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I INTRuDUCCION 

La fotoqu!mica tiene su or!gen en las propiedades que poseen 

ciertas moléculas de absorber la· luz UV (ultravinleta). Durante 

esta absorci~n las moléculas se exéitan y sufren cambi~s en su 

estructura electr6nica qua ocasionan finalmente un cambin en su 

estructura astérica y funcinnal {9). 

La fotnrreducci6n de cetonas es un de los procesns más anti­

guamente conocidos y sa puede realizar, entre otras formas, por 

exposici6n de una soluci~n da la cetona a la luz solar. 

Reacciones de este tipo no son, sin embargo, exclusivas del 

trabajo de iaboratorio; en las plantas, que pueden considerar­

se como pequenos laboratorios químicos vivientes, ocurren pro­

cesos fotoqu!micos en los que intervienen diversos metabolitns 

secundarios. 

La presencia de estos procesns en los vegetales se ha puesto 

en evidencia por las propiedades que rr.anifiesten algunas plan -

tas como la de causar dermatitis por c~ntactn con la ·piel y en 

presencia de la luz snlar, pero no en la nbscuridad (13); o 

bien, por su pnder hemol!ticn (17) o bacterinst~tico (10}. 

Esta fan6meno fntoqu!mico, al que sa dio el nombre de foto­

toxicidad (B), indujo a los investigadores a buscar los metabn­

litos secundarios que en los vegetales pudieran sufrir una reac­

ci6n da tal naturaleza. 

Se ha encontrado que. los productos responsables de la f nto­

toxicidad en las plantas pertenecen a varios grupos como son 

las furocumarinas, lns tiofenos y lr>s acetilenl"'s. 

Las furocumarina= fuerr>n lns primernn prnduct~s oue se ~~r?.E, 

terizarnn pr-r sus pr..,piedades fl"'tot~xicas. Se encuentran en di-

uersas familias : Rutaceae. Leguminnsae, Apiaceae, Papili~na-
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ceae, ~~raceae y Umbelliferae (4, 14). En la familia Cnmp~sitae 

no se ha enc~ntrado furocumarinas, pern sí pnliacetilen"s y tin­

fen~s. De 3idens pilosa se aisl~ el tridecapentaineno {CH3-(C=C) 5-

-CH=CH2) (14). que tiene acciAn bacteriostática y fungist~tica c~!! 

tra algunos microorganismns incluyend~ Candida albicans. L"s nat.!, 

vns de las islas Hawaii usaban la especie Bidens camphylntheca en 

forma de té como t6nico o purificad~r sanguíneo y en el tratamieE 

to de las aftas que aparecían en la bnca de los lactantes, causa-

das por Candida {14). 

En el g6nern Taqetes. son los tiofenos y lns pnliacetilenes 

los responsables de las propiedades fototnxicas de las plantas 

(17). Se han hechn estudios químicos en varias especies de este 

género {patule, minuta. ~laQdulifera y erecta) pero en ninguna 

referencia se estudia detalladamente Tagetes tenuifnlia planta 

que se eligi6 en el Laboratorio de Química de la Facultad de CieE 

cias de la UNAm para realizar este trabajo. 

Dentro del análisis fitoqu!mico de las especies, unn de los i~ 

teresas al estudiar los productos secundarios que en ellas se en­

cuentran. es localizar aquellos que sean característicos de una -

familia n g~hero y que pueden ser usados como marcadnres químicos 

en taxonomía. En el caso de Tagetes, los tinfenns aisladns pnr T~ 

wers (14) y Atkinson (1) en algunas especies pndrían ser caracte-­

rísticns del género. 

Cnn el fin de aumentar el ndmero de especies analizadas del gé­

nero Tagetes para dar apoyo a esta hip6tesis, se inicia este estu­

dio con Tagetes tenuifolia, mntivn de la presente investigacirn, -

siendn sus ~bjetivos: Cnmprobar la actividad fntot6xica.de lns ex­

tractos hexánicos de la planta y, si s~n activns, aislar y caract~ 

rizar lns Cnmpuestos responsables de dicha actividad. 
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II ANTECEDENTES 

Se analizar& aqu! brevemente la naturaleza química de los cnm­

puestos responsables de la fototoxicidad de ciertos vegetales y -

la forma comn se ha puesto en evidencia esta toxicidad. 

a. Cumarinas 

Dentro del grupo de las cumarinas, snn las furocumarinas como 

el psoraleno {furo{3-2g)cumarina){!) y sus derivados, los que 

causan daMo a la piel humana en presencie de luz UV de onda lar­

ga (320-370 nm), pero nn en la obscuridad (13). 

1 

fowlks demnstr6, en 1956 {10) que los psoralenos son fotntox,!_ 

cns tambi&n para las bacterias •• Posterinrmente Daniels {B) emple6 

un m~todo relativamente sencillo con Candida albicans para mues-­

trear plantas que tuvieran fototoxicidad. La ~ruaba consiste en ~ 

colocar una parte de la planta problema en una caja de Petri so-­

bre una placa de agar sembrada con la levadura e incubar cnn luz 

UV y en la obscuridad. Si la planta es activa, la placa oresenta 

un ha~n por inhibici~n de crecimiento cuando se incuba expuesta a 

la luz UV, pero nn cuando se hace la incubaci~n en la nbscuridad. 

~ntre las plan~as que examin~ Daniels (1965)(8) y que tuviernn 

fntntoxicidad sobre Gandida está el fruto del cemoasúc~itl (e~,~~ 

dula, maravilla o clavel!n), T~g~tes patula. ~st~ r!~nta ~~rtene­

ce a la familia Compnsitae ;;steracea~) ~ nasta ~nt~nces ,~ se ~~ 
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bía rep"rtadn la presencia de fur"cumarinas en esta familia, que 

prdr!an ser las causantes prnbaMles del fen~menr f"tntAxicn pnr -

lo que Trwers (1977)(14) emprendi~ el estudir de algunrs de sus -

miembros, entre ellns Tagetes eatula, pare investigar la natural~ 

za qulmica de las substancias que prnvocan ~ste efectn y encrntr~ 

que pertenecen al grup" de lrs tinfenrs. 

En 1958 Uhlenbroek y 8ijlnn aislaron de J.:. erecta drs cnmpues­

tos fuertemente antihelm!nticns: el alfa-tertienilo (2,2':5•2"- -

tertienilo}(II), que ya Zechmaister y Sease hab!an aislado con a~ 

terinridad de p&talos de la misma especie (lB), y un crmpuesta 

nuevo. ~l (5-(but-3-en-l-inil)2.2'bitienilo)(III), y comprobaron 

plenamente sus estructuras por s!ntesis (15). 

II III 

De esta misma especie Bnhlman y Herbst (3) aislarnn un tercer 

cr:-mpuesto, el cis-5-(4 acetoxy but-l-enil)-2,2'-bitienilo (IV): 

IV 

Estas tres substancias se encontraron tambi~n en l.:.. patulá (3). 

En 1965, Atkinson y colaboradores estudiaron los cnmponentes -

de la raíz de.!.:. minuta y encnnt~rrm varins bitienilns (1). La -

planta tiene marcada actividad antihelmíntica contra melnydngyne 

javanica, gusanr que.ataca la raíz del tabacn, Igualmente se ana­

lizarrn l~s extractes de la raíz de las especies de Tagetes estu­

diadas pnr su grupo pMr crnmatografía en placa fina (7), encrn -­

trando poca variaci6n cualitativa en los patrones de las ma~chas 
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trs principales en todas las especies estudiadas, lns cnmpuestns 

11 y lI 1. 

Tnwers et al. (14) investigaron la naturaleza química de lns -

compuestos respnnsables de la fotntnxicidad en .!..:. patula 'f aisla­

rrn y crmprobaron que son los mismos {II y III) que nbtuv~ Uhlen-

brl"ek. 

c. Poliecetilenos 

El grupo de Towers examiliti igualmente otros miembros. de la fa­

milia Cnmpnsitae y en los extractos de fl6sculos de Chrysantemum 

leucanthemum encontr6 que el compuesto fotnt6xico més activo era 

un poliacetilen!" cuyo espectro en el UV fue similar al de V (4): 

CH3 (C9C) 3-(CH=CH)~-(CH2) 3CAc 
En Bidens pilosa L. (16). que tambi6n tiene acci6n sobre.&.!!!.:, 

~ y otros microorganismos como Escherichia ~ y Bacillus ~ 

lllli• encontrarcin que los agentes causantes del fen6meno ·son va­

rios poliacetilenos, entre ellos el fenilheptatriino (VI): 

d •. Prnbable mecanismn de ecci~n 

E· Yamamcito et al. (17) snmetiernn eritrocitos hume!"'"ª a la a.s, 

ci~n de algunns compuestos pnliacetillnicos en presenci~ de luz -

UV 1 detectarnn p&rdida de pntasil" y hem~lisis. Previamente a ~s­

ta ncurr!a una inactivaci6n de acetilcolinesterasa y de otras en­

zimas en el exterior de la membrana celular. debido tal vez a un 
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daño en su estructura o a una mndif icaci~n en el ambiente de la -

membrana que parece ser el primer blanco del fenilheptariinn y -

del alfa-tertieniln, en particular. Ambns act6an dañandn las pro­

teínas celulares. 

A nivel molecular la acci~n t~xica se explica de la siguiente 

forma: 

Las furocumarinas lineales se cnmbinan cnn las bases pirim!di­

cas del ADN {con la timina en el ADN de timo de becerro) a través 

de sus dobles enlaces en las posiciones 3,4 n 4 1 ,s•. Se cree que 

el daRo celular ocurre cuando se establece un enlace covalente cr~ 

zado entre las dos hélices del ADN y los dos dobles enlaces de una 

molécula de psoraleno. Estns enlaces cruzados mantienen las dos hf 

lices unidas, aun en condiciones de desnaturalizaci6n (16). 

En las furocumarinas angulares el mecanismo de acci6n es dife­

rente, reaccionan formando también enlacas cruzados, pern cnn una 

s~la de las hélices del ADN, permitiendo su separaci~n pnr desna­

turalizaci~n (16). 

Un mecanismo similar al de las furocumarinas angulares se pns­

tula para el fenilheptatriino (16). 

En el caso del alfa-tertienilC' y sus derivadns,la acci~n fntn­

t~xica parece deberse a la producci6n de oxígeno singulete {acti­

vaon), pnr efect6 de la irradiaci~n (2): 

> 

ESPECIE ACTIVADA 

. -.,,. 



Inactivaci6n pDr dano a uno 
de cinco amino&cidos: p-hi­
droxihistidina, metionina, 
~enilalanina, cisteína o 
tript1:1fano. 
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III UBICACION TAXuNuMICA DE LA PLArJTA (6) 

Divisi6n: magnoliophyta 

Clase: magnoliopsida 

Subclase:.Asteridae 

Crden: Asterales 

familias Cgmpositae 

Tribu: Heleniae 

Género: Tagetes 

Espacie: Tagetes tenuifolia Cav. 

IV DESCRIPCl~N.mURfULuGICA (12) 

Hierba da 20-40 c·m· dé altura, con las hojas opuestas pinati-­

sectas, con 1as divisiones pequenas, elípticas, fina1Rente aserra­

das. Cabezue1as con el invcilucro de 11-14 mm de alto;_ ~!gulas an­

chas da 7-B mm de lon~itud. Aquenios lineaees, negros, con 4-5 a~ 

camitas diferentes de unos 4-5 mm da largo. 

florece en septiembre y octubre y crece en altitudes de l 800 

a 2 900 msnm, en el Pedregal de San .Angel en el D.F.:; en el cerro 

da San Bartolo, en la Sierra de Guadalupe, Org de H!dalgo, Caffada 

de cuajimalpa, en la bajada a Chimalpa, Jilotepec, lxtapan de la 

Sal y Teutli, en el Estado de m&xico. 
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V MATERIAL y mErroos 
Ln colecta del material se hizo en el Pedregal de San Angel, D. 

f. durante el mes de octubre en que la planta presenta flores. Se 

procur6 sacar a los ejemplares.cdmpletos incluyendo la ra!z. El~ 

jemplar seleccionado para determinaci6n y Herbario se encuentra -

depositado en el Herbario de la Facultad de Ciencias de la UNAm, 

(FCmE) • 

El material se sec6 a temperatura ambiente y una vez secas las 

plantas se separ6 ra!z, parte ª'rea y flor, moli,ndose en un mol,! 

no manual por separado. Los molidos tuvieron lns pesos que se in­

dican en la tabla l. 

a) Dbtenc16n ,2!, ,!2! extractos 

Los molidos de flor (437.5 g) y de raíz {777.D g) se colocaron 

en su totalidad en matraces de bola de 12 1 de capacidad, míen- -

tras que del tallo se ocuparon ~nica~ente 92S,.O g, ya que el total 

(1 239.S g) exced!a la capacidad del recipiente. En cada matraz se 

vertieron 10 l de hexano para realizar una extracci6n en fr!o y al 

abrigo de la luz (los compuestos buscados son termo y fotolifbiles) 

durante cuatro semanas. 

La separaci6n de los extractos hexánicos del resto del material 

s6lido se hizo por filtraci6n en papel y poateriormente se evapor6 

el filtrado a presi6n reducida, trabajando siempre al abrigo de la 

luz. Una vez obtenidos los extractos secos se pesarrn para conncer 

el rendimiento de la extracci~n. Los resultados se encuentran ano­

tados en la tabla 2. 

Sobre lrs extractos se realizarrn dns clases de pruebas: Binl~­

gicas (actividad hemolítica y bacteriostática) y Químicas (separa­

ci~n ce lns componentes de los extractos y caracterizaci6n del al­

fa-tertienil~ y ntros compuestos. 
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b. Pruebes biol6gicas 

l. Actividad hemnl!tica 

La actividad hemolítica de los extractos se determin~ pnr el 

m~todr usual para detectar hem~lisis, con las modificacirnes pro­

pias del caso. 

Antes de efectuar las determinaciones sobre lns extractos se 

hizo una curva de calibraci6n para calcular posteriormente el pnr­

centaje de hem6lisis causado por la fotoactivaci6n de e~tns. 

Se tomaron 5 ml de sangre humana por venipuntura y se cnloc~ 

l ml en cada uno de 5 tubos de ensayo, ajustando el vol~men a 5 ml 

con soluciones de NaCl al D.9, 0.7, 0.3 y 0.1~, respectivamente. y 

el 6ltimo tubo se ajust6 can agua destilada. Al términn de media 

hrra se centrifugarnn a 5 000 rpm durante 5 minutos y con el snbr!. 

nadante se hicieron las lecturas de la hemoglobina liberada en un 

espectr 0 fot6metro Perkin- Elmer Cnleman 295, a 525 nm. Las lecturas 

prnmedio de tres repeticiones, dadas en nbsorbancia, se encuentran 

en la tabla 4. 

Con estas lecturas.:se traz6 la curva de calibraci6n, anr.itando 

las cnncentracinnes de las aoluciones de NaCl en las abscisas y en 

las ordenadas, las absorbencias. En esta curva se interpolarnn las 

diferencias de~absorbancia entre las lecturas nbte~idas de lns tu­

bos prnblema y testigo para obtener el ~ de hem~lisis provocada pnr 

fotoactivaci~n de los extractos. Se cnnsider~ cnmo 100~ de hem~li­

si~ la prnvncada pnr el agua destilada (fig. 1). 

Para el experimentn cnn lns extractos de las diferentes p~rtes 

de la planta se tomaron 10 ml de sangre humana v se llevarr~ a 100 

ml cnn s~luci~n isnt~nica de NaCl. habifndnse estahlecidn rrevia­

mente esta diluci~n cnmn la adecuada para las cnndici"nes de la d~ 

terminaci~n, la cual se ~iz" cnn d~s series rl~ tu~~s d~ ensayn, u-
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na mantenida al abrign de la radiaci~n UV, frrrandn lns tubrs crn 

papel aluminir (serie testign), y la rtra crn lns tubns sin fn- -

rrar para someterla a la acci~n de la luz UV (serie prrblema). Ca­

da serie crnstA de 5 tubns, 3 para cada un~ de lns extractos y 2 -

crntrrles. 

En las dos series se colrcarnn en cada uno de lns tubos 4.5 ml 

de la suspensi~n de gl6bulos rojns; a 3 de ellns se agregaron 0.5 

ml de una soluci~n hex~nica (1 mg/l ml) de los extractos de ra!z, 

tallo y flor respectivamente, al cuarto se agregaron o.s ml de -

hexano y al quinto o.s ml de soluci6n isot6nica de NaCl. 

Los 10 tubos de las dos series se colocaron en un baño de temp~ 

ratura constante a 34-3S0 c y se irradiaron con una lámpara de luz 

UV de onda larga Philips 57413p40-TUV30'U, durante l hnra, agitan-

do suavemente cada 15 minutrs. Transcurrido el tiempr de expnsici~n 

se decant~ la soluci6n hexanica del extracto, que se hab!a separa­

dr de la fase acuosa, lrs tubos se centrifugarrn 5 000 rpm durante 

5 minutrs y con el snbrenadante se hicieron las lecturas en el es­

pectrrfot6metro, a 525 nm. Esta determinaci6n se repiti~ tres veces 

y lns resultados promedio, dados en absorbancia, se encuentran en 

la tabla S. 

2. Actividad bacteriost&tica 

Los organismos utilizados en estas pruebas fueron Escheri- -

.E..!:!!!.~ y Bacillus subtilis •. se emple6 el m~todo usual en micro­

biología para el crecimiento de microorganismos, aplicandn para la 

determinaci6n de la fotosensibilidad el m~todo sugeridn por Daniels 

(B). 

El trabajo se inici~ con ..[:_ ~ {bacterias pertenecientes a la 

cepa pBR 327 RRl prnccdento del Departamentr de ~icrrbinlrgía del 

Instituto de Investigacinnes 9inmldicas de la UNAm). Se prepar~ A-
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gar de ~ueller-Hintnr de Birxnn, para cultivn de micrrnrganismrs, 

38 g pnr l de agua destilada, y se le adici~narnn 0,25 g de crlr­

rante vegetal rrjr para lngrar crntraste ~pticr cnn las crl~nias 

en crecimiento. ~l medin de cultivn y el material de cristalería 

se esterilizarrn en autrclave a 120"c y 15 lbs de presi~n, duran­

te 15 minutns. La msnipulaci~n pnsterinr se efictu~ dentrn de una 

campana estéril. Cuando el material estuvo lo suficientemente frío 

como pard manipularlo se prncedió a verter el medin er c?jas de P.,2 

tri de 9 cm de diámetro. Una vez solidificado el medin se efectu6 

la siembra con aplicad~res de pl~stico con puntas de algod~n, qué 

se intrndujeron en el cultivo de reserva y se aplicaron al gel pr.!:!: 

curando fnrmar ~!neas gruesas muy cercanas entre sí sin romper la 

superficie, cnn nbjetr de obtener un crecimientr cnmpactn. 

La determinaci~n de la fntoactivaci~n de lns extractns se hizn 

cnn dos series de cajas, una prnteqida de la ra~iaci~n UV cnn pa-­

pe~ aluminin y la ntra libre de protecci~n. Cada serie cnnst~ de 9 

cajas, distribuidas comn se indica en el cuadro adjuntn, m~s dns 

cnntroles. 

En cada caja se intrndujn un círculo de papel filtrn 0hatman No. 

2, da 2 cm de diámetro, previamente impregnadn de las soluciones de 

lns extractos hex€nicns de raíz, tallo y flor a las cnncentracione~ 

que se indican sn el cuadro. Antes de intrnducir el papel filtro a 

las cajas se dej~ secar al aire para eliminar la mayor parte del ~ 

disolvente. En una de las dns caj~s crntrol se C"l"c~ un disc~ im-

pregnado s6ln con hexano y la otra se dej6 sin discn •. 

• ... · 



Cnncentracicf;n 

l mg/ 2 ml 

l mg/ 5 ml 

1 rng/10 ml 

14 

Distribuci~n de las cajas de retri nara la deter~ 
minaci~n de la fntntnxicidad de lrs extractrs 

fl"'r Raíz Telln 
sin uv CC'n uv sin U\' c,..n uv sin uv Cr"n 

cajas cajas cajas 

1 1 l 1 1 

l 1 1 1 1 1 

1 l 1 l 1 1 

Todas las cajas se crlncarnn en una campana bajn radiaci~n UV 

uv 

de onda larga (con la misma lámpara empleada para la determinaci~n 

de la actividad hemol!tica) durante 24 horas. Al concluir este tiem 

pn se suspendí~ la radiación y se hizo la observaci~n del crecimien 

t~ bacteriano. Se dejaron las cajas 24 hnras m~s sin radiaci~n y -

se vrlvi~ a hacer la nbservaci~n. 

Tnde esta experimenteci~n se repiti~ 6 veces y el prrmedin de 

las rbservacirnes se encuentra anntadr en la tabla 6. 

Para Bacillus subtilis se prncedi~ de idéntica manera. En este 

casr la cepa prrvino del Labnratorin de m1crnbiolng!a de la Facul­

tad de medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAm y lns resulta -

drs promedio aparecen anrtados en la tabla 7. 

c Pruebas químicas 

l. Separaci6n de lns componentes de los extractos. 

Para separar lns cnmpnnentes se hizo una crnmatograf!a líqui­

do-l!quido de alta presi~n de cada unn de los tres extractns pu­

rificadrs. Para purificarlns, a cada unn se le snmetiA a una croma 

trgrafía en cnlumna de gel de s!lice, en la que la relaci~n gel-e~ 

tractr fue de 100:1 (150 g de s!lice y 1.5 g de extract~ disuelto 

en la mínima cantidad de hexan~). 

~l elu;ente fue hexanr y se recngiernn fraccirnes de 40 ml cada 

una; se emple~ crmn indicadrr de la presencia de lns crmpuestos 
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buscados, luz UV de onda larga, aplicada directamente snbre las 

fraccinnes cnn una l~mpara Blak Ray UVL 56. Las tres c~lumnas se 

forraron con papel aluminio para evitar el pasn de la luz, as! cn­

mo los matraces en que se recogieron las fraccinnes. 

En el caso del extracto de ra!z, se cnlectar~n 37 fraccinnes de 

las que la·s primeras 17 no tuvieron fluorescencia a la luz UV, de 

la lB'en adelante, hasta la 32 1 , hubo intensa fluorescencia, el res 

to d~ las fracciones que no prasent6 respuesta se desech~. 

Del extracto de tallo se recogieron 30 f'raccinnes de las cuales 

las fracciones B• y 12" y desde la 14' hasta la 26' presentaron i!!, 

tensa fluorescencia, las dem&s se desecharon. 

La crnmatograf.!_a del extracto de flor fue de 50 f'raccinnes, de 

las· que s~ln presentaron fluorescencia de la 18" a la 47' inclusi-

ve. 

Al igual que en lns casos anterinres, las restantes se descart.! 

rnn. Las fracciones fluorescentes se reuni~ron en un matr&z bal~n, 

1 para cada extracto, y se evaporaron ~ presi~n reducida para eli­

mióar el hexano. Los rendimientos de estas crnmatografíasse asien-

tan en la tabla 3. 

Los extractos secos, que-quedaron en las paredes del matraz co­

mo pequeñas manchas blanco-amarillentas, de textura lisa se srme-­

tiernn a una cromatograf!a de alta presitln l!quidn-l!quidn. Esta 

crrmetngraf!a se llev6 a cabn en un aparatn Varían B 500 crn deteE, 

tor de Índice de refracci~n. Lns cromatngramas nbtenidns se encue~ 

tren en l~s figuras 2, 3 y 4. 

2. Caracterizaci,(n c::;_.alfa-tertieniln .J '!!_ ~ crmruest"'s 

Para caracterizar las fraccirnes de la crnmatngraf!a del q~trac 

tn de ra!z, que se tnm~ cnnr tipn, se.empleA espectrnscrpfa en el 



16 

ultravi~leta (LI~), infrarrnjr (IR), de res~nancia magnltica rr~­

t~nica (RCP) y de masas (EW). Lrs espectr~s ~btenidrs se encuen­

tran en las figuras c~rresp~ndientes. 
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TABLA l 

~de ~ mclidos ~ Taqetes 

.Peso {g) 

Raíz 777 .. 00 

Tallr- l 2:39.50 

Flor 437:50 

UBLA 2 

Rendimiento de las extraccinnes 

li:-xtractn hexánicn DeSCI ·(n\ 

Ra!z 12.90 

Tall::- 16.40 

flr'lr 11.45 

IABLA 3 

Rendimiento ~ la cromatografía !!!. columna 

Extractn PesC' ( ma) 

Ra!z 96.60 

Tallf"I 815.20 

flf"lr 75.00 



>xtractr>~ 

Raíz 

Tallo 

flnr 

Irradiado 

Sin Irradiar 
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TABLA 4. 

~.2.!! calibraci~n 

trincentraci~n f\bsnrbancia 
;NaCl !( 

0.9 o 
D.7 ca.oso 
D.3 o.oss 
0.1 0.154 

o.o 0.201 

TABLA 5 

Actividad hemol!tic! 

Absorbencia 
Prnblema Testicin í\. :Hemi'ilisis 

0.9022 0.87,15 0.0301 is.o~ 

o.901s 0.8256 0.0819 39.0 

0.9647 o.aoss 0.1592 75.4 

Cnntroles 

Absetrbancia Hem~lisis ... ., 
con con snl. CCll"I Cf"l"I sr>l. 

hexano isot6nica hexano isl"tónicc 

0.1614 0.0066 5 o 

0.0755 o 
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Tablas cualitativas ~ crecimiento bacteriano 

Claves de crecimient~: 

**** crecimiento muy abundante (a) 

*** crecimie"to abundante (b} 

** cre~imientl"' poco abundante(c) 

* ning6n crecimient~. 

c~ricentracic'n Flf"r Re!z 

Extracto/hexano sin Ull ci:>n, U.\I sio uv c~n uv 

l mg/ 2 ml *** ** *** ** 

1 mg/ 5 ml *** ** ***' *** 

l mg/10 ml *** •• **** **** 

Controles 
Cnndicirnes sin uv con 

Sin papel : 
filtro *** *'* 
Ct"n ¡:iapel 
filtro y hexano *** ** 

, TaiJ:,.. 

·sin uv Cl"'n·· uv 
,~:. 

:r: .. 
' .. ***' .. '**:» 

: .. .. 

:.-.. ** .. .... .. ..... *** 
... 

IJV 
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TABL !\ ..., 

Crecimiento ~ ,!h. subtilis 

Concentraci6n f"lf'lr Raíz Tallo 

i:-xtr .. cto/hexano sin uv con uv sin uv con uv sin uv Cl"'O uv 

1 ma.' 2 ml *** * **** * ••• • 

1 m.., / e; ml *** • • ••• •• **** * 

i mcr/10 ml **** • **** ** ..... ** 

ContrC1les 
rondiciones sin uv crn uv 

Sin papel 
filtrf'I **** *** 
Con papel 
filtro y hexano **** *** 
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Analizando la tabla de resul tado,s número 5, los ccmtroles seiia­

lan que la irradiaci6n por s! sola prácticamente nn provee~ hem6-

lisis durante el tiempo que dur6 la experimentaci6n y que el hex~ 

no ocasiona un muy pequeño porcentaje {~5%) de hem~lisis, por lo· 

que .la liberaci.tln de hemoglobina en los tubos testigo y problema 

se debe exclusivamente a la acci6n de los extractos sobre los e-

ritrocitos. 

En la serie de tubos testigo la absorbencia es menor que en la 

de los tubos problema,.lo cual indica qua los extractos son acti­

vos por sí mismos, pero que al irradiarlos, esta actividad aumen­

ta. La diferencia entre la absorbencia de los tubos problema y la 

de los testigos da, interpolada en la curva de calibraci~n (fig.l) 

el procentaje de hem6lisis producido por la fotoactivaci~n de los 

extractos. 

El extracto de flor es el m's sensible a la activaci~n por ra­

diaci6n UV (75.4% de hemólisis), el de tallo tiene un valor inte!. 

medio {39.0%) y el de raíz es el menos sensible (15~). 

Esta sensibilidad a la fotoactivaci6n está de acuerdo con la 

composici6n química de los extractos. Se .sabe que lns pnliacetile­

nos son fotosensibles y tienen acci~n sobre los eritrocitos (17). 

El extracto de flor es el que tiene mayor proporci6n de poliaceti­

lenos y fue el más activo. En ~rden decreciente de prop~rci6n de -

poliacetilenos y de actividad se encuentran los extractos de tallo 

y ra!z. 

Actividad bacteriostática 

Las plantas que al someterlas a la prueba de Dan~els (8) presa~ 

tan un halo de inhibici6n de crecimiento bien definido, tanto a la 

luz UV como en la obscuridad, se denominan antibi6ticas (14). 
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Tagetes tenuifnlia pertenece a este grupn. Se pudn nbservar en 

:as cajas de crecimientn un haln de inhibici~n alredednr del papel 

filtro, liQeramente marcadn en las cajas que no se irradiarnn (lo­

te testigo) y perefectamente definid~ y de diferente ancho en las 

irradiadas (lote problema). En estas 6ltimas, adem&s, el crecimiento 

de los organismos a partir del halo y hacia el bnrde de la caja es 

menor que en las no irradiadas, yendo en disminuci6n, seg6n la a::ti­

vidac del extracto y la concentraci6n, hasta llagar a ser nulo. Estn 

se debe a que hay d~fusi~n del extracto en todo el medin de cultivo, 

quedando m~s concentrado en la parte inmediata al papel filtro. 

Lns cnntrnles indican que tanto la acci~n de la luz UV pnr s! 

snla, comn la del hexann irradiado, es mínima snbre los micrnnrganis­

mns, pnr ln que la in~ibici6n del crecimiento se debi~, prácticamen­

te en su tl'talidad, a la acci.<n fotC>t6xica de los extractos. 

Le diferencia de crecimiento en Escherichia ~ {colonias circu­

lares, planas, lisas, de colnr blanco lechoso) entre el lote testigo 

y el problema fue pequeRa. Por lo que respecta a Bacillus subtilis, el 

crecimiento en el lote problema (colonias circulares, blancas,_planas 

y lisas) se vio inhibido fuertemente, por lo que la diferencia con el 

testigo fue muy marcada. 

Se ve pues, que~ E!!.!! (Gram -) tiene una menor sensibilidad a la 

acci.<n fotnt6xica de los extractos que 2:. subtil is { Gram +). Estn se 

debe a que lns micr,,organismos Gram -, no se afectan practicamente pnr 

la acci~n de los poliacetilenos fotoactivados, peros! lC>s Gram+ (14), 

y los extractos de Tagetes tenuifolia tienen poliacetilenos. La pequeña 

sensibilidad qua muestra~~ se debe a lns tinfenns. 

Respecto a dichas extractos, el de fl,,r, en 'el que predominan los 

poliacetilenos, result~ el más activo y tiene fuerte acci~n bacterios­

tática aun a la menor diluc±6n probada. Vienen en seguida el de tallo 

y flor, con una muy pequeña diferencia entre ambos, y ya sin acci6n 



a la diluci~n men"r. 

se puede deducir de estos resultados y considerando la cnmpo­

sici6n química de los extractos, que los poliacetilenos tienen -

una mayor actividad fntotóxica que los tiofenos frente a los mi­

croorganismos, igual que como se vio para los eritrocitos. 

Composici6n !:!..!! .!.!!!, extractos 

Una vez comprobada la ctividad fotot6xica de los extractos de 

las diversas partes de la planta (ra!z, tallo y flor) con las 

pruebas hemol!tica y bacteriostática, se procedi6 a separar sus 

componentes con objetos de cerciorarnos de que esta actividad se 

debe a la presencia de tiofenos y' pciliacetilenos. 

La separaci6n se hizo por cromatografía l!quido-l!quidn de al­

ta .presi6n y en los cromatogramas nbtenid"s se puede apreciar la 

presencia de 6 diferentes substancias que guardan entre s! disti~ 

'tas proptlrciones.en .lo;¡ tres extractos (de ra!z, tallci y flnr) 

(Figs. 2, 3 y 4 respectivamente). 

El ~l·timo pica de los cromatogramas • o sea, las 61 timas frac.;..­

ciones de la cromatografía, es el que tiene el alfa-tertienilo y 

puede verse que la cantidad de este compuesto, existente en los e~ 

tractos, es diferente para cada uno de ellos. La mayor proporci~n 

corresponde al extracto de raíz-y en orden decreciente vienen lrs 

extractos de tallo, con una propnrci~n intermedia v l~s de flnr 

con una proporci6n ligeramente menor que la del talln. 

Antes de proceder a la cromatografía del extractn crudn de ra!z, 

que se tom6 comn tipo, se le determin6 un espectrn en el UV para -

referencia y se vio que prácticamente cnrrespnnde al del alfa-ter­

tieniln, sólo que cnn.sas máximns desp:azad"s ligeramente hacia 

longitudes de nnda menores (343.5 V 249 nm). 

Une vez fracci"nad~ el extractr en la cr~mat~oraf !a, se determi-
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n6 al espectro en al UV da la fracci~n 7, una da las cnrraspondie~ 

tes al pico da mayor proporci6n (pie~ 6) en el crnmatograma. Este 

espectro tuvo el mismo perfil (fig. 4) que el del extract" crudo, 

s6lo que con los m~ximos desplazados a una mayor longitud ~e onda 

{347 y 248 nm) y las curvas con un coeficiente de extinci~n mayor. 

No obstante que ya es una substancia purificada, todav!a nn alcan­

z6 los máximos reportados para el alfa-tert1anilo (350 y 252 nm) -

(ll); la diferencia se debe probablemente a pequeMas impurezas y 

a qua los espectros no se corrieron con el mismo aparato. 

Adem~s del espectro en el UV, a esta fracci6n se le corri6 un 

espectro de masas (rig. 5), en donde el i6n molecular tiene una a~ 

ñal a 248 m/a que concuerda con el peso molecular del alfa-terti~­

niln (248). Queda as! comprobado que el componente principal del -

extracto de ra!z es esta substancia. 

alfa-tertienilo (II) 
P., m. 246 

De la fracci~n 5 del cromatograma del mismo extracto, que co-­

rresponde a la confluencia del pico 5 con el principio del pico 6, 

se Oeterminaron los espectros en el UV, en el IR y de RmP. El es-­

pectrr en el UV muestra el mismo perfil que el del alfa-tertienilo 

(Fig. 6) y en el IR, además de las bandas características de aste 

compuesto, entre l 000 y 650 cm-1 ,se puédá-apretiar una a 2 200 
-1 

cm de triples enlaces (fig. 7). En al espectro de RffiP (fiq. ~) se 

pueden ver se~ales corresp~ndientes a dos prnt"nes vin!lic~s termi­

nales y a unn vecinn a un enlace acetilénicn (centradns a ~.22 v -

5.4¡, resnectivamente), pnr ln.que el cnmpuestn cnrrespnndiante al 
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pico 5 se identifica cnmn el 2(butin-l-en-3-il)ditieniln (III). 

I . .:t 

A la fracci~n 4 del cromatograma se le hicieron iguales deter­

minaciones espectrosc6picas, identificándose el compuesto corres-

pendiente como el 2(hexadiin-l,3-en-5-il)S{propin-l•il-l)tiofeno. 

(VII). 

VII 

De las tres primeras fracci~nes del cromatograma, que corres­

ponden a los picos 1, 2 y 3, se determinaron tambifn l~s espectros 

en el UV y se proponen para los cnmpueetos correspondientes a estos 

tres picos las siguientes f~rmulaa tentativas: 

Pico 3 

~Íi'f!&f!N.8'<B{:R,· 
2{nctain-l-dian-3,5-il)5-metiltiofeno (VIII) 

Pico 2 

dodecatetra-1,3,S,7-ino (IX) 
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Pie~ l 

ce-c.ci-c.c-c1c·CH¡C~CH;Clt¡Cll¡CB, 
tridecatri-2,4,6,ino (X) 

mediante este an&lisis se puede ver que lns extractos hexánic~~ 

tanto de raíz, como de talle y flor están constituidos por compue~ 

tes poliacetil~nicos y tiofénicos, que son los que les confieren -

la actividad fotot6xica. La diferencia de actividad de l~s extrae-

tos está dada por las distintas proporcicnes en que se encuentran 

estos dos tipos de compuestos En:ellos. Se puede apreciar que l~s -

poliacetiléniccs tienen mayor activodad fotot6xica que los tiof én! 

cos, ya que el extracto de flor, en el que hay mayor prnporci6n de 

po1iacetilenos, resultó el m&s activo, y el de raíz en el cual pr_!! 

dominan los tiofanos, fue el menos activo. 
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VII CCNCLUSluNES 

1) Los extractos hexánicos de raíz, talle.- v flnr de Tagetes .l!!!!:!!-
!2!!!, tienen actividad fntot6xica (hemnl!tica y bacteriost,tica. 

2) La actividad de los extractos va. en ~rden decreciente, da flor 

a talln y a raíz. 

3) Bacillus subtilis es m6s sensible a la acci6n de lns extractos 

qua ¡acherichia s.!?!!.• 
4) La cromatografía l!quido-l!quido de alta presi~n indica la pre-

sencia de seis componentes en los extractos, en diferentes propnr­

cionea en cada uno. 

5) El análisis espactrométrico de las fraccinnes de la crnmatogra-. 

f!a parmiti6 la idantificaci~n del alfa-tertienilo. y de los com- -

puestos poliacetilénicos. 

6) Se comprob6 as! que la actividad fc.-tt1t~xica de lf's extractns se 

debe a la presencia de tiofanoa y poliacetilenos •. 
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