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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion es realizar la caracterizacion de los
principales componentes fitoquimicos de la Asphodellus fistulosus L. y realizar la
evaluacion de la actividad antifungica y antioxidante, mediante la obtencion de
extractos de la planta de intereses, los cuales se obtuvieron mediante un sistema
de disolventes compuesto por metanol: agua: &cido férmico con ayuda de una
maceracion y una sonicacion. Se realizaron un total de 22 pruebas para conocer el
contenido fitoquimico de los extractos, siendo los flavonoides y sesquiterpelactonas

algunos de los compuestos encontrados.

Los extractos presentan un DPPH en fruto de 11.85+0.132%, en raiz de
9.38+0.097% vy en tallo: 11.10+0.105%. El poder reductor segun FRAP demostré
que los extractos de A. fistulosus presentan una actividad en tallo 156.78+0.0063
mg Eq Trolox/ g PF, en de fruto de 138.6 £0.0078 mg Eq Trolox/ g PF y en de raiz
125.1 mg Eq Trolox/ g PF. El ensayo de fenoles totales demostré que el extracto de
fruto tiene una concentracion de 3.994 mg Eq GAE / 100 g PF, el extracto tallo de
3.563 mg Eq GAE / 100 g PF y el de raiz una concentracion 2.908 mg Eq GAE / 100
g PF. Para flavonoides totales el extracto de fruto reporté una concentracion de
2.049 mg Eq GAE / 100 g PF, el de tallo una concentracién de 1.634 mg Eq GAE /
100 g PF y el de raiz concentracion de 1.5 mg Eq GAE / 100 g PF. El contenido de
taninos condensados arrojo que el extracto de fruto tiene una concentracion de
3.128 mg Eq GAE / 100 g PF, el extracto de tallo una concentracién de 2.453 mg
Eq GAE / 100 g PF y el de raiz una concentracion de 2.201 mg Eq GAE / 100 g PF.

Se identificaron compuestos insaturados, algunos alcoholes y derivados
fendlicos como el 1,2-Benzenediol, 3,5-bis (1,1-dimet hylethyl)- y el 2-Phenyl-4-
chloromethyl-5-methyl-1 ,2,3-triazole con ayuda de la GC/MS.

No se demostré una actividad antifungica en contra de los hongos Aspergillus
spp, Fusarium spp y Thricoderma harzianum, por el contrario, los extractos tienen

un aparente efecto bioestimulante en el desarrollo de las cepas fangicas.



ABSTRACT

The purpose of this research is to characterize the main phytochemical
components of Asphodellus fistulosus L. and to evaluate the antifungal and
antioxidant activity, by obtaining extracts of the plant of interest, which were obtained
through a system of solvents composed of methanol: water: formic acid with the help
of maceration and sonication. A total of 22 tests were carried out to know the
phytochemical content of the extracts, with flavonoids and sesquiterpelactones

being some of the compounds found.

The extracts present a DPPH in fruit of 11.85 £ 0.132%, in root of 9.38 *
0.097% and in stem: 11.10 + 0.105%. The reducing power according to FRAP
showed that the extracts of A. fistulosus present an activity in stem 156.78 + 0.0063
mg Eq Trolox / g DW, in fruit of 138.6 + 0.0078 mg Eq Trolox / g DW and in root
125.1 mg Eq Trolox / g DW. The total phenol test showed that the fruit extract has a
concentration of 3,994 mg Eq GAE / 100 g DW, the stem extract 3,563 mg Eq GAE
/ 100 g DW and the root extract a concentration 2,908 mg Eq GAE / 100 g DW. For
total flavonoids, the fruit extract reported a concentration of 2,049 mg Eq GAE / 100
g DW, that of the stem a concentration of 1,634 mg Eq GAE / 100 g PF and the root
concentration of 1.5 mg Eq GAE / 100 g DW. The content of condensed tannins
showed that the fruit extract has a concentration of 3,128 mg Eq GAE / 100 g FW,
the stem extracts a concentration of 2,453 mg Eq GAE / 100 g FW and the root
extract a concentration of 2,201 mg Eq GAE / 100 g FW.

Unsaturated compounds, some alcohols and phenolic derivatives were
identified. Some of those compounds were 1,2-Benzenediol, 3,5-bis (1,1-dimet
hylethyl)- and 2-Phenyl-4-chloromethyl-5-methyl-1 ,2,3-triazole, identified by
GC/MS.

It was not possible to demonstrate an antifungal activity against the fungi
Aspergillus spp, Fusarium spp and Thricoderma harzianum, on the contrary, the

extracts have an apparent biostimulant effect on the development of fungal strains.



l. Introduccion

La riqueza de plantas en México, es ampliamente reconocida como entre las
mas grandes del mundo. Se estima que en México hay 23,314 especies de plantas
vasculares (aproximadamente 49.8%). Esto marca la importancia en material
vegetal con el que se cuenta en el pais y lo cual es un campo de oportunidad para
el desarrollo de la investigacion sobre estas especies vegetales en nuestro pais ya
que paises como Chinay la India, de rigueza vegetal parecida a la mexicana, cuenta

con un desarrollo en la investigacion fitoquimica muy importante.!

Sélo el 10% del total de plantas existentes en el mundo se ha evaluado con
respecto a su potencial actividad biologica, lo cual, da una ventana de oportunidades

importantes para el desarrollo de diferentes moléculas.?

Los metabolitos secundarios han sido la fuente mas exitosa para el desarrollo
de farmacos, que también se podrian utilizar con distintos fines. Se pueden
descubrir nuevos compuestos que cumplan los requisitos especificos, por ejemplo;
un bajo peso, ya que este aumenta la propiedad de la molécula para ser difundida
fisiologicamente en las células, permitiendo llegar de mejor modo a su sitio diana.
El estudio de los metabolitos secundarios ha sido casi exclusivo para la busqueda
de nuevos tratamientos en contra de enfermedades y no se han estudiado a

profundidad la utilidad de estos fitocompuestos en otras areas.®

Los fitocompuestos de las plantas son responsables de su olor (terpenos),
pigmentacién (quinonas y taninos) y sabor (terpenos). Algunos de los extractos de
plantas son una mezcla de varios compuestos, como terpenoides y fenoles, a los
que se les atribuyen propiedades antisépticas, antifingicas, antioxidantes y

antitumorales.?

El estudio de estos metabolitos se inicia realizando un proceso de extraccion
mediante diferentes técnicas dependiendo de las propiedades fisicas o quimicas de
los analitos a extraer, como pueden ser la maceracion o por medio de un sistema

mas complejo, como la sonicacién.®



La importancia de desarrollar nuevas alternativas para el control de plagas,
especificamente por hongos como los Aspergillus spp. que son perjudiciales para
los cultivos, ya que los metabolitos secretados por este tipo de fitopatdgenos,
conocidos como: Aflatoxinas, son las responsables de la pérdida de los cultivos
contaminados, dado al gran riesgo que representan para la salud de los individuos
que puedan ingerir alimentos contaminados, asi como el potencial riesgo ambiental
que representa por su alta biodisponibilidad y prevalencia en el ambiente, siendo
los cultivos mas perjudicados el frijol, jitomate, trigo y maiz. Causando impacto en

la productividad y reduciendo el valor comercial del producto.®

Tanto las aflatoxinas, como los de los fungicidas de origen sintético son de
gran relevancia, ya que pueden causar contaminacion de suelos y aguas, pudiendo
entrar en la red trofica impactando en la salud del medio ambiente, esto incluye a
los seres humanos, teniendo efectos adversos como: alergias, disrupcion
endocrina, alteraciones a nivel del sistema nervioso central, mutagénesis o

carcinogénesis.®’8

Los fitopatégenos responsables de la destruccion a gran escala de varios
tipos de cultivos en todo el mundo, provocando grandes pérdidas alimentarias y
econdémicas. Siendo los hongos la causa principal de la perdida de arroz, frijoles,

soya, maiz, papay trigo a nivel mundial.®

La meta de este trabajo es la caracterizacion de los principales componentes
fitoquimicos de la Asphodellus fistulosus L. y realizar la evaluacion de la actividad
antifangica y antioxidante, mediante la obtencion de extractos de la planta de

intereses.

1.1. Planteamiento del problema

La necesidad de aumentar la produccion agricola, asi como la preservacion
de los productos agricolas por un lapso mayor de tiempo, y disminuir la perdida de
estos productos por afectaciones de fitopatdgenos, ha originado el desarrollo de
nuevas tecnologias que buscan satisfacer estas necesidades, siendo una de ellas
la creacion de plaguicidas de origen sintético, con los cuales se buscaba la

eliminacion de especies no deseadas en los campos agricolas.



Esto ha generado una pujante industrializacion en la produccion de estos
agentes quimicos, los intereses econémicos de los grandes productores de
plaguicidas, asi como la necesidad de controlar quimicamente las plagas, favorecio
su fabricacion y consumo a escala mundial. Se origind, a su vez, una carrera
incesante en la busqueda de compuestos analogos menos toxicos al ser humano y

mas efectivos y selectivos con las plagas.

Los hongos Aspergillus spp. se consideran uno de los principales
fitopatdgenos, atacan a cultivos de gran valor comercial, cémo; trigo, frijol, maiz y
cebada. Debido a la produccién de aflatoxinas, resultado de su metabolismo, estos
compuestos se consideran toxinas ya que se. ha asociado la exposicion a estos
compuestos a diversos efectos en salud como reacciones alérgicas, alteraciones
del sistema nervioso central, y son considerados como mutagénicos Yy

carcinogénicos.510:11

Con base en la informacion obtenida, viendo la necesidad de alternativas de
menor impacto ecolégico, asi como la necesidad de produccion de fungicidas de
origen natural, es viable la propuesta de una alternativa de control fitopatogénico de

origen natural.

Al investigar acerca de plantas de las cuales se tuviera conocimiento de algun
tipo de propiedad antifingico, se denota que en su mayoria son plantas de
importancia comercial, como pueden ser el tomillo, clavo, ajo o la “flor de muerto”
debido a esto la utilizacion de alguna de estas especies se veria mermado por el
conflicto de interés que esto puede representar para algunas personas, por lo cual,
se buscé una planta de un género que no tuviera estas complicaciones. Se
estudiaron varias opciones, hasta llegar con la familia de plantas “Asphodellus”. De
este tipo de familias se tiene bien identificadas algunas de sus propiedades
biologicas en contra de patdgenos entonces al darnos cuenta de la existencia de
este tipo de plantas en el estado de Zacatecas y verificar, ademas, de la existencia
de la Asphodellus fistulosus y su nulo estudio acerca de sus propiedades

antifingicas y antioxidantes, nos dio la perspectiva de poder estudiar esta planta.



De la planta Asphodellus fistulosus, solo se tiene registro de una composicion
quimica conformada principalmente de flavonoides y antraquinonas, pero, no se

tiene registro alguno sobre sus propiedades antioxidantes y fungicidas.?

Estudios de otras plantas del género Asphodellus, como la Albus y la
Calendula, demuestran que estas plantas tienen propiedades como agentes
bactericidas y fungicidas. Esto abre una ventana de posibilidades para la obtencion
del extracto con dicho fin debido a que las plantas de los mismos géneros, presentan

composiciones quimicas parecidas.®4

1.2. Antecedentes

Los fungicidas utilizados para el control de hongos recomendados por la
Organizacion Mundial de la Salud (WHO) son los carbamatos, nitrocompuestos
aromaticos y extractos vegetales. Se tiene conocimiento que estos sustancias
guimicos son causantes de diversos dafios al medio ambiente y a la salud de los
organismos, en humanos pueden causar desde una leve reaccion alérgica, dafios
mutagénicos, carcinogénicos y la muerte, segun la concentracion, tipo y tiempo de
exposicibn y en el caso ambiental, pues la deposicion en compartimientos

ambientales.18

Se tiene conocimiento que el extracto de aceite esencial de orégano cuenta
con propiedades fungicida, por su correcta composicion de metabolitos, al igual que
sSu concentracion, posee caracteristicas de capacidad de erradicar especies

indeseables para cultivos.®®

México cuenta con mas de 23,000 especies de plantas nativas y el 49.8%

son endémicas, 24 de ellas se han reportado con propiedades plaguicidas.?®

La A. fistulosus es una planta que se sabe que es tdxica para los humanos y
para los animales, no sé sabe cual es la sustancia causante de dicha toxicidad.
Existen pocos estudios que hablen sobre la caracterizacién quimica de esta planta,
el unico que se logro recabar es el que lleva por titulo “Chemistry of Asphodelus

fistulosus” en donde sélo de tomaron en cuenta las partes aéreas de la planta



lograron detectar 6 diferentes tipos de antraquinonas y dos tipos de flavonoides y

utilizaron las partes areas de la planta.*?

La etapa en la que se realiz6 la obtencion de las plantas de estudio se
deseaba que fuera en la época de floracion, debido a que en esta etapa la planta
concentra los componentes quimicos en las partes aéreas, ya que necesita de la
mayor parte de sus nutrientes para la produccion de flores y semillas, por lo cual,
estas flores y semillas seran ricas en compuestos metabodlicos secundarios.
Ademas, de que en esta etapa la planta presenta una coloracion menos verdosa de
lo habitual, esto debido a la poca presencia de clorofilas, ya que esta se ve
degradada en esa etapa de la planta. Esto es benéfico a la hora de la realizacion
de los ensayos fitoquimicos, ya que las clorofilas, en muchas ocasiones, solo
provoca ruido en los resultados y no aportan nada en las propiedades antifungicas

y antioxidantes de interés.?122

La capacidad antioxidante de un extracto radica en la disminucion que este
pueda ejercer sobre los procesos oxidativos ocasionados por la presencia de
especies oxidantes, las cuales provocan dafios en las células donde estas
interactden, por lo cual, que un extracto presente una actividad antioxidante
importante es muy preciado, pues esto puede funcionar como un sistema de
defensa adicional al estrés oxidativo causados por los agentes fitopatogénicos que
atacan al organismo de interés. Los compuestos a los cuales se les atribuyen mas
caracteristicas antioxidantes son aquellos de naturaleza fendlica, de los cuales, la
familia Asphodellus es muy rica, siendo esto uno de los factores por los cuales se
eligio la planta de trabajo, aunque especificamente sobre esta planta, no se tienen
registros sobre sus propiedades antioxidantes. Solo hay registros de propiedades

favorables a la biorremediacion de suelos por la retencion de metales.?324

El estado de Zacatecas, localizado hacia la parte central de México ingresar
las coordenadas y las colindancias, algo muy basico sobre su geologia, el 73% de
la entidad presenta clima seco y semiseco, el 17%, presenta clima templado
subhumedo y se localiza hacia el oeste del estado; el 6 % es muy seco se presenta

hacia la regién norte y noreste, el 4% restante presenta clima calido subhimedo y



se encuentra hacia el sur y suroeste de la entidad por favor reescribe la descripcion
de los climas utilizando la nomenclatura de Koppen-Geiger y agregando algo sobre
las precipitaciones anuales, esto es importante porque describes el nicho ecoldgico
de las plantas. su territorio converge de manera no claramente definida las
provincias floristicas Altiplanicie, Costa Pacifica, Sierra Madre Occidental y Sierra
Madre Oriental. Zacatecas tiene una flora vascular que se estima en 136 familias,
708 géneros y 2251 especies.?®

Las familias botanicas mas comunes en Zacatecas son Asteraceae (15%)
Fabaceae y Lamiaceae (6.1%), ademas de estas, las principales familias de plantas
con referencias medicinales en el estado son: Asteraceae, Lauraceae, Fabaceae,
Xanthorrhoeaceae, Amaranthaceae, Cactaceae, Apiaceae, Nyctaginaceae Yy

Zygophyllaceae.?6:27

El sitio de estudio se encuentra en el municipio de Zacatecas, el cual tiene
como coordenadas geograficas extremas: Al norte 22°50", al sur 22°37" de latitud
norte; al este 102°32" y al oeste 102°51" de longitud oeste. Su altura media es de
2496 msnm. Colinda al Norte con los municipios de Calera, Morelos y Vetagrande;
al este con los municipios de Vetagrande y Guadalupe; al sur con los municipios de
Guadalupe, Genaro Codina y Villanueva; al Oeste con el municipio de Jerez. La
superficie total del municipio es de 442 km?, representando el 0.59 % del total del
estado. Tiene un clima preponderantemente del tipo Semiseco Templado. El
municipio, situado a 2 485 msnm, en el periodo de 1961-2000 la temperatura media
anual promedio fue de 15.4°C (14.1°C del afio mas frio y 16.7 °© C del mas

caluroso).?®

1.3. Familia Xanthorrhoeaceae

Las xantoroeaceas (Xanthorrhoeaceae) son una familia de plantas
angiospermas monocotiledoneas pertenecientes al orden de las asparagales. La
familia presenta una amplia distribucion geografica, aunque dispersa, a traves de
los tropicos y regiones templadas del globo. Muchas de las especies se cultivan
como ornamentales. Algunas de ellas se cultivan comercialmente como flor cortada.

Dos especies del género Aloe se cultivan por las propiedades medicinales y

8



cosmeéticas del jugo de sus hojas. A esta familia pertenecen plantas de gran
importancia medicinal como el Aloe Vera (Aloe barbadensis Miller), debido a sus

propiedades antioxidantes, antiinflamatorios y uso cosmético en general.?®

Esta también tiene la subdivision de familias, las cuales

son: Asphodeloideae, Hemerocallidoideae y Xanthorrhoeoideae.3°

1.4. Asphodellus fistulosus L.

Es una planta amacollada que a primera vista puede parecer un pasto. Es de
origen Mediterraneo, y actualmente se estd extendiendo en muchas partes de la
Republica, sobre todo en el Centro, principalmente a lo largo de las carreteras y en
regiones semisecas. También se llega a observar en vegetacion de matorral natural,
y, por lo tanto, es de relevancia como invasiva (arvense). Introducida del Viejo
Mundo y distribucién secundaria en E.U.A y México.3!

Es una especie de planta del género Asphodelus y de la familia
Xanthorrhoeaceae. Reino: Plantae; Subreino: Traqueobionta (plantas vasculares);
Superdivision: Spermatophyta (plantas con semillas); Division: Magnoliophyta
(plantas con flor); Clase: Liliopsida (monocotiledoneas); Subclase: Liliidae; Orden:
Liliales. Habito y forma de vida: Hierba perenne de rizomas cortos, amacollada,
como pasto o cebolla. Tamafio: Hasta de 65 cm de altura. Tallo: Subcilindrico, de 8
a 25 cm de largo. Hojas: Lineares, hasta de 25 cm de longitud por 2 a 3 mm de
diametro, fistulosas (hueca en medio con los extremos cerrados, como popote),
acuminadas, con rayas angostas longitudinales y algo aspera al tacto, verde-
azulosas o ligeramente azul-grisaceas, vainas de 2 a 4.5 cm de largo, membranoso-
escariosas. Inflorescencia: De 15 a 50 cm de longitud, con flores a lo largo de un
eje, que a veces es ramificada (panicula), pedicelos de 4 a 8 mm de largo, bractea
floral de 2 a 3 mm de largo, acuminada o cuspidada, membranosa y seca. Florece

y fructifica en diferentes épocas del afio y es una planta perenne.32:33


https://es.wikipedia.org/wiki/Asphodeloideae
https://es.wikipedia.org/wiki/Hemerocallidoideae
https://es.wikipedia.org/wiki/Xanthorrhoeoideae

En la figura 1 se representa una planta de Asphodellus fistulosus L, en su

habitad rural antes de realizar la cosecha de ésta.33

Figura 1. Planta de Asphodellus fistulosus L.33

1.5. Herborizacion

Esta accion consiste realizar un recorrido por el area de interés y tomar de
este muestras o especimenes enteros de plantas o hierbas completas, las cuales
procederan a ser secados para que sean mas duraderos o bien, para ser

procesados con otro fin.**

1.6. Compuestos activos de las especies vegetales

El principio activo de una planta es una molécula, producto de su
metabolismo. Tiene alguna actividad farmacoldgica o biolégica, y es apta para su
utilizacion terapéutica o bien, para otro fin practico, como bioplaguicida,
dependiendo de las propiedades quimicas de dicha molécula. En la planta, el
principio activo esta acompafiado de otras moléculas que modelan su actividad. El
principio activo aislado, tiene una accibn mucho mas potente, pero presenta una
serie de riesgos y efectos que disminuye su accion. El efecto de la planta no se
puede explicar solo por uno de sus principios activos, su actividad completa se debe
a los fitocomplejos, constituidos por los principios activos mas otras moléculas

aparentemente inactivas y otras sustancias coadyuvantes.3°
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Los principios activos, que ejercen efecto fungicida son fendlicos,

flavonoides, taninos, quinonas y alcaloides.3®

1.7. Metabolismo secundario de las plantas

La transformacién y la degradacion de los compuestos end6genos mediante
proteinas de especializacion, las cuales se han formado como resultado de los
procesos de diferenciacion y se clasifican segun su significacion biologica y funcion
en la célula productora. estos compuestos son sustancias ecolégicamente eficaces,

frente a compuestos primarios que serian sustancias fisiol6gicamente eficaces.?’

El ordenamiento estrictamente quimico, basado en los principales grupos
funcionales, es la forma méas secuenciada de organizacién. Para un mismo grupo
funcional, ademas de la clasificacion por las cadenas carbonadas presentes, la
separacion de los metabolitos secundarios también se realiza teniendo en cuenta la
prioridad de organizacion de cada tipo de compuesto, la posicidbn del grupo

funcional, su configuracién y la naturaleza de los residuos terminales.38

1.7.1. Alcaloides

Gran familia de méas de 15.000 metabolitos secundarios que tienen en comun
tres caracteristicas: son solubles en agua, contienen al menos un atomo de
nitrégeno en la molécula, y exhiben actividad biol6gica. La mayoria son
heterociclicos, aunque algunos son compuestos nitrogenados alifaticos (no ciclicos)
como la mezcalina o la colchicina, por ejemplo. Se encuentran en el 20%

aproximadamente de las plantas vasculares, la mayoria dicotiledéneas herbaceas.3°

A los valores normales de pH del citosol y de la vacuola (7,2 y 5-6,
respectivamente), el nitrdgeno esta protonado lo cual confiere el caracter basico o
alcalino de estos compuestos en solucion. En humanos, los alcaloides generan
respuestas fisioldgicas y psicologicas la mayoria de ellas consecuencia de su
interaccion con neurotransmisores. A dosis altas, casi todos los alcaloides son muy

toxicos.3°
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1.7.2. Glucosidos cardiotonicos

Son glucésidos heterésidos con actividad sobre musculo cardiaco,
compuestos de una genina esteroidica y azucares. La genina, a su vez, tiene
una lactona que puede ser pentagonal o hexagonal. Cuando la lactona es hexagonal
los glucésidos se conocen como bufadiendlidos, mientras que cuando es
pentagonal se les llama cardendlidos. Presentan ademas propiedades detergentes.
El mas conocido es la digitoxina (representada en la figura ) o su anélogo digoxina,
aislada de Digitalis purpurea y utilizada como medicamento en el tratamiento de la

insuficiencia cardiaca congestiva.*®

1.7.3. Triterpenoides y/o esteroides

Son un gran grupo de productos naturales derivados de precursores Cao.
De los cuales se muestra que existen mas de 100 esqueletos distintos. En esta
clase de productos naturales se incluyen triterpenos, esteroides, limonoides,
qguasinoides triterpenoidales y saponinas esteroideas. La mayoria de los

esqueletos triterpénicos son tetraciclos y pentaciclos.*

Las hormonas esteroides vegetales, conocidas como brasinoesteroides,
controlan el desarrollo de las plantas porque ocasionan el crecimiento celular.
Provienen de una molécula de cadena lineal de Cso de la que derivan todos los
triterpenos ciclicos. Los esteroides que contienen un grupo alcohol, y es el caso de
casi todos los esteroides vegetales, se denominan esteroles. Los mas abundantes
en plantas son el estigmasterol y el sitosterol, que sélo difiere del estigmasterol en

la ausencia del doble enlace entre C22 y C23*!

Los limonoides también son triterpenos, las sustancias amargas de los
citricos que actian como antiherbivoros. Un limonoide de los mas poderosos
repelentes de insectos es la azadiractina que se usa en la industria alimentaria y en

agronomia para el control de plagas.*

1.7.4. Taninos
Los taninos son compuestos fendlicos poliméricos que se unen a proteinas
desnaturalizandolas. El nombre de tanino procede de la antigua practica de utilizar

extractos vegetales para convertir la piel animal en cuero (en el curtido, se unen al
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colageno aumentando su resistencia al calor, al agua y a microorganismos). Existen

dos categorias: taninos condensados y taninos hidrolizables.*!

Los taninos condensados son polimeros de unidades de flavonoides unidas
por enlaces C-C, los cuales no pueden ser hidrolizados, pero si oxidados por un
acido fuerte para rendir antocianidinas. Los taninos hidrolizables son polimeros
heterogéneos que contienen acidos fendlicos, sobre todo acido galico y azucares

simples; son mas pequefios que los condensados y se hidrolizan mas facilmente.*?

Generalmente son toxinas debido a su capacidad de unirse a proteinas.
También actdan como repelentes alimenticios de muchos animales que evitan, en
el caso de los mamiferos, plantas o partes de plantas que contienen altas
concentraciones de taninos. Esto ocurre en los frutos inmaduros en los que se
concentran los taninos en la piel. Sin embargo, los taninos del vino tinto tienen efecto
beneficioso en la salud humana al bloquear la formacién de endotelina-1, una

molécula sefal que provoca vasoconstriccion.*!

1.7.5. Flavonoides

Son compuestos fendlicos constituyentes de la parte no energética de la dieta
humana. Se encuentran en vegetales, semillas, frutas y en bebidas como vino y
cerveza. Se han identificado méas de 5.000 flavonoides diferentes. Los flavonoides
son pigmentos naturales presentes en los vegetales y que protegen al organismo
del dafio producido por agentes oxidantes, como los rayos ultravioletas, la polucién

ambiental, sustancias quimicas presentes en los alimentos.*?

Tienen en su estructura quimica un numero 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. desempefian un
papel esencial en la proteccion frente a los fenomenos de dafio oxidativo, y tienen
efectos terapéuticos en un elevado niumero de patologias, incluyendo la cardiopatia

isquémica, la aterosclerosis o el cancer.*3

Las propiedades acido-base muestran que los radicales flavonoides son

neutros en un medio acido (por debajo de pH 3) y con una carga negativa a pH 7.
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Las repercusiones de la carga negativa son sumamente importantes en la

evaluacion del potencial antioxidante de los flavonoides.**

1.7.6. Quinonas

Las quinonas son una clase de compuestos organicos que se derivan
formalmente de compuestos arométicos (como benceno o naftaleno) mediante la
conversion de un numero par de grupos —CH = en grupos —C (= O) - con cualquier
reordenamiento necesario de enlaces dobles, dando como resultado una estructura
de diona ciclica totalmente conjugada. Este tipo de compuestos incluye algunos
compuestos heterociclicos. El miembro arquetipico de la clase es 1,4-benzoquinona
o ciclohexadienodiona, a menudo llamada simplemente "quinona” (de ahi el nombre
de la clase). Otros ejemplos importantes son 1,2-benzoquinona (orto-quinona), 1,4-
naftoquinona y 9,10-antraquinona. Las antraquinonas son una clase de metabolitos

secundarios vegetales con una funcionalidad p-quinoide en un ndcleo antracénico.*

Las antraquinonas estan ampliamente distribuidas en microorganismos,
plantas, equinodermos e insectos. Las familias vegetales mas ricas en compuestos
antracénicos son las rubiaceas, las ramnaceas y las poligonaceas; y en una menor
proporcion las liliaceas, Xanthorrhoeaceae (antes clasificadas en lilidceas)

leguminosas, bignoniaceas, melastomataceas, droseraceas, vismiaceas.*6

Estas sustancias pueden encontrarse en diferentes partes de la planta como
hojas, tallos, madera y frutos. Se les encuentra principalmente en forma de
glicésidos (por ejemplo, las senidinas y la barbaloina), y en menor proporcion en

forma libre o agliconas (por ejemplo, alizarina y crisofanol).4’

1.7.7. Cumarinas

Las cumarinas constituyen una clase de metabolitos secundarios,
ampliamente distribuidos en el reino vegetal, pudiendo también ser encontrados en
hongos y bacterias. Poseen propiedades antiinflamatorias, antioxidantes,

antialérgicas, hepatoprotectoras, antitrombéticas, antivirales y antimicrobianas.*®

Las cumarinas son derivadas del acido cinamico por ciclizacion de la cadena

lateral del acido o-cumarico. Todas las cumarinas son sustituidas por un grupo
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hidroxila en la posicidon 7, con excepcion de la 1,2-benzopirona. La hidroxi cumarina,
también conocida como umbeliferona es la precursora de las cumarinas 6,7-di-
hidroxiladas y la 6,7,8-tri-hidroxiladas. Estos grupos hidroxilas pueden ser metilados
o glicosilados. Cuando ellas son preniladas en varias posiciones del esqueleto
cumarinico, como en el caso de la prenilaciéon en C-6 o C-8, originando las pirano o
furanocumarinas lineales y angulares respectivamente. Las cumarinas se
encuentran distribuidas predominantemente en angiospermas, siendo las
estructuras mas simples y mas encontradas. Las familias mas citadas en la literatura
por el contenido de cumarinas son: Asteraceae, Rutaceae, Thymeleaceae,

Apiaceae, Oleaceae, Moraceae y Fabaceae.*84°

1.8. Fundamento de técnicas de extraccion

La extraccion es el primer paso para separar el producto natural deseado del
material que utiliza como fuente de estudio. La extraccion con solvente es el método
mas utilizado, ya que la separacion se basa en la transferencia selectiva del
compuesto desde una mezcla sélida o liquida con otros compuestos hacia una fase
liquida (normalmente un disolvente organico). El éxito de la técnica depende
basicamente de la diferencia de solubilidad en el disolvente de extraccion entre el

compuesto deseado y los otros compuestos presentes en la mezcla inicial.®

Las técnicas generales de extraccion de principios activos de las plantas
incluyen maceracion, infusion, percolacion, digestién, decoccién, extraccion
continua (Soxhlet), extraccion acuosa-alcohdlica de fermentacion, extraccién a
contracorriente, extracciéon asistida por microondas, extraccion por ultrasonido
(sonicacion), extraccion de fluido supercritico y técnicas de destilacion (destilacion
de agua, destilacion de vapor, extraccion fitbnica (con solventes
hidrofluorocarbonados). Estas técnicas van a depender de diversos factores para

asegurarse de que la calidad del extracto buscado sea la mejor.®

1.8.1. Eleccion de solventes
La determinacion exitosa de compuestos biologicamente activos del material
vegetal depende en gran medida del tipo de solvente utilizado en el procedimiento

de extraccion.®
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La eleccion del solvente esta influenciada por lo que se pretende extraer. De
la polaridad o la constante dieléctrica. Dado que el producto final contendra trazas
de residuos del solvente, no debe ser tdéxico y no debe interferir con futuros
bioensayos. El principio basico es moler el material vegetal (seco o humedo) mas
fino, que aumenta el area de superficie para la extraccion, lo que también aumenta
la tasa de extraccion. La relacion de solvente 10: 1 (v / w) a peso seco ha sido

utilizado como ideal.>°

Los disolventes mas utilizados para la extraccion de componentes activos

son: agua, etanol, metanol, cloroformo, éter y acetona o combinacién de éstos.>!

Se basa en la ley de que “Lo similar disuelve lo similar” por lo cual, se utilizan
solventes polares para moléculas polares. Los solventes que mas han sido
utilizados son el alcohol metilico y el etilico, por la gran cantidad de componentes
gue se pueden extraer con éstos, el bajo costo y el menor riesgo posible a la salud

por el manejo de estos reactivos.®

1.8.2. Tratamientos previos a la extraccion de principios activos
Antes de empezar el proceso de extraccién, se recomiendan realizar una
serie de acciones que ayudaran a un mejor rendimiento de la extraccién, basandose

en las necesidades de cada espécimen. Las recomendaciones son:

1.8.2.1. Secado

El secado de una planta no es mas que el proceso de extraer la humedad
gue contiene, para evitar que se pudra, enferme o pierda las sustancias activas,
ademas de permitir su almacenamiento por un tiempo determinado antes de su

utilizacion.®

El calor natural es el sistema de secado mas adecuado, y el que da siempre
los mejores resultados. Obviamente, industrialmente con este sistema se obtiene
un rendimiento inferior, ya que se esta limitado a la época veraniega. En este caso
se recurre a secaderos donde la ventilacion, temperatura y humedad pueden ser

regulados y mantenidos a un régimen constante.5?
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El material vegetal puede ser secado también por métodos quimicos, por
ejemplo, con la adicion de Nitrogeno liquido (N2), ya que, gracias a su punto de
ebullicién tan bajo, al contactar al material vegetal, hace que el agua en la planta se
evapore de manera practicamente inmediata. Esto hace que sea un método rapido,
pero poco accesible, debido a su costo y el material adicional necesario para

realizarse.>?

1.8.2.2. Molienda

Este proceso consiste en la separacion del material completo a secciones
mucho mas pequefias, con la finalidad de aumentar el area de contacto del
disolvente utilizado con respecto a la planta molida. Esto mejora el rendimiento del
disolvente y genera un mayor recobro de obtencién de los principios activos
buscados. Este proceso se puede realizar de varias maneras, pero el uso de
molinos especializados es el mas util y recomendable dado a los resultados y
tamafio de particula necesaria ya que estos tamafios son muy pequefios

(nanémetros) y de igual forma, facilita el siguiente paso.®3

1.8.2.3. Tamizado

Es un proceso mecanico en el cual, al hacer pasar el resultado de la molienda
a través de diversos filtros de diferentes tamafios, hace que el producto final sea
practicamente un polvo, de tamafio de particula muy pequefio, en estos casos por
una malla No. 30-40 (<0.5mm). Todo esto a conveniencia de que el disolvente
penetre lo mas posible a la planta procesada y esto aumente la cantidad de

moléculas buscadas en dicho material vegetal.*

1.9. Maceracion

En este proceso, la planta en crudo o en polvo grueso se coloca en un
recipiente tapado con el solvente y se deja reposar a temperatura ambiente durante
un periodo de al menos 3 dias, con agitacion frecuente, hasta que la materia soluble
se ha disuelto. La mezcla luego se cuela, el orujo (el material s6lido humedo) se
presiona y los liquidos combinados se clarifican por filtracién o decantacién. No
dejar a la luz del sol. De existir la presencia de una capa de aire en la parte superior

entre la boca del recipiente y la tapa de este, remover el oxigeno que puede existir

17



en el recipiente con algun gas inerte (Helio, Nitrégeno, etc.) con ayuda de un

evaporador.5!

La principal desventaja es que el proceso puede tomar desde unas horas
hasta varias semanas. La maceracion también puede consumir grandes volumenes
de solvente y puede conducir a la posible pérdida de metabolitos y/o material
vegetal. Ademas, algunos compuestos pueden no extraerse de manera eficiente si
son poco solubles a temperatura ambiente. Aunque, como la extraccion se realiza
a temperatura ambiente, es menos probable que la maceracién conduzca a la
degradacion de los metabolitos termolabiles. La técnica de extraccion se usa en frio,
lo cual facilita que un solvente especifico pueda permanecer sobre una muestra por
un tiempo prolongado, teniendo como ventaja el uso de equipos sencillos sin gasto
de energia y la capacidad de extraer la mayoria de las propiedades del material

vegetal.>!

1.10. Extraccion Asistida por Ultrasonido (UAE)

Esta técnica se basa en la utilizacion de ondas ultrasénicas, las cuales van
de 20 kHz hasta 2000 kHz. El efecto mecanico que se da como resultado de la
interaccidon del medio liquido y las ondas ultrasénicas es una cavitacion acustica,
esta aumenta el contacto entre la superficie del material vegetal y el sistema de
disolventes, ademas de incrementar la permeabilidad de las paredes celulares
(Anexo 1).%4

Las propiedades tanto quimicas como fisicas del material vegetal sometido a
ultrasonido se ven modificadas, ya que rompe la pared celular, ocasionando la
liberaciébn de los compuestos quimicos de interés y mejorando la entrada del

sistema disolvente en las células vegetales.%®

Se considera que el procedimiento es sencillo y el equipo tecnoldgico
necesario es relativamente bajo, por lo que se puede utilizar a diferentes escalas de

extraccion quimica.>®

1.10.1. Ventajas de la Extraccion Asistida por Ultrasonido (UAE)

e Disminucién en los tiempos de extraccion.
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e Menor consumo de disolventes.

e No se utiliza una fuente de calor.

e No se degradan compuestos quimicos de interés debido a Ila
termosensibilidad.

e Ahorro de insumos.>®

1.10.2. Desventajas de la Extraccion Asistida por Ultrasonido (UAE)
e A mas de 20 kHz puede ocasionar un efecto de formacion de radicales libres
en algunos compuestos fitoquimicamente sensibles.

e El equipo utilizado puede no ser accesible para todos debido a su costo.>®

1.10.3. Equipo requerido para la Extraccion Asistida por Ultrasonido
(UAE)

La composicibn mas comun de un equipo de UAE consiste en A) Un
generador de ultrasonido, B) Un transductor y C) Un sonotrodo. Asi como
componentes adicionales, tales como: D) Soporte y E) Base para colocar el

recipiente. Dicha estructura tradicional se puede observar en el Anexo 1.5

1.11. Identificacion preliminar de metabolitos secundarios

La mayoria de las plantas tienen componentes quimicos especificos
definidos para a la que se atribuye su actividad biol6gica. La caracterizacion
cualitativa y cuantitativa del principio activo se realiza haciendo reaccionar los
diferentes resultados obtenidos de, por ejemplo, una cromatografia en capa fina del
extracto obtenido o bien, directamente al extracto, dependiendo del caso, que sera
manifestado con la presencia de un cambio de tonalidad, el cual indicara si el
ensayo es positivo o negativo, dando asi la presencia o ausencia de los grupos

funcionales o especies buscadas.®!

1.11.1. Identificacion de alcaloides

Reactivo de Mayer

Este reactivo precipita la mayoria de los alcaloides en medio acido
favoreciendo la formacioén de precipitados cristalinos de color blanco, cuando el

yoduro de potasio reacciona con el cloruro de mercurio forma un precipitado rojo de

19



yoduro de mercurio, el cual es soluble en exceso de iones de yoduro dando la

formacion de un anién complejo incoloro.®’
Reaccion de Dragendorff

Este reactivo contiene yoduro de bismuto potasio, donde al reaccionar
Bi(NOs3)s con el acido (HCI) y con yoduro de potasio, forma complejos de color

naranja.®’

1.11.2. Identificaciéon de Glucdésidos cardiotdnicos

Prueba de Baljet

Identifica lactonas a, B-insaturadas y se basa en la formacién de un complejo
formado entre el acido picrico y la lactona a, B y y insaturada, que presenta

coloracion rojo claro a oscuro.®’

1.11.3. Identificacién de Triterpenoides y/o esteroides

Prueba de Liebermann-Burchard

Es una reaccion donde el esterol se oxida por la presencia del acido sulftrico
que forma una molécula que contiene un doble enlace adicional. En esta prueba
ocurre la protonacion del grupo OH del esterol habiendo una pérdida de agua y
obteniéndose el i6n carbonio 3,5 colestadieno que constituye la primera parte para

la formacion de color.%8

1.11.4. Identificacién de Taninos

Prueba de gelatina-sal

Se trata de la observacion de un precipitado ya que los taninos tienen la

propiedad de reaccionar con las proteinas formando compuestos insolubles.®’

1.11.5. Identificacion de Flavonoides
Prueba de Shinoda (Zn/HCI)

Reaccion del magnesio en medio acido, que reduce el flavonoide generando

un producto coloreado que va del rojo anaranjado al violeta.°
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1.11.6. Identificacion de Quinonas

Prueba de Borntrager

Se fundamenta en la hidrolisis de los enlaces glicosidicos y se produce una
oxidacion de las antronas y los antranoles hasta antraquinonas generando la

formacién de complejos de color rojo.5°

1.11.7. Identificacion de Cumarinas
Prueba de Erlich

En esta prueba se genera una Lactonizacién del acido cis-O-hidroxicindmico
0 acido cumarinico, determinandose la presencia de grupo furano, la muestra se
disuelve en etanol y se agrega una solucion de p-dimetilaminobenzaldehido, en
etanol y después cloruro de hidrogeno gaseoso, formandose una coloracion

naranja.®0

1.12. Actividad Antioxidante

1.12.1. Antioxidantes

Es cualquier tipo de molécula que tenga la capacidad de retardar o prevenir
la oxidacion mediante la donacién de uno o mas electrones, con lo que busca dar
una estabilizacion a un componente de origen biolégico que se encuentra

desapareado por accién del ataque quimico de alguna especie de radical libre.5?

1.12.2. Caracteristicas de los antioxidantes

Estas moléculas tienen la capacidad de oxidarse de manera casi inmediata,
de este modo detienen o previenen la desencadenacién de una propagacion
oxidativa, la cual, estabiliza el radical generado por la reaccion y provoca también
la regeneracion del antioxidante. Esto ocasiona una disminucion del dafio oxidativo
en el hospedero de la reaccion. Los organismos utilizan un sistema oxidante de
proteccion a nivel fisiolégico y bioquimico. El nivel fisiolégico regula los niveles de
Oz en los tejidos y el nivel bioquimico, la defensa varia entre la utilizacion enzimatica

y la no enzimatica.5?
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1.13. Fenoles totales

Los compuestos fendlicos son una de las clases principales de metabolitos
secundarios que existen en las especies vegetales, llevando a cabo diferentes
funciones en la fisiologia de las plantas, las cuales van desde el crecimiento, la
reproduccion de las plantas y también formar parte de los procesos de proteccion
inmunolégica de las especies vegetales. En los ultimos afios han cobrado
importancia debido a las propiedades antioxidantes que se le atribuyen a este tipo

de compuestos, siendo coadyuvantes en los procesos de salud de los humanos.®?

La concentracion de estos compuestos varia respecto a cada tipo de especie
vegetal, variedad y seccién de la planta a considerar (Fruto, tallo, raiz, brote, hojas),
la exposicion a la luz, entorno de desarrollo, procesamiento del cultivo, hasta las

condiciones de almacenado.3:64

Se basa en una propiedad quimica de los compuestos fendlicos, estos al
encontrarse a un pH basico en presencia del reactivo Folin-Ciocalteu, se produce
una coloracion azul que es espectrofotométricamente medible a un ancho de banda
de 765 nm.®3

El reactivo esté constituido por una mezcla de molibdato sédico y wolframato
sédico en &cido fosforico, estos reaccionan con los compuestos fendlicos de las
muestras. Se forma un acido fosfomolibdotingstico (Debido a las sales en medio
acido), con una coloracién amarillenta, esta coloracién se ve reducida por la
presencia de los grupos fendlicos, se ve formado un complejo azul intenso. Dicha
intensidad es la que se mide con ayuda del espectrofotobmetro para conocer el

contenido fendlico de la muestra de interés (Anexo 2).6364

La reaccidén que ocurre es de tipo redox, por esto, también se puede tomar
como un método para medir la actividad antioxidante total. La oxidacién de los
compuestos fenolicos en las diferentes muestras ocasiona la aparicion de una
coloracién azul a un maximo de absorbancia de 765 nm y que se mide con ayuda
de un espectrofotdbmetro, la cual estd basada en una recta patrén de un reactivo
patrén, siendo el acido galico el patron mas utilizado. Este método es por demas

sensible y preciso.55
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1.14. Flavonoides totales

Esta reaccion estd basada en la formacion de complejos entre los flavonoides
y el Cloruro de Aluminio. Este mecanismo esta fundamentado en la formacion de
dichos complejos estables en el carbono 4 y los grupos hidroxilos del carbono

numero 3y 5 de los flavonoles y flavonas.%®

La cantidad total de flavonoides se mide con ayuda de un reactivo patron, en
este caso el mas utilizado es la Quercetina, esta al ponerse en contacto Nitrito de
Sodio (NaNOg2), Cloruro de Aluminio (AICls) e Hidroxido de Sodio (NaOH) se produce
la formacion de un complejo entre las moléculas de Aluminio y los flavonoides

correspondiente (Anexo 2). La absorbancia se mide a los 510 nm.67:68

1.15. Taninos condensados

Este es un método conocido como el de la vainillina. Dicho método es muy
utilizado para cuantificar los taninos condensados (Proantocianidinas) en diversas
especies vegetales. Esta prueba es especifica para el flavan-3-ol, dihidrocalconas
y proantocianidinas que poseen una union simple en la posicion 2,3 y que ademas

tienen grupos funcionales metahidroxi libres en el anillo B.°

La catequina es un ejemplo del monémero flavan-3-ol y es el estandar mas
utilizado para este tipo de ensayos. Se basa en la reaccion de condensacién que
sufre la vainillina con las proantocianidinas en soluciones con pH &cido. La vainillina
sufre una reaccion con el anillo del flavonoide en la posicibn 6 o 8, dando un
producto intermedio, el cual se deshidrata facilmente para pasar de una tonalidad

rosa claro a un rojo intenso (Anexo 2).7°

Este ensayo debe realizarse en la oscuridad y a temperaturas controladas,
ya que esto asegurara que los resultados sean exactos, repetibles y reproducibles.

Las lecturas espectrofotométricas se realizan a una longitud de onda de 500 nm."*
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1.16. Determinacion de capacidad antioxidante total mediante la
metodologia de DDPH

Para evaluar actividad antioxidante se recurre a diferentes métodos, siendo
uno de los més populares, donde se utiliza un radical libre de nombre 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo mejor conocido por las siglas DPPH. Este determina las actividades
de captura de material radicalario, en presencia de una sustancia antioxidante,

midiendo el potencial de inactivaciéon de dicho radical en medio liquido.”?

El fundamento del método radica en la reduccion de la absorbancia. Esta se
mide a 480 nm del radical DPPH* por accién de la presencia de antioxidante. Se
basa en la medida de absorbancia del radical DPPH* disuelto en metanol a una
longitud de onda de 480 nm (Anexo 2). Se aflade 0.1 ml de la muestra o del reactivo
patrén a la mezcla es homogenizada y se mantiene en la oscuridad por 30 min. Se
miden las absorbancias antes de agregar la muestra (Ao) y a los 30 y 60 minutos

transcurridos (A).”3

Se calcula la concentracion de DPPH* gracias a una curva de calibracion que
es obtenida por regresién lineal. Estos resultados se deben expresar en TEAC, es
decir, la actividad equivalente al Trolox (mg de muestra peso fresco). El reactivo
antioxidante sintético utilizado por excelencia es el Trolox, en una concentracion
gue debe estar entre 0,08-1,28 mM en una solucion metandlica al 80%. Se deben

ensayar en iguales condiciones. Los resultados se expresan en TAEC.”3

1.17. Cromatografia de gases Acoplada a Masas (GC/MS)

La cromatografia de gases (GC) se basa en la separacion de analitos entre
una fase movil gaseosa y una fase estacionaria. En primera instancia, se coloca la
muestra en un inyector, el cual ingresa la muestra en forma de spray y se combina
con un gas portador, que generalmente se trata de Helio, este acarrea la muestra
dentro de una columna capilar recubierta de compuestos de silice, esta columna se
encuentra dentro de un horno a una temperatura determinada, la cual debe de estar
entre 200°C y 400°C, ya que, en este rango de temperatura se encuentran los

compuestos semivolatiles y volatiles. Las variaciones en temperatura se conocen
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como “rampas de temperatura” que tienen como funcion dividir la temperatura en

rangos para asegurar la separacion de los componentes de manera correcta.’

Dependiendo de la polaridad de los compuestos presentes en la muestra de
interés, sera mayor o menor el tiempo de retencidon de estos compuestos en la
columna de silice. Es decir, entre mayor afinidad tengan los compuestos por la
columna, mayor sera el tiempo que se tarden en llegar a la zona de la fuente de

ionizacion.”

El analito puede ser térmicamente ionizado por campo eléctrico o por impacto
energético de electrones, iones o protones, que es el principio en el que se basa el
detector que se usara, es un meétodo de ionizacion en el que los electrones
energeéticos interactdan con los &tomos o moléculas de fase sélida o gaseosa para
producir iones. En este proceso, un electrén de la molécula de analito se expulsa
durante el proceso de colision para convertir la molécula en un ion positivo con un

numero impar de electrones.’®’7

Una vez fragmentada la molécula en iones, este pasa a un filtro, en este caso,
siendo un cuadrupolo que separa los iones por su relacion carga-masa, estos pasan
al detector que interpreta las sefiales obtenidas, dando como resultado una sefial
que se transforma para expresarse en una relacion de abundancia con respecto al
tiempo. Las sefales obtenidas se comparan con bases de datos para asi poder

tener una referencia de los compuestos que se han encontrado.”®

1.18. Hongos de estudio

1.18.1. Thricoderma harzianum

Es un hongo muy comun del suelo, también se encuentra en troncos caidos
y estiércol, pertenece a la subdivision Deuteromicete. Es utilizado en la agricultura
como agente de control biolégico debido a sus propiedades como biopesticida,
biofertilizante y bioestimulante. Existen varias especies del Thricoderma con
muchas caracteristicas que diferencian, poseen facilidades para colonizar las raices
de las plantas, Thricoderma ha desarrollado mecanismos para atacar y parasitar a
otros hongos y asi, aprovechar una fuente nutricional adicional. Este hongo no es

dafino si se presenta, al contrario, contribuye al bienestar de la planta donde se
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localice. Se utilizara este hongo a manera de referencia, para verificar si el accionar
fungicida del extracto funciona tanto en hongos patégenos, como en los que no lo

son.”®

Las caracteristicas macroscépicas de la colonia con 7 dias de desarrollo son:
Radio de 5-6 cm, de apariencia aterciopelada, micelio blanquecino y con el tiempo
se torna verdoso. Se pueden formar anillos concéntricos, caracteristicos de dicha
especie. A nivel microscopico, este hongo se caracteriza por varias cosas
especificas, como: Los conidiéforos presentan una ramificacion piramidal, una
ramificacion principal alargada. Las fialides presentan forma de botella con un centro
mas ancho hasta el final formando una especie de cuello. Las partes del hongo

observadas muestran una ligera tonalidad azulosa traslucida (Anexo 3).2°

1.18.2. Fusarium spp.

Este es un género extenso de hongos caracterizados por su crecimiento
filamentoso. Se encuentran ampliamente distribuidos por suelos y plantas. Tienen
como caracteristica particular la forma de sus esporas, las cuales son facilmente
reconocibles al observarse en el microscopio, ya que tienen una forma de arco o
media luna. Mayormente, las especies de estos hongos son saprofitos, algunas
pueden producir micotoxinas que pueden llegar a afectar a la salud de los

hospederos, ya sean animales, plantas o seres humanos.8!

Son patdgenos facultativos, pueden sobrevivir en agua y suelo en
descomposicion. Producen varios tipos de toxinas, que pueden ser: fumonisinas o
tricotecenos. Las cuales pueden provocar diversas enfermedades, como:

Queratomicosis, infecciones cutaneas u onicomicosis.8?

El principal tipo de producto agricola que se ve afectado por estos agentes
fungicos son los cereales, tales como: La cebada, el trigo y el maiz. Aunque la
patogenicidad de esta especie de hongos no es tan preocupante, ya que toda esta
relacionada solo a afecciones cutaneas superficiales, es importante su tratamiento
y erradicacion, ya que los sintomas relacionados a esta son muy molestos y

dolorosos para quien lo padece.?'82
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Microscépicamente hablando, Fusarium spp. es facilmente reconocible, ya
que sSus estructuras presentan caracteristicas muy especiales, como: Las
microconidios presentan una curvatura muy singular, parecida a un platano, suelen
presentar de 5-10 septos y se normalmente se observar conidiéforos ramificados.

Las clamidosporas presentan una forma oval, globosa y por lo regular estan
indiscriminadamente ubicadas alrededor del campo de observacion. De igual
manera, las caracteristicas macroscopicas del desarrollo de la colonia suelen ser
inicialmente blancas, con un radio de 4-7 cm. De texturas algodonosas, densas y
de una coloracidn inicial rojiza. En PDA el micelio suele tener una coloracion que va

de lo amarillento a tonalidades naranjas (Anexo 3).83

1.18.3. Aspergillus spp.

Género de alrededor de seiscientos hongos. Se pueden clasificar en dos
formas morfologicas basicas: las levaduras y las hifas. Aspergillus es un hongo
filamentoso (compuesto de cadenas de células, llamadas hifas). El habitat natural
de las especies de Aspergillus son el heno y el compostaje. Dentro del tipo de hifas
se encuentran las no pigmentadas, que reciben el nombre de hialohifomicetos. A su
vez tiene dos formas de presentacion: una saprofitica, en que aparece como un
hongo con hifas septadas del que surgen los conidi6foros, los cuales a su vez tienen
una ampliacion: la cabeza aspergilar de la que surgen unas estructuras de forma
ampular, que son las fidlides, de las que surgiran las estructuras reproductivas

(también llamados propagulos), y que reciben el nombre de fialoconidias.?

Las caracteristicas macroscoépicas de este agente fungico son: Un micelio
algodonoso de crecimiento rapido y después de un lapso corto de tiempo se torna
a una coloracion verdosa-amarillenta. Posee una textura gruesa y pulverulenta.
Microscopicamente hablando, se caracteriza por tener cabezuelas radiadas en
diferentes direcciones, cubren toda la vesicula y generalmente son biseriadas, pero
es posible observar unas cuentas uniseriadas. Tienen conidiéforos de tamafio
variable, hialinos y rugosos, principalmente cerca de la vesicula. Las conidias son

globosas a subglobosas equinuladas, de color verde palido (Anexo 3).8586
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1.18.3.1. Micotoxinas

Son sustancias quimicas producidas por hongos, que pueden causar
enfermedades y muerte, tanto a hombres como a animales. Las micotoxinas son
metabolitos fungicos secundarios, formados por una serie de reacciones
consecutivas, catalizadas a partir de intermediarios bioquimicamente simples del
metabolismo primario; por ejemplo: acetato, mebolato, malonato y ciertos
aminoécidos. La produccion de micotoxinas esta asociada al proceso de
esporulacion del hongo, estrechamente relacionado con las condiciones

ambientales y la concentracién de nutrientes en el medio.®’

Las enfermedades que causan las micotoxinas son conocidas con el nombre
de micotoxicosis. En altas concentraciones, las micotoxinas pueden producir
sindromes agudos de enfermedad, en tanto que a niveles bajos son carcinogénicos,
mutagénicos, teratogénicos producen alteraciones mitéticas, interfieren con el
desarrollo fetal y pueden reducir la tasa de crecimiento en animales jovenes,
Ademas, alteran la respuesta inmunolégica, haciendo a los animales mas
susceptibles a infecciones. Afectan, entre otros 6rganos y sistemas blanco, al

higado, el rifién, el sistema nervioso, endocrino e inmune.®’

1.18.3.2. Aflatoxinas

Micotoxinas producidas por cepas toxigénicas de los hongos Aspergillus
flavus y Aspergillus parasiticus. Estas sustancias son altamente cancerigenas,
producen toxicidad y cancer de higado. Se han detectado en diferentes cultivos en
el campo, cosecha, transporte y almacenamiento en el hogar. El mani y el maiz son
productos que se contaminan con facilidad. Las aflatoxinas suelen designarse con
letras, que se refieren a una caracteristica fisica o de otro tipo del compuesto, por
ejemplo, las B1 y B2 presentan fluorescencia azul y las G1 y G2, fluorescencia verde
cuando se exponen a radiacion ultravioleta de onda larga. Las cepas toxicégenas
de Aspergillus flavus generalmente producen solo aflatoxina B1 y B2, mientras que
las cepas toxicogenas de Aspergillus parasiticus, producen aflatoxinas Bi, Bz, G1y
Go.%7
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Las aflatoxinas ingeridas, que se absorben por el tracto gastrointestinal, son
metabdlicamente activadas o detoxificadas en las células de la mucosa intestinal y
en el higado, donde sufren una biotransformacion por medio de procesos de
epoxidacion, hidroxilacién, o desmetilacion, conjugacion y procesos espontaneos.
La contaminacion de alimentos con aflatoxinas es un problema de salud publica

mundial.8’

Las pruebas de actividad biol6gica permiten conocer el potencial que pueden
presentar las especies vegetales, ya sea, en forma de material crudo, extractos,
infusiones, tinturas entre otras; asi como también compuestos puros utiles en el
area farmacéutica. Debido a la amplia variedad de compuestos que contienen las
plantas es importante examinar las fuentes naturales, con el fin de establecer la

presencia de compuestos biolégicamente activos o su posible toxicidad.8

1.19. Determinacién de la actividad antifungica

La finalidad de este tipo de ensayos es conocer el efecto que se da como
resultado de la interaccidén del extracto de interés con los hongos de estudio, es
decir, verificar en que forma afecta la presencia de los extractos a los hongos, en
caso de existir algun tipo de diferencias en el crecimiento de un cultivo de la especie

fingica de estudio que se da con y sin la presencia de los extractos.8?

Los principales tipos de estudios para conocer esta actividad antifingica son
los cuantitativos y cualitativos. Los cuantitativos son aquellos que sirven para
realizar una determinacioén de la Concentracion Minima Inhibitoria (CIM), en este
tipo de estudios se busca conocer la concentracidn necesaria para evitar el
crecimiento del cultivo fungico en un determinado lapso de tiempo in vitro

previamente estandarizado.®®

El método cualitativo se conoce como “Difusion de Agar’. Este ensayo
basicamente lo que proporciona es una dilucidacion casi inmediata para saber si el
fitopatdgeno de interés es susceptible o0 no a el extracto o sustancia con la que se
ponga a prueba. Este es el método mas popular a todos los niveles de estudios
microbiolégicos, debido al poco tiempo que lleva su elaboracion y el tipo de

informacién de susceptibilidad proporciona.®!
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1.19.1. Método de Difusion en Agar (Kirby-Bauer)

Método cualitativo, es caracterizado por su facilidad para ser estandarizado
y por ser indicado para microorganismos de manejo simple, crecimiento no tan
exigente y rapido. El estudio debe arrancar con una muestra del fitopatdgeno
fangico en estado puro, por lo cual, primeramente, se debe de realizar un
aislamiento en placa con un medio de crecimiento adecuado para las necesidades

del organismo, en este caso PDA.%?

Este método consiste basicamente en que se debe agregar en la parte
superficial de una placa de agar PDA previamente inoculada con el fitopatdgeno de
interés, discos de papel filtro impregnados con los diferentes extractos o sustancias
de estudio. En cuanto el disco es impregnado, se debe colocar en la superficie del
agar, esto forma un gradiente de concentracion. Después de un lapso de 18-24
horas de incubacion, los discos estaran o no rodeados de un halo de inhibicion de

crecimiento (Anexo 3).%

1.20. Justificacion

Debido entonces a la necesidad de tener en el mercado alternativas de menor
impacto ecoldgico, asi como de la busqueda de nuevas alternativas de origen
natural en el tratamiento de plagas fungicas, es importante el estudio de extractos
de origen natural, los cuales no sélo aminoren la presencia de los agentes

fitopatogénicos de interés, sino que también sean de menor impacto ecoldgico.

El vacio en la informacion sobre el potencial antifUngico, antioxidante de la
Asphodellus fistulosus y el laxo estudio de la caracterizacion quimica de los
fitocompuestos de dicha planta, hacen viable la realizacion de este estudio, ademas
de necesario. A causa de que los beneficios que esto podria conllevar si el extracto
hidroalcohdlico consiguiera dichos objetivos sin manifestar algin otro tipo de
problema, representarian una opcion viable para erradicar los hongos patdégenos

Aspergillus spp. y la disminucion del uso de fungicidas sintéticos.

Varias serian las ventajas o beneficios del éxito de este extracto, como: la

disminucién de hongos que representan un peligro muy grande a la salud publica,
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menor impacto ambiental por el uso de este extracto, un fungicida natural de bajo

costo y la disminucion de la perdida de cultivos debido a los hongos Aspergillus spp.

La planta A. fistulosus, fue selecciona para ser estudiada y obtener los
extractos que seran evaluados para conocer la composicion quimica y la evaluaciéon

de dicho extracto para conocer su accion biologica antifingica y antioxidante.

Los factores necesarios para el desarrollo adecuado de la planta A. fistulosus
concuerdan con las caracteristicas ambientales del estado de Zacatecas, ya que es
un clima desértico o semidesértico, humedad ambiental y la temperatura favorable
para su crecimiento, ademas de su posicion geogréfica, ya que la altura del estado

es importante.

Existe s6lo un estudio que reporta una caracterizacion quimica de la A.
fistulosus de titulo “Chemistry Of Asphodellus Fistulosus®, en dicho articulo
trabajaron sélo con las partes areas de la planta y el extracto fue metandlico.
Lograron identificar seis antraquinonas; Asphodelin, Asphodelin 10'-antron,
aloesaponarina Il, aloe-emodina, crisoptanol y desoxyeritrolaccina. Ademas de dos
flavonoides: crisoeriol y luteolina. Se identificaron por ensayos fitoquimicos, UV-Vis,
IRy H-NMR.%*®

No se encontré informacion acerca de su potencial antifingico, ni
antoxidante. Existen también reportes de estudios realizados para conocer su

utilidad en biorremediacion en sitios contaminados por pasivos mineros.16:17

La planta es invasora y crece de manera silvestre, no necesita de cuidados
especiales para su reproduccion o su manutencion, se considera ser una especie
indeseable, ya que crece sobre especies de importancia como el agave o el maguey
y es considerada como maleza en estos casos. Dicha planta, no es nativa del estado
de Zacatecas, pero se ha adaptado al clima de la regién y crece de manera
abundante en el estado por lo cual, el trabajar con una especie de crecimiento
regional en el lugar de residencia de la investigacion, representa varias ventajas en
la logistica del estudio. La A. fistulosus, no es una especie de intereses, no tiene un

valor comercial, no representa un riego el tener un conflicto de interés con
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productores o0 personas que se vean beneficiadas econdmicamente por dicha

planta.

1.21. Hipétesis

El extracto hidroalcohdlico de la A. fistulosus presenta actividad antifungica y

antioxidante debido a la presencia de fitoquimicos tales como las antraquinonas y

los flavonoides.

1.22. Objetivos

1.22.1. Objetivo General
Realizar el analisis fitoquimico del extracto hidroalcohdlico de Asphodellus

fistulosus L y evaluar su actividad biologica y antifingica.

1.22.2. Objetivos especificos

Colectar los especimenes de Asphodellus fistulosus L y su
georreferenciacion en el sitio de estudio.

Estandarizar la metodologia de extraccion de los metabolitos de la A.
fistulosus.

Obtener el extracto hidroalcohdlico de A. fistulosus

Realizar el analisis preliminar fitoquimico del extracto hidroalcohdlico de
Asphodellus fistulosus L

Caracterizar los metabolitos secundarios del extracto hidroalcohdlico de
Asphodellus fistulosus L

Estudiar la actividad biologica de Asphodellus fistulosus L mediante la
evaluacién antioxidante del extracto hidroalcohdlico de A. fistulosus
Evaluar la actividad antifungica del extracto hidroalcohdlico de
Asphodellus fistulosus L frente a dos especies de hongos Thricoderma

harzianum, Aspergillus spp y Fusarium spp.

Il. Material y Métodos

2.1. Material vegetal

Se colectaron un total de ocho plantas de A. fistulosus, de las cuales se

obtuvieron del Campus UAZ siglo XXI, ubicado en Zacatecas, Zac. Con un limite
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norte, aproximadamente cinco metros al norte de la orilla de la carretera, 10 m al
oeste del acceso principal. Con presencia de Vegetacion secundaria en superficie
ocupada anteriormente por matorral xerofilo. La A. fistulosus es una hierba perenne,
de aproximadamente 60 cm de altura, color verde brillante, en fructificacion, flores
escasas, color blanco con una linea café rojizo y abundante. Correspondientes a las
coordenadas 22°- 46”- 7.2” Norte, 102°-38"-36.1” Este, con una altitud de 2329

msnm. %4

La colecta se realizo el 31 de agosto de 2020 y los pasos que se siguieron

para la recoleccion fueron los siguientes:

e Se recorrid toda la zona del Campus XXI.

e Se registraron cada uno de los puntos de crecimiento con un GPS (eTrex-20.
GARMIN).

e Se hizo un segundo recorrido por el area en una fecha posterior y se
seleccionaron 8 especimenes de estudio.

e Se removio el terreno y se sacaron cada una de las plantas de interés por
completo y se envolvieron en papel periddico de manera individual.

e Cinco plantas se destinaron a ser procesadas y dos se analizaron para
estudiaron para asegurarse de que se tratara de la planta de interés y la

planta restante se almacend en caso de necesitarse.%

2.2. Secado de la Asphodellus fistulosus
Una vez que las plantas se llevaron al laboratorio, se procedié a realizar las

siguientes acciones:

e Se limpid y enjuag6 cada una de las plantas por completo.

e Se realiz6 una divisién de la planta en tallos, frutos y raices.

e Se peso6 cada una de las divisiones obtenidas y se pusieron en interaccion
con N2. Se pesé nuevamente cada fraccion para asegurarse de que cada
parte tuvo una diferencia de alrededor del 70% de peso, lo cual indica que
esta fraccion ya se encontraba seca.

e Se tritur6 cada fraccion en un mortero y un molino (Hamilton 80335R)
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e Se almacenaron los restos de las plantas a -67°C (Revco 88000).5:

2.3. Obtencion de los extractos de plantas
Para obtener cada uno de los extractos se llevaron a cabo los siguientes

pasos:

e Se pesaron 3.5 g de material vegetal en una balanza analitica (VELAB VE-
204B)

e Se agregaron 31.5 mL de la solucién extractora de Metanol (JT. Baker): Agua
(HYCEL): Acido Formico (JT. Baker). Con relacién de 80:18:2, se homogeniz6
en un vortex (Labnet, VX100) y se macero por 7 dias.

e En un sonicador (GEX, 130PB) se coloc6 la muestra a 14 KHz por 2 minutos.

eSe filtr6 (Whatman No. 40) y se depositaron en recipientes ambar. Se

almacenaron a 4°C.%

2.4. Pruebas cualitativas de perfil quimico

El perfil quimico de los extractos se obtuvo de acuerdo con lo descrito por los
Métodos de Investigacion Fitoquimica tradicionales, en tubos de ensayo 10 mL,
siendo un total de 22 pruebas, cada una repetida por quintuplicado, las cuales se

describen a continuacion.®®

2.4.1. Prueba con KMnOaspara detectar insaturaciones
Se tomaron de 3 a 4 gotas del extracto alcohdlico y se agregaron 2 gotas de
KMnOs4 (SIGMA®) al 2 % en agua. La prueba fue positiva ya que hubo una

decoloracion o formacion de precipitado café (formacién de didxido de magnesio). 3¢
96

2.4.2. Prueba de Salkowski para detectar esteroles y triterpenos
Se tomaron de 3 a 4 gotas del extracto alcohdlico y se agregé 1 mL H2SOa4
(JT. Baker®). La prueba fue positiva para esteroles o metilesteroles ya que hubo la

colores amarillo o rojo.36 %
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2.4.3. Prueba detectar cumarinas
Se tomaron de 3 a 4 gotas del extracto alcohdlico se disolvieron en NaOH
(JT. Baker®) al 10 %. La prueba fue positiva cuando se desarrollé una coloracion

amarilla que se elimina al acidular la mezcla.36 %

2.4.4. Prueba con FeCls para detectar oxidrilos fendlicos (taninos
vegetales)

Se agregaron de 3 a 4 gotas del extracto alcohdlico y se resuspendieron en
1 ml de agua y se afiadieron unas gotas de FeCls (SIGMA®) al 12.5 % en agua. La

prueba fue positiva cuando se formé un precipitado rojo, azul-violeta o verde.36 %

2.4.5. Prueba para detectar florataninos
Se pusieron a ebullicion 0.1 ml de muestra del extracto en solucion alcohdlica
mas 2 ml de HCI (SIGMA®) al 1%. La presencia de un precipitado rojo indica que la

prueba fue positiva.36: %

2.4.6. Prueba para detectar lactonas
Se tomaron de 3 a 4 gotas del extracto alcohdlico y se agregaron 3 gotas de
NaOH 10%. El color amarillo o anaranjado se pierde al agregar unas gotas de HCI

lo que indic6 la presencia de un anillo lacténico.36: %

2.4.7. Prueba de Shinoda para detectar flavonoides

En un tubo de ensaye se agregaron de 3 a 4 gotas del extracto alcohdlico, se
afiadi6 limadura de magnesio (0.5 g) y tres gotas de HCI concentrado. La presencia
de flavonoides fue positiva al desarrollarse coloracién anaranjada, roja, rosa, azul y

violeta.36. 96

2.4.8. Prueba con amoniaco para detectar flavonoides
Se agregaron 0.25 ml de NHz (JT. Baker®) a 0.25 ml de la muestra en solucion
alcohdlica. Se afiadieron adicionalmente 0.1 ml de H2SOa. (JT. Baker®). La aparicion

de un color amarillo indicé que la prueba fue positiva.36: 9
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2.4.9. Prueba de Acido sulfurico para flavonoles, flavonas, chalconas, y
guinonas

Se disolvieron 1 ml de muestra en 2-3 gotas de H2SOg4, la prueba fue positiva
al existir un cambio de coloracion. Si es amarilla, es positivo para flavonoides,
naranja-guinda para flavonas, rojo-azuloso es positivo a chalconas y rojo-parpura

positivo para quinona.36: %

2.4.10. Prueba de agitacion para saponinas

Se tomaron de 3 a 4 gotas del extracto alcohdlico y se disolvieron con agua
en un tubo de ensayo, se agitd vigorosamente durante 3-5 minutos. La formacién
de espuma con apariencia de panal de abeja por 30 minutos, se considera una

prueba positiva.36 %6

2.4.11. Prueba para saponinas con Bicarbonato de Sodio

Se preparo una solucion de bicarbonato de sodio al 10%. Se tomaron de 3 a
4 gotas del extracto alcohdlico y se agregaron de 2-3 gotas de H2SOa4 concentrado.
Se agitd ligeramente y se agregaron 2-3 gotas de la solucién de bicarbonato de
sodio (SIGMA®) La aparicion de burbujas y la permanencia de estas por al menos 1

minuto, indicé la presencia de saponinas.36 %

2.4.12. Prueba de Salkowski para saponinas
Se disolvieron de 2-3 gotas de la muestra en 0.5 ml de cloroformo (JT.
Baker®). Se le agregaron 0.5 ml de H2SOa4. La apariciéon de un color rojo indicé que

la prueba fue positiva.36: %

2.4.13. Prueba de Baljet para Sesquiterpelactonas

Se agregaron 3-4 gotas del reactivo de Baljet, compuesto por la solucion A
(Ac. Picrico 1% etanol, SIGMA®) y solucion B (NaOH 10% en agua) a 2-3 gotas de
la muestra en solucion alcoholica. La aparicion de una coloracion naranja-rojo

oscuro indica que la prueba fue positiva.36: 9

2.4.14. Prueba de aromaticidad
Se preparo una mezcla de 1 ml de H2SO4 con una gota de formaldehido
(SIGMA®). Se anadieron 1-5 gotas de muestra en solucién alcohdlica y se agreg6
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una gota de la mezcla anterior. La prueba fue positiva si existe la aparicion de un

color roja-violeta.36 %

2.4.15. Prueba de Liebermann-Burchard para esteroles y triterpenos

Se agregd 1 ml de muestra alcohdlica y de 3-4 gotas de reactivo de
Liebermann-Burchard (10 gotas de Anhidrido acético, JT. Baker® y 2 gotas de
H2S04). La formacion de un color azul, verde, rojo, anaranjado, indico que la prueba

fue positiva. Estas coloraciones cambian con respecto al tiempo.36: %

2.4.16. Prueba para detectar antocianinas
A 0.1 ml de la muestra del extracto en solucion alcohdlica se agregaron 0.5
de HCI al 10%. Se pusieron a ebullicion en bafio maria. La aparicion de un color

rosa palido indic6 que la prueba fue positiva.36 %6

2.4.17. Prueba para detectar alcaloides
Se agregaron 0.4 mL de reactivo de Mayer (HgClz, JT. Baker® y Kl, JT.
Baker®) a 0.2 mL del extracto de estudio. La aparicién de una coloracién amarillenta

con presencia de precipitados indicé que la prueba fue positiva.36: %

2.4.18. Prueba para detectar terpenoides

A 0.5 ml de la muestra del extracto en solucién alcohdlica se le agregan 0.4
ml de cloroformo, después se le afiadieron 0.4 ml de H2SOs4. Se agregaron
lentamente y por las paredes del tubo de ensayo, ya que la reacciéon puede ser
violenta. La aparicién de un color marron rojizo en la interfaz indicé que la prueba

fue positiva.36: %

2.4.19. Prueba para detectar esteroides

Se afiadi6 1 ml de Acido acético (SIMGA®) concentrado a 0.25 ml de la
muestra del extracto en solucion alcoholica. Adicionalmente, se agregé 1 ml de
H2SOa. La aparicion de un color azul-violeta a verde, indicé que la prueba fue

positiva.36: %6

2.5. Mediciones de pH
El método para realizar las mediciones de pH a cada uno de las fracciones

de la Asphodellus fistulosus se realizo llevando a cabo los siguientes pasos:
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e Se calibro el Potencidbmetro (Orion, Star A211) con soluciones de pH= 4,7y
10.

e Se limpio el electrodo con agua destilada y se sec6 con ayuda de un papel.

¢ Se midi6 cada una de las muestras, limpiando el electrodo entre cada una de
ellas.

e Al finalizar las mediciones se limpi6 el electrodo y se coloco en una solucién

estabilizadora.®’

2.6. Determinacion de capacidad antioxidante

2.7. Capacidad antioxidante por método FRAP
Para la realizacion de esta prueba, se debe preparar una solucién de Buffer

de acetatos. Los pasos para esta preparacion se enlistan a continuacion:

e Se pesaron 1.8 g de acetato de sodio anhidrido (SIGMA).
e Se pesaron 3.1 g de acetato de sodio (SIGMA).
e Se agregaron 16 ml de acido acético (SIGMA).

e Se aforé con agua destilada (JT. Baker).%8

2.7.1. Preparacion de reactivos para el ensayo de FRAP

La preparacion de cada solucion se encuentra en el Anexo 4.%8

2.7.2. Preparacion de la curva de calibraciéon para FRAP

Las condiciones de la curva de calibracion se encuentran en el Anexo 5.9

2.7.3. Procedimiento para las lecturas en el espectrofotdmetro para
FRAP
Para realizar las lecturas en el espectrofotdmetro se siguieron los pasos de

a continuacion:
e Se colocaron 20 pl del estandar o extracto en un tubo eppendorf.
e Se agregaron 250 pl del reactivo FRAP.
e Se dejo6 reposar por 30 min.

e Se leyeron las absorbancias a A= 630 nm (BioRad Benchmark Plus®).
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DPPH

Se realizaron los procedimientos por triplicado.

Se expresan los resultados en Trolox equivalente en mmol o mg Eq/100 g de
peso fresco o por porcentaje de inhibicion.

Calcular la concentracion.

Se multiplica por el peso de la muestra para sacar el calculo x/100.%
Férmula 1

mg Eq Trolox
—— = (X)(P.M.)(V.E)
g peso seco

X: [mg/ml] del extracto.
P.M.: Peso de la muestra vegetal.

V.E.: Volumen obtenido del extracto.%

2.8. Capacidad antioxidante por método DPPH
2.8.1. Preparacion del reactivo DPPH

Para obtener un reactivo DPPH (SIGMA) revisar el Anexo 4.%°

2.8.2. Preparacion de la curva de calibracién para DPPH

Las condiciones de la curva de calibracion se encuentran en el Anexo 5.9°

2.8.3. Procedimiento para las lecturas en el espectrofotémetro para

Para realizar la lectura de DPPH se siguieron los pasos mostrados a

continuacion:

Se colocaron en un tubo eppendorf 280 ul de DPPH.

Se agregaron 30 pl del extracto o del estandar.

Se dejo reposar por 30 minutos.

Se leyeron las absorbancias a A= 480 nm (BioRad Benchmark Plus®).
Los procedimientos se realizaron por triplicado.

La preparacion de DPPH se hizo al momento de uso.

Absorbancias de 1.00 o lo mas cercano a 1.

Si es > la absorbancia, se diluyé con metanol.

Si es < |la absorbancia, se agrego reactivo.
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e Se mide el % de inhibicion.®®

Formula

Seguir la formula 1.

2.9. Fenoles totales
2.9.1. Preparacion de reactivos
Para conocer las condiciones de las soluciones, consultar el Anexo 4.190

2.9.2. Preparacion de la curva de calibracion para fenoles totales

Las condiciones de la curva de calibracion se encuentran en el Anexo 5.190

2.9.3. Procedimiento para las lecturas en el espectrofotdmetro para
fenoles totales
Los pasos para las lecturas de fenoles totales son los siguientes:
e Se colocaron en un tubo eppendorf 30 ul del extracto o del estandar.
e Se agregaron 120 pl del Na2COs (SIGMA).
e Se adicionaron 150 pl del Folin.
e Se cubrieron los tubos con papel aluminio y dejaron reposar por 2 hr.

e Se leyeron absorbancias a A= 765 nm (BioRad Benchmark Plus®).1%0

2.10. Flavonoides totales

2.10.1. Preparacion de reactivos

La preparacion de estas soluciones se puede consultar en el Anexo 4.1

2.10.2. Preparacion de la curva de calibraciéon para flavonoides totales

Las condiciones de la curva de calibraciéon se encuentran en el Anexo 5.101

2.10.3. Procedimiento para las lecturas en el espectrofotometro para
flavonoides Totales

El procedimiento que se realizo para obtener las diferentes lecturas tanto de
los estandares utilizados, asi como de los extractos analizados para el ensayo de

flavonoides totales es el siguiente:

e Se colocaron en un tubo eppendorf 100 ul del extracto o del estandar mas 40

ul de agua destilada.
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e Al tiempo cero se agregaron 30 pl de NaNO2 (SIGMA).
e Al minuto 5 se adicionaron 30 pl de AICI3 (SIGMA).

e Al minuto 6 se adicionaron 200 ul de NaOH (SIGMA).
e Se agregaron 240 pl de agua destilada.

e Se leyeron las absorbancias a A= 510 nm (BioRad Benchmark Plus®).1%

2.11. Taninos condensados

2.11.1. Preparacion de reactivos
La preparacion de solucion se puede consultar en el Anexo 4.192

2.11.2. Preparacion de la curva de calibracién para taninos
condensados

Las condiciones de la curva de calibracién se encuentran en el Anexo 5.102

2.11.3. Procedimiento para las lecturas en el espectrofotdbmetro para taninos
condensados

El procedimiento que se realiz6 para obtener las diferentes lecturas tanto de
los estandares utilizados, asi como de los extractos analizados para el ensayo de

taninos condensados es el siguiente:

e Se agregaron 240 pl de agua destilada.

e Se leyeron las absorbancias a A= 510 nm (BioRad Benchmark Plus®).

e Al tiempo cero se agregaron 100 pl de muestra del extracto o del estandar
mas 500 pl del reactivo. Se mezclaron.

e Se mantuvo el ensayo a 30°C por 20 min.

e Se leyeron absorbancias a A= 500 nm (BioRad Benchmark Plus®).1%?

2.12. Evaluacion de los extractos de la planta Asphodellus fistulosus
como antifungico

Todo lo correspondiente a la evaluacion antifungica de los extractos se
realizd en colaboracion con personal de la Universidad Interserrana del Estado de
Puebla Ahuacatlan perteneciente a la Licenciatura en Biotecnologia a cargo del

Maestro En Ciencias Francisco Javier Camacho Martinez desarrollando la
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experimentacion en el Laboratorio de Microbiologia, localizado en Ahuacatlan,

Puebla, México.

2.12.1. Coleccion de hongos y aislamiento
Los aislamientos de Aspergillus spp, Thricoderma harzianum y Fusarium spp.
fueron colectados durante el 2020-2021 en diferentes localidades y cultivos en la

sierra norte y nororiental del estado de Puebla, México:

e Cuetzalan, Thricoderma harzianum.
e Ahuacatlan, Aspergillus spp.

e Ahuacatlan, Fusarium spp.

Se identificaron tanto macroscépica, como microscOpicamente las cepas
para verificar que estuviese trabajando con los hongos correctos (Anexo 6).

2.12.2. Disefio experimental
Se llevo a cabo un experimento para determinar la eficacia de los 3 extractos
de la planta Asphodellus fistulosus y asi evaluar el potencial antifingico de cada

extracto a evaluar.

e Extracto | (E.I): Raiz.
e Extracto Il (E.Il): Tallo.
e Extracto Il (E.III): Fruto.

En cada caja se colocaron los 3 extractos de la A. fistulosus un extracto por
cada divisién y a su vez, se pusieron a interactuar con los hongos de interés para

verificar si estos extractos disminuyen el desarrollo de los hongos.

Se tomaron medidas de la caja para conocer las distancias apropiadas para
la colocacion de cada una de las partes necesarias, es decir, en donde se colocarian
cada uno de los extractos y la distancia adecuada a colocar los diferentes
fitopatdgenos de interés, siendo la distancia entre el extracto y el hongo de 1.05 cm

Cada una de las cajas con division se hizo por triplicado, es decir por cada
hongo se hizo tres cajas Petri con la misma division. En el Anexo 6 se pueden

observar las caracteristicas antes descritas.
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A su vez, se realizé un testigo en el cual se sustituyeron los extractos de la
A. fistulosus por dos agentes quimicos de los cuales se tiene claro conocimiento
sobre su potencial antifingico en contra de las especies estudiadas. En este caso
se utilizé un agente quimico de marca comercial conocido como “Softy” y un extracto
de origen natural de Neem-Canela. El primero se utiliz6 concentrado y el segundo

de ellos concentrado y diluido al 50%.

2.12.3. Cultivo de los hongos
Los pasos a seguir para el cultivo de los fitopatdgenos en interaccion con los

extractos de A. fistulosus y los testigos se pueden consultar en el Anexo 7.

2.12.3.1. Preparacion del Agar PDA
Las cantidades y el procedimiento para la elaboracion del PDA se pueden

consultar en el Anexo 7.

2.13. Condiciones de la GC/MS

Las muestras se analizaron en un cromatdgrafo de gases (GC) (Agilent 6890)
acoplado a un detector de espectrometria de masas (MS) (Agilent 5975) en modo
de ionizacion por impacto electrénico (El). El puerto de inyeccion se hizo funcionar
en modo splitless. La temperatura del puerto de inyeccion fue de 270 ° C; helio
utilizado como gas portador a una presion de 36 PSI con un flujo constante de 0,9
mL / min. La separacién cromatografica se llevo a cabo a través de una columna
HP 5MS (60 m x 0,25 mm x 0,25148 um) (Agilent). El ajuste del horno fue el
siguiente: 80 ° C, seguido de un incremento hasta los 250°C durante 5 minutos, y
un post-corrida de 34 minutos. Los parametros de sintonia fueron emision: 35 A,
energia: 69,9. Se emple6 el modo SCAN (50-350 m / z) para identificar los

compuestos.103.104

Los espectros fueron obtenidos gracias a la comparacion de los resultados
con la base de datos “National Institute of Standards and Technology” con el URL:

https://webbook.nist.gov/chemistry/
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Ill. Resultados

3.1. Ubicacion, identificacién y obtencién de la planta Asphodellus
fistulosus

La sefalizacion de los puntos de crecimiento de la Asphodellus fistulosus
encontrados en el &rea correspondiente al Campus Siglo XXI se pueden observar

en el Anexo 8.

Se encontraron un total de 228 puntos de crecimiento, se seleccionaron 8
plantas que cumplian con las caracteristicas necesarias morfolégicas vy fisicas del

terreno para ser extraidas.

Las plantas obtenidas se extrajeron en su totalidad, incluyendo raices y se
acomodaron de forma individual en papel periédico. Se registraron los datos
indispensables de la planta. En el Anexo 8 se puede observar la planta seleccionada
ya extraida, su colocacion en el papel periodico, tanto para ser procesada con el fin
de la obtencién del extracto, asi como para la realizacién del catalogo y ficha técnica

de la Asphodellus fistulosus.

Uno de los puntos clave para la correcta identificacion de la planta es analizar
una por una las partes de interés, en especial las semillas y frutos, ya que las
caracteristicas de estas son practicamente Unicas entre especies. En el caso de la
Asphodelus fistulosus, los frutos tienen una capsula de 3 valvulas, con dos o tres
semillas por valvula, en promedio. Las semillas tienen un largo de 2.5-4 mm y de
ancho 1-2 mm, con una seccion transversal triangular a sectorial, de bordes afilados.

La semilla tiene dos caras planas y de dos a tres cavidades, un lado posterior
convexo. Tienen una tonalidad café, algunas presentan una franja naranja tenue,
de hilum discreto, embrién axial-lineal, que se extiende de polo a casi el otro y con
endospermos visibles. Las semillas y capsulas descritas se pueden observar en el

Anexo 8, en esta se pueden observar las cualidades fisicas mencionadas.105106

Las etiquetas de registro de la Asphodellus fistulosus realizadas por parte del
Herbario de la Universidad Autonoma de Zacatecas, se pueden observar en el
Anexo 8, la cual contiene los datos necesarios y caracteristicas fisicas de la planta

para poder estar seguros de que se esta trabajando con la planta indicada.
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3.2. Obtencion del extracto

Se procedio de acuerdo al protocolo de extraccion de cada una de las partes
de estudio: Raiz, tallo y frutos. Como parte del secado previo necesario para la
extraccion, se utilizé Nitrogeno liquido (N2) ya que este remueve el agua facilmente
del material vegetal. Se tomo en cuenta que la planta de estudio tiene un promedio
de 70-80% de agua, asi al momento de realizar el secado, se hizo un primer pesaje
de la planta colocada, se agreg6 el N2 hasta obtener una diferencia de peso de ese

porcentaje.1%’

Se lograron obtener un total de 15 extractos metanolicos al 80% de cada una
de las fracciones, teniendo cada extracto una coloracion caracteristica, amarillo
claro: Tallos, amarillo @mbar: Raices y amarillo oscuro: frutos. Siendo almacenados
a 4°C para su analisis posterior en recipientes ambar. Los procesos realizados se

pueden consultar en el Anexo 8.

3.3. Pruebas fitoquimicas
Se realizaron un total de 22 pruebas, cada una de ellas repetidas por
quintuplicado. Algunas de las pruebas se pueden consultar en el Anexo 8.

El total de los resultados de las pruebas se encuentran expuestas en la tabla
1, la cual esté dividida en tres espacios por cada una de las cinco muestras, debido
a que estas se fraccionaron en tallos, raices y frutos. Las pruebas se realizaron por
quintuplicado, pero no hubo variaciones entre los resultados individuales de cada
una de ellas, por lo que se muestran los resultados en un solo simbolo, ya sea

positivo 0 negativo.

Tabla 1. Resultados de las pruebas fitoquimicas de los extractos de la Asphodellus

fistulosus.
Pruebas cualitativas Muestras
1 2 3 4 5
TRFTRFTRFTRF TR F
Insaturaciones + + + + 4+ -+ o+ -+ 4+ o+ o+ o+ o+

(KMnO4)
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Esteroles y
triterpenos
(Salkowski)
Esteres (Cumarinas)
Oxidrilos Fendlicos
(Taninos vegetales)
Florataninos
Carbohidratos
(Lactonas)
Flavonoides
(Shinoda)
Flavonoides
(Amoniaco)
Flavonas (H2SO4)
Flavonoides (H2SO4)
Quinonas (H2S0.)
Chalconas (H2SO.)
Saponinas (Agitacién)
Saponinas (NaHCOs3)
Saponinas
(Salkowski)
Sesquiterpelactonas
(Baljet)
Aromaticidad
Esteroles y
triterpenos
(Liebermann-
Burchard)
Antocianinas
Alcaloides
Terpenoides

Esteroides

T: Tallos, R: Raiz, F: Frutos. +:

-+ o+ -+ o+ -+ o+ -
+ o+ + -+ o+ -+ o+ -
T T S S S BT

+ + - o+ o+ - -+ o+ -
- - -+ - -+ -+ 4
+ + - -+ -+ -+ 4+

Resultado Positivo vy -: Resultado negativo.
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Los tallos estan constituidos principalmente de compuestos con
insaturaciones, esteroles y triterpenos, ya que en la prueba de Salkowski, todas las
muestras fueron positivas, soélo la muestra de la planta 1 fue positiva para ésteres,
para lactonas, solo la muestra 1 y 2 fueron positivas, sélo la muestra 5 fue positiva
para flavonoides por la prueba de Shinoda, todas positivas para flavonoides en la
prueba con amoniaco, las muestras 2 y 5 tienen la presencia de flavonas, las
muestras 1,3 y 4, fueron positivas para flavonoides por el método del H2SO4, todas
las muestras fueron positivas para saponinas por los métodos de agitacion u de
NaHCOgs, todas fueron positivas para la prueba de Baljet para Sesquiterpelactonas,
sélo las muestras 2 y 4 fueron positivas para la prueba de aromaticidad, 3,4y 5
positivos para esteroles y triterpenos por el método de Liebermann-Burchard, solo
la 3 no fue positivo para los alcaloides y sdlo la cinco fue negativa para alcaloides.
Con respecto a las raices, todas presentan insaturaciones, todas positivas para
esteroles y triterpenos por el método de Salkowski, todas positivas para cumarinas,
todas positivas para lactonas, todas positivas para flavonoides por Shinoda y por
amoniaco, 1,4 y 4 positivos para flavonas, 2 y 3 positivos para chalconas, todas
positivas para saponinas por los tres métodos diferentes, todas positivas para la
prueba de Baljet, todas positivas para la prueba de aromaticidad, sélo la muestra 1
positiva para esteroles y triterpenos por Liebermann-Burchard, todas positivas para
alcaloides, a excepcion de la muestra 4 y todos fueron positivos para la prueba de
terpenoides. Frutos, 1,4 y 5 positivas para la prueba de insaturaciones, todas
positivas para la prueba de esteroles y triterpenos por Salkowski, todas positivas
para cumarinas, menos la muestra 1, todas positivas para lactonas, 1 y 5 positivas
para flavonoides por Shinoda, todas positivas para flavonoides por amoniaco, la
muestra 1 fue positiva para flavonas, 2, 3 y 5 positivas para flavonoides por H2SOa4,
la muestra 4 positiva para quinonas, sélo las muestras 4 y 5 fueron positivas para
saponinas por agitacion, todas positivas por NaHCOs, 1, 4 y 5 positivas para
saponinas por Salkowski, todas positivas para Sesquiterpelactonas, 1, 4 y 5
positivas para compuestos aromaticos y para esteroles y triterpenos por
Liebermann-Burchard y todas fueron positivas para terpenoides, a excepcion de la

muestra 1. Entonces, los resultados nos indican que no hay una diferencia
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importante en los extractos, ya que el comportamiento quimico en todos es
basicamente igual. Por lo tanto, se decidi6 homologar los siguientes estudios, es
decir, se realizaron nuevamente los extractos de igual manera a lo establecido
inicialmente, pero mezclando las partes iguales de la planta, es decir, se tomaron 2
g de cada tallo, 2 g de cada raiz y 2 g de cada fruto, dando un total de 10 g en cada
muestra y se hicieron los extractos con 90 ml del sistema de disolvente inicial para
obtener la relacion 1:10.

3.4. Mediciones de pH
Las mediciones de pH se realizaron solo en una ocasion. Los resultados se
obtenidos oscilan entre los pH de 3.96-4.25, siendo estos resultados acidos. Todos

Los resultados se pueden consultar en el Anexo 8.

3.5. Capacidad antioxidante

3.5.1. Capacidad antioxidante DPPH

Para obtener los distintos valores del porcentaje de inhibicion se toma como
referencia los resultados obtenidos con respecto a la curva de calibracién (Anexo 5)
del estandar de Trolox en metanol usando concentraciones que fueron de 0-2

mg/ml.

La figura 2 muestra la curva de calibracién, que es resultado de las

mediciones de las diferentes concentraciones del estandar.
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Figura 2. Curva de calibracion para DPPH.
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Los resultados de las absorbancias obtenidas de los diferentes extractos

analizados se pueden consultar en el Anexo 8.

Una vez obtenidas las absorbancias de cada uno de los extractos, se debe

tomar en cuenta la absorbancia del DPPH como referencia y seguir la formula 2:

ADPPH—-Abm

% Decoloracion DPPH= ( —PPH ) %100

Los valores de absorbancia de DPPH se pueden observar en el Anexo 8.

Tabla 2. Resultados de DPPH de los extractos de la Asphodellus fistulosus.

Extracto DPPH (%) D.E.
F 11.85 0.132
R 9.38 0.097
T 11.10 0.105

F: Fruto, R: Raiz y T: Tallo. DPPH (%): Porcentaje de inhibicion del extracto en
DPPH. D.E.: Desviacion estandar.

Los resultados se pueden expresar en mg Eq Trolox/g Peso seco con la

formula 1.

El peso del material vegetal utilizado para cada extracto fue de 10 g y el
volumen final del sistema de disolventes fue de 90 ml, sustituyendo dichos valores
para ejemplificar el analisis dimensional de uno de los calculos, el resultado los

extractos serian:

e [ruto:
mg Eq Trolox m mg Eq Trolox
g &q [roox = 0.1185—g(10g)(90ml) = 106.65 g =q [roox
g peso seco ml g peso seco
e Raiz:
mg Eq Trolox m mg Eq Trolox
ME 24 110X _ 1.0938 28 (10g) (90mI) = 84.42 18 =9 TOOX
g peso seco ml g peso seco
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e Tallo:

mg Eq Trolox mg Eq Trolox

m
= 0.11105(10g)(90m1) =99.9

g peso seco g peso seco

3.5.2. Capacidad antioxidante FRAP

Para obtener los distintos valores del porcentaje de inhibicion se toma como
referencia los resultados obtenidos con respecto a la curva de calibracién (Anexo 5)
del estandar de Trolox en metanol usando concentraciones que fueron de 0-2

mg/ml.

La figura 3 muestra la curva de calibracion, que es resultado de las

mediciones de las diferentes concentraciones del estandar.

1.4
12 | y=5.9972x + 0.0576 @
£ R? = 0.9822
n 1
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<
© 0.8
2 °.
_‘E" 0.6
o Ty
B8 04
< Y 0
0.2 -
0e
0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25

[mg/mL] Trolox

Figura 3. Curva de calibracion para FRAP.

Las absorbancias tanto de las referencias, asi como de los extractos
analizados y los procedimientos para conocer los resultados, se pueden consultar

en el Anexo 8.

En la tabla 3 se pueden observar los resultados del poder reductor de cada

uno de los extractos analizados.
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Tabla 3. Resultados de los extractos en Poder reductor (%).

Extracto Promedio Poder reductor (%) D.E.
F 0.15444 15.44 0.0078
R 0.1394 13.94 0.0046
T 0.1742 17.42 0.0063

F: Fruto, R: Raiz y T: Tallo. D.E.: Desviacién estandar.

Los resultados también se pueden expresar en concentracion de igual

forma que en DPPH, siguiendo la férmula 1:

e [ruto:

mg Eq Trolox m mg Eq Trolox

Me 24 100X _ (0.154428)(10 g) (90 ml) = 138.96 21 100X
g peso seco ml g peso seco
e Raiz:

mg Eq Trolox m mg Eq Trolox

Me 2 10O _ 0.139428)(10 g) (90 ml) = 125.46 21 100X
g peso seco ml g peso seco
e Tallo:

mg Eq Trolox m mg Eq Trolox

Me 24 100X _ 017422810 g) (90 m1) = 156,78 o9 100X
g peso seco ml g peso seco

3.5.3. Fenoles totales

Para obtener los distintos valores de fenoles totales se toman como
referencia los resultados obtenidos con respecto a la curva de calibracién (Anexo 5)
de acido galico con concentraciones de 0-0.12 [mg/ml]. Dicha curva se puede

observar en la figura 4.
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Figura 4. Curva de calibracién para fenoles totales.
Los valores obtenidos de absorbancias de cada uno de los extractos, asi
como los procedimientos para obtener los valores y resultados, se pueden consultar

en el Anexo 8.

Los resultados se expresan como mg/ml de acido galico, los cuales se ven

resumidos en la tabla 4.

Tabla 4. Resultados de fenoles totales de los extractos de A. fistulosus.

Extracto Fenoles [mg/ml] D.E.
F 0.3994 0.0166
R 0.2908 0.0186
T 0.3563 0.0229

F: Fruto, R: Raiz y T: Tallo. [mg/ml]: Concentracién en miligramos
sobre mililitros. D.E.: Desviacion estandar.

Los resultados también se pueden expresar como mg equivalentes de acido
galico (GAE)/100g de peso fresco (PF). Debido a que el peso original utilizado para
la obtencidn de los extractos fueron 10 g por cada extracto, entonces para obtener

dicha relacion se debe multiplicar el resultado anterior por 10.
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e Fruto:

1001gpi(flsffAr§sco = (0.3994 %)(10) =399 1002gpi(ifgisco
e Raiz:

100mggp]i(ifggsco - (0'2908%)(10) = 2908 100rzgp]3e(if§§sco
e Tallo:

100rr;nge(:(?lfqrEsco = (03563 %)(10) = 3:563 100“;ng£:2§$€0

3.5.4. Flavonoides totales

Para obtener los distintos valores de fenoles totales se toman como
referencia los resultados obtenidos con respecto a la curva de calibracién (Anexo 5)
realizada con ayuda del estandar de referencia que en este caso fue el reactivo

catequina con concentraciones de 0-0.6 [mg/ml]. Dicha curva se puede observar en

la figura 5.
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Figura 5. Curva de calibracion para flavonoides totales.
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Los valores obtenidos de absorbancias de cada uno de los extractos
analizados, asi como el procedimiento para obtener los valores resultantes, se

pueden consultar en el Anexo 8.

Los resultados se expresan como miligramos sobre mililitros de catequina,

los cuales se ven resumidos en la tabla 5.

Tabla 5. Resultados de flavonoides totales de los extractos de A. fistulosus.

Extracto  Flavonoides [mg/ml] D.E.
F 0.2049 0.0120
R 0.1500 0.0067
T 0.1634 0.0079

F: Fruto, R: Raiz y T: Tallo. [mg/ml]: Concentracion en miligramos
sobre mililitros. D.E.: Desviaciéon estandar.

Los resultados también se pueden expresar como mg equivalentes de
catequina (CAT)/100g de peso fresco (PF). Debido a que el peso original utilizado
para la obtencién de los extractos fueron 10 g por cada extracto, entonces para

obtener dicha relacion se debe multiplicar el resultado anterior por 10.

e Fruto:
mg Eq CAT m mg Eq CAT
ki = (0.2049 —g)(10) = 2.049 kit
100 g peso fresco ml 100 g peso fresco
e Raiz:
mg Eq CAT mg mg Eq CAT
= (0.1500—)(10) = 1.5
100 g peso fresco ( ml)( ) 100 g peso fresco
e Tallo:
mg Eq CAT mg mg Eq CAT
= (0.1634—)(10) = 1.634
100 g peso fresco ( ml)( ) 100 g peso fresco
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3.5.5. Taninos condensados

Para obtener los distintos valores de fenoles totales se toman como
referencia los resultados obtenidos con respecto a la curva de calibracién (Anexo 5)
realizada con ayuda del estandar de referencia que en este caso fue el reactivo
catequina con concentraciones de 0-3 [mg/ml]. Dicha curva se puede observar en

la figura 6.
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Figura 6. Curva de calibracién para taninos condensados.
Los vaiores opienioos ae ansorpancias ae caaa uno ae los extractos

analizados, asi como el procedimiento realizado para obtener los valores finales, se

pueden consultar en el Anexo 8.

Los resultados se expresan como mg/ml de catequina, los cuales se ven

resumidos en la tabla 6.

Tabla 6. Resultados de taninos condensados de los extractos de A. fistulosus.

Extracto Taninos condensados D.E.
[mg/ml]
F 0.3128 0.0295
R 0.2201 0.0087
T 0.2453 0.0087

F: Fruto, R: Raiz y T: Tallo. [mg/ml]: Concentracion en miligramos
sobre mililitros. D.E.: Desviacion estandar.

Los resultados también se pueden expresar como mg equivalentes de

catequina (CAT)/100g de peso fresco (PF). Debido a que el peso original utilizado
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para la obtencion de los extractos fueron 10 g por cada extracto, entonces para

obtener dicha relacion se debe multiplicar el resultado anterior por 10.

e Fruto:
mg Eq CAT mg mg Eq CAT
= (0.3128—)(10) = 3.12
100 g peso fresco ( ml)( 0)=3.128 100 g peso fresco
e Raiz:
mg Eq CAT mg mg Eq CAT
= (0.2201—)(10) = 2.201
100 g peso fresco ( ml)( ) 100 g peso fresco
e Tallo:
mg Eq CAT mg mg Eq CAT
= (0.2453—)(10) = 2.453
100 g peso fresco ( ml)( ) 100 g peso fresco

3.6. Evaluacion antifungica de los extractos de Asphodellus fistulosus

El 22 de febrero del 2021, 4 dias después de haber sembrado se observa un
leve pero muy significativo crecimiento de Thricoderma harzianum, en el caso de
Aspergillus spp. y Fusarium spp. muestra un leve crecimiento en el medio de cultivo.

El dia 23 del mismo mes, Thricoderma harzianum muestra nuevamente mas
crecimiento y en Fusarium spp. comienza a verse una cierta inhibicién en presencia
del extracto, y Aspergillus spp. sigue creciendo lentamente. Posteriormente, el dia
24 Thricoderma harzianum crece de manera mas abundante, Aspergillus spp. y

Fusarium spp. empiezan a dejar de crecer.

Al comparar el crecimiento de las distintas especies fungicas en PDA a
condiciones normales en contra del desarrollo de estos mismos hongos en
presencia de los diferentes extractos de la planta A. fistulosus, no existe una
inhibicion en el halo de crecimiento propio de cada hongo, por el contrario, se
registra un notorio crecimiento de cada fitopatdgeno en presencia de los extractos,
con respecto al desarrollo normal de cada una de las diferentes especies fungicas.

Es decir, ninguno de los extractos tiene efecto inhibitorio al desarrollo de los
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hongos, sino que estimula su crecimiento. En la tabla 7 se ve sintetizada la
informacion del comportamiento de cada uno de los extractos estudiados con

respecto al efecto ejercido de estos sobre las diferentes especies fungica.
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Dia

Tabla 7. Resultados de la interaccion de los hongos con los extractos de A. fistulosus y testigos.

Hongo

Thricoderma
harzianum
Thricoderma
harzianum
Thricoderma
harzianum
Fusarium spp

Fusarium spp
Fusarium spp

Aspergillus spp.
Aspergillus spp.
Aspergillus spp.

Thricoderma
harzianum
Thricoderma
harzianum
Thricoderma
harzianum
Fusarium spp

Fusarium spp
Fusarium spp

Aspergillus spp.

Crecimiento (Leve, Moderado y Abundante) de los hongos en presencia

de:

Extracto de A. fistulosus

|. Raiz

Moderado

Moderado

Moderado

Leve
Leve
Leve
Leve
Leve
Leve
Abundante

Abundante

Abundante

Moderado
Moderado
Moderado
Leve

II. Tallo

Abundante

Abundante

Abundante

Leve
Leve
Leve
Leve
Leve
Leve
Abundante

Abundante

Abundante

Moderado
Moderado
Moderado
Leve

I1l. Fruto

Moderado

Moderado

Moderado

Leve
Leve
Leve
Leve
Leve
Leve
Abundante

Abundante

Abundante

Moderado
Moderado
Moderado
Leve

Testigo Aerosol
Desinfectante

Leve
Leve
Leve

Leve
Leve
Leve
Leve
Leve
Leve
Moderado

Moderado
Moderado

Leve
Leve
Leve
Leve

Testigo
Extracto de
Neem-
Canela
Leve

Leve
Leve

Leve
Leve
Leve
Leve
Leve
Leve
Leve

Leve
Leve

Leve
Leve
Leve
Leve
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Aspergillus spp.
Aspergillus spp.

Thricoderma
harzianum
Thricoderma
harzianum
Thricoderma
harzianum
Fusarium spp.

Fusarium spp.
Fusarium spp.

Aspergillus spp.
Aspergillus spp.
Aspergillus spp.

A. fistulosus: Asphodelus fistulosus. +: Sefial de mayor crecimiento fangico.

Leve
Leve
Abundante

Abundante

Abundante

Moderado
Moderado
Moderado
Leve
Leve
Leve

Leve
Leve
Abundante +

Abundante +

Abundante +

Moderado
Moderado
Moderado
Leve
Leve
Leve

Leve
Leve
Abundante

Abundante

Abundante

Moderado
Moderado
Moderado
Leve
Leve
Leve

Leve
Leve
Moderado

Moderado

Moderado

Leve
Leve
Leve
Leve
Leve
Leve

Leve
Leve
Moderado

Moderado

Moderado

Leve
Leve
Leve
Leve
Leve
Leve
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El principal resultado es la actividad bioestimulante, esto se puede observar
en lafigura 7 en la cual se puede comparar claramente el crecimiento de cada hongo
en condiciones normales y el desarrollo de estas mismas especies fungicas, pero
con la adicion de los diferentes extractos de raiz, tallo y fruto de la A. fistulosus,
ademas de la referencia de la accion de los productos quimicos de Neem-Canela y

“Softy” utilizados.

Figura 7. A) Crecimiento normal Aspergillus spp. a las 72 horas. B) Crecimiento
de Aspergillus spp. con los testigos y los extractos de A. fistulosus a las 72
horas. C) Crecimiento normal Fusarium spp. a las 72 horas. D) Crecimiento de
Fusarium spp. con los testigos y los extractos de A. fistulosus a las 72 horas. E)
Crecimiento normal Thricoderma harzianum a las 72 horas. F) Crecimiento de
Thricoderma harzianum con los testigos y los extractos de A. fistulosus a las 72
horas.
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3.7. Cromatografia de Gases Acoplada a Masas (GC/MS)

En las figuras 8,9 y 10 se muestran los espectros obtenidos por la GC/MS de cada uno de los extractos de A.

fistulosus.
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Figura 8. Espectro de GC/MS del extracto de fruto.
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Figura 9. Espectro de GC/MS del extracto de tallo.
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En cada uno de los extractos de A. fistulosus se encontraron alrededor de
300 fitocompuestos. De estos, s6lo se tomaron en cuenta so6lo los compuestos mas
abundantes, debido a que se cree que la propiedad bioestimulante observada en el

desarrollo de los diferentes agentes fungicos es debida a estos fitocompuestos.

En la tabla 8 se ven plasmados los datos de los compuestos mas abundantes
encontrados, ademas de datos como los tiempos de retencién (RT), el nimero de

pico (Pk #) y la abundancia (A%) para el extracto de fruto.

Tabla 8. Compuestos mas abundantes en el extracto de fruto.

Compuestos Pk RT A%
#
(p-Methoxyphenyl)-acetonyl-dimethylsilane 2 7.3 7.88
Arsenous acid, tris(trimethylsilyl) ester 9 8.202 2.14
1,2-Benzenediol, 3,5-bis (1,1-dimethylethyl)- 10 8.384 22.35
2-Phenyl-4-chloromethyl-5-methyl-1 ,2,3-triazole = 14 9.1 2.14
Oxime-, methoxy-phenyl-_ 16 9.494 2.16
4H-Pyran-4-one, 2,3-dihydro-3,5-dihydroxy-6- 19 9.92 1.99
methyl-

2,6-Dimethyl-5-methylphenylaminopyridin-3,4- 37 12218 2.71
dicarboxyimide

2-Ethylacridine 38 12.467 5.19

Bis(2-furfuryl) disulfide 44 13536 2.92

2-p-Nitrophenyl-5-isopropyloxy-oxadiazole-1,3,4 65 16.406 1.2

Pk#: Numero de pico. RT: Tiempo de retencion. A%: Abundancia.

En la tabla 9 se ven plasmados los datos de los compuestos mas abundantes
encontrados, ademas de datos como los tiempos de retencion (RT), el nimero de

pico (Pk #) y la abundancia (Area%) para el extracto de tallo.
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Tabla 9. Compuestos mas abundantes en el extracto de tallo.

Compuestos

(p-Methoxyphenyl)-acetonyl-dimethylsilane
Acetamide, N-[4-(trimethylsilyl)phenyl]-
1,2-Benzenediol, 3,5-bis(1,1-dimethylethyl)-
3-Acetoxy-3-hydroxypropionic acid, methyl ester
3-Acetoxy-3-hydroxypropionic
Benzoic acid, 4-methyl-2-trimethylsilyloxy-,
trimethylsilyl ester
5H-Naphtho[2,3-c] carbazole, 5-methyl-
Cyclohexane, 1-methyl-4-(1-methylethylidene)-
1,5-Heptadiyne
9,12,15-Octadecatrienoic acid, methyl ester, (Z,
Z, 2)-

Pk
#

15
16
33

34

80

91
197

RT

7.305

8.285
8.368
9.432
9.842
12.201

12.374
18.974
20.826
31.474

Area

%
4.23
3.25

14.58

4.6
4.5
421

1.42
4.56
1.33
1.67

Pk#: Namero de pico. RT: Tiempo de retencion. A%: Abundancia.

En la tabla 10 se ven plasmados los datos de los compuestos mas

abundantes encontrados, ademas de datos como los tiempos de retencion (RT), el

numero de pico (Pk #) y la abundancia (Area%) para el extracto de raiz.

Tabla 10. Compuestos mas abundantes en el extracto de raiz.

Compuestos
(p-Methoxyphenyl)-acetonyl-dimethylsilane

3-Acetoxy-3-hydroxypropionic acid, methyl ester
7-Oxabicyclo [4.1.0] hept-3-ene-2,5-dione, 3-
(hydroxymethyl)-
3,5-Hexadien-2-ol, 2-methyl-
.alpha.-Cadinol
Bicyclo [4.4.0] dec-1-ene, 2-isopropyl-5-methyl-9-

methylene-

Pk # RT
9 8.327
15 9.401
31 12.410
32 12.411
108 22.585
107 22.284

Area %
14.26

3.58
3.83

4.83
3.96
2.06
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1,4-Methano-1H-indene, octahydro-1 ,7a-dimethyl-4-
(1-methylethenyl)-, [1s-(1. alpha.,3a. beta.,4.
alpha.,7a. beta.)]-

Ethenone, 1- [5-[(5-methyl-2-furany l)methyl]-2-
furanyl]-
9,12,15-Octadecatrienoic acid, methyl ester, (Z, Z, Z2)-
Octasiloxane, 1,1,3,3,5,5,7,7,9,9,11,11,13,13,15,15-

hexadecamethyl-

Pk#: Numero de pico. RT: Tiempo de retencion. A%: Abundancia.

108

110

166
244

22.585

22.902

21.473
48.134

3.96

2.65

2.51
1.94

Las estructuras quimicas de las moléculas mencionadas en las tablas se

pueden consultar en el Anexo 9.
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IV. Discusion

Estudios previos como el de Malmir, M. et al. 2018'%8 sefialan que las plantas
del género Asphodellus se caracterizan por tener la presencia quimica de
flavonoides, antraguinonas, terpenoides, saponinas y en general, derivados de
acidos fendlicos, esto concuerda hasta el momento, ya que los resultados de las
pruebas fitoquimicas arrojan que efectivamente, en las diferentes muestras existe
la presencia de flavonoides, terpenoides, saponinas y quinonas, aunque no se hizo
una prueba especifica para antraquinonas, como la prueba de Borntrager-Kraus lo
cual seria recomendable para tener una mejor referencia.

Asi mismo, estudios mas especificos como el de Abd, F. et al.19971°
mencionan que al realizar un extracto por maceracion caliente se obtienen seis tipos
de antraquinonas y dos tipos de flavonoides y se reporta que se trabajo con la planta
completa. Esto concuerda con los resultados obtenidos, ya que, aunque no se
especifica en los ensayos fitoquimicos, existen compuestos de naturaleza
flavonoide y quinona, ademas de que en el trabajo si se separaron las partes de la
planta en tallos, frutos y raices.

Especificamente hablando de los tallos, estudios como el de Hammouda et
al,*19 resaltan que la composicion quimica principal de los tallos son antraquinonas,
como Aloe-emodina y crisofanol, por lo que se puede decir que tenemos diferencias,
debido a que, de todas las pruebas realizadas para quinonas, sélo de la planta 4, el
fruto tuvo presencia de quinonas y ninguno de los tallos fue reportado positivo para
esta prueba, por lo que es necesario realizar las pruebas especificas para
antraquinonas para tener una mejor nocion de los resultados.

Con respecto a los frutos, investigaciones como la de Fell, K. et al. 1968 1
y Khan, S. et al. 19612 coinciden en que tienen presencia de antraquinonas, lo
cual coincide con otras investigaciones ya mencionadas, carbohidratos como la
sacarosa Y rafinosa, en lo cual coincide con los resultados, ya que en todas las
pruebas de frutos para carbohidratos, fueron positivas.

De igual manera, los articulos concuerdan en la presencia de triterpenoides
como B-sitosterol; B-amirina, lo cual concuerda con los resultados de los analisis

fitoquimicos ya que, para todas las muestras, la prueba de Salkowski para esteroles
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y triterpenos los resultados, fueron positivos, en el caso de la prueba de
Liebermann-Burchard para esteroles y triterpenos. Concerniente a la parte de las
raices, en el estudio realizado por Hammouda, F.et al. 19740, Sélo se conocen la
presencia de antraquinonas, como el Crisofanol y la Asfodelina, lo cual no podemos
discutir, ya que no se realizaron pruebas especificas para antraquinonas y sélo una
de las muestras fue positiva para quinonas, por lo que es necesario complementar
con estas pruebas especificas para antraquinonas.

De igual manera, los mismos resultados internos varian al comparar algunas
de las pruebas destinadas para la deteccion de los mismos compuestos, por
ejemplo, para flavonoides, la muestra de tallo de la planta 1 fue negativa para la
prueba de Shinoda, pero positiva para las pruebas de amoniaco y acido sulfurico.
Otro ejemplo, para las raices de la planta 2 las dos primeras pruebas para
flavonoides fueron positivas, no asi la de acido sulfurico. En realidad, ninguna de
las tres pruebas para flavonoides coincidié al 100% con todas las muestras. Es el
mismo caso de las pruebas de esteroles y triterpenos, tanto por el método de
Salkowski, como el método de Lieberman-Burchard, ya que en el caso de
Salkowski, todas las muestras fueron positivas para y para Liebermann-Burchard,
s6lo 7 muestras fueron positivas.

En todos los estudios anteriormente mencionados, la naturaleza del extracto
fue metandlica, pero con la aplicaciéon de calor con una temperatura de 70-80°C por
lo que se puede inferir que pudo existir la pérdida de compuestos termolabiles, como
las saponinas y alcaloides, debido a que sus puntos de estabilidad térmica son muy
bajos (45-65°C) por lo cual, en ninguno de los articulos revisados se menciona la
presencia de estos dos metabolitos.

A diferencia de los resultados obtenidos, ya que, si se reportan la existencia
de compuestos termolabiles, debido a que el método seleccionado de extraccion
fue la sonicacion y esta no necesita de temperatura para extraer los compuestos de
interés. De la misma manera, no se encontrd registro acerca del pH de las muestras,
a diferencia de los resultados obtenidos, ya que en general las muestras fueron en
un rango de 3.78-4.25, esto podria ser debido tanto a la adicion del acido formico a

la solucion extractora o a la naturaleza acida de los metabolitos presentes.
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Las condiciones geograficas especificas y la edad de las plantas
muestreadas podrian desempefiar un papel importante en las variaciones, como
sugieren Baraza, E. et al. 20083, Con respecto a la actividad antioxidante, el
extracto de fruto tuvo un porcentaje de DPPH de: 11.85+0.132%, raiz: 9.38+0.097%
y tallo: 11.10+0.105%. Al comparar los resultados de congéneres de esta planta,
como lo reportado por Peksel, I. et al. 201314, en donde se estudid A. Aestivus, y
se reportdo un DPPH: 34.34 + 0.01% en un extracto de acetona, ademas de un
DPPH: 78.72 £ 0.23% en una extraccion metandlica. Los resultados de A. Aestivus
son claramente mayores a lo encontrado de A. fistulosus, por lo que se puede decir
que su poder de inhibicion es menor al de su congénere reportado.

También, con respecto al poder reductor reportado gracias al ensayo de
FRAP, se encontr6 que la A. fistulosus tuvo en fruto: 138.6 +0.0078 mg Eq Trolox/
g Peso seco, raiz: 125.1 mg Eq Trolox/ g Peso seco y 156.78+0.0063 mg Eq Trolox/
g Peso seco. Lo cual difiere con lo reportado en otra planta Aphodellus, ya que, por
ejemplo, Lazarova, Z. et al. 2020**° informan que A. albus presentan: FRAP= 81.58
+ 0.84 mg Eq Trolox/ g Peso seco en diclorometano, 31.94 + 0.58 en metanol y
27.25 £ 0.78 en agua mg Eq Trolox/ g Peso seco. También, Lazarova, Z. et al.
2020 también trabajaron con la planta A. Aestivus, la cual presento FRAP: 27.55
+ 1.42 mg Eq Trolox/ g Peso seco en diclorometano, 17.56 + 0.56 en metanol mg
Eq Trolox/ g Peso seco en diclorometano y 24.83 + 0.38 en agua mg Eq Trolox/ g
Peso seco. Estos resultados son menores a lo encontrado en la investigacion
realizada, por lo que se puede decir que la actividad en FRAP por parte de A.
fistulosus es mayor que la de su congénere. Esto se puede deber al sistema de
disolventes o bien al método de extraccion, ya que esto fue la principal diferencia
entre los dos trabajos.

Con respecto a los fenoles totales encontrados, la investigacién sobre A.
fistulosus arrojo los siguientes resultados en Fruto: 3.994 mg Eq GAE / 100 g peso
fresco, raiz: 2.908 mg Eq GAE / 100 g peso fresco y 3.563 mg Eq GAE / 100 g peso
fresco. Estos resultados difieren mucho con lo encontrado por Di Petrillo, A. et al
2016 pues, aqui se menciona que el extracto etandlico de A. microcarpus

presentd un contenido total de fenoles de: 39.35 + 4.2 mg Eq GAE / 100 g peso
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fresco, lo cual es muy superior a lo encontrado en nuestra investigacion, ademas en
ese mismo trabajo, se report6é un contenido total de flavonoides de: 54.44 + 13.6 mg
Eq GAE /100 g peso fresco, el cual, de igual forma, es muy superior a lo encontrado
en nuestra investigacion en cada uno de los extractos de A. fistulosus, pues en este
trabajo se reportaron las concentraciones en fruto: 2.049 mg Eq GAE / 100 g peso
fresco, raiz:1.5 mg Eq GAE / 100 g peso fresco y tallo: 1.634 mg Eq GAE / 100 g
peso fresco. Siendo estos muy pequefios a comparacion del congénere reportado.
Esta actividad se puede deber en primera instancia obvia, al mayor contenido
fitoquimico por parte de A. microcarpus, a la diferencia nutrimental del lugar de
crecimiento, a la temporalidad de cosecha y también, a los métodos y disolventes
utilizados para la extraccion. Por ultimo, el contenido de taninos condensados
encontrado en la A. fistulosus para fruto fue de: 3.128 mg Eq GAE / 100 g peso
fresco, raiz: 2.201 mg Eq GAE / 100 g peso fresco y 2.453 mg Eq GAE / 100 g peso
fresco. Dichos resultados, segun lo encontrado por Laouini, S. et al. 20157, son
muy inferiores, pues, la A. tenuifolius presenta un contenido de taninos
condensados de 59.8+0.6 mg Eq CE / 100 g peso fresco en metanol y 49.2+0.5 mg
Eq CE /100 g peso fresco en etanol.

La gran diferencia entre ambas plantas en el contenido de taninos
condensados puede adjudicarse principalmente al metabolismo secundario de cada
planta, al sistema de disolventes o bien a la temporalidad de cosecha. Por otra parte,
ninguno de los extractos de A. fistulosus report6 una actividad antifiingica en contra
de alguno de los agentes flngicos utilizados, pero se encontrd evidencia presuntiva
de que todos los hongos estudiados presentaron un mayor crecimiento en presencia
de los extractos al compararlos con el crecimiento normal que tuvieron una ausencia
de los extractos de A. fistulosus, por lo que se presume que estos extractos ejercen
un efecto bioestimulante.

La biosintesis y concentracion de compuestos fendlicos en las plantas
depende del genotipo, factores bidticos (plagas, infeccion por patdgenos) y al estrés
abidtico (luz, temperatura, fuente de nutrientes, disponibilidad de agua, condiciones
de crecimiento y radiacion UV), ademas de las condiciones de almacenamiento y

tratamiento postcosecha, se producen por medio de la via del acido shikimico,
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donde la fenilalanina amonio liasa (PAL), es la enzima clave que cataliza su
biosintesis, como se ve reportado en Cartea, M. et al. 2011118,

Esto puede atribuirse a diferentes cuestiones, las cuales estan ligadas a la
composicién quimica de dichos extractos. Como lo mencionan Malmir, M. et al.
2018%%  |a composicion quimica de los congéneres Asphodellus, es rica en
metabolitos como flavonoides, antraquinonas y terpenoides, los cuales estan
ligados a diferentes cuestiones antioxidantes y de ayuda en diferentes cuestiones
celulares, por lo cual, se puede proponer que una de las razones por las cuales se
presenta esta capacidad bioestimulante, se pueda deber a la presencia de algun
fitocompuesto, ademés, como se sabe, el crecimiento de los hongos se ve
estimulado por diferentes cuestiones, siendo la presencia de nutrientes un aspecto
importante a tomar en cuenta, es decir, es valido pensar que los extractos de A.
fistulosus aportan una cantidad extra de nutrientes, que pueden encontrarse en
formas diferentes, como aminoacidos o azucares, por eso, es pertinente proponer
la realizacion de estudios como los propuestos en Vazquez-Jorge, Y. et al. 20141°
en el cual se menciona que para determinar la presencia de aminoacidos o péptidos
se debe llevar a cabo un estudio conocido como “Prueba de Sakaguchi” en la que
por medio de la adicidn de reactivos se puede denotar la presencia o ausencia de
dichos componentes quimicos, con lo cual se podria atribuir o no que la capacidad
bioestimulante se debe a la presencia de estos nutrientes extras.

Otros nutrientes a los que se les puede atribuir esta cuestion bioestimulante,
puede ser al contenido extra de azucar, por lo que proponer un estudio como lo
estipulado en Moreano Pilatasig, M. et al. 2015'%°, que para conocer el contenido
de azucares reductores y con esto hacer una correlacion entre el contenido de
azucar de los extractos y la capacidad bioestimulante demostrada por estos.

Cabe la posibilidad de realizar estudios mas especializados, en los cuales se
midan las propiedades enzimaticas de cada una de las especies fungicas en
presencia de los diferentes extractos y medir por medio de andlisis moleculares el
coémo se expresan diferentes enzimas que estén relacionadas al crecimiento de los

hongos, pero estos escapan del objetivo de este trabajo.
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Los resultados de la GC/MS sefialan que la composicion quimica de los
fitoquimicos encontrados no corresponde a lo sefialado en investigaciones como la
de Hammouda et al,''° quien reporta que la A. fistulosus presenta flavonoides y
antraquinonas, lo cual, en la investigacion no se encontré0 ninguno de estos
compuestos tal cual, solo se detectaron derivados insaturados, algunos alcoholes,
éteres y compuestos fendlicos en general. Estos hallazgos pueden deberse a las
diferencias experimentales como la composicion de las plantas usadas en esta
experimentacion y las utilizadas por el estudio comparado o bien, a una necesidad
de realizar nuevamente el estudio cromatografico haciendo cambios de condiciones
hasta encontrar algunas moléculas como los flavonoides, los cuales justifiquen un
resultado positivo relacionado a lo obtenido en las pruebas fitoquimicas
preliminares. Se encontraron algunas coincidencias estructurales entre

compuestos, esto justifica el comportamiento quimico tan similar entre si.

V. Conclusion

Se demostré que todos los extractos hidroalcohdlicos de fruto, tallo y raiz de
la A. fistulosus presentan un contenido fitoquimico preliminar muy similar entre si,
ya que en ninguno de estos se presenta una diferencia composicional importante,
solamente variando en los tipos de flavonoides encontrados. Siendo los
componentes mas recurrentes los flavonoides, terpenoides, alcaloides, lactonas,

saponinas, sesquiterpelactonas y compuestos aromaticos.

Al determinar las propiedades antioxidantes por medio de los cinco estudios
realizados, se encontré que el extracto con un mayor poder de decoloracién de
DPPH fue el de fruto con un 11.85+0.132%, seguido del de tallo con un
11.10£0.105% y por ultimo el de raiz con un 9.38+0.097%.

El poder reductor segun FRAP demostré que los extractos de A. fistulosus
presentan una actividad importante, siendo el extracto de tallo el mas activo con un
156.78+0.0063 mg Eq Trolox/ g Peso seco, seguido del extracto de fruto con un
FRAP de 138.6 +0.0078 mg Eq Trolox/ g Peso seco y por ultimo de raiz con un
FRAP de 125.1 mg Eq Trolox/ g Peso seco.
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Se puede considerar que los extractos de A. fistulosus no presentan una
actividad antioxidante muy importante, siendo el extracto de fruto con un 3.994 mg
Eq GAE / 100 g peso fresco el que presenta una mayor concentracion, después
aparece el extracto tallo con un3.563 mg Eq GAE / 100 g peso fresco y por al final
el extracto de raiz con 2.908 mg Eq GAE / 100 g peso fresco. Para flavonoides
totales el extracto con mayor concentracion de estos compuestos fue fruto: 2.049
mg Egq GAE / 100 g peso fresco, después el extracto de tallo con una concentracion
de 1.634 mg Eq GAE / 100 g peso fresco y finalmente el de raiz, el cual reporta una
concentracion del.5 mg Eq GAE / 100 g peso fresco. Lo concerniente a el contenido
de taninos condensados arrojo que el extracto con mayor concentracion de estos
compuestos fue el de fruto con un 3.128 mg Eq GAE / 100 g peso fresco, seguido
del extracto de tallo con 2.453 mg Eq GAE / 100 g peso fresco y por ultimo el de
raiz con un 2.201 mg Eq GAE / 100 g peso fresco. Siendo entonces el extracto de
fruto el de mayor concentracion de fenoles, flavonoides y taninos condensados.

No se encontré actividad bioldgica antifingica en contra de Aspergillus spp,
Fusarium spp y T. harzianum por parte de A. fistulosus. No existido un efecto de
inhibicién observable en el crecimiento de estos agentes fungicos. Se noté un efecto
bioestimulante, pues todos los hongos presentaron un mayor crecimiento en las
cajas Petri donde se agregaron los diferentes extractos a comparaciéon del desarrollo

normal de los hongos.

La composicion quimica encontrada en los extractos de A. fistulosus con
ayuda de la GC/MS no coincide con lo reportado en la bibliografia. Esto indica
variaciones quimicas entre congéneres, puesto que soélo se consiguié encontrar
compuestos insaturados, algunos alcoholes, esteres y derivados fendlicos y no

flavonoides y antraquinonas como se esperaba.

La hipotesis de que los extractos de A. fistulosus presentan actividad
antioxidante se acepta, pero no la hipétesis de que estos extractos ejercen una
actividad antifangica, al menos no sobre los agentes fungicos empleados para el
desarrollo de esta investigacién, aunque se observé una actividad bioestimulante

para una especie de hongo que podria ser competidora para los hongos patdégenos
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VI. Perspectivas.

Aunque los extractos de la A. fistulosus no demostraron presentar una
actividad antifungica sobre las diferentes especies de estudio, la propiedad
bioestimulante encontrada es sumamente rescatable, ya que esto marca una nueva
ventana de oportunidad para desarrollar investigaciones acerca del porque estos
extractos brindar dicha propiedad al ser agregado a los diferentes agentes fungicos.
Si se lograra demostrar por medio de estudios complementarios mas especificos
que los extractos utilizados en la investigacion realmente ejercer un efecto
bioestimulante sobre los agentes fungicos, en especial sobre Thricoderma, seria un
hallazgo de suma importancia, ya que esto podria ser utilizado en la industria
agricola como un coadyuvante a la hora de realizar los cultivos, especialmente de
maiz, por ejemplo, en la industria del maiz, pues la Thricoderma es utilizada como
un bioestimulante protector del maiz y tener una sustancia quimica de origen natural
que ayude a que el hongo se desarrolle de mayor y mejor manera, significaria un

gran avance en lo concerniente a la produccion del maiz.

Es necesario realizar mucho trabajo de investigacion para poder demostrar
lo antes mencionado, pero esto abre una brecha para poder continuar estudiando a
profundidad los extractos de A. fistulosus a un nivel académico superior.
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Anexos

Anexo 1. Fundamento de sonicacion y composcion del Sonicador

Compresién

ANANANANA
NAVAVEV

oo@ °

Figura 12. Composicién tradicional de un equipo de
Sonicacién.®

Anexo 2. Mecanismos de reaccion de las pruebas de antoxidantes

OH

Reactivo de Folin (W*¢, Mo*®) Reactivo de Folin reducido (W*®, Mo*®)

Color amatrillo Color azul

Figura 13. Mecanismo de accion del reactivo de Folin-Ciocalteu.536°



AICI,

. \\O
Quercetina AN

A2

Figura 14. Obtencién del complejo Flavonoide-Al.1!

SH,D
SHa

Vainillina
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Figura 15. Mecanismo de reaccion del ensayo de Vainillina. La cabeza de flecha sefiala el
segundo punto potencial de reaccion.%?

/ -
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/

Fe+2 +TPTZ
Azul intenso

Fe™+ TPTZ
Fenol reducido

Figura 16. Reaccion del TPTZ y Fe (l11).%8
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Figura 17. Reaccion del radical DPPH* y el antioxidante.”

Anexo 3. Morfologia de las cepas fungicas y método de difusion

N B

Figura 18. A) Estructura microscoépica de T. harzianum. B) Estructura
macroscopica de T. harzianum.®

Figura 19. Estructura microscopica de Fusarium spp. B)
Estructura macroscoépica de Fusarium spp.®

Figura 20. A) Vista microscépica de Aspergillus spp. B)
Vista macroscopica de Aspergillus spp.&®
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Figura 20. Disco de Kirby-Bauer con halos de
inhibicion.%?
Anexo 4. Preparacion de reactivos para pruebas antioxidantes
Reactivo FRAP
e HCI 40 mM (SIGMA) pHCI=1.12 g/ml

100 ml ‘ 40 mmol ‘ 1 mol ‘ 36 g HCI ‘ 1 ml | 100 pureza
‘ 1000 ml ‘ 1000 mmol ‘ 1 mmol ‘ 1.12¢ ’ 36.5%

0.35225 ml 0 352.25 ul en 100 ml de agua.
e TPTZA 10 mM (SIGMA)

20 ml ‘ 10 mmol ‘ 1 mol ‘ 312.34¢g = 0.06246g TPTZ
‘ 1000 m ‘ 1000 mmol ‘ 1 mol

Se pesaron 0.06246 g de TPTZ y se diluy6é en 20 ml de HCI 40 mM
o FeCl;20 mM (J.T. Baker)

25 ml ‘ 20 mmol ‘ 1 mol ‘ 162.206 g =0.081103 g FeCls
‘ 1000 ml ‘ 1000 mmol ‘ 1 mol

Preparacion:

e 200 pl de buffer de acetatos
e 20uldeTPTZ
o 20 ul FeCls

Se prepar6 al momento de realizar las lecturas.®®
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Reactivo DPPH

DPPH (SIGMA) a una concentracién de 0.5 mg/ml se pesaron 1.97 mg de DPPH
(p= 1.4 g/ml) y se disolvieron en 50 ml de metanol (SIGMA).%°

Reactivos para fenoles totales

e Solucion stock de &cido gélico (Merck). Se pes6 1 mg de acido galico y disolver
en 5 ml de metanol (SIGMA).

e Solucion de reactivo de Folin-Ciocalteu (BioPack). Se diluy61:10 el reactivo con
agua destilada (SIGMA).

e Solucion de carbonato de sodio (BioPack) 7.5% w/v. Se pesaron 0.75 g de

Na.CO3 y aforar a 20 ml con agua destilada.®°
Reactivos para flavonoides totales

e Solucion de hidrato de catequina (SIGMA). Se disolvieron 3 mg de hidrato de
catequina en 5 ml de metanol al 80%.

e Solucion de nitrato de sodio al 5% (MEYER). Se disolvieron 1.25 g de nitrato de
sodio en 25 ml de agua destilada.

e Solucion de cloruro de aluminio al 10% (JT. Baker). Se disolvieron 2.5 g de
cloruro de aluminio en 25 ml de agua destilada.

e Solucion de Hidréxido de sodio al 1N (SIGMA). Se disolvié 1 g de NaOH en 25
ml de agua destilada.'**

Reactivos para taninos condensados

e Solucion de hidrato de catequina 3 mg/ml (SIGMA). Se disolvieron 15 mg de
hidrato de catequina en 5 ml de metanol al 80%.

e HCI 8% (SIGMA): Se tomaron 11 ml de HCI al 36.5% y se aforaron a 50 ml con
metanol al 80%.

e Vainillina 1% (MEYER): Se tomaron 0.1 g de vainillina y se agoraron a 10 ml de
metanol 80%.

e Reactivo taninos condensados: Se agregaron partes iguales del HCl 8% vy
vainillina 1% y result6é en una solucién metandlica de 4% de HCl y 0.5% de vainillina.
Se preparé al momento de ser utilizada.

e HCI 4% (Blanco de reaccion): Se tomaron 1.1 ml de HCI concentrado y se aforaron

a 10 ml con metanol 80%.1%?
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Anexo 5. Curvas de calibracion
FRAP

Tabla 11. Concentraciones de Trolox para la obtencién de la curva de calibracion para FRAP.

Tubo [mg/ml Trolox] Trolox pl Metanol pl
1 0.2 200 800
2 0.15 150 850
3 0.10 100 900
4 0.075 75 925
5 0.05 50 950
6 0.025 25 975
7 0 0 1000

mg/ml: Concentracion en miligramos por mililitros. pl: Microlitros.

DPPH
Tabla 12. Concentraciones de Trolox para la obtencién de la curva de calibracién para el ensayo
DPPH.
Trolox (ul) Metanol (ul) Concentracién [mg/ml]
200 800 0.20
170 830 0.17
140 860 0.14
110 890 0.11
80 920 0.08
50 950 0.5
0 1000 0

mg/ml: Concentracion en miligramos por mililitros. pl: Microlitros.

Fenoles totales

Tabla 13. Curva de calibracion para el ensayo de fenoles totales.

Soln. de Ac. Galico (ul) Metanol 80% (ul) Concentracion [mg/ml]
0 1000 0
100 900 0.02
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200 800 0.04

400 600 0.08
500 500 0.10
525 475 0.11
600 400 0.12

Ac. Acido mg/ml: Concentracion en miligramos por mililitros. pl: Microlitros.

Flavonoides totales

Tabla 14. Concentraciones para la curva de calibracién de flavonoides totales.

Stock de catequina (pl) Metanol 80% (ul) Concentracion [mg/ml]

0 1000 0
10 990 0.006
15 985 0.009

30 970 0.018

60 940 0.036

250 750 0.15

500 500 0.3

1000 0 0.6

mg/ml: Concentracion en miligramos por mililitros. pl: Microlitros.

Taninos condensados

Tabla 15. Concentraciones para la curva de calibracién de taninos condensados.

Stock de catequina (pl) Metanol 80% (ul) Concentracion [mg/ml]

0 1000 0

100 900 0.3

250 750 0.75

500 500 1.5

600 400 1.8

830 170 2.55

1000 0 3

mg/ml: Concentracion en miligramos por mililitros. pl: Microlitros.
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Anexo 6. Identificacion de fitopatégenos y disefio experimental

MACROSCOPICA

=¥ —
— ~—

Figura 21. a) Vista macroscépica y microscopica de Thricoderma
Harzianum, b) Vista macroscépica y microscépica de Fusarium spp. y )
Vista macroscépica y microscépica de Aspergillus spp.

Figura 22. Distribucion de los extractos en una caja Petri con division.

Figura 23. A) Dimensiones interiores de las cajas Petri. B) Distribucién segun el disefio del
bioensayo.

XVI



Anexo 7. Cultivo de hongos

Preparacion del agar

e Se pesaron 39 g del agar y se colocaron en medio litro de agua destilada.

e Se dejaron reposar por 15 minutos.

¢ Se coloco esta mezcla a calentar, siendo agitada gentil y frecuentemente por 1
min hasta o hasta que fuese disuelta por completa.

e Se esteriliz6 a condiciones normales junto con el demas equipo utilizado para

el bioensayo, como se ve mencionado en la figura 24.

Procedimiento para cultivo.

Se esterilizaron a 120°C 15 Ibs.
de presién por 15 minutos los
siguientes materiales: medio de
cultivo PDA, circulos de papel de -
perforadoras, pinzas y agujas de
diseccion, popotes, puntas

“Técnica de Pellets”. Con

Se vertio el medio PDA en un popote estérl y una
las cajas Petri y se esperd - aguja de diseccion se
a que gelificaran. tomo una porcion de los
cultivos esporulados de

azules para micropipeta y tubos cada fitopatogeno.
eppendorf. l
Se impregnd cada papel Se extrajo una porcion similar

Se incubaron a 268°C y se dentro de un tubo eppendor, de PDA a una caja donde se
registr6  su  crecimiento - ya sea de los extractos de - realizd la siembra y en su
cualitativamente. Se tomé de interés o de los testigos y se lugar se coloca la porcion de
referencia el crecimiento en colocaron en referencia a lo PDA con el fitopatdgeno
el blanco y el cultivo puro. establecido en la Figura 28. esporulado.

Figura 24. Desarrollo experimental del bioensayo.

Anexo 8. Complemento de resultados
A

FechaS'd2003igenes TN acion 0 m

Figura 25. Puntos de crecimiento de la Asphodellus fistulosus encontrados en el
Campus Siglo XXI de la Universidad Auténoma de Zacatecas. Obtenida del
software: Google Earth Pro®
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Figura 26. A) Planta obtenida en su totalidad. B) Planta destinada para las extracciones.
C) Herborizacion de las plantas.

Figura 27. A) Grupo de semillas, B) Semilla individual y C) C4psula de A.

fistulosus.

HERBARIO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ZACATECAS

Asphodelus fistulosus L.

Edo. Zacatecas, mpio. Zacatecas Campus UAZ siglo XXI,
limite norte, aproximadamente cinco metros al norte de |a orilla
de la carretera, 10 m al oeste del acceso principal. Vegetacion
secundaria en superficie ocupada anteriormente per matorral
xerdfilo.

Hierba perenne, de aproximadamente 60 cm de altura, color
verde brillante, en frucificacion, flores escasas, color blanco
con una linea café rojizo. Abundante.

22748 72"N 1027 38" 36.1"'W Al 2329 msnm

Fecha de colecta. 31/08/2020.

Col. P. I SilvaM. &M.J. VarelaF. 1 Det J.J. Balleza C
210912020

HERBARIO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ZACATECAS

Asphodelus fistulosus L.

Edo. Zacatecas, mpio. Zacatecas Campus UAZ siglo XXI,
limite norte, aproximadamente cinco metros al norte de la orilla
de |a carretera, 10 m al oeste del acceso principal. Vegetacion
secundaria en superficie ocupada anteriormente per matorral
xerdfilo.

Hierba perenne, de aproximadamente 60 cm de altura, color
verde brillante, en frucificacion, flores escasas, color blanco
con una linea café rojizo. Abundante.

22746 72'N 1027 38" 36.1"'W Al 2329 msnm

Fecha de colecta. 31/08/2020.

Col. P.I. Silva M. &M.J. VarelaF. 1 Det J.J. Balleza C.
209/2020

Figura 28. Etiquetas de registro de la Asphodellus fistulosus expedidas

por el Herbario de la Universidad Autonoma de Zacatecas.

Figura 29. A) Pesado de cada fraccién de la planta. B) Adicion del

sistema de disolventes. C) Homogenizacién. D) Sonicacion. E)
Filtracion. F) Muestras separadas.
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Figura 30. A) Prueba positiva para Flavonoides. B) Prueba Shinoda
positiva para Flavonoides. C) Prueba positiva para antraquinonas. D)
Prueba positiva para terpenoides.

Mediciones de pH

Tabla 16. Resultado de las mediciones de pH de los extractos.

Muestra (T, Ry F) pH
1 (T) 4.21
1 (R) 4.00
1(F) 4.20
2 (T 4.15
2(F) 3.96
2 (R) 4.24
3(T) 4.25
3(F) 3.98
3(R) 4.11
4(T) 4.23
4 (F) 4.10
4 (R) 3.98
5 (T) 3.78
5(F) 4.19
5(R) 3.99

T= Tallos, R=Raiz y F= Frutos.
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Calculos de capacidad antioxidante

DPPH
Tabla 17. Absorbancias de los extractos de Fruto, raiz y tallo de A. fistulosus.
Muestra [F1 [R] [T
1 0.685 0.695 0.599
2 0.548 065 0623

F: Fruto, R: Raiz y T: Tallo.

Una vez obtenidas las absorbancias de cada uno de los extractos, se debe tomar
en cuenta la absorbancia del DPPH como referencia y seguir la siguiente formula:
mg Eq Trolox mg

o pesoseco (—7)(peso muestra) (vol. obtenido del extracto)

Se debe entonces tomar los valores de absorbancia de DPPH, los cuales en este

caso se ven plasmados en la tabla 18.

Tabla 18. Absorbancias del reactivo DPPH.

Abs 1 Abs 2 Abs 3

Reactivo
DPPH 1.11 1.036 1.046

Abs: Absorbancia.

Se sigue entonces lo establecido en la férmula para cada absorbancia, se promedian
los resultados y se obtiene la desviacién estandar de cada calculo. En la formula se muestra
un ejemplo del célculo de % Decoloracién DPPH para la primera de las absorbancias de

Fruto.

% Decoloracion DPPH= (11_1—01685) =0.3828

Este valor se sustituye en la ecuacion de la curva de calibracion y = 3.7892x - 0.0048

con una R? = 0.9823, se despeja el valor de “x” para conocer la concentracion deseada y

este valor se multiplica por 100 para saber el % de Decoloracién DPPH de la muestra.
FRAP

En este caso, los resultados se obtienen despejando x de la ecuacion de la

curva de calibracion: y = 5.9972x + 0.0576 con una R2 = 0.9822, sustituyendo los

XX



valores de “y” en lugar de los promedios de las absorbancias obtenidas para cada

uno de los extractos y con esto obtener los valores de “x”, correspondientes a los

mg/ml de cada muestra. En la tabla 19 se observar los diferentes valores de
absorbancias de los extractos analizados.

Tabla 19. Absorbancias del reactivo DPPH.

1 2 3
F 0.965 0.949 1.037
R 0.862 0.907 0.913
T 1.061 1.135 1.112

F: Fruto, R: Raiz y T: Tallo.

Al despejar el valor de x con respecto a la ecuacidn de la recta otorgada por
la curva de calibracion con referencia a “y” (valores de absorbancia de cada

extracto) los valores de [mg/ml] Trolox obtenidos se observan en la tabla 20.

Tabla 20. mg/ml Trolox de cada extracto para FRAP.

1 2 3
F 0.1513 0.1486 0.1633
R 0.1341 0.1416 0.1426
T 0.1673 0.1796 0.1758

F: Fruto, R: Raiz y T: Tallo. mg/ml: Concentracion de
miligramos por mililitro.

Se promedian los resultados, se obtienen las desviaciones estandar y se

multiplican por 100 para conocer el poder reductor de cada extracto.

Fenoles totales

Los valores obtenidos de absorbancias de cada uno de los extractos
analizados se pueden ver en la tabla 21.

Tabla 21. Absorbancias para los extractos de A. fistulosus.

1 2 3
F 1.578 1.524 1.657
R 1.082 1.138 1.23
T 1.32 1.415 1.505

F: Fruto, R: Raizy T: Tallo
XXI



En este caso, los resultados se obtienen despejando “x” de la ecuacion de la
curva de calibracion: y = 4.0156x - 0.0178 con una R? = 0.9797. Se sustituyendo los

valores de “y” en lugar de las absorbancias obtenidas se obtienen los diferentes

valores de “X”, correspondientes al valor de [mg/ml] para cada uno de los extractos.

En la tabla 22 se observar los diferentes valores de absorbancias de los

extractos analizados, junto con el valor promedio y la desviacion estandar.

Tabla 22. Valores promedio de fenoles totales.

1 2 3 Promedio D.E.
F 0.3974 0.3839 0.4170 0.3994 0.0166
R 0.2738 0.2878 0.3107 0.2908 0.0186
T 0.3331 0.3568 0.3789 0.3563 0.0229

F: Fruto, R: Raiz y T: Tallo. D.E.= Desviaciéon estandar.

Flavonoides totales

Los valores obtenidos de absorbancias de cada uno de los extractos

analizados se pueden ver en la tabla 23.

Tabla 23. Absorbancias de los extractos de A. fistulosus para el ensayo de flavonoides

totales.
1 2 3
F 0.79 0.87 0.883
R 0.587 0.641 0.628
T 0.7 0.637 0.687

F: Fruto, R: Raiz y T: Tallo.

Los resultados se obtienen despejando “x” de la ecuacion de la curva de
calibracion: y = 4.1719x - 0.0073 con una R2 = 0.9983. Se sustituyendo los valores
de “y” en lugar de las absorbancias obtenidas se obtienen los diferentes valores de
“x”, correspondientes al valor de [mg/ml] para cada uno de los extractos.

En la tabla 24 se observar los diferentes valores de absorbancias de los

extractos analizados, junto con el valor promedio y la desviacion estandar.
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Tabla 24. Valores promedios para flavonoides totales.

1 2 3 Promedio D.E.
F 0.1911 0.2102 0.2134 0.2049 0.0120
R 0.1424 0.1553 0.1522 0.1500  0.0067
T 0.1695 0.1544 0.1664 0.1634  0.0079
F:

Fruto, R: Raiz y T: Tallo. D.E.= Desviacion estandar.

Taninos condensados

Los valores obtenidos de absorbancias de cada uno de los extractos

analizados se pueden ver en la tabla 25.

Tabla 25. Absorbancias de los extractos de A. fistulosus para taninos condensados.

1 2 3
F 0.0602 0.06 0.067
R 0.0512 0.0496 0.0489
T 0.055 0.0562 0.0487

F: Fruto, R: Raiz y T: Tallo.
En este caso, los resultados se obtienen despejando “x” de la ecuacion de la

curva de calibracion: y = 0.1349x + 0.0202 con una R2? = 0.984. Se sustituyendo los
valores de “y” en lugar de las absorbancias obtenidas se obtienen los diferentes

valores de “X”, correspondientes al valor de [mg/ml] para cada uno de los extractos.

En la tabla 26 se observar los diferentes valores de absorbancias de los

extractos analizados, junto con el valor promedio y la desviacion estandar.

Tabla 26. Valores promedios para taninos condensados.

1 2 3 Promedio D.E.
F 0.2965 0.2950 0.3469 0.3128 0.0295
R 0.2297 0.2179 0.2127 0.2201 0.0087
T 0.2579 0.2668 0.2112 0.2453 0.0298

F: Fruto, R: Raiz y T: Tallo. D.E.= Desviacion estandar.
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Anexo 9. Estructuras moleculares encontradas en GC/MS

Fruto
0
|
\Si/ /S'\O
A|s S‘I/
\o T/ \O/ N

(p-Methoxyphenyl)-acetonyl- e Si\
dimethylsilane. ‘

Arsenous acid,

on tris(trimethylsilyl) ester

OH

O\
NN
N
—
1,2-Benzenediol, 3,5-bis (1,1-
dimethylethyl)- Cl
H
o
Jl 2-Phenyl-4-chloromethyl-5-
Z methyl-1 ,2,3-triazole
(0]
HO OH
(6]

Oxime-, methoxy-phenyl-_
4H-Pyran-4-one, 2,3-dihydro-
o 3,5-dihydroxy-6-methyl-

| NH

2,6-Dimethyl-5-methylphenylaminopyridin-3,4-dicarboxyimide
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g
2-Ethylacridine

Bis(2-furfuryl) disulfide

Figura 31. Conjunto de moléculas encontradas en extractos de fruto.

Tallo
0
\/ s
si o ~
N
© H
(p-Methoxyphenyl)- Acetamide, N-[4-
acetonyl-dimethylsilane (trimethylsilyl)phenyl]-
OH
0] OH O
S P §
@) O/
3-Acetoxy-3-
hydroxypropionic acid,

methyl ester
1,2-Benzenediol, 3,5-
bis(1,1-dimethylethyl)-

>Si\
@) OH 0] 7 n
)J\ )\/U\ /Si<
o
0 OH
3-Acetoxy-3-
hydroxypropionic Benzoic acid, 4-methyl-2-

trimethylsilyloxy-, trimethylsilyl ester
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| Cyclohexane, 1-methyl-4-(1-
methylethylidene)-
5H-Naphtho[2,3-c] carbazole, 5-
methyl-

X

1,5-Heptadiyne

/

9,12,15-Octadecatrienoic acid, methyl ester, (Z, Z, 2)-

Figura 32. Conjunto de moléculas encontradas en extractos de tallo.

Raiz

3-Acetoxy-3-hydroxypropionic acid, methyl

ester
(p-Methoxyphenyl)-acetonyl-dimethylsilane
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I OH
N X

o]
HO
3,5-Hexadien-2-ol, 2-methyl-
o)
7-Oxabicyclo [4.1.0] hept-3-ene-2,5-dione, 3-
(hydroxymethyl)-

HO

S
N
N

$
Q
S

Bicyclo [4.4.0] dec-1-ene, 2-
isopropyl-5-methyl-9-

/\ alpha.-Cadinol methylene-

[]

a

Ethanone, 1-[5-[(5-methyl-2-
1,4-Methan0'1H-indene, furany|)methy|]_2_furany|]-
octahydro-1 ,7a-dimethyl-4-(1-
methylethenyl)-, [1s-(1.
alpha.,3a. beta.,4. alpha.,7a.
beta.)]-

9,12,15-Octadecatrienoic
acid, methyl ester, (Z, Z, Z2)- o

Figura 33. Conjunto de moléculas encontradas en extractos de tallo.
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