa metalica y se transfirieron a un tubo con 5 ml de caldo soya
tripticasa, hasta alcanzar una turbidez 0,5 Mc Farland luego se incubo a 37°C,
esta concentracion se logra entre 4 y 6 horas después del inicio del cultivo.

2. Preparacion del medio de cultivo: Para este se empled 25 ml agar Mueller Hinton

de acuerdo con las especificaciones del fabricante preparado en cajas de petri de 9
38



cm de didmetro y 0,6 cm de espesor

Siembra de bacterias: luego de alcanzar la concentracion adecuada se realiz6 una
siembra masiva en la superficie de las cajas de petri con 0.1 ml de inoculo tomado
del tubo que se encuentra a la turbidez de la escala 5 de Mc Farland con cada una
de las bacterias, con un asa se distribuyé uniformente por la superficie del medio de
cultivo, luego se dejo reposar por 10 minutos.

Elaboracion de pozos: para cada caja de Petri se estableci6 una cantidad de
cuatro pozos equidistantes de 8 mm de diametro, estos se elaboraron con ayuda de
una pipeta.

Siembra de muestra: a cada uno de los pozos se le adiciono 20 ul de agar Muller
Hinton preparado de acuerdo a las instrucciones del fabricante; se dejé reposar y
posteriormente se le agrego a cada pozo 50 pL de solucion muestra/solvente, con
diferentes concentraciones, se sometié a incubacién a 37°C por un periodo de 24
horas. Después de transcurrido este tiempo se procedié a medir los respectivos
halos de inhibicion.

Concentracion critica (C.C.) La observacion de la respuesta antimicrobiana en estas
concentraciones, permite determinar si existe una correlacion entre la concentracion
de extracto y la accién antimicrobiana. Una vez realizadas las lecturas de halos de
inhibicion se graficd el logaritmo natural de las concentraciones de extractos y
fracciones empleadas contra el cuadrado de los didametros de inhibicién (X?); de esta
forma se obtiene una recta que se ajusta por minimos cuadrados y por extrapolacion
se halla el punto de interseccion sobre la ordenada que corresponde al valor del Ln
de la concentracion critica (C.C.). La concentracién critica se define como la
concentracion de sustancia antimicrobial que se difunde en la superficie del agar o
gel, en la interface entre bacterias en crecimiento y bacterias inhibidas; representa
una medida de la susceptibilidad de un microorganismo, este valor se aproxima a la
concentracion minina inhibitoria (CMI) obtenida en pruebas de dilucion (Koneman
1999).
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9 cm

Fig 14 Distribucion de los pozos en cajas de Petri.

Protocolo de siembra

% = 400mg en 4 mL de DMSO = 100mg/mL 5 C= 100pg/pulL

mg= VxC. Ej. pg=100ug/uL x 50uL = 5000ug = 5mg

Aplicar 10ulL, 20uL, 30uL, 50puL en cada pozo, completando a
volumen final de 50uL con DMSO, lo que corresponde a 1mg
(20mg/ml), 2mg (40mg/ml), 3mg (60mg/ml), 5mg (100mg/ml) de
aceite 10pL

S0l 20pL

30uL

Fig 15. Protocolo de Siembra de extractos.
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c (Dilucién) a (Diluciéon) Caja de petri

Halo de inhibicién \

e (Dilucioén)

©)

Medio de cultivo (agar sélido)

—D —p
Inoculado /
s D-dY
roof2-4)
W 2 /)
b (Dilucién d (Dilucién)
Donde: D = Longitud del diametro del halo de inhibicion.
d = Longitud del diametro del halo que contiene la dilucidn del antibidtico.
Fig16 Esguema de los halos de inhibicion formados por el método de
aifusion en gel.
4
Log Conc Donde: Log Conc = Logaritmo de las concentraciones
de las distintas diluciones
utilizadas.
CC\
X* (mm)
Fig 17 Grafica log Concentracion VS Longitud de la corona (X%) Lorian

(1996)

6. Se calculo el porcentaje de inhibicion relativo de acuerdo a la ecuacion 7.

% de Inhibicién relativa= D halo extracto — D halo control (-) x 100 (Ecuacion 7)
D halo control (+) - D halo control (-)

Donde: Control Negativo (-): DMSO; control positivo (+): Rifaximina
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3 RESULTADOS.

3.1 Obtencién de los aceites.

Las especies obtenidas en la region cundiboyacense, al ser tratadas por dos diferentes
meétodos dan como resultado los aceites esenciales, presentados en la tabla 6.

Tabla 6. Relacion peso material- peso aceite esencial y densidad
Densidad mg/uL

ESPECIE Proceso | Peso Hojas(g) Peso aceite (9)
s HD 144,03 0,85 0.895
Conyza bonariensis 0.853
AV 185,20 0,91 ’
. . HD 167,33 0,76 0.928
Gnaphalium pellitum 0787
AV 200,31 0,78 ’
. . HD 195,34 0,86 0.813
Achyrocline satureioides 0.765
AV 185,25 0,64 :

AV= arrastre por vapor
HD= Hidrodestilacion.

3.2 Andlisis por Cromatografia de gases acoplado a masas.

Se presentan a continuacion los cromatogramas de las especies estudiadas y algunos
de los componentes de los aceites esenciales. Teniendo en cuenta el tiempo de
retencion y el area de los picos, la cual nos indica la concentraciébn del componente
presente en la muestra.

Fig 18. Cromatograma de Conyza bonariensis. (HD).

Chromatogram W15 C:\GCMSsolution'Data\Project]\UDjstrital quimica\OR\17-02-14\W15.qgd

25.840.323

TIC*1.00

42



HEEAEAREEEN

&
LT
-
Tabla 7. Datos C bonariensis HD. (Espectros de masas en el anexo 1 A)
t R=Tiempo de retencion. I. T =Indice de kovacs tedrico. I. E =Indice de kovacs experimental.
tR. % area Nombre k. T Ik. E Formula
2| 35339 [0.99 1-Pentadeceno 1.489 1.501 CisHso
5| 41,615 |3.23 1-Hexadecanol 1.883 1.847 Ci6H340
6| 42,753 |10.52 Tetradecanoato de 2-propilo 1.823 1.791 Ci17H340,
7| 43,366 |[7.24 6,10,14-trimetil- 2-Pentadecanona 1.848 1.854 CiH360
9| 46,072 [1.71 Heptadecanoato de metilo 1.927 1.895 Ci1sH3602
11| 48,193 [0.93 Hexadecanoato de etilo 1.975 1.967 CisH340,
12| 48,469 |16.00 Hexadecanoato de etilo 1.991 1.968 Ci18H3602
13| 49,489 |[9.30 Hexadecanoato de metilo. 1.999 1.971 Ci9H3502
14| 51,434 |0.96 E,E,Z-5,14-diol-1,3,12-Nonadecatrieno 1.972 Ci1gH340,
15| 52,407 |2.50 Fitol 2.055 CaoH400
16 | 54,004 |1.09 Cis,Cis-9,12-Octadecadienoato de etilo 2.103 2.063 CaoHc05
17| 54,215 |1.62 Oleato de etilo 2.087 2.064 CaoH3s02
18| 55,128 |[2.12 Octadecanoato de etilo 2.168 2.099 C20H100>
19| 61,286 |[1.21 9,12,15-octadecatrienato de etilo 2.188 2.157 Ca0H340,
20| 61,749 |2.14 Tunbergol 2.061 CyoH340
22| 65,888 |2.13 Heneicosano 2.100 2.138 CoiHaa
23| 67,039 [1.49 Tetracosano 2.400 2.447 CasHso
24| 68,320 |[4.75 Hexacosano 2.600 2.632 CaeHsa
25| 69,770 |[1.12 Nonacosano 2.900 2.950 CaoHeso
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Fig 19. Cromatograma de Conyza bonariensis (AV)

Chromatogram W20 C:\GCMSsolution'Data\Project 1\ UDistrital quimica'OR\17-02-14\W20.qed

34.175.588
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Tabla 8 Datos C bonariensis AV. (Espectros de masas en el anexo 1 B)

t R. % area Nombre I. T lk. E Formula

1 31,871 2.96 1-Dodecanol 1.469 1.439 Ci12H260
2 33,427 1.59 Widdrol 1.651 1.596 Ci5H260
3 34,538 2.51 Epiglobulol 1.580 1.562 C15H260
4 34,753 1.40 Ledol 1.582 1.563 Ci5H260
5 34,884 5.15 Cariofilenil alcohol 1.568 1.564 Ci5H260
6 35,352 18.50 (-)-Globulol 1.580 1.566 Ci5H260
7 35,561 6.75 Epiglobulol 1.582 1.567 Ci5H260
8 35,882 5.44 Viridiflorol 1.585 1.569 Ci5H260
9 36,172 4.78 Caryophyllene epoxid 1.613 1.570 Ci5H240
10 36,565 1.39 Cubenol 1.642 1.593 C15H260
11 36,700 1.26 Humulane-1,6-dien-3-ol 1.619 1.603 Ci5H260
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12 36,846 |2.50 | Tetracyclo[6.3.2.0(2,5).0(1,8)]tridecan-9-ol, 4,4-dimethyl- - 1.574 CisH240
13 37,000 1.78 | alpha.-Cadinol 1.650 1.595 CisH260
14 37,290 4.70 | beta.-Selinenol 1.651 1.626 C15H240
15 37,405 4.17 | tau.-Muurolol 1.648 1.677 C1sH260
16 37,506 3.76 | trans-Longipinocarveol, - 1.677 Ci6H240
17 37,955 8.19 | 7-Hexadecenal, (Z) 1.798 1.780 C16H300
18 38,259 3.34 | 11-Hexadecyn-1-ol 1.863 1.881 C16H300
19 40,404 2.45 | metanoato , 3,7,11-trimetil-1,6,10-dodecatrien-3-ilo 1.752 1.703 Ci16H2602
20 | 40,554 |1.28 |(1S,2E,4S5R,7E,11E)-Cembra-2,7,11-trien-4,5-diol - 2.058 | CoHz0:
22 61,218 2.42 Diisooctyl adipate - 2.256 C2H4204
Fig 20. Cromatograma de Gnaphalium pellitum.(HD).
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Tabla 9 Datos de G pellitum.HD. (Espectros de masas en el anexo 1 C)

%
tR.. area Nombre k. T Ik. E Formula
1 33,474 | 0.95 Widdrol 1592 | 1.556 CisH260
2 35,312 | 3.71 oxido de cariofileno 1.613 | 1.586 CisH20
3 36,133 | 1.12 | beta.-himachalenoxid 1.610 | 1.570 CisH2,0
4 37,024 | 5.32 | 3-ciclopentil-1-(2,4-dimetifenil)- 1-Propanona - 1.575 C16H2,0
5 37,424 | 11.88 | alfa.-Bisabolol 1.680 | 1.647 CisH260
6 37,969 | 1.03 | n-Pentadecanol 1.772 | 1.730 CisH3,0
7 38,296 | 0.72 11-Hexadecin-1-ol 1.863 1.820 Ci6H300
8 38,531 | 0.61 | 1-Isopropil-4,7-dimetil-1,2,4a,5,6,8a-hexahidronaftaleno. 1520 | 1.561 CisH240
9 38,917 | 0.99 | 2-Butil-1-metil-1,2,3,4-tetrahidronaftalen-1-ol - 1.563 CisH2,0
10 | 39,228 | 0.50 2-Acetoxi-1,1,10-trimetil-6,9-epidioxidecalino - 1.564 C14H2404
11 | 39,600 | 0.63 | Globulol . 1568 | 1.565 CisH260
12 41,373 | 1.04 | Ledol. 1.560 1.557 Ci5H260
13 41,972 | 0.51 | 1,6-Dimetil-9-(1-metiletiidenil-5,12-dioxatriciclo[9.1.0.0(4,6)] 8-dodecanona. - 1.545 CisH2,03
14 42,363 | 1.19 (+)-Ledol 1.580 1.546 C15H260
15 42,546 | 0.52 | 7-(1,3-Dimetil-buta-1,3-dienil)-1,6,6-trimetil-3,8-dioxa-tricic lo [5.1.0.0 .2,4] octano. - 1.547 C15H2,05
18 | 44,212 | 0.52 trans-Z-.alfa.-Bisabolen epoxido - 1.553 CisH240
19 | 44,659 | 0.94 | 1-Octadecanol 2.039 | 1.994 | CigHs0
Fig 21 Cromatograma de Gnaphalium pellitum.(AV)
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Tabla 10 Datos de G pellitum. AV. (Espectros de masas en el anexo 1 D)

%
tR. | area Nombre k. T lk. E | Formula
130,504 | 9.06 | Cariofileno. 1.415 1.468 CisHza
2 130,932 | 1.43 | aromadendreno 1.440 1.502 CisHza
3131,368 | 0.88 | alpha.-cariofileno. 1.451 1.505 | CisHaq
431,603 | 0.87 | 1r,3z,9s-4,11,11-trimetil-8-metilenbiciclo[7.2.0]Jundec-3-eno 1.517 | CisHaq
5132,123 | 1.63 | 1,2,3,4,4a,5,6,8a-octahidro-7-metil-4-metenil-1-(1-metiletil)- (1.alpha.,4a. alpha. | 1.449 1.518 | CisHas
,8a. alpha.) naftaleno.
6 |32,245| 1.74 | alpha.-curcumeno 1.475 1.522 | CisHa
7 132,420 | 0.89 | 7-isopropenil-4a-meti-1-metenildecahidronaftaleno. 1.485 1.524 | CisHaq
832,708 | 2.21 | (+)-Ledeno 1.488 1.526 | CisHaq
9 133,196 | 1.85 | Butilato de hidroxitolueno. 1.483 1.530 Ci5H240
10| 33,607 | 3.91 | (1s-cis)-1,2,3,5,6,8a-hexahidro-4,7-dimetil-1-(1-metiletil) naftaleno. 1.525 1.603 | CisHaa
11 | 35,289 | 2.70 | decahidro-1,1,7-trimetil-4-metenil- 1h-cicloprop[e]azulen-7-ol 1.578 1.627 C15H240
12 | 35,433 | 3.79 | 1,1,4,7-tetrametildecahidro-1h-ciclopropae]azulen-4-ol 1.593 1.638 CisH260
13 (36,267 | 7.90 | 2,3,4,4a,5,6,7,8-octahidro-.alpha.,.alpha.,4a,8-tetrametil-, [2r-(2.alpha.,4a.beta. | 1.655 1.705 CisH260
,8.beta.)] - 2-naftalenmetanol.
14 | 36,682 | 1.11 | 6-isopropenil-4,8a-dimetil-1,2,3,5,6,7,8,8a-octahidro-2-naftalenol 1.690 1.709 CisH240
15| 36,893 | 1.41 | decahidro-.alpha.,.alpha.,4a-trimetil-8-metenil-, [2r-(2.alpha.,4a.alpha.,8a.beta 1.649 1.701 C16H260
)]-2-naftalenmetanol.
16 | 37,062 | 2.94 | tau.-cadinol 1.640 1.702 CisH260
17 (37,529 | 1.37 | 1,2,3,4,4a,7,8,8a-octahidro-1,6-dimetil-4-(1-metiletil)-, [1r-(1.alpha.,4.beta . ,4a. | 1.644 1.715 CisH260
beta. ,8a.alpha.)]-1-naftalenol.
18 | 37,950 | 1.95 | 1-(1,5-dimetil-4-hexenil)-4-metil- 3-ciclohexen-1-ol 1.673 1.718 C15H260
20 | 44,496 | 0.90 | 8-cedren-13-ol 1.687 1.720 Ci5H240
21|45,234 | 13.11 | (3e,6e,10e)-3,7,11,15-tetrametil-1,3,6,10,14-hexadecapenteno 1.969 1.925 CaoH32
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Fig 22 Cromatograma de Achyrocline satureioides (HD).
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Tabla 11 Datos A satureioides. HD, (Espectros de masas en el anexo 1 E).

%

tR. | area Nombre k. T k. E Formula
129,710 | 6.84 | 4,4a,5,6,7,8-hexahidro- 2(3H)-Naftalenona 1.299 1.125 C10H14.0
2] 33,034 | 5.58 | Butirato de hidroxitolueno 1.518 1.529 Ci5H240
3] 33,901 | 8.16 | 3,3,6,6-Tetrametoxi- 1,4-ciclohexadieno - 1.036 C10H1604
4 | 34,239 | 1.43 | 1-Metil-2,4-Bis(1-Metiletenil) (1.a.,2.8.,4.8.)- ciclohexano, 1.394 1.338 CisHaz;
51 34,540 | 2.39 | acido tridecanoico 1.662 1.341 C13H260;
6| 35,221 | 4.34 | 1,1,4,7-Tetrametildecahidro-1h-ciclopropale]azulen-4-ol 1.593 1.546 CisH260
7| 37,324 | 2.23 | Selina-6-en-4-ol 1.624 1.590 Ci5H260
8 | 39,402 | 3.48 | Tetradecanoato de metilo 1.726 1.676 C15H300;
14 | 47,419 | 5.33 | (2)-Acido 9-octadecenooico 2.102 1.988 Ci1sH340,
15| 50,644 | 2.17 | 13-hexyl-oxa-ciclotridec-10-en-2-one 2.071 1.923 Ci1sH320,
16 | 51,742 | 1.57 | (Z,2)-9,12-octa decadienoato de metilo. 2.099 1.935 Ci1gH340>
17 | 51,960 | 2.72 | (Z,2,2)-9,12,15-Octadecatrienoato de metilo 2.105 2.083 C19H320,
18 | 52,408 | 2.57 | Fitol 2.111 2.093 CooH400
20 | 58,537 | 1.11 | Heneicosano 2.100 2.116 Co1Has
211 60,872 | 1.69 | Tetracosano 2.400 2.453 Ca4Hso
22 | 63,106 | 6.09 | hexacosano 2.600 2.641 CaeHs4
24| 65,888 | 2.35 | nonacosano 2.900 2.900 CaoHeso
25 | 68,309 | 2.37 | Tetratriacontano 3.400 3.432 CasH7o
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Fig 23 Cromatograma de Achyrocline satureioides (AV).
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Tabla 12 Datos A satureioides. AV. (Espectros de masas en el anexo 1 F).
tR. % area Nombre k. T k. E Formula
1 33,048 | 3.94 Butirato de hidroxitolueno 1517 1.529 CisH240
2 34,657 ]1.18 Acido tetradecanoico 1.758 1.742 | Ci14H250,
decahidro-1,1,7-trimetil-4-metenil-1h-cicloprop
3 35,047 | 3.46 [e]azulen-7-ol, 1571 1.545 | CisH40
4 35,245 | 4.56 (-)-Globulol 1.580 1.547 | CisHz60
5 35,473 11.89 1,1,4,7-tetrametildecahidro-1h-ciclopropale]azulen-4-ol 1.580 1.548 | CisHx60
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6 35,816 | 2.29 Ledol 1.580 1.551 | Ci5H20O
7 36,365 | 1.04 Geranil isovalerate 1.597 1.527 | Ci5H0,
8 37,346 | 1.89 Selina-6-en-4-ol 1.624 1.564 | CisH260
9 39,098 | 6.56 Pentadecanal 1.713 1.678 | Ci5H300
10 39,434 | 2.41 valerenol 1.711 1.652 | CisH*O
11 43,387 | 8.45 6,10,14-trimetil 2-Pentadecanona, 1.848 1.773 | CigH360
14 50,689 | 4.00 13-Hexiloxaciclotridec-10-en-2-one 2.071 2.024 | Ci5H320;
15 51,468 | 3.56 acido, isohexil tetradecil ester oxalico 2.071 1.994 | CypoHa204
17 52,455 | 7.55 2-Metil- Tricosano 2.365 2.439 | CaHso
18 57,531 |1.62 Fitol 2.122 2.043 | CH400O
19 58,154 | 2.60 1-Tetracosanol 2,410 | Ca4Hs0O
20 58,579 | 4.90 Hexacosano 2.600 2.656 | CaeHsa
21 61,223 | 1.01 Nonacosano 2.900 3.000 | CagHeo
22 63,147 | 11.07 Triacontano 3.000 3.041 | CaoHe2
24 65,936 | 3.78 Tetratriacontano 3.400 3451 | CasHro
25 68,341 | 8.17 Hexatriacontano 3.600 3.637 | CagHua

3.3 Actividad antioxidante por DPPH’".

La actividad antioxidante de decoloracion del radical DPPH’ se determiné de acuerdo a

los parametros establecidos.

Preparacion de la curva de referencia.
Para realizar la curva de referencia se prepararon soluciones de acido ascorbico

concentraciones finales de 250, 125, 25, 2.5, 0.25 y 0.025 ppm de solucion metandlica y
se llevé acabo la medicién del porcentaje de captacion de DPPH’ empleando la técnica
descrita en el numeral 2.5.5. Los resultados de la medicién del porcentaje de captacion

de DPPH’ se encuentran en la tabla 13

Tabla 13 Actividad antioxidante del acido ascérbico. (patrén)

Tiempo (seg) Abs. a Abs. a Abs. a Abs. a

25 ppm 2,5 ppm 0,25 ppm 0,025 ppm
ERROR 0,420 0,211 0,137 0,109
RELATIVO
Captacién 0,923 0,467 0,304 0,238
% captacion 92,31 46,68 30,44 23,85
log ¢ 1,398 0,398 -0,602 -1,602
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Se presentan la actividad antioxidante de Conyza bonariensis (HD) y (AV), Gnaphaliun
pellitum ((HD) y (AV) y (HD) y Achyrocline satureioides (HD) (AV), tablas 14 al 19.

Tabla 14 Actividad antioxidante del aceite de Conyza bonariensis (HD)

Tiempo (seg) Abs. a Abs. a Abs. a Abs. a
250ppm 125ppm 25ppm 2,5ppm

ERROR 0,205 0,180 0,154 0,118

RELATIVO

Captacion 0,479 0,422 0,361 0,272

% captacion 47,90 42,25 36,12 27,20

log c 2.40 2,10 1,40 0,40

Tablal5 Actividad antioxidante del aceite de Conyza bonariensis (AV)

Tiempo (seg) Abs. a Abs. a Abs. a Abs. a
250ppm 125ppm 25ppm 2,5ppm

ERROR 0,2205 0,1615 0,137 0,1245

RELATIVO

Captacion 0,4613 0,3800 0,3186 0,2830

% captacion 46,13 38,00 31,86 28,30

log c 2.40 2,10 1,40 0,40

Tabla 16 Actividad antioxidante del aceite de Gnaphaliun pellitum (HD).

Tiempo (seg) Abs. a Abs. a Abs. a Abs. a
250ppm 125ppm 25ppm 2,5ppm

ERROR 0,2305 0,174 0,135 0,119

RELATIVO

Captacion 0,4822 0,4244 0,3277 0,2867

% captacion 48,22 42,44 32,77 28,67

log c 2.40 2,10 1,40 0,40

Tabla 17 Actividad antioxidante del aceite de Gnaphaliun pellitum (AV).

Tiempo (seg) Abs. a Abs. a Abs. a Abs. a
250ppm 125ppm 25ppm 2,5ppm

ERROR 0,1345 0,1265 0,1095 0,0865

RELATIVO

Captacion 0,3484 0,3131 0,2751 0,2282

% captacion 34,84 31,31 27,51 22,82

log c 2.40 2,10 1,40 0,40
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Tabla 18 Actividad antioxidante del aceite de Achyrocline satureioides (HD)

Tiempo (seg) Abs. a Abs. a Abs. a Abs. a
250ppm 125ppm 25ppm 2,5ppm
ERROR RELATIVO | 0,202 0,1465 0,117 0,098
Captacion 0,4114 0,3330 0,2862 0,2396
% captacion 41,14 33,30 28,62 23,96
log c 2.40 2,10 1,40 0,40

Tabla 19. Actividad antioxidante del aceite de Achyrocline satureioides (AV)

Tiempo (seg) Abs. a Abs. a Abs. a Abs. a
250ppm 125ppm 25ppm 2,5ppm

ERROR 0,2 0,1875 0,145 0,1

RELATIVO

Captacién 0,4444 0,4190 0,3258 0,2500

% captacion 44,44 41,90 32,58 25,00

logc 2.40 2,10 1,40 0,40

3.4 Actividad antibacteriana.

Fig. 24 halos de C bonariensis y Staphylococcus aureus (Autor)

52



A los aceites esenciales de hojas de Achyrocline satureiodes, Gnaphalium pellitum y
Conyza bonariensis, se le determind la actividad antimicrobiana frente a los
microorganismos Staphylococcus aureus Gram (+), Pseudomona aeruginosa Gram (-) ,
Proteus mirabilis Gram (-), Staphylococcus epidermidis Gram (+), y Escherichia coli
Gram (-), utilizando el método de difusion en gel por perforacién en placa, como control
negativo DMSO y Control Positivo: Rifaximina. Obteniendose los datos reportados en las
tablas 20 a 24.

Tabla 20. Aceites y bacterias Staphylococcus aureus.

BACTERIA
ACEITE ESENCIAL Staphylococcus aureus

Halo mm segin mg de Aceite.
HOJAS DE PLANTA METODO OBTENCION

1mg ‘ng ‘3mg ‘Smg
Achyrocline satureioides Arrastre por vapor 18 19 20 21
Achyrocline satureioides Hidrodestilacién 14 15 16 17
Gnaphalium pellitum Arrastre por vapor 17 18 19 20
Gnaphalium pellitum Hidrodestilacion 13 15 19 20
Conyza bonariensis Arrastre por vapor 19 20 22 25
Conyza bonariensis Hidrodestilacién 16 17 18 20
ANTIBIOTICO Halo en mm
RIFAXIMINA 34 36 38 40
Tabla 21. Aceites y bacterias Pseudomona aeruginosa

BACTERIA
ACEITE ESENCIAL Pseudomona aeruginosa

METODO Halo mm segun mg de Aceite.

HOJAS DE PLANTA OBTENCION

1mg ’2mg ’3mg ‘Smg
Achyrocline satureioides Arrastre por vapor
Achyrocline satureioides Hidrodestilacién - - -
Gnaphalium pellitum Arrastre por vapor - - -
Gnaphalium pellitum Hidrodestilacién - - - -
Conyza bonariensis Arrastre por vapor 14 20 21 23
Conyza bonariensis Hidrodestilacion - - -
ANTIBIOTICO Halo en mm
RIFAXIMINA 19 20 21 22
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Tabla 22 Aceites y Bacterias Proteus mirabilis

ACEITE ESENCIAL

BACTERIA

Proteus mirabilis

Halo mm
HOJAS DE PLANTA METODO OBTENCION
1mg |2mg |3mg ‘Smg
Achyrocline satureioides Arrastre por vapor 11 12 14 15
Achyrocline satureioides Hidrodestilacion 11 13 20 22
Gnaphalium pellitum Arrastre por vapor - - - -
Gnaphalium pellitum Hidrodestilacién - - - -
Conyza bonariensis Arrastre por vapor - - - -
Conyza bonariensis Hidrodestilacién - - - -
ANTIBIOTICO Halo en mm
RIFAXIMINA 12 15 17 20
Tabla 23. Aceites y Bacterias Staphylococcus epidermidis.
BACTERIA
ACEITE ESENCIAL
Halo mm
HOJAS DE PLANTA METODO OBTENCION
1mg |2mg |3mg |5mg
Achyrocline satureioides Arrastre por vapor 13 15 16 17
Achyrocline satureioides Hidrodestilacion - - - -
Gnaphalium pellitum Arrastre por vapor - - - -
Gnaphalium pellitum Hidrodestilacion - - - -
Conyza bonariensis Arrastre por vapor 16 17 19 22
Conyza bonariensis Hidrodestilacion 14 15 16 19
ANTIBIOTICO Halo en mm
RIFAXIMINA 25 26 27 29
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Tabla 24 Aceites y Bacterias Escherichia coli.

ACEITE ESENCIAL

BACTERIA

Escherichia coli

Halo mm

HOJAS DE PLANTA METODO OBTENCION img 2mg 3mg 5mg

Achyrocline satureioides Arrastre por vapor 13 15 16 17
Achyrocline satureioides Hidrodestilacion - - - -
Gnaphalium pellitum Arrastre por vapor - - - -
Gnaphalium pellitum Hidrodestilacién - - - -
Conyza bonariensis Arrastre por vapor 16 17 19 22
Conyza bonariensis Hidrodestilacién 14 15 16 19
ANTIBIOTICO Halo en mm

RIFAXIMINA 16 20 22 24
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4 ANALISIS DE RESULTADOS.
4.1 Identificacion taxondémica de las plantas.

Esta identificacion se realiz6 en el Herbario Nacional Colombiano del Instituto de
Ciencias Naturales de la Universidad Nacional. Las muestras botanicas se encuentran
catalogadas. Como Gnaphalium aff. pellitum Kunth, Achyrocline satureioides y Conyza
aff. bonariensis . Las plantas fueron identificadas y clasificadas por el Bi6logo Carlos
Alberto Parra. (Ver anexo 4)

4.2 Porcentaje de rendimiento.

El porcentaje de rendimiento reportado en la tabla 25, resulta del promedio de 2
réplicas de los aceites esenciales obtenidas por cada método, de cada planta,
calculados de acuerdo con la ecuacion 1.

Tabla 25. Rendimiento del proceso de extraccion y densidad.

PLANTA Proceso | Peso Hojas(g) Peso aceite (g) | Rendimiento(%) Densidad mg/pL
o HD 144,03 0,846 0,59 0.895
Conyza bonariensis
AV 185,2 0,910 0,49 0.853
. . HD . | 167,33 0,762 0,46 0.928
Gnaphalium pellitum
AV 200,31 0,778 0,39 0.787
Achyrocline HD 195,341 0,855 0,44 0.813
satureioides AV 185,253 0,640 0,35 0.765

AV= arrastre por vapor

HD= Hidrodestilacién

El rendimiento de los Aceites esenciales de las hojas expresado en porcentaje (gramos
de aceite obtenido por cada 100 g de muestra) se encontré entre 0.35% y 0,59% para
hojas, dependiendo del método empleado. Se observa que para las muestras de
Conyza bonariensis, Gnaphalium pellitum y Achyrocline satureioides, el método de
hidrodestilacion presenté un rendimiento mayor en todos los casos, comparado con el
rendimiento de arrastre por vapor. También se puede observar que los rendimientos en
ambos proceso son muy similares; es decir que la produccion del aceite no se
afecta por cambios ambientales.
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Teniendo en cuenta el rendimiento de la obtencién de aceite esencial obtenido de
Conyza bonariensis, Gnaphalium pellitum y Achyrocline satureioides resulta bueno, si
se tiene en cuenta que en algunos casos no se obtienen aceites esenciales por estos
dos métodos. Por tanto en caso de que la composicién quimica de este aceite esencial
genere interés a nivel industrial, puede considerarse la Conyza bonariensis,
Gnaphalium pellitum y Achyrocline satureioides como una especie promisoria para la
comercializacion de este tipo de metabolitos. Lo anterior toma mayor valor,
considerando que el material vegetal proviene de plantas no cultivadas.

En cuanto a la densidad se puede observar que los datos son similares segun la planta,
teniendo resultados entre 0,765 y 0,928 mg/uL, las densidades mayores se obtuvieron
para el método de hidrodestilacion, comparado con la misma planta pero por el método
de arrastre por vapor.

4.3 Identificacidén de los compuestos presentes en los aceites esenciales.

Los constituyentes de cada uno de los aceites esenciales aislados de hojas frescas de
Gnaphalium pellitum, Achyrocline satureioides y Conyza bonariensis se analizaron
mediante la técnica CG-EM, siguiendo los parametros operacionales descritos en el
numeral 2.4.

4.3.1 lIdentificacion de los aceites esenciales obtenidos de las hojas.

Se observa que el resultado de los compuestos obtenidos de C bonariensis HD por el
método de Hidrodestilacién el 75 % corresponde a hidrocarburos alifaticos, 10%
sesquiterpenos, 10 % aromaético, 5 % diterpenos El hexadecanoato de etilo (palmitato de
etilo) es un compuesto usado para la industria de los jabones. Mientras el tetradecanoato
de 2 propilo (miristato de isopropilo) es usado para elaborar cremas cuya funcién es
proteger la piel.

C bonariensis por el método de arrastre por vapor se presenta un 68,42 % de
sesquiterpenos y 31, 58% de hidrocarburos alifaticos y 5, 26% de diterpenos.

El globulol hace parte de aceites como el del eucalipto, no se tiene un uso especifico, el
1-heptatriacontanol, hace parte de muchas muestras botanicas que se encuentran en
estudios.

Para G pelltum.HD se obtuvo un 60% de hidrocarburos alifaticos, un 25% de
compuestos aromaticos y 15% de sesquiterpenos. El alfa-bisabolol es utilizado en la
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industria cosmética, se la atribuyen propiedades suavizantes, cicatrizantes y calmantes.

En G pellitum. AV se obtuvieron un 35% de hidrocarburos alifaticos, 35 % de
sesquiterpenos y 30 % de aromaticos. El cariofileno hace parte de las sustancias que
se le atribuye propiedades para provocar la secrecion de la insulina.

En A satureioides. HD la muestra contenia un 75% de hidrocarburos alifaticos, 15% de
aromaticos y 10 % de sesquiterpenos. El tetracontano es utilizado como aceite lubricante
y como combustible por ser un hidrocarburo de cadena larga. El acido tridecanoico, hace
parte de los acidos organicos utilizados en la industria de alimentos como grasas
naturales.

A satuereioides. AV Esta muestra contenia un 70% de hidrocarburos alifaticos, 15% de
sesquiterpenos, 10% de aromaticos y 5% de diterpeno. El Hexatriacontano es un
compuesto que hace parte de los hidrocarburos de cadena larga usado como
combustible. No reporta uso exclusivo.. Es el componente activo en la industria de
perfumeria (Jazmin).

Al ordenar segun % de area de cada muestra se obtienen los siguientes compuestos
como los mas representativos posibles como constituyentes del aceite de C bonariensis
HD con [16.00% Hexadecanoato de etilo, 10,52%, tetradecanoato de 2-propilo, 9,30%,
Hexadecanoato de metilo, 7,42%, 6,10,14-trimetil-2-pentadecanona] C. bonariensis AV,
[18.50%Globulol, 8.19% (z) 7- Hexadecenal. 6.75% Epiglobulol, 5,44% viridiflorol.], G.
pellitum HD [11.88% (Alfa- bisabolol, 5.32% 3-ciclopentil-1-(2,4-dimetilfenil)-1-propanona,
3.71% oxido de cariofileno]. G. pellitum AV [13.11% (3e,6e,10e)-3,7,11,15-tetrametil-
1,3,6,10,14-hexadecapenteno , 9.06% Cariofileno, 7.90% 2,3,4,4a,5,6,7,8-octahidro-.q,
a.,4a,8-tetrametil-[2r-(2.a.,4a.3,8.8.)]2-naftalenmetanol], A. satureioides HD [8.16%
3,3,6,6-Tetrametoxi-1,4-ciclohexadieno, 6.84% 4,4a,5,6,7,8-hexahidro-2(3H)-
Naftalenona, 6.09% hexacosano], A. satureioides AV [11,07% Triacontano, 8.45%
6,10,14-trimetil 2-Pentadecanona, 8.17% Hexatriacontano),.Donde se observa que un
porcentaje considerable son sesquiterpenos y compuestos hidrocarbonados. Debido a
gue para este analisis se tiene en cuenta los patrones, los tiempos de retencion y el
numero de carbonos que debe tener el posible compuesto. Al observar los compuestos
se puede evidenciar la presencia de Fitol, Globulol y cariofileno. en los diferentes aceites
esenciales.
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Contenido de compuestos en aceites esenciales.

Fig 25 Resultado % de aceites segun planta.

Los compuestos denominados hidrocarburos alifaticos estdn presentes en todos los
aceites, ya que en este grupo se clasificaron los alcoholes, cetonas. Se observa que en
las Achyrocline Satureioides es similar el contenido de hidrocarburos alifaticos, sin
importar el método de obtencidn, en relacion con otros componentes. Mientras que para
la Conyza bonariensis si se ve la influencia del método de obtencién. En cuanto a la
Gnaphalium pellitum no se relaciona el método de obtencidbn con respecto a los
compuestos obtenidos ya que se puede ver que no se encuentran sustancias similares
por el método AV y HD.

Cabe anotar que se encuentran presentes algunos aceites como el globulol y el
cariofileno en varias plantas de estudio.

4.4 Actividad antioxidante.

Actividad antioxidante de los aceites de Conyza bonariensis, Gnaphalium pellitum y
Achyrocline satureioides por las técnicas e hidrodestilacion y arrastre de vapor se evalud
a 250, 125 25 y 2,5 ppm, mediante la aplicacion del método decoloracién del radical
DPPH. Para éste método observamos que hay tendencia de mayor actividad
antioxidante a medida que aumenta la concentracién en las soluciones de trabajo de los
extractos.

La capacidad antioxidante de los aceites es equivalente al patron de referencia el acido

ascorbico a 2,5 ppm como se observa en la figura 26. A 25 ppm o0 mayor estara fuera de
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rango de comparacion ver figura 27

Cinetica de reaccion aceites a 250 ppm por el método
DPPH, Ascorbico a 2,5 ppm
=12y
g
g 1
2 08
0,6
04 -
0,2
0 100 200 300 400 500 600 700
e A\ 3SCOTDICO 2,5 ppM === C bonariensis HD s bONariENSIS AV Tiempo (s)
e G pellitum HD e G pellitum AV e A\ S3tUreioides HD
A satureiodes AV

Fig. 26 Relacion aceites y patrén de referencia a 2,5 ppm.

Absorbancia

Cinetica de reaccion aceites a 250 ppm por el método
DPPH, Ascorbico a 25 ppm

1,2
1 4
0,8

0,6
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0,2 1

0 100 200 300 400 500 600 700

— A Ascorbico 25 PPM C bonariensis HD e DONAriensis AV Tiempo (s)

w— G pellitum HD w—G pellitum AV e A SAtUreloides HD

A satureioides AV

Fig. 27. Relacion aceites y patrén de referencia a 25 ppm.
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Analisis de la actividad antioxidante de aceites
por el método DPPH*

60
.
T o
= 50
& 40
o
- 30
c
=) 20
8 10
a
8 0
o 1 2 3 4 5 6
2
- 1-Gnaphalium pellitum AV, 2-Gnaphalium pellitum HD, 3-Conyza bonarlensis AV, 4
Conyza bonariensis HD, 5-Achyrocdline satureloides AV, 6-Achyrocline satureioldes HD
B25ppm ®m25ppm =125 ppm 250 ppm

Figura 28. Comparacion de aceites de 1-Gnaphalium pellitum AV, 2-Gnaphalium pellitum HD, 3-Conyza
bonariensis AV, 4-Conyza bonariensis HD, 5-Achyrocline satureioides AV, 6-Achyrocline satureioides HD,
por el método decoloracion del radical DPPH*. (Fuente: Autor).

Con base en las curvas concentracion vs porcentaje obtenidas se obtuvieron las
ecuaciones de las curvas, las cuales se utilizaron para calcular el IC 50 de cada uno de
los mencionados aceites esenciales (figuras 29 a 35).

IC50 del Acido ascorbico DPPH*

% captacion

50 - y = 2,4871x+ 31,051
o | R? = 0,9497

- 50 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0
mg / litro de metanol

Fig. 29. ICsq Patron (acido ascorbico).
61



60

50

40

30

% captacion
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IC50 C. Bonariensis HD por DPPH

y=0,0728x+ 31,043

10 R2=0,8597
- T T T T T 1
50 100 150 200 250 300
mg / litro de metanol
Fig. 30 IC 5, de C Bonariensis (HD) por DPPH*
IC50 C. Bonariensis AV por DPPH
50
45
40
35
5
s 30
£ 25
S 20
R 15
10 y=0,0688x+ 29,151
5 R?=0,9883
50 100 150 200 250 300

mg / litro metanol

Figura 31 ICgo de C bonariensis (AV) por DPPH'".
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IC50 de G pelitum (HD) por DPPH*.
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50
§ 40
g
2 30
S
® 20

10 y =0,077x+ 30,277

R*=0,951
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mg / litro de metanol

Fig. 32 1Cs de G pelitum (HD) por DPPH*.

IC50 de G pellitum (AV) por DPPH*,

40
35 -
§ 25
g
S 20
S 15
ES
10
5 y = 0,0431x+ 24,788
_R2=0,8895
50 100 150 200 250

mg / litro de metanol

Fig. 33 ICs, de G pellitum (AV) por DPPH*.
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IC50 de A satureiodes (HD) por
DPPH*
50
40 -
'g /
E 30 y=0,0638x+ 25,334
= R2=0,9674
8 20 -
®
10
) - 50 100 150 200 250 300
mg / litro de metanol
Fig. 34. ICs, de A satureiodes (HD) por DPPH*
IC50 por A satureioides (AV) por
DPPH*
50
40
5
[~ 30
2
S 20
xR y=0,0717x+ 28,767
10 R? =0,8236
50 100 150 200 250 300
mg / litro de metanol

Figura 35 ICso por A satureioides (AV) por DPPH*

La actividad antioxidante relativa (AAR), de aceites por el
radicales libres se calcul6 con la ecuacién 6

método de barrido de

El AAR, muestra el comportamiento similar de los aceites analizados los resultados se
presentan en porcentaje actividad antioxidante relativa entre 48,4 % y 61,9%. El aceite

presenta mayor %AAR es el de Conyza bonariensis
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Tabla 26 Resultados Antioxidantes. IC sq

. (1/ (IC50 muestra)) / (1/

ACEITE DE HOJAS método (IC s0) 1/ (ICso) (IC50 patron)) * 100)

256,12 0,0039 3,0
Gnaphalium pellitum Hidrodestilacion

585,25 0,0017 1,3
Gnaphalium pellitum Arrastre por vapor

386,54 0,0026 2,0
Achyrocline satureioides Hidrodestilacion

296,13 0,0034 2,6
Achyrocline satureioides Arrastre por vapor

260,46 0,0038 2,9
Conyza bonariensis Hidrodestilacion

303,15 0,0033 2,5
Conyza bonariensis arrastre por vapor

(AAR) Actividad Antioxidante Relativa con respecto al acido ascérbico.

(ICsp) Coeficiente de inhibicion media.

En las tablas se encuentran los resultados obtenidos de la actividad antioxidante de los
aceites esenciales, en ella se describe el aceite evaluado, concentracion inicial,
diluciones evaluadas, el célculo del porcentaje de inhibicion obtenido de las dos replicas
para cada dilucion, el promedio y su comportamiento.
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Fig. 36 Aceites vs % captacion.

(1/ (1Cso MUESTRTA)) / (1/ (ICso PATRON )) * 100
35

3,0
3,0

2,9
2,6 2,5

25

2,0
20 -
15 - 1,3
1,0 -
05 -

G pellitumHD G pellitum AV Asatureiodes Asatureiodes C bonariensis C bonariensis
HD AV HD AV

Fig. 37 Aceites Vs (1/ (IC50 muestra)) / (1/ (IC50 patron )) * 100

4.4.1 Andlisis estadistico de la actividad antioxidante.

ANTIOXIDANTES-FACTORIAL PLANTA' Y TIPO DE DESTILACION

RESPUESTA LOG IC50

Contraste de Levene sobre la igualdad de las varianzas error®
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Tabla 27 Variable dependiente: RtaLOGic50

F

gll

gl2

Sig.

,046

5

12

,998

Contrasta la hipétesis nula de que la varianza error de la variable dependiente es igual a lo largo de

todos los grupos.

a. Disefo: Interseccién + Planta + Metodo + Planta * Metodo

Pronosticado Observado

Tip. Residual

Variable dependiente: RtaLOGic50

[~} =]
o © ¢ o
o @ = o
o © o
[#] o]
o o o
o o
o o
Q00 = =] =]
coo o o o
o0 o] o]
000
oo 9 = o © oo
o0 0O o oo
© o Co o oo
Observado Pronosticado Tip. Residual

Modelok: Interseccidn + Planta + Metodo + Planta * Metodo

Fig. 38 Pruebas de los efectos inter-sujetos

Tabla 28 Resultado variable dependiente: RtalL OGic50

Origen Suma de gl Media F Sig.

cuadrados tipo cuadratica

1]

Modelo corregido 224,080% 5 44,816 13,650 ,000
Interseccion 23414,480 1 23414,480 7131,748 ,000
Planta 51,730 2 25,865 7,878 ,007
Método 27,380 1 27,380 8,340 ,014
Planta * Método 144,970 2 72,485 22,078 ,000
Error 39,398 12 3,283
Total 23677,958 18
Total corregida 263,478 17
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a. R cuadrado =,850 (R cuadrado corregida = ,788)
PRUEBAS POST HOC

Planta

Tabla 29 RtaLOGic50

Planta N Subconjunto
1 2
1,00 6 34,6500
b 2,00 6 35,1000
DHS de Tukey®
3,00 6 38,4500
Sig. ,904 1,000
1,00 6 34,6500
b 2,00 6 35,1000
Scheffe®
3,00 6 38,4500
Sig. ,912 1,000

Se muestran las medias de los grupos de subconjuntos homogéneos.
Basadas en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica(Error) = 3,283.

a. Usa el tamarfio muestral de la media arménica = 6,000

b. Alfa = ,05.

Se cumplieron todos los supuestos de la estadistica paramétrica como se evidencia en la
gréfica de residuales presentada y en la prueba de LEVENE.

Se encontraron diferencias significativas después de aplicar una prueba de anova a un
disefo factorial, se encontré que la interaccion de la planta con el método de extraccién
tiene un efecto combinado en la respuesta p<0,05, lo que permite rechazar la hipotesis
nula y definir que estas dos variables interaccionan en la respuesta.

Dado que se presento significancia en la interaccion, se definié que la planta 1 y 3 se
comportan de manera similar bajo el método de extraccion dos, cuando el método de
extraccibn cambia la respuesta a nivel antioxidante es la misma para la planta 2 y 3
acorde con la grafica de medias presentada. (Plantas 1- Gnaphalium pellitum, 2 -
Achyrocline satureioides y 3- Conyza bonariensis)
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Medias marginales estimadas de RtaLOGic50

Metodo

—1,00
—200

40,00

38,00

36,007

34,007

32,004

Medias marginales estimadas

30,00 (]

28,00

T T
1,00 2,00 3,00
Planta

Fig 39 Medidas marginales plantas.

Medias marginales estimadas de RtaLOGic50

40,00 Planta
——1,00
—2,00
3,00
38,00

36,007

34,007

32,009

Medias marginales estimadas

30,00

28,00

Metodo

Fig 40 Medidas marginales Método.
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RESPUESTA AAR

Contraste de Levene sobre la igualdad de las varianzas error?

Tabla 30 Variable dependiente: RTA

F

gll

gl2

Sig.

,148

5

12

977

Contrasta la hipétesis nula de que la varianza error de la variable dependiente es igual a lo

largo de todos los grupos.

a. Disefio: Interseccion + Planta + Metodo + Planta * Metodo

Variable dependiente: RTA

Fig 41 Estadistico planta- método

Tabla 31 Pruebas de los efectos inter-sujetos

K] -2 @
~ < o
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@ o ]
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E on 66588 6 an 8
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a
oc
i-e-—- Qo co o o 00 o
Observado Pronosticado Tip. Residual
Moduloh Interseccion + Planta + Muatodao + Planta * Metodao

Origen Suma de gl Media F Sig.

cuadrados tipo cuadrética

1]

Modelo corregido 440,339% 5 88,068 34,302 ,000
Interseccion 55761,886 1 55761,886 21718,900 ,000
Planta 129,650 2 64,825 25,249 ,000
Metodo 51,205 1 51,205 19,944 ,001
Planta * Metodo 259,484 2 129,742 50,534 ,000
Error 30,809 12 2,567
Total 56233,034 18
Total corregida 471,148 17

a. R cuadrado =,935 (R cuadrado corregida = ,907)
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PRUEBAS POST HOC

Planta
Tabla 32 Respuesta datos analisis planta tendencia.
Planta N Subconjunto
1 2
2,00 6 53,4971
) 1,00 6 54,0375
DHS de Tukey®
3,00 6 59,4413
Sig. ,831 1,000
2,00 6 53,4971
) 1,00 6 54,0375
Scheffe®
3,00 6 59,4413
Sig. ,845 1,000

Se muestran las medias de los grupos de subconjuntos homogéneos.
Basadas en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica (Error) = 2,567.

a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 6,000

b. Alfa = ,05.

Se cumplieron todos los supuestos de la estadistica paramétrica como se evidencia en la

gréfica de residuales presentada y en la prueba de levene

Se encontraron diferencias significativas después de aplicar una prueba de ANOVA a un
disefio factorial, se encontré que la interaccion de la planta con el método de extraccion
tiene un efecto combinado en la respuesta p<0,05, lo que permite rechazar la hipotesis
nula y definir q estas dos variables interaccionan en la respuesta.

Dado que se presento significancia en la interaccion, se definiéo que la planta 1 y 3 se
comportan de manera similar bajo el método de extraccion dos, cuando el método de
extraccién cambia la respuesta a nivel antioxidante es mejor para para la planta 3 acorde
con la gréfica de medias presentada (Plantas 1- Gnaphalium pellitum, 2 - Achyrocline
satureioides y 3- Conyza bonariensis)
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Medias marginales estimadas de RTA

Metodo
62,00 ——1,00

—200

60,00

58,00
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Medias marginales estimadas
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Planta
Fig 42 Medidas marginales plantas 2.

Medias marginales estimadas de RTA
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Fig 43 Medidas marginales método 2.
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45 Actividad antibacteriana.

Se evaluo la actividad antibacteriana de los aceites esenciales de hojas obtenidos por
ambos métodos de acuerdo al numeral 2.6 frente a dos tipos de bacterias gram
positivas como: Staphylococcus aureus ATCC 6535 y Staphylococcus epidermidis
ATCC 35984; mientras que para las bacterias gram negativas se eligieron tres
tipos de bacterias: Escherichia coli ATCC 8739, Pseudomona aeruginosa ATCC
9027 y Proteus mirabilis ATCC 29906; observandose halos de inhibicién (actividad
positiva), (fig 24) por parte de los aceites esenciales frente a bacterias gram
positivas datos mostrados en la tabla 33. El ensayo se efectud por duplicado.

Tabla 33. C 50 de los aceites de las hojas

Staphylococcus | Pseudomona Proteus Staphylococcus | Escherichia
aureus(+) aeruginosa (-) mirabilis(-) epidermidis(+) coli(-)
C50 C50 C50 C50 C50

Conyza bonariensis AV 312,52 211,37 - 213,32 213,32
Conyza bonariensis HD 236,85 - - 162,07 162,07
Gnaphalium pellitum AV 560,48 - - -
Gnaphalium pellitum HD 803,25 -
Achyrocline satureioides AV 752,69 - 392,07 464,98 464,98
Achyrocline satureioides HD 423,41 - 1.136,66 .

Posteriormente se realizaron célculos para obtener los ABR (Actividad Bacteriana
Relativa) de los aceites de las tres plantas estudiadas. (Tabla 34)

Tabla 34. ABR de los aceites de las hojas

Staphylococcus Pseudomona Proteus Staphylococcus Escherichia

aureus aeruginosa mirabilis epidermidis coli

ABR ABR ABR ABR ABR
Conyza

19,61 - 11,24 10,1

bonariensis AV 8,35 9.6 ) 0,15
Conyza
bonariensis HD 6,33 - - 8,54 7,71
Gnaphalium
pellitum AV 14,97 B -
Gnaphalium

21,4 - -
pellitum HD 45
Achyrc.)c.llne 20,10 ) 20,34 24.50 2212
satureioides AV
Achyrocline
satureioides HD 11,31 . 70,57
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Tabla 35. mg de los aceites que presentan actividad

Staphylococcus Pseudomona Proteus Staphylococcus Escherichia
aureus aeruginosa mirabilis epidermidis coli
mg mg mg mg mg

Conyza bonariensis 0.18 0,37 i 0,26 0,26
AV
Conyza bonariensis 0,08 i i 0,24 0,24
HD
Gnaphalium
pellitum AV 0.02
Gnaphalium
pellitum HD 0,42
Achyrocline
satureioides AV 0,10 i 0,22 0,10 0,10
Achyrocline
satureioides HD 0.04 i 0.80

Los aceites esenciales extraidos de Conyza bonariensis, Gnaphalium pellitum y
Achyrocline satureioides, presentaron actividad antibacteriana frente a bacterias gram
negativas y gram positivas.

El aceite Achyrocline satureioides obtenido por arrastre por vapor inhibe el crecimiento
de las bacterias gram negativas como Proteus mirabilis, Staphylococcus epidermidis y
Escherichia coli

Los aceites de Conyza bonariensis obtenidos por las dos técnicas inhiben el
crecimiento de Staphylococcus epidermidis y Escherichia coli

El aceite de Achyrocline satureioides obtenido por hidrodestilacion solo inhibe el
crecimiento de Proteus mirabilis

Los aceites Gnaphalium pellitum obtenidos por los dos métodos no inhiben ninguna
bacteria gram negativa.

Los aceites de Conyza bonariensis, Gnaphalium pellitum y Achyrocline satureioides
obtenidos por las dos técnicas inhiben el crecimiento de Staphylococcus aureus

El aceite de Conyza bonariensis obtenido por arrastre de vapor solo inhibe el
crecimiento de Pseudomona aeruginosa.

Estos resultados estan relacionados con la diversidad y abundancia de metabolitos que
integran cada aceite.
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5 CONCLUSIONES

1. Se logré extraer los aceites esenciales de hojas de las especies Conyza
bonariensis, Gnaphalium pellitum y Achyrocline satureioides, por las técnicas de
hidrodestilacion (HD), Arrastre por vapor (AV). Asi mismo se identificaron los
componentes de los aceites esenciales por cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas y comparacién con las bibliotecas NIST 8,0 y WILEY
8.0.

2. Se cuantificaron los compuestos presentes en los aceites esenciales de las hojas,
para la G. pelltum por el método de extraccion HD, encontrando que los
compuestos mayoritarios son (C bonariensis HD con [16.00% Hexadecanoato de
etilo, 10,52%, tetradecanoato de 2-propilo, 9,30%, Hexadecanoato de metilo, 7,42%,
6,10,14-trimetil-2-pentadecanona] C. bonariensis AV, [18.50%Globulol, 8.19% (z) 7-
Hexadecenal. 6.75% Epiglobulol, 5,44% viridiflorol.], G. pellitum HD [11.88% (Alfa-
bisabolol, 5.32% 3-ciclopentil-1-(2,4-dimetilfenil)-1-propanona, 3.71% oxido de
cariofileno]. G. pellitum AV [13.11% (3e,6e,10e)-3,7,11,15-tetrametil-1,3,6,10,14-
hexadecapenteno , 9.06% Cariofileno, 7.90% 2,3,4,4a,5,6,7,8-octahidro-.q,
a.,4a,8-tetrametil-[2r-(2.a.,4a.3,8.8.)]2-naftalenmetanol], A. satureioides HD [8.16%
3,3,6,6-Tetrametoxi-1,4-ciclohexadieno, 6.84% 4,4a,5,6,7,8-hexahidro-2(3H)-
Naftalenona, 6.09% hexacosano], A. satureioides AV [11,07% Triacontano, 8.45%
6,10,14-trimetil 2-Pentadecanona, 8.17% Hexatriacontano).

3. En las extracciones de los aceites esenciales, por ambas técnicas, se obtuvieron
porcentajes de rendimiento para hojas en fresco del 0,35% al 0,59%,
aproximadamente, rendimientos buenos en comparacion con los reportados para
plantas aromaticas comerciales como la manzanilla, la canela y la hierbabuena.
Resultados que toman importancia relevante para la comercializacion vy
aplicaciones futuras del aceite esencial y de la planta, teniendo en cuenta que el
material vegetal utilizado en el trabajo es colectado de plantas no de cultivo.

4. Los aceites esenciales extraidos de Conyza bonariensis, Gnaphalium pellitum y
Achyrocline satureioides, presentaron actividad antioxidante baja con respecto al

acido ascoérbico por el radical DPPH", con un (1/ (ICsp muestra)) / (1/ (ICso patron ))
* 100 entre 1,3% y 3,0%, destacandose la G pellitum.
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5.

Actividad es generada por sustancias con capacidad de ceder protones, como
compuestos de tipo fendlicos, los cuales no fueron identificados en los aceites
esenciales estudiados. (ver tablas 7 a 12 ).

Los aceites de Gnaphalium pellitum, Achyrocline satureioides y Conyza bonariensis,
por las técnicas de hidrodestilacion (HD) y arrastre por vapor (AV), presentaron
Actividad Antibacteriana Relativa (ABR) frente a Staphylococcus aureus respecto
a la Rifaximina de 21,45% y 14,97%; 11,31% y 20,10%; 6,33% y 8,35%
respectivamente. A excepcion de los aceites de G. pellitum (HD), (AV) vy A.
satureioides (HD) los otros aceites presentaron actividad frente a Escherichia coli,
destacandose el aceite de C. bonariensis (HD) y (AV). ABR de 22,12% y C.
bonariensis (AV) con un ABR de 10,15%. C. bonariensis (AV) frente a
Pseudomona aeruginosa de 19,61% . A. satureioides (HD y AV) frente a Proteus
mirabilis 70.57% y 24.34%.
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6 PERPECTIVAS Y APLICACIONES.

Los aceites esenciales extraidos de hojas de las asteraceas presentan actividad
antioxidante para lo cual se deben realizar mas ensayos en su aplicacion como
antitumoral y antiangiogénica, por tanto es importante verificar esta actividad en el aceite
esencial, o evaluar si el mismo puede constituir una fuente adecuada para obtener el
compuesto.

Es necesario estudiar los aceites esenciales del tronco y ramas de estas plantas debido a
gue también presentan olor, por tanto puede haber presencia importante de los aceites y
tal vez la probabilidad de un mayor rendimiento.

La Conyza bonariensis presenté actividad frente a bacterias gran positivas y gran
negativas lo que lleva a realizar estudios mas profundos sobre su posible aplicacién, ya
gue antibiéticos de amplio espectro son escasos.

Es necesario comparar los extractos de hojas de Gnaphalium pellitum, Achyrocline
satureioides y Conyza bonariensis por otros métodos de obtencion, para observar si hay
un mejor rendimiento y si afecta en cuanto a perdida de volatiles.

Para posteriores trabajos relacionados con los aceites esenciales es conveniente realizar
el estudio de los indices de retencion tanto en columnas polares como apolares, ya que
estos acercan aun mas los datos proporcionados a los componentes del aceite en
estudio.
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ANEXOS | ESPECTROS ACEITES ESENCIALES

A. Espectros Conyza bonariensis hidrodestilacion.
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ANEXO Il Tablas actividad antioxidante por el método DDPH".

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE Acido Ascoérbico (patron).

ANTIVIDAD ANTIOXIDANTE DEL ACIDO ASCORBICO POR EL METODO DE DPPH°
tiempo Abs. a 250 | Abs a 125 j Abs. a 25 Abs. a 25 ] Abs.a Abs. a 0,025
ppm ppm ppm ppm 0,25 ppm ppm
0 0,84 0,95 0,91 0,904 0,9 0,914
30 0,065 0,071 0,075 0,456 0,627 0,662
60 0,065 0,071 0,073 0,456 0,627 0,662
90 0,064 0,071 0,072 0,456 0,626 0,663
120 0,064 0,07 0,072 0,457 0,626 0,664
150 0,064 0,07 0,072 0,458 0,626 0,667
180 0,064 0,069 0,071 0,459 0,626 0,669
210 0,063 0,069 0,071 0,461 0,625 0,671
240 0,063 0,069 0,071 0,462 0,625 0,673
270 0,063 0,069 0,071 0,463 0,625 0,676
300 0,063 0,069 0,07 0,464 0,625 0,677
330 0,063 0,07 0,07 0,467 0,625 0,679
360 0,063 0,07 0,07 0,468 0,625 0,681
390 0,062 0,07 0,07 0,47 0,626 0,684
420 0,062 0,07 0,07 0,472 0,626 0,685
450 0,062 0,07 0,07 0,473 0,626 0,687
480 0,062 0,07 0,07 0,475 0,626 0,688
510 0,062 0,07 0,07 0,477 0,626 0,69
540 0,062 0,071 0,07 0,478 0,626 0,692
570 0,062 0,071 0,07 0,481 0,626 0,694
600 0,062 0,071 0,07 0,482 0,626 0,696
ERROR 0,389 0,440 0,420 0,211 0,137 0,109
RELATIVO
Captacion 0,9262 0,9253 0,9231 0,4668 0,3044 0,2385
% captacion 92,62 92,53 92,31 46,68 30,44 23,85
log c 2,398 2,097 1,400 0,398 -0,602 -1,602
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ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DEL ACEITE DE Conyza bonariensis (HD)

Tiempo (seg) Abs. a Abs. a Abs. a Abs. a
250ppm 125ppm 25ppm 2,5ppm
0 0,856 0,852 0,85 0,864
30 0,536 0,539 0,553 0,627
60 0,519 0,53 0,55 0,624
90 0,504 0,523 0,548 0,623
120 0,494 0,519 0,547 0,623
150 0,489 0,515 0,545 0,622
180 0,484 0,512 0,545 0,622
210 0,48 0,51 0,545 0,622
240 0,476 0,508 0,544 0,622
270 0,472 0,505 0,544 0,623
300 0,469 0,504 0,543 0,624
330 0,465 0,502 0,543 0,624
360 0,464 0,5 0,543 0,624
390 0,461 0,499 0,543 0,624
420 0,458 0,498 0,543 0,625
450 0,456 0,497 0,543 0,625
480 0,452 0,496 0,543 0,627
510 0,451 0,495 0,543 0,628
540 0,45 0,494 0,543 0,628
570 0,448 0,493 0,543 0,629
600 0,446 0,492 0,543 0,629
ERROR 0,205 0,18 0,1535 0,1175
RELATIVO
Captacién 0,4790 0,4225 0,3612 0,2720
% captacion 47,90 42,25 36,12 27,20
log c 2.40 2,10 1,40 0,40
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ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DEL ACEITE DE Conyza bonariensis (AV)

Tiempo (seg) Abs. a Abs. a Abs. a Abs. a
250ppm 125ppm 25ppm 2,5ppm
0 0,956 0,85 0,86 0,88
30 0,533 0,541 0,588 0,621
60 0,529 0,536 0,586 0,619
90 0,526 0,533 0,585 0,618
120 0,524 0,531 0,584 0,619
150 0,522 0,53 0,584 0,62
180 0,521 0,529 0,585 0,622
210 0,52 0,528 0,585 0,623
240 0,519 0,528 0,586 0,624
270 0,518 0,528 0,585 0,624
300 0,517 0,527 0,585 0,626
330 0,517 0,527 0,585 0,625
360 0,517 0,527 0,585 0,626
390 0,516 0,527 0,585 0,627
420 0,516 0,527 0,585 0,627
450 0,515 0,526 0,585 0,628
480 0,515 0,526 0,586 0,63
510 0,515 0,527 0,586 0,63
540 0,515 0,527 0,586 0,63
570 0,515 0,527 0,586 0,63
600 0,515 0,527 0,586 0,631
ERROR 0,2205 0,1615 0,137 0,1245
RELATIVO
Captacion 0,4613 0,3800 0,3186 0,2830
% captacion 46,13 38,00 31,86 28,30
log c 2.40 2,10 1,40 0,40
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ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DEL ACEITE DE Gnaphaliun pellitum (HD)

Tiempo (seg) Abs. a Abs. a Abs. a Abs. a
250ppm 125ppm 25ppm 2,5ppm
0 0,956 0,82 0,824 0,83
30 0,486 0,49 0,549 0,592
60 0,489 0,486 0,553 0,591
90 0,488 0,485 0,553 0,591
120 0,489 0,482 0,553 0,59
150 0,488 0,481 0,553 0,59
180 0,488 0,48 0,553 0,59
210 0,489 0,479 0,552 0,59
240 0,489 0,477 0,552 0,591
270 0,489 0,477 0,552 0,591
300 0,489 0,476 0,552 0,591
330 0,489 0,475 0,552 0,591
360 0,49 0,475 0,552 0,592
390 0,49 0,475 0,552 0,592
420 0,49 0,474 0,553 0,592
450 0,491 0,474 0,553 0,592
480 0,493 0,473 0,554 0,592
510 0,493 0,473 0,554 0,592
540 0,494 0,473 0,554 0,592
570 0,495 0,472 0,554 0,592
600 0,495 0,472 0,554 0,592
ERROR 0,2305 0,174 0,135 0,119
RELATIVO
Captacion 0,4822 0,4244 0,3277 0,2867
% captacion 48,22 42,44 32,77 28,67
log c 2.40 2,10 1,40 0,40

104




ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DEL ACEITE DE Gnaphaliun pellitum (AV)

Tiempo (seg) Abs. a Abs. a Abs. a Abs. a
250ppm 125ppm 25ppm 2,5ppm
0 0,772 0,808 0,796 0,758
30 0,54 0,562 0,58 0,585
60 0,528 0,56 0,58 0,58
90 0,523 0,56 0,58 0,58
120 0,525 0,56 0,58 0,58
150 0,522 0,56 0,58 0,58
180 0,52 0,56 0,58 0,581
210 0,518 0,561 0,58 0,582
240 0,516 0,561 0,581 0,583
270 0,514 0,561 0,581 0,584
300 0,513 0,561 0,58 0,584
330 0,511 0,561 0,58 0,584
360 0,51 0,561 0,58 0,584
390 0,509 0,56 0,58 0,584
420 0,508 0,56 0,58 0,583
450 0,508 0,56 0,58 0,584
480 0,507 0,56 0,579 0,584
510 0,506 0,559 0,579 0,584
540 0,504 0,558 0,578 0,585
570 0,504 0,556 0,577 0,586
600 0,503 0,555 0,577 0,585
ERROR 0,1345 0,1265 0,1095 0,0865
RELATIVO
Captacion 0,3484 0,3131 0,2751 0,2282
% captacion 34,84 31,31 27,51 22,82
log c 2.40 2,10 1,40 0,40
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ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DEL ACEITE DE Achyrocline satureioides (HD)

Tiempo (segq) Abs. a Abs. a Abs. a Abs. a
250ppm 125ppm 25ppm 2,5ppm
0 0,982 0,874 0,814 0,818
30 0,57 0,576 0,57 0,617
60 0,569 0,575 0,568 0,613
90 0,569 0,575 0,568 0,612
120 0,569 0,575 0,569 0,612
150 0,569 0,575 0,569 0,612
180 0,569 0,576 0,569 0,612
210 0,569 0,576 0,57 0,612
240 0,57 0,576 0,57 0,612
270 0,57 0,576 0,572 0,614
300 0,571 0,577 0,572 0,614
330 0,571 0,577 0,573 0,615
360 0,572 0,578 0,574 0,615
390 0,573 0,578 0,575 0,616
420 0,573 0,579 0,576 0,617
450 0,574 0,579 0,576 0,618
480 0,575 0,58 0,577 0,619
510 0,576 0,581 0,579 0,619
540 0,576 0,581 0,579 0,621
570 0,577 0,582 0,58 0,622
600 0,578 0,583 0,581 0,622
ERROR RELATIVO J 0,202 0,1465 0,117 0,098
Captacion 0,4114 0,3330 0,2862 0,2396
% captacion 41,14 33,30 28,62 23,96
log c 2.40 2,10 1,40 0,40
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ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DEL ACEITE DE Achyrocline satureioides (AV)

Tiempo (seg) Abs. a Abs. a Abs. a Abs. a
250ppm 125ppm 25ppm 2,5ppm
0 0,9 0,895 0,89 0,8
30 0,57 0,576 0,57 0,617
60 0,569 0,575 0,568 0,613
90 0,569 0,575 0,568 0,612
120 0,569 0,575 0,569 0,612
150 0,569 0,575 0,569 0,612
180 0,569 0,576 0,569 0,612
210 0,569 0,576 0,57 0,612
240 0,57 0,576 0,57 0,612
270 0,57 0,576 0,572 0,614
300 0,571 0,577 0,572 0,614
330 0,571 0,577 0,573 0,615
360 0,572 0,578 0,574 0,615
390 0,573 0,578 0,575 0,616
420 0,573 0,579 0,576 0,617
450 0,574 0,579 0,576 0,618
480 0,575 0,58 0,577 0,619
510 0,576 0,581 0,579 0,619
540 0,5 0,581 0,579 0,621
570 0,5 0,582 0,58 0,622
600 0,5 0,52 0,6 0,6
ERROR 0,2 0,1875 0,145 0,1
RELATIVO
Captacion 0,4444 0,4190 0,3258 0,2500
% captacion 44,44 41,90 32,58 25,00
log c 2.40 2,10 1,40 0,40
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ANEXO 1l

Linealizaciéon de la capacidad antioxidante.

Acido ascoérbico

IC 50 Log IC 50
% Inhibicion | ppm % Inhibicion | log ppm
23,85 0,03 23,85 (1,60)
30,44 0,25 30,44 (0,60)
46,68 2,50 46,68 0,40
92,31 25,00 92,31 1,40
92,53 125,00 92,53 2,10
92,62 250,00 92,62 2,40
pendiente 2,149 pendiente 0,0456
intercepto -68,427 intercepto -2,197
coef r2 0,488 coef r2 0,917
IC50 [ppm] 55,10 IC50 [ppm] 85,38
Conyza bonariensis (HD)
IC 50 Log IC 50
% Inhibicion ppm % Inhibicion log ppm
27,20 2,50 27,20 0,40
36,12 25,00 36,12 1,40
42,25 125,00 42,25 2,10
47,90 250,00 47,90 2,40
pendiente 11,8121 | pendiente 0,0993
intercepto -352,571 | intercepto -2,238
coef r2 0,8597 coefr2 0,9829
IC50 [ppm] 34,08 IC50 [ppm] 39,64
aar 61,85 Log aar 46,43
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Conyza bonariensis (AV)

IC 50 Log IC50
% Inhibicion ppm % Inhibicion log ppm
28,30 2,50 28,30 0,40
31,86 25,00 31,86 1,40
38,00 125,00 38,00 2,10
46,13 250,00 46,13 2,40
pendiente 14,370 pendiente 0,105
intercepto -417,718 intercepto -2,206
coef r2 0,9883 coef r2 0,8493
IC50 [ppm] 32,55 IC50 [ppm] 37,28
aar 59,07 aar 43,66
Gnaphalium pellitum (HD)
IC 50 Log IC50
% Inhibiciéon ppm % Inhibiciéon log ppm
28,67 2,50 28,67 0,40
32,77 25,00 32,77 1,40
42,44 125,00 42,44 2,10
48,22 250,00 48,22 2,40
pendiente 12,350 pendiente 0,0949
intercepto -368,990 intercepto -2,0355
coef r2 0,9510 coef r2 0,9074
IC50 [ppm] 33,93 IC50 [ppm] 39,36
aar 61,57 aar 46,10
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Gnaphalium pellitum (AV)

IC 50 Log IC 50
% Inhibicién | ppm % Inhibicién log ppm
22,82 2,50 22,82 0,40
27,51 25,00 27,51 1,40
31,31 125,00 31,31 2,10
34,84 250,00 34,84 2,40
pendiente 20,6491 pendiente 0,1698
intercepto -500,740 intercepto -3,3724
coef r2 0,8895 coef r2 0,9723
IC50 [ppm] 26,67 IC50 [ppm] 29,87
aar 48,40 aar 34,98
Achyrocline satureioides (AV)
IC 50 Log IC50
% Inhibicion ppm % Inhibicion log ppm
25,00 2,50 25,00 0,40
32,58 25,00 32,58 1,40
41,90 125,00 41,90 2,10
44,44 250,00 44,44 2,40
pendiente 11,4871 pendiente 0,09876
intercepto -312,706 intercepto -1,981
coef r2 0,8236 coef r2 0,9841
IC50 [ppm] 31,57 IC50 [ppm] 37,26
aar 57,30 aar 43,64
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Achyrocline satureioides (HD)

IC 50 Log IC50
% Inhibicion ppm % Inhibicion log ppm
23,96 2,50 23,96 0,40
28,62 25,00 28,62 1,40
33,30 125,00 33,30 2,10
41,14 250,00 41,14 2,40
pendiente 15,1609 pendiente 0,1134
intercepto -380,813 intercepto -2,0278
coefr2 0,9674 coefr2 0,8747
IC50 [ppm] 28,42 IC50 [ppm] 32,87
aar 51,57 aar 38,50
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ANEXO IV CERTIFICADO IDENTIFICACION PLANTAS

COoL - 117

UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA

SEDE BOGOTA

FACULTAD DE CIENCIAS
INSTITUTO DE CIENCIAS NATURALES
HERBARIO NACIONAL COLOMBIANO (COL)

Bogota D.C., 25 de marzo de 2015

Sefores

Prof. William Alejandro Andrade Barreiro

Ciudad

Asunto: Identificacion Taxonémica

muestras Cordial Saludo,

Me permito dar respuesta a su solicitud referente a la identificacion taxondmica de la(s) muestra(s)

botanica(s):

Nombre FAMILIA No. COL Colector No de Determin6

Colecta
Achyrocline ASTERACEAE 582522 Wiliam A. Andrade B. 3
satureiodes. (L.) C. Parra-0./2015
Gnaphalium aff. pellitum ASTERACEAE 582791 William A. Andrade B. 4
C. Parra-0./2015

Conyza
bonariensis (L.) ASTERACEAE 582520 Wiliam A. Andrade B. 2

C. Parra-0./2015

Esta certificacion no es valida para trdmites ante el INVIMA o el ICA. El (Los) pliego(s) testigo(s) quedara(n)

Como muestra permanente en nuestro herbario.

Cordialmente,
‘f') _—OE#?_\
G AN A

Prof. CARLOS ALBERTO PARRA

Administrador General
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