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I. INTRODUCCION

Es tnquletante la enorme variedad de sustancias orgénicas que las plantas
elaboran y acumulan y con éstas el estudio de su estructura qufmica, biosintesis,

metabolismo, distribucién natural y su funcién biolégica (1),

Existe un grupo de pl , las Asterdceas, que ademds de tener una amplia

distribucién mundlal y estar representadas en cast todos los hébitats, tlenen gran
importancia econémica, siendo la familia mds numerosa de las fanerégamas.

Dentro de ellas hay géneros que proporcionan plantas comestibles, otros géneros



tienen especles a las que se les conoce como malas hlerbas, y en otros hay

plantas omamentales ( 2 ).

La familia Asteraceae ha sido objeto de un gran niimero de estudlos quimicos.
Dentro de éstos se ha encontrado que el género Tagetes contiene poliacetilenos
y derivados tiofénicos que tlenen actividad antibiética, activados con luz
ultravioleta, dentro de la regién de 312 a 400 nm ( 3-5 ). El fenilheptatriino y el
alfa-tertienilo son dos eemplos de estos compuestos, los cuales muestran

toxicidad tanto en organismos unicelulares como pluricelulares ( 6-7 ).

Tomando en consideracién el estudio sistemdtico que se viene realizando en el
Laboratorio de Quimica de la Facultad de Ciencias de la UNAM en especies de
diferentes géneros de la familia v la relevancia de los estudios fitoqufmicos que se
Vhan realizado con las diferentes especles del género ITggetes, se considerd
importante hacer una exploracién quimica de dos especles de este género, una

con dos variedades, que no han sido reportadas en Ia literatura.



OBJETIVOS GENERALES

e Realizar una comparacién qufmica a nivel intra e interespecifica entre las
variedades de Tagetes foetidissima morado, verde y

e Realizar un andlisis microbiolégico de los extractos hexdnicos en frio de las
tres plantas.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Preparacién de extractos hexdnicos, en frfo y en caliente, y de extractos
metandlicos en caliente.

e A partir de los extractos:

- Identificacién de los grupos de metabolitos secundarios de las

diferentes partes de cada una de las especies (rafz, parte aérea e
involucros).



Elaboracién de sus perfiles cromatogrdficos.
Con los extractos hexdnicos en frio:

Determinacidn de sus espectros en el ultravioleta. Prueba
microblolégica de actividad fototéxica.

De los involucros:

Obtencidn de dceites esenciales por medio de destilacién con arrastre
de vapor y andlisis por cromatograffa gas-lfiquido.

Extraccién de antocianinas y obtencién de su perfil cromatogréfico.



II. ANTECEDENTES

En la literatura reciente queda claro que lus estructuras qufmicas de los agentes
antimicrobianos encontrados en las plantas superiores pertenecen a las clases mds
comunes de metabolitos secundarios. Son los productos naturales de los que més
se conoce su qufmica, como ejemplo tenemos alcaloides, flavonoides y terpenos

entre muchos otros { 8 ).



Dentro de las plantas que sinteti tabolitos secundarios con propiedades
antimicroblanas se encuentra el grupo de las llamadas fototdxicas. El género

_Tagetes, de la familia Asteraceae, pertenece a este grupo { 9 ).

Towers, al realizar un estudio de Tagetes patula encontré que los compuestos

responsables de la actlvidad fototéxica son poliacetilenos y sus derivados

tiofénicos ( 5 ).

Los derivados tlofénicos se han extrafdo de diferentes especles de_Tagetes, como
. el alfa-tertientlo, compuesto con flourescencia de color azul intenso, aislado de
Tagetes erectq_ ( 12 ). Este compuesto provoca dermatitis en plel humana en
presencia de la luz solar (radiacién U.V, de 320 a 400 nm} ( 10-11 ) y se
encuentra en las raices en mayor cantidad que en otras partes de la planta

(3-13).



En otros estudlos realizados en la familia Asteraceae se aislaron 33 tiofenos con
actividad biolégica fotoinducida. Tres de estos, el alfa-tertienilo, el
5-(buten-1-inil)-2,2"-bitientlo (BBT) y un monotiofeno acetilénico, se extrajeron
de diferentes especies del genero Tagetes, en donde se observé una actividad
fotodinémica antibistica sobre Escherichia coli, Pseudomond geruginosa y.
Saccharomyces cerevisige (4, 14, 16 ) y accién nematicida en Aphelenchus

quenge (15).

Ha despertado interés la potente propledad nematicida de estos compuestos
tiofénicos, originalmente descritos por Uhlenbroeck y Bijfloo ( 17-18 ). Chan
reporta que el 5-(3-buten-1-inil}-2,2"-bitientlo (a) y el alfa-tertienilo (b} son téxicos
para bacterias y levaduras en presenc.lu de luz U.V., pero no se encontré

toxicidad en la oscuridad (4 ).

(a) (b)
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Otro grupo de compuestos quimicos, los poliacetilenos, también se han reportado
’ en especies de la familia Asteraceae y tienen, igualmente, actividad antibiética,
observada claramente en cultivos de bacterlas Gram-positivas, levaduras y
hongos filamentosos, al ser irradiados con luz ultravioleta. Uno de los compuestos

causante de este efecto es el fenilheptatriino (c), aislado de Bideng pilosa, que

pertenece a esta familia ( 7, 20 ).

(c)

@— C®C—~C=mC—C®C—CHy

En las rafces de Chrysanthemum leucanthemun también se han encantrado
poliacetilenos que, probados sobre Candida alblcans, dieron como resultado una

prueba positiva de fototoxicidad.



Estos compuestos, al igual que otros metabolitos secundarios cambian cualitativa

v cuantitativamente con el crecimiento de la planta y la estacién del ario (5 ).

En otro aspecto, dentro del campo de la etnobotdnica se tienen reportes de los

usos medicinales, ali s y antihell icos de diversas especles de Tagetes,

Peckolt {en Hoehne, 22 ) obtuvo, por destilacién a vapor, aceites esenclales de
. Tagetes_minuta, que considerd un excelente antithelmintico pura cabras, a una
désis de una a tres gotas conforme a la edad. De igual forma se han obtenido los
aceites esenclales de T, erecta, T. patula v T, lucidg con la misma propiedad
Ensayos con el aceite volatil de T.minuta revelan que tlene propledades
tranquilizantes, broncodilatadoras, espasmoliticas y anti-inflamatorias { 23 ). El
aceite de esta planta es fuertemente repelente a la mosca que produce gusanera

en el ganado (20).



Tagetes erecta, (cempoalxéchitl) es una planta representativa de este género, por
tener gran Importancia dentro de varlos aspectos de la vida soclal, cultural y
econémica de nuestro pafs. Estd ftimamente ligada a cultos religiosos
particularmente con el "dfa de muertos' cuando se realizan arreglos florales que

se colocan en tumbas y altares domésticos (21).

Es aconsejable cultivarla intercalada con otras hortalizas suceptibles a los
nemdtodos del nudo de la rafz, para inhibir su multiplicacién. El aceite esencial
de toda la planta se usa como condimento v saborizante en la fabricaclén de
bebidas y pan, también son utilizadas las flores secas y molidas para pigmentar la

came de pollo y huevos, adiciondndola al alimento de las aves (32),

Las hojas y las flores se usan en infusién contra los cSlicos y las fiebres

Intermi , como coﬁlra las afecciones estomémles y del hfgado (2i).

10



De acuerdo a un estudio farmacolégico se ha considerado que T, lucida (pericén}

I

tlene proy flarréicas y eficacia contra la malaria (24); asf como
también es empleada en Infusién contra los gases y célicos. A esta planta se le
adjudiean cualidades de proteccién en contra de "malos espfritus" y peligros

imprevisibles, acomodando las plantas en forma de cruz y colocdndolas en

puertas v ver de las habitaciones. Se usan las flores y las hojas como
colorantes y saborizantes en la ‘preparacién de algunos alimentos a nivel
doméstico, se ha usado tradiclonalmente para curar heridas, ‘reducir

inflamaciones y moretones (33).

En cuanto a IT.patula, reduce la capilaridad, la permeabilidad y es

antlespamédico ( 25 ).

Existe una larga lista de cualidades medicinales de las diversas especies de este

género, que lo caracteriza como un grupo de ple pli f das dentro

de la medicina tradicional ( 26, 27 ).

11



III. UBICACION TAXONOMICA

DIVISION: Spermatophyta
SUBDIVISION: Magnoliophyta
CLASE: Magnoliopsida
SUBCLASE: Asteridae
(?RDEN: ) Asterales
FAMILIA: Asteraceae
TRIBU: Tagetae
GENERO: Tagetes
ESPECIE: coronoplfolla.

(28,29) .

12



DIVISION: Spermatophyta

SUBDIVISION: Magnoliophyta
CLASE: Magnoliopsida
SUBCLASE: . » Asteridae
ORDEN: Asterales
FAMILIA: Asteraceae
TRIBU: : Tageteae
GENERO: Tagetes
ESPECIE: foetidissima
(28,29).
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V. DESCRIPCION MORFOLOGICA

Tagetes coronapifolia Willd.

Planta anual, erecta, glabra hasta de 50 cm de alto, muy aromdtica al estrujarse;
tallos por lo comin ramificados, esmddos; hojas hasta de 4 cm de largo,
pinnadamente dlvididas en segmentos filiformes - lineares, hasta de 12 mm de
largo y hasta de 1 mm de ancho, éstos generalmente a su vez lobados o una vez
mds divididos en segmentos mds cortos; cabezuelas a menudo numerosas, sobre
pendiiculos bracteados hasta de 3 cm de largo; involucro cllindrico, de 7 a 12~

mm de alto, sus brdcteas generalmente 5, rofizo-moradas, con los dpices

14



triangulares, agudos; flores liguladas O a 5, mds chicas que las flores del disco, sus
corolas amarillas, anaranjadas o verdosas, las Iéminas inconspicuas, de 0.5 mm
de largo; flores del disco de 5 a 20, sus corolas amarillas o verdosas de 2 a 4 mm
de largo; aquenios lineares de 6 a 7 mm de largo, negruzcos, puberulentos en los
dngulos, vilano de una o dos escamas de 3 a 4 mm de largo, agudas, v 3
escamas de 1.5 a 2.5 mm de largo, romas, unidas entre sf. Huixquilucan a
Tialpan; Tlalnalapa a Amecameca. Alt. 2300-3000 m Bosques de Quercus, de
Juniperus y pastizales, preferentemente en condiciones de disturbio; a veces
como maleza arvense. Conocida del Estado de México e Hidalgo a Veracruz y

Morelos ( 30 ).

15



Tagetea coronopifolia

(7-12 m )
INVOLUCRO

( 6-7 ma )
AQUENIO

(1.5~
2.5 mm )
ESCAMAS



Tagetes faetidissima D.C.

Planta anual, erecta, hasta de 1 m de alto, glabra, muy aromdtica al estrujarse;
tallos mds o menos ramificados, estriados, a menudo rojizos o morados; hojas
hasta de 11 cm de largo, pinnadas, foliolos 11 a 29, oblongos a

lanceolado-oblongos, de 0.8 a 3 cm de largo, obtusos en el épice, cuneados en la

base, el gen profundi aserrado; cab las mayormente agrupadas en
conjuntos corimblformes densos, sobre pendtinculos hasta de 3.5 cm de largo;
invélucro cilfndrico o fusiforme de 10 a 16 mm de alto, amarillo-verdoso o
morado oscuro, sus brdcteas 5, provistas de dpices deltoideos; flores liguladas por
lo comtin 4 a 6, amarillo-verdosas, sus ldminas inconspicuas, oblongas, de 1 a 3
mm de largo; flores del disco 4 a 9 sus corolas verdosas, de 7 a 8 mm de largo,
por lo comiin densamente pubescentes en la parte superior; aquenios de 5 a 7
mm de largo, negruzcos, estriados, pubescentes, vilano de 1 o 2 escamas
aristiformes de 6 a 7 mm de largo y 3 0 4 escamas romas de menos de 1 mm de
largo. Distribuida en las zonas montafiosas mds hiumedas. Pachuca y

Epazoyucan; lturbide a Tlalpan; Tlalmanalco y Amecameca. Alt. 2450-3100 m

16



Bosques de Abies, de Pinus, de Quercus y meséfilo, prefe en lug

perturbados, también a la orilla de campos cultivados del centro de México a
Costa Rica ( 30 ).

17,



¢ e Tagetes foetidissima
ﬁ ) variedad verde.

F INVOLUCRO
{10-16 mn )

(6~7 mn )
VILANO

) (57 am )
{2 AQUENIO



Tagetes foetidissima

variedad morada

INVOLUCRO
(10-16 m )

VILANO —=~v]
l{‘ S ESCAMAS ——

i/ { TR AQUENIO —



V. MATERIAL Y METODOS

1. PREPARACION DEL MATERIAL

a. Colecta
La colecta de las especies  Tagetes [foetidissima, variedad morada y variedad
verde, y Tagetes coronopifolia se llevé a cabo en octubre de 1988, en el

‘kilémetro 10 de Ia carretera federal 115, 4 kildmetrbs después de Suﬁ Pedro



Nexdpa, en el Estado de México, De ambas especles se obtuvieron los ejemplares
completos, incluyendo la rafz, que se depositaron en el herbario de la Facultad de
Clenclas de la UNAM (FCME).

b. Secado
El material se secs a temperatura ambliente. Una vez seco se separ6 la rafz, parte
aérea, aquenios e involucros, guardando las diferentes partes de la planta en

bolsas de polietileno color negro, a fin de proteger los compuestos fotosensibles

de la luz.

c. Mollenda

Una vez separadas las diferentes partes de las plantas, se inicié la molienda fina
de la rafz, parte aérea y aquenios, con la ayuda de un molino manual. El material
obtenldo de ésta se guardé en frascos color ambar y se etiquetd, quedando asf

preparado para iniciar la extraccién.



2. PREPARACION DE EXTRACTOS

a. Extraccién hexdnica en frio

Al material molido y colocado en frascos color ambar (Tabla 1), le fue adicionado

h hasta sobrep Ip d te 1 cm el nivel del material. Después
se dejaron tapados en la oscuridad por espacio de 8 dias, agitdndolos
ocasionalmente. En la misma forma se efectuaron dos extracciones mds, filtrando

el extracto hexdnico después de cada extraccién,

Las tresvsoluciones obtenidas de la misma muestra, se reunieron y concentraron
- al vaclo, cast a sequedad. Estos extractos se transvasaron a pequefios frascos
color ambar, tarados, etiquetados y forrados con papel aluminio, para su secado
completo y posteriormente se pesaron para calcular el rendimiento (Tabla 1) Por
altimo, se pésamn tres mg de extracto de cada muestra para hacerles una prueba

con luz ultravioleta (gréficas de la 1 a la 9).

20 -



RENDIMIENTO DE LOS EXTRACTOS HEXANICOS EN' FRIO

Peso de la muestra (g)

Peso de los extractos (g)

Rendimiento (Z)

Raiz Tallo Aquenio

Raiz Tallo Aquenio

Raiz Tallo Aqueni6

T. coronepifolia
T. foetidissima M

T. foetidissima V

60 90.8 6.3972
37 46,1 0.7307
43 65.5 0.6770

0.265 0.4774 0.4734
0.1163 0.2707 0.2714
0.4059 0.3534 0.5523

0.44  0.53 7.40
0.32  0.59 37.14
0.96 0.54 81.58

M = variedad morada

V = variedad verde

Tabla 1



b. Extraccién hexénica en caliente
Para la extracclén en caliente las muestras (Tabla 2 ) se colocaron a reflujo por
separado, dentro de un matraz de fondo redondo de 250 ml, durante 8 horas.

Este proceso se repitid6 dos veces mds, se concentraron los tres extractos

obtenidos de la misma tra, casi a sequedad, y se n a pequeiios
Jfrascos, previamente pesados y etiquetados; finalmente, y una vez secos se

pesaron para obtener sus rendimientos (Tabla 3).

¢. Extraccién metanélica

Para esta extraccién se siguié el mismo procedimiento que en la anterior, se
efectué sobre el material extrafdo con hexano, dejando secar primero las
muestras para adicionarles enseguida el metanol. Los rendimientos aparecen en

la Tabla 4.

21 -



PESO DE LAS MUESTRAS EMPLEADAS PARA LOS EXTRACTOS HEXANICO Y METANOLICO EN CALIENTE

Raiz Tallo Aquenio
Tagetes coronopifolia 17.7 35.0 17.0
Tagetes foetidissima M 16.9 13.7 18.7
Tagetes foetidissima V 18.8 35.0 24.8

peso expresado en gramos . Tabla 2



RENDIMIENTO - DE 10S EXTRACTOS HEXANICOS EN. CALIENTE

* T. coronopifolia  T. foetidissima M.  T. foetidissima V

Peso Ex.‘ Rend. Peso Ex. Rend. Peso Ex. Rend,
Raiz 0.0994 0.56 0.0338 0.2 0.6273 015
Tallo 0.0718 0.20 0.0187 0.14 0.0619 0.18
Aquenio  0,1533 0.90 0.4814 2,58 0,229 0,93
Tebla 3
M = variedad morada V = variedad verde

Peso Ex. = peso de los extractos (g ) Rend. = Rendimiento ( % )



RENDIMIENTO ‘DE 10S EXTRACTOS  METANOLICOS

T. coronopifolia  T. foetidissima M.  T. foetidissima V.

Peso Ex. Rend. Peso Ex. Rend. Peso Ex.  Rend.
Raiz 1.7273 9.76 1.0353 6.12 1.1518 6.13
Tallo 4,3574 12,45 1,503  10.98 3.4787 9.9
Aquenio 3.3179 19.51  2.0525 10.98 3,7822 15.25
Tabla; 4
M = variedad morada ¥ = variedad verde

Peso Ex, = peso de los extractos (g ) Rend. = rendimiento (%)



3. DETERMINACION DE GRUPOS DE METABOLITOS SECUNDARIOS.

Para la realizacién de las pruebas se prepararon soluciones de cada extracto a
una concentracién de 1 mg/ml, que se mantuvieron tapadas en sus tubos con el
fin de evitar lo evaporacién del disolvente; de ellas se tomé 1 ml para llevar a
cabo cada una de las pruebas, cuyos resultados se muestran en las Tablas de la 5

ala 10.

Los extractos hexdnicos se evaporaron a sequedad y se redisolvieron en 1 ml de

etanol para todas las pruebas, exceptuando la de terpenos y esteroldes.

22



a. Alcaloides
Se tomé un mililitro de cada una de las soluciones, se agregé a cada tubo 1 gota

de dcido clorhidrico concentrado y dos gotas del reactivo correspondiente.

Esta prueba es positiva sl forma un precipitado color amarillo paja con el reactivo

de dcido sillcotiingstico y naranja-marrén con el reactivo de Dragendorff.

b. Flavonoldes

A 1 ml de cada una de las soluclones de los extractos hexdnicos y metandlicos se
agrega un trocito de limadura de magnesio y dos gotas de Gcido clorhfdrico
concentrado. La prueba es positiva st la solucidnyl')lra a color vicleta, anaranjado,

rojo azuloso, verde o azul,

23



¢. Gliedsidos
De las soluciones de los extractos hexénico y metandlico se tomé 1 mi de cada
una v se les agregé 2 gotas de una solucién etanélica de alfa-naftol al 5% y 1 mi

i

de dcido sulftirico concentrado, resbaldndolo por las pa:

del tubo para que se
estratificara a fin de poder observar el anillo que se forma en la interfase el cudl,

en caso de ser violeta indica la presencia de glicésidos.

d. Terpenos y esteroides

Se tomé6 1 mi de las soluciones de los extractos hexdnicos, disueltos en
cloroformo, se les agregé 1 ml del reactivo de Lieberman-Bourchard; los
extractos metandlicos se tuvieron que llevar a sequedad y redisoluver en 1 ml de
cloroformo para poder adicionar el reactivo. La prueba es positiva si la solucién

vira a azu! verdoso, rosa rojo o violeta.



4. PERFILES CROMATOGRAFICOS.

Se realizaron en capa fina, utilizando placas de 5 cm de largo, de gel de sflice -

Merck G. 60 F 254, y se buscaron los sist de el d dos para

Y

correr las muestras de los extractos hexdnicos y metanélicos.

Una vez corridas las muestras, se observaron las placas con luz ultravioleta de
onda larga (en lfneas punteadas) y posteriormente se revelaron con reactivo de

sulfato cérico (lineas continuas) (figuras de la 1 a la 14).



5. PRUEBA BIOLOGICA.

Determinacién de la actividad bacteriostética de los extractos hexdnicos en frio.

Los organismas utilizados en esta prueba fueron Baclllus subtills, pertenecientes a
la cepa no. 294 del Departamento de Microbiologfa de la Facultad de Veterinaria

y Zootecnla de la UNAM.

Esta muestra de la cepa se encontraba liofilizada, por lo que fue necesario
rehidratarlas y resembrar en medio lfiquido para después hacer una resiembra,
tanto en agar como en caldo nutritivo, y de esta manera conservar un reservorio

de cepa madre, con el cual efectuar las pruebas biolégicas.

26



Para realizar la resiembra toda la cristalerfa, el material utllizado y 60 ml. de agar
Mueller Hinton, se esterilizaron en autoclave a 120 grados centgrados y 15 libras
de presién durante 15 minutos. A partir de ese momento, toda la manipulacién

posterior se efectud dentro de una campana estéril,

Una vez teniendo el agar a una temperatura aproximada de 45 grados
centigrados, se vertieron 20 ml en cada una de 3 cajas de Petri de 9 em de
diémetro. Ya solidificado se llevé a cabo la restembra con ayuda de hisopos que
se introdujeron en el cultivo de reserva y se aplicaron al agar, procurando abarcar
toda la superficie de la caja, con el objeto de obtener un crecimiento uniforme, y

se Incubaron por espaclo de 24 horas.

Para efectuar la prueba con los extractos, el material se esteriliz6 en la forma
descrita anteriormente asf como 50 ml de caldo nutritivo y 500 ml de agar,

previamente preparados.

27



De cada uno de los 9 extractos hexdnicos en frfo, se pesaron 5 mg y se
disolvleron en 1 ml de tween 80 al 10%, en pequeiios tubos forrados con papel
aluminio para evitar el contacto con la luz, y 5 mg de ampiciling, disuelta en 1.5

ml de tween 80 al 10%, ésta ultima utilizada como testigo.

Con ayuda de un hisopo se tomaron bacterlas de una de las 3 cajas de la
reslembra, las cuales se suspendieron en 20 ml de caldo nutritivo’ estéril, de
éstos, 13 ml se mezclaron con 500 ml de agar, igualmente estéril. La mezcla se
distribuy6 en 18 cajas de petri, colocando 25 ml en cada una de ellas, y se dejé
solldificar. Una vez sélido, se hicleron 4 horadaciones alrededor de la ecaja con un
horadador estéril de 1 ¢cm de didmetro y con una separacién entre ellas de 2 cm;
en cada una de éstas se colocaron 3 diferentes alfcuotas de las disoluciones en

tween de los extractos hexdnicos para tener 3 concentraciones distintas:
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0.04 200
0.08 400
0.12 600

Para el testigo se utilizaron 0.02 ml de la soluclén en tween 80 equivalente a 66.6

microgramos.

La concentracién de bacterias del caldo nutritivo se midié a 530 nm, interpolando
la absorbancia de 0.6 en la curva patrén (gréfica 10) y caleulando la

concentracidn con la tabla de estdndares de McFarland (tabla 11) (31).
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TABLA DE ESTANDARES DE - McFARLAND PARA

DETERMINAR CONCENTRACION DE CELULAS.

Cloruro de 0.1
Bario (ml) .
Acido Sulffi-
rico (ml) 9.9
Densidad a-
proximada
de gélulas
X10%/m1

PUNTOS

Tubos
estéandares

O @O LS WwN -

[
(=]

Nimero de t
2 3 4
0.2

0.3 0.4

9.8 9.7 9.6

12

DE LA CURVA

Absorbancia

lelda
0.09
0.27
0.38
0,51
0.64
0.75
0.9
1.0
1.05
1.1

0.7

9.3

15 18 21

PATRON

Absorbancia

con regresidn
0,153
0.2684
0.3830
0.4976
0.6122
0.7267
0.8413
0.9559
1.0705
1.1850
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CURVA DE ESTANDARES DE McFARLAND AJUSTADA CON REGRESION LINEAL
Grafica 10
Absorbancia

1.5
1.4
1.3
1.2
1.1
1.0
0.9
0.8
0.7

0.6
0.5
0.4

0.3
0.2

l
|
|
1 Concentracidn de

) bacterias utilizada
0.1 i
1 Densidad dga

- . — v &lulas X1

: " T - = " 21 " e pes células /ml




La determinacién de la actividad de los extractos se hizo por irradlacién con luz
ultravioleta, colocando 2 serles de cajas, una protegida de la radiacién con papel
aluminio y otra libre de proteccién. Cada serle consts de 9 cajas, una para cada

extracto y para cada parte de la planta (3 extractos, 3 partes).

Todas las cajas se colocaron en und campana bajo radiacién ultravioleta de onda
larga durante 24 horas. Al concluir este tiempo se suspendié la exposicién a la luz
v se hizo la observacién de las cajas, midiendo las zonas de inhibicién del

crecimiento bacteriano (Tablas de la 12 a la 14).



6. EXTRACCION DE ACEITES ESENCIALES Y DETERMINACION DE SU
COMPOSICION.

Para este propdsito se trabajé con los involucros de las especles que fueron los

que tuvieron aroma.El aceite se obtuvo por destilacién con arrastre de vapor y se

procesé de acuerdo al siguiente diagrama:

Destilacién con arrastre de vapor

Extraccién con éter
1

£ ¥
Fase acu: Fase eférea
Lavado con agua destilada
|
& 1
Aguas de lavado Fase etérea
R

Evaporaclén del disolvente
l .
! l

- _Eter recuperado Aceites esenclales
Lromatografla de gases |

3



a. Extraccién con éter

En un embudo de separacién de 2 litros de copacidad se coloco el agua de
destilacién por arrastre con vapor (500 mi} se adicionaron 200 ml de éter,
agitando vigorosamente y se dejé reposar por un lapso de 5 minutos, al término

de los cuales se separé el éter y se repiti6 la operacién 2 veces mds.

b. Lavado
Los extractos etéreos se colocaron dentro del embudo de separacidn y se lavaron

con 200 ml de agua, tres veces.

c. Secado
El secado de los extractos se llevé a cabo adicionando sulfato de sodio anhfdro,
agitando el matruz ligeramente y dejando reposar durante media hora, después

de lo cual se separé el sulfato de sodio por filtracién y el disoluente se eliminé por



destilacién con columna de rectificacién. Los
aceites esenciales asf obtenidos se anallzaron por cromatografia de gases

{gréficas de la 11 a la 13).

Datos de la cromatograffa de gases.

Columna: Carbowax 20-M de 50 m x 0.53 mm de dié o de sflice fundid

Temperatura de la columna igual a 70 - 195 °C a una velocidad de 6 °/min.
Detector de lonizacién de flama a una temperatura igual a 200 °C,
Gas acarreador; hidrégeno a 5 mi/min.

Temperatura del inyector Igual a 200 °C.,
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7. EXTRACCION DE ANTOCIANINAS Y PERFIL. CROMATOGRAFICO.

Un gramo de involucros de cada una de las plantas, ya secos, se maceré durante
“una hora en una mezcla de 99 mi! de metanol y un ml de dcido acético. Se aplics
. el mismo tratamiento a los pétalos frescos de tres flores de geranio, que sirvieron

como testigo.

Después se filtraron los extractos y se cromatografiaron en papel, empleando
como eluyente la siguiente mezela: butanol-eido acético-agua 4:1:5: {figura 15).
Una vez corrida la placa y perfectamente bien seca se revelé con luz U.V. y se
midieron los Rf de cada mancha, Por dltimo, se midié la absorcién de los

extractos entre 510 y 550 nm ( gréfica 14).
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

Grupos de Metabolitos Secundarios

En la rafz de las tres especles se presenta una mayor cantidad de compuestos
terpénicos y esteroidales, asf como de alcaloides, en los extractos hexdnicos, tanto
en frfo como en callente, comparados con los extractos metanélicos, y no se
puede establecer una diferencia intraespecifica entre las dos variedades de

Tagetes foetidissima, ni interespecifica con Tagetes coronopifolla.



EXTRACTO HEXANICO EN FRIO

R A T Z a—— L.L AQUENTIOS .
Toe |TEM TV |Toc JTAM | TEV | Toc | TEM|TEV
Terpenos y - - . - e | -H+ . + .HE:"‘ .
Esteroides
Glicbsidos + + + - -— = | -
-— lig.+| — jig.+ + +- —_— - —
Flavonoides 8 8
Alcaloides . .
Ac, Silico. + 1g.+ + |, hue. | twe. | ++ “ Fes
Alcaloides
++ +H+ ++ +HH ++ + + + +
Reac, Drag. O B

Tabla 5

EXTRACTO HEXANICO EN CALIENTE

R I Z T A L L O AQUENIOS
Toc [ TEMTEVET. ¢ [TEM{T.EV] T. ¢ | T.£ M{T.f V
Terpenos y L R NV (YA PR O STV Y R
Esteroides -
Glicbsidos lig.+{lig.+ | 1ig.+ | lig.+|1ig.+ | 2ig.+] — {1ig.+|1ig.+
Flavonoides |-—— — = 1 1lig.+|lig.+ | lig.+| — =+ | —
Alcaloides
Ac, Silico. ++ lig.+ |lig.+ | 1ig.+ + lig.+ + 115.+ lig.+
Alcaloides
Reac. Drag. + +HH+ ++ +H +++ +H ++ + =+

Tabla 6



EXTRACTO O

M ETANOLTICO

R A I Z T A LLO AQUENTIOS
T.c {T.EM|T.f VT, ¢ {T.f M{ T.f£ VJT. c [T.f M| T.f V
Terpenos y .,J
Esteroides + + + lig.+ | lig.+} lig. + |lig.+] lig.+
Glicésidos | vt ] + f e | vt 1 | | f e |
Flavonoides | — -— —— flig.+ Jlig.+ .} — ] — ++
Alcaloides
Ac. Silico. - - I T T e — -
Alcaloides .
Reac, Drag. lig.+] + - + lig.+] + lig.+]lig.+ | ——
Tabla 7

Intensidad creciente de la reaccidn de + a +H+

T. c= Tagetes coronopifolia
T.f M= Tagetes foetidissima variedad morada

T.f V= Tagetes foetidissima variedad verde




Los flavonoides prdcticamente no se encontraron en rafz en ninguno de los
extractos y los glicésidos se hallaron en mayor proporcién en el extracto

metandlico.

Para tallo se observa un patrdn similar al de ralz, terpenos-esteroides y alcaloides
predominan en los dos extractos hexénicos, en tanto que los glicésidos se
"encuentran en mayor proporcién en el extracto metandlico. Los flavonoides se

encuentran en los tres extractos y en pequeria proporcién,

En cuanto a los aquenios, los alcaloides estdn presentes en mayor cantidad en los
extractos hexdnicos, al Igual que los terpenos y esteroides. excepto en T.
coronopifolta , en la que se encuentran en Igual proporcién en ambos extractos.
Los glicésidos siguen predominando en el extracto metanélico. En el extracto
hexdnico en frlo no se pudieron detectar flavonoides, en el extracto en caliente,
s6lo en Iamumg_momdo y en el metandlico, en las dos variedades de
T foetidissima.



Los resultados obtenidos para esta determinacién no permitiron establecer

diferencias significativas Interespecificas, ni tampoco para_Togetes foetidissima

morado y verde.



TOTAL DE COMPUESTOS EN LAS MUESTRAS

Tabla 8

CONCENTRACTON RELATIVA [E GRUPCS TE (QMAESTUS PARA LOS EXTRACIUS [E RAIZ [E LAS TRES FLAVTAS

EDD DDD o O i
oo e 00
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* TOTAL DE COMPUESTOS EN LAS MNUESTRAS

Tabla 9

COINCGENTRACI(N RELATIVA TE GRUFOS DE (DMPUESTUS PARA LOS EXTRACTOS TE TALLO IE 1AS TRES PLANTAS
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TOTAL DE COMPUESTOS EN LAS MUESTRAS

Tabla 10

CCNCENTRACICN RELATIVA DE GRUFS [E CCMPUESTOS PARA 105 EXTRACTUS [E XUENIGS [E IAS TRES PLANTAS
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Perfiles cromatograficos

El extracto hexdnico en frio de rafz tuvo cc tos de muy disti polaridades

p

por lo que se requiri6 correr perfiles en tres eluyentes: hexano, hexano-acetato de

etllo 2:1, hexano-acetato de etilo 1:1 (Fig. 1-3).

Los perfiles de las tres muestras corridos con hexano resultaron Idénticos; en los
determinados con los otros dos eluyentes hay identidad de perfiles en las dos
‘varledades de T, foetidissima pero muestra ligeras diferenclas con éstos el de T,
coronopifolig.

Para el extracto hexdnico en caliente se requirié de una mezcla de eluyentes:
hexano-acetato de etilo 3:1 y de nuevo se observé que el perfil de Tagetes
coronopifolla es ligeramente - diferente a los perfiles de las dos variedades de
Tagetes foetidissima (Fig4).



Perfiles Cromatogrdficos de Raiz del
Extracto Hexdnico en Frio
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S v Fig. 3
Eluyente:

Hexano-Acetato de etilo 1:1

C= T. coronopifolia

M= T, foetidissima var, morada
V= T, foetidissima var. verde



Perfil Cromatogrdfico de Raiz del

Extracto Hex@nico en caliente
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Hexano-Acetato de etilo 3:1

Fig. 4



En el extracto metandlico, por la polaridad de los compuestos que lo constituyen

se requirid comer perfiles con tres eluyentes de diferente polaridad:

hexano-acetato de etilo 1:2, acetato de etilo-metanol 1:1 y metanol.

Los perfiles obtenidos con el eluyente de menor polaridad y con el de mayor,
fueron diferentes en las dos especies en tanto que los eluidos con polaridad

A ltaron Idénticos (Fig. 5-7).

En tallo se observa que los perfiles del extracto hexdnico en frfo de las variedades
de T. foetidissimg son idénticos y guardan una pequefia diferencia con los de T,
coronopifolla. Para todos estos petfiles se requirié solo una mezcla de eluyentes:
hexano-acetato de etilo 3:1. Igual relacién se observé en los perfiles de los
extractos en callente y metandlico. Para los extractos hexdnicos se empleo como
eluyente: hexano-acetato de etilo 1:1 y para los metandlicos acetato de

etilo-metano! 6:4 (Fig.8-10).
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Perfiles Cromatogrdficos de Raiz del

Extracto Metandlico
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Perfiles Cromatogrdficos de Tallo

Ext. Hex. en frio Ext. Hex. en caliente
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Eluyente:

Acetato de etilo-Metanol 6:4



Finalmente, en los perfiles del extracto hexdnico en frio de aquenios hay
identidad en las dos variedades de [agetes foetidissimg v diferencias con el de
T._coronopifolia. E! eluyente empleado para estos perfiles fue: hexano-acetato de
etilo 2:1 (Fig1l).

Los perfiles del extracto hexdnico en caliente de las tres muestras son diferentes y

se corrieron en hexano-acetato de etilo 1:3 (Fig. 12).

Utilizando como eluyentes: hexano-acetato de etilo 1:1 y acetato de etilo-metano!
3:7 se corrieron los perfiles del extracto metandlico, encontréndose una ligera
diferencia entre Tagetes corongpifolly y las dos variedades de Tggetes
foetldissima, con la primer mezcla, v una identidad de perfiles de las tres muestras

corridas con el segundo eluyente (Fig.13 y 14).
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Perfiles Cromatogrdficos de Aquenios

Ext. Hex. en frio
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Perfiles Cromatograficos de Aquenios

del Extracto Metandlico
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Actividad bacteriostatica de la fraccién fototéxica

Para iniciar el estudio microblolégico del extracto hexdnico en frlo, que
fundamentalmente se preparé con este propdsito, se determinaron los espectros
en el ultravioleta de estos extractos para comprobar la presencia de compuestos
fototéxicos. Los perfiles de los espectros de las tres muestras y de las tres partes

analizadas indlcaron presencia de fotosensibles.

En rafz, hay similitud de perfiles entre T,_coronopifolla v T.foetidissima verde; en
tallo la similitud se encuentra entre las dos varledades de Tagetes foetidissima y

en aquenios, los tres perfiles guardan semejanza,

Los mdximos de absorcién ( A max) en la regién de los 200 y 300 nm que
registraron los perfiles indican presencia de compuestos poliacetilénicos y
tiofénicos, que son los compuestos fototéxicos (34 ), ver tablas 15-17 v gréficas
1-9.
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A MAXIMA DE LOS ESPECTROS EN EL ULTRAVIOLETA DE LOS
EXTRACTOS DE RAIZ.

T. coronopifolia - T. foetidissima M T. foetidissima V

192 193 192
194 197 194
196 220 232 (d)
198 271 (1) i 330 (1)
230 (d) 280 (h)

330 (1) 325 (d)

Tablas 15

A MAXIMA DE LOS ESPECTROS EN EL ULTRAVIOLETA DE LOS
EXTRACTOS DE TALLO

T. coronopifolia T, foetidissima M T. foetidissima V,

191 191 193
193 : 193 - 19
19 195 195
230 (m) 225 (m) 230 (m)
322 (1) 328 (1) 330 (1)
402 (m) 402 (m) 402 (m)

Tabla ' 16



A MAXIMA DE LOS ESPECTROS EN EL ULTRAVIOLETA DE LOS
EXTRACTOS DE AQUENIOS

T. coronopifolia T. foetidissima M T, foetidigssima V

191 191 196
193 194 198
194 196 228 (d)
195 225 (m) 260 (d)
230 (1) 258 (d) 340 (d)
340 () 336 (d)

Tabla 17

(d)= débil (m)= mediana (i)= intensa (h)= hombro

M= variedad morada V= variedad verde



ESPECTRO EN EL ULTRAVIOLETA DEL EXTRACTO HEXANICO EN FRIO DE RAIZ DE T. coronopifolia.

Grafica 1



ESPECTRO EN EL ULTRAVIOLETA DEL EXTRACTO HEXANICO EN FRIO DE RAIZ DE T. foetidissima M

nm

200
Grafica 2



ESPECTRO EN EL ULTRAVIOLETA DEL EXTRACTO HEXANICO EN FRIO DE RAIZ DE T. foetidissima V

Grafica 3



ESPECTRO EN EL ULTRAVIOLETA DEL EXTRACTO HEXANICO EN FRIO DE TALLO DE T. coronopifolia.
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200
Crifica 4



ESPECTRO EN EL ULTRAVIOLETA DEL ESTRACTO HEXANICO EN FRIO DE TALLO DE T. foetidissima M

Grafica 5



ESPECTRO EN EL ULTRAVIOLETA DEL EXTRACTO HEXANICO EN FRIO DE TALLO DE T. foetidissima V

Grafica 6



BPEmO EN EL ULTRAVIOLETA DELEXTRACTO HEXANICO EN FRIO DE AQUENIOS DE T.coronopifolia

300 400

Grafica 7



ESPECTRO EN EL ULTRAVIOLETA DEL EXTRACTO HEXANICO EN FRIO DE AQUENIOS DE T. foetidissima M

400
Grifica 8



ESPECTRO EN EL ULTRAVIOLETA DEL EXTRACTO HEXANICO EN FRIO DE AQUENIOS DE T. foetidissima V

400
Grafica 9



Una vez establecida la presencia de estos compuestos se procedis a realizar las
pmebés microbioldgicas, con una concentracién de bacterias de 15 x 108 /ml. Los
resultados obtenidos con estas pruebas indican que la parte mds activa de la
planta (fototoxicidad) fue la rafz, en la que T. coronppifolig se mostrd ligeramente
mds actlva que los dos variedades de T. foetidissima. Tallo y aquenios tuvieron
actividad fototéxica similar. Esta fue Igual en tallo para las tres muestras
analizadas y en aquenios la de Tagetes coronopifolia resulté ligeramente mds

activa.
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ACTIVIDAD BACTERIOSTATICA

HALO DE INHIBICION (mm) DE LOS EXTRACTOS HEXANICOS
EN FRIO DE RAIZ.

a) 5 5 6
Luz u.v. b) 7 7 7
c) 9 8 8
d) 5 5 5
a) 5 5 5
b) 7 7 6
OSCURIDAD ) 7 6 7
d) 5 5 5 Tabla 12

HALO DE INHIBICION (mm) DE LOS EXTRACTOS HEXANICOS
EN FRIO DE TALLO,

Te Tm Tv
conc.

u; 3 3 3

b 4 4 4

LUZ u.v, c) 5 5 P4

d) 5 5 5

: a; 2 3 2

b 3 4 3

OSCURIDAD e) a 4 %
d) 5 5 4 Tabla 13

Tc= Tagetes coronopifolia
Tm=. Tagetes foetidissima variedad morada
Ty= Tagetes foetidissima variedad verde




HALO DE INHIBICION (mm) DE LOS EXTRACTOS HEXANICOS
EN FRIO DE AQUENIOS,

Te Tm Tv
conc.,

a) 3 3 3

b) 4 4 4

Luz u.v. (3] 5 4 4

d) 5 5 5

a) 3 3 2

b) 4 3 3

OSCURIDAD o) 4 3 3
d) 5 5 5 Tabla 14

conc.*= concentraciones

a) 200 microgramos de extracto

b) 400 microgramos de extracto

c) 600 microgramos de extracto

d) 66.6 microgramos de ampicilina (testigo)



Aceltes esenciales

El andlisis de los compc tes de los ites esenciales de los lnvolucr_os de las
tres muestras indican que la composicién de las dos variedades de Tagetes )
foetidissimg es igual, v difieren solamente en la cantidad de cada uno de los

componentes.

Los compuestos que presenta Tagetes coronopifolia difieren de los de Tagetes
foetidissima. La primer especie presenta algunos compuestos diferentes y carece
de otros que tienen los varledades de T. foetidissima; T. coronopifolia no tiene
beta-pireno y eucaliptol, en cambio tiene eugenol que no lo presenta la otra

especie.

En cuanto a las concentraciones de sus compuestos son tamblén diferentes a las

de las dos varledades de T, foetidissima.
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COMPOSICION DEL ACEITE ESENCIAL DE Tagetes coronopifolia.

« e

O DN Wm S WN

e el =
S WN =0

Tiempo de retencidn

3.51

6.89
12.34
13.99
16.63
17.65
18.49
19.64
21.48
22.39
23.88
24.52
25.24
26.56

Z de Area

0.163
1.632
0.568
2,285
5.960
5.818
11.483
0.316
0.038
0.199
2,211
6.061
5.876
2,583

Compuesto

Alfa-Pireno
Limoneno

Acetato de bencilo
Linalol

Acetato de Linalilo
Cariofileno

Citral

Citronelol

Acetato de Geranilo
Geraniol

Fenil etanol
Eugenol

Alcohol Bencilico
Mirceno
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COMPOSICION DEL ACEITE ESENCIAL DE Tagetes foetidissima M

Tiempo de retencidn

1. 3.70
2, ’ 4,73
3. 6.67
4, 7.74
5. 12.37
6. 14.45
7. 16.55
8. 17.66
9. 18,27
10. 19.22
11. 21,55
12. 22.28
13, 23.74
14, 25.17
15. 26.68

Z de Area

2.253
1,497
0.938
1.699
1.466
2,017
2.769
3.701
1,221
7.561
4.375
6,734
2.331
11,247
0.010

Compuesto

Alfa-Pireno
Beta-Pireno
Limoneno
Eucaliptol

Acetato de Bencilo
Linalol

Acetato de Linalilo
Cariofilenc

Citral

Citronelol

Acetato de Geranilo
Geraniol

Fenil etanol
Alcohol Bencilico
Mirceno



Grafica 12

8 91011 2B BT 1B 19D A2BA% 5% 7 (i)

|”|7| | IIJ Ill e

4

COMPYESTOS PRINCIPALES DEL CROMATOGRAMA GAS-LIQUIDO DE T. foeridissima M

13
12
1
1

0

I R L

% de
Area

ouadary
02FTFIUAq TOYOITY
Touels Tyuay

10TuTIOg
oryuRIas ap o3wIVIY

1073u0131D

TO131)
OURTTIOTIELD

~OTFBUFT 3P 03I0IADY

To1%u¥]

oryouaq ap 0IWIDIY

1oadyroong

ousuom}y

ouaayd-e30g

rzouualnu~<



COMPOSICION DEL ACEITE ESENCIAL DE Tagetes foetidissima V

10.
11.
12,
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Grafica 13

COMPUESTOS PRINCIPALES DEL CROMATOGRAMA GAS-LIQUIDG DE T. foetidigsima V
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Perfil cromatografico de involucros

El perfil cromatogréfico de los pigmentos de los involucros presenté para las dos
especles los mismos compuestos, que se identificaron por medio de sus Rfs y su
correspondencia con los del testigo empleado y que fueron: pelargonidina
(diglucésido 3,5) y malvinldina (monoglucdsido 3) pero en diferentes
concentraciones lo cual esta de acuerdo con las diferentes coloraciones que

presentan los Involucros,

En los involucros de T._coronopifolia, de color morado-rofizo predomina la
malvinidina y se encuentra en pequeria cantidad la pelargonidina. En la variedad
morada de T._foetidissima que presenta esta coloracién, predomina tamblén la
malvinidina pero la pelargonidina se encuentra en mayor concentracién que en la
especie anterior. Y en la variedad verde, cuyo involucro presenta una coloracién

verde con vetas moradas, las dos antociani se encuenti en mayor

proporcién que en las muestras anteriores, predominando la malvinidina sobre la

pelargonidina.



PERFIL CROMATOGRAFICO DE ANTOCIANINAS
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(1) Pelargonidina (diglucésido 3,5) color naranja
(2) Malvinidina (monoglucdsido 3) color morado
C= T, coronopifolia M= T. foetidissima var.morada

V= T, foetidissima var. verde T= testigo



Se determiné también la absorcién de los pigmentos en el especiro
electromagnético entre 510 y 550 nm. y se observé  que el mdximo de absoreldn
de T, coronopifolia (520 nm.) se encuentra a una longitud de onda menor que el
de las dos varledades de T. foetidissima (525 nm). Los pe;files de las dos
variedades de Tagetes foetidissima son tambien diferentes entre sf, observandose
en la varledad morada un pequeiio mdximo a 540 nm que no presenta la

varledad verde .
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ESPECTROS EN EL VISIBLE DE

Longitud de
onda (nm.)

510
515
520
525
530
535
540
545
550

0.45
0.46
0.5

0.48
0,47
0.44
0.42
0.4

0.3%

0.85
0.86
0.87
0.9

0.85
0.78
0.76
0.72
0.69

LAS . ANTOCIANINAS

0.29
0.30
0.31
0.33
0.31
0.275
0.245
0.23
0.22

" 0.167

0.17
0,160
0.155
0.14
0.135
0.117
0.11
0.1

TC= T.coronopifolia TM= T.foetidissima var. morada

TV= T.foetidissima var. verde T= Testigo
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ESPECTROS EN EL VISIBLE DE LAS ANTOCTANINAS
Grafica 14
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VILCONCLUSIONES

Las determinaciones de grupos de metabolitos secundarios no permitieron

establecer diferencias significativas interespecificas.

Los peifiles cromatogréficos mostraron diferencia interespecfica, pero los de las

dos variedades fueron iguales.



Los petfiles de los espectros en el ultravioleta Indican presencia de poliacetilenos
y tlofenos en las tres partes de las plantas y no hay diferencla marcada entre

especles, pero sf en la distribucién de estos compuestos en la planta.

Se observé actividad fototdxica tanto en rafz, como en tallo y aquenios,en
T.coronopifolla se pudo apreciar una actividad ligeramente mayor que en las dos
variedades de T, {oetidissima.

El andlisis de los aceites esenciales indicé diferencia en composicién entre las dos
especles tanto por lo que respecta a compuestos, como en su concentracién. En
las dos variedades de T.foetidissima la composicién del aceite es igual vy difiere

solamente en concentracién,

El perfil cromatogrdfico de los pigmentos de lo; involucros indicé en las dos

especies la presencia de las mismas antiocianinas, el diglucésido 3,5 de la
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pelargonidina y el monoglucésido 3 de la malvinidina, pero la concentracién de

estas antocianinas varié en las tres muestras analizadas.

Se ‘pudo establecer una diferencla interespecffica mediante los perfiles
cromatogrdficos de los tres extractos analizados, y mediante la composicién de los

aceltes esenciales.

Las variedades de T.foetidissima no registraron diferencias ni en los perfiles
cromatogrdficos de los extractos, ni en la composicién de los aceites esenciales,
pero sf en lo actividad bacleriostética de rafz y en la concentracién de

antocianinas de los involucros.
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