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RESUMEN

El objetivo principal de esta investigacion fue realizar un estudio fitoquimico y la
determinacion de la posible actividad biolégica de extractos obtenidos de los
aquenios y vilanos de la especie vegetal Conyza trihecatactis. A partir del extracto
etanol-agua se obtuvo un residuo etanol-agua (R-EtOH-H,0) de donde se logro aislar
e identificar un compuesto tipo flavonol, quercetina (3,3",4",5,7-pentahidroxiflavona),
cuya elucidacion estructural se llevé a cabo mediante anélisis por RMN (*H,“C,
HSQC,HMBC); este metabolito se reporta por primera vez en los vilanos y aquenios
de la especie en mencion. Asi mismo del extracto etandlico se obtuvo una mezcla de
dos flavonoides Luteolina y Quercetina. La capacidad antioxidante del extracto
etandlico (E-EtOH) y el residuo etanol-agua (R-EtOH-H,0) se determind por dos
métodos DPPHe (2.2-difenil-1-picrihidracil) y ABTS" (Acido 2,2’-azinobis (3-
etilbenzotiazolin)-6- sulfonico), la mejor concentracién efectiva para la captacion de
radicales libres al 50% (CEso) la presentd el extracto etanolico. La actividad
antimicrobiana se prob6 por el método de difusibn en pozos sobre los
microorganimos  Staphylococcus aureus ATCC 25923, Klepsiella Pneumoniae
ATCC 70063 y Candida albicans ATCC 90028. Los extractos y el residuo no

mostraron actividad sobre las cepas evaluadas.



INTRODUCCION

El género Conyza, propuesto por Linneo en 1737 y redefinido por Lessing en 1832,
es uno de los mas complejos de la familia Asteracea, no sélo por su caracter
cosmopolita, sino por la cantidad de especies que lo forman, algunas de las cuales han
sido interpretadas de diversas maneras por diferentes autores. En el caso colombiano,
la revision fue hecha por Cuatrecasas en1969, donde fueron definidas 13 especies y
se presentd una clave taxondémica para las mismas. Con posterioridad, algunos
investigadores han estudiado el grupo global, segregando algunas especies y

adicionando a las demas diferentes nombres (Diaz y Correa, 2001).

La palabra Conyza proviene del griego “Konudza” que significa sarna. Son plantas
herbaceas anuales o perennes que alcanzan 1-2 metros de altura. Su fruto es un

aquenio de una sola semilla (Raven P., Evert, R., Eichhorn, S., 1992).

En aquenios de Asteraceas como el Carduus marianus L. se han reportado la
presencia de Silimarina (1,5-3%), flavonoides como quercetina, naringenina,
kampferol, apigenina entre otros. Ademas de una elevada proporcién de acidos
grasos (Fonnnegra, R. y Jiménez, S., 2007). Algunas especies de diferentes familias
de plantas, cuyo fruto es un aquenio, exhiben altas concentraciones de antioxidantes
fenolicos (Soltana, H., Tekaya, M., Amri, Z., EI-Gharbi, S., Nakbi, A., Harzallah, A.,
& Hammami, M., 2016).

La especie vegetal Conyza trihecatactis, hace parte de ese grupo de plantas cuyo
fruto es un aquenio; de esta planta en particular el grupo de investigacion Fitoquimica
de la Universidad Javeriana (GIFUJ) ha realizado diferentes estudios principalmente
en tallos y hojas. Se aislaron dos diterpenos tipo labdano: ent-Sclareol y ent-3p3-

hidroximanool y dos xilésidos de diterpeno: ent-Manool 13-O-B-D-xilopiranosido y



ent-Sclareol 13-O-B-D-xilopiranosido (Torrenegra, R., Robles, J., Waibel, R., Lowel,
M., & Achenbach, H., 1993). Asi mismo se logr6 determinar su actividad
antiinflamatoria y citotoxica en la linea celular OCI-AML 3 (Herndndez, M., 2014).

El conocimiento que se tiene acerca de la composicidn quimica y actividad Biologica
de los aquenios y vilanos de la especie vegetal Conyza trihecatactis es escaso;
ahondar en estos aspectos fueron los objetivos centrales de esta investigacion.
Respecto a la actividad bioldgica se seleccion6 la capacidad antioxidante que ha sido
reportada en otras especies del género Conyza y la actividad antimicrobiana. De esta
manera se complementan los estudios realizados anteriormente a la planta y se hace
un aporte a la busqueda de principios activos de medicamentos iniciada desde

tiempos anteriores.



JUSTIFICACION

A partir del afio 1987 el grupo GIFUJ de la Pontificia Universidad Javeriana, inicia el
estudio de la especie vegetal Conyza trihecatactis. Las siguientes investigaciones
continuaron con la exploracién fitoquimica de tallos y hojas, de esta especie

perteneciente a la familia de las Asteraceas.

Basados en los resultados de los metabolitos secundarios, aislados de la Conyza
trihecatatactis, la linea de investigacion en macromoléculas en asocio con la linea de
productos naturales (ambas pertenecientes al grupo GIFUJ), deciden indagar acerca
de los compuestos vegetales presentes en aquenios y vilanos.

Como primera medida, se busca aislar e identificar metabolitos secundarios, para
determinar si los aquenios y vilanos presentan los mismos terpenos y flavonoides,
separados en tallos y hojas o se puede encontrar algin compuesto novedoso.
Posteriormente se evaluara la actividad biolégica de los extractos, con el fin de
obtener resultados promisorios en la busqueda de principios activos para ser usados

como antibidticos, antimicéticos y/o antioxidantes.

El material vegetal sera recolectado en el Paramo de Sumapaz en diferentes etapas de
la investigacion, se aplicara la maceracion dinamica como técnica de extraccion y
diferentes métodos de cromatografia para la obtencion de los compuestos vegetales
presentes en aquenios y villanos. Se espera obtener informacién en un periodo de dos
afios, tiempo en el cual se conseguiran resultados tendientes a enriquecer los

hallazgos del grupo GIFUJ y el conocimiento de nuestra flora colombiana.



1. OBJETIVO GENERAL

Identificar metabolitos secundarios presentes en los aquenios y vilanos de la especie
vegetal Conyza trihecatactis y evaluar en los extractos de diferentes polaridades su

posible actividad bioldgica.

1.1. Objetivos especificos

Obtener extractos y/o fracciones, de diferentes polaridades, a partir de los

aquenios y vilanos de la especie vegetal Conyza trihecatactis.

e Elucidar la estructura de los metabolitos secundarios aislados.

e Evaluar en los extractos de baja, media y alta polaridad la actividad

antimicrobiana.

e Determinar la capacidad antioxidante de los extractos de diferentes polaridades

provenientes de aguenios y vilanos.



2. ESTADO DEL ARTE

2.1. Generalidades del genero Conyza

El género Conyza pertenece a la familia de las Asteraceas. EI género cuenta con cerca
de 60 a 100 especies en América tropical y subtropical; incluyendo un nimero de
especies colonizadoras (Thebaud y Abbott 1995). Conyza es muy similar a Erigeron
debido a que pertenecen a la misma familia (Asteracea) y a la subfamilia
(Asteroideae) caracterizada por flores desde una hasta muchas y las periféricas son
liguadas; estos dos genéros han estado estrechamente relacionados por mucho tiempo
(Cronquist 1943; Zardini 1976; Mc Vaugh 1984, Nesom 1994). Conyza se ha
distinguido de Erigeron por un numero mayor de flores pistiladas con finas ligulas
delgadas y reducidas. Adicionalmente, en Conyza los sépalos usualmente tienen tres
nervaduras, los flésculos son menos numerosos con cortas corolas, y los vilanos en la
madurez a veces aumentan. Las densas inflorescencias en forma de panicula y
cabezas cilindricas de algunas especies de Conyza no son caracteristicas de Erigeron.
La separacion de Laennecia (otro genero de la familia Asteracea) de Conyza (Zardini
1981; Nessom 1990a) ha permitido una mejor definicion de este Gltimo (Nessom
1990b), muchas especies han sido descritas desde Suramérica en los Gltimos 40 afios
y todo el grupo es objeto de estudio. En el viejo mundo se identificaron especies de
Conyza relacionadas con géneros fuera de la Conyziae (subtribu de la subfamilia
Asteroideae perteneciente a las Asteraceas), como sugiere Nesom (1990) y
tentativamente confirmado por estudios moleculares Noyes 2000; Noyes y Rieseberg
1999 ( Nesom, G.L., 2000).

2.1.1. Taxonomia y ecofisiologia del género Conyza

El género Conyza tiene gran capacidad de adaptacion en diferentes condiciones

climaticas y suelos (Lazaroto et al., 2008; Santos et al., 2014; Circunvis et al, 2014).



Estas hierbas alcanzan hasta 2 metros de altura, con tallos simples o ramificados pero
siempre pubescentes (Burkart, 1969).

Las hojas son alternas, sencillas; totales o pinnatifidas (Ariza y Novara, 2005). Los
capitulos se disponen en cimas paniculadas, corimbiformes 6 espiciforme, desde
pocos a muchos. El tamafio de las secciones depende de la cantidad de semillas que
forman, no hay diferencias en las cantidades de diferentes especies (Theabaud y
Abbott, 1995; Urdampilleta et al., 2005). EI fruto es una pequefia cipsela, ligero,
comprimido con margenes engrosadas, formado por vilanos que consisten en
numerosos pelos finos. El vilano es una modificacion del céliz de una flor que facilita
la dispersion de las semillas por el viento (Green, 2010; sancho et al., 2013). El hecho
de que las semillas sean muy ligeras hacen que puedan permanecer suspendidas en el
aire (Green, 2010).

Son plantas muy prolificas, con rendimientos altos de semilla por planta. Hay una
estrecha relacién entre la altura de la planta y la cantidad de semillas que puede
producir, por ejemplo una planta de 0,40 metros puede tener una produccion de
semillas de 2000, pero una planta de 1.50 metros puede producir mas de 230 mil
semillas (Regehr y Bazzaz, 1979; Weaver, 2001; Lazaroto et al., 2008). La floracion

se ve favorecida por fotoperiodos largos de mas de 14 horas (Green, 2010).

Se auto fecundan y no son polinizadas por insectos, se puede suponer que hay
autogamia o polinizacion por el viento (Thébaud et al., 1996; Loux et al., 2004;
Circunvis et al., 2014). Una vez celebrada la fertilizacion, la maduracién de semilla se
produce 3 semanas después del evento (Thébaud et al., 1996; Fenner, 1983; Lazaroto
et al., 2008).

La propagacién se da unicamente por semilla, que puede dispersarse facilmente por el
viento y agua (Camacho Calero, 2004; Sancho et al, 2013). Cuando se produce la

dispersion por el viento, puede recorrer grandes distancias (en algunos casos mas de



500 m), mientras que el 99% de ellos se encuentra en un radio de 100 metros (Dauer
etal., 2007).

Las semillas no tienen dormancia y germinan facilmente cuando las condiciones de
temperatura, luz y humedad son favorables (Lazaroto et al, 2005; Sancho et al, 2013).
Son especies fotoblasticas positivas; pero la germinacion ocurre en presencia de luz
(Vidal et al., 2007; Yamashita, 2010; Sancho et al, 2013). La temperatura influye en
la velocidad de absorcion del agua, y en todas las reacciones bioquimicas que
intervienen en la germinacion. La temperatura dptima de germinacion es de 20 a 30°C
(Vidal et al., 2007; Yamashita, 2010).

La mayoria de especies de Conyza tienen el hipocotilo y epicotilo muy cortos,
formando una roseta basal (Vidal et al., 2007; Olivella et al., 2014). En este estado de
roseta la planta puede pasar el invierno y continuar realizando la fotosintesis para
obtener suficiente energia y desarrollar el tallo cuando las temperaturas son
favorables de nuevo (Regehr y Bazzaz, 1979) y tolerar condiciones de déficit de agua
(Nandula et al., 2006). De hecho son capaces de seguir creciendo y producir semillas
en condiciones estresantes (Sancho et al, 2013).

El género Conyza no presenta dificultades en suelos pesados; sin embargo, germina
mejor en suelos con un pH 6.10 (Yamashita, 2010).

La aparicion de diferentes especies asociadas a Conyza es comdn y a menudo se
presentan problemas y dudas sobre la diferenciacion de las especies. Para la correcta
identificacion es importante elegir apropiadamente la mejor estrategia de control,
reducir la seleccion de biotipos y esto puede ser productivamente sostenible (Olivella,
J., Panigo, E., Dellaferrera, I. M., Perreta, M. G., y UNL-CONICET, F. C. A 2015).



2.1.2 Caracteristicas botanicas y taxonomicas de la especie Conyza
trihecatactis

Esta especie (Figura 1) se caracteriza por ser una hierba sufruticosa generalmente en
la base, parcamente hirsitula o glabra, raramente hirsuta, con ramas erectas
terminadas por una panicula corimbosa modesta, generalmente densa. Capitulos 5-7
mm alto x 10-14 mm diam. Ramas hasta 40-100 cm, arqueadas en la base o +
prostradas y radicantes, luego erectas, violaceas o verdosas, estriadas, rigidas, hirsutas
con pelos ascendentes o patulos, o glabras, copiosamente foliosas, solo ramificadas

en el extremo florifero.

Hojas sésiles, linear-lanceoladas, oblongas o lineares, subitamente angostadas en el
apice, subagudas, mucronuladas, angostadas hacia la base, subamplectentes, margen
con 3-4 dientes ascendentes, a veces integra, nervio medial conspicuo, los
secundarios poco visibles; hirtulas con pelos agudos, subpatulos, copiosos 0 escasos;
2-9 x 0.15-1.2 cm, hacia arriba gradualmente menores, mas lanceoladas y mas anchas

en la base, convirtiéndose gradualmente en bracteas.

Paniculas 2-7 c¢cm didm, con 5-40 capitulos, foliosas en la base, con ramas
ascendentes, + hirtulas o hispidas, raramente glabras; bracteas lineares o linear,
lanceioladas, agudas, semiamplectentes, hirtulas. Pedicelos £ 5 mm, hirtulos,
engrosados en el extremo. Capitulos semigloboso-campanulados 5-7mm altos, 4-5
mm didm (aplanados 10-14 mm). Involucro 4.5-6 mm, generalmente violaceo; filarias
triseriadas, linearlanceoladas, agudas, margen escarioso, dorso hitulo, raramente

glabro, las interiores (4-)5-6 x 0.8-1.2 mm, las externas 3-4.5 x 0.6-0.8 mm.

Flores @ 50-140, (excep. 244); corola 3.2-4.2 mm, tubo capilar 2.5 — 3.2 mm, glabro
0 con escasos pelos, ligula blanguecina o lilacea, oblongo-eliptica, integra o 2-3

dentadas, 0.5-1 mm larga, sobrepasando poco el estilo. Flores hermafroditas 6-30;



corola amarillenta 3.4-4.2 mm, algo pildsula en la parte media, tabulo 1.5-2 mm,
limbo tubuloso, dientes 0.5-0.7 mm, triangular-oblongos.

Ovarios comprimidos, marginados, con pelos esparcidos. Aquenios oblongoelipticos
con apice truncado y base cuneada, comprimidos, costado-marginados con pelos
esparcidos 0 muy escasos. Receptaculo plano, alveolado, desnudo (Cuatrecasas, J.
1969). EI nimero cromosomico haploide para esta especie es n=27.

Figura 1. Imagenes de la especie vegetal Conyza trihecatactis a. flor b. tallo-hojas

2.1.2.1 Habitat y distribucién geografica

Conyza trihecatactis (Figura 2) tan sélo es conocida en Colombia. Su centro de
distribucion lo constituye la Sabana de Bogota con los cerros que la circundan, de
donde se extiende a Boyaca y los Santanderes. Existe una coleccidn proveniente de la
Cordillera Central en el Departamento del Cauca. EI nombre vulgar con el que se
conoce esta especie es “Venadillo”, fitobnimo aplicado a varias especies de Conyza y
Achyrocline (Instituto de Cooperacion Iberoamericana- Instituto Colombiano de
Cultura Hispanica., 1989).



Figura 2. Dibujo de la especie vegetal Conyza trihecatactis tomado de la obra: Flora de La Real Expedicion
Botéanica Del Nuevo Reino de Granada Instituto de Cooperacién Iberoamericana- Instituto Colombiano de
Cultura Hispanica. , 1989.

2.1.2.2 Ubicacion geografica de la especie Conyza trihecatactis en
Cundinamarca a través del tiempo

Tabla 1. Ubicacidn geografica de la especie vegetal Conyza trihecatactis a través del tiempo.

m.s.n.m
Municipio® Lugar (metros a nivel del Afo
mar)
1939
Monserrate 3170 Cuatrecasas, J
Quebrado el Chico 2670 Cuat:c?:zias 3
1987
. . 2600 Diaz, S
Bogota Cerro de Suba, La Conejera 1946
2700 Duque J.M
1956
Usme 2700 King, R.M.
Fuquene 2600 Pgis;o E
Mosquera Laguna de la Herrera 2600 1965
Cuatrecasas, J

" 1. Instituto de Cooperacion Iberoamericana- Instituto Colombiano de Cultura Hispanica. , 1989.

2.1.2.3 Descripcion botanica de aquenios y vilanos
Muchas especies de plantas tienen frutos llamados aquenios procedentes de flores con

ovario infero (el receptaculo es bien concavo donde sepélos, petalos estambres estan

arriba del ovario) monocarpelares, monospérmicos, y su semilla flota en el interior de
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él. Los aquenios son generalmente frutos pequefios que tienen estructuras pilosas o
tricomatosas que ayudan a su dispersion por ejemplo los vilanos (Figura 3). Las
Asteraceas tienen este tipo de fruto y de ahi su capacidad de distribucion en la
naturaleza (Plitt, J., 2006).

Como se expresd en el parrafo anterior los aquenios presentan una sola semilla;
ademas son frutos secos, simples e indehiscentes (no se abren espontaneamente al
llegar a la madurez para liberar la semilla). En las Asteraceas los aquenios
técnicamente reciben el nombre de cipsela (Raven, P., Evert, R. y Eichhorn, S.,
1992).

Figura 3. Aquenio y vilanos de la especie vegetal Conyza trihecatactis.
Fuente: el autor, 2015.

2.1.3 Clasificacion taxonémica de Conyza trihecatactis (Blake) Cuatrecasas
(Herbario Universidad Nacional)

Nombre Cientifico  : Conyza trihecatactis

Reino : Plantae
Phylum : Magnoliophyta
Clase : Magnoliopsida
Orden : Asterales
Familia : Asteraceae
Género : Conyza
Epiteto especifico : trihecatactis

Autor Epiteto especifico: (S.F. Blake) Cuatrecasas
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2.2 . Etnofarmacologia de algunas especies pertenecientes al género
Conyza

Los usos tradicionales de las plantas son estudiados por la etnofarmacologia, que
Bruhn y Holmstedt, 1981, definen como: La exploracién cientifica interdisciplinaria
de los agentes biolégicamente activos empleados u observados tradicionalmente por
el hombre. Conviene subrayar, modificando la definicion, que no siempre existen
unos principios activos identificables que justifiquen determinados usos de las plantas
dentro de la farmacopea popular (Obén de Castro, C., Rivera, D. ,1991).

En diferentes regiones del mundo, varias especies del género Conyza han sido usadas
en medicina tradicional y popular. En la tabla 2 observada a continuacion se describe

el uso y propiedades de algunas de esas especies.

Tabla 2. Usos y propiedades de diferentes especies del género Conyza en medicina tradicional

ESPECIE NOMBRE VULGAR LUGAR USOS Y PROPIEDADES
C. aegyptia Esterilidad femenina, diabetes,
(Kpegba, K., eta.l, Bolo mundi Africa obesidad, enfermedades
2011) cardiovasculares.
C. bonariensis rovincia del Ch Uso(internolzdiggzstciyo, béquico
N . rovincia del Chaco contra la tos), diurético,
(Ch|fa,2%b§., eta.,l Yerba carnicera (Argentina) hepatoprorector.
) v
Uso externo: dérmico.
yan, (Ii/.l.cls/lrja:eczez;ils‘2010) Hierba del cgt;?]lég,é‘engeron del China Diarrea, otitis, conjuntivitis.
C. deserticola
(Villagran, et al.,2003) Anojarjinchu, oreja de perro Chile En forma de té para la matriz
C. filaginoides Simonilla, Zacachichic Colombia
(Rojas, A, et al.,1995) México Dolores de estomago
(Ramirez, M., 1987)
C. sumatrensis Zamarraga Camertn Tratamiento para la malaria
(Boniface, P., et al, (Africa)
2015)
Hasta el momento no se ha
“Venadillo”, fitonimo aplicado reportado usos ni propiedades
C. trihecatactis a varias especies de Conyza y Colombia tradicionales. Los reportados han
Achyrocline sido para la C. filaginoides
(Ramirez, M., 1987)
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2.3 Metabolitos secundarios aislados del género Conyza

El género conyza pertenecen a la familia de las asteraceas tal como se explicé en la
seccion 1.1 de este documento. Aunque no hay una sola clase de constituyente para la
familia; las Asteraceas se diferencian de otras familias por la presencia de
sesquiterpenlactonas, alcoholes triterpénicos, acidos grasos derivados de compuestos
acetilénicos, flavonoles metilados y flavonas, fructanos como la inulina y acidos
grasos en las semillas son constituyentes comunes de muchas especies y predominan

en la composicion quimica de la familia.

Aceites esenciales y diterpenos también estan ampliamente distribuidos. Alcaloides,
glicosidos cianogénicos, amidas, cumarinas y varios tipos de constituyentes fendlicos
presentan una distribucién mas limitada en las Asteraceas (Csupor-Loffler, B. 2012).
A continuacion se presentan dos tablas en la primera se menciona metabolitos
secundarios aislados de aquenios (tabla 3) y en la segunda tabla se muestran algunos
metabolitos secundarios aislados de diferentes especies del género Conyza (tabla 4).

Tabla 3. Metabolitos secundarios aislados de aquenios

ESPECIE FAMILIA COMPUESTOS AISLADOS
*3,5-Dihidroxi-6,7,8-trimetoxiflavona
*Kaempferol

Helichrysum arenarium *Galangina

(Vrkog, J., et al., 1973) Asteracea *Naringenina

*Flavonas glicosiladas

*Flavanonas

Tripterygium wilfordii

(Takaishi, Y.,etal.,1991) Celastraceas Sesquiterpenos (triptogelin)
Cirsium taxa * Acido estedrico
Asteracea * Acido palmitico
(Ozcan, M., etal., 2016) * Acido oleico
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Tabla 4. Metabolitos secundarios aislados de diferentes especies de Conyza

ESPECIE

PARTE DE LA
PLANTA
UTILIZADA

EXTRACTO
Y/O FRACCION

COMPUESTOS AISLADOS

Luteolina
Extracto AcOEt Flavonas
Apigenina " O N O
C. sumatrensis R
(Chai, X, etal, Planta completa — ”
2008) Scutellarina é&
Luteolina-7-O-B-D- "
. glucuronopiranosido- a0
Extracto BuOH Flavonoides 6”-metil ester
glicosilados T o
Quercetina-3-O-B-D- ”"
glucopiranosido h NS\
hoias ) Lactonas Lobatina A Lobatina A
C. lobata ! sesquiterpénicas Lobatina B one o
(Trujillo, S., et raices Derivados del @ °)EL
al., 2005) - flavonoides kaempferol, quercetina o
y luteolina S
Erigenol (3-O-
hojas Extracto etanélico Derivado de (hidroxi-acetil)-23,28-
triterpeno dihidroxi-B-amirina)
e  quercetina-7-O-
beta-D-
galactopiranosid
C. canadensis ° .
(Yan, M. M., et e quercetina,
al. 2(')10)" e luteolina )
N Toda la planta Extracto etanolico Flavonoides e apigenina5,7,4" ) Erlgenol _(3‘0‘
trihidroxi-3"- (hidroxi-acetil)-23,28-

metoxiflavona,

e  quercetina-3-
alpha-
ramnopiranosido

dihidroxi-p-amirina)

C.bonarensis
(Zahoor, A, et
al., 2010)

glucopiranosidos

4-(1-O-B-D-
glucopinarosido)-
hidroxi-bencil-4"-(3"-
O-B-D-
glucopiranosido)-
hidroxibenzoato
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2.3.1 Metabolitos secundarios aislados de la especie vegetal Conyza
trihecatactis

En el afio 1987 se inicia el estudio quimico de la planta; se logra identificar dos
compuestos tipo labdano (ent-sclareol y un glicésido de diterpeno), en el extracto éter
de petréleo de tallos y hojas. Ademas se obtuvo una mezcla de terpenos (Mayulli, R.,
1987).

El aislamiento y elucidacion de la estructura de los compuestos mayoritarios
presentes en el extracto éter de petréleo se complementd en el afio 1993(Torrenegra,
R., Robles, J., Waibel, R., Lowel, M., & Achenbach, H., 1993) donde se obtuvieron:
ent-esclareol (1), ent-34-Hidroximanool (2), ent-Manool 13-O-4-D- xilopiranosido
(3), ent-Sclareol 13-O-p-D-xilopiranosido (4). Tres de estas estructuras fueron
confirmadas mas adelante (Hernandez, M., 2014) a partir de un analisis de las hojas
en la fraccion AcOEt del extracto éter de petroleo. En la figura 4 se muestran las

estructuras quimicas.

CH,

CH
= _ 3
OH OH
CH
. _cH, cHs
OH
@ HO )
CH, CH, CH, CH,
o} — o
0
= HO ° o OH = HO oh OH
OH OH
CH, CH, on
CH,
HO (3) HO 4
CH3 CH3 CH3 CH3

Figura 4. Compuestos aislados de la especie vegetal Conyza trihecatactis
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2.4 Actividad Biologica del género Conyza

En este trabajo el estudio de la actividad Biologica se centra en la actividad
antimicrobiana y actividad antioxidante de aquenios y vilanos; por ello la revision de
antecedentes se centra en estos tipos de actividades (tabla 5). Sin embargo, vale la
pena comentar que en el caso de la Conyza trihecatactis se han llevado a cabo
estudios con extractos y compuestos aislados y sus efectos antiinflamatorios y

citotoxicos (Hernandez, 2014) entre otros.

Tabla 5. Actividad Bioldgica de algunas especies del genéro Conyza.

Especie Actividad Resultados

Se empled el método difusién en discos
(Kirby-Bauer) para evaluar la actividad
del extracto etandlico y extracto en éter
Antimicrobiana de petroleo contra las bacterias
Staphylococcus aureus y Pseudomona
sp. Ninguno de los extractos present6
actividad.

C. trihecatactis
(Ramirez,1987)

El estudio se realiz6 en las cepas
Shygella dysenteriae CMCC51302,
Escherichia coli ATCC 25923,

Antimicrobiana Streptoccocus pyrogenes ATCC 12334

C.bonariensis y Staphyloccocus aureus ATCC 25923

(Thabit, R. A. S.,et al., 2015) mostrando  actividad para  estas
bacterias.

La actividad antioxidante del extracto
etandlico fue determinada por DPPH"* y
BCB con 9457 % y 9247%
respectivamente.

Antioxidante

Los resultados indican que el aceite de
hoja de exhibi6 significativa actividad
antibacteriana  in  vitro  contra
Enterococcus faecalis, Staphylococcus
aureus, y Proteus mirabhilis y los aceites
de la C. sumatrensis aisladas a partir de
las partes aéreas presentan inhibicion de
alto crecimiento micelial de Candida
albicans y de los hongos filamentosos
analizados.

C.sumatrensis
(Mabrouk, S., et al., 2013) Antimicrobiana
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1.  Recoleccion y preparacion del material vegetal

El material vegetal (flores) fue recolectado en el Predio El Hato, sector La Playa- Rio
Chisaca; cuenca alta del Rio Tunjuelo; cerca al Paramo de Sumapaz. Los datos de

ubicacion geografica se describen en la figura 5.

Latitud: 04°23" 25N

Longitud: 74°10° 58 W

Altitud: 3150 m.s.n.m

o2 ey kg =

Zona de recoleccion de la planta

Figura 5. Datos de ubicacion geogréafica de la especie vegetal Conyza trihecatactis

Las flores fueron secadas al ambiente. Del material vegetal seco se retiraron los

aquenios y vilanos (368 g), estos se pulverizaron en nitrogeno liquido.

3.2. Identificacion taxon6mica de la planta

Una muestra testigo fue enviada al Herbario Nacional de Colombia la cual fue
identificada bajo el numero COL2766158.
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3.3. Extraccion del material vegetal

El material vegetal fue extraido mediante la técnica de maceracion dindmica
(Sharapin, N., 2000) durante un periodo de 20 dias. En un frasco ambar se introdujo
el material vegetal pulverizado (348 g) y se agreg0d éter de petrdleo; agitando y
cambiando diariamente el solvente con el fin de evitar la saturacion del mismo. Al
finalizar el proceso, el extracto éter de petroleo (E-EDP), fue concentrado en un

rotaevaporador.

Después de la extraccion con éter de petrdleo, el material desengrasado se dejo secar
(marco 1) y se macerd con diclorometano (CH,Cl,). Todo el proceso se efectto de
forma similar al expuesto con el extracto éter de petréleo. De esta manera se obtuvo
el extracto en diclorometano (E- CH,Cl,). Nuevamente el material vegetal se dejé
secar (marco Il) y se macerd con etanol al 95% obteniendo asi el extracto etanolico
(E-EtOH).

Para la obtencidn del extracto etanol-agua, se realizé un reflujo por 24 horas al marco
I11, al cual, se le agreg6é una mezcla de etanol-agua (1:1). Es importante aclarar, que
en esta etapa se reunieron todos los marcos Il (405,2 g) resultado de otras

extracciones realizadas a recolectas anteriores de vilanos y aguenios.

El extracto etanol-agua, obtenido en el proceso de reflujo, se concentré a bafio de
Maria. Adicionalmente a este extracto se le agregaron 100 mL de metanol, calentando
posteriormente y filtrando, luego se concentré a bafio de Maria, obteniendo de este

modo, una fraccion metandlica y un residuo etanol-agua (R-EtOH-H,0).
El anélisis fitoquimico preliminar (Anexo A) se realizo con el extracto etandlico total;

obtenido de la maceracion de 20 g de material vegetal (pulverizado en nitrogeno

liquido) con etanol al 95%.
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La metodologia general se puede observar en la figura 6.

Pulverizacion en
nitrogeno liquido
Eter de petréleo (4L)

MATERIAL VEGETAL SECO
N (368¢g)
EXTRACTO EN ETER DE | EXTRACTO ETANOLICO
PETROLEO * (4%) TOTAL (20g)
| MARCO SECO |
Diclorometano (3L)

dinamica

’ ANALISIS FITOQUIMICO

ANALISIS EXTRACTO EN PRELIMINAR
HPLC-MS <| DICLOROMETANO *(2.9%)
|
1
H | MARCO SECO I
H Etanol (2.5L)
1
J ’ EXTRACTO ETANOLICO*‘
| il 0,
H (2%)
1 I
H i
! i | MARCO SECO lll
1
\4 i
__________ > ACTVIDAD || mmmmmmmmmm e e e} [ reflujo EtORH,0 (1)
BIOLOGICA BTeACTe
A I ETANOL-AGUA
_ - 3 ! | FRACCION ‘
*Método de extraccion maceracion H METANOLICA
i k— MeOH 100 mL
e | RESIDUO
P
ETANOL-AGUA (5.4%)

Figura 6. Metodologia general para la obtencidn de los extractos y residuo de la especie vegetal Conyza trihecatactis

3.4 Tratamiento de los extractos y el residuo

En total, del proceso de extraccion se obtuvieron tres extractos (E-EDP, E-CH,Cl, y

E-EtOH) y el residuo(R- EtOH-H,0). El analisis de la composicion quimica de cada

uno de ellos se realiz6 a partir de diferentes técnicas explicadas a continuacion.

3.4.1 Andlisis de los extractos E-EDP y E-CH,Cl, por

Cromatografia

liguida de alta eficiencia acoplada a espectrometria de masas (HPLC-MS)

A los extractos E-EDP y E-CH,CI; se les realizo un perfil por HPLC-MS. Se utiliz
un equipo LC-MS marca Shimadzu QP2020 y LC-DAD del Laboratorio de Quimica
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Bioorgéanica de la Universidad Militar Nueva Granada; cada muestra se paso por un
filtro PTFE de 0.2 um. La separacion de los componentes se llevd a cabo en una
columna Phenomenex Sinergy RP-C18 (150 mm x 4,6 mm, 5 pm) utilizando el
sistema de LC-MS, que consta de un moédulo de separacién, equipado con un
detector de masas, con analizador quadrupolar. El caudal fue de 0,6 mL/min. Las
fases moviles empleadas fueron &cido férmico (HCOOH) al 0,1%, agua como
eluyente A y acetonitrilo (CH3CN) como eluyente B, las cuales se determinaron en
ensayos previos para la obtencion de perfiles con buena resolucion y selectividad. El
tiempo total de ejecucion fue de 35 min usando el siguiente gradiente lineal de
mualtiples etapas: 0 min 10%B, 20 min 70% B, 22-23 min 80% B, 26-28 min 100% B,
31 min 50% B, y finalmente 33-35 min, 10% B. EIl volumen de inyeccién fue de 10
uL. Las muestras se chequearon con una longitud de onda entre 190-800 nm, las
longitudes de onda de monitoreo seleccionadas fueron de 190 y 270 nm. Para la
deteccién por espectrometria de masas, se utiliz6 un espectrometro Shimadzu
LC2020, interfase de ionizacion electrospray, ESI, modo positivo (SCAN 50- 800
m/z), bloque de calentamiento 450°C, temperatura de linea de solvatacion 300°C,
voltaje del detector 1,25kV, flujo de gas de nebulizacion (N2) 1,3 L/min y gas de
secado (N2) 9,0 L/min.

3.4.2 Extracto etandlico (E-EtOH)

El fraccionamiento del E-EtOH (6,1 g) se llevo a cabo por la técnica de cromatografia
liquida al vacio (CLV); se tomaron 4,05 g del extracto y se solubilizaron en MeOH.
La columna (h=7cm, @=6,5 cm) se empaco con 54g de silica RP-18. Los sistemas de
elucion utilizados fueron H,O; mezclas de H,O- CH3CN (9:1; 8:2; 7:3; 6:4; 1:1);
CH3CN; CH3;CN-CH.CI, (1:1); CH.Cl, y se finalizé con n-Hexano. El total de
fracciones recolectadas fue de 30 con un volumen final de 100 mL cada una (Figura
7).
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En las fraccion 12 del extracto etanolico se observo un sélido amarillo. Se procedid
entonces a realizar la filtracion de esta fraccion, raspando el papel filtro para retirar el
solido. Este se lavd con una mezcla de H,O- CH3CN (1:1) y de nuevo se volvié a
filtrar para retirar impurezas.

El solido se redisolvio en MeOH y se evalud por CCD. La fase estacionaria fue Silica
RP-18 Fys4s y fase movil H,O-MeOH (6:4). La deteccién y visualizacion de la placa
se efectu6 mediante luz ultravioleta de 254 nm (onda corta) y 366 nm (onda larga).
También se utilizd revelador especifico para flavonoides NP/PEG (Anexo B);
primero se asperjo con el revelador y luego se observd al ultravioleta. Después de la
observacion de la placa, el solido (3,4 mg) proveniente de la fraccion 12 (MF12;) se

analizo por espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN).
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| EXTRACTO ETANOLICO ‘
E-EtOH ( 4,05g)

<——Fraccionamiento

I CLV ‘
(h=7cm, @=6,5 cm)

<——Fase estacionaria: Silica RP-18 (54 g)

Fase movil: H,0; H,0- CHsCN (9:1; 8:2; 7:3; 6:4; 1:1); CH5CN;
CH3CN-CH,Cl, (1:1); CH,Cl, . n-Hexano.

I FRACCIONES ‘ FRACCION
(30de 10 mL cada una) 12
<——Filtracion
- A SOTID R
(3.4 mg MF12,)

< Lavado H,0- CH;CN (1:1)

[ o

|

I' ~ RMN _'}

Figura 7. Metodologia utilizada para la obtenciéon de MF12

3.4.3 Residuo etanol-agua (R-EtOH-H,0)

Una parte del residuo (8.2 g) se disolvié en una mezcla EtOH-H,0 (1:1). La papilla

se coloco en una columna (h=7 cm x @= 6.5 cm) para cromatografia liquida al vacio
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(CLV) empacada con silica RP-18 (54¢). La elucién de la muestra se realizo en
gradiente, utilizando las siguientes relaciones de fases moviles: H,O; H,O- CH3CN
(9:1; 8:2; 7:3; 6:4; 1:1); CH3CN; MeOH-CH3CN (1:1), EtOH y CHCI;. En total se

recolectaron 19 fracciones de 100 mL cada una.

En las fracciones 5-9 se observaron precipitados; se procedié agregar MeOH vy filtrar.
Los filtrados se secaron a bafio de Maria, estos fueron monitoreados en silica gel
60F;54 (0.063-0.200um) Merck con una fase movil CHCIl3-MeOH (9:5-0:5) y
revelador vainillina sulfurica al 5%. Por perfil cromatogréfico se unieron las
fracciones 5-7 (107,3 mg) y posteriormente se realizd una cromatografia de columna
abierta (CC). La columna (h=26 cm y @=1,5 cm) se cargd con 12g de silica gel 60
(0,063-0,200 mm); la muestra se eluyo en gradiente con las fases moviles CHCIs,
CHCIl3. MeOH (98:2, 95:5, 80:20, 50:50) y se finaliz6 con MeOH. Las fracciones
obtenidas fueron 313 de 20 mL cada una.

En la fracciones 153-158 se observaron cristales amarillos; estos fueron analizados
por cromatografia en capa delgada (CCD) mediante el uso de placas Silica gel 60Fs,
y fase movil CHCl3- MeOH (9:1). El revelador empleado fue NP/PEG. Al observar
su comportamiento en placa se decide unir las fracciones (Fis3.1s5). Después de
analizar esta fraccion por RMN, se decidi6 realizar una cromatografia preparativa en
capa fina (CCP). Previamente a la aplicacidon de esta técnica se efectu6 una CCD
empleando como fase estacionaria silica gel 60 Fys4, fase movil Tolueno-AcOEt-
AcOH (60:30:6) y revelador NP/PEG.

La CCP se realizd en una placa de vidrio de 20x20 cm; con espesor de 2 mm y
adsorbente silica gel 60 F,s4. La muestra (30 mg) se disolvié en Me,CO y se utilizd
como fase movil la seleccionada por CCD. A partir de esta técnica se logro separar de
la franja 2 un sélido amarillo (F2s) cuyo estudio se efectué por RMN (*H, **C, HSQC
y HMBC). Por otra parte se realiz6 una comparacion por CCD del sélido (F2s) con un
estindar SIGMA de Quercetina (3,3",4°,5°,7 Pentahidroxiflavona), la fase
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estacionaria fue silica gel 60 Fys4, fase mdvil Tolueno-AcOEt-AcOH (60:30:6) y
revelador NP/PEG. La metodologia empleada para la separacion del sélido (F2s) se

puede observar en la Figura 8.

| RESIDUO ETANOL-AGUA
R-EtOH-H,0 (8,2 g)

l<—EtOH-H,0 (1:1)
l«<——Fraccionamiento

| cLv
(h=7cm, @=6,5 cm)

<——Fase estacionaria: Silica RP-18 (54 g)
Fase movil: H,0; H,O- CH3CN (9:1; 8:2; 7:3; 6:4;
1:1); CH3CN; MeOH-CH3CN (1:1); EtOH y CHCl3.

| FRACCIONES FRACCIONES CON
(19 de 100 mL) PRECIPITADOS (5-9)
l«——MeOH

l<— Filtracion
< Secado a bafiode Maria 35° C

ANALISIS DE
FILTRADOS POR CCD*

Fase estacionaria: silica gel 60F ;5,4
Fase mévil: CHClz-MeOH (9:5-0:5) — |
Revelador: vainillina sulfirica al 5%

Uni6n FILTRADOS 5-7 cc
(107,3 mg) (h=26 cmy @=1,5 cm)

Fase estacionaria: Silica gel 60 (12g) S
Fase movil: CHCI3;CHCl; - MeOH (98:2,

95:5,80:20, 50:50); MeOH. FRACCIONES FRACCIONES CON
(313 de 20 mL) CRISTALES (153-158)
RMN Union de [ ccD ‘
fracciones

Figura 8. Metodologia empleada para la separacion del sélido (F2y).

3.5. Caracterizacion y elucidacion estructural

La elucidacion estructural de los s6lidos MF12, y F2s fue realizada mediante analisis
por Resonancia magnética Nuclear (RMN-'H y*3C). También se llevaron a cabo
experimentos bidimensionales y de correlacion heteronuclear (HSQC, HMBC). Los
espectros se realizaron en un equipo Bruker Avance 11 del laboratorio de RMN de la

Pontificia Universidad Javeriana; los anélisis se realizaron a 300 MHz para *H, 75
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MHz para **C. Se empled tetrametilsilano (TMS) como referencia interna y como
disolvente metanol deuterado (CD3OD). Los datos de corrimiento quimico se

expresaron en la escala delta (6) en ppm y la frecuencia en MHz.

3.6. Evaluacion de la actividad antimicrobiana de los extractos y el
residuo por el método de difusion en pozo

Para la evaluacion de la actividad antimicrobiana se utilizaron las cepas
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Klepsiella Pneumoniae ATCC 70063 y

Candida albicans ATCC 90028 (ver Anexo F).

La actividad antimicrobiana se determind por el método de difusion en pozos
(Ramirez, L. C., Castafieda, A. C., & Vargas, A. M., 2013). Los parametros del

experimento se muestran en la tabla 6.

Tabla 6. Condiciones de cultivo e incubacién de los microorganismos utilizados en el método de difusion en
pozo.

MEDIO DE TAMANO DEL CONDICIONES DURACION DE
MICROORGANISMOS CULTIVO INOCULO DE INCUBACION INCUBACION
(UFC/mL) (h)
S.aureus
o
Agar . 37 C; aire 24
K. pneumoniae
P Mueller-Hinton 15x10
C. albicans 27 °C; aire 48

Previo al experimento con los extractos y el residuo se realizaron antibiogramas para
cada cepa con el fin de determinar la mejor concentracién a la cual evaluar el control
positivo (Clinical and Laboratory Standars Institute, 2013) y para la levadura como se

observa en la figura 9.

25



Ciprofloxacina
(255,5,1049)

S.aureus

Antibiogramas

CLSI
¢ ) Ceftriaxona

(15,30,60.0)

K.pneumoniae

Anfotericina B

(0.25,05,1,4)

C.albicans

Figura 9. Controles positivos y sus concentraciones para la realizacion de los antibiogramas

El agar fue perforado con hoyos de 6mm de diametro (Figura 10) a cada uno se le
adiciond 100uL de la muestra. Los extractos E-EDP, E-CH,Cl, E-EtOH vy el residuo
R-EtOH-H,0 fueron evaluados a concentraciones de 20, 40,80, 150 mg/mL. Como
blanco se utilizé el DMSO y como controles positivos de acuerdo a los resultados de
los antibiogramas; ciprofloxacina 5ug/mL, ceftriaxona 30ug/mL; Anfotericina B
0.5ug/mL. Las cajas fueron incubadas a 37 °C para las bacterias y para la levadura a

27°C. Cada uno de los experimentos se realizé por triplicado.
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Figura 10. Ejemplo del montaje de las cajas de Petri para la determinacion de la actividad antimicrobiana.

3.7 . Screening de la capacidad antioxidante de los extractos y el
residuo (tratamientos).

Para la seleccion de tratamientos a evaluar la capacidad antioxidante por los métodos
DPPH® y ABTS"™ , se tomd como criterio, medir el porcentaje de captacion de
radicales libres % AOX de los extractos y el residuo a la maxima concentracion

(3200 ppm), escogiendo los tratamientos que presentaron % AOX >50%.

3.7.1 Capacidad Antioxidante (CA) de extractos y residuo.

La CA de los extractos y el residuo fue determinada por los métodos DPPH"® ( 2.2-
difenil-1-picrihidracil) (Brand-Williams, W., Cuvelier, M. E., & Berset, C. L. W. T,
1995) y ABTS™ (Acido 2,2’-azinobis (3- etilbenzotiazolin)-6- sulfénico) (Re, R.,
Pellegrini, N., Proteggente, A., Pannala, A., Yang, M., & Rice-Evans, C.,1999). De
acuerdo a los resultados reportados en el screening se prepararon concentraciones de
100, 200, 400, 800, 1600, 3200 ppm del E-EtOH y R-EtOH-H,O usando como
solvente MeOH a partir de una solucion Stock de 5000 ppm. La solucion Stock de
ABTS™ fue preparada solubilizando 20 mg de ABTS™ en 10 mL de agua

desionizada, leyendo las diferentes concentraciones a una longitud de onda de 740
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nm. De manera similar 10 mg del radical DPPH* fueron solubilizados en 10 mL de

EtOH las diferentes concentraciones se leyeron a una longitud de onda de 520 nm.

La capacidad antioxidante se midié en una placa de 96 pozos (Figura 11), referencia
Corning Costar, en el equipo lector de placas FLUOstar OPTIMA (BMG LABTECH,
Alemania), con intervalos de 5 minutos por 1 hora. Las mediciones se hicieron por

cuadruplicado.

E-EtOH —

Blanco

E-CH2CI2 R-EtOH-H O

Figura 11. Placa CornigStar con los extractos y residuos para la determinacion de la capacidad antioxidante

3.7.2  Analisis estadistico

Se aplico la estadistica descriptiva que incluy6 el valor promedio y desviacion
estandar. Para el procesamiento de los datos, se utiliz6 el modelo ANOVA
unifactorial, para determinar diferencias significativas entre los tratamientos y la
actividad bioldgica mediante un test de Tukey, con un nivel de significancia del
5%. Para relacionar los métodos entre si, se implementd la correlacion de Pearson
(p<0,05; r*~0,928).
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Para el analisis de los datos se realizo la comprobacion de supuestos utilizando las
pruebas de rachas, Normalidad y Homocedasticidad. En el disefio experimental se
planteo el siguiente modelo para el tratamiento de datos:

Yjj=H+ai+ &
Donde Yij es la actividad biologica medida en cada observacion, p es la media
general, ai es el efecto del factor y €ij es el efecto de error aleatorio. Se plantean la

hipdtesis para probar los efectos de cada factor y de la interaccion de estos.

Ho: oc_1=o_2=_3=x_4=0

Hi:al menos un o_i#0
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4. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

4.1. Obtencidn de los extractos y el residuo etanol-agua

La cantidad de material vegetal seco (aquenios y vilanos) se tom6 como base para
reportar el rendimiento (tabla 7) de los extractos (E-EDP, E-CH,Cl, E-EtOH) vy el
residuo (R-EtOH-H,0). En la seccion 3.3 de este documento se aclara porqué se parte
de una cantidad diferente de material vegetal inicial para los extractos y el utilizado

para el residuo.

Tabla 7. Rendimiento de los extractos (E-EDP, E-CH,Cl, E-EtOH) y residuo (R-EtOH-H,0) de los aquenios y
vilanos de la especie vegetal Conyza trihecatactis

CANTIDAD DE MATERIAL CANTIDAD DE RENDIMIENTO
VEGETAL EXTRACTO/RESIDUO (%)
E-EDP 13949 4
348 ¢ Extracto E-CH.Cl, 99749 2.9
E-EtOH 6,929 2
405.2 g Residuo R-EtOH-H,0 229 5.4

El extracto en éter de petréleo (E-EDP) present6 el mayor rendimiento, siendo menor
el del extracto etanolico (E-EtOH). Los anteriores resultados no es posible
compararlos con el rendimiento obtenido para el residuo etanol-agua (R-EtOH-H,0)

puesto que se parte de una cantidad inicial de material vegetal diferente.

En el analisis quimico preliminar (Anexo A) ; al extracto total etandlico de aquenios
y vilanos (20g) se le realiz6 ensayos para alcaloides, terpenos, flavonoides, taninos,
cumarinas, glicosidos cardiotonicos y quinonas. Los resultados fueron positivos en
todas las pruebas, excepto, en el ensayo del hidrosulfito de sodio para quinonas,

donde se obtuvo un resultado dudoso.

30



Es importante recordar, que los resultados de este andlisis, deben ser tomados con
precaucion, pues estan hechos de un crudo que contiene gran variedad de
compuestos, muchas veces altamente coloreados. Todo ello interfiere en los
resultados de las reacciones indicadas, porque un mismo reactivo puede responder a
mas de un grupo de sustancias y ademas se debe considerar que, generalmente se trata
de compuestos polifuncionales y por otra parte, la coloracion del crudo puede

enmascarar las reacciones de color (Marcano, D., Hasegawa, M. , 2002).

Retomando lo anterior, en el caso de los reactivos para detectar alcaloides, deben
manejarse con cuidado, porque pueden ocurrir resultados positivos 6 negativos falsos.
Por ejemplo, algunas proteinas dan resultados positivos con los reactivos para
alcaloides aunque muchos aminoacidos no reaccionan. El reactivo de Dragendorff,
por ejemplo, se usa para la deteccion de otros compuestos de nitrogeno heterociclico
y aminas cuaternarias. En la identificacion cualitativa de los terpenos, la reaccion de
Liebermann-Burchard da positiva con esteroles, metil-esteroles, glicdsidos
cardiotonicos, di y triterpenos, saponinas esteroidales y esteroalcaloides (Bilbao,
Maria del Rosario., 1997).

El ensayo de shinoda, realizado para detectar flavonoides, di6 como resultado una
coloracion anaranjada caracteristica de las flavonas (Dominguez, Xorge A., 1985). La
prueba con cloruro férrico es en general para polifenoles, particularmente en el caso
del extracto etandlico de aquenios y vilanos se obtuvo una coloracion azul oscura
caracteristica de taninos derivados del acido galico, es decir taninos hidrolizables
(Bilbao, Maria del Rosario., 1997).

La prueba del hidroxamato férrico no es exclusiva para cumarinas, este ensayo, en
general, da positivo en todas las sustancias con funcionalidad éster 6 lactona
(Universidad de Antioquia., 2001). Por otra parte la prueba de Baljet realizada para
los glicésidos cardiotonicos se enfoca en reconocer el anillo lacténico de dichos

compuestos; se utiliza como patron la Dedalera (Digitalis purpdrea) debido a que en
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esta especie vegetal se encuentra la Digitoxigenina una aglicona cardiotonica. Otros
compuestos como las sesquiterpenlactonas dan positivos los dos anteriores ensayos;
estos compuestos se han encontrado en extractos de flores o partes aéreas de las

asteraceas (Dominguez, Xorge A., 1985).

En especies de Conyza, como la Conyza bonariensis, se ha reportado en el tamizaje
fitoquimico presencia de triterpenos-esteroides, compuestos fendlicos, flavonoides,
quinonas, entre otros (Manzano Santana, P., et al, 2011). En la

Conyza filaginoides triterpenos, esteroides y flavonoides (Mata, R..et al., 1997).

4.2  Analisis de la composicion quimica del extracto en éter de petroleo (E-

EDP) y el extracto en diclorometano (E-CH,CI,)

El anélisis por HPLC-MS permiti6 identificar a 270 nm 6 picos mayoritarios para el
E-EDP y 7 picos mayoritarios para el E-CH,Cl, (Figura 12). de cada uno de estos
picos se analizd su espectro de masas Y se realiz6 una busqueda en base de datos

(i.e, MassBank) pudiendo identificar tentativamente compuestos (anexo B).
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Figura 12. Cromatogramas por HPLC-MS a 270 nm a. E- EDP (extracto éter de petrdleo) b. E-CH,Cl, (extracto

en diclorometano)

Por medio de los espectros de masa en modo positivo y/o modo negativo; en el E-
EDP se logro realizar una identificacion tentativa del pico 2 (Figura 13) donde se
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presentan tres isomeros con Mw= 344. Estos compuestos son: Herbacetina
3,8,4trimetileter (flavonoide), lactona Isochiliolide (sesquiterpenlactona) y 3-a-4o.-

epoxi-6-0x0-15,16-epoxi-8-p-1-0B-H-cis-clerodano-13(16),14-dien-20,12-olide

(Diterpeno) .
; Inten.(x100,000)
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Figura 13. Espectros de masas del E-EDP pico 2 por HPLC-MS modo de ionizacidn por electroespray
a .Espectro m/z [M+H] de los isomeros b. Espectro m/z [M-H] de los isomeros

Otro compuesto determinado tentativamente en este extracto fue el del pico 5;
acetato de betamirina (terpeno) con una Mw=468 (Figura 14). El analisis de los
espectros de masas de los picos 1,3,4,6 por busqueda en la base de datos MassBank

para el género Conyza no arrojé ningun resultado.
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Figura 14. Espectro de masas m/z [M+H] del E-EDP pico 5 acetato de betamirina por HPLC-MS

La Herbacetina 3,8,4 trimetileter (flavonoide) es una flavona reportada en la Conyza
stricta (Harborne, J., Baxter, H.,1999). El acetato de betamirina (triterpeno) se ha
identificado en la Conyza aegyptica (Hammouda F. M., et al. ,1978). En esta ultima
especie, Conyza aegyptica, se identificd también la lactona Isochililoide, asi mismo,
el diterpeno (3-a-4o-epoxi-6-0x0-15,16-epoxi-8-f-1-0B-H-cis-clerodane-13(16),14-
dien-20,12-olide) es un compuesto presente en la Conyza pyrifolia (Zdero C., et al.,
1999).

Respecto al E-CH,Cl,, la identificacion tentativa de la sefial 4 corresponde al analisis
presuntivo realizado para el pico 2 en el E-EDP, cuya Mw= 344; esta corresponde a

tres isomeros. Los espectros de masa en scan positivo y scan negativo se observan en

la figura 15.
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Figura 15. Espectros de masas del E-CH,CI, pico 4 por HPLC-MS a .Espectro m/z [M+H] de los isdmeros b.
Espectro m/z [M-H] de los isomeros

Por otra parte, el compuesto identificado tentativamente para el pico 5, en el extracto
E-EDP, coincide con el compuesto identificado en el pico 6 en el E-CH,ClI, (figura
16). Al igual que el E-EDP en el E-CH,CI; los picos 1,2,3,5,7 no fue posible su

identificacion en la base de datos MassBank.
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Figura 16. Espectros de masas del E-CH,Cl, pico 6 por HPLC-MS a .Espectro m/z [M+H] del acetato de
betamirina b. Espectro m/z [M-H] del acetato de betamirina
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En estudios previos, los extractos E-EDP y E-CH,ClI, fueron sometidos a un analisis
por cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas (CG-EM) con el fin
de realizar un screening quimico de los mismos. En el E-EDP se identificaron més de
19 compuestos pertenecientes a hidrocarburos y terpenos siendo los de mayor
abundancia el &cido octadecanoico y el &cido eicosanoico. Por otra parte en el E-
CH,CI; se observan picos mayoritarios de acidos grasos e hidrocarburos.

4.3 Caracterizacion y elucidacion estructural

En el E-EtOH se logré obtener un so6lido amarillo MF12; soluble en Me,CO y
MeOH; parcialmente soluble en H,O. Estas propiedades fisicas, fueron también
observadas en el compuesto F2;, aislado del R-EtOH-H,0O. En ambos casos se realizo

un analisis mediante el uso de RMN.

4.3.1 Solido proveniente del extracto etandlico MF12

El sélido MF12;, fue analizado por CCD utilizando como fase movil H,O-MeOH
(6:4); fase estacionaria Silica RP-18 Fys4s y revelador NP/PEG (Anexo C). En la placa
se observo una sola mancha con una fluorescencia amarilla a 254 y 365 nm (Figura
17 a-b).

Figura 17. CCD del s6lido MF12, a. Cromatoplaca vista a la luz UV de 254nm b. Cromatoplaca vista a la luz
UV de 365nm
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En el espectro de *H (300 MHz, CD3s0OD) del sélido MF12, presentado en la figura
18, se observan sefiales correspondientes a protones aromaticos en la region de 6 a 8
ppm. La presencia para dos protones acoplados meta a 6 6.23 (J = 2.1 Hz, H-6) y 6
6.46 (J = 2.1 Hz, H-8) y otros dos protones acoplados meta a 6 6.20 (J = 2.1 Hz, H-
6) y 6 6.40 (J = 2.1 Hz, H-8), puede indicar una mezcla de dos compuestos tipo

flavonoide; estos se les denominaré por ahora flavonoide 1 y flavonoide 2.
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Figura 18. Espectro RMN H (300 Hz, MeOD) MF12,

En el anillo A del flavonoide 1; las sefiales 6 6.23 (d, J= 2.1 Hz, 1H) y 6 6.46 (d, J=
2.1 Hz, 1H) se asignan a los hidrégenos 6 y 8 respectivamente. Asi mismo, en el
anillo A del flavonoide 2 se asignan el 6 6.20 (d, J= 2.1 Hz, 1H) al H-6 y el 6 6.40 (d,
J=2.1 Hz, 1H) al H-8. El 6 6.56 conforme a su multiplicidad singlete no acopla con

ningun hidrégeno por tanto se asigna al H-3 del flavonoide 1(Figura 19).
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Figura 19. Asignacion de algunas sefiales en el anillo A'y C del flavonoide 1y el flavonoide 2 presentes en
MF12S

Continuando con la elucidacién del flavonoide 1, las sefiales 67.41, & 7.39 y 6 6.93 se
asignan a los protones H-6", H-2" y H-5" respectivamente en el anillo B. En el
flavonoide 2 las sefiales el & 7.75 se asigna al H-2", el & 7.65 al H-6"y el 5 6.90 al H-
5" del anillo B (Figura 20). El espectro de *H completo del sélido MF2, se observa en

el anexo D.
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Figura 20. Asignacion de algunas sefiales en el anillo B del flavonoide 1 y el flavonoide 2 presentes en MF12S

El experimento COSY permitio corroborar las correlaciones entre los protones del
anillo B en ambos flavonoides. De este modo, los protones con & 7.41, 6 6.93
correlacionan en el flavonoide 1, asi mismo, el proton & 7.65 correlaciona con el 6
6.90 en el flavonoide 2 (Figura 21).
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Figura 21. Experimento COSY de MF12, (regién de 6.6 a 8.0 ppm)

En el espectro de **C, experimento J-MOD, se observan 11 carbonos metinicos (CH)
y 9 cuaternarios (figura 22). De estos se resaltan dado su desplazamiento quimico los
6 183.79 y 6 176.35 correspondientes a la sefial del grupo cetona presente en los
anillos tipo pirano (C4). Otro desplazamiento a destacar, es el & 103.94 sefial
caracteristica en el anillo C (C-3) de las flavonas. Las sefiales 6 94.66, 95.26, 99.49,
110.38, 114.34, 116.24, 116.49, 116.94, 120.57, 121.93, 124.02, 146.82, 147.12,
148.72, 149.07, 151.57, 166.33 corresponden a carbonos aromaticos.
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Figura 22. Espectro™*C experimento J-MOD de MF12,
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En el espectro HSQC (Figura 23) del MF12s, se pueden observar las conectividades
del hidrégeno y el carbono con el que se encuentra unido. El Flavonoide 1, presenta
las correlaciones, 6 6.23 (6 100.38, C-6), 6 6.46 (6 95.26, C-8), 6 6.93 (6 116.94, C-
5%), 5 6.56(5 103.94, C-3), § 7.39 (5 114.34, C-27), § 7.41 (5 120.57, C-6"). En el caso
del Flavonoide 2 las conectividades se asignan de la siguiente manera: el 6 6.20 (3
99.6, C-6), 6 6.41 (5 94.6, C-8), 6 6.90 (5 116.49, C-57), 6 7.65 (5 121.9, C-6"), 8 7.75
(8116.2, C-2).
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Figura 23. Espectro HSQC del sélido MF2

El anélisis del espectro HMBC se realiz6 inicialmente en la region comprendida entre
6.0 ppm y 6.30 ppm (Figura 24). El & 6.23 del flavonoide 1 correlaciona con los
desplazamientos ¢ 95.26, 6105.3, 6 163.26, 6 165.6. El 6 6.20 en el flavonoide 2
correlaciona con los 6 94.6, 6 104.97, 6 162.23.
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Figura 24. Andlisis del espectro HMBC del MF12;region entre 6.0 ppm a 6.30 ppm.

1 (ppm)

El & 6.41 del flavonoide 1 correlaciona con el 6 99.6, 6 104.97 y 6 158.3. En el
flavonoide 2 el 6 6.46 correlaciona con los carbonos con desplazamientos 6 100.38, 6
105.3, 6 159.7 y 6 165.6 (Figura 25).
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Figura 25. Andlisis del espectro HMBC del MF12, desplazamiento & 6.46 del flavonoide 1y & 6.41 del flavonoide

2.
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En el caso del Flavonoide 1 en el espectro de *H y en el espectro HSQC se observo
un 6 6.56. Esta sefial en HMBC (Figura 26) correlaciona con ¢ 105.3, 6 123.4, 6 166.1

y & 183.7.

6.56-105.3
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667 666 665 664 663 662 661 660 659, (5.53) 657 656 655 654 653 652 651 650 6.49
ppm;

Figura 26. Analisis del espectro HMBC del MF12;desplazamiento & 6.56 para el flavonoide 1.

En la region comprendida entre 6.79 y 6.97 ppm; & 6.93 en el flavonoide
1correlaciona con los & 123.4, & 147.12 y 6 151.57. En el flavonoide 2 el 5 6.90
correlaciona con los & 124.02, 6 146.8 y 6 149.07 (Figura 27).
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Figura 27. Analisis del espectro HMBC del MF12, desplazamiento & 6.93 para el flavonoide 1 y & 6.90 para el
flavonoide 2.
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Los desplazamientos 6 7.39 y 6 7.41 del flavonoide 1 correlacionan con los 6 120.57,
6 147.12, 6 151.57, 6 166.1 y 6 114.37, 6151.57, 6 166.1 respectivamente (Figura 28).
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71601 ~ges T ies
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7.45 7.44 7.43 7.42 741 7.40 7.39 7.38 7.37 7.36 7.35 7.34
f2 (ppm)

Figura 28. Andlisis del espectro HMBC del MF12, desplazamientos 6 7.39 y & 7.41 para €l flavonoide 1.

Por otra parte el flavonoide 2 presenta un 6 7.65 este proton correlaciona con & 116.2,
6 116.49, & 148.8. A su vez el Hidrégeno 6 7.75 correlaciona con los carbonos 6
121.9, & 146.8 (Figura 29).
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Figura 29. Analisis del espectro HMBC del MF12, desplazamientos 6 7.65y & 7.75 para él flavonoide 2.
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En el flavonoide 1 los 6 6.56 y 6 6.93 no fueron asignados por el experimento
HMBC. Sin embargo, el & 6.56 presenta multiplicidad singlete en el espectro de 'H,
es decir no estd acoplando con otro hidrogeno, esto tambien se corrobora en el
experimento COSY, este proton se asignaria al & 103.94 correspondiente al C-3 de la
estructura y el & 6.93 (multiplicidad doblete) al C-5". De esta forma a partir de los
datos obtenidos del anélisis del espectro HMBC y los demas experimentos de RMN,
el flavonoide 1 corresponde a la estructura de la flavona Luteolina (3°,4°,5, 7-

tetrahidroxiflavona) como se muestra en la figura 30.

Figura 30. Estructura del flavonoidel identificada como Luteolina (3",4",5 ,7-tetrahidroxiflavona)
para la mezcla MF12s.
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La comparacion con la literatura para la Luteolina se explica en la tablas 8.

Tabla 8. Comparacion de los desplazamientos en *H y ** C de la Luteolina en el sélido MF12; con la Luteolina
reportada en la literatura.

Luteolina en MF2s Luteolina® Luteolina®
(300 MHz, CD,0D) (500MHz , CD,0D) (300MHz DMSO-dy)
Posicion RMN 1H Posicion Rlla\‘/IN RMN 1H R1|;/|N RMN 1H RMN 13C
H C C C
- - - - 1645
2 166.1 166.0
3 6.56 (5) 3 6.52 (5) 6.59 (5) 1033
103.94 103.9
- - 4 - - 182.2
183.7 183.9
- - 5 - - 162.1
163.26 163.2
6.23 (d, J 6 6.19 (d, J 6.22(d,J= 99.2
6 =2.1Hz, 100.38 =2.0 Hz, 100.1 2.1 Hz, 1H)
1H) 1H)
- - 7 - - 164.7
165.6 166.4
6.46 (d, J 8 6.42 (d, J 6.47 (d,J = 94.2
8 =2.1Hz, 95.26 =2.0 Hz, 95.0 2.1 Hz, 1H)
1H) 1H)
- - - 157.9
- 9 159.7 159.4
- - - 104.2
- 10 105.3 105.3
- - - 122.1
- 1 123.4 123.7
] 739 (d) ] 7.36 (M) 743 (d) 11338
2 2 114.34 1141
- - - 146.2
- 3 147.12 147
- - - 150.1
- 4 151.57 151.0
56.93 (d) ] 56.88 (d, 56.92 (d, 116.4
5’ 5 116.94 J=8.5) 116.8 J=9.0, 1H)
. 7.41(d) . 7.36 () 7.44 (dd, J=
6 6 120.57 120.3 9.02.1,1H) 119.3

1.
2.

Lin, L., et al., 2015.
Markham, K. R., et al., 1986.
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En la elucidacion final del flavonoide 2; el carbono cuaternario 6 177.5, observado en
el espectro de **C; corresponde al carbonilo (C-4) en el anillo C. El desplazamiento
quimico del C-3, se asigna con base en datos espectrales reportados en la bibliografia
y el analisis de un compuesto puro aislado en este trabajo (ver seccidon 4.3.2) se
asigna entonces un ¢ 137.5. De esta manera el flavonoide 2 corresponde a un flavonol

identificado como Quercetina (3, 3", 4°,5,7-pentahidroxiflavona).

OH
6 41
1160
HO \ 124.02
166.3 1583 ‘.
104.97 ‘\ H
7.65

H 162.23 176.35

Gzou

Figura 31. Estructura del flavonoide 2 identificada como Quercetina (3, 3", 4°,5,7-pentahidroxiflavona)

para la mezcla MF12s.
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Los datos fueron corroborados en la literatura como se muestra en la tabla 9.

Tabla 9. Comparacion de los desplazamientos en *H y 2 C de la Quercetina en el sélido MF12, con la Quercetina
reportada en la literatura.

Quercetinaen MF2s Quercetina® Quercetina®
(300 MHz, CD50D) (600MHz , CD50D) (500MHz CD,0D)
P°S|'j'°“ RMN *H Posg'on 'ﬁ';’g\' RMN *H RMN ¢ RMN!H | RMN®cC
- - 1482
2 14838 - 146.19 -
- - 3 137.2
1375 - 137.21 -
- - Z 1775
176.35 - 177.29 -
- - 5 1626
162.23 - 162.47 -
6.20 (d, J 6 99 4
6 =2.1Hz, 99.6 6'20:%:")‘*' J 99.24 6'202%'3’)"* !
1H) ' '
- - 7 165.7
166.3 - 165.55 -
6.40 (d,J 8 94.6
8 =21Hz, g4 | S4LTH 94.42 ?'L—wz%iizdj
1H) ' =<0z,
- 1584
- 9 158.3 - 158.20 -
- 104.7
- 10 104.97 - 10451 -
- 1243
- v 124.02 - 121.68 -
7.75(d, J 7.75(1H,d,J 116.1
> =2.1Hz, v 1162 | TR0 d 116.22 =2.1Hz,)
=19)
1H)
- 1463
- 3 146.8 - 147.96 -
- 150.3
- & 149.07 - 148.74 -
6 6.90 (d, 8 6.90 (1H, 116.2
5 |J=85Hz | & 11649 | S9LGT 115.98 d,3=85
1H) ' Hz,)
7.65 (dd, J 7.65 (1H,
6 | =8522 6 1219 | [OSLE | 12404 dd, J =85, 12138
Hz, 1H) > 2.1 Hz)
1. Li, L., etal., 2010.
2. Allaoua, Z., etal., 2016.
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4.3.2 Solido proveniente del Residuo etanol-agua F2s

El sélido F2; presenta una coloracion amarilla, es soluble en Me,CO, MeOH y
parcialmente soluble en agua. El analisis realizado al sélido F2s (2,1 mg) por RMN
'H muestra sefiales entre 6 y 8 ppm caracteristicas de hidrégenos aromaticos (Figura
32).

8 (d)
7.66

A(d) C(d) D (d) | E (d))
7.76 6.90 6.40| | 6.20
=] = =]

SR

N VRN JUL I B

T T T T T T T T T T T T
8.0 7.8 7.6 7.4 7.2 7.0 6.8 6.6 6.4 6.2 6.0 5.8

l LMA/MJ”WJ mu.,wm.uju Al

T T T T T T T T T
4 3 2 1 0 -1 -2 -3 -4

7 6
f1 (ppm)

Figura 32. Espectro RMN *H (300 Hz, MeOD) del sélido F2s

En el espectro de * H-RMN, se observan sefiales caracteristicas para dos protones
acoplados meta a 6 6.20 (d, J = 2.0 Hz, H-6) y ¢ 6.40 (d, J = 2.0 Hz, H-8),
conjuntamente con un sistema de acoplamiento ABX a 6 6.90 (d, J = 8.5 Hz, H-
5), 67.66 (d,J=85Hz, H-6")y 6 7.76 (d, J = 1.9 Hz, H-2") sugiriendo una

estructura tipo flavonoide (Figura 33).
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H J=1.9, meta

7T\
\

7:76 [ in \

Figura 33. Asignacion de protones y acoplamientos en el sélido F2

En el espectro de carbono ** C experimento J-MOD (Figura 34) se observan 13
carbonos; 10 son cuaternarios y 5 metinicos (CH). Los desplazamientos quimicos
son caracteristicos de carbonos aromaéticos. Particularmente los & 177.56, o
166.24, 6 162.76, 6 158.48, & 149.07, 6 148.27, 6 146.48, 6 137.51, 6 124.39, o
104.77, pertenecen a los carbonos cuaternarios y los 6 121.95, 6 116.52, 6 116.21,
8 99.63, 6 94.76 a los carbonos metinicos (CH). En los desplazamientos de los
carbonos cuaternarios cabe resaltar al 6 177.56 perteneciente al carbono del
carbonilo (C-4) y el & 137.51 sugiere un grupo hidroxilo sustituyente en C-3,

como ocurre en los flavonoles (Marcano, D., et al., 2002).
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Figura 34. Espectro RMN13C NMR (75 MHz, MeOD)
En el espectro heteronuclear HSQC (Figura 35) se observo lo siguiente: (a) 6 6.20
muestra correlacion con C-6 (6 99.63) y & 6.40 presenta conectividad con C-8 (8
94.76). (b) el proton 6 6.90 correlaciona con C-5" ( 6 116.52), el 5 7.66 con C-6" (&
121.95); asi mismo el & 7.76 correlaciona con C-2" (6 116.21).

e

F2 RMN
HSQC
85
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| <> 95
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e z0e> 100
- 105 &
=3
110
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= = oo
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T T T T T
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Figura 35. Espectro HSQC en RMN del sélido F2s
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La elucidacion de la estructura del flavonoide se completa con el andlisis del espectro
HMBC (Figura 36). En este experimento H-6 muestra conectividad 2J con C-5 &
162.76) y %3 con C-10 (5 104.77). El protdn H-8 muestra correlaciones a dos enlaces
con C-7 (6 166.24) y C-9 (6 158.48). La asignacion de C-2 (6 148.27) se determina
por su conectividad a tres enlaces con H-6" (6 7.66) y H-2" ( & 7.76 ) este proton a su
vez correlaciona a 2J con C-3° (5 146.48) . Por otra parte, H-5" muestra una
conectividad 2J con C-4" (5 149.07). Finalmente se asigna el & 149.04 a C-4", este

dato se corrobora con la literatura (ver tabla 9).

w

F P2 RMN ® 6.20-94.7
. HMBC 6,40-99.63_

) 100
6.40-104.778 i 6.20-104.7

r110
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£ 7.76-121.95

=

= ghe 690-1243 120

F130
= 77614048 Wil 6.90-146.48 R
— t N =
7.66-148.27 "¥6.90-149.07 =

7.76-14827 : : : [ 150

6.40-158.48
]
E 160
_ ! # 621627
6.40-166.24
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L i e e e T L B
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Figura 36. Espectro HMBC del solido F2

Una vez finalizada la elucidacion estructural del sélido F2s; se confirmé que el
compuesto es un flavonoide tipo flavonol cuya estructura corresponde a la de la

quercetina (3,3",4°,5,7-pentahidroxiflavona), tal como se observa en la figura 37.
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Figura 37. Estructura de la quercetina de acuerdo a las correlaciones observadas en HMBC

Como analisis adicional se compard por CCD el compuesto F2s con el patrdn
SIGMA de quercetina (3,3",4",5,7 Pentahidroxiflavona), se calculé un valor de Rf=

0.5, obteniendo en ambos solidos el mismo resultado (Figura 38).

Fase movil: Tolueno-AcQEt-AcOH (60:30:6)

Fase estacionaria: silica gel 60 F254

a b

Figura 38. CCD del sélido F12, con el patron SIGMA de Quercetina (Q) a. Cromatoplaca vista a la luz UV de
254nm b. Cromatoplaca vista a la luz visible
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Los datos observados en los espectros *H y C*® se corroboraron con la literatura.

Tabla 9. Comparacion de los desplazamientos de F2, en *H y C** con Quercetina reportada en la literatura.

Quercetinaen F2s Quercetina® Quercetina®
(600MHz , CD,0D) (500MHz CD;0D)
P°S|'j'°“ RMN 'H Posg'on RI'Q’éN RMN H RMN C RMN'H | RMN®C
_ - 148.2
2 148.27 - 146.19 -
- - 3 1372,
13751 - 137.21 -
- ) 2 1775
177.56 - 177.29 -
: ) 5 1626
162.76 - 162.47 -
6.20 (d, J 6 994
6 =20Hz, 99.63 | 200 & 99.24 620 (1H. d. J
=2.4) =2.0)
1H)
- : 7 165.7
166.24 - 165.55 -
6.40 (d, J 8 94.6
8 =2.0Hz, 9476 | 840(H.d.J 94.42 6.40 (14, d,
=2.4) J=2.0Hz)
1H)
- 158.4
- 9 158.48 - 158.20 -
- 104.7
; 10 104.77 . 10451 -
- 1243
; v 124.39 . 121.68 -
7.76 (d,J 7.75 (1H, d,J 1161
> =19 Hz, > 11621 | 17304 116.22 =21 Hz)
=1.9)
1H)
- 1463
; 3 146.48 - 147.96 -
- 1503
- & 149.07 . 148.74 -
56.90 (d, 56.90 (1H, 1162
5 |9=85Hz | 5 | 1652 | %A ) 11508 d, =85
1H) ' Hz)
7.66 (d, J 7.65 (1H,
6 =85 Hz, 6 12195 | [OSELE| 1244 dd, J =85, 1218
1H) s 2.1 Hz)
1. Li, L., etal., 2010.
2. Allaoua, Z., etal., 2016.
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4.4 Evaluacion de la actividad antimicrobiana de los extractos y el residuo por
el método de difusion en pozo

La evaluacion de la actividad antimicrobiana de los extractos y el residuo para las
cepas Staphylococcus aureus ATCC 25923, Klepsiella Pneumoniae ATCC 70063 y
Candida albicans ATCC 90028 no arrojo ningun resultado positivo, la inhibicion se

presentd Unicamente por los controles positivos (anexo G y H).

Dentro de las hipdtesis que se pueden manejar en la obtencion de resultados negativos
pueden atribuirse a diversos factores algunos relacionados con el material vegetal
empleado y otras con las condiciones experimentales disefiadas en cada investigacion
(Frémeta, et al., 2013).

Los métodos de difusion se suelen utilizar por su simplicidad y bajo costo, pero no
siempre son confiables para la deteccion de la actividad antimicrobiana de extractos
de plantas. La ausencia de la zona de inhibicion no significa necesariamente que el
compuesto es inactivo, especialmente para compuestos menos polares estos se
difunden més lentamente en el medio de cultivo. En los ensayos de difusion, los
compuestos antimicrobianos procedentes de fuentes naturales que son medianamente
solubles e insolubles en agua, por su naturaleza hidréfoba, impide la difusion de estos

de manera uniforme a través del agar (Klanc¢nik, A., et al., 2010).

Respecto al proceso de difusion depende de numerosos factores incluyendo el
namero, el tamafio y la forma de las particulas. EI numero de particulas es un factor
importante: las moléculas se difunden mas rapidamente a un mayor gradiente de
concentracion. El volumen de particulas también influye en la velocidad de difusion:
las particulas pequefias se difundiran mas lentamente. Otro aspecto relevante en la
determinacion de la actividad antimicrobiana es el pH (este fue uno de los parametros
gue no se determino durante los ensayos de actividad antimicrobiana de los extractos

provenientes de aquenios y vilanos); se debe comprobar el pH de los disolventes
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antes de la prueba, la actividad antibacteriana de sustancias activas puede ser alterada

por pequefios interruptores de pH (Valgas, C., et al.,2007).

4.5 Screening de capacidad antioxidante de los extractos y el residuo

(tratamientos)

La capacidad antioxidante se evalu6 en todos los tratamientos; tomando como criterio
después de medir, el promedio de los porcentaje de captacion de radicales libres %
AOX de los extractos y el residuo a la méxima concentracién (3200 ppm); se
seleccionaron el E-EtOH y R-EtOH-H,0 por presentar un % AOX >50% (anexo 1).

Este procedimiento se realizé en los dos métodos DPPH® y ABTS™.

4.5.1 Capacidad Antioxidante de extractos y residuo

En la evaluacion de la Capacidad Antioxidante en el E-EtOH y el R-EtOH-H,0;
inicialmente se hall6 la fase estacionaria de la curva de cinética de cada tratamiento
con cada uno de los métodos (ver ejemplo Figura 39). La absorbancia se selecciond

en el minuto donde no hubiera una variacion del 10% a traves del tiempo (anexo J).

DPPH Vs Trolox DPPH Vs Vitamina

e e e e e S e
os N

: - —————
o

a. E-EtOH Trolox Vitamina C
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bt

b. E-EtOH Trolox Vitamina C

Figura 39. Determinacion de la fase estacionaria en el E-EtOH y los controles: Método DPPH" (a) Método ABTS ** (b)

De acuerdo a la cinética de los tratamientos en respuesta con el cromdéforo se
seleccionaron las absorbancias en el minuto 15; con estos datos se determino el
porcentaje de captacion de radicales libres (Figura 40) para cada una de las
concentraciones del E-EtOH y el R-EtOH-H,0. En total se realizaron dos replicas
con sus respectivos triplicados.

[Abs.inicial — (Abs.muestra — Abs. blanco)]
AOX% = —— x100
Abs inicial

Figura 40. Ecuacién para calcular el % AOX

El promedio de los % AOX se graficaron versus las concentraciones, a partir de aqui
se calculé la ecuacion de la recta (ver ejemplo Figura 41). Mediante la interpolacion
de los datos al 50% de captacion de radicales libres se calculé el CEsy de cada
tratamiento (anexo K). El CEsp se define como la cantidad de muestra necesaria para

disminuir en un 50 % la absorbancia.

EtOH-DPPH-Réplica 1 Trolox-DPPH-Replica 2 Vit-C- DPPH-Réplica 2

y=19,502In(x) - 14,252 ] - " a 5
R?=0,9699 z

Trolox

Vitamina C
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BHT- ABTS-Réplica 2

30

Conce

a0 50

ntracién (ppm)

¥=18,846In(x) + 9,0317
R?=0,9063

b.

Figura 41. Determinacion de la ecuacion de la recta a partir del promedio de los % AOX versus las

E-EtOH

Trolox

Vitamina C

concentraciones en el E-EtOH y los controles: Método DPPH* (a) Método ABTS ** (b).

Después de calcular los CEsp para cada tratamiento y cada replica, se calcul6 el

promedio entre los datos (anexo L). Al comparar los resultados por el método DPPH®

el menor valor lo present6 el E-EtOH (23+1,41) en comparacion con el valor del R-

EtOH-H,0 (40+5,66); esto se corrobord por el método ABTS™ donde el menor CEsg
lo presenté el EtOH (9,55+2,05) con respecto al R-EtOH-H,O (14,7+2,40)

descartando los controles positivos (Figura 42). El hecho de que el E-EtOH presente

un menor valor de CEsg indica una cantidad de muestra menor para disminuir en un

50 % la absorbancia; esto se traduce en una mayor capacidad antioxidante del E-

EtOH en relacion al R-EtOH-H,O0.

CE,, (ppm)

60

40

20

H-H20
Tipo de extracto

Figura 42. Comparacion de los valores de CEsg entre los tratamientos E-EtOH y R-EtOH-H,0
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De acuerdo al andlisis preliminar fitoquimico del extracto etandlico total, de aquenios
y vilanos, se detectd de manera cualitativa la presencia de fenoles, como por ejemplo,
los taninos (anexo A). Los fenoles y flavonoides son considerados como los
compuestos mas importantes en capacidad antioxidante (Thabit, R. A. S., et al, 2015).
Los taninos son polifenoles naturales distribuidos en diferentes partes de las plantas
como por ejemplo frutos y semillas (Elias., et al, 2009). Los taninos ejercen un efecto
beneficioso sobre la salud tienen actividad antioxidante. Previenen y mejoran
enfermedades cardiovasculares y también parecen ejercer actividad anticancerigena
(Camean, A., Repetto M., 2012).

Asi como los taninos, los flavonoides presentan una alta capacidad antioxidante. En
especies del género Conyza como la Conyza bonariensis se ha reportado un alto
contenido de flavonoides (Thabit, R. A. S., et al, 2015). Los flavonoides contienen en
su estructura quimica un namero variable de grupos hidroxilo fendlicos y excelentes
propiedades de quelacion del hierro y otros metales de transicion lo que les confiere
una gran capacidad antioxidante (Martinez-Florez, S., et al, 2002). La presencia y
posicion de grupos hidroxilo en distintas partes de la molécula va influir
notablemente en los mecanismos de actividad antioxidante. La capacidad de
neutralizacion de radicales libres va a depender fundamentalmente de la reactividad
de los sustituyentes hidroxilo. Por ejemplo, los grupos hidroxilo en el anillo B pueden
donar facilmente hidrégenos y electrones a distintos ROS (especies reactivas del
oxigeno) 6 RNS (especies reactivas del Nitrogeno) ya que el radical flavonoide
formado esta muy estabilizado. Entre los homdlogos estructurales flavonas y
flavanonas, la capacidad neutralizadora de radicales libres se incrementa de manera
lineal y curvilinea respectivamente con el aumento de grupos hidroxilo en su
estructura (Cao, G., Sofic, E., & Prior, R. L., 1997).

En ese sentido, el estudio quimico realizado al E-EtOH y R-EtOH-H,0 reporto la

presencia de los flavonoides: quercetina (F2s), quercetina y luteolina (MF12;).

Muchos resultados coinciden en que los flavonoides con sustituyentes dihidroxilicos

59



en posiciones 3’y 4" en el anillo B se muestran mas activos como antioxidantes y que
este efecto es potenciado por la presencia de un doble enlace entre los carbonos 2 y 3,
un grupo OH en la posicion 3 y un grupo carbonilo en la posicién 4; como sucede con
la Quercetina (Pérez Trueba, G., 2003).

Numerosas evidencias apuntan hacia la proteccion del ADN ejercida por los
flavonoides al inhibir los efectos oxidativos que provocan las ROS® sobre esta
biomolécula. Dentro de estos compuestos se encuentran flavonas como la Luteolina
(Trueba, G. P., et al, 2001).

Vale la pena aclarar, que en esta investigacion, por la cantidad de muestra no se
realizaron estudios de capacidad antioxidante con fracciones ni compuesto puro. Sin
embargo, el extracto y el residuo fueron los que presentaron una alta capacidad
antioxidante y es de donde se separaron los flavonoides.

4.5.2 Andlisis estadistico de la Capacidad Antioxidante

El analisis estadistico de la capacidad antioxidante se realiz6 utilizando el programa
SPSS. La prueba de Normalidad Shapiro — Wilk indico que se cumple el supuesto de
normalidad. Al igual que los supuesto de equivalencia de grupos e independencia de
observaciones. Al observar la robustez de la prueba, el analisis estadistico usado fue
ANOVA a un factor (anexo I). EI ANOVA unifactorial demostré que hay diferencias
significativas de disminucion después, de acuerdo con los tratamiento usados (F:64,
994; p=0,01; a=0,05). De acuerdo a la prueba Post-Hoc de Tukey se observa que
existen diferencias significativas entre los tratamientos; donde el E-EtOH presentd
el menor valor de CEsy comparado con el R-EtOH-H,0 (excluyendo los controles

positivos).

1 Especies reactivas del oxigeno incluyen i6nes de oxigeno, radicales libres y perdxidos.
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Adicionalmente se llevé a cabo una correlacion (Pearson) de los métodos DPPH® y
ABTS"™ de cada tratamiento (Anexo). La correlacion mostro un p<0.05 y un R*=

0.928, siendo ambas correlaciones significativas (si hay correlacion) y de geometria
positiva o linealidad positiva de los datos.

61



CONCLUSIONES

En el estudio quimico realizado a aquenios y vilanos de la especie vegetal
Conyza trihecatactis, a partir del residuo etanol- agua, se aislo un sélido (F2s)
amarillo tipo flavonoide; identificado mediante el analisis por RMN como
quercetina (3,3",4°,5,7-pentahidroxiflavona). Este se reporta por primera vez

para los aquenios y vilanos en esta especie.

. A partir del extracto etanolico, mediante diferentes experimentos de RMN
(*H, 3, COSY, HSQC y HMBC), se identificaron dos flavonoides en MF2s;

Luteolina (flavona) y Quercetina (flavonol).

El analisis por HPLC-MS permitid identificar en el extracto éter de petréleo y
el extracto en diclorometano compuestos tales como terpenos y flavonoides.
La identificacion es tentativa pues estd basada en el tiempo de retenciéon y un
espectro de masas de baja resolucion. Sin embargo, los compuestos han sido

reportados en otras especies del genéro Conyza.

. A partir de los métodos DPPH® y ABTS™ se determind que el E-EtOH
presenta una mayor capacidad antioxidante con respecto al R-EtOH-H,0; de
hecho el menor valor de CEsg lo present el E-EtOH (23+1,41 y 9,55+2,05
respectivamente) comparado con los resultados para el R-EtOH-H,O

(4045,66 y 14,7+2,40). Ambos métodos mostraron una alta correlacion.

La evaluacion de la actividad antimicrobiana de los extractos y el residuo
contra las cepas Staphylococcus aureus ATCC 25923, Klepsiella Pneumoniae
ATCC 70063 y Candida albicans ATCC 90028 no presentaron actividad.
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RECOMENDACIONES

1. Los aquenios y vilanos de la especie vegetal Conyza trihecatactis son
organos de tamafio pequefio. Para realizar otros estudios quimicos y
bioldgicos de estas estructuras primero se debe contemplar una etapa de

acumulacion de material antes de iniciar el trabajo.

2. Laevaluacion de la actividad antimicrobiana se realizé por el método de
difusibn en pozos se recomienda ensayar otros técnicas y otros
microorganismos para encontrar si presentan actividad antimicrobiana y
antifungica los aquenios y vilanos de la especie vegetal Conyza

trihecatactis.
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Anexo A: Andlisis Fitoquimico preliminar

El andlisis preliminar fitoquimico se realiz6 basado en el Manual de précticas de
laboratorio de farmacognosia y fitoquimica 2008 de la Universidad de Antioquia.

ALCALOIDES
ENSAYO MUESTRA PATRON RESULTADO
Dragendorff
Mezcla de voacangina y
clorhidato de papaverina Positivo
Mayer
Positivo
Valser
Negativo
Warner
Atropina®
Positvo
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TERPENOS

ENSAYO

MUESTRA

PATRON

RESULTADO

Liebermann-Burchard

Positivo

Salkwosky
Stigmasterol
Positivo
FLAVONOIDES
ENSAYO MUESTRA PATRON? RESULTADO
Shinoda

Flavona

Positivo
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TANINOS

ENSAYO

MUESTRA

PATRON?

RESULTADO

Cloruro Férrico

Acetato de plomo

Acido galico

Positivo

1l

Acido galico Positivo
CUMARINAS
ENSAYO MUESTRA PATRON? RESULTADO

Hidroxamato férrico

Extracto MeOH

Extracto cloroférmico

Cumarina

Positivo

Positivo




GLICOSIDOS CARDIOTONICOS

ENSAYO MUESTRA PATRON? RESULTADO
Baljet
Dedalera
Positiva
QUINONAS
ENSAYO MUESTRA PATRON? RESULTADO

Hidrosulfito de sodio

Emodina

Dudosa

a. Algunos patrones fueron tomados de los realizados por trabajos de Borrego (2010).
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Anexo B: Identificacion tentativa de compuestos mediante el analisis por HPLC-

MS de E-EDP y E-CH,Cl;

1 17.93 477 499 - -
Flavonoide Herbacetina 3,8,4'-trimetileter

2 Sesquiterpenlactona Lactona Isochiliolide

E-EDP 19.73 345 343 a p
3-a-4o-Epoxy-6-0x0-15,16-epoxy-8-f3-
Diterpeno 1-0B-H-cis-clerodane-13(16),14-dien-
20,12-olide

3 21.52 463 485 - -

4 23.97 871 872 - -

5 27.22 273 467 Terpeno Acetato de betamirina

6 32.34 871 869 - -

1 17.6 477 499 - -

2 18.33 577 787 - -

3 19.32 477 499 - -
Flavonoide Herbacetina 3,8,4'-trimetileter

E-CH2 Sesquiterpenlactona lactona Isochiliolide

4 19.64 345 343 3-a-4a-Epoxy-6-0x0-15,16-epoxy-8-f-

Diterpeno 1-0B-H-cis-clerodane-13(16),14-dien-
20,12-olide

5 21.55 463 485 - -

6 27.25 273 467 Terpeno Acetato de betamirina

7 32.38 871 883 - -

tr: tiempo de retencion
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Anexo C: Revelado con NP/PEG

La placa es asperjada con una solucion metanolica al 1% de acido-B-etilamino éster
difenilborico (difenilboriloxietilamina, NP), seguido por solucién etandlica al 5% de

polietilenglicol 400 (PEG) (10 mL a 8 mL respectivamente).

La deteccion de flavonoides se da por una intensa fluorescencia a 365nm. PEG
incrementa la sensibilidad. La fluorescencia depende del comportamiento de la
estructura (Wagner, H., Bladt, S., 1996).
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Anexo D: Espectro *H del MF2, (300 MHz, CD;0D)
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Anexo E: Espectro HMBC del MF25
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Anexo F: Caracteristicas de los microorganismos utilizados para la actividad

antimicrobiana

Microorganismos (Forbes, B., Sahm D., Weissfeld, A., 2004)

ESPECIE

CARACTERISTICAS

PATOGENIA

S. aureus

Cocos gram-positivo

. Infecciones cutaneas

. Neumonia

K. pneumoniae

Bacilos-gramnegativos

. Infeccidnes del tracto
urinario

. Neumonia

C. albicans

Levadura

Causan diferentes tipos de infecciones
en pacientes sanos e inmunodeprimidos
como por ejemplo: queilitis comisural,
infeccion pulmonar, meningitis
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Anexo G: Antibiogramas de los controles positivos utilizados en la actividad

antimicrobiana

En el montaje de los antibiogramas, los ensayos se hicieron por triplicado y el control
negativo fue el agua destilada, debido a que en este solvente se solubilizaron los
antimicrobianos.

e Staphyloccocus aureus: control (+) ciprofloxacina (2.5, 5, 10 ug/mL); la

concentracion seleccionada fue 5 pg/mL

e Kilepsiella pneumoniae: control (+) ceftriaxona (15, 30, 60 pg/mL); la

concentracion seleccionada fue 30 ng/mL

e Candida albicans: control (+) Anfotericina B (0,25;0,5;1,0 ug/mL); la

concentracion seleccionada fue 0,5 ng/mL
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Anexo H: Imégenes de la actividad antimicrobiana de la actividad
antimicrobiana de los extractos y el residuo

e Staphyloccocus aureus:

E-EDP

e Kilepsiella pneumoniae:

POI9

E-EDP E-CH, Cl, E-EtOH R-EtOH-H, O

e Candida albicans:
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Anexo I: Screening de la Capacidad Antioxidante a los extractos E-EDP, E-
CHCI,, E-EtOH y el residuo R-EtOH-H,0

Promedio% AOX a 3200 ppm
TRATAMIENTOS REPLICAS DPPH* ABTS*™
%A0X s? %A0X s?

1 3,22 2,15 9,19 2,08
E-EDP

2 371 0,6 9,19 2,08

1 12,45 1,42 50,01 4,79

E-CH,Cl,

2 15,46 0,75 47,10 4,63

1 76,37 0,48 79,87 1,08
E-EtOH

2 74,73 1,59 80,98 0,78

1 70,57 0,69 80,63 1,24

R-EtOH-H,0
2 70,61 0,33 81,70 1,03

a.  Desviacion Estandar



Anexo J: Determinacion de la fase estacionaria en los extracto del E-EtOH y R-

E-EtOH-DPPH"

EtOH-H,0

[ ]
09 0,800
08 0,700
07
' 0,600
=8-100 ppm
06
0,500 =8~200ppm
05
0,400 ~®=400 ppm
04
! =@—300ppm
0,300 PP
03 =®-1600 ppm
0,200
02 —0—0—0—0 o ry =®-3200 ppm
01 0,100
0 0,000 . ; . ,
0 10 20 30 40 50 60 70 0 20 40 60 80
Replica 1 Replica 2
+o
e E-EtOH- ABTS
0,9000 0,9000
0,8000 0,8000
0,7000 0,7000
=8—100 ppm =8—100 ppm
0,6000 - 0,6000
=®—200ppm =®—200ppm
0,5000 @ 0,5000 -
W —®—400 ppm —®—400 ppm
0,4000 i o ) =>¢=800 ppm 0,4000 ——800 ppm
0,3000 —¥=1600 ppm 0,3000 —¥=1600 ppm
0,2000 i =®-3200 ppm 0,2000 ‘ n - =®-3200 ppm
0,1000 0,1000
0,0000 " " " ) 0,0000 " . . )
0 20 40 60 80 0 10 20 30 40
Replica 1 Replica 2
L]
e R-EtOH-H,O- DPPH
0,9000 0,8000
0,8000 0,7000
0,7000
g 0,6000
== 100 ppm —8—100ppm
0,6000
=@ 200 ppm 0,5000 =@—200 ppm
0,5000
~®—400 ppm 0,4000 —®=400 ppm
0,4000 —8— 3800 ppm =@—800 ppm
PP 0,3000 PP
0,3000 —=®— 1600 ppm =@—1600 ppm
0,2000 =®-3200 ppm 0,2000 =©-3200 ppm
0,1000 0,1000
0,0000 : : : ) 0,0000 . : : .
0 20 40 60 80 0 20 40 60 80
Replica 1 Replica 2
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e R-EtOH-H,O- ABTS"
0,9000 0,9000
0,8000 0,8000
0,7000 0,7000
0,6000 - —®=100ppm 06000 —8—100ppm

=200 ppm —8—200ppm
0,5000 -| o200 pom 0,5000 -| 10059
04000 —‘...-N'M_L =8—800 ppm 04000 7 “N =—300ppm
0,3000 M —) —8—1600 ppm 0,3000 \\ B —8—1600 ppm
0,2000 -| ~8-3200 ppm 0,2000 —8—3200ppm
0,1000 0,1000
0,0000 ‘ ‘ : ‘ 0,0000 : : : ‘
0 20 40 60 80 0 10 20 30 40
Replica 1 Replica 2
e Controles TROLOXy VITAMINA C- DPPH*

DPPH Vs Trolox

. — —— 1T—* -3

A ——————————»

- - +——

. 4 . s 8

———r————es—

] n n 20 50 a 0

Tievusa (min

DPPH Vs Vitamina C

Absorbancia

Tiemgpa (min|

Controles TROLOX y VITAMINA C- ABTS*

ABTS Vs Trolox

|
et ssrsessssistitessntsg
|

hfc—oomOoa--H0¢&ooooo

5 0 15 20 »

Thempo (mdn]

—&— 30 ppm
—— 10 ppy
—— 20 ppim
—— 40 ppm

#— L4 ppm

ABTS Vs Vitamina C

== 10 ppm
—— 10 ppim
—— 30 ppm
—8— 160 ppm
—— 150 ppm
10 15 w » £l
Theawujaa (i)
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Anexo K: Promedio de los %6A0X Vs. Concentracion para determinar CEs

e E-EtOH

DPPH* ABTS™

EtOH-DPPH-Réplica 1 E-EtOH-ABTS-Réplica 1

=

o

S
o
1)
S

80 80 -
= ©
3 S
£ 60 £ 60 y=16,583In(x) +9,6349
B a0 y=19,502In(x) - 14,252 £ R?=0,873
2 R?=0,9699 3
= < *
20 20
0 o
o 20 40 60 80 100 120 140 o 20 20 60 80 100 120
Concentracién (ppm) Concentracién (ppm)
E-EtOH- DPPH-Réplica 2 BHT- ABTS-Réplica 2
90 100
80 20
70 * 80 e
2 60 = 70
2 2 60 y=18,846In(x) +9,0317
§ 50 y=18,211In(x) - 7,2648 g o R?=0,9063
g 40 R?=0,9589 S a0
3
< 30 < 30 ®
20 20
10 10
0 o
0 20 20 60 80 100 120 140 o 10 20 30 40 50 60

Concentracién (ppm) Concentracién (ppm)



e R-EtOH-H;O
DPPH® ABTS™
R-EtOH-H,0-Réplica 1 R-EtOH-H ,0-Réplica 1
80 100
70
o 60 © 80 *
S 50 2 60
] B
2 40 y=19,546In(x) - 25,07 2 y=19,41In(x)- 4,9589
230 R2=0,957 g 40 R?=0,941
< <
20 20
10
0 0
20 40 60 80 100 120 140 0 20 40 60 80 100 120 140
Concentracion (ppm) Concentracion (ppm)
R-EtOH-H,0-Réplica 2 R-EtOH-H ,0-Réplica 2
100
90
80 80 *
70 © 70
g 60 g 60 y=17,676ln(x) +2,9533
g 50 2 50 R?=0,9508
2 40 E 40
g 30 L) y=17,032In(x)- 12,739 < 30
< 20 R?=0,9094 20
10 10
0 0
0 20 40 60 80 100 120 140 20 40 60 80 100 120 140
Concentracion (ppm) Concentracion (ppm)
e Control TROLOX
DPPH* ABTS"™
Trolox-DPPH-Réplica 1 Trolox-ABTS-Réplica 1
100 50
70
= ¥ g 60
% 60 ésn
< <@
S 4 2 30
32 I 20

1 2 3 4 5 6 7

Concentracién (ppm)

Concentracién (ppm)
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Trolox-DPPH-Réplic

Trolox-ABTS-Réplica 2

- ¥ 2
- -
10 - .
K ! ‘ ! ! ' 0 2 3 1 5
Concentracion (ppm Concentracién (ppm
e Control VITAMINA C
+
DPPH" ABTS"
Vit-C-DPPH-Réplica 1 Vit-C-ABTS-Reéplica 1
70 70
60 60
£ 50 = 50
g ; 40
S i
ERl £
10 o
0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 ’ ) 5 s B 5 .

Concentracion (ppm)

Concentracion (ppm)

-C- DPPH-Replica 2

1 2 3 1 5 i ? 5 9

Concentracion | ppm

Concentracion (ppm)
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Anexo L: Determinacion de los CEsg para el E-EtOH y el R-EtOH-H,0

DPPH-DETERMINACION CEs, R-EtOH-H20

TRATAMIENTOS Replica 1 Replica2 promedio DS CVv
E-EtOH 24 22 23 141 | 6,15
R-EtOH-H,0 44 36 40 566 | 14,14
Trolox 4 4,6 43 0,42 9,87
Vitamina C 6,1 6,4 6,25 0,21 | 3,39

TRATAMIENTOS Replica 1 Replica2 promedio DS CVv
E-EtOH 11 8,1 9,55 2,05 | 21,47
R-EtOH-H,O 16,4 13 14,7 2,40 | 16,35
Trolox 4,1 3,9 4 0,14 | 3,554
Vitamina C 49 4,2 4,55 0,49 | 10,88
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Anexo |: Estadistica descriptiva

e Andlisis Anova

Descriptives
CEAd
95% Confidence Interval for
hean
I Mean Std. Deviation | Std. Error | Lower Bound Upper Bound Minimurm | Maximum
E-EtOH 2| 23,0000 1,414 1,00000 10,2838 35 70E2 22,00 24,00
R-EtOH-H20 2 | 40,0000 5659685 4,00000 -10,8248 90,8248 36,00 44,00
Tralox 2 4,3000 A2436 30000 A58 81114 4,00 4,60
Witamina G 2 §,2500 21213 J&000 43441 8,1459 G,10 .40
Tatal g | 18,3874 15,59546 5,51383 5,344 31,4256 4,00 44,00
ANOVA
CEASD
sum of _
Sguares of Mean Souare F Sin.
Between Groups 1668,304 3 556,101 f4,994 001
Within Groups 34,224 3,586
Total 1702,529
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Post Hoc Tests

Multiple Comparisons

CES0
Tukey HSD
95% Confidence Interval
Mean
Difference (-
(I Tratammijento &1 Tratamiento Al _ Std. Etror Sig. Lower Bound | Lpper Bound
E-EtOH R-EtOH-HZ0 -17,00000 292511 015 -28.9077 -5,0823
Trolox 1§,70000" 292511 011 B,7923 I0,607F
Yitamina C 16,75000" 292511 016 48423 28,6877
R-EtOH-H20 E-EtOH 1?’,DDDDDx 2582511 014 5,0823 28,8077
Trolo 35,70000° | 292511 om 73,7923 47 BOFT
Yitamina C 33,75000° 292511 001 21,8423 445 Ba77
Trolox E-EtOH -18, 700007 292511 011 -30,607F7F -6,7923
R-EtOH-HZ0 -38, 700007 292511 001 -47 6BOTFT -23,7923
Vitarnina C -1,85000 | 292511 905 -13,8577 99577
witarmina C E-EtOH -1g,75000° | 292811 016 -28,6577 -4.8423
R-EtOH-HZ0 -33,75000° 292511 001 -45 BATT -21,8423
Trolo 1,85000 | 282511 905 -9 9577 13,8577
* The mean difference is significant at the 0.05 level.
e Correlacion de Pearson
Correlations f%
DPPH ABTS iyl
DPPH  Pearson Correlation 1 ,9:!3T of
Sig. (2-tailed) 000 2
N 72 72| Eaw o . &
ABTS  Pearson Correlation a28™ 1 ) . R
Sig. (2-tailed) 000 L, e
N 72 72 o 0g 8 %a0 °
** Correlation is significant atthe 0.01 level (2-
tailed). oo

T
2000

T T
40.00 60,00
ABTS

T
80,00

Diagrama de dispersion
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