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INTRODUCCION

Las plantas constituyen una fuente natural de sustan~--
cias quimicas que el hombre, desde siempre, ha aprovechado.
Una de las familias mis interesantes y numerosas es la
de las Compuestas. Debido a la gran cantidad de génexos y
especies que comprende esta familia, es natural encontrar -
en ella un cGmulo de diversos compuestos de interés biolSgi

co, médico y quimico.
Dentro de la familia Compositae el g&nero Tagetes es -

de importancia quimica por poseer gran variedad de compues-

tos, entre ellos los fotosensibles. Un fotosensibilizador

se define como un compuesto quimico que, mediante activa---. .
cifn por radiacidn, causa’que otxo compuesto de un sistema
reaccione (Turro y Lamola, citados en: Towers, 1980). E1 -
t&rmino fotosensibilizacibn se refiere a la fotooxidacibn -
de una sustancia o sistema biol6gico (Nilsson et al.: Santa
maria y Prino, citados en: Towers, 1280).

La accifn fotodindmica es efectiva tanto en organismos
unicelulares como en pluricelulares, y puede aféctar destru
yendo la membrana, provocando cambios citoplasm&ticos'o nu-
cleares, o inactivando enzimas. Usualmente causa la muerte
celular. Las mol&culas blanco que son fotooxidadas pueden
incluir proteinas, &cidos nuclé&icos, lipidos y carbohidra--—

tos (Towers, 1980).



Los efectos de los fotosensibilizadores llegan a ser -
variados, desde la reaccibn gue produce el psoraleno cuando
se aplica a la piel humana en presencia de luz ultravioleta
de longitud de onda laxrga (320 - 370 nm) provocando dafip —-
(psoriasis) (Pathak y Kramer, citados en: Camm et al., ---—
1975), hasta la fototoxicidad hacia ciertos microorganis—-—-

mos, tales como Candida albicans (Daniels, 1965).

Los fotosensigilizadores en plantas incluyen psorale--—
nos o furanocumarinas, las hipericinas, los poliacetilenos
y sus derivados tiofénicos. Algunos de estos compuestos, ~
como las furanocumarinas, se presentan en las familias Ruta
ceae, Leguminosae y Umbelliferae (Pathak et al., citado en:
Camm et al., 1955), mientras que los poliacetilenos y sus -

derivados tiof&nicos se han detectado en la familia Composi

tae.

OBJETIVOS

El presente trabajo surgib -de la inguietud por conocer

los fotosensibilizadores presentes en Tagetes filifolia, --

por lo que el objetivo de este estudio fue, precisamente,

la bfisqueda, obtencidn y caracterizacidn de estos compues-—-—



tos, abarcando los siguientes puntos:

~ Obtencibn de extractos de la rafz, tallo con hojas e
inflorescencia, utilizando cloruro de metileno.
Determinacidn de su actividad bacteriost&itica.
Séparacién de la fraccién fotosensible de estos

tractos.

Andlisis de los compuestos gue la forman.



ANTECEDENTES

El génerc Tagetes ha sido objeto de diversas investi--
gaciones, por lo gue en la actualidad se sabe de la existen

cia de fotosensibilizadores en Tagetes erecta, T. minuta, -

T. patula (Chan et al., 1975) y T, tenuifolia (Baute, 1983k
En estos estudios los compuestos fotosensibles encontrados

han sido poliacetilenos y sus derivados tiofénicos.

POLIACETILENOS ¥ SUS DERIVADOS TIOFENICOS

Los poliacetilenos son sustancias caracteristicas de -
la familia Compositae, pero también presentes en otras fami
lias de plantas con flores, .asi como en ciertos basidionice
tes (Bohlmann et al., citado en: Towers, 1980). Se les en-
cuentra en todas las partes de la planta, atn en la cuticu-
la de algunas especies (Towers y Wat, citados en: Towers, -
1980).

Frecuentemente, algunos poliacetilenos en particular -
se localizan en una regibn u Srgano especifico, aunque, co-
mo en el caso de la compuesta tropical Bidens pilosa, los -
poliacetilenos pueden encontrarse en toda la planta: el fe-
nilheptatriino en hojas, cuticula y tallo, mientras gue el
fenilheptadiin~-eno se restringe al tallo y rafces (Bohlmann

et al.; Wat et al., citados en: Towexrs, 1980).



-C=C-C=C~CHg4 fenilheptatriino

=C—-C=C-CH=CH-CHqy fenilheptadiin-eno

De los pétalos de Tagetes erecta se aisl§ un compuesto
con fluorescencia azul intensa, que se identificd como —-~--
X ~tertienilo (Zechmeister y Sease, citados en: Chan et --
al., 1975). Posteriormente se encontrf que las raices de -
.Tagetés son una fuente importante de O ~tertienilo (Ghlen-
broek y Bijloo, 1958, citados en: Chan et al., 1975).

~ En investigaciones posteriores sé obtuvo un segundo --
compuesto aislado de las ralfces de Tagetes, llamado 5-(3-bu
ten-1-inil)-2,2'-bitienilo gque, al igual que el TX-tertie-
" 'nilo presenta propiedades nematicidas (Uhlenbroek y Bijloo,
1959, citados en: Chan et al., 1975).

( H H > CX-tertienilo




| QH >C£C—CH=CH2

5-(3~buten~-l~inil)~-2,2'-bitienilo
En los estudios en los gque se obtuvieron los compues-—
tos anteriormente mencionados, no se sefiala la especie de
Tagetes de la cual fueron aislados, mientras gue en un trxa
bajo subsiguiente se reporta la obtencibn de ©O{-tertienilo
¥y 5~-(3-buten~1-inil)-2,2'-bitienilo a partir de la raiz de

Tagetes patulé (Chan et al., 1975}).

En el andlisis de Tagetes tenuifolia se encontrb como

componente principal de la rafz el & -tertienilo. Dicho ~
compuesto también se obtuvo en tallo e inflorescencia, ade

mds del kitienilo y poliacetilenos (Baute, 1983).

ACTIVIDAD FOTODINAMICA DE LOS POLIACETILENOS Y SUS DERIVA-
DOS TIOFENICOS

- Se ha sefialado que el descubrimiento de propiedades -
antibilticas en plantas o en extractos de‘plantas ha 1lleva
do frecuentemente a la identificaci6n de poliacetilenos co
imo los compuestos responsables de esta actividad (Ancﬁel,
citado en: Towers, 1980).

v El Of-tertienilo, presente en especies de Tagetes, -
es un compuesto fototbxico hacia varios organismos'(éandi—

‘da albicans, Bacillus subtilis, Escherichia coli) y provo-




ca fotodermatitis en la piel humana en presencid de luz ul
travioleta (320 - 400 nm) (Arnason et al.; Towers et al.;
Wat et al., citados en: Yamamoto et al., 1984).

La actividad fotodin&mica de los poliacetilenos y sus
derivados tiofé&nicos no se restringe al efecto anteriormen
te mencionado, ya que tambifn se observ6 que mediante tra-

tamientos leves con fenilheptatriino y radiacifn ultravio- .

leta, la respiraci6bm celular de Escherichia coli es inhibi
da r&pidamente (Towers, citado en: Yamamoto et a%., 1979).
Otro efecto notable es la pérdida de Kt en eritrocitos hu-
manos, sequida de una hemflisis,; cuando son expuestos a al
gunos compuestos poliacetilénicos y luz ultravioleta (Wat

et al., citado en: Yamamoto éﬁ al., 1979}.

MECANISMOS DE INTERACCION DE LOS POLIACETILENOS ¥ SUS DERI
VADOS TIOFENICOS

Se han realizado numerosos estudios sobre la importan
'cié del O5 en la‘participaciéh conjunta con poliacetilenos
y sus derivados tiofé&nicos para la fotosensibilizaéibn de
ciertos microorganismos, eritrocitos humanés‘y piel huma--~
na.
En uno de estos estudios se encontrS que la fotosensi
bilizacién de E. coli por el ©X ~tertienilo ocurrid sola--

mente bajo condiciqnes aerobias. Sin embargo, la fotosen-



sibilizacifn de E. coli por el fenilheptatrifno ocurrxid =~

tanto en condiciones aerobias como anaerobias (Mclachlan
et al., 1984).

‘Se ha comprobado que el ©X~tertienilo actfa como un
sensibilizador en la conversibn de 302 a 102 {Bakker et -
" ai., 1979).

OQ-LLD s,

Al estudiar bajo microscopia electrbnica eritrocitos

humanos tratados con ol ~tertienilo y radiacién ultravio-
leta, se demostrS que dicho compuesto actfia & nivel de -~
membrana, ya que &stas fueron los blancos del 102 genera-—

do por el sensibilizador fotoactivado (MacRae et al., ci-

tado en: Downum et al., 1983). El oA-tertienilo actfia da

“fiando las protefnas de la membrana (espectrinas) (Yamamo-—
to et al., 1984). ' ‘ o
En presencia de oxigeno el 5—(buten—1—inil)—2,2'—bi—‘
tienilo (BBT) actGa de la misma manera que el ¢X~tertieni
lo, pero, praobablemente @ebido a la presencia de una~éadg’
na lateral hidrocarbonada insaturada en el BBT, &ste tie=x

ne acceso al interior celular {(Downum et al., 1983).



POSICION TAXONOMICA Y DESCRIPCION MORFOLOGICA DE Tagetes
filifolia Lag.

POSICION TAXONOMICA

DIVISION MAGNOLIOPHYTA

CLASE MAGNOLIOPSIDA
sﬁgCLASE ASTERIDAE

" ORDEN §Smnms
FAMILIA COMPOSTTAE
TRIBU HELENIAE

- GENERD Tag otes
ESPECIE

‘Tageteg filifolia Lag. '

- e e ee =

Sinonimia: Tagetes maltifida DC,

Nombre comin: Anisillo



DESCRIPCION MORFOLOGICA

Tagetes filifolia Lag.

Planta anual, erecta, hasta de 45 cm de alto, con olor

a anis al estrujarse; tallos generalmente muy ramificados,
estri#dos, glabros o finamente puberulentos; hojas hasta de
3 ¢m.de laxgo, pinnada o bipinnadamente divididas en segmen
tos linear-filiformes, &stos comunmente mis de 7 por hoja,

hasta de 12 mm de largo, glabros o puberulentos; cabezuelas

con frecuencia numerosas, sobre pedinculos de 5 a 20 mm de

largo; involucro fusiforme ¢ a veces «ilindrico, de 6 a 9

mm de largo, sus brdcteas 5, con el &pice truncado y apicu-~

lado; flores liguladas 0 a 3, generalmente blancas,,sus 15~
minas elfpticas, de 1 a 1.5 mm de largo; flores del disco 5
a 25,

sus corolas amarillas, de 3 a 4 mm de largo, glabras;
agquenios lineares, de 3 a 6 mm de largo, estriados, negruz-
cos, algo pubescentes, vilano de 2 escamas aristiformes, de
3 a4 mm de larxrgo y 2 o 3 escamas romas, de 0.5 a 2 mm de -
1érgo. ‘

v Su distribucién es aparentemente escasa en el Valle de
México, Tlalpan, Xochimilco y Tlalmanalco. Se encuentra de
Baja California y Sonora a San Luis Potosi y hacia el sur -~
hasta el norte de Argeqtina, a una altitud de 2300 m y en -

lugares de suelo hmedo y orillas de campos cultivadosg -~~-~
{Rzedowski, 1985).
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MATERIAL ¥ METODO

1. Preparaci®n del material

- Colecta

Tagetes filifolia se colectd en el municipio de Songo-

lica, estado de Veracruz, en el mes de octubre de 1985. Su

determinaci®n se efectul§ en el Herbario Nacional del Insti-
tuto de Biologia de la UNAM (MEXU), en donde quedS el ejem-
plar de herbario, y se cotejs, ademis, en el Laboratorio de

Plantas Vasculares de la Facultad de Ciencias.

Debido a gque los compuestos de interé&s son fotosensi--~

bles, el material colectado se protegid de la luz colocédndg

lo en bolsas obscuras.

~ Secado y molienda

La planta se secS a temperatura ambiente, separando --

previamente un lote de 62 gramos de planta fresca sin raiz,

para la extraccidn de los compuestos vol&tiles. Una vez se

ca, se hizo la separacifin de las partes de la planta para -~
formar tres grupos de la siguiente manera:

1. inflorescencia

2. tallo con hojas

3. raiz

Cada grupo se colocl independientemente en bolsgas de ~
plastico obscuras.

11



En un molino manual se moli6 dos veces cada grupo y se

colocaron nuevamente en bolsas de pléstico obscuras.

2. Extraccibn

- Compuestos volitiles

Los 62 gramos de planta fresca sin rafiz, separados an-—
tes del secado,vse colocaron en un matraz Erienmeyer de 1 =-
litro, al cual se le agregS éter en cantidad suficiente pa-
ra cubrir el material, cerrando el recipiente con un tapbn
de hule forrado con papel aluminio.

Transcurridas 48 horas, el contenido del matraz se f£il
tr6, para obtener de esta manera la primera extréccién eté-
rea. Siguiendo el procedimiento anterior, se obtuvo la se-
gunda extraccibn etérea con el mismo matérial que se empleb
en la primera. Ambas extracciones se reunieron, se sech el
Bter con sulfato de sodio anhidro, se filtr6 y el disolven-
‘te se evapor$ para obtener el extracto crudo seco; de éste
se Eomﬁron 65.5 mg para su andlisis por cromatograffa de ga
ses en un aparato Varian 2000 con una columna de Chromosorb

G 80/100 M~-3% de OB 101 de 2 m x 3 mm.

- Compuestos fotosensibles

Una vez molidos, se colocl cada grupo, previamente pe-—
sado, como lo indica la tabla 1, en un matraz de fondo re-—

dondo de 5 litros y a cada uno de los matraces se le adicio

12



n& cléruro de metileno en la cantidad necesaria para cubrir
el volumen gue ocupaba el material (1 litro para inflore---
scencia, 2 litros para tallo con hojas y 1.5 litros para --
raiz). <Cada matraz se cerrd con un tapfén de hule forrado -
con papel aluminio y se colocd al abrigo de la luz.

Transcurridos siete dfas, tiempo en el que el cloruro
de metileno extrajo los compuestos de la planta, las solu--
ciones se filtraron. Lds filtrados se guardaron en frascos
de vidrio dmbar de 4 litros de capacidad. Al residuo de es
te primer filtrado se le agregS la misma cantidad de cloru-
ro de metileno que se adicion6.al principio. Nuevamente se
.dejaron transcurrir siete dias para obtener el segundo f£il-
trado.

Una vez obtenidos los dos filtrados, &stos se reunie--
ron y se elimin6 el disolvente a presifn reducida para obte

ner los extractos crudos secos, con los rendimientos indica

dos en la tabla 2.

3. Separaciftn por cromatograffa en columna de las fraccio--—

. nes fotosensibles.

Con cada uno de los extractos crudos secos se efectud
una cromatograffa en columna. Se empled gel de sfilice —~—--
(Merck, tamafio de particula 0.063 - 0.200 mm) como adsorben

te, en proporcibn fEBO, utilizando las siguientes cantida--

des:
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inflorescencia: 2 g de extracto
tallo con hojas: 3 g de extracto
raiz: 3 g de extracto

Se utiliz6 primeramente hexanc como eluyente y poste-~-—
riormente, se aumentd la polaridad a hexano - acetato de ~-
etilo 95:5 para terminar la colﬁmna de inflorescencia y -~-
90:10 paraAterminar las de tallo y raiz. Para las tres co-
1uhnas se colectaron fracciones de 50 ml (123 fracciones en
inflorescencia, 174 en tallo y 207 en raiz).

Para conocer las fracciones fotosensibles, se empleb ~-
luz ultravioleta, ya gue #&stas son fluorescentes, y se agru
paron sedlin el color de su fluorescencia (tablas 5, 6 y 7).

El disolvente de las fracciones fluorescentes se elimi
né a presi6n reducida y, finalmente, dichas fracciones fue-
ron sometidas a una cromatograffa liquido - liquido de alta
resolucifn, en un aparato Varian 8500, con una c¢columna ——--
Si-10 de 50 om x 8 mm, para aislar los compuestos fotosensi
bles y analizarlos posteriormente por espectrometria en el

ultraviocleta (U.V.), en el infrarrojo (I.R.)}) y de masas ---
(E.M.) .

4. Pruebas bioldgicas

Para la realizacifn de estas pruebas se utilizaron ---—

Escherxichia coli (Gram ~; cepa pBR 327 RR1 procedente del -

Depaxrtamento de Microbiologia del Instituto de Investigacio

14



nes Biomé&dijicas de la UNAM) y Bacillus subtilis (Gram +; ce-

pa ATCC 6051 procedente del Laboratorio de Microbiologia de
la Facultad de Medicina de la UNAM).

El crecimiento de los microorganismos se llevé a cabo
por siembra de los inSculos en caldo simple.

Para las pruebas, se preparf el medic de cultivo con -
38 g de agar Miiller-Hinton (Bioxon) en 1 litro de agua des-
tilada. Tanto el mediq de cultivo, como todo el material -
utilizado fueron sometidos a esterilizacifn en autoclave a
120°C y 15 1bs. de presibn durante 15 minutos.

Todo el procedimiento posterior se llevd a cabo dentro
de una campana esté&ril. Una vez frfo el medio de cultivo,
éste se vertif en 24 cajas de Petri de vidrio de 9 cm de ~--

dismetro, para cada concentracidén (4, 6 y 8 mg/ml) en cada

uno de los tres extractos ensayados (9 lotes de 24 cajas).

Al solidificarse el medic de cultivo se procedif a sembrar

las bacterias con isopos esté&riles, previamente humedecidos
en el caldo de cultivo. La siembra se realiz6 aplicando 1%
nwsmﬂmmﬂ%yvuﬁwMSmmmhsywnﬁuenmﬁ
la superficie de la caja, con el objeto de obtener un creci

miento uniforme y compacto. Del total de las cajas de cada

lote, en 12 se sembr8 Bacillus subtilis y en 12 Escherichia

coli.

Posteriormente, en el centro de las cajas se agrega---

ron, con ayuda de una pipeta Pasteur adelgazada de la pun-—-

15



ta, tres gotas del extracto hex8nico de inflorescencia en -
tres lotes, uno para cada una de las tres concentraciones -
empleadas (4, 6 ¥y 8 mg/ml, determinadas mediante pruebas --

preliminares de actividad). En igual forma se aplicaron --

los extractos hex&nicos de tallo y de rafz. Cada uno de -~

los extractos, en sus tres lotes, se agreg$§ a 8 cajas, tan-
to para B. subtilis como para E. coli. .El control para ca

ca extracto, en cada una de sus concentfaciones, const&rde
8 cajas, 4 para B. subtilis y 4 para E. coli, a las cuales
unicamente se les agregaron tres gotas de hexano (tabla 3).

Con el prop8sito de detexminar la actividad fototéxica
de los extractos, 6 de las 12 cajas por lote de B. subtilis
se cubrieron con papel aluminio para protegerlas de la ra--
diacién ultravioleta, mientras que las cajas restantes se -
dejaron expuestas a la radiacibn. Este mismo procedimiento
se siguil para E. coli.

Todas las cajas se coiocaron en una campana bajo radia

cifn ultravioleta de onda larga durante 24 horas. Transcu-

rrido este tiempo se suspendif la radiacibn, observ&ndose -

los efectos. La metodologfa anterior se resume en la tabla

3 y los resultados en la tabla 4.

16



RESULTADOS

- Extractos

a) Compuestos volétiles

_ El extracto etéreo, conteniendo los compuestos res-—
ponsables del olor de la planta y obtenido con un rendimien
to de 2.60 g (4.19%), se analizb por cromatograffia de ga---
ses, pudiendo separarse 13 componentes gque se reportan . en —

la tabla 8, con sus respectivos tiempos de retencibn.

b) Compuestos fotosensibles
Los extractos obtenidos de las tres partes de la .--
planta tuvieron rendimientos diferentes (tabla 2), siendo -
el mis abundante el de la inflorescencia, 4.46%. De la -—-
rafiz se obtuvo 1l.1% de extracto y del tallo, 0.8%. Estos -
rendimientos se calcularon referidos al peso seco de la par

te correspondiente de la planta.

- Fracciones fluorescentes

Respecto a la fraccifn fluorescente de cada ura de las
partes, la de rafz correspondif a un 22.16% del extracto —-
.drudo, la de tallo, a - un 11.47% y la de inflorescencia, a -
un 17,45% (tablas 5, 6 y 7).

La separacifn de compuestos de estas fracciones fluo—-
rescentes por cromatograffa de alta resolucibn, y el andli-

sis espectrométrico de &stos, dieron los siguientes resulta

dos:

17
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1. Raiz

Las fracciones fluorescentes obtenidas de la cromato—-
grafia en columna se agruparon en dos: I (f£: 59-70) y —=--—-
II (£: 149-162) (tabla 5).

Los cromatogramas obtenidos de la cromatograffa ligui-
do-lfquido de alta resolucidn de estas dos fracciones indi-
can la presencia de acetilenos en pequefia cantidad y tiofe-
nos como substancias predominantes (figuras 1 y 2).

De la fraccibn I de la cromatograffa en columna se se-
‘par$ una sola fraccibn en la cromatografia de alta resolu--
cibn, mientras gue de la fraccibén II se separxaron dos frac-—
ciones (1 y 2). La fraccidn I-1 fue idéntica a II-1 seglGn -~
lo demuestran sus espectros U.V., I.R.,.y E.M.

El andlisis de estos espectros (U.V.: mix. 321 y 201;
400 y 230 nm (figura 5), I.R.: 3448 cm | -OH; 1728 ~>C=0
(figura 5') y E.M.: mt-18= 414) indica que se trata de un -
bitienilo esterificado con un &cido giaso Yy se.propone la -

siguiente f6rmula tentativa:

H

[ M, enmemyo ey -
[\\5 s CH, CH2 CH,~-0 (CH CH: EH
C

i

i
1
CH5- (CH,) ,-CH



La fraccif6n II-2 es muy semejante, difiere en el ibén -
molecular del E.M. (M+—36= 412), por lo gue se supone que -

es el mismo producto, pero dihidroxilado.

2. Tallo

De las tres fracciones fluorescentes obtenidas de la -
cromatografia en columna (tabla 6), se analizd la fraccién
I1II, la m&s abundante. Las otras feacciones {I y II) no tu
vieron compuestos fotosensibles.

Del cromatograma obtenido de la fraccibn III se obtu-
vieron cuatro fracciones (figura 3), cuyos espectros en el
U.V. e I.R. muestran gue son poliacetilenos esterificados,
probablemente también con un &cido graso.

El poliacetileno de la fraceifn III-1 (figura 6) tiene
exclusivamente triples enlaces. El de la fraccifn III-2 ---
{figura 7) tiene dob;es y triples enlaces. Las fracciones
IXXI-3 y III-4 tienen espectros en el U.V. casi idé&nticos a

la fraccifn III-2 por lo que se piensa son isbmeros de un -

doble enlace.

3. Inflorescencia .

Del extracto crudo de esta parte de la planta se sepa
raron por cromatograffia en columna cinco fracciones f£luoc---
rescentes (tabla 7) de las cuales se analizf exclusivamente
la fraccibn 1IV. ’

De esta fraccibn IV se separarxon dos fracciones (1 y 2)

por cromatografia de alta resolucibn (figura 4).
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Los espectros de U.V. e I.R. de estas dos fracciones -
{1 vy 2) indican que se trata de compuestos similares a los

bitienilos aislados de raiz.

- Pruebas biol&gicas .

La actividad antibacteriana de los extractos crudos se

presentd s8lo frente a Bacillus subtilis y fue proporcionai

a las concentraciones empleadas.

El extracto de raiz resultd ser el mEs activo ya que -
tuvo efeCto en las tres concentraciones probadas, en segui-
da el de tallo (efecto a partir de la concentracibn de ——---
6 mg/ml) y, finalmente, el de flor, del que se requirid una
mayor concentracifén (8 mg/ml) para observar un halo de inhi
bicibn ménos narcado que los otros dos extractos, aunque --

permanente por mis tiempo (tabla 4).
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DISCUSION

Siendo el objetivo principal de este trabajo la bdsque
da de compuestos fotosensibles, se procedi6 en primer té&rmi
no a efectuar la prueba bacteriolbgica con los extractos —-
crudos de las tres partes de la planta analizada.

El ensayo biol&gico se efectud con Bacillus subtilis,

(Gram +) y con Escherichia coli, (Gram -). Se sabe que los

compuestos fotosensibles que se han encontrado en otras es-
pecies de Tagetes son activos frente a bacterias Gram +, pe

ro frente a las Gram - casi no presentan actividad (Towers

et . al,, 1977). Los extractos de Tagetes filifolia no pre--

sentaron actividad frente a Escherichia c¢oli, pero si fren-

te a Bacillus subtilis, lo gue indic6 que habia compuestos
fotoactivos en dichos extractos.

Una vez establecida la presencia de estos compuestos -~
en los extractos, se procedib6 a separar la fraccidn foto -~
sensible y a analigzar su composici&n.

El an8lisis cromatdgréfico de alta resolucibn indicd -~
que los compuestos fotoactivos no se encuentran igualmente
distribuidos en las tres partes de la planta analizada.

La rafz tiene muy poca cantidad de poliacetilenos y —-
predominan los derivados tiofénicos. En el tallo hay casi
exclusivamente poliacetilenos y en la inflorescencia, deri-~

vados tiof&nicos.
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La raiz es un posible centro importante de almacenamien

to de compuestos fotosensibles ya que en ella se encuentran
protegidos del efecto luminoso y pueden concentrarse en for
ma inactiva en mayor cantidad que en dreas o zonas ilumina-
das donde se podrfan estar utilizando en su forma activa —--
{Kauli et al., 1983).

El orden de actividad esperado enrlos extractos, de ---
acuerdo con la distancia a la fuente de almacenamiento =—-
(raiz) serfia: extracto de raiz‘como el de mayor actividad -
seguido en orden decreciente por tallo y flor.

El resultado de la prueba bacteriolSgica confirm6 este
orden, como se observa en la tabla 4.

Respecto a los compuestos encontrados en las fracciones

fotosensibles, hasta ahora no se habian presentado bitieni-.

los ni poliacetilenos esterificados con 4cidos grasos en ~——
otras especies de Tagetes {(Chan et al., 1975; Baute, 1983),
lo cual es interesante pues podria ser una caracteristica -
de la especie.

Como la planta presenta un olor a anis, muy agradable,
se determiné la composicifn del extracto et8reo que conte—-
nia la fraccibn con los compuestos vol&tiles, la mayoria --
terpénicos, responsables del aroma. Esta fraccibn esti -~--
constituida por una mezcla de 13 componentes principales,-—-—
siendo los de mayor proporcifn el terpineol, el propionato
de cinamilo, el @ -pineno y el canfeno, todas estas usutan-—

cias de olor agradable (tabla 8),
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CONCLUSIONES

1. Tagetes filifolia tiene compuestos fotcactivos, cuya -——-

mayor concentracibdn se localiza en la rafz de la planta.

2. Estos compuestos son bitienilos y poliacetilenos esteri-

ficados probablemente con &cidos grasos.

3. los compuestos anteriormente mencionados son caracteris-

ticos, hasta ahora, s6lo de esta especie!



PESO DE LAS PARTES MOLIDAS DE Tagetes filifolia .

TABL2 1

Parte de la planta Peso (qg)

Inflorescencia
Tallo con hojas

‘Rafz

210
700

405
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TABLA 2

"RENDIMIENTO  DE LAS EXTRACCIONES CON

CLORURO 'DE METILENO

Parte de la planta Rendimiento (g) Porcentaje éalculado sobre peso
seco de la parte correspondien-

te de la planta (%)

Inflorescencia . 9.3790 . ) 4.4662 -
Tallo con hojas ; - 6.0454 0.8636

Rafz ' '4,4932 : : 1.1094
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parte
de 1la

planta

‘Inflorescencia
Tallo con hojas

‘Raiz

. TABLA 3

METODOLOGIA DE: PRUEBAS BIOLOGICAS

Bacillus subtilis

cajas cajas control

sin con sin con
uv uv uv uv
4 4 2 2
4 4 2 2
4 4 2 2

Escherichia coli

cajas cajas control
sin con sin con‘
uv UV uv uv
4 4 2 2
4 4 2 2
4 4 2 2

ﬁoéal de
cajas por

concentracibn

24
24
24,

9z



Concentracibn

4 mg/ml
6 mg/ml
8 mg/ml

Concentracidn
4 'mg/ml

6 mg/ml
8 mg/ml

Nota: a. 0 - actividad nula

TABLA 4

ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

Bacillus subtilis

2o s

Inflorescencia

Tallo
con UV sin UV con UV sin UV
02 0 ) 0
0 ++ 0
++ + +4++ [}
Escherichia coli
inflorescencia Tallo
con UV sin UV con UV sin UV
[ -0 ) 0 0
0 0 0 0
o 0 0 0

Raiz-
sin UV

con UV
++
ot
++++b

Rafiz

con UV

0
0
o

+

+.

+

sin UV

o

]

_con

0
0
0

con

0

0
ov

“ b, 4+t - actividad mixima

Control

gv - sin UV
0
(V]
0
control
yv sin UV
(]
0
(1]
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TABLA 5

FRACCIONES FLUORESCENTES DE LA

CROMATOGRAFIA EN COLUMNA PARA- RAIZ
Fraccibn Fracciones Eluyente Peso Porcentaje calculado sobre la
fluorescente de la columnda (mg) - cantidad de extracto crudo

cromatografiado (%)

1 59 a 70 Hexano-AcOET - 426.5 14,22
95:5

1T 149 a 162 ° Hexano-AcOET 238.1 ' 7.94
90:10

Total 22.16

8T



~ Fraccidn
fluorescente

IiI

ITT

TABLA 6

FRACCIONES FLUORESCENTES DE LA
CROMATOGRAFIA EN COLUMNA PARA TALLO CON HOJAS

Fracciones Eluyente Peso Forcentaje calculado sobre:la -

de la columna {mg) ‘cantidad de extractc crudo
cromatografiado (%)

24 a 33 Hexano 10.8 0.36
49 a 78 Hexano 15.0 0.50
143 a 174 Hexano-AcOET 318.4 " 10.61

20:10 ' Total 11.47

23
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Fraccibn
_fluorescente

II
III

Iv

TABLA 7

FRACCIONES FLUORESCENTES DE LA

CROMATOGRAFIA. EN COLUMNA PARA INFLORESCENCIA

Fracciones

de la columna

28
66
72

87

99

a

a

a

a

65

‘71

86

98

123

Eluyente

Hexano
Hexano
Hexano-AcOET
95:5
Hexano-AcOET
95:5
Hexano-AcOET
95:5

Peso

(ing)

80.09-

55.58
47.78

96.50

68.93

Porcentaje calculado sobre la
cantidad de extracto crudo
cromatografiado (%)

4.00
2.78
2.39°

4.83

3.45

Total 17.45
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TABLA 8

COMPONENTES DEL EXTRACTO ETEREO

Compuesto Tiempo de retencibn %
(min)

propionato de cinamilo 3.44 . 2,7900
canfeno 4.51 1.9282
B-pineno 5.48 2.1640
limoneno : 7.30 0.5836
eucaliptol . 8.07 0.3755
linalol ) : 13.42 . 0.0441
dimicetal 14.55 0.1014
acetato de linalilo 16.76 0.4361
: mentol 18.38 0.5897
isceugenol " : 18.99 0.3623
texpineol . 20.07 7.7338
ol-octalactona . J25.41 - 0.4169

nerolidol ) 28.11 0.3521
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FIGURA 1

CROMATOGRAMA DE ALYTA RESOLUCION DE LA FRACCION
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FIGURA 2
CROMATOGRAMA DE ALTA RESOLUCION DE LA FRACCION
’ ) FLUORESCENTE 1I DE RAIZ
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FIGURA 3
CROMATOGRAMA DE ALTA RESOLUCION DE LA FRACCICN

FLOURESCENTE IIT DE TALLO
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) ) FIGURA 4 ; ,
CROMATOGRAMA DE ALTA RESOLUCION DE LA FRACCION FLUORESCENTE 1IV.
DE INFLORESCENCIA ’
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FIGURA 5 LONGITUD DE ONDA (nm)
ESPECTRO EN EL UV DE LA FRACCION FLUORESCENTE IX-1 DE RAIZ
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FIGURA 6 LOANGITUD DE ONDA (nm)
ESPECTRO EN EL UV DE LA FRACCION FLUORESCENTE IXII~1 DE TALLO
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FIGURA 6 LOANGITUD DE ONDA (nm)
ESPECTRO EN EL UV DE LA FRACCION FLUORESCENTE III-1 DE TALLO
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ESPECTRO EN EL UV DE LA FRACCION FLUORESCENTE III-2 DE TALLO ’



BIBLIOGRAFIA

Bakker, J., F. J. Gommers, I. Nieuwenhuis y H. Wynberg =---
(1979) Photoactivation of the nematicidal compound --
X ~terthienyl from roots of marigolds (Tagetes =~—==—-~
species). J. Biol. Chem. 254: 1841 -~ 1844.

Baute, R, Y. (1983) Estudio Quimico-Biolégico de los Ex--—

tractos Hexdnicos de Tagetes tenuifolia (Compositae).

Tesis. Facultad de Ciencias, UNAM.

Camm, E. L., G. H. N. Towers vy J. C. Mitchell (1975) ~—==—==

UV-Mediated antibiotic activity of some Compositae —-—-

species. Phytochemistry. 14: 2007 - 2011.

Chan, G. F. Q., G. H. N. Towers y J. C. Mitchell (1975) --

Ultraviolet-mediated antibiotic activity of thiophene

compounds of Tagetes. Phytochemistry. 14: 2295 - 2296

Danieis, F. (1965) A simple microbiological method for =-

demonstrating phototoxic compounds. J. Invest. Derm.

44: 259 - 263.

Downum, X. R., R. E. W. Hancock y G. H. N. Towers (1983) -

Photodynamic action on Escherichia coli of natural ---—

40



acetylenic thiophenes, particularly —-—-—-cc—mme—cwemaao

5~ (buten-1l-ynyl)-2,2'-bithienyl. Photochemistry and -

Photobiophysics. 6: 145 - 152.

Kauli, G., et al. (1983) Extraction, separation, gquanti--
fication and evaluation of the phototoxic potency of -

furocoumarins in different parts of Heracleum lacinia-

tum. Photobiochemistry and Photobiophysics. 5: 159 -
168.

McLachlan, D., T. Arnason y J. Lam {1984) The role of oxy--
gen in photosensitizations with polyacetylenes and ---

thiophene derivatives. Photochemistry and Photobiolo-

gy. 39: 177 - 182.

Rzedowski, J., G. C. de Rzedowski (1985) Flora Fanerogd&-- -

mica del Valle de Mé&xico. Volumen II Dicotyledoneae.
ENCB-IPN e Instituto de Ecologfa. México, D. F. pp. —--
674. '

Towers, G. H. N., C. K. Wat, E. A. Graham, R. J. Bandoni,
G. F. Q. Chan, J. C. Mitchell y J. Lam (1977) Ultra——
violet~mediated antibiotic activity of species of =~—--

Compositae caused by polyacetylenic compounds. Lloydia
40: 487 - 498.

41



Towers, G. H. N. (1980) Photosensitizers from Plants and

their Photodynamic Action. Pergamon Press. 6: 183 --

202.

Yamamoto, E., C. K. Wat, W. D. MacRae, G. H. N. Towers y
C. F. Q. Chan (1979) Photoinactivation of human ery-
throcyte enzymes by of-terthienyl and phenylhepta—--—--—
triyne, natufally occurring compounds in the Astera-—-—

ceae. Febs Letters. 107: 134 - 136.

Yamamoto, E., W. D. MacRae, F. J. Garcfa y G. H. N, —~———=
Towexs - (1984) Photodynamic hemolysis caused by —=—---

oX -terthienyl. Planta Medica. 124 - 127.

42



	Portada
	Índice
	Introducción
	Antecedentes
	Posición Taxonómica y Descripción Morfológica de Tagetes Filifolia Lag
	Material y Método
	Resultados
	Discusión
	Conclusiones
	Bibliografía



