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¢Has visto cudndo la luz del alba atraviesa sus tallos? Esos vivos fulgores
esmeraldas y el suave matiz amarillo hacia sus nudos. Y cuando oscurece por la
tarde, pareciera que guarda esa luz, la luz de la vida. Adn cuando anochece,
representa el soplo de aliento que nos impulsa a continuar y el anhelo por vivir, por
seguir sin importar los obstdculos y tristezas del camino. Se extiende y compite
por su lugar en la Tierra. Se aferra a su existencia, al igual que el coraje, la furia,
el valor, el carifio, el odio y el amor en los corazones de las personas. Nuestro amor,
que al igual que los equisetos, se perfilard al infinito y se perpetuard en el tiempo...
a través de los milenios.

dAntonio.

Tomado de: “El rostro del anochecer”;
De la serie: “El jardin de los helechos”.

No doy flores ni semillas
pero hervido en infusion
te quito las pesadillas

del problema del rifion.*

D. Benavides

*Para Equisetum hyemale L.
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Analisis fitoquimico de Equisetum hyemale L. y
evaluacion de la actividad alelopatica y
bactericida de sus extractos.
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Analisis fitoquimico de Equisetum hyemale L y evaluacion de la actividad alelopatica y bactericida de sus extractos.

1 RESUMEN

Equisetum hyemale L conocida como “cola de caballo”, es una planta que se reproduce
mediante esporas y se encuentra ampliamente distribuida en México. Se comercializa en
mercados y tiendas naturistas ya que tiene varias aplicaciones en medicina tradicional para
tratar diversos malestares en el organismo (Gallardo, 2006).

En los extractos hexanico, de acetato de etilo y metandlico de Equisetum hyemale L,
por medio de la cromatografia de gases-masas se identificaron compuestos como acido n-
hexadecanoico; tridecanoato de metilo; 3,7,11,15-tetrametil-2-hexadecen-1-ol; (Z)-9-
octadecenamida, entre otros.

Se evalud el efecto alelopatico y bactericida de los extractos de Equisetum hyemale L
encontrando que inhibe la germinaciéon de las semillas de Lactuca sativa L en
concentraciones de 50 y 100 mg/mL y en concentracion de 10 mg/mL, el desarrollo y
crecimiento de las plantulas es raquitico. También presenta un efecto bactericida sobre
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Bacillus cereus y Escherichia coli en

concentraciones de 2, 10 y 20 mg/d.

1 Antonio Chavez Montero.



Analisis fitoquimico de Equisetum hyemale L y evaluacion de la actividad alelopatica y bactericida de sus extractos.

2 INTRODUCCION.

El género Equisetum conocido como cola de caballo, son plantas afines a las
pteridophytas ampliamente distribuidas en el Hemisferio Norte. Se ha usado durante mucho
tiempo en medicina tradicional en varios paises.

Se ha reportado que Equisetum arvense L y Equisetum variegatum Schl. inhiben el
desarrollo de gametofitos de otras especies del mismo género e impiden la germinacion de

semillas de otras plantas (Radulovic et al., 2006; Husby, 2013).

Asi mismo se ha demostrado que los metabolitos secundarios de Equisetum arvense L
también ejercen efecto antibidtico contra bacterias y hongos, lo cual le ha proporcionado al
género Equisetum una ventaja competitiva y la supervivencia de sus especies. (Radulovic et

al., 2006; Garcia et al., 2013).

En México Equisetum hyemale L es la especie mas abundante y la poblacion lo usa

para contrarrestar enfermedades de los rifiones y como antiinflamatorio.

El presente trabajo pretende contribuir al conocimiento de los metabolitos secundarios
de Equisetum hyemale L, que podrian ser responsables de las interacciones alelopatica y
bactericida, mediante el estudio de sus compuestos volatiles por cromatografia de gases, asi
como evaluar su efecto alelopatico en semillas de Lactuca sativa L (lechuga) y su efecto

bactericida en seis especies de bacterias.
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3 MARCO TEORICO.

El género Equisetum comprende alrededor de 15 especies (Hauke, 1993), crecen en
lugares frios y hiimedos. Se caracterizan por su tallo hueco y estriado con presencia de
silice en forma cristalina sobre la epidermis del mismo. Se les conoce como “cola de
caballo”, en referencia a las raices en su rizoma, que recuerdan a la cola de dicho animal

b1 2 ¢C

(Hauke, 1993) otros nombres comunes que se le dan son: “equiseto”, “carricillo”, “yerba
del platero”, “cola de rata”, “limpia plata”, “cien nudillos”, “candalilo”. Tienen un gran
interés botanico, ya que estd entre los géneros de plantas vasculares vivientes mas antiguos

del mundo (Hauke, 1963). Son plantas altas, perennes, de apariencia primitiva, que se

extienden desde el centro de México hasta el centro de Argentina y Chile.

Una caracteristica de las especies de Equisetum es la de absorber y acumular silicio en
sus tejidos (5 - 10 % del peso seco de la planta), necesario para su crecimiento. El silice
(Si0;) se acumula en la epidermis de la planta, dandole una textura aspera (Parsons y
Cuthbertson, 1992). Esta caracteristica es importante en la explicacion de la no interaccion
entre insectos, hongos y especies del género Equisetum (Hauke, 1969). Otra ventaja es que
el 6xido de silicio toma formas orgéanicas facilmente metabolizables por la planta. Los
cuerpos siliceos tienen gran aplicacion en la nanotecnologia para microencapsulacion
debido a sus propiedades Opticas (Neethirajan y Wang, 2009).

Las especies del género Equisetum estan naturalmente distribuidas por casi todo el
mundo, crecen en zonas humedas, con baja incidencia en Australia y Nueva Zelanda donde

son consideradas especies invasoras (Scagel et al, 1984).
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3.1 Etnobotanica de Equisetum sp.
Esta planta tiene uso ornamental, como estropajo en las comunidades rurales,

bioindicadores de contaminacion y aplicaciones medicinales.

A manera de coccidn se utiliza para aliviar dafios renales y bajar de peso, lo que la ha
llevado a su comercializacion por diversas cadenas de productos naturistas, que lo ofrecen
en capsulas y comprimidos y en las yerberias, en las que se vende en trozos y seco

(Gallardo, 2006).

Ademas tiene aplicaciones entre la poblaciéon como diurético, para aliviar cancer de
estomago, hemorragias internas, desordenes de vejiga, rifion y estomago. Contra la diarrea,
calculos renales, como cicatrizante para el tratamiento de heridas y tlceras, lavado de ojos
y piel, con efecto antiinflamatorio, contra la fatiga y como relajante (Ramirez et al., 2002;

Gallardo 2006; Méndez et al., 2009).

Diferentes estudios han demostrado algunas propiedades de esta planta. Como su
efecto sedativo para sustituir ansioliticos. También se encontré un efecto hipoglucemiante

en ratas (Wiedelfeld et al, 2000).

3.2 Fitoquimica de Equisetum sp.

Se le llama metabolismo secundario al conjunto de procesos en el que participan
compuestos de una distribucion mucho més limitada y especifica segun el ser vivo. Los
compuestos participantes en este metabolismo se denominan como metabolitos secundarios

y su formacion es a través del metabolismo primario. Son especificos segun la especie y
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también se pueden definir como productos naturales. Los metabolitos secundarios pueden
ser considerados como productos para la adaptacion de un organismo para sobrevivir en un

ecosistema particular (Ravelo y Braun, 2009).

Las caracteristicas de los metabolitos secundarios son: no tener funciones directas con
el desarrollo vegetativo de la planta. Presentar una distribucion restringida y diferente en el
reino vegetal. (Lock, 1994). Pueden ser divididos en tres grupos segun la ruta biosintética

que los origina: terpenos, compuestos fendlicos y alcaloides (Kuklinski, 2000).

En los diferentes estudios fitoquimicos realizados en el género Equisetum se han
encontrado alcaloides, fenoles, taninos, saponinas, terpenos, fitoesteroles y aminoacidos

(Navdeep, 2010).

Entre los compuestos que se han identificado estan: acido cafeico, acido tartarico,
acido poliénico (Neda, 2008), tiaminasa (Gallardo, 2006), colecalciferol, rutina, acido
clorogénico, isoquercitrina, isovitexina, orientina, homoorientina (Stoliar, 2009) y acidos
grasos de cadena larga (Lytle y Server, 1976; Rezanka, 1998). También estd el acido
equisetolico, que se encuentra en los conos y esporas de la planta, incluso se ha extraido de
los fosiles de estas plantas (Bonnet et al, 1972). En el cuadro 1 se muestran las estructuras

de algunos compuestos identificados en diferentes especies del género.
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Cuadro 1. Compuestos aislados en distintas especies del género Equisetum.

Nombre del Estructura quimica Especie Referencia
compuesto
Acido cafeico )] E. arvense Canadanovic-
Brunet et
HO X OH al.,, 2009
E. giganteum | Stoliar, 2009
HO
Acido d E. arvense Bonnett et
equisetc')lico HOMWMOH E. temalteia al., 1972
0
Acido ascérbico E. arvense Mello y
Budel, 2014

I
.|.'|1D

HO

OH

Acido
clorogénico

E. giganteum | Stoliar, 2009

Acido poliénico

E. giganteum | Stoliar, 2009

Acido tartarico

E. giganteum | Stoliar, 2009
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Palustrina 0 E. palustre Phillipson y
Melville,
NH 1960
NN
S
OH
Nicotina E. palustre Phillipsony
H E. arvense Melville,
e’ N 1960
\
| = CHj
N
Rodoxantina E. hyemale Cyronak et
E. arvense al, 1977

VNN NN NN N NN

26-
hidroxicolesterol

) " oH
o,

—
j/‘[ S
=
HO el

E. giganteum

Guerraetal.,
2010

Ergosta-4,7,22-
trien-3-ona

-~

-
e ,’L
AL
o o P

Ny, -"Q‘“Qh_,.-’“xhr’

E. giganteum

Guerraetal.,
2010

Gorgost-5-en-3B-
ol

E. giganteum

Guerraetal.,
2010
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3,14-dihidroxi-

E. giganteum

Guerraetal.,

bufa-20,22- 2010
dienolido

Rutina E. giganteum | Stoliar, 2009
Orientina o CHH E. giganteum | Stoliar, 2009
Quercetina OH E. arvense Neda, 2008

OH O
Isoquercetina L E. giganteum | Stoliar, 2009
HO ) O
o
: (IOH
CH ¥
e OH
OH
L
Kaemferol E. Wiedenfeld
myriochaetum | et g/, 2000
Isovitexina E. giganteum | Stoliar, 2009
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Apigenina H E. giganteum | Neda, 2008
3,7-diglucésido- E. Saleh et al,
kaemferol variegatum 1972

E. hyemale
3-0-(6"-0- E. fluviatile Veit et al,
malonilglucdsido) 1996
-kaemferol
3-0-(6"-0O- E. temalteia | Veitetal,
acetilglucdsido)- 1996

7-O-rhamnésido-
kaemferol

3.3 Actividad biolégica de Equisetum sp.

Existen numerosos ensayos sobre la actividad antibacteriana de E. giganteum L, se

encontrd solo una débil actividad de sus extractos en las siguientes bacterias: Bacillus

subtilis, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa (Paz et al., 1995).

El extracto acuoso de E. giganteum L registro una débil actividad antiviral contra el

virus VIH (Abdel et al., 1996). Los extractos de acetato de etilo y metanolicos de esta
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misma especie mostraron actividad en el factor de crecimiento nervioso y actividad débil,
en estudios utilizando cultivos de células (PC12) (Li y Ohizumi., 1999).

El aceite esencial de Equisetum arvense L mostro actividad bactericida sobre
Escherichia coli, Salmonella enteriditis, Staphylococcus aureus, Kleibsiella pneumoniae y
Pseudomonas aeruginosa. También presento actividad antifungica sobre Candida albicans,
y Aspergillus niger (Radulovic et al., 2006).

Los extractos hidroalcoholicos de E. arvense L, E. sylvaticum L, E. fluviatile L, E.
palustre L, E. temalteia M. (Hau). Inhibieron el crecimiento bacteriano de Escherichia coli,
Salmonella enteriditis, Staphylococcus aureus, Kleibsiella pneumoniae y Pseudomonas
aeruginosa (Milovanovi¢ et al., 2007). Los extractos butanélicos de E. giganteum L fueron
muy activos como relajantes musculares suaves en pruebas realizadas en conejos y una

actividad moderada con los extractos acuosos (Matsunaga et al., 1997).

El extracto hexanico de E. hyemale L inhibio el crecimiento de Staphylococcus aureus
(Canales et al., 2005).

En cuanto a la alelopatia se ha demostrado que los esporofitos de E. silvatycum L
inhiben el desarrollo de gametofitos de otras especies de Equisetum (Milton y Duckett,
1985). Los extractos acuosos impiden la germinacién de semillas y desarrollo de las
plantulas de pasto. E. arvense L y E. palustre L ejercieron efecto alelopatico sobre E.

variegatum Schl. (Husby, 2013).

Los extractos acuoso y butandlico de las partes aéreas de Equisetum myriochaetum

Schltr & Cham tuvieron efecto hipoglucémico en ratas diabéticas (Andrade et al., 2000).
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3.4 Descripcion botanica de Equisetum hyemale L.

Cuadro 2. Clasificaciéon taxondmica de E. hyemale (CONABIO,2005)

Reino Plantae

Division Equisetophyta

Subdivisiéon | Sphenophyta

Clase Equisetdpsida
Orden Equisetales

Familia Equisetaceae
Género Equisetum

Especie Equisetum hyemale

Presenta tallos erectos en general no ramificados, 1.5 a 2 m de alto, 0.2 a 1.5 cm de
diametro, con 15 a 40 costillas, ligeramente rugosos (Fig. 1). Estomas dispuestos en una
linea a cada lado de los surcos. Vainas desde la base del tallo hasta el apice, casi tan largas
como anchas, con 2 bandas pardo oscuras, una en el margen superior y la otra en la parte
media, de color cenizo entre las dos bandas, dientes apiculados usualmente persistentes.
Ramas de tallos viejos mas delgadas que los tallos principales, con estrobilos, por lo demas
similares (Fig. 2). Estrobilos ovoides, terminales en tallos y ramas, amarillos a negros,
apiculo prominente negro (Fig. 3). Esporas normales. Nimero cromosémico 2n = 216.

(Riba, 1996; Mickel y Smith, 2004)
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Equisetum hyemale ! Copyright 1997 University of Florida
Equisthun hyemale. Scouring rush horsetail
)

Center for Aquatic Plants
University of Florida, Gainesville

Fig. 1 Morfologia de Equisetum hyemale L (Tomada de http://plants.ifas.ufl.edu/node/153)
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Fig. 2 Tallos estriados de Equisetum hyemale L. Fig. 3 Estrobilos de Equisetum hyemale L.

(Tomada de http://brilliantbotany.com) (Tomada de http://brilliantbotany.com)

13 Antonio Chavez Montero.



Andlisis fitoquimico de Equisetum hyemale L y evaluacion de la actividad alelopatica y bactericida de sus extractos.

3.5 Distribucion de Equisetum hyemale L.

Distribucion: De Alaska a Guatemala en América, Europa y en el este de Asia (Fig. 4).
En México se encuentra ampliamente distribuido por toda la republica (Fig. 5). (Mickel y

Smith, 2004). Hébitat: En sitios himedos cerca de arroyos o filtraciones. En elevaciones de

1900-2000 msnm.

Fig. 4 Mapa de distribucion mundial de Equisetum hyemale L. (Tomado de www.discoverlife.org)

Fig. 5 Mapa de distribucion en México de Equisetum hyemale L. (Tomado de Mickel y Smith, 2004).
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3.6 Alelopatia.

La alelopatia es un proceso por el cual las plantas se proporcionan una ventaja
competitiva a si mismas. Consiste en la deposicion de metabolitos secundarios que actiian
como fitotoxinas. Se define como: “Cualquier efecto directo o indirecto dafiino o
beneficioso que ejerce una planta sobre otra a través de la produccién de compuestos

quimicos que escapan al ambiente” (Birkett et al., 2001).

La planta que tiene potencial alelopatico se define como donadora, mientras que la
planta receptora es la que resulta afectada por dichos compuestos los cuales se denominan

aleloquimicos (Ver Anexo IV) (Bai et al., 2012).

Los bioensayos en alelopatia evalian la bioactividad por efecto en la germinacion,
crecimiento y posterior desarrollo de la plantula. Estos parametros son aceptados como
medidas indirectas de otros procesos fisiologicos afectados mediante la interaccion
quimica. De esta manera es posible seleccionar compuestos que se pueden evaluar en

estudios posteriores (Zamorano, 2006).

Las semillas de lechuga (Lactuca sativa L) son uno de los organismos mas utilizados
en la alelopatia, ya que presentan una germinacion rapida y uniforme, presentan gran
sensibilidad a gran variedad de aleloquimicos especialmente a bajas concentraciones de los

mismos; son accesibles en cuanto a disponibilidad y costos (Sampietro, 2002).

3.6.1 Lactuca sativa L.

Es una hortaliza tipica de climas frescos. Los rangos de temperatura donde la planta

crece en forma Optima, estan entre los 15 °C y 18° C, con temperatura maximas de 21°C -
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24 °C y minima de 7° C, es una planta anual. Las temperaturas altas aceleran el desarrollo
del tallo floral y la calidad de la lechuga se deteriora rapidamente, debido a la acumulacion
de latex amargo en su sistema vascular. La raiz, que no sobrepasa los 25 cm de

profundidad, es pivotante, corta y con ramificaciones (FAO, 2006).

3.7 Antibiogramas.

Un antibiograma es el resultado de las pruebas de susceptibilidad in vitro llevadas a
cabo para conocer el comportamiento de un microorganismo frente a determinados
antibidticos o productos naturales, sus resultados se expresan en términos de sensibilidad y

resistencia (Hernandez, 2013).

Se dice que el microorganismo es sensible cuando su crecimiento es inhibido por una
concentracion de antimicrobiano y resistente cuando no hay inhibicién en su crecimiento

por el agente antimicrobiano (Canton, 2010).

Su importancia radica en el hecho de poder llevar a cabo una terapia antibidtica

correcta en pacientes con infecciones bacterianas (Sdnchez y Feris, 1998).

No todas las bacterias tienen la misma sensibilidad a los principios activos, por lo que
es importante realizar distintas determinaciones y buscar metabolitos secundarios que
representen una alternativa donde los tratamientos con farmacos generaron resistencia

bacteriana.

Segtin lo reportado en la literatura, los metabolitos secundarios que presentan un efecto

bactericida son: terpenos (Meyer et al., 2002; Radulovic et al., 2006; Raman et al., 1995),
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ésteres (Agoramoorthy et al., 2007), flavonoides (Cushnie y Lamb, 2005; Shelef, 1984) y

alcaloides (Reza y Abbas., 2007; Urban et al., 1999).

3.7.1 Caracteristicas de las bacterias empleadas.

3.7.2 Escherichia coli.

Bacilo Gram-positivo con forma de baston, movil, anaerobio, capaz de crecer a 44°C;
pertenece a la familia de las enterobacteriaceas, habita cominmente en el intestino de los
mamiferos, aunque no siempre es inofensivo en este sitio pues puede producir
gastroenteritis, ademas de infecciones en vias urinarias y es el principal patdogeno de la

diarrea del viajero (Stainer et al., 1981; Duerden et al., 1993; Koneman, 2003).

3.7.3 Bacillus cereus.

Prototipo de la familia bacillaceae, bacilo Gram positivo, esporulado, aerobio o
anaerobio facultativo, generalmente son méviles con flagelos peritricos. Su temperatura de
crecimiento se encuentra en un rango de 5°C a 55°C, el rango de pH va de 4.5 a 9.3.
Produce dos tipos de infecciones alimentarias: la forma diarreica y la forma emética

produce vomitos y nauseas (Koneman et al., 1992).

3.7.4 Staphylococcus aureus.

Microorganismos Gram-positivos de forma esférica con diametro de 0.7 a 1pm, que se
disponen en racimos; localizados en la mucosa nasal anterior, en la garganta del 40 al 50%;

en las heces estdn en un 20% y en la piel de un 5 al 10% de los adultos sanos. Destruye las
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células fagociticas, constrifie los musculos lisos, paraliza las paredes de los vasos

sanguineos, y es dermonecrotica (Carpenter, 1979; Duerden et al., 1993)

3.7.5 Staphylococcus epidermis.

Especie del género Staphylococcus, consistente en bacterias con forma de cocos, Gram
positivos, arreglados en grupos. Es la causa mas frecuente de infecciones en cuerpos
extrafios implantados (catéteres intravasculares, catéter de la dialisis peritoneal
ambulatoria). Ocasiona las siguientes infecciones: cistitis, septicemia, endocarditis,

endoftalmitis (Granados y Villa Verde, 1996: Koneman et al., 1992).

3.7.6 Salmonella tiphy.

Son Gram negativas, de forma bacilar. Puede causar infecciones con caracter entérico,
tipo fiebres tifoideas o paratiroideas que pueden originar en casos mas graves septicemias,
ademas de infecciones tipo gastroenteritis o enterocolitis, ademas de la muy conocida fiebre
tifoidea, transmitida al hombre via oral por alimentos crudos, mal conservados que llevan
mucho tiempo preparados, asi como aguas que contengan a dicho patéogeno (Granados y

Villa Verde, 1996).

3.7.7 Klebsiella pneumoniae.

Bacilo Gram-negativo, es el agente causal deinfecciones del tracto
urinario, neumonias, sepsis, infecciones de tejidos blandos, e infecciones de herida
quirurgica. Son especialmente susceptibles los pacientes ingresados en unidades de

cuidados intensivos, neonatos y pacientes con diabetes mellitus o alcoholicos.  Causa
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alrededor del 1% de las neumonias bacterianas y puede causar condensaciéon hemorragica
extensa del pulmén. Ademds, en ocasiones provoca infeccion del aparato urinario
y bacteriemia a partir de lesiones focales en pacientes debilitados que puede terminar con la
vida del paciente. Algunas de las complicaciones mas frecuentes son el absceso pulmonar y

el empiema (Orrego et al., 2007).

4 JUSTIFICACION.

Equisetum hyemale L conocida como “cola de caballo” es la especie predominante en
Meéxico y la poblacion la utiliza con fines medicinales. La especie comercial a nivel
mundial es Equisetum arvense L. de la cual existen numerosos estudios biologicos y
fitoquimicos. En este trabajo se pretende contribuir al conocimiento de Equisetum hyemale
L con la identificacion de los compuestos volatiles y la actividad alelopatica y bactericida

de sus extractos.
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5 OBJETIVOS.

5.1 Objetivos generales.

-Separar ¢ identificar por cromatografia de gases-masas los compuestos presentes en los

extractos hexanico, de acetato de etilo y metandlico de Equisetum hyemale L.

-Evaluar la actividad alelopéatica y bactericida de los extractos hexanico, de acetato de etilo

y metanodlico de Equisetum hyemale L.

5.2 Objetivos particulares.

-Obtener los extractos organicos de Equisetum hyemale L, asi como su rendimiento.

-Evaluar el efecto alelopatico de los extractos crudos de Equisetum hyemale L sobre la

germinacion de semillas de Lactuca sativa L.

-Evaluar el efecto antimicrobiano de sus extractos crudos hexanico, de acetato de etilo y
metanolico frente a las bacterias: Escherichia coli, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus,

Staphylococcus epidermidis, Salmonella tiphy y Klebsiella pneumoniae.
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6 HIPOTESIS.

En especies del género Equisetum se han identificado metabolitos secundarios (acidos
grasos, alcanos, alcaloides, fitoesteroles, flavonoides y saponinas); algunos de ellos
presentan actividad alelopatica y bactericida, por lo tanto se espera que algunos de estos
metabolitos estén presentes en Equisetum hyemale L y tengan los mismos efectos

bioldgicos.

21 Antonio Chavez Montero.



Analisis fitoquimico de Equisetum hyemale L y evaluacion de la actividad alelopatica y bactericida de sus extractos.

7 MATERIALES Y METODO.

7.1 Obtencion y determinacion del material vegetal.

Se compro 1 kg de planta seca en el mercado Sonora del D.F. y se separaron las
estructuras adecuadas para su determinacion taxondmica (tallos, estrobilos y rizoma) la cual

estuvo a cargo del Dr. Eloy Solano Camacho del herbario FEZA de la FES Zaragoza.

7.2 Obtencion de los extractos organicos.

1 kg de tallos aéreos de la planta se moli6 en un molino de aspas y se macer6d en
disolventes organicos: hexano, acetato de etilo y metanol, por espacio de tres semanas en
cada uno. Los extractos hexdnico y metanolico fueron concentrados en un rotavapor
Yamato 3000, el extracto metandlico se concentr6 en rotavapor Biichi RII. Los extractos se

pesaron para calcular el rendimiento de cada uno.

Equisetum hyemale

Extraccidn con

Extracto hexanico |

hexano

| Residuo vegetal

Extracto de acetato de Extraccioncon

acetato de etilo

etilo

Residuo vegetal

Extraccién con

Extracto metandlico I

A

metanol

Residuo vegetal

Fig. 6 Diagrama de extraccion con disolventes de E. hyemale L.
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7.3 Fraccionamiento de los extractos organicos.

Los extractos hexanico y de acetato de etilo fueron empacados en una columna para
cromatografia, con silica gel para capa fina G-60. Se realiz6 la cromatografia en columna al
vacio (CCV). Las fracciones se evaluaron por cromatografia de capa fina (CCF) y se

recristalizaron mediante par de disolventes.

7.3.1 Fraccionamiento del extracto de acetato de etilo.

Del extracto de acetato de etilo se tomaron 8 g, los cuales fueron separados por
cromatografia en columna al vacio en una columna empacada con 48 g de gel de silice y
eluida con mezclas de disolventes de polaridad creciente. Se obtuvieron un total de 182

fracciones de 50 mL cada una.

7.3.2 Fraccionamiento del extracto metandlico.

25 g del extracto metandlico se extrajeron con hexano, luego con acetato de etilo. El
resto del extracto, al disolverse en metanol, dio un precipitado de color blanco, el cual se
lavd con isopropanol y después con butanol, el compuesto es soluble en agua y se analizd

por espectroscopia de infrarrojo (IR).

7.4 Obtencion y saponificacion del extracto cloroformico (CHCly).

100 g de planta seca se maceraron en CHCI;, el extracto se concentrd en rotavapor
Biichi R II. El extracto crudo se disolvié en KOH en MeOH 0.5 N y se calentd a reflujo
durante 2 horas. La fraccion insaponificable se obtuvo mediante extraccion liquido-liquido

con hexano y se concentro en el rotavapor.
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7.5 Analisis por cromatografia de gases acoplada a masas (CG-masas) de los

extractos.

Las muestras analizadas mediante CG-masas fueron: extracto crudo hexanico,
fracciones 24-55 de la columna cromatografica del extracto AcOEt, fraccion hexanica del
extracto MeOH, fraccion AcOEt del extracto MeOH y la fraccion insaponificable del

extracto cloroféormico.

El andlisis se realiz6 en un cromatdgrafo de gases Agilent 6890N con un detector de
masas marca LECO, modelo Pegasus 4D, con analizador tiempo de vuelo. Con gas
acarreador helio, Praxair, grado 5.0 (ultra alta pureza). Tipo de inyeccion split con division
de flujo 1:20. La temperatura del inyector fue de 300° C. El programa de temperatura del
horno fue de 40° C durante 3 minutos, luego una rampa de 20° C/min hasta 300 °C en una

columna capilar HP-5MS (DB5) de 10 m x 0.18 mm x 0.18 pm.

Los compuestos se identificaron comparando los espectros obtenidos con los datos
espectrales de la biblioteca NIST del detector de masas. Se tomaron los tiempos de

retencion de los compuestos y se calcularon los indices Kovats para cada uno de ellos.
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7.6 Evaluacion de la actividad alelopatica de los extractos hexanico, de acetato de

etilo y metandlico.

Los bioensayos se realizaron sobre semillas de Lactuca sativa L las cuales se

adquirieron en la tienda “Semillas Tinajero” en la delegacion Xochimilco.

Se prepararon tres disoluciones en agua de los extractos hexanico, de acetato de etilo y

metanolico, en concentraciones distintas (10, 50 y 100 mg/mL).

En cajas Petri con papel filtro en el fondo, se adicionaron 5 mL de disolucion para los
tratamientos y 5 mL de agua para el blanco. Se colocaron 15 semillas de Lactuca sativa en
cada caja Petri y fueron incubadas a temperatura ambiente en la obscuridad. Los

experimentos se realizaron por triplicado

Durante 8 dias, se cont6 el nimero de semillas germinadas. Para el andlisis estadistico
se empleo el andlisis de varianza, usando el programa Excel 2010 y la prueba de Tukey en
el programa SPSS Statistics Version 2, también se calculd el porcentaje de inhibicion y la

velocidad de germinacion de acuerdo al trabajo de Bai et al., 2012.

Cuadro 3. Férmulas para calcular velocidad de crecimiento y porcentaje de inhibicién

(Bai et al., 2012).
Porcentaje de inhibicion. Velocidad de germinacién.
% de inhibicién= (n/d)= ENt/ Dt
(100-(muestra extracto/control) 100) En donde:

En donde: *»*Nt = semillas germinadas en el dia t
**Muestra extracto: semillas germinadas en los Dt = Nimero de dia correspondiente
extractos **(n/d) = semillas germinadas por dia
«*Control: semillas germinadas en el testigo.
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7.7 Evaluacion de la actividad bactericida de los extractos hexanico, de acetato de

etilo y metandlico.

Los extractos se probaron sobre las bacterias Escherichia coli, Bacillus cereus,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Salmonella tiphy y Kilebsiella

pneumoniae, las cuales se obtuvieron del cepario de Campus I de la FES Zaragoza.

Se prepararon tres disoluciones de los extractos hexanico, de acetato de etilo y
metanolico, en tres concentraciones: 10, 50 y 100 mg/mL en agua y se impregnaron en
discos de papel filtro de 5 mm de didmetro en volumenes de 20 pL, quedando las

concentraciones finales de 2, 10 y 20 mg/disco.

En medio de cultivo agar Mueller-Hinton se inocularon las bacterias, en volumen de
250 pL a una concentracion de 0.5 de la escala de Mc Farland. Se colocaron tres discos,
con cada una de las concentraciones, mas un control positivo con ciprofloxacina a una
concentracion de 5 mg/disco y un control negativo con agua estéril. Se incubaron a 35° C
por 24 horas y se midieron los halos de inhibicion. Para el analisis estadistico se us6 el

andlisis de varianza en Excel 2010 y prueba de Tukey en SPSS Statistics Version 2.

Control positivo

Control negativo

Fig. 7 Diagrama que muestra el acomodo de los discos en las pruebas de actividad bactericida. Concentracién en
mg/d (miligramos por disco).
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8 RESULTADOS Y DISCUSION.

8.1 Rendimiento y fraccionamiento de los extractos organicos de Equisetum hyemale

L.

El porcentaje del extracto permite conocer la cantidad de material vegetal necesaria a
macerar para obtener la cantidad de extracto deseado en peso seco. Los rendimientos de los
extractos hexanico, de acetato de etilo, metandlico y cloroférmico de los tallos aéreos de la
planta se muestran en el Cuadro 4. En el Cuadro 5 se muestran el nimero de fracciones
obtenidas de la columna cromatografica del extracto AcOEt, asi como los disolventes
utilizados para su elucion. Y en el cuadro 6 se muestran los rendimientos de los

fraccionamientos del extracto metanodlico.

Cuadro 4. Rendimiento de los extractos obtenidos
a partir de 1 kg de Equisetum hyemale L. En el caso
del extracto cloroférmico se obtuvo a partir de de 100 g de planta.

Extracto Peso Rendimiento
(8) (%)
Hexanico 15.5 1.55
Acetato de 12.5 1.25
Etilo
(AcOEt)
Metandlico 25 2.1
(MeOH)
Cloroférmico 3.4 0.34
(CHCI3)
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Cuadro 5. Fracciones obtenidas del extracto de acetato de etilo.

Fracciones Disolvente
1-8 Hexano
9-49 Hexano-AcOEt 9:1
50-81 Hexano-AcOEt 8:2
82-95 Hexano-AcOEt 7:3
96 -103 Hexano-AcOEt 6:4
104 -118 Hexano-AcOEt 1:1
119-126 Hexano- AcOEt 4:6
127 -132 Hexano-AcOEt 3:7
133-139 Hexano-AcOEt 2:8
140 - 143 Hexano-AcOEt 1:9
144 — 150 AcOEt
151 - 157 AcOEt-MeOH 9:1
158 - 162 AcOEt-MeOH 8:2
163 -169 AcOEt-MeOH 7:3
170-174 AcOEt-MeOH 6:4
175-177 AcOEt-MeOH 1:1
178 - 182 MeOH

En la columna cromatografica, al recristalizar las fracciones por par de disolvente no
se obtuvieron suficientes rendimientos en cuanto a los compuestos precipitados para
analizar mediante espectroscopia. Esto posiblemente se debe a la cantidad de ceras

presentes en los extractos, las cuales dificultan la purificacion de los compuestos (Brune y

Haas, 2011).
Cuadro 6. Fracciones obtenidas del extracto metandlico.
Peso (g) Rendimiento (%)

Extracto metandlico 21 2.1
Fraccidn hexanica 5.12 24.38
Fraccion AcOEt 0.56 2.66
Sélido precipitado 0.72 3.42
Fraccion MeOH 14.59 69.47

28 Antonio Chavez Montero.



Analisis fitoquimico de Equisetum hyemale L y evaluacion de la actividad alelopatica y bactericida de sus extractos.

8.2 Analisis mediante el sistema gases-masas (CG-masas).

Se analizaron, mediante esta técnica, el extracto hexanico, las fracciones 24 a 55 de la
columna del extracto de acetato de etilo, la fraccion hexanica del extracto metanolico, la
fraccion de acetato de etilo de etilo del extracto metandlico y la fraccion insaponificable del
extracto cloroférmico. Se tomaron los tiempos de retencion y se calcularon los indices de

Kovats.

Los espectros de masas y cromatogramas mostrados de la figura 8 a la figura 36 se
obtuvieron a partir de las muestras anteriormente mencionadas, las estructuras quimicas de

las mismas figuras se tomaron de la biblioteca NIST (webbooknist).

8.2.1 Compuestos identificados por CG-masas en el extracto hexanico de Equisetum

hyemale L.

En el Cuadro 7 se muestran los compuestos identificados en el extracto hexanico de los
tallos de Equisetum hyemale L. Los 22 componentes principales representan el 76.85% del

extracto (Fig. 12).

El componente mayoritario es el acido n-hexadecanoico (4cido palmitico) con un
23.787% del area (Fig. 8), es un acido graso el cual ha sido anteriormente reportado como
componente del aceite esencial del helecho Adiantum flabellulatum (Kang y Wang, 2009),
en tres especies del género Phylanthus (Xiangrong et al., 2008), en el extracto hexanico y
aceite esencial de Citrus sinensis L (Benelli et al., 2010), en el extracto etanolico de
Buchanania axillaries (Sakthivel et al., 2010); formando parte de los compuestos volatiles
de tres especies de Pholmis sp (Zhang y Wang, 2008) y en los componentes volatiles de la

miel de las regiones de Kenia en Africa (Ng’ang’a et al., 2012).
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Fig. 8 Estructura quimica y espectro de masas del dcido n-hexadecanoico.

El segundo compuesto mayoritario del extracto hexdnico, con un porcentaje de area de
10.719, es el terpeno 3,7,11,15-tetrametil-2-hexadecen-1-ol, un estereoisémero del fitol
(Fig. 9). Se ha reportado como parte de los compuestos volatiles de los extractos hexanico,
de acetato de etilo y cloroférmico de Azadiracta indica, una planta de India conocida como
neem (Hossain et al., 2013). Se encontré también en el extracto etandlico de Buchanania
axillaries (Sakthivel et al., 2010), asi como en el aceite esencial Phlomis umbrosa, P.

meglantha y P. szechuanensis (Zhang y Wang, 2008).
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Fig. 9 Estructura quimica y espectro de masas de 3,7,11,15-tetrametil-2-hexadecen-1-ol.
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Con un 6.58% del area se encuentra el 11-deciltetracosano (Fig. 10), que se ha
reportado en los aceites esenciales de Cedrus atlantica (Boudarene et al., 2004) y
Ornithogalum cuspidatum (Nazifi et al., 2010) y en el extracto hexanico de Gongronema

latifolium (Ezekwe et al., 2014).
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Fig. 10 Estructura quimica y espectro de masas de 11-deciltetracosano
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El 3,5-dieno-estigmastano (Fig. 11) con un 4.20% del area se ha reportado como uno de
los esteroles de Eucalyptus globulus (del Rio et al., 1998) y en el aceite de oliva (Leon-
Camacho et al., 2004). También ha sido encontrado en la pulpa de la fibra de lino Linumu
sitatissimum (Gutiérrez y del Rio, 2003) y fue extraido de las raices de aguacate Persea
americana donde ha mostrado actividad inhibitoria frente al oomiceto P. cinnamomi
(Sanchez, 2007). En las oleorresinas de Equisetum giganteum se report6 un compuesto de

estructura similar, el 4,22-dieno-estigmastano (Michielin et al, 2005).
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Fig. 11 Estructura quimica y espectro de masas de 3,5-dieno estigmastano.
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Fig. 12 Cromatograma del extracto hexanico. 1) Acido n-hexadecanoico; 2) 3,7,11,16-tetrametil-2-hexadecen-1-ol; 3)
Acido (Z,2,7)-9,12,15-octadecatrienoico; 4) 11-decil-tetracosano; 5) 3,5-dieno-estigmastano; 6) 7-hexil-eicosano;

7) 6,10,14-trimetil-2-pentadecanona; 8) Octadecanal; 9) Tetracosano; 10) Tridecanoato de metilo.
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Cuadro 7. Compuestos identificados, mediante CG-M, del extracto hexdnico de Equisetum hyemale L.

T.R. [S) tiempbo de retencion en seaundos. | K. indice de Kovarts.

Pico Nombre del compuesto Férmula Fragmentos Area % T.R. (s) I.K.
Aldehidos
6 2-metilundecanal  (787) CyH240 58,71, 95, 126 0.25381 706.147 2066.6
24 Cis, cis, cis-7,10,13-hexadecatrienal  (848) Ci6H260 79,91, 149, 191 1.2044 891.047 2781.7
31 Octadecanal (918) CigH360 82,152,194, 222, 250 6.1349 980.497 3133.2
Cetonas
1 5,6,7,7a-tetrahidro-4,4,7a-trimetil C11H160; 67,95, 111, 137, 152, 180 1.0135 596.597 1703.1
2(4H)benzofuranona (907)
3 6,10,14-trimetil-2-pentadecanona (925) CyigH360 43,71, 95, 124, 165, 210, 250 3.1078 684.897 1990.6
11 | 2(2-octenil)-ciclopentanona (783) Cy3H0 67, 84, 110, 152, 194 0.26289 | 772.497 | 2315.9
Alcanos
23 Tetracosano (726) CysHso 57,71,99, 133, 191, 221, 387 1.2652 883.547 2752.3
25 7-hexileicosano (923) CysHsa 43,57,71,99, 127, 155, 183 3.9913 905.997 2840.5
27 Pentadecano (927) CisHsp 57,71,99, 127, 155 1.2951 927.347 2924.4
29 11-deciltetracosano (951) Cs4Hyg 57,71,99, 127, 155, 183 3.5149 978.747 3176.8
Esteres
8 Tridecanoato de metilo (900) CigH340, 67,74, 82,95, 183 0.010437 | 833.347 2555
17 Dodecanoato de2-butoxietilo (788) CigH3603 71,79, 85, 100, 160, 239 1.136 848.597 2614.9
Alcoholes
10 | 3,6,6-trimetil-2-norpinanol (775) CioH150 71, 85, 95 0.88024 | 760.597 | 2269.2
26 | 1-hexadecanol (769) Cy6H340 66, 69, 97, 111, 139 1.2951 927.097 | 2923.4
38 3,7,11,15-tetrametil-2-hexadecen-1-ol (899) CyoH4oO 68, 81, 95, 123, 179, 278 10.719 1155.55 3821
Acidos organicos
9 Acido n-hexadecanoico (916) Ci6H3,0; 43,73, 87,129, 157, 185, 213, 256 23.787 730.547 2154.9
12 Acido (Z,2,2)-9,12,15-octadecatrienoico (930) Ci5H300, 67,79, 93, 135, 222 9.4157 779.747 | 2344.4
Esteroles
30 | Acetato de ergost-5-en-3-ol, (835) C30Hs00; 81, 105, 147, 213, 255, 293, 382 1.6943 978.747 | 3126.3
34 3,5-dieno-estigmastano (802) CygHag 43,79, 91, 119, 145, 185, 213, 255, 303, 343,396 | 4.2055 999.297 | 3207.1
Lactonas
16 4,8,12,16,-tetrametilheptadecan-4-6lido (894) Cy1H400; 71,99, 114, 151, 184 1.0771 828.347 2535.4
Otros
35 Vitamina E (890) Cy9Hs500, 107, 136, 165, 205, 430 0.58567 1007.25 3238.3

(#): Similitud del espectro de masas en relacion con la biblioteca NIST.
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8.2.2 Compuestos identificados por CG-masas de las fracciones 24-55 en el extracto

de acetato de etilo de Equisetum hyemale L.

En el Cuadro 8 se muestran los compuestos identificados en las fracciones 24-55 de la
de la columna cromatografica del extracto de acetato de etilo de los tallos de Equisetum

hyemale L. Los 13 compuestos reportados comprenden el 99.06% del extracto (Fig. 19).

El compuesto mayoritario en esta porcion del extracto fue el 3,7,11,15-tetrametil-2-
hexadecen-1-ol (Fig. 13) con un 51.70% del 4rea total, que aparece en varios picos en
distintos porcentajes de 4area con indices de retencion muy cercanos entre si. Este
compuesto es soluble en acetato de etilo, pues fue reportado en el extracto de éste
disolvente de las semillas de Azadiracta indica (Hossain et al., 2013). También fue

identificado en el extracto hexanico de Equisetum hyemale L.

El aldehido 2-dodecenal con un 5.05% de area ha sido reportado en el aceite esencial
de Eryingium foetidum (Martins et al., 2003) y Coriandrum sativum (Msaada et al., 2007).

Esta presente en los compuestos responsables del sabor de la soya (Gremli, 1974).
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Fig. 13 Estructura quimica y espectro de masas de 2-dodecenal.
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Los compuestos 1,2-bencendicarboxilato de mono (2-etilhexilo) (Fig. 14) con un
5.43% y 1,3-bencendicarboxilato de bis (2-etilhexilo) (Fig. 15) con 1.96 % del area son
ftalatos, compuestos sintéticos que se encuentran en el ambiente como contaminantes; los
cuales pueden ser dafiinos para la salud humana (Latini, 2005). En algunos trabajos han
sido reportados como componentes del aceite esencial de Limonium aureum (Yu et al.,

2007) y en los extractos de Triticum durum L (Bai et al., 2012).

&
U

Figs. 14 y 15 Estructura quimica de 1,2-bencendicarboxilato de mono(2-etilhexilo) y 1,3-
bencendicarboxilato de bis(2-etilhexilo).
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Fig. 16 Espectro de masas de 1,2-bencendicarboxilato de mono(2-etilhexilo).
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Fig. 17 Espectro de masas de 1,3-bencendicarboxilato de bis (2-etilhexilo).
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Otro compuesto presente es el 2,4-bis (1,1-dimetiletil)-fenol (Fig. 18) con un 1.78% del
area. Se caracteriza por ser contaminante de cuerpos de agua al provenir de productos de
limpieza y detergentes (Davi y Gnudi, 1999). La presencia de estos quimicos se debe,
principalmente a la capacidad de absorcion y de retencion en los tallos de Equisetum sp lo

cual hace practico su uso en humedales artificiales para el tratamiento de aguas residuales

(Neralla et al., 1999).
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Fig. 18 Estructura quimica y espectro de masas de 2,4-bis (1,1-dimetiletil)-fenol.
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Fig. 19 Cromatograma de las fracciones 24-55 del extracto de acetato de etilo. 1) 3,7,11,15-tetrametil-2-hexadecen-1-
ol; 2)3,7,11,15-tetrametil-2-hexadecen-1-ol; 2) 3,7,11,15-tetrametil-2-hexadecen-1-ol; 3) 1,2-bencenodicarboxilato de
bis (2-etilhexilo); 4) 1,2-bencenodicarboxilato de mono (2-etilhexilo); 5) 2-dodecenal; 6) 3,7,11,15-tetrametil-1-
hexadecin-3-ol; 7) 2,4-bis (1,1-dimetil)-fenol; 8) 6,10,14-trimetil-2-pentadecanona; 9) Clorohidrato de o-
bencilhidroxiamina; 10) 1,2-bencendicarboxilato de butil-2-metilpropilo; 11)Eicosano; 12) Eicosano;

13) Tetrahidropiranil éter de citronelol.
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Cuadro 8. Compuestos identificados, mediante CG-M, de las fracciones 24-55 en el exiracto de acetato de efilo de Equisetum

hyemale L. T.R. (S) tiempo de retencidn en segundos. |.K. indice de Kovats.

Pico Nombre del compuesto Formula Fragmentos Area % T.R. (s) I.K.
Aldehidos
7 2-dodecenal (790) C4,H,,0 71, 84,97, 125 5.0599 708.647 2075.7
Cetonas
3 6,10,14-trimetil-2-pentadecanona (907) Ci5H360 43,71, 85, 109, 165 1.4611 685.147 1991.4
Alcanos
10 Eicosano (918) CyoHay 57,71, 85,113, 144, 221 0.4819 811.047 2467.4
11 Eicosano (931) CyoHaz 57,71,85,113,147,221 | 0.55205 | 835.997 2565.4
Terpenos
2 3,7,11,15-tetrametil-2-hexadecen-1-ol (898) CyoH400 68, 95, 123,151, 179 51.702 680.847 1977.2
4 3,7,11,15-tetrametil-2-hexadecen-1-ol (894) CyoH400 68, 81, 95, 127, 151, 179, 278 | 10.206 688.447 2002.5
5 3,7,11,15-tetrametil-2-hexadecen-1-ol (895) CyoH100 68, 81, 95,127, 151,179,278 | 17.37 694.347 2023.9
9 3,7,11,15-tetrametil-1-hexadecin-3-ol (794) CaoH350 71, 84, 89,97, 140 2.0559 | 772.997 2317.9
Otros
1 2,4-bis (1,1-dimetil)-fenol (926) CuH»,0 74,107, 163, 191, 206 1.7833 580.947 1653.7
6 1,2-bencendicarboxilato de butil-2-metilpropilo (865) Ci6H2,04 76,104, 149, 167, 223 0.86809 | 696.59 2032
8 Tetrahidropiranil éter de citronelol (800) Ci5H550, 75, 85, 95 0.12437 | 760.847 2270.1
12 Clorohidrato de o-bencilhidroxiamina (787) C;HgNOCI 65,91, 107 0.94407 | 856.497 2646
13 1,2-Bencendicarboxilato de mono (2-etilhexilo) (940) Ci6H2,0, 71, 104, 149, 167, 279 5.4318 871.297 2704.1
14 1,3-Bencendicarboxilato de bis (2-etilhexilo) (719) CyaH350, 70, .83,112, 149, 167,261 | 1.96 918.997 2891.6

(#): Similitud del espectro de masas en relacién con la biblioteca NIST.
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Analisis fitoquimico de Equisetum hyemale L y evaluacion de la actividad alelopatica y bactericida de sus extractos.

8.2.3 Compuestos identificados por CG-masas de la fraccion hexanica del extracto

metanolico de Equisetum hyemale L.

En el Cuadro 9 se muestran los compuestos identificados en la fracciéon hexanica del
extracto metanolico de los tallos de Equisetum hyemale L. Los 19 componentes aqui

reportados representan el 86.77% de la fraccion del extracto (Fig. 25).

En esta fraccion del extracto metanolico el compuesto mayoritario, con un 32.60% de
area, fue el acido n-hexadecanoico, el cual también fue el compuesto mayoritario en el

extracto hexanico.

Con un 27.25% del area, el segundo compuesto mayoritario es el (Z,2,2)-9,12,15-
octadecatrien-1-ol (Fig. 20) que ha sido reportado como constituyente en los aceites
esenciales de Phlomis umbrosa, P. meglanta, P. szchuanensis (Zhang y Wang, 2008),

Tussilago farfara (Liu et al., 2006) y en el extracto metanolico de Labisia pumila (Karimi y

Jaafar, 2011).
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Fig. 20 Estructura quimica y espectro de masas de (Z,Z,7)-9,12,15-octadecatrien-1-ol.
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Analisis fitoquimico de Equisetum hyemale L y evaluacion de la actividad alelopatica y bactericida de sus extractos.

El siguiente compuesto, el 11,14,17-eicosatrienoato de metilo (Fig. 21) abarca un
6.82% del area y ha sido reportado anteriormente como compuesto de los aceites esenciales

de Melissa officinalis de la Republica de Eslovaquia (Holla et al., 1997), Clematis obscura

(Tao et al, 2005) y Osmanthus fragans (Hu et al., 2010).

100 150 200 250 300 350 400 450 500

Fig. 21 Estructura quimica y espectro de masas del1,14,17-eicosatrienoato de metilo.

Otro éster metilico identificado es el tridecanoato de metilo (Fig. 22) con un 6.09% de
area, el cual no se encuentra reportado en la bibliografia de componentes volatiles de aroma
y aceites esenciales en plantas. Este compuesto por primera vez se reporta como

componente volatil en plantas, en este caso en Equisetum hyemale L.
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Andlisis fitoquimico de Equisetum hyemale L y evaluacion de la actividad alelopatica y bactericida de sus extractos.
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Fig. 22 Estructura quimica y espectro de masas de tridecanoato de metilo.

El azucar 1,6-anhidro-a-D-glucopiranosa (levoglucosan) (Fig. 23) se identifico con
3.374% del area. Ha sido reportado anteriormente en el extracto etandlico de Delonix regia
(Jancy et al., 2011), en la fraccion fendlica de Cynodon dactylon en donde presenta un

efecto antioxidante (Shabi et al., 2010).

Fig. 23 Estructura quimica y espectro de masas de 1,6-anhidro-a-D-glucopiranosa (levoglucosan).
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Analisis fitoquimico de Equisetum hyemale L y evaluacion de la actividad alelopatica y bactericida de sus extractos.

El terpeno fitol (Fig. 24) aparece con un area de 1.18%, menor que su estereoisomero
3,7,11,15-tetrametil-2-hexadecen-1-ol que aparece en los demas extractos y en esta misma
fraccion del extracto metandlico con amplios porcentajes de area. Este compuesto tiene
aplicaciones en la industria cosmetologica (McGynty et al., 2012). Se ha encontrado en el
aceite esencial del pasto Antoxanthum odoratum (Tava, 2001). Ha sido reportado en su
forma trans en el aceite esencial de Equisetum arvense (Radulovic et al., 2006). Se reporto
su presencia en los extractos hexanico, de acetato de etilo y cloroférmico de Azadiracta
indica (Hossain et al., 2013), asi como en el extracto metandlico de Labisia pumila (Karimi
y Jaafar, 2011) y en el aceite obtenido con éter de petrdleo de las semillas de Camptotheca
acuminate (Wang et al., 2011), en el extracto hidroalcohdlico de Cynodon dactylon (Shabi

etal., 2010) y en el extracto etanolico de Delonix regia (Jancy et al., 2011), entre otras.
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Fig. 24 Estructura quimica y espectro de masas de fitol.
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Analisis fitoquimico de Equisetum hyemale L y evaluacion de la actividad alelopatica y bactericida de sus extractos.
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Fig. 25 Cromatograma de la fraccién extraida con hexano del extracto metanélico. 1) Acido n-hexadecanoico;
2) Acido (Z2,72,7))-9,12,15-Octadecatrienoico; 3) 11,14,17-eicosatrienoato de metilo; 4) Tridecanoato de metilo;
5) 3,7,11,16-tetrametil-2-hexadecen-1-ol; 6) 1,6-anhidro-a-D-glucopiranosa (levoglucosan); 7) 3,7,11,15-tetrametil-2-

hexadecen-1-o0l; 8) (Z)-7-hexadecenoato de metilo.
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Analisis fitoquimico de Equisetum hyemale L y evaluacion de la actividad alelopatica y bactericida de sus extractos.

Cuadro 9. Compuestos identificados, mediante CG-M, de la fraccion hexdnica del extracto metandlico de Equisetum hyemale L.
T.R. (S) tiempo de retencién en segundos. |.K. indice de Kovats.

Pico Nombre del compuesto Férmula Fragmentos Area % T.R. (s) I.K.
Terpenos
4 3,7,11,15-tetrametil-2-hexadecen-1-ol (892) CyoH400; 68,71, 81, 123, 151, 179, 278 5.5076 680.612 1977.1
17 Fitol (908) CyoH400 71, 95,123 1.1868 764.512 2284.5
19 (2,2,2)-9,12,15-octadecatrien-1-ol (936) CigH3,0 67,79, 93, 135, 222 27.253 781.312 2350.6
Alcanos
27 11-decil-tetracosano (926) Cs4Hyo 57,71,85,99, 127, 169, 197, 261 | 0.38744 948.412 3007.1
Alquenos
2 3,7,11,tetrametil-2-hexadeceno, (827) CyoHao 70, 83, 125, 280 0.2644 678.012 1967.8
16 1-cloro-7-heptadeceno(824) Cy7H33Cl 69, 111, 140, 174 0.505669 | 762.016 2274.7
Cetonas
5 6,10,14-trimetil-2-pentadecanona (904) CigH360 43,71, 95, 124, 179, 250 0.82099 648.262 1988.5
21 2-dodecilciclobutanona (705) Cy6H300 84, 98, 143, 185, 239 0.27373 813.162 2475.7
Esteres
3 Heptadecanoato de metilo (715) CgH160, 74, 87, 103, 143, 213, 256, 347 0.22 678.912 1970.8
9 11,14,17-eicosatrienoato de metilo (894) C,1H360; 67,79, 93, 135, 264 1.2267 701.912 2051,3
10 Tridecanoato de metilo (938) C14H250, 74, 87,101, 143, 185, 227, 270 6.0946 709.312 2078.1
13 9,12-octadecadienoato de metilo (935) Ci9H340, 67,81, 95, 150, 178, 263, 294 1.7983 758.112 22594
14 (2)-7-hexadecenoato de metilo (888) C,1H360, 74, 97, 180, 222, 264 1.6239 759.712 2265.7
26 Tridecanoato de metilo (916) Ci4H»50; 74, 87,101, 143, 199, 255 0.38083 766.562 2292.6
Esteroides
28 Acetato de ergost-5-en-3-ol (822) C30Hs500, 67, 81,105, 147, 213, 255, 340,382 | 1.0908 978.512 3125.4
30 3,5-dieno-estigmastano (833) CyoHus 81, 105, 147, 213, 255, 288, 354,396 | 1,364 998.912 3205.6
Acidos organicos
11 Acido n-hexadecanoico (909) Ci6H3,0, 73, 87,129, 157, 185, 213,256 | 32.608 731.212 | 2157.3
Otros
1 1,6-Anhidro-a-D-glucopiranosa (levoglucosan) (873) CeH100s 60, 73, 101 3.374 608.812 1741.6
23 3-bencil-5-cloro-1,2,3-triazo-1-6xido (733) CoHsCIN;0 65, 91, 130, 209 0.78598 | 855.062 | 2640.3

(#): Similitud del espectro de masas en relacién con la biblioteca NIST.
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Analisis fitoquimico de Equisetum hyemale L y evaluacion de la actividad alelopatica y bactericida de sus extractos.

8.2.4 Compuestos identificados por CG-masas de la fraccion de acetato de etilo del

extracto metanolico de Equisetum hyemale L.

En el Cuadro 10 se muestran los compuestos identificados en la fraccion soluble en
acetato de etilo del extracto metanolico de los tallos de Equisetum hyemale L. Los 12

componentes aqui reportados representan el 99.9% de la fraccion del extracto (Fig. 30).

El compuesto mayoritario en esta fraccion del extracto metandlico es el 3,7,11,15-
tetrametil-2-hexadecen-1-ol (Fig. 26) con 30.54% del area, el cual también fue identificado
en el extracto hexanico, en las fracciones del extracto de acetato de etilo y en la fraccion

hexanica del extracto metandlico.
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Fig. 26 Estructura quimica y espectro de masas de 3,7,11,15-tetrametil-2-hexadecen-1-ol.

El segundo compuesto mayoritario es el 1,2-bencendicarboxilato de mono(2-etilhexilo)

(Fig. 27) con un 26.33% del area, el cual puede ser una impureza, debido a su origen
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Andlisis fitoquimico de Equisetum hyemale L y evaluacion de la actividad alelopatica y bactericida de sus extractos.

sintético, que ya venia en el disolvente o un compuesto que la planta absorbi6 y retuvo en

sus tejidos, ya que los ftalatos son compuestos persistentes en el ambiente (Latini, 2005).

Fig. 27 Estructura quimica y espectro de masas de 1,2-bencendicarboxilato de mono (2-etilhexilo).

Se vuelve a identificar el dcido n-hexadecanoico (Fig. 28) con un 8.14% del area, el
cual también se encontré en el extracto hexanico y la fraccion hexanica del extracto

metanolico de Equisetum hyemale L.
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Fig. 28 Estructura quimica y espectro de masas del acido n-hexadecanoico.
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Analisis fitoquimico de Equisetum hyemale L y evaluacion de la actividad alelopatica y bactericida de sus extractos.

La 6,10-dimetil-2-undecanona (Fig.29) se identifico con un 3.6% del area y
anteriormente ha sido reportada entre los compuestos volatiles que le dan sabor al arroz
glutinoso durante su coccion (Zeng et al., 2009), en su aceite esencial (Miyazawa et al.,
2008) y en el aceite del arroz rojo (Sukhonthara et al., 2009). Fue identificado como
compuesto volatil de Brachystegia eurycoma (Ogunbinu et al., 2006) y se encontr6 en el

extracto de diclorometano del té de rooibos Aspalathus linearis (Kawakami et al., 1993).
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Fig. 29 Estructura quimica y espectro de masas de 6,10-dimetil-2-undecanona.
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Analisis fitoquimico de Equisetum hyemale L y evaluacion de la actividad alelopatica y bactericida de sus extractos.
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Fig. 30 Cromatograma de la fraccion extraida con acetato de etilo del extracto metanélico. 1) 3,7,11,15-tetrametil-2-
hexadecen-1-ol; 2) 3,7,11,15-tetrametil-2-hexadecen-1-ol; 3) 1,2-bencenodicarboxilato de mono (2-etilhexilo); 4) Acido
n-hexadecanoico; 5) 2,4-bis-(1,1-dimetil)-fenol; 6) 9-eicosino; 7) 6,10-dimetil-2-undecanona; 8) 1,2-bencenodicarboxilato

de bis (2-etilhexilo); 9) 1-mercapto-2-propanol acetato.
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Analisis fitoquimico de Equisetum hyemale L y evaluacion de la actividad alelopatica y bactericida de sus extractos.

Cuadro 10. Compuestos identificados, mediante CG-M, de la fraccion de acetato de etilo del extracto metandlico de Equisetum

hyemale L. T.R. (S) tiempo de retencion en segundos. |.K. indice de Kovats.

Pico Nombre del compuesto Formula Fragmentos Area % T.R. (s) I.K.

Cetonas

4 6,10-dimetil-2-undecanona (846) Ci13H560 58,71, 95, 165 3.6201 684.712 1990

9 2-(1-metilpropil)-ciclopentanona (712) CyH460 71, 84, 95, 139, 231 2.3621 772.862 2317.3
Alquinos

5 9-eicosino (854) CyoHssg 81, 95, 123, 179, 3.7972 688.462 2002.6
Terpenos

3 3,7,11,15-tetrametil-2-hexadecen-1-ol (890) CyoH400 68, 81, 95,123,152,179,278 | 30.547 680.812 1977.1

6 3,7,11,15-tetrametil-2-hexadecen-1-ol (896) CyoH400 71,81,95,123,152, 179,278 | 11,504 694.362 2023.9

7 3,7,11,15-tetrametil-2-hexadecin-1-ol (764) CyoH350 71,84, 95,121, 149 1.2175 708.412 | 2074.84
Acidos organicos

8 Acido n-hexadecanoico (851) Ci6H3,0, 60,87,129,157,185,213,256 8.1417 727.862 2145.2
Otros

1 2,4-bis (1,1-dimetil)-fenol, (918) Ci4H,,0 91, 163, 191, 206 5.8798 579.912 1650.4

2 1-mercapto-2-propanol, acetato (705) CsH190ys 74,101, 117 2.4099 614.562 1759.8

10 2-Tropilpropanal tosilhidrazona (816) Cy7H50N,0,S 65,91, 117, 156 0.84671 855.962 2643.9

11 1,2-Benzenedicarboxilato de mono(2-etilhexilo) (924) C16H2,04 71, 104, 149, 167, 279 26.337 871.362 2704.4

12 1,3-Benzenedicarboxilato de bis (2-etilhexilo) (757) Cy4HgO, 70, 83,112, 149, 167, 279,390 | 3.3369 919.112 2892

(#): Similitud del espectro de masas en relacion con la biblioteca NIST.
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Analisis fitoquimico de Equisetum hyemale L y evaluacion de la actividad alelopatica y bactericida de sus extractos.

8.2.5 Compuestos identificados por CG-masas de la fraccion insaponificable del

extracto cloroférmico de Equisetum hyemale L.

En el Cuadro 11 se muestran los compuestos identificados en la fraccion soluble en
acetato de etilo del extracto metanolico de los tallos de Equisetum hyemale L. Los 12

componentes aqui reportados representan el 87.29% de la fraccion del extracto (Fig. 37).

El primer compuesto mayoritario es 6,10,14-trimetil-2-pentadecanona (Fig. 31) con un
21.86%. este compuesto ha sido reportado en los aceites esenciales de Centaurea sessilis,
Centaurea armena (Yayli y Yasar, 2005), Euphorbia hirta (Ogulensi et al., 2009), Phlomis
persica, Phlomis chorassanica (Sarkhail et al., 2004), Anthoxanthum odoratum (Tava,
2001), Melissa officinalis (Holla et al., 1997), Limonium aureum (Yu et al., 2007),
Aspalathus linearis (Kawakami et al., 1993), semillas de Camptotheca acuminate (Wang et
al,, 2011) y como componente volatil que le da propiedades al sabor del té verde

(Yamanishi et al., 1970).
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Fig. 31 Estructura quimica y espectro de masas de 6,10,14-trimetil-2-pentadecanona.
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Analisis fitoquimico de Equisetum hyemale L y evaluacion de la actividad alelopatica y bactericida de sus extractos.

El segundo compuesto mayoritario identificado es la lactona 4,8,12,16-
tetrametilheptadecan-4-6lido (Figs. 32 y 33) con un 10.24% del éarea, que también fue
identificada en el extracto hexanico de Equisetum hyemale L con menor porcentaje de area
(1.07). Este compuesto se forma como resultado de la fotoxidacion de la vitamina E
(Rontani et al., 2007), por lo que suponemos que en la planta habia una mayor
concentracion de vitamina E, que por factores externos, como exposicion a la luz y

temperatura, se oxid6 formando la lactona.

El 4,8,12,16-tetrametilheptadecan-4-6lido ha sido identificado en el extracto etandlico
de Buchanania axillaris (Sakthivel et al., 2010), en el aceite esencial de Melissa
officinalis (Holla et al., 1997), Aquilaria sinensis (Yufeng et al., 2007), Oryza sativa
(Miyazawa et al., 2008) y en el extracto metandlico de Melia azedarach (Sen y Batra,

2012).

Fig. 32 Estructura quimica de 4,8,12,16-tetrametilheptadecan-4-6lido.
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Andlisis fitoquimico de Equisetum hyemale L y evaluacion de la actividad alelopatica y bactericida de sus extractos.

Fig. 33 Espectro de masas de 4,8,12,16-tetrametilheptadecan-4-6lido.

Con un 10.11% del area, se identifico la (Z)-9-octadecenamida (Fig. 34), la cual se ha
reportado con actividad antiinflamatoria en el liquen Stereocaulum alpinum (Ingolfsdottir et
al., 1997). Esta oleamida esta implicada como una molécula de sefializacion del suefio en
humanos (Nichols et al., 2007). Lo anterior justifica los usos de Equisetum hyemale L

como antiinflamatorio e inductor del suefio (relajante).

Fig. 34 Estructura quimica y espectro de masas de (Z)-9-octadecenamida.
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Andlisis fitoquimico de Equisetum hyemale L y evaluacion de la actividad alelopatica y bactericida de sus extractos.

El hentriacontano (Fig. 35) con 9.51% de area, es una parafina comun de los tallos y

hojas verdes (Lichtfouse, 1995; Cameron et al., 2006).

N N N N N N N N N

Fig. 35 Estructura quimica y espectro de masas de hentriacontano.

El 2-metilundecanal (Fig. 36) que se identific6 con un 7.43% del area, es un aldehido

usado en la encapsulacion de sabores y fragancias (Agyemang y Boden, 2005).

Fig. 36 Estructura quimica y espectro de masas de 2-metilundecanal.
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Analisis fitoquimico de Equisetum hyemale L y evaluacion de la actividad alelopatica y bactericida de sus extractos.
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Fig. 37 Cromatograma de la fraccién insaponificable del extracto cloroférmico. 1) 6,10,14-trimetil-2-pentadecanona;
2) 4,8,12,16-tetrametilheptadecan-4-6lido; 3) Hentriacontano; 4) 3,7,11,15-tetrametil-2-hexadecen-1-ol; 5) 2-
metilundecanal; 6) 1,2-bencenodicarboxilato de mono (2-etilhexilo); 7) 2,4-bis-(1,1-dimetiletil)-fenol; 8) Acido

nonanoico; 9) 7-hexileicosano.
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Analisis fitoquimico de Equisetum hyemale L y evaluacion de la actividad alelopatica y bactericida de sus extractos.

Cuadro 11. Compuestos identificados, mediante CG-M, de la fraccidn insaponificable del extracto cloroférmico de Equisetum
hyemale L. T.R. (S) tiempo de retencién en segundos. |.K. indice de Kovats.

Pico Nombre del compuesto Férmula Fragmentos Area % T.R. (s) L.K.
Aldehidos
3 2-metilundecanal (813) C1,H,40 58, 71,110 7.4342 705.728 2065.1
Cetonas
2 6,10,14-trimetil-2-pendecanona (909) CigH360 71, 85, 109, 165 21.869 684.478 1989.2
6 1-(3-butiloxiranil)-etanona (795) CgH140, 71, 85, 95 2.3236 | 754.678 2245.9
Alcanos
11 Hentriacontano (848) C31Hgs 57,71, 85,113, 141, 169 9.5181 859.828 2659.1
13 7-hexil —eicosano (916) CyeHss 57,68, 81,123,152, 179, 278 8.8544 905.278 2380.3
15 7-hexil-eicosano (916) CysHsa 57,71, 85,113, 141, 169 3.3973 947.778 3004.6
Alcoholes
8 3,7,11,15-tetrametil-2-hexadecen-1-ol (894) CysHsa 68, 71,99, 127, 155, 183 3.5954 788.878 2837.6
Esteres
4 Tridecanoato de metilo (926) Cy4H,50, 74, 87,101, 143,171, 199, 227,270 | 3.4606 | 710.428 2082.1
Acidos organicos
5 Acido nonanoico (772) CgH150, 60, 87, 129, 157, 185, 213 4.9686 727.628 2144.4
Lactonas
9 4,8,12,16-tetrametilheptadecan-4-6lido (941) Cy1H400, 69, 99, 114, 151 10.24 828.078 2534.3
Amidas
14 (2)-9-octadecenamida (858) CigH3sNO 59, 72, 83, 126, 154 10.113 | 930.628 | 2937.3
Otros
10 5-yodopentil-benceno CyqHysl 65,91, 117, 207 1.5147 855.578 2642.4

(#): Similitud del espectro de masas en relacién con la biblioteca NIST.
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Analisis fitoquimico de Equisetum hyemale L y evaluacion de la actividad alelopatica y bactericida de sus extractos.

8.2.6 Analisis de espectroscopia en el infrarrojo (IR) del compuesto precipitado de la

fraccion metanolica del extracto metandlico.
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Fig. 38 Espectro de IR del precipitado del extracto metanélico.

El espectro de infrarrojo (Fig. 38) muestra en la region fundamental, una sefial ancha
en 3120 cm™ , lo cual representa la vibracion de alargamiento de un hidroxilo (—O-H)
enlazado. En la region de las huellas digitales aparece una sefial en 1400 cm™, la cual sefiala
la deformacion —O-H y el alargamiento C-O para alcoholes primarios. Segun la bibliografia

el espectro corresponde a una pectina (Vasquez et al., 2008).
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Andlisis fitoquimico de Equisetum hyemale L y evaluacion de la actividad alelopatica y bactericida de sus extractos.

8.3 Evaluacion de la actividad alelopatica de los extractos organicos de Equisetum

hyemale L.

8.3.1 Porcentaje de inhibicion y velocidad de germinacion.

La actividad inhibidora de los extractos hexanico, de acetato de etilo y metandlico de
Equisetum hyemale L sobre la germinacion de semillas de Lactuca sativa L se muestra en
la gréfica 1. La concentracion mas baja (10 mg/mL) muestra un porcentaje de inhibicion
mas bajo con respecto a las concentraciones mas altas (50 y 100 mg/mL), sin embargo el
crecimiento de las radiculas y posterior desarrollo de las plantulas fue raquitico en
comparacion con los controles (Zamorano, 2006). En las concentraciones de 50 y 100
mg/mL de los extractos, a excepcion del extracto hexanico donde germinaron 2 semillas, la

inhibicién fue del 100% (Figs. 39, 40 y 41).
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Grifica 1. Porcentaje de inhibicion de los extractos hexanico (Hex), de acetato de etilo (AcOEt) y metanélico (MeOH), en
concentraciones de 10. 50 y 100 mg/mL; en los dias 1, 2, 7 y 8 sobre semillas de Lactuca sativa L. El control positivo no se muestra

por tener 0% de inhibicién. Nivel de significancia de 0.5 para ANDEVA seguido de la prueba de Tukey.
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Franco et al. (2014) mostraron que el extracto acuoso (1 g de planta en 10 mL de agua)
de Equisetum giganteum aunque no inhibe la germinacion de semillas de lechuga y pepino,
si afecta el desarrollo de las estructuras primarias de la plantula (radicula e hipocétilo) y
que la velocidad de germinacion se retrasa gradualmente al incrementar la concentracion

del extracto.

Las diferencias entre el trabajo de Franco et al. (2014) y el presente se deben a que se
trata de dos especies distintas de Equisetum por lo que los compuestos aleloquimicos
pueden diferir. Los extractos empleados fueron distintos y la cantidad de metabolitos

secundarios varian de acuerdo al tipo de suelo y al clima donde crecen.

La grafica 2 muestra que la velocidad promedio de germinacion de las semillas
disminuye posiblemente debido a la presencia de compuestos aleloquimicos en los
extractos de Equisetum hyemale L (Franco et al, 2014). La velocidad de germinacion fue
nula en las concentraciones mas altas (50 y 100 mg/mL) de los extractos de acetato de etilo

y metandlico.
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Grifica 2. Velocidad promedio de germinaciéon de semillas de Lactuca sativa L en los tratamientos de los extractos hexanico

(Hex), de acetato de etilo (AcOEt) y metanélico (MeOH), en concentraciones de 10. 50 y 100 mg/mL; en los dias 1,2,7y 8
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8.3.2 Compuestos con posible actividad alelopatica (aleloquimicos).

Los fenoles, aminas, piperazinas, alcoholes, 4cidos orgénicos, €steres y cetonas son
considerados como aleloquimicos (Bai et al., 2012). Segun lo reportado por el analisis
gases masas en este trabajo, se tienen compuestos con los grupos funcionales mencionados
en los tres extractos (Cuadro 12), hecho que justifica la actividad alelopatica de Equisetum
hyemale L; lo cual le brinda una ventaja competitiva a la planta haciéndola uno de los

géneros mas longevos del planeta (Husby, 2013).

Cuadro 12. Compuestos con posible actividad alelopdtica identificados por el andlisis de

cromatografia de gases-masas.

Compuestos aleloquimicos. % de area Extracto

Acido n-hexadecanoico 23.787 Hex

3,7,11,15-tetrametil-2-hexadecen-1-ol 10.79 Hex

Acido 9,12,15-octadecatrienoico 9.41 Hex

Tridecanoato de metilo 0.298 Hex

2-(2-octenil)-ciclopentanona 0.26 Hex

3,7,11,15-tetrametil-2-hexadecen-1-ol 51.7 AcOEt
1,2-bencendicarboxilato de mono (2-etilhexilo) 5.43 AcOEt
1.3-bencendicarboxilato de bis (2-etilhexilo) 1.96 AcOEt
6,10,14-trimetil-2-pentadecanona 1.46 AcOEt
Heptadecanoato de metilo 0.22 MeOH
Fitol 1.18 MeOH
Acido n-hexadecanoico 32.6 MeOH
9,12,15-octadecatrien-1-ol 27.25 MeOH
Tridecanoato de metilo 6.09 MeOH
3,7,11,15-tetrametil-2-hexadecen-1-ol 30.54 MeOH
6,10-dimetil-2-undecanona 3.6 MeOH
1,3-bencendicarboxilato de bis (2-etilhexilo) 26.33 MeOH
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8.3.3 Analisis estadistico entre las concentraciones.

Con un 95% de confianza la prueba de Tukey, comparando los porcentajes de
inhibicion de los tres extractos al octavo dia, demuestra que no hay diferencias
significativas entre 50 y 100 mg/mL, en 10 mg/mL si hay diferencia significativa al
compararla con las anteriores. Las semillas de las cajas testigo presentaron diferencias
significativas al compararlas con los tratamientos debido a que presentaron germinacion del

100% (Anexo II).
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Fig. 39 Bioensayo alelopatico con el extracto hexdnico de E. hyemale L. A) Grupo control de semillas de Lactuca sativa L al 8°
dia. B) Semillas de Lactuca sativa L al 8° dia. Concentracion del extracto hexanico 10 mg/mL. C) Semillas de Lactuca sativa L al
8° dia. Concentracién del extracto hexdnico 50 mg/mL. D) Semillas de Lactuca sativa L al 8° dia. Concentracion del extracto

hexanico 100 mg/mL.
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Fig. 40 Bioensayo alelopatico con el extracto de acetato de etilo de E. hyemale L. A) Grupo control de semillas de Lactuca sativa L
al 8° dia. B) Semillas de Lactuca sativa L al 8° dia. Concentracién del extracto AcOEt 10 mg/mL. C) Semillas de Lactuca sativa L

al 8° dia. Concentracion del extracto AcOEt 50 mg/mL. D) Semillas de Lactuca sativa L al 8° dia. Concentracion del extracto

AcOEt 100 mg/mL.
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Fig. 41 Bioensayo alelopatico con el extracto metandélico de E. hyemale L. A) Grupo control de semillas de Lactuca sativa L al 8°
dia. B) Semillas de Lactuca sativa L al 8° dia. Concentracién del extracto MeOH 10 mg/mL. C) Semillas de Lactuca sativa L al 8°

dia. Concentracién del extracto MeOH 50 mg/mL. D) Semillas de Lactuca sativa L al 8° dia. Concentracién del extracto MeOH

100 mg/mL.
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8.4 Evaluacion de la actividad bactericida de los extractos organicos de Equisetum

hyemale L.

En el cuadro 13 se muestran los resultados obtenidos de la evaluacion de actividad
antimicrobiana por difusiéon de discos de los extractos hexanico, acetato de etilo y

metandlico de Equisetum hyemale L, para cada uno de los microorganismos.

Cuadro 13. Resultados de la determinacion de la actividad bactericida por el método de

difusion de discos.

[Extracto] | Hex | Hex Hex | AcOEt | AcOEt AcOEt | MeOH | MeOH MeOH
Bacterias [2] | [10] [20] [2] [10] [20] [2] [10] [20]
Gram positivas
Escherichia coli - 4 7 - 4 7 - - 4
Bacillus cereus 6.3 6 6.3 6.7 6 - 6.7 4.3 6.7
Staphylococcus aureus 10.3| 8.7 13.3 9.0 9.3 10.0 9.3 9.0 10.3
Staphylococcus epidermidis | 15.7 | 11.7 20 - - 8.7 4.7 6.3 6.7
Gram negativas
Salmonella tiphy - - - - - - - -
Klebsiella pneumoniae - - - - - - - -

- No present6 inhibicion

Se muestran los promedios en mm de los diametros de los distintos halos de inhibicion, las concentraciones
mostradas corresponden a mg de extracto por disco.

Las bacterias mas susceptibles a los extractos fueron las Gram-positivas

Staphylococcus aureus que presentan  inhibicion de su crecimiento en las tres
concentraciones, Bacillus cereus que no mostrd actividad en 20 mg/disco del extracto de
acetato de etilo; y Staphylococcus epidermidis que también presenta inhibicion en todas las
concentraciones excepto en 2 y 10 mg/disco del extracto de acetato de etilo. Todos los

controles positivos presentaron diferencias significativas al compararlos con los

tratamientos.
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En las bacterias Gram-negativas Kleibsiella pneumoniae no se presentd inhibicion
alguna en las distintas concentraciones y en Salmonella tiphy s6lo hubo actividad

bactericida con el extracto metanoélico a la concentracion mas alta de 20 mg/disco.

Dados los anteriores resultados se puede decir que los tres extractos de Equisetum
hyemale L son mas activos sobre bacterias Gram-positivas ya que suponemos los
compuestos pueden facilmente penetrar a través de su pared celular e inhibir la mureina

constituyente de la membrana de estas bacterias (Schaeter et al., 1994).

8.4.1 Inhibicién del crecimiento bacteriano en Escherichia coli (Gram +).

En Escherichia coli los halos de inhibicion van desde los 4 hasta los 7 mm de diametro
(Figs. 42 y 43), los extractos aqui empleados no tienen el mismo efecto que reportan
Milovanivic et al., en 2007 donde se probaron los extractos hidroalcohdlicos de cuatro
especies de Equisetum obteniendo halos de inhibicion de entre 12 y 17 mm de diametro.
Esto se puede deber al sinergismo entre los compuestos que puede presentar el extracto
hidroalcohdlico al tener componentes que son solubles en agua y que los extractos

empleados en esta investigacion no presentan.

Ninglin extracto presentd inhibicion del crecimiento bacteriano en 2 mg/disco. En la
concentracion de 10 mg/disco son activos el extracto hexanico y el de acetato de etilo,
presentando halos de inhibicion de 4 mm de didmetro (Grafica 3), tamafio promedio, que no
presenta diferencia significativa, con un o = 0.5, entre los dos extractos. En la
concentracion mas alta de 20 mg/disco los extractos anteriores presentan halos de

inhibicion de 7 mm de diametro, el extracto metandlico presenta actividad inhibitoria con
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un promedio de halo de 4 mm de didmetro; lo cual marca una diferencia significativa al

compararlo con el hexdnico y el de acetato de etilo (Anexo II).
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Grifica 3. Tamaifio promedio de los halos de inhibicién (mm) en E. coli por difusién de disco de los extractos hexanico (Hex), de

acetato de etilo (AcOEt) y metandlico (MeOH). Nivel de significancia de 0.5 para ANDEVA seguido de la prueba de Tukey.

vir g

Fig. 42 Antibiograma de E. coli frente al extracto MeOH Fig. 43 Antibiograma de E. coli frente al extracto AcOEt.
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8.4.2 Inhibicién del crecimiento bacteriano en Bacillus cereus (Gram +).

Los tres extractos en sus tres concentraciones distintas presentaron actividad
bactericida. Los halos de inhibicion tienen un promedio de 6 mm de didmetro (Gréafica 4).
No muestran diferencias significativas, con un o = 0.5, entre los tratamientos (Anexo II), a
excepcion del extracto metandlico en 10 mg/disco que presentd un halo de 4 mm de

diametro, el cual segtn la prueba de Tukey no es significativamente diferente (Fig. 44).

Los halos de inhibicion obtenidos fueron menores a los reportados por Canadanovic-
Brunet et al. en el 2009 en Serbia, donde la fraccion de acetato de etilo del extracto
metanolico de Equisetum arvense L en concentracion 1 mg/disco produjo halos de
inhibicion de 8.7 mm de diametro. En contraposicion Lotfipour et al., 2008, en Iran,
usando extractos de acetato de etilo y cloroformico de Equisetum arvense L no obtuvieron

inhibicion sobre Bacillus cereus.
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Grifica 4. Tamaiio promedio de los halos de inhibicion (mm) en B. cereus por difusion de disco de los extractos hexanico (Hex),

de acetato de etilo (AcOEt) y metandlico (MeOH). Nivel de significancia de 0.5 para ANDEVA seguido de la prueba de Tukey.
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Fig. 44 Antibiograma de B. cereus frente al extracto MeOH

8.4.3 Inhibicion del crecimiento bacteriano en Staphylococcus aureus (Gram +).

La mayor actividad bactericida se presenté en Staphylococcus aureus con halos de
inhibicion que superan los 10 mm de didmetro (Figs. 45 y 46). Con 95% de confianza se
demuestra que no hay diferencias significativas entre los extractos en las concentraciones
de 2 y 10 mg/disco. El extracto hexanico en 20 mg/disco si muestra diferencia significativa

respecto al extracto de acetato de etilo y metanolico (Grafica 5) (Anexo II).

Staphylococcus aureus es causante de fuertes infecciones al entrar al organismo a
través de las heridas en la piel humana (Carpenter, 1979; Duerden et al., 1993) y uno de los
usos de Equisetum hyemale es como cicatrizante de la misma, por lo tanto se puede decir
que al presentar dicha actividad evita la infeccion bacteriana de las heridas, acelerando con

esto el proceso de cicatrizacion.
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Canales et al, 2005 en su trabajo reportan actividad bactericida del extracto hexanico
de Equisetum hyemale en concentracion de 2mg/disco frente a Staphylococcus aureus,
presentando halos de inhibicion de 10 mm + 6 diametro, lo cual coincide con el resultado

obtenido en la presente investigacion.
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Grifica 5. Tamaiio promedio de los halos de inhibicién (mm) en S. aureus por difusién de disco de los extractos hexanico (Hex),

de acetato de etilo (AcOEt) y metanélico (MeOH). Nivel de significancia de 0.5 para ANDEVA seguido de la prueba de Tukey.

Fig. 45 Antibiograma de S. aureus frente al extracto AcOEt. Fig. 46 Antibiograma de S. aureus frente al extracto Hex.
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8.4.4 Inhibicién del crecimiento bacteriano en Staphylococcus epidermidis

(Gram +).

Esta fue la bacteria mas susceptible al extracto hexanico, que resulta ser el mas activo
frente a este microorganismo, presentd el mayor promedio de didmetro de halos de
inhibicién de 20 mm en la concentracion de 20 mg/disco (Fig. 47). Mostré una diferencia

significativa, con 95% de confianza, al compararlo con los otros extractos (Grafica 6).

El extracto metanolico presentd actividad bactericida con halos desde los 4 hasta los 6
mm, lo cual muestra una diferencia significativa al compararlo con la actividad del extracto

hexanico (Anexo II).

El extracto de acetato de etilo no fue activo en las concentraciones de 2 y 10 mg/disco.
Present6 actividad inhibitoria hasta 20 mg/disco, con un promedio de diametro de halo de
inhibicién de 8.7 mm, aunque no muestra diferencia significativa, segin la prueba de

Tukey, al compararlo con la actividad del extracto metandlico en la misma concentracion.

Lotfipour et al, en 2008 obtuvieron halos de inhibicion de 10 mm de diametro, sobre
Staphylococcus epidermidis, empleando 10 pl de extracto de acetato de etilo de Equisetum
arvense L. Por otra parte, Uslu et al., en 2013 reportaron que al usar el extracto etandlico en
concentracion de 3 mg/disco de Equisetum arvense L se presentaron halos de inhibicion de
10 mm de didmetro. Ambos casos son didmetros de halo de inhibicion mayores a los
presentados, en este trabajo, por los extractos de acetato de etilo y metandlico de Equisetum

hyemale L.
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Grifica 6. Tamafio promedio de los halos de inhibicion (mm) en S. epidermidis por difusion de disco de los extractos hexanico

(Hex), de acetato de etilo (AcOEt) y metanélico (MeOH). Nivel de significancia de 0.5 para ANDEVA seguido de la prueba de

Tukey.

Fig. 47 Antibiograma de S. epidermidis frente al extracto Hex.
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8.4.5 Inhibicion del crecimiento bacteriano en las bacterias Gram-negativas

Salmonella tiphy y Kleibsiella pneumoniae.

En Salmonella tiphy sdlo el extracto metandlico, en la concentracion de 20 mg/disco,
presentd actividad inhibitoria con halos de inhibicion, con promedio de tamano de
diametro, de 5 mm (Grafica 7). Ninguno de los tres extractos, en sus tres concentraciones

presento actividad inhibitoria frente a Kleibsiella pneumoniae.
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Grifica 7. Tamaiio promedio de los halos de inhibicién (mm) en S. tiphy por difusién de disco de los extractos hexanico (Hex), de

acetato de etilo (AcOEt) y metandlico (MeOH).

La nula inhibicion se debe a que las bacterias Gram-negativas tienen en su membrana
un lipopolisacarido bacteriano (LPS) que no se encuentra en otros sitios en la naturaleza, es
una molécula compleja de naturaleza lipidica que no es atravesada por compuestos
hidrofilos. Aunada a la capa de mureina que presentan todas las bacterias que impide el
paso de compuestos hidrofobos e hidrofilos, hacen que las Gram-negativas presenten una

resistencia mayor que las Gram-positivas (Schaeter et al., 1994) (Ver Anexo V).
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8.4.7 Compuestos con posible actividad bactericida.

En el cuadro 14 se muestran 9 compuestos identificados en los tres extractos, mediante
cromatografia de gases acoplada a masas. Corresponden a terpenos y ésteres ya que al ser
de naturaleza volatil fue posible encontrarlos por este andlisis. No se identificaron
alcaloides ni flavonoides (que se reportan con actividad bactericida), ya que estd técnica no

es la adecuada para identificar estos compuestos.

No se encontrd reporte alguno, en las bases de datos consultadas, de que alguno de
estos compuestos aqui mencionados presentara propiamente actividad bactericida, para
saber si tienen dicho efecto habria que aislarlos y probarlos individualmente frente a las
cepas bacterianas usadas en esta investigacidon o en otras pertenecientes a los mismos

géneros empleados en este trabajo.

Cuadro 14. Compuestos con posible actividad bactericida, identificados por el andlisis de

cromatografia de gases masas.

Compuesto. % de area Extracto
3,7,11,15-tetrametil-2-hexadecen-1-ol 10.719 Hex
3,6,6-trimetil-2-norpinanol 0.88024 Hex
Tridecanoato de metilo 0.298 Hex
3,7,11,15-tetrametil-2-hexadecen-1-ol 51.702 AcOEt
Tetrahidropiranil éter de citronelol 0.12473 AcOEt
3,7,11,15-tetrametil-2-hexadecin-3-ol 2.0559 AcOEt
Heptadecanoato de metilo 0.22 MeOH
Tridecanoato de metilo 6.09 MeOH
11,14,17-eicosatrienoato de metilo 1.2267 MeOH
3,7,11,15-tetrametil-2-hexadecen-1-ol 5.5076 MeOH
Fitol 1.1868 MeOH
9,12,15-octadecatrien-1-ol 27.25 MeOH
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9 CONCLUSIONES.

-Por primera vez se reporta la presencia de los siguientes compuestos en el género
Equisetum: Acido hexadecanoico; 3,7,11,15-tetrametil-2-hexadecen-1-ol; tridecanoato de
metilo, heptadecanoato de metilo, 9,12-octadecadienoato de metilo; (Z)-9-octadecenamida;
tocoferol y su producto de fotoxidacion: 4,8,12,16-tetrametilheptadecan-4-6lido,

-Los extractos hexanico, de acetato de etilo y metandlico de Equisetum hyemale L en
concentracion de 10 mg/ml, permiten la germinacion de Lactuca sativa L pero limitan el
desarrollo de las plantulas, el cudl es raquitico.

-Los extractos hexanico, de acetato de etilo y metanolico a 50 y 100 mg/ml de Equisetum
hyemale L impiden la germinacion de las semillas de Lactuca sativa L.

-Se identificaron 12 compuestos que posiblemente sean responsables de la actividad
alelopatica de Equisetum hyemale L: &acido n-hexadecanoico; 3,7,11,15-tetrametil-
hexadecen-1-ol; acido 9,12,15-octadecatrienoico; tridecanoato de metilo; 2-(2-octenil)-
ciclopentanona; 1,2-bencendicarboxilato de mono (2-etilhexilo); 1,3-bencendicarboxilato
de bis (2-etilhexilo); 6,10,14-trimetil-2-pentadecanona; heptadecanoato de metilo; fitol;
9,12,15-octadecetrien-1-ol y 6,10-dimetil-2-undecanona.

-Los extractos de Equisetum hyemale L mostraron efecto antimicrobiano frente a las
bacterias Gram-positivas Escherichia coli, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis.

-En la bacteria Gram-negativa Kleibsiella pneumoniae los extractos no presentaron
actividad antimicrobiana. El efecto inhibitorio en Salmonella tiphy se presentd con el
extracto metandlico a 20 mg/d con halos de inhibicion de 5 mm.

-Las bacterias mas susceptibles fueron las del género Staphylococcus; Staphylococcus
epidermidis fue la que presentd mayor inhibicion con el extracto hexanico con halos de
inhibicién de 20 mm.
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-Se encontraron 9 compuestos quimicos que posiblemente sean los responsables de la
actividad antimicrobiana de los extractos de Equisetum hyemale L: 3,7,11,15-tetrametil-
hexadecen-1-ol; 3,6,6-trimetil-2-norpinanol; tridecanoato de metilo; tetrahidropiranil éter
de citronelol; heptadecanoato de metilo; 11,14,17-eicosatrienoato de metilo; fitol; 9,12,15-
octadecatrien-1-ol y 3,7,11,15-tetrametil-hexadecin-3-ol.

10 SUGERENCIAS.

-Someter a los extractos organicos (hexanico, de acetato de etilo y metandlico) de
Equisetum hyemale L al analisis de cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC por
sus siglas en inglés), para la identificacion de alcaloides y flavonoides.

-Probar el efecto alelopatico de los extractos de Equisetum hyemale L sobre otras semillas,
principalmente en aquellas semillas de plantas que son plagas en los cultivos.

-En actividad bactericida se recomienda encontrar la concentracion minima inhibitoria de
los extractos de Equisetum hyemale L.
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12 ANEXOS.
12.1 Anexo 1. Ciclo de vida de los equisetos.
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Fig. 48 Ciclo de vida de Equisetum arvense L. (Tomada de http://embryophytas.blogspot.mx/)
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12.2 Anexo I1. Pruebas estadisticas: Analisis de varianza de un factor para el porcentaje
de inhibicion (Actividad alelopatica) de la germinacion de Lactuca sativa:

Entre las concentraciones 10, 50 y 100 mg/mL del extracto Hex de E. hyemale L.

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columna 1l 3 146.6 48.8666667 192.963333
Columna 2 3 280 93.3333333 133.333333
Columna 3 3 300 100 0
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los

variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad  Valor critico para F
Entre grupos 4636.34667 2 2318.17333 21.3134877 0.00187855 5.14325285
Dentro de los grupos 652.593333 6 108.765556
Total 5288.94 8

Entre las concentraciones 10, 50 y 100 mg/mL del extracto AcOEt de E. hyemale L.

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columna 1 3 60 20 578.89
Columna 2 3 300 100 0
Columna 3 3 300 100 0
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los

variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad  Valor critico para F
Entre grupos 12800 2 6400 33.1669229 0.00057073 5.14325285
Dentro de los grupos 1157.78 6 192.963333
Total 13957.78 8

Entre las concentraciones 10, 50 y 100 mg/mL del extracto AcOEt de E. hyemale L.

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columna 1 33.8 11.2666667 191.243333
Columna 2 300 100 0
Columna 3 3 300 100 0
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los

variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad  Valor critico para F
Entre grupos 15747.2089 2 7873.60444 123.511826  1.3334E-05 5.14325285
Dentro de los grupos 382.486667 6 63.7477778
Total 16129.6956 8
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Prueba de Tukey para la diferencia de medias en el porcentaje inhibicion de la germinacion de
Lactuca sativa L. Extracto hexanico.

Porcentaje de Inhibicién Hex
HSD de Tukey

Concentracion N Subconjunto para alfa= 0.5

1 2 3
Control 3 .0000
10 mg/mL 3 48.8667
50 mg/mL 3 93.3333
100 mg/mL 3 100.0000
Sig. 1.000 1.000 .803

Prueba de Tukey para la diferencia de medias en el porcentaje inhibicion de la germinacion de
Lactuca sativa L. Extracto de acetato de etilo.

Porcentaje de Inhibicién AcOEt
HSD de Tukey

Concentracion N Subconjunto para alfa = 0.5

1 2 3
Control 3 .0000
10 mg/mL 3 20.0000
50 mg/mL 3 100.0000
100 mg/mL 3 100.0000
Sig. 1.000 1.000 1.000

Prueba de Tukey para la diferencia de medias en el porcentaje inhibicion de la germinacion de
Lactuca sativa L. Extracto de acetato de etilo.

Porcentaje de Inhibicién MeOH

HSD de Tukey

Concentracion Subconjunto para alfa = 0.5

1 2 3
Control 3 .0000
10 mg/mL 3 11.2667
50 mg/mL 3 100.0000
100 mg/mL 3 100.0000
Sig. 1.000 1.000 1.000
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Analisis de varianza de un factor para la inhibicién de Escherichia coli:

Entre las concentraciones 2 mg/disco de los extractos Hex, AcOEt y MeOH de E. hyemale L.

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columna 1 3 0 0 0
Columna 2 3 0 0 0
Columna 3 3 0 0 0
Columna 4 3 106.4 35.4666667 11.0633333
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 2830.24 3 943.413333 341.095511  8.8836E-09 0.86003781
Dentro de los grupos 22.1266667 8 2.76583333
Total 2852.36667 11

Entre las concentraciones 10 mg/disco de los extractos Hex, AcOEt y MeOH de E. hyemale L.

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columna 1 3 12 4 12
Columna 2 3 12 4 12
Columna 3 3 0 0 0
Columna 4 3 106.4 35.4666667 11.0633333
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 2452.64 3 817.546667 93.2651393 1.4529E-06 0.86003781
Dentro de los
grupos 70.1266667 8 8.76583333
Total 2522.76667 11

Entre las concentraciones 20 mg/disco de los extractos Hex, AcOEt y MeOH de E. hyemale L.

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columna 1 3 21 7 0
Columna 2 3 21 7 0
Columna 3 3 12 4 12
Columna 4 3 106.4 35.4666667 11.0633333
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico

variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 1971.64 3 657.213333 113.984102 6.6591E-07 0.86003781
Dentro de los grupos 46.1266667 8 5.76583333
Total 2017.76667 11
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Prueba de Tukey para [2 mg/d] Extractos Hex, AcOEt y MeOH de E. hyemale. Inhibicién

sobre E. coli.
Inhibicion
extracto N Subconjunto para alfa = 0.5
1

Hex 3 .0000
AcOEt 3 .0000

HSD de Tukey® MeOH 3 .0000
Positivo 3 35.4667
Sig. 1.000 1.000

Prueba de Tukey para [10 mg/d] Extractos Hex, AcOEt y MeOH de E. hyemale. Inhibicion

sobre E. coli.
Inhibicion
Extracto N Subconjunto para alfa = 0.5
1 2 3

MeOH 3 .0000
Hex 3 4.0000

HSD de Tukey® AcOEt 3 4.0000
Positivo 3 35.4667
Sig. 1.000 1.000 1.000

Prueba de Tukey para [20 mg/d] Extractos Hex, AcOEt y MeOH de E. hyemale. Inhibicion

sobre E. coli.
Inhibicion

extracto N Subconjunto para alfa = 0.5

1 2 3
MeOH 3 4.0000
Hex 3 7.0000
AcOEt 3 7.0000

HSD de Tukey®
Positivo 3 35.4667
Sig. 1.000 1.000 1.000
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Analisis de varianza de un factor para la inhibicion de Bacillus cereus:

Entre las concentraciones 2 mg/disco de los extractos Hex, AcOEt y MeOH de E. hyemale L.

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columna 1 3 19 6.33333333 0.33333333
Columna 2 3 20 6.66666667 1.33333333
Columna 3 3 20 6.66666667 0.33333333
Columna 4 3 107.9 35.9666667 2.33333333
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 1946.5025 3 648.834167 598.923846 9.4842E-10 4.06618055
Dentro de los
grupos 8.66666667 8 1.08333333
Total 1955.16917 11

Entre las concentraciones 10 mg/disco de los extractos Hex, AcOEt y MeOH de E. hyemale L.

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columna 1 3 18 6 0
Columna 2 3 18 6 0
Columna 3 3 13 4.33333333 14.3333333
Columna 4 3 107.9 35.9666667 2.33333333
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 2101.66917 3 700.556389 168.133533 1.4531E-07 4.06618055
Dentro de los
grupos 33.3333333 8 4.16666667
Total 2135.0025 11

Entre las concentraciones 20 mg/disco de los extractos Hex, AcOEt y MeOH de E. hyemale L.

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columna 1 3 19 6.33333333 (0.33333333
Columna 2 3 18 6 0
Columna 3 3 20 6.66666667 0.33333333
Columna 4 3 107.9 35.9666667 2.33333333
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 1976.46917 3 658.823056 878.430741  2.0623E-10 4.06618055
Dentro de los grupos 6 8 0.75
Total 1982.46917 11
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Prueba de Tukey para [2 mg/mL] Extractos Hex, AcOEt y MeOH de E. hyemale.

Inhibicion sobre B. cereus.

Prueba de Tukey para [10 mg/mL] Extractos Hex, AcOEt y MeOH de E. hyemale.

Inhibicion
Extracto N Subconjunto para alfa = .5
1 2
Hex 3 6.3333
AcOEt 3 6.6667
HSD de Tukey® MeOH 3 6.6667
Positivo 3 35.9667
Sig. .978 1.000

Inhibicion sobre B. cereus.

Prueba de Tukey para [20 mg/mL] Extractos Hex, AcOEt y MeOH de E. hyemale.

Inhibicién
Extracto N Subconjunto para alfa = 0.5
1 2
MeOH 3 4.3333
Hex 3 6.0000
HSD de Tukey®  AcOEt 3 6.0000
Positivo 3 35.9667
Sig. 754 1.000

Inhibicion sobre B. cereus.

Inhibicion
Extracto N Subconjunto para alfa = .5
1 2

AcOEt 3 6.0000
Hex 3 6.3333

HSD de Tukey® MeOH 3 6.6667
Positivo 3 35.9667
Sig. .784 1.000
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Analisis de varianza de un factor para la inhibicién de Staphylococcus aureus:

Entre las concentraciones 2 mg/disco de los extractos Hex, AcOEt y MeOH de E. hyemale L.

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columna 1 3 31 10.3333333 2.33333333
Columna 2 3 27 9 3
Columna 3 3 28 9.33333333 0.33333333
Columna 4 3 113.3 37.7666667 0.25333333
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 1793.58917 3 597.863056 403.961524 4.5399E-09 4.06618055
Dentro de los
grupos 11.84 8 1.48
Total 1805.42917 11

Entre las concentraciones 10 mg/disco de los extractos Hex, AcOEt y MeOH de E. hyemale L.

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columna 1 3 26 8.66666667 0.33333333
Columna 2 3 28 9.33333333 (0.33333333
Columna 3 3 27 9 1
Columna 4 3 113.3 37.7666667 0.25333333
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 1862.58917 3 620.863056  1293.4647  4.4058E-11 4.06618055
Dentro de los grupos 3.84 8 0.48
Total 1866.42917 11

Entre las concentraciones 20 mg/disco de los extractos Hex, AcOEt y MeOH de E. hyemale L.

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza

Columna 1 3 40 13.3333333  26.3333333
Columna 2 3 30 10 0
Columna 3 3 31 10.3333333  0.33333333
Columna 4 3 113.3 37.7666667 0.25333333
ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico

variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 1605.58917 3 535.196389 79.5239805  2.6914E-06 4.06618055
Dentro de los grupos 53.84 8 6.73
Total 1659.42917 11
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Prueba de Tukey para [2 mg/mL] Extractos Hex, AcOEt y MeOH de E. hyemale.

Inhibicion sobre S. aureus.

Inhibicion
Extracto N Subconjunto para alfa = 0.5
1 2
AcOEt 3 9.0000
MeOH 3 9.3333
HSD de Tukey®  Hex 3 10.3333
Positivo 3 37.7667
Sig. .564 1.000

Prueba de Tukey para [ 10 mg/mL] Extractos Hex, AcOEt y MeOH de E. hyemale.

Inhibicion sobre S. aureus.

Inhibicién
Extracto N Subconjunto para alfa = 0.5
1 2
Hex 3 8.6667
MeOH 3 9.0000
HSD de Tukey®  AcOEt 3 9.3333
Positivo 3 37.7667
Sig. .656 1.000

Prueba de Tukey para [20 mg/mL] Extractos Hex, AcOEt y MeOH de E. hyemale.

Inhibicion sobre S. aureus.

Inhibicion

Extracto N Subconjunto para alfa = 0.5

1 2 3
AcOEt 3 10.0000
MeOH 3 10.3333

HSD de Tukey®  Hex 3 13.3333
Positivo 3 37.7667
Sig. .998 .524 1.000
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Analisis de varianza de un factor para la inhib

o o7

icion de Staphylococcus epidermidis:

Entre las concentraciones 2 mg/disco de los extractos Hex, AcOEt y MeOH de E. hyemale L.

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columna 1 3 47 15.6666667 5.33333333
Columna 2 3 0 0 0
Columna 3 3 14 4.66666667 16.3333333
Columna 4 3 83.7 27.9 6.43
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 1392.05583 3 464.018611 66.0603077  5.4906E-06 4.06618055
Dentro de los grupos 56.1933333 8 7.02416667
Total 1448.24917 11

Entre las concentraciones 10 mg/disco de los extractos Hex, AcOEt y MeOH de E. hyemale L.

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columna 1 3 35 11.6666667 14.3333333
Columna 2 3 0 0 0
Columna 3 3 19 6.33333333 0.33333333
Columna 4 3 83.7 27.9 6.43
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 1283.78917 3 427.929722 81.1369358  2.4907E-06 4.06618055
Dentro de los grupos 42.1933333 8 5.27416667
Total 1325.9825 11

Entre las concentraciones 10 mg/disco de los extractos Hex, AcOEt y MeOH de E. hyemale L.

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza

Columna 1 3 60 20 64
Columna 2 3 26 8.66666667 2.33333333
Columna 3 3 20 6.66666667 1.33333333
Columna 4 3 83.7 27.9 6.43
ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico

variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 895.055833 3 298.351944 16.1060926 0.00094326 4.06618055
Dentro de los grupos 148.193333 8 18.5241667
Total 1043.24917 11
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Prueba de Tukey para [2 mg/mL] Extractos Hex, AcOEt y MeOH de E. hyemale.
Inhibicion sobre S. epidermidis.

Inhibicion
Extracto N Subconjunto para alfa = .5
1 2 3 4
AcOEt 3 .0000
MeOH 3 4.6667
HSD de Tukey®  Hex 3 15.6667
Positivo 3 27.9000
Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000

Prueba de Tukey para [10 mg/mL] Extractos Hex, AcOEt y MeOH de E. hyemale.
Inhibicién sobre S. epidermidis.

Inhibicién
Extracto N Subconjunto para alfa = .5
1 2 3 4
AcOEt 3 .0000
MeOH 3 6.3333
HSD de Tukey®  Hex 3 11.6667
Positivo 3 27.9000
Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000

Prueba de Tukey para [20 mg/mL] Extractos Hex, AcOEt y MeOH de E. hyemale.
Inhibicion sobre S. epidermidis.

Inhibicion
Extracto N Subconjunto para alfa = .5
1 2 3
MeOH 3 6.6667
AcOEt 3 8.6667
HSD de Tukey® Hex 3 20.0000
Positivo 3 27.9000
Sig. .939 1.000 1.000
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12. 3 Anexo III: Cromatografia en capa fina (CCF) de las muestras analizadas
mediante CG-masas, de los extractos de E. hyemale L.

A B C D

Fig. 49 CCF del extracto Fig.50 CCF de las fracciones 24 a Fig 51 CCF de la fraccion hexanica del

hexanico eluido con acetato de 55 de la CCV del extracto AcOEt, extracto MeOH. Eluidas: A) Hex-AcOEt

de etilo. eluidas con Hex-AcOEt 1:1. 6:4, B) Hex-AcOEt 7:3, C) AcOEt, D)
AcOEt-MeOH 1:1.

A B C D
Fig 52 CCF de la fraccion AcOEt del extracto Fig. 53 CCF de la fracciéon insaponificable del

MeOH. Eluidas: A) Hex-AcOEt 7:3, B) Hex-AcOEt extracto cloroférmico. Eluida con cloroformo.
1:1, C) AcOEt, D) Eter etilico.
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12.4 Anexo IV Dispersion de aleloquimicos en el ambiente.

Volatilizacion — Aleloguimicos

%

Hojarasca Hojarasca
PSS l

S

| TS

Lixiviacion l Biodegradacion

Exudacion

Aleloquimicos

Fig. 54 Vias a través de las cuales se liberan los agentes alelopaticos al entorno (Sampietro, 2002)

12.5 Anexo V Pared celular de bacterias Gram-positivas y Gram-negativas.

GRAM-NEGATIVA GRAM-POSITIVA

Membrana exterior

W me;)(«;mmm

Lipoproteinas
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perlplasmatlco
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Fig. 55 Esquema de las membranas celulares en bacterias Gram-positivas y Gram-negativas (Dreamstime.com)
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NOTAS.
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