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RESUMEN




En la presente investigacion se aborda el trabajo realizado sobre la caracterizacion
quimica y evaluacidn de la actividad biologica del aceite esencial de Chrysanthemum

coronarium.

En la introduccién se trata un poco el tema de la problematica que presenta
actualmente la industria agricola, tratdndose de los tipos de plagas que los afectan y de qué
modo es que lo hacen. Se hace referencia al uso que se le da a los plaguicidas
comercialmente utilizados de los cuales se tiene bien sabido su origen, siendo éste sintético,

asi como las multiples desventajas que su uso ocasiona.

En el apartado de generalidades se hace mencién en primer instancia a las
caracteristicas de la especie estudiada, C. coronarium, su descripcién botanica y clasificacion
taxondmica, asi como su origen y distribucion; ademas se muestran algunos de los estudios
gue ya se han realizado al aceite esencial de esta especie, tanto de caracterizacién quimica,
como del andlisis de su actividad bioldgica frente a diferentes modelos biolégicos,

principalmente aquellos que ocasionan dafios severos en cultivos agricolas y almacenes.

La parte metodoldgica de este proyecto consta principalmente de cdmo es que se
realizaron cada una de las pruebas, tales como la acaricida, antifungica, antioxidante, asi

como la caracterizacién quimica del aceite esencial, desde su extraccidn hasta su analisis.

Enseguida de cada metodologia se encuentran los resultados obtenidos en cada uno
de ellos, siendo estos la caracterizacidon quimica del aceite esencial de C. coronarium de
origen mexicano, asi como la determinacidn de su perfil como acaricida y antifungico ante

organismos fitopatdgenos, ademas de su evaluacién como antioxidante.

Finalmente se encuentran las conclusiones que se obtuvieron a partir de todo el

procedimiento realizado y, principalmente, en base a los resultados obtenidos.
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El hombre y el uso de las plantas

El hombre una vez sedentarizado, delimitd su entorno, fijé espacios y marco
perimetros que establecieron fronteras entre lo mas proximo, como suyo, y lo no cuidado
como ajeno. En ese nuevo espacio pudieron cultivarse plantas especialmente utiles para la
alimentacion o para usos especificos por sus propiedades curativas, magicas o venenosas.

(Segura, 2009).

Una de las principales aplicaciones que el hombre ha dado a las plantas, ademas de
su uso como fuente de alimentacion, es utilizarlas como remedios de curacién. Este uso se
remonta al principio de la historia de la humanidad, por medio de aciertos y errores el
humano aprendio a conocer las plantas que lo curaban; este conocimiento se transmitio de
generacion en generacion y fue incrementandose con la experiencia. Cabe mencionar que

sin los recursos que le ofrecid la naturaleza, el hombre no hubiera sobrevivido.

El hombre al ir adquiriendo estos conocimientos comenzé a realizar recopilaciones
escritas sobre el uso de las plantas, se sabe que cerca de 3000 afios a.C se escribié el libro
mas antiguo de plantas medicinales en China; los sumerios, 2500 afios a.C usaban las
plantas con fines curativos; los asirios conocian mas de 250 hierbas medicinales; en la Grecia

antigua usaban, entre otras, la canela, el ruibarbo, la genciana y la mostaza.

Gradualmente el hombre al dominar a la naturaleza, ha roto muchos de los lazos
gue lo unen a ella. Hoy la medicina se vale de farmacos sintéticos para aliviar todas las
enfermedades. Muchas de estas drogas son benéficas, pero también muchas, por mal uso
0 abuso, han perdido su eficacia y en incontables casos han provocado efectos secundarios

nocivos.

Por fortuna, en los ultimos afios ha resurgido el interés por el regreso a la naturaleza,
y por lo tanto es necesario construir una nueva relacién con nuestro ambiente, llevando
una vida menos artificial y recurriendo a las plantas no sélo para incluirlas en nuestra

alimentacion sino también para aliviar diversas afecciones. (Hernandez, et al., 1981)
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Histéricamente los productos de origen vegetal han pasado de tener un papel

hegemonico en el arsenal terapéutico occidental a un discreto segundo plano, para volver

a tener, en las Ultimas décadas, una presencia cada vez mayor.




Los productos naturales

El término producto natural se utiliza para designar a los compuestos de origen
natural en un Unico organismo o en un numero reducido de organismos muy relacionados
entre si. En la mayoria de los casos no son esenciales para la planta, insecto o
microorganismo que los producen, a diferencia de lo que ocurre con otros compuestos
organicos existentes en la naturaleza como azlcares, aminoacidos, nucledtidos y los

polimeros derivados de ellos que son a la vez esenciales y omnipresentes.

Dos ejemplos de productos naturales ayudarian a entender mejor este concepto,
como es el caso de la morfina, la cual sélo existe en tres especies de amapola, Papaver
somniferum, Papaver setigerum y Papaver rhoeas, asi como las penicilinas, son Unicamente

producidas por unas pocas especies de hongos.

El interés actual hacia los productos naturales se orienta a aspectos como

guimiotaxonomia, estudios enzimaticos y ecologia quimica.

Otro de los campos de investigacién en productos naturales, se refiere a la funcidn
que desempeian algunos de ellos en los organismos en los cuales se originan, su papel
como mediadores de las interacciones ecoldgicas, asegurando la supervivencia de

determinados organismos en un entorno hostil.

Dentro de la amplia gama de productos naturales de interés bioldgico, los aceites
esenciales se han convertido en un excelente blanco de estudios, ya que investigaciones
cientificas avalan el uso de estos aceites como potenciales plaguicidas, , convirtiéndose esto
en una nueva forma de tratar diversas plagas agricolas y disminuir el uso de sustancias
guimicas sintéticas, las cuales por el uso continuo e indiscriminado no sélo han causado
enfermedades (Waterhouse, 1996) y muertes por envenenamiento a corto y largo plazo, si
no también han afectado al medio ambiente, acumuldndose por bioconcentracién en los
distintos eslabones de la cadena alimenticia, en el suelo y el agua. Se tiene el conocimiento
de que muchas plantas son capaces de sintetizar metabolitos secundarios que poseen

propiedades bioldgicas de gran importancia contra plagas de insectos (Pantoja, 2010), esto



tiene una gran ventaja para las industrias agricolas ya que se controlan las plagas y se
disminuye el dafio en los cultivos, ademas de una importante disminucion en los costos que

estos problemas generan.

A partir de la necesidad por encontrar una nueva alternativa natural para el control
de plagas y reemplazar asi los pesticidas sintéticos, aparecen los insecticidas naturales, los
cuales ofrecen seguridad para el medio ambiente y una eficiente opcion agrondémica.

(Borembaum, 1989)

Para la seleccidn de plantas que contengan metabolitos secundarios susceptibles
de ser utilizados como insecticidas naturales, es recomendable que estas sean de facil
cultivo y éptima produccidn, asi como con principios activos potentes y de alta estabilidad

guimica. (Curtis et al., 2003)

La busqueda de métodos para la proteccion natural de cultivos sigue vigente, aun
tomando en cuenta que el mercado ofrece una amplia variedad de productos. La naturaleza
nos proporciona medios para el cuidado de cultivos que merecen nuestra atencidn. Estos
se originan en la riqueza intrinseca de las especies y que surgen de su lucha por la
supervivencia. La proteccidon natural de cultivos reduce el riesgo de la resistencia de los
insectos, tiene menos consecuencias letales para los enemigos naturales, reduce la
aparicién de plagas secundarias, es menos nocivo para el hombre y no ocasiona dafios en

el medio ambiente. (Stoll, 1989)

Como alternativa, los productos naturales provenientes de una gran variedad de
plantas, actuan inhibiendo, repeliendo, disuadiendo o eliminando plagas de insectos de
distinto tipo (rastreros, voladores, chupadores, defoliadores, etc.) asi como estimulando
procesos vitales en los cultivos para su proteccion de los ataques de las distintas plagas.
Algunas de estas plantas han sido estudiadas y otras siguen vigentes por leyenda popular.

(Sanchez, 2002; Stoll, 1989)



Uso de plaguicidas

Los plaguicidas, también conocidos como pesticidas, son cualquier sustancia,
natural o sintética, elaborada para controlar, matar, repeler o mitigar cualquier plaga. Dicha
plaga puede ser cualquier organismo vivo que cause dafos a cultivos, seres humanos u otros
animales, provocando pérdidas econdmicas y/o la transmisidn de enfermedades. Las plagas
pueden ser de insectos, ratones y otros animales, plantas no deseadas (malas hierbas),

hongos, microorganismos (bacterias, virus).

Desde los inicios de la agricultura, los seres humanos han utilizado sustancias
quimicas para el control de plagas. Inicialmente se utilizaban compuestos inorganicos como
azufre, arsénico, mercurio o plomo; pero el descubrimiento por parte de Paul Miiller, en
1939, del insecticida DDT (Diclorodifeniltricloroetano)causé un gran impacto en el control

de plagas y pronto se extendid su uso por todo el mundo.

En aquel entonces los pesticidas gozaban de una buena reputacidn, principalmente
debido al control que ejercian sobre enfermedades como la malaria, trasmitida por
Anopheles sp. y la peste bubdnica, trasmitida por Yersinia pestis, ambas responsables de la
muerte de millones de personas. Sin embargo, esta opinién cambio radicalmente después
de que se conocieran los efectos toxicos del DDT en pajaros, particularmente tras la

publicacion del libro Silent spring (Primavera silenciosa) por Rachel Carson en 1962.

En todo el mundo, afio con afio, los cultivos destinados a satisfacer las necesidades
basicas de la humanidad se ven mermados en su produccién debido a la gran incidencia de
plagas y el dafio que éstas producen repercutiendo en la disminucion de la calidad y

rendimiento de las cosechas. (Hernandez, 2000).

El uso de plaguicidas de sintesis quimica ha traido como consecuencia grandes
inconvenientes como: la resistencia en plagas, la alteracion del equilibrio dindmico de los
ecosistemas; acumulacién de residuos toxicos a lo largo de las cadenas troficas; eliminacion

de enemigos naturales; efectos letales en humanos y animales domésticos por intoxicacion



directa; el surgimiento de nuevas plagas y el incremento en los costos de produccion. (Soto

etal. 2000)

En México, los efectos adversos de los plaguicidas sobre las personas expuestas a
ellos se han tratado de soslayar por el sencillo método de enfatizar los miles de pesos que
se ahorran con su uso. En gran medida, la insistente y ruidosa propaganda sobre los efectos
positivos de estas sustancias ha oscurecido el hecho, innegable, de que también tienen
efectos indeseables, y se puede decir que ha servido para justificar el desinterés oficial
sobre ellos, la falta de estudios para documentar dichos efectos, la escasez de fondos para
realizar los estudios minimos necesarios y, en sintesis se puede decir que en gran medida
ha logrado adormecer a la sociedad y a las autoridades sobre los multiples problemas
asociados con el uso de estas sustancias y sus repercusiones indeseables sobre el futuro del

pais.

El estado de Baja California constituye un foco de atraccion para la poblacion del
resto del pais, en parte por su dindmica econdmica y por su ubicacién geografica cercana al
mercado estadounidense. Una de las actividades econdmicas primarias mas importantes
del estado es la agricultura, siendo ésta y la pecuaria las actividades mas intensas,
sobresaliendo la produccidn de trigo, algoddn y alfalfa por la superficie sembrada, asi como
el tomate, la fresa y el cebollin por su alto valor de comercializacién. Otros cultivos como la

vid, frambuesa y olivo, son también de alta demanda en la region.

Baja California se encuentra entre los trece estados de México con mayor uso de
plaguicida, siendo los cuatro principales Morelos, Sonora, Sinaloa y por supuesto Baja

California.

Se calcula que en estos estados se aplica el 80% del total de plaguicidas usados a
nivel nacional. Bojorquez, 1994, menciona que el uso de agroquimicos en Baja California se
realiza de forma indiscriminada en términos de nimero de aplicaciones, cosechas y tiempos

de reingreso. En el Plan Estatal de Desarrollo 2008-2013 se menciona que “La actividad



agricola en los valles de Mexicali, Guadalupe, Maneadero y San Quintin ha traido
consecuencias negativas a la salud publica por la dispersién de particulas al aplicar de forma
aérea y local compuestos agroquimicos en los cultivos, sin existir reglamentacién alguna
para su aplicacién™. Dentro de los pesticidas, fungicidas y herbicidas de mayor uso en la

region, segun el INIFAP (2007), se encuentran Diazindn, Lannate y Paraquat.
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Tabla I. Lista de productos aplicados para el control de plagas y enfermedades en orden de
frecuencia de aplicacién.

1. Diazindn 12. Ambush 23. Diazindn 25
2. lannate 13. Bravo 720 24. Goal

3. Azufre 14. Dimetoato 25. Goal 2-Ec

4. Fli 15. Lannate 90 26. Maneb

5. Manzate 16. Malation 1000 E 27. Metomil

6. Cupravit 17. Maneb 80 28. Sevin 80

7. Lannate 90 18. Robran 29. Azinfos metilico
8. Paraquat 19. Talstar 30. Dacthal

9. Promilo 20. Tamaron 31. Gramoxone
10. Thiodan 21. Bensulide 32. Prefar

11. Vydate 22. Cabrio

Elaborado con datos reportados por el INIFAP (2007) para la zona agricola de Baja California.
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Problemas fitosanitarios en cultivos agricolas

Actualmente en Baja California, existen diversas plagas que estdn creando graves

problemas en los cultivos, principalmente en la vid, fresa, frambuesa y olivo.

Fig. 4 Dafios por plagas en cultivos fruticolas

Los causantes de estos dafios son hongos e insectos que en la actualidad han
adquirido un poder de resistencia ante muchos de los plaguicidas comercialmente usados,
siendo esto uno de los mayores problemas generados, ya que el producto quimico utilizado
deja de ser util para atacar la plaga, y sumado a esto, dia con dia ingresan al mercado nuevos
plaguicidas mds potentes e inespecificos, que cumplen con el objetivo de erradicar las
plagas o disminuirlas, pero también crean un mayor dafio a los suelos y seres vivos

importantes para el medio.

Referente a las cepas de hongos existentes con un alto grado de patogenicidad, y que son
de los principales causantes de dafios agricolas en la region y parte del resto del pais se
encuentran Lasiodiplodia theobromae, Macrophomina phaseolina, Verticillium dabhlie,
Fusarium oxysporum; en cuanto a L. theobromae se tiene reporte de que en México ha sido
el causante de distintas enfermedades en varios cultivos principalmente fruticolas (Tabla

).




Tabla 1l. Reportes en México de L. theobromae afectando distintos cultivos fruticolas y

maderables

Hospedero

Enfermedad

NuUm. Acceso

NCBI

Referencia

Anacardium occidentalis
(Nuez de la India)

Anona spp. (Guanabana)

Carya illinoensis (Nuez
pacana)

Citrus aurantium
L.(Naranjo amargo)
Hibiscus sabdariffa L.
(Jamaica)

Mangifera indica

(Mango)

Nephelium lappaceum L.
(Rambutan)

Persea americana
(Aguacate)

Pinus sp.(Pino)
Theobroma cacao
(Cacao)

Vitis vinifera (Uva)

Necrosis de frutos

Muerte descendente de ramas

Pudricién del fruto

Pudricién del fruto

Muerte de plantas

Manchado de céliz

Cancer de troncos y ramas

Muerte descendente

Pudricion del pedunculo

Pudricidn de frutos

Pudricion del pedunculo

Cancer de tallo

Pudricién de la mazorca

Muerte descendente

NR

NR

NR

NR

NR

NR
NR
NR
NR
10619648
JC619649
JC619650
JC619651
F1478102.1

NR

AY236952
NR

EU012363

Canales., 2007

Hernandez et al.,
2013
Alvidrez-Villareal et
al. 2012
Varelaetal., 2013

Martinez., 2010

Canales., 1998
Becerra, 1995
Mosqueda et al.,
1996
Tucuch et al., 2005
Sandoval-Sanchez et

al., 2013

Hernandez., 2010

Ochoa-Ascencio et
al., 2007
Slipper et al., 2004
Alvarez., 1976

Urbez-Torres et al.,
2008

NR= No Reportado

NCBI: National Center for Biotechnology Information
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Se sabe que en la regién de Baja California este tipo de hongos actualmente estdn

generando grandes problemas para las industrias agricolas, provocando importantes
derrames econdmicos por el uso de plaguicidas cada vez mds costosos y sobre todo por las

pérdidas de los productos cultivados.

No sélo los hongos son responsables de los problemas agricolas actuales, comparten
esta responsabilidad con diferentes especies de insectos, que al igual que estos organismos
han creado una resistencia ante muchos de los plaguicidas ya existentes; ejemplos de ello
son Bemisia tabaci (mosca blanca), los afidos o pulgones y Tetranychus urticae, un acaro
altamente fitopatégeno mejor conocido como “Arafia roja”. Este insecto es caracterizado
como polifago, ya que es capaz de invadir y afectar diversas especies de plantas que si no

se tratan a tiempo es capaz de llevar el tejido vegetal a la muerte.

Fig. 5 Principales plagas de cultivos agricolas en B.C (T. urticae, B. tabaciy Afido)

El uso intensivo e indiscriminado de agroquimicos ha provocado danos considerables al

medio ambiente y fundamentalmente a los organismos que habitan los suelos,




disminuyendo en forma considerable su fertilidad. Existen diversos efectos negativos que

genera el uso de estas sustancias, pero dentro de los principales se encuentran:

Residuos contaminantes en el medio ambiente

Residuos sobre productos de consumo domeéstico, con efecto sobre las
generaciones futuras.

Resistencia de las plagas y patdgenos, manifestandose en la inefectividad de los
productos quimicos.

Eliminacién de los enemigos naturales (biorreguladores) de las plagas de insectos y
acaros.

Surgimiento de plagas nuevas

Eliminacién de practicas usadas tradicionalmente y dependencia a los quimicos.
Contaminacion de rios y aguas subterraneas y sus consecuencias negativas en la
fauna piscicola, avicola y en la salud humana.

Erosion de suelos que tiende a la desertificacidn.

Una de las alternativas que se sugieren y se encuentran en estudio es el uso de aceites

esenciales como plaguicidas naturales,, que de acuerdo a la literatura se sabe que estos

cuentan con compuestos capaces de inhibir el desarrollo y/o reproduccion de insectos, asi

como el retardar el crecimiento de hongos, modificando su metabolismo y por ende su

reproduccion.

Existen estudios reportados que donde atribuyen este tipo de actividad bioldgica

especificamente a moléculas en cuya estructura quimica se encentran ésteres de dos acidos

carboxilicos, acido crisantémico y dacido piretroico, y alguna de tres ciclopentenolonas

especificas (piretrolona, jasmolona y cinerolona), estas moléculas se identificaron como

Piretrinas.

11
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Fig. 7 Cinerolona, Piretrolonay Jasmolona

Este tipo de moléculas forman parte de la composicidon quimica de especies del género

Chrysanthemum sp., ya que han sido aisladas e identificadas en ellos.

Se sabe, por referencia, que el aceite esencial de Chrysanthemum Coronarium exhibe una
actividad tdxica volatil y que ademas logra inhibir la reproduccién de los insectos. (Alvarez-
Castellanos., 2001) Actualmente hay reportados diversos estudios en donde se ha evaluado
su actividad biolégica como insecticida, larvicida, contra nematodos y hongos
fitopatdgenos, obteniendo resultados favorables que lo postulan como una opcién para ser

utilizado como plaguicida. Se sabe también que la composicién quimica del aceite esencial
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varia segun la ubicacién de la planta, la temperatura, y el ambiente en general en el que se

encuentre, haciendo variar su genotipo y fenotipo. (Tada, et al., 1984. Basta, et al, 2007)
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HIPOTESIS

HIPOTESIS

El aceite esencial de la planta Chrysanthemum coronarium., contiene compuestos
capaces de generar efectos tdxicos frente a agentes patdgenos y plagas que afectan

significativamente cultivos agricolas de Baja California.

Se plantea que el aceite esencial de las flores de Chrysanthemum coronarium tiene

propiedades bioldgicas de tipo acaricida y antifungica.

Fig. 8 Infloresencias de Chrysanthemum coronarium




OBJETIVO GENERAL Y
PARTICULARES




Objetivo general

Caracterizar la composicion quimica del aceite esencial de Chrysanthemum

coronarium y evaluar su perfil bioldgico de tipo acaricida, antifungico y antioxidante.

Objetivos particulares

Realizar la autentificacion de la especie Chrysanthemum coronarium bajo el
respaldo de un taxénomo.
Llevar a cabo la extraccidon del aceite esencial de las flores de C. coronarium
utilizando el método de destilacion por arrastre de vapor.
Determinar la composicion quimica del aceite esencial utilizando la técnica
instrumental de cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
(GC/MS).
Evaluar la capacidad acaricida del aceite esencial frente a la especie Tetranychus
urticae, plaga que afecta cultivos agricolas de la region de Baja California, mediante
la técnica "Inmersion de circulos de hoja”; con algunas modificaciones (Cahill, 1996)
Evaluar el potencial antifungico del aceite esencial, frente a cepas de hongos
fitopatogenos aislados de cultivos agricolas de Vitis vinifera (uva), Fragaria vesca
(fresa), Rubus idaeus (frambuesa) y Olea europea (olivo).
Determinar la actividad antioxidante del aceite esencial obtenido de las flores de
Chrysanthemum coronarium, mediante los métodos:

%+ Decoloracién oxidativa de B-Caroteno
¢ Reduccion del radical libre DPPH (Difenil Picril Hidrazilo)
.

** Reduccion del cation-radical ABTS (2-2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-

sulfénico))

15



CAPITULO1

Chrysanthemum coronarium:
Evaluacion quimica del aceite esencial




1.1 GENERALIDADES




1.1.1

Chrysanthemum sp

El género Chrysanthemum sp., pertenece a la familia Asteraceae y engloba flores

cultivadas desde la antigliedad. Las hojas pueden ser lobuladas o dentadas, ligulosas o

rugosas, de color variable entre el verde claro y oscuro, recubiertas de un polvillo

blanquecino que le da un aspecto grisaceo y casi siempre aromaticas. Lo que se conoce

como flor es realmente una inflorescencia en capitulo. Existen diversos tipos de capitulo

cultivados comercialmente, aunque, en general, esta inflorescencia estd formada por dos

tipos de flores: femeninas (radiales; se corresponden con la hilera exterior en las

margaritas) y hermafroditas (concéntricas; se corresponden con las centrales).

El receptaculo es plano o convexo

y esta rodeado de una envoltura de

bracteas.

Segun su forma las inflorescencias se

pueden clasificar en:

Sencillas: tipo margarita.
Compuestas de una o dos hileras
de flores radiales y con flores

hermafroditas centrales.

Anémonas: similares a las
sencillas, pero con flores
concéntricas tubulares y

R/

alargadas. El color de las flores
radiales y concéntricas puede ser
el mismo o no.

Recurvadas: en forma globular,
con las flores radiales recurvadas
hacia dentro.

Reflejas: en forma redondeada
con las flores radiales doblandose
hacia afuera y hacia abajo.
Pompones: en forma globular,
constituidos por flores radiales
cortas y uniformes. No presenta

flores concéntricas.

%+ Decorativas: similares a los pompones, ya que se componen principalmente de

flores radiales, aunque las hileras exteriores son mas largas que las centrales,

dandole a la inflorescencia una forma plana e irregular.
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Fig. 9 Diferentes tipos de flores de Chrysanthemum spp.

En China el Crisantemo es empleado como ornamental desde hace mds de 2000 mil
afios; su cultivo se trasladd a Japdn donde se convirtié en una flor santa que recibia una
veneracion divina. Todavia es utilizado en ceremonias y la flor es el simbolo de una vida
larga. Contrariamente a lo que piensa mucha gente, la esfera en la bandera japonesa no

representa el sol naciente sino el corazén de un crisantemo despojado de sus pétalos.

Esta especie fue introducida en Europa a través de Francia en el ultimo tercio del

siglo XVIII. Los primeros cultivos en Espafia coinciden con el inicio en el siglo XIX.

El crisantemo que actualmente cultivan los floricultores es un hibrido complejo y la
mayoria de las especies de donde se han generado los cultivos actuales son originarias de
China: Chrysanthemum indicum, Chrysanthemum morifolium y Chrysanthemum

xhortorum.
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Fig. 10 Chrysanthemum indicum; C. morifolium; C. xhortorum
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1.1.2 Chrysanthemum coronarium

C. coronarium es una especie también conocida como Glebionis coronaria,
Matricaria coronaria y Pyretrhum breviradiatum, en espanol es también llamada flor de oro
y filipéndula. En inglés se le nombra Garland chrysanthemum. Esta especie representa un
ejemplo muy interesante de una planta de usos multiples, que se cultiva ampliamente como

un vegetal en China y Japon (Follett, 1990).

La especie de Chrysanthemum coronarium L. es una maleza comun en los cereales
de invierno y en las zonas no cultivadas a lo largo de toda la cuenca mediterranea. Por lo
general, se pasta por los animales (D’Urso et al.,, 1993) y puede ser cultivado, en
combinacion con cultivos forrajeros tradicionales, para producir altas cantidades de materia

seca para la alimentacién de animales de granja (Sulas y Caredda, 1997).

Fig. 11 Chrysanthemum coronarium
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1.1.3 Origen y distribucion de Chrysanthemum coronarium

C. coronarium es una planta nativa de la region Mediterranea y el oeste de Asia, que
se encuentra ampliamente naturalizada en otras regiones como son Estados Unidos y Peru.
Su distribuciéon en México esta registrada en Baja California norte, Baja California Sur,
Chiapas, Coahuila, Distrito Federal, Estado de México, Oaxaca, Puebla, Tabasco y Veracruz
(Villasefor y Espinoza, 1998), en nuestro pais es utilizada principalmente como

ornamental.

GOLFO DE MEXICO

OCEANO PACIFICO

\

<

Fig. 12 Distribucion geografica en México de
C. coronarium

Esta es una especie que crece en campos cultivados y
abandonados a orilla de caminos y canales, territorios que
también son conocidos como “zonas de disturbio”, siendo ésta
el area definida alrededor de una casa, una carretera o
urbanizacion en la cual el valor del habitat para plantas y vida
silvestre es reducido significativamente por la actividad

humana y las estructuras, sin embargo, C. coronarium posee

alguna propiedad que le permite crecer y desarrollarse

Fig. 13 C. coronarium en
orilla de caminos principalmente en este tipo de zonas.
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1.1.4 Descripcidon botanica de Chrysanthemum coronarium

Se trata de una hierba anual, que florece sélo en el periodo de mayo a julio. Es una
planta robusta, que puede llegar hasta los 80 cm de alto, el tallo es ramificado, estriado,
glabro o algo pubescente. Posee hojas alternas, de 3 a 6 cm de largo, con un contorno
general oblongo a obovado, sésiles y ligeramente abrazando al tallo, sus laminas mas o
menos profundamente dos veces dividida (bipinnatisectas) resultando segmentos agudos
de 1 a 2 mm de ancho. Tiene una inflorescencia compuesta de cabezuelas solitarias en el
extremo de las ramas, sobre pedunculos hasta de 18 cm de largo. La cabezuela estd
compuesta de treinta bracteas dispuestas en tres series, las mas largas de 8 a 10 mm de
longitud, firmes en el centro y con los margenes secos, traslicidos y mas anchos hacia el
apice. Se presentan flores de dos tipos: 10 a 20 (0 mas en algunas flores cultivadas). Flores
liguladas femeninas, ubicadas en la periferia de la cabezuela, corola de color amarillo, a
veces blancas en el apice y de hasta 15 mm de largo; 100 a 300 flores del disco,
hermafroditas (con ambos sexos) ubicadas en la parte central; corola dividida en cinco

I6bulos agudos de color amarillo y aproximadamente 5 mm de largo.

Fig. 14. Morfologia de C.
coronarium
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En cuanto al fruto éste es seco y no se abre (indehiscente), contiene una sola semilla
a la que se le conoce como aquenio, el de las flores liguladas es en forma de pirdmide pero
invertida (obpiramidal), truncado en al dpice y atenuado en la base, de aproximadamente
3 mm de largo, con tres lados como alas anchas, mientras que el de las flores del disco es
lateralmente comprimido, de aproximadamente 2.5 mm de largo, con varias costillas y un
ala angosta, todos los aquenios estan cubiertos de glandulas sésiles, a veces en el dpice del
fruto se presenta una estructura coroniforme llamada vilano. La raiz de esta especie es

fibrosa.

Fig. 15 Fruto de C. coronarium
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1.1.5 Clasificacidn taxondmica de Chrysanthemum coronarium

La clasificacién taxonémica de esta especie se describe de la siguiente forma: C.
coronarium pertenece al reino Plantae; Subreino: Tracheobionta, el cual engloba a un grupo
de plantas que poseen raiz, tallo y hojas, las cuales presentan un sistema vascular para la
distribucién del agua y los nutrientes formado por el xilema, el cual se encarga de
transportar H,O y minerales de las raices hacia los tallos y hojas, y el floema que lleva
productos de la fotosintesis desde donde se producen hasta el punto en donde sean
requeridos para su uso o almacenamiento. C. coronarium es parte de la superdivisidon
Spermatophyta (plantas con semillas); Division: Magnoliophyta (plantas con flores); Clase:
Magnolipsida, esta clase incluye a todas las plantas con flores, son plantas vasculares
generalmente con raiz, tallo y hojas, el cilindro central del tallo con haces vasculares
dispersos (atactosela) con traza foliar (eustela), el xilema formado por vasos al menos en
raices, floema con tubos cribosos y células acompafiantes. Presentan estructuras sexuales

agregadas y asociadas con hojas especializadas para formar flores.

Fig. 16 Flor de C. coronarium

En la forma mas tipica, la flor consta de un verticilo externo de miembros del
perianto, los sépalos (cuyo conjunto forma el cdliz) y el verticilo interno, los pétalos
(conformando la corona), C. coronarium se encuentra en este grupo clasificdndose como
dicotiledénea, es decir, que posee dos cotiledones tratdndose éstos de las primeras hojas
gue se desarrollan en las plantas. Los cotiledones se encuentran esbozados en los

embriones localizados en la semilla que dara lugar a la planta.; Subclase: asteridae, esta es
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numeéricamente la segunda subclase de las dicotileddneas, las flores son gamopétalas y

raramente apétalas o polipétalas. Los estambres son pocos y alternos con los pétalos.
Generalmente tienen dos carpelos con o6vulos unitegumentados y endosperma
tenuinucelado.; Orden: asterales, en orden engloba especies que tiene porte de hierbas,
arboles, arbustos, trepadoras, ocasionalmente acuaticas o epifitas, pueden presentar
compuestos secundarios tales como latex y terpenoides. Las flores generalmente son

perfectas, solitarias o en infloresencias cimosas, a veces en forma de racimos o espigas.

Fig. 16 Infloresencias de C. coronarium




1.1.6 Estudios previos sobre la composicidon quimica del aceite esencial de

Chrysanthemum coronarium

De esta especie se han aislado compuestos naturales con actividad insecticida, tales
como un poliacetileno con actividad como antihormona juvenil (Bowers et al, 1987) y otras
sustancias inhibidoras de la alimentacion de insectos. Ademas, esta especie es olorosa y
como es propio de la familia de las compuestas, debe ser capaz de sintetizar aceites
esenciales, tanto en las flores como en las hojas. Los aceites esenciales estan constituidos
en gran parte por monoterpenos, los cuales se ha reportado que presentan actividad téxica

volatil e inhibicién de la reproduccion de insectos.

En paises como Italia, Espafa, Chile, Grecia y Corea del Sur se han realizado diversas
investigaciones acerca de este aceite esencial, llevando a cabo principalmente Ia
determinacién de su composicidn quimica, y relacidon con diversas actividades bioldgicas
tales como: insecticida, larvicida, contra nematodos y hongos fitopatégenos (Alvarez-

Castellanos et al., 2001).

El aceite esencial de esta especie de planta presenta olor muy fuerte y desagradable,
ademas de que una de sus caracteristicas principales es su color, azul obscuro; de acuerdo
a la literatura ha llegado a obtenerse en muy bajos rendimientos, los cuales oscilan entre

0.1a0.16 %.

Ciertos estudios fitoquimicos sobre algunos miembros del
género Chrysanthemum sp., han revelado la presencia de
varios principios odoriferos (acetato de Cis-
crisantenilo, acetato de trans-crisantenilo, a-pineno, etc.) y

Ja ol . . . Y . \".I..
componentes fendlicos derivados principalmente de 4acido HO™

quinico (Chuda et al., 1996).

Fig. 17 Acido quinico
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Analisis previos del aceite esencial de C. coronarium han indicado diferentes patrones de
composicion, atribuyéndole esto al origen y el genotipo, tal como se puede apreciar en

diferentes estudios reportados.

Por mencionar algunos ejemplos, Alvarez-Castellanos, et al., en el afio 2001 reporté 15
compuestos identificados en el aceite esencial de C. coronarium originario de Espafa. De
estos 15 componente, resaltaron como mayoritarios, alcanfor (29.2%), a 'y B-pineno (14.8 y
9.5% respectivamente), acetato de liratilo (9-8%); asi como cantidades significativas de
canfeno (5.2%), 2, 7, 7-trimetilbiciclo- [3.1.1] hept-2-en-6-ol de etilo (3.8%), p-mentatrieno
(3.4%), D-germacreno (2.7%) y a-felandreno (2.6%). Camazuleno, que es la molécula a la
que se confiere el color azul caracteristico del aceite, estaba presente en un 0.5%. (Alvarez-

Castellanos, et al., 2001).

Fig. 18 Alcanfor




Tabla Ill. Composicién quimica del aceite esencial de las flores de Chrysanthemum

coronarium de origen espafiol

Componente Porcentaje (%)

a-Pineno 14.8
Canfeno 5.2
a-Felandreno 2.6
B-Pineno 9.5
4-Metilenciclohexeno Trazas
Limoneno 0.7
B-Ocimeno 0.3
Alcanfor 29.2
Acetato del 2,7,7-Trimetilbiciclo- [3.1.1]

3.8
hept-2-en-6-ol
Acetato de bornilo 0.9
Acetato de liratilo 9.8
B-Cariofileno 1.1
Germacreno D 2.7
p -Menta-1,3,8-trieno 3.4
Camazuleno 0.5
Total 84.5

Alvarez-Castellanos, et al., (2001) mencionaron que esta era la primera

caracterizacion que se hacia sobre el aceite esencial de las flores de C. coronarium. Sin

embargo, alguno de los compuestos se habia identificado previamente a partir de la esencia

de las hojas de C. coronarium L. var. spatiosum, aunque solo a- y B-pineno y canfeno se

encontraron en ambos casos. (Kameoka et al., 1975)

En Lascariy Palinuro, Italia, también estudiaron el aceite
esencial de las flores de C. coronarium, encontrando la
presencia de (2E)-2-hexa-2,4-diniliden-1,6-
dioxaspiro[4.4]non-3-eno (trans—tonghaosu) (12.4 a
17.8%), acetato de cis-crisantenilo (5.4 a 14.5%), acetato
de trans-crisantenilo (5.5 a 6.7%) y alcanfor (5.8 a 7.5%)
como los componentes principales (Senatore et al.,

2004 ).

W
W

Fig. 19 Trans-Tonghaosu
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Dos afios mas tarde, Sebastian et al. (2006) informaron que el alcanfor (38.5%), acetato de
cis-crisantenilo (12.5%), acetato de bornilo (10.7%) y p-menta-8-en-2-ol-etilo (9.5%) fueron

los principales constituyentes del aceite esencial de C. coronarium de origen chileno.

‘and

Fig. 20 Acetato de Bornilo

En el caso del aceite volatil de C. coronarium de origen griego se encontrd que este se
encontraba dominado por acetato de trans-crisantenilo (7.8 a 13.2%), acetato de cis-
crisantenilo (9.1 a 9.9%), alcanfor (9.1 a 15.7%), Oxido de B-pineno (7.07 a
8.08%), isovalerato de trans-crisantenilo (5.8 a 10.2%) y mirceno (6.2-7%) (Basta et al.,

2007)

%o

&

Fig. 21 Acetato de Trans-Crisantenilo

A partir de las flores de C. coronarium recolectadas en Mograne Zaghouan, Tunez,
se extrajo un aceite esencial con un rendimiento de 0.31% (en peso seco) color azul oscuro
debido a la presencia de la molécula ya conocida como camazuleno, el cual se puede
obtener durante la destilacion por arrastre de vapor. Otros miembros de la familia

Asteraceae, tales como Chamomilla sp., Stevia, Artemisia sp.,y Achillea sp., también
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generan compuestos con esta caracteristica (Kaneko, et al., 1971, Sacco et al.,

1983, Acosta et al., 1989, Romanos et al., 1990 y Abad et al., 1995).

El andlisis cualitativo y cuantitativo del aceite esencial de la regidn de Tunez, por GC y GC-
MS permitié la identificacion de cuarenta componentes, lo que representa 96,58% de la
composicion quimica total. Tal como se anota enla Tabla IV, los componentes mas
abundantes son acetato de cis-crisantenilo (21,82%), acetato de trans-crisantenilo
(12,78%), (E) -B-farneseno (8,97%), D-germacreno (8,92%) y alcanfor (6,03%). Este patrén
de composicion es bastante inusual entre los aceites esenciales de las flores

de Chrysanthemum sp., como se informa en la Tabla V.

\VAVAY

Fig. 22 (E) B-Farneseno
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Fig. 23 Acetato de Crisantenilo

En este punto, puede presumirse que la calidad y composicién quimica del aceite
esencial de Chrysanthemum sp., dependerd sustancialmente de la especie, parte de la
planta de donde se obtenga el aceite, origen geografico, el medio ambiente, extraccion y

procedimientos analiticos.




Tabla IV. Composicion quimica del aceite esencial de las flores de C. coronarium originario
de Tunez. (Tomado de: Hosni, et al., 2012)

Compuestos IR® IR® % Identificacion
Santolina trieno 908 2.73 RI. SRA
a-Pineno 939 1032 0.35 RI. SRA. Co-GC
Canfeno 953 1076 1.09 RI. SRA

O -Cimeno 976 0.58 RI. SRA
B-Pineno 978 1118 0.72 RI. SRA. Co-GC
Mirceno 992 1174 1.77 RI. SRA. Co-GC
(3E)-2,5,5-trimetilhepta-

3,6-dien-2-ol (Alcohol 996 0.19 RL. SRA
Yomogi)

Octanal 1002 1296 0.3 RI. SRA. Co-GC
p -Cimeno 1026 1280 3.53 RI. SRA
Limoneno 1031 1203 0.28 RI. SRA. Co-GC
y-Terpineno 1059 1255 0.16 RI. SRA. Co-GC
Linalol 1101 1553 0.25 RI. SRA. Co-GC
trans -Verbenol 1140 1683 1.58 RI. SRA

cis -Verbenol 1142 0.19 RI. SRA
Alcanfor 1145 1532 6.03 RI. SRA. Co-GC
Cis-crisantenol 1161 0.25 RI. SRA
Lavandulol 1169 0.29 RI. SRA
Acetato de trans crisantenil 1236 12.78 RI. SRA
Acetato de cis-crisantenil 1263 21.82 RI. SRA
Acetato de isobornilo 1304 1584 2.76 RI. SRA
Hexanoato de hexilo 1379 0.45 RI. SRA
a-Cedreno 1409 4.07 RI. SRA
B-Cariofileno 1420 1612 0.2 RI. SRA. Co-GC
Isovalerato de crisantenil 1452 0.15 RI. SRA
(E) -B-Farneseno 1453 1695 8.97 RI. SRA
Allo-Aromadendreno 1458 1661 0.86 RI. SRA
Germacreno-D 1480 1726 8.92 RI. SRA. Co-GC
a-Farneseno 1486 1758 1.68 RI. SRA
3,5,5,9-tetrametll-

1,2,4a,6,7,8-

hexahidrobenzo[7]anuleno 1495 1740 0.87 RI. SRA
(B-Himachaleno)

Biciclogermacreno 1495 1755 0.6 RI. SRA
B-Bisaboleno 1499 1718 0.24 RI. SRA

B-Sesquifelandreno 1523 1783 2.41 RI. SRA
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6-Cadineno 1525 1773 1.51 RI. SRA
a-Calacoreno 1534 1941 2.48 RI. SRA
Espatulenol 1576 2153 0.48 RI. SRA. Co-GC
Cadaleno 1678 2256 0.35 RI. SRA
a-Bisabolol 1686 2232 0.39 RI. SRA
Camazuleno 1733 2.84 RI. SRA
Heneicosano 2100 2100 0.86 RI. SRA. Co-GC
Docosano 2200 2200 0.6 RI. SRA. Co-GC
Monoterpenos hidrocarbonados 13.97

Monoterpenos oxigenados 43.38

Sesquiterpenos hidrocarbonados 36.0

Sesquiterpenos oxigenados 0.87

Otros 2.36

Total 96.58

2 |R: indices de retencién en la columna apolar (HP-5MS).
® |RE: indices de retencién en la columna polar (HP INNOWax); MS: coincidente espectros de
masas; Co-GC: Co-inyeccién con compuestos de referencia puros.




Tabla V. Origen, parte de la planta y los componentes principales (%), de los aceites
esenciales de diferentes especies de Chrysanthemum sp., estudiadas anteriormente.

Especies Pais Organo Componentes principales (%) Referencia
C. coronarium Espafia Flores Alcanfor (29.2), a-pineno (14,8), B- Alvarez-
pineno (9,5) y acetato de liratilo Castellanos et
(9,8) al. (2001)
Chile Flores Alcanfor (25,1-38,5), acetato de cis- Sebastian et
crisantenilo (12,5-25,9), acetato de al. (2006)
bornilo (10,7-13,8) y p -Menta-8-
en-2-ol-etilo (07/05 a 09/05).
Corea Las hojasy  Mirceno (31,9), a-bisabolol (16.5), Zheng et
Del Sur tallos (E, E) - a-farneseno (11) y (E) -B- al.(2004)
farneseno (8.4).
Italia Flores (2E)-2-hexa-2,4-diniliden-1,6- Senatore et
dioxaspiro [4.4] non-3-eno (12,4- al. (2004)
17,8%), acetato de cis-crisantenilo
(5,4 a 14,5%), acetato de trans-
crisantenilo (5.5 a 6.7%) y alcanfor
(5.8 a 7.5%).
Grecia Flores Acetato de trans-crisantenilo (7,8 a Basta et
13,2%), acetato de cis-crisantenilo al.(2007)
(9.1a29.9%), alcanfor (9,1 a 15,7%)
e isovalerato de trans-crisantenilo
(05.08 a2 10.02%).
C. fuscatum Tunez Hojas y Limoneno (20,6-12,9), mirceno (7.1 Haouas et
flores a 2.2), B-cariofileno (4.2 3.5) y al. (2012)
germacreno D (10.04 a 02.09)
C. grandiflorum Tlnez Hojas y a-Humuleno (18.4-tr), B-cariofileno Haouas et
flores (17,1 a 1,4), 6xido de cariofileno al. (2012)
(14,5 a 6,8) y tetracosano (0-7,5)
C. trifurcatum Tlnez Flores Limoneno (20,89), y-terpineno Ben Sassi et
(19,13), 1,8-cineol (10.64) y B- al. (2008)

pineno (8,77)

NM: No mencionado; tr: trazas
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Ademds de los estudios mencionados anteriormente, existe el registro de una
investigacion realizada en Pisa, ltalia, en donde se hace una comparacién en la
caracterizacion del aceite esencial de las flores y el aceite esencial de las hojas de
Chrysanthemum coronarium ( Tabla VI ) originaria de este lugar. En dicho estudio se
identificaron como metabolitos mayoritarios alcanfor (22.1%), acetato de cis-crisantenilo
(19.9%), santolina trieno (9.3%), D-germacreno (8.5%), B-farneseno, mirceno (5.0%) y
acetato de trans-crisantenilo en el aceite esencial de la flor; (Z)-ocimeno (45.4%), mirceno
(28.2%), (E)-ocimeno (8.9%), limoneno (2.4%) y germacreno (2.1%) como mayoritarios en

el aceite esencial de la hoja de Chrysanthemum coronarium.

En este estudio se encontraron 34 compuestos en el aceite esencial de la flor y 28 en el
aceite esencial de las hojas, mostrando diferencias principalmente cuantitativas entre un
aceite y otro. Mencionan algunos compuestos que no habian sido reportados en la
literatura anteriormente y ellos los describen como tentativamente identificados, tales
como (3E)-2,5,5-trimetilhepta-3,6-dien-2-ol (alcohol Yomogi), artemisia alcohol,

biciclogermacreno y B-sesquifelandreno. (Flamini et al. 2003)

.

Fig. 24 Compuestos identificados en el aceite esencial
de C. coronarium originario de Italia




Tabla VI. Composicion del aceite esencial de hoja y flor de C. coronarium originario de Italia.

(Tomado de: Flamini et al. 2003)

Constituyente Flor Hoja
3-Hexen-1-ol tr
( E)- Hexenal 0.3 (0.04) tr
Santolina trieno 9.3(0.23) 0.2 (0.02)
Tricicleno tr tr
a-Pineno 1.4 (0.35) 1.4(0.29
Camfeno 3.4(0.32) 1.3 (0.23)
Sabineno tr 0.1 (0.09)
B-Pineno 1.9 (0.25) 0.6 (0.22)
Mirceno 5.0 (0.44) 28.2 (1.58
Alcohol Yomogi® 0.3(0.13)
a-Felandreno tr 0.4 (0.07)
p-Cimeno tr
Limoneno 0.6 (0.25) 2.4 (0.36)
(Z)-Ocimeno 0.9 (1.62) 45.4 (1.58)
( E)- Ocimeno 0.8 (0.20) 8.9 (0.55)
Alcohol artemisia® tr
Terpinoleno 0.1 (0.07)
Linalool tr tr
Allo-ocimene 0.2 (0.11)
Alcanfor 22.1(1.27) 1.3(0.26)
Borneol tr tr
4-Terpineol tr
Acetato de mirtenilo 0.4 (0.04)
Acetato de trans-crisantenilo 4.3 (0.36) 0.3 (0.05)
Isovalerato de cis-3-hexenilo tr
Isovalerato de hexilo 0.3 (0.03)
Acetato de cis-crisantenilo 19.9 (1.19) 1.0(0.26)
Isovalerato de isobornilo 1.3(0.26) 1.8(0.24)
a-Copaeno tr
B-Cariofileno 0.8 (0.17) 0.4 (0.17)
( E)- B-Farneseno 6.4 (0.46) 0.6 (0.02)
D-Germacreno 8.5(0.48) 2.1(0.41)
(Z,E)-a-Farneseno 2.1(0.52) 0.1 (0.07)
Biciclogermacreno® 1.0(0.28) 0.3 (0.03)
(E,E)-a-Farneseno 0.6 (0.26) 1.7 (0.24)
B-Sesquifelandreno® 1.1 (0.09) 0.8 (0.21)
a-Bisabolol 0.8 (0.14)
Total identificado 93.5 99.6

tr < 0.1%. ©ldentificacion tentativa
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El consenso general surgido a partir de estos datos es que la composicidon quimica

del aceite esencial y el perfil fendlico de C. coronarium son particularmente propensos a los
cambios cuantitativos y cualitativos debido al genotipo, origen geografico y los factores

ambientales (Flamini et al., 2003).




1.2 METODOLOGIA




METODOLOGIA

1.2.1 Recoleccién del Material Vegetal

La parte aérea de Chrysanthemum coronarium fue recolectada durante su periodo
de floracion, el dia 12 de Junio de 2015, durante la manana, en el cerro “El Vigia” Zona
Playitas, Ensenada, Baja California., con una temperatura ambiente promedio de 30°C.
Para la realizacién de este proyecto fue recolectada la parte aérea de esta especie, que fue

autentificada por el Dr. José Delgadillo Rodriguez.

Fig. 25 Localizacién de cerro "El vigia™ en Zona playitas, Ensenada, B.C.

Coord. 31.864319,-116.640320
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1.2.2 Tratamiento del Material Vegetal

Una vez que se realizd la recolecta, la planta fue transportada en bolsas de papel
para evitar la retencién de humedad. Fueron separadas las flores del resto de la parte
aérea y puestas sobre papel para su secado, esto se llevd a cabo a temperatura ambiente

durante dos a tres dias.

Fig. 26 Flores de Chrysanthemum coronarium secandose
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1.2.3 Extraccion del aceite esencial

La obtencion del aceite esencial se hizo mediante la técnica de hidrodestilacién por

arrastre de vapor, para lo cual se adaptd un sistema Clevenger modificado.

El peso total del material vegetal ya seco se dividié para llevar a cabo la extraccion
del aceite. Para el proceso de hidrodestilacion en un matraz bola de 5 litros se colocaron
100g de la flor seca con 2 litros de agua destilada. El matraz fue puesto en bafo maria
utilizando glicerina como medio de calentamiento y cubriendo con papel aluminio para

mantener el calor.

Fig. 27 Sistema Clevenger modificado., extraccion de aceite esencial de C. coronarium

La hidrodestilacion se llevd a cabo durante 5 horas continuas, tiempo durante el cual
se colectd en un embudo de separacién el agua aromatica que se obtuvo del proceso. Por
otro lado el aceite que por densidad se mantenia en la fase superior se dejé acumulando

ahi mismo en el embudo hasta finalizar las 5 horas establecidas. Luego de este tiempo se
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extrajo el aceite del embudo utilizando una pipeta Pasteur y se depositdé en un tubo de
microcentrifuga de 1.5 MI previamente pesado, se indujo un ambiente inerte con gas

nitrégeno y se guardo en refrigeracion a una temperatura no mayor a 6°C.

Fig. 28 Aceite esencial de C. coronarium en embudo de separacién (lzquierda) y tubo
Eppendof (Derecha)




1.2.4 Caracterizacion del aceite esencial

Los aceites esenciales son obtenidos a partir de diferentes partes de las plantas
como flores, yemas, semillas, hojas, ramas, corteza, hierbas, madera, frutos y raices (Burt,
2007). Quimicamente estan formados por terpenos, monoterpenos y sesquiterpenos
(hidrocarburos, alcoholes, cetonas, que pueden ser aciclicos, monociclicos, biciclicos,
triciclicos), sustancias azufradas y nitrogenadas (Acevedo et al., 2007). Se consideran
producto del metabolismo secundario de las plantas al igual que algunos alcaloides,
flavonoides, taninos, y saponinas (Bandoni et al., 2009; Madsen et al., 1995). La
composicion quimica de los AE puede verse afectada por el medio ambiente, la procedencia
de la planta y el método de extraccion (Combariza et al., 2005). El contenido total en aceites
esenciales de una planta es por lo general bajo (<2%) pero mediante técnicas de extraccién
se logra obtener en cantidades muy concentradas que suelen utilizarse en multiples

procesos industriales.

Puede utilizarse el término quimiotipo a la variacién en la composicién del aceite
esencial, incluso dentro de la misma especie. Un quimiotipo es una entidad quimicamente
distinta, que se diferencia en los metabolitos secundarios. Existen pequenas variaciones
(ambientales, geograficas, genéticas, etc.) que producen poco o ningin cambio a nivel
morfolégico que sin embargo son capaces de producir grandes cambios a nivel del fenotipo

qguimico.

Para llevar a cabo la caracterizacién quimica del aceite de Chrysanthemum
coronarium se utilizé un cromatdgrafo de gases acoplado a masas Agilent Technologies
7890A / 5975C, con una columna capilar de 30m x 0.25 mm x 0.25 um utilizando un
volumen de inyeccion 0.5 pL. Se realizé una dilucion con gas de 1:2000. La temperatura de
columna inicié con 70°C marcando una rampa de temperatura de 2°C/min hasta llegar a
100°C., continuando con una rampa de 10°C/min hasta llegar a 250°C. En cuanto al inyector

la temperatura de éste fue de 250°C.
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Fig. 29 Cromatografo de gases acoplado a espectrometria de masas




1.3 DISCUSION DE
RESULTADOS




DISCUSION DE RESULTADOS

1.3.1 Caracterizacion del aceite esencial

De la recoleccidn llevada a cabo, se obtuvieron un total de 472.5 g de flores, de los
cuales fueron utilizados 400 gramos para el proceso de hidrodestilacién. Se realizaron
cuatro extracciones utilizando para cada una 100 gramos de material vegetal en 2 L de agua

destilada.

Como producto de este proceso se obtuvo un aceite esencial de tono azul intenso y

de aroma fuerte y desagradable. La densidad relativa del aceite se obtuvo como valor

Q=0.775 g/Ml. Los porcentajes de rendimientos pueden observarse en la Tabla VII.

Tabla VII. Cantidad (g y rendimiento (%) del aceite esencial de C. coronarium

Fecha Cantidad (g)  Rendimiento (%)
02/07/15 0.1369 0.1369
03/07/15 0.1473 0.1473
07/07/15 0.1567 0.1567
03/11/15 0.0952 0.0952

El porcentaje de rendimiento promedio fue de 0.134%, un porcentaje aceptable para el
género Chrysanthemum sp, ya que se tienen reportados rendimientos de hasta 0.31% en

estudios previos. (Hosni, et al., 2012)
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1.3.2 Composicién quimica

Para la caracterizacion quimica del aceite esencial de Chrysanthemum coronarium
se utilizd un equipo de cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas
(GC/MS) vy los resultados son expresados en porcentaje de abundancia. Se lograron
identificar doce metabolitos secundarios, de los cuales destacan 2 como mayoritarios con
un 23.4% el 2, 6, 6-trimetil-2-Cyclohexeno-1-metanol (a-ciclogeraniol) y con un 14.5% el
compuesto identificado como santolina trieno, seguido de cuatro metabolitos, acetato de
2,6,6-trimetil-biciclo[3.1.1]hep-2-en-4-ol (Acetato de verbenol) (10.013%), (Z)-B-farneseno
(9.676), 2-(2,4-hexadinilideno)-1,6-dioxaspiro [4.4] non-3-eno (Trans-Tonghaosu) (8.705%)
y B-mirceno (6.461%). El resto de los componentes identificados se pueden observar en la

Tabla Viil.




Tabla VIII. Composicion quimica del aceite esencial de Chrysanthemum coronarium de

Ensenada, B.C

Identificacion TR % del Tipo de
total compuesto

Santolina trieno 3.722 14.495 906.8 MH

B-Mirceno 5.468 6.461 990.3 MH

Acetato de 2,6,6-trimetil-

biciclo[3.1.1]hep-2-en-4-ol (Acetato de 16.416 10.013 1269.4 Otros

verbenol)

Acetato de trans-crisantenilo 16.946 4.077 1282.3 Otros

2,6,6-Trimetil-2-ciclohexeno-1-metanol 17.263 23.392 1290.0 MO

(2)-B-Farneseno 20.995 9.676 1460.3 SH

B-Cubebeno 21.448 4.060 1487.0 SH

Epodxido farneseno 21.542 5.053 1492.5 SO

Ester de acido acetoacético-3(10)- 21.619 4.140 1497.1 Otros

caren-4-ol

a-Bisabolol 24.213 3.972  1691.7 SO

2-(2,4-hexadinilideno)-1,6- 26.455 8.705 1895.6 Otros

dioxaspiro[4.4] non-3-eno (Trans-

Tonghaosu)

Otros 23.074 5.956  1599.9 Otros

Monoterpenos hidrocarbonados 20.956

Monoterpenos oxigenados 23.392

Sesquiterpenos hidrocarbonados 13.736

Sesquiterpenos oxigenados 9.025

Otros 32.891

Total identificado 100

TR: Tiempo de retencién

IR: indice de retencién

MH: Monoterpeno hidrocarbonado
MO: Monoterpeno oxigenado

SH: Sesquiterpeno hidrocarbonado
SO: Sesquiterpeno oxigenado
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DISCUSION DE RESULTADOS

Se realizd una clasificacion de los compuestos identificados en base a su estructura
guimica: Monoterpenos hidrocarbonados, Monoterpenos oxigenados, sesquiterpenos
hidrocarbonados y sesquiterpenos oxigenados y otros. Cabe mencionar que la existencia de
las piretrinas, moléculas identificadas en plantas del genero Chrysanthemum sp, son
conocidas por su potente accion plaguicida, ademds de que son utilizadas actualmente

como base para la sintesis de moléculas sintéticas con actividad insecticida, los piretroides.

La segunda clasificacion mds abundante en el aceite, los monoterpenos oxigenados e
hidrocarbonados con 23.4 y 21% respectivamente, y por ultimo los sesquiterpenos
hidrocarbonados (13.6%) y oxigenados (9%). Dentro de los monoterpenos podemos
encontrar a metabolitos secundarios como mirceno y cubebeno, que se han identificado en

plantas de otros géneros y especies.

E MH
E MO
HSH
m SO

W Otros

Grafica 1. Clasificacion quimica de metabolitos identificados en el aceite esencial de C.
coronarium de Ensenada, B.C, México.
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A continuacién se muestran los espectros de masas, asi como la estructura de

algunos de los componentes identificados en el aceite esencial de Chrysanthemum

coronarium.

Abundance Scan 701 (5.034 min): 0400002.D
| 93
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Fig. 31 Espectro de masas y estructura quimica de Santolina trieno, identificado en el
aceite esencial de C. coronarium
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Fig. 46 Espectro de masas y estructura quimica de Trans-Tonghaosu, identificado en el
aceite esencial de C. coronarium
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Abundance Scan 2585 (10.281 min): 0400002.D
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Fig. 33 Espectro de masas y estructura quimica de (Z)-B-Farneseno, identificado en el
aceite esencial de C. coronarium
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Fig. 34 Espectro de masas y estructura quimica de Acetato de tans-Crisantenilo,
identificado en el aceite esencial de C. coronarium




CAPITULO II

Evaluacion de la actividad biologica de
tipo acaricida, antifungica y
antioxidante




2.1 GENERALIDADES




2.1.1 Estudios previos sobre la actividad bioldgica del aceite esencial de C. coronarium
En los ultimos afios, ha habido una clara tendencia hacia la utilizacion de métodos
alternativos para el control de plagas en la agricultura, que son menos perjudiciales para el
medio ambiente y la salud humana. La investigacién sobre productos naturales, incluyendo
extractos de plantas que pueden sustituir a los productos agroquimicos o contribuir al
desarrollo de nuevos agentes (Addor, 1995) para el control de plagas es extremadamente
importante. Los aceites esenciales por sus caracteristicas fisicas y quimicas tienen
propiedades como agentes fungicidas (Knobloch, et al., 1987; Bishop, et al., 1996), asi

como insecticidas también.

La tribu Anthemidae de la familia Asteraceae incluye especies medicinales de los
géneros Artemisia, Achillea, Chamaemelum, Chamomilla y Tanacetum. Los componentes
volatiles de los aceites esenciales presentan olores fuertes y muchos de ellos han sido
utilizados como aromatizantes. Ademas, se reportan especies de Tanacetum donde sus
aceites poseen actividad antibacteriana. Una de las caracteristicas de los aceites esenciales
es que contienen monoterpenos, sesquiterpenos y otros compuestos no
terpenoides. Ademas de que algunos de ellos se han relacionado con una amplia gama de

actividades bioldgicas (Picman, 1986).

En el caso de las especies de Chrysanthemum sp., las actividades bioldgicas que se
le atribuyen, principalmente la de insecticida se cree que debido a un tipo de moléculas que

son caracteristicas de estas especies, las cuales son conocidas como piretrinas.

Las piretrinas son metabolitos con actividad insecticida aislados de las flores de
Tanacetum cinerariaefolium también llamada Piretro cinerariaefolium, es conocido que

estos metabolitos son caracteristicos del género Chrysanthemum sp.

Existen seis compuestos que conforman a la familia de las piretrinas

naturales; piretrina l y Il, jasmolina | y Il y cinerina | y 1.

En Murcia, Espafia, Alvarez-Castellanos, et al, en 2001 en colaboracién con la

Escuela de Ciencias Bioldgicas y de la Tierra en el Reino Unido, llevé a cabo varios ensayos
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biolégicos en donde evaluaron la actividad del aceite esencial de las flores de C. coronarium
por contacto y por los vapores contra un panel de hongos fitopatdgenos, Alternaria sp. (As),
Alternaria brassicola (Ab), Aspergillus flavus (Af), Botrytis cinérea (Bc), Fusarium
moniliforme (Fm), Fusarium solani (Fs), Mycocentrospora acerina (Ma), Penicillium
digitatum (Pd), Pythium ultimum (Pu), Rhizoctonia solani (Rs), Sclerotinia sclerotiorum (Ss)

y Lacrymans sérpula (SI).

El bioensayo se llevd a cabo de dos maneras, una utilizando el aceite por contactoy
la segunda por volatilizacidn. Una vez que se hizo lainoculaciéon de los cultivos con cada una

de las cepas, se observaron resultados 3 y 6 dias después.

El aceite de las flores de C. coronarium presenté actividad por contacto y por
volatilizacién, ya que ambos reducen significativamente el crecimiento de hongos en
comparacion con el control (aunque algunas excepciones se muestran en la Tabla IX). Cabe
mencionar, sin embargo, que los resultados del ensayo de placa de difusién de agar también

pueden incluir algunos efectos de los vapores del aceite, ademds de la accién de contacto.
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Tabla IX. La inhibicidn del crecimiento de las especies de hongos con aceite volatil (10 pl /
placa de Petri) de C. coronarium originario de Espafia. (Tomado de: Alvarez-Castellanos,
2001)

Dia3 Dia 6
Especie
Tratada Control Inhibicion® Tratada Control Inhibicién®
fungica
(mm)  (mm) (%) (mm)  (mm) (%)

As 1 4 84,2 *** 6 24 76.5 *¥**
Ab 2 10 82.4 ** 6 40 85.5 ***
Af 4 9 57.4 ** 13 34 62.2 *¥**
Bc 12 40 69.8 *** 77 77 0.0
Fm 6 9 36.4 *** 27 34 21.2 ***
Fs 6 6 -3.2ns 24 34 30.8 ***
Ma 7 9 22.2ns 35 34 -1.2ns
Pd 5 15 69.3 *** 29 43 32.4 *x*
Pu 1 9 88.4 *** 5 38 87.8 ***
Rs 12 36 66.7 *** 54 68 20.5ns
Ss 3 52 93.5 *** 77 77 0.0
S| 0 12 98.4 *** 28 70 60.5 ***

b t —Test para la comparacién entre el tratamiento y el control (ns = no significativo, * P <0,05, ** P<0,01,
*** P <0.001).
mm: milimetros

En la Tabla X se puede observar que el crecimiento de Alternaria sp., Aspergillus flavusy
Pythium ultimum fue muy reducido (> 80%) cuando se mide al tercer dia. Aunque no hay
claras diferencias en la actividad antifungica observada para el resto de los hongos, las

especies mas resistentes fueron Mycocentrospora acerina y Penicillium digitatum.



Tabla X. Inhibicidn del crecimiento de las especies fungicas en ensayo de placa de agar por
el aceite (20 ul / placa de Petri) de C. coronarium originario de Espafia. (Tomado de: Alvarez-
Castellanos, 2001)

Dia 3 Dia 6

Especie —
flingica Tratada Control Inhibicién Tratada Control Inhibicién

(mm) (mm) (%)° (mm) (mm) (%)°
As 1 7 79.4 **x* 2 16 84.0 ***
Ab 5 10 53.8 *** 7 17 57.3 ***
Af 2 11 82.6 *** 3 12 74.4 ***
Bc 13 32 60.1 *** 24 40 40.8 ***
Fm 6 12 51.2 *** 10 23 54.8 ***
Fs 6 8 25.9 ** 9 14 36.4 **x*
Ma 8 8 4.7ns 13 16 20.0 ***
Pd 10 13 21.4 * 17 20 13.0ns
Pu 0 11 95,5 *** 4 25 83.9 ***
Rs 8 13 38.1 *** 14 37 62.9 ***
Ss 27 36 242 *x* 37 40 8.0*
Sl 5 19 74.6 *** 22 40 45,1 ***

b t —Test para la comparacién entre el tratamiento y el control (ns = no significativo, * P <0,05, ** P<0,01,
*** P <0.001).
mm: milimetros

En el ensayo donde se evalud el aceite por volatilizacion (Tabla IX), se obtuvieron
diferencias dependiendo de la especie, por ejemplo, Fusarium moniliforme (Fm) fue menos
afectado que P. ultimum (Pu). La actividad del aceite esencial de C. coronarium es
claro, Bishop, et al (1996) reportaron resultados similares para Monarda citriodora L.,

cuando se usa una dosis diez veces mayor (100 pl) de su aceite esencial.

Otra de las actividades que se le atribuyen al aceite esencial de C. coronarium, es la

de insecticida y larvicida, por lo que Pérez, et al (1999), estudiaron los posibles efectos del
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aceite esencial obtenido de las flores de esta especie en una serie de experimentos de

laboratorio utilizando a Bemisia tabaci, conocida cominmente como mosca blanca del
tabaco, que afectan principalmente cultivos de patata, tomate, meldn, algoddn, y plantas
ornamentales como Pinsettias y Bougainvillea spectabilis; También se evalud esta actividad
con algunas plagas de almacén (Tribolium castaneum, Acanthoscelides obtectus y Ephestia

kuehniella). En este estudio los investigadores utilizaron larvas y moscas adultas.

Fig. 35 Bemisia tabaci "Mosca blanca”

Fig. 36 Acanthoscelides obtectus, Ephestia kuehniella, Tribolium castaneum




En los ensayos con Tribolium castaneum, se pudo observar que la aplicacidn tépica
del aceite esencial tiene un efecto de choque inmediato, que conlleva a una paralisis de las
larvas en un primer momento (DCso = 0.029 pL/larva). Posteriormente, algunos insectos se
recuperaron, por lo que la mortalidad de las larvas no se cuantificd hasta 24 h desde la
aplicacion del producto. La DLso a las 24 h fue de 0.045 uL/larva (Tabla XI) y se mantuvo mas

0 menos constante hasta los siete dias.

Tabla XI. Dosis letales en larvas de Tribolium castaneum por aplicacion topica de aceite
esencial de flores de C. coronarium originario de Espafia. (Tomado de: Alvarez-Castellanos,
2001)

Tiempo desde Dosis letal (ul/larvas)
aplicacion DL 25 DL50 DL75 DL90
24 Hrs 0.025 0.045 0.066 0.085
48 Hrs 0.026 0.042 0.059 0.073
5 Dias 0.015 0.034 0.054 0.071
6 Dias 0.015 0.034 0.054 0.071
7 Dias 0.035 0.045 0.055 0.065

En la Tabla XII, se observa que el aceite tiene un efecto repelente en adultos de T.
castaneum muy significativo para todos los tratamientos, aprecidndose un aumento de la
repelencia con la dosis hasta llegar a 15 pl, a partir del cual los porcentajes de repelencia se
mantienen superiores al 90 %. La mortalidad fue superior en los tratamientos que en el
control, si bien los valores no fueron muy altos el primer y el tercer dia desde la aplicacion,

se alcanzd el 60 % de repelencia con la dosis mas alta a partir del dia 6.
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Tabla XIl. Repelencia y mortalidad (valores medios) en adultos de T. castaneum por
actividad volatil del aceite esencial de C. coronarium originario de Espafia. (Tomado de:
Alvarez-Castellanos, 2001)

Dosis % de Mortalidad® % de Repelencia®

(uL) Dia 17 Dia 3 Dia 6 Dia 1
0 0.0+£0.0 0.0+£0.0 6.712.7 0.0+£0.0
5 6.712.7 10.0+£4.7 30.0x4.7 74.8 ¥** +13.3
10 10.0+8.1 133+7.2 33.3x2.7 57.6 ***+50
15 6.712.7 6.71+3.3 33.31£9.8 92.6 ***+5.0
20 3.3+33 10.0+8.1 40.0*+8.1 90.0 *** +2.7
25 13.3+10.3 16.6 ¥+ 9.8 60.0 ** £+ 4.7 100.0 £ 0.0 ***

! Media * error estandar de la media. Comparacidn de los tratamientos con el control (diferencia significativa:
* 0.01 < p £0.05; ** 0.001 < p <0.01; *** p <0.001)
2 Dias desde la aplicacién

En el ensayo con Acanthoscelides (Tabla XIll), se observé una mortalidad del 40-50
% a una dosis de 1 pl de producto por placa, resultando mas susceptibles que los adultos de
T. castaneum. Los efectos repelentes fueron también puestos de manifiesto en rangos de
dosis de 0.25-1 pl/placa. Se observaron diferencias en la toxicidad del aceite entre ambos
sexos del insecto, siendo la longevidad de las hembras superior a la de los machos, pero

esta diferencia fue sdlo significativa para la dosis de 0.75 pl (13 y 7 dias respectivamente)

Tabla XIIl. Mortalidad y repelencia (valores medios) de A. obtecus por actividad volatil de
aceite esencial de flores de C. coronarium originario de Espafia. (Tomado de: Alvarez-
Castellanos, 2001)

Dosis % de Mortalidad® % de Repelencia®
HL/placa 4 dias® 8 dias 1dia
Control 0+0.0 0+0.0 0+0.0
0.25 0£0.0 10 ***+1.4 30 ¥**+2.1
0.50 0£0.0 10 ***+1.4 50 *** + 2.8
0.75 20 ¥** £ 2.2 40 *** £ 1.7 50 *** + 2.8
1.0 40 *** £2.2 50 *** + 2.8 50 *** + 0.0

! Media * error estandar de la media. Comparacidn de los tratamientos con el control (diferencia significativa:
*%% 5 <0.001)
2 Dias desde la aplicacién
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En E. kuehniella el nimero de huevos y la eclosién de los mismos, fue
significativamente mayor (p<0.01) para el control que en los tratamientos.

En el caso de la mosca blanca, los resultados obtenidos (Tabla XIV) no fueron muy
claros. Por ejemplo, en el Ensayo n? 1, la mortalidad a las 24 h fue mayor para los
tratamientos (45-70 %) que para el control (25.8 %) lo cual no se observa en el ensayo 2. En
cuanto a la posicién de las moscas, se observé un menor nimero de individuos sobre la hoja
tratada en el Ensayo 2, pero esto no ocurrié en el Ensayo 1 debido al bajo porcentaje de
individuos sobre la hoja control. El acondicionamiento previo de hojas de pimiento con el

aceite esencial da lugar a una repelencia en mosca blanca a corto plazo.

Tabla XIV. Mortalidad y repelencia (valores medios) en adultos de mosca blanca (Bemisia
tabaci) causadas por el aceite esencial de flores de C. coronarium originario de Espafia.
(Tomado de: Alvarez-Castellanos, 2001)

Ensayo 1! Ensayo 2!
Tratamiento Mortalidad % sobre hoja?>  Mortalidad % sobre hoja®
24H? (%) (1h) 24H? (%) (1h)
% Control a: hoja
/0. . ) 25.80+0.30 5.56 +0.91 35.80 £ 1.40 42.70 £ 0.40
pimiento
Control b: 10 ml de 18.70 + 0.12 15.07 + 1.12 — —
acetona ala hoja
Aplicacion directa .00 ** +
P . 70.00 13.04 + 1.64 53.40 * + 0.82 11.00 *** + 0.96
0,05 pl/hoja 0.34
Aplicacion vapores
P . P 46.00 £ 0.27 16.10 £ 0.98 58.20 * + 1.15 36.40+1.42
0,05 pl/hoja
Acondicionamiento
45.90 £ 0.53 9.53+0.75 42.10 £ 0.56 12.00 *** +0.79

vapores 0,05 pl/hoja

1 5 repeticiones / tratamiento y poblaciones de 50 moscas.
2 Media + error estdndar de la media. Comparacidn de los tratamientos con el control (diferencia con una
reduccidn significativa: * 0.01 < p < 0.05; ** 0.001 < p £0.01; *** p < 0.001).

Los resultados de este estudio muestran que los vapores del aceite esencial de C.
coronarium son toxicos y disminuyen la fecundidad en plagas de almacén con resultados

variables segun los experimentos descritos.
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2.1.2 Estudios previos sobre la actividad antioxidante del aceite esencial de C.

coronarium

La actividad antioxidante esta determinada por compuestos que son capaces de
inhibir o retardar la oxidacién de otras moléculas deteniendo la iniciacidn y/o propagacién
de las reacciones en cadena de los radicales libres. Los antioxidantes pueden ser clasificados
en dos grupos: sintéticos y naturales. En general, los antioxidantes sintéticos son
compuestos de estructuras fendlicas con varios grados de sustitucion alquilica, mientras
gue los antioxidantes naturales pueden ser: compuestos fendlicos (tocoferoles, flavonoides
y 4acidos fendlicos), compuestos nitrogenados (alcaloides, derivados de la clorofila,
aminoacidos y aminas) o carotenoides. Los antioxidantes sintéticos como el BHA y BHT
(butilhidroxianisol y butilhidroxitolueno) han sido utilizados desde principios del siglo
pasado. Sin embargo, se han impuesto medidas de precaucion y su uso ha sido restringido

debido a su carcinogenicidad.

Se consideran radicales libres a aquellas moléculas que en su estructura atémica
presentan un electron desapareado o impar en el orbital externo lo cual los hace altamente

inestables (Rodriguez, 2001).

En el estudio realizado en Tunez, mencionado anteriormente, ademas de llevar a
cabo la caracterizacion quimica del aceite esencial de C. coronarium, se evalué su capacidad
secuestradora de radicales libres mediante la técnica del radical libre DPPH, sin arrojar
resultados importante. En contraste de cuando se utilizé el BHT como antioxidante
comercial, se necesitaba una concentracién de 50 mg/ml o superior, para lograr la inhibicidn
de los radicales DPPH en un 95%. Estos investigadores justifican que la débil actividad
captadora de DPPH del aceite puede ser atribuible a la ausencia de algunos componentes
gue tienen una alta actividad de la donacién de hidrogeno. Ademds, mencionan que el
efecto mds bien bajo del aceite esencial podria explicarse en parte por su pobre solubilidad
en un medio polar, y que en tal caso la actividad antioxidante se debe a la fraccion de aceite

que se introduce en solucion. Como apoyo a este supuesto Moller et al. (1999) informaron
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GENERALIDADES

gue los componentes oxigenados de aceite de orégano muestran solubilidad parcial en el

sistema polar, lo que puede explicar la disminucidn de la actividad antioxidante del aceite.

100 ~
90 A
80
70 1
60 - —— EO —a— BH1
50 4
40 A
30 A
20 1
10 A

ACTIVIDAD DE CAPTACION DE RADICALES DPPH (%)

0 10 25 50 75 100 150 200
CONCENTRACION (pg/mL)

Grafica 2. Comparacién de actividad antiradicalaria entre el aceite esencial de C.
coronarium originario de Tunez y el control BHT. (Hosni, et al., 2012)




2.2 METODOLOGIA
ACTIVIDAD ACARICIDA




2.2.2 Biologia y ciclo de vida de Tetranychus urticae

T. urticae es un acaro fitéfago con alto potencial reproductivo, ciclo de vida corto,
tasa de desarrollo rapido y capacidad para dispersarse rapidamente. Su tamafio oscila entre
0.4 y 0.6 mm, en el caso de la hembra adulta, que tiene un aspecto globoso. El macho es
mas pequefio y aperado. Este dcaro puede presentar diferentes caracteristicas
morfoldgicas, sobre todo su color puede variar en respuesta a su régimen alimenticio,
factores ambientales, planta huésped y estado de desarrollo (S4, 2012). T. urticae se
reproduce mediante partenogénesis de tipo arrenotoca en la que los machos se desarrollan
a partir de huevos no fertilizados (haploides), mientras que las hembras se desarrollan a
partir de huevos fecundados (diploides). Esta especie presenta una proporcion de sexos
entre 2:1y 9:1 a favor de las hembras, respectivamente (Macke et al. 2011). Cada hembra
adulta puede ovopositar entre 100-120 huevos, con una tasa de 3-5 huevos por dia. Sin
embargo, estas cifras pueden variar segun la cantidad y la calidad del alimento, o las

condiciones ambientales (Zhang, 2003).

Tiene un ciclo de vida corto que consta de cinco fases de desarrollo: Huevo (0.5-3
dias), larva (3-5 dias), protoninfa (3-5 dias), deutoninfa (2-3 dias) y adulto (Fig. 51). Entre
cada fase hay un periodo inactivo o quiescente, en la que adoptan una posicion
caracteristica, recibiendo el nombre de crisalis (protocrisalis, deutocrisalis y deutocrisalis).
La quiescencia esta delimitada por el desprendimiento de las exuvias (Moraes et al, 2008;
Badii et al. 2011). T. urticae en condiciones 6ptimas (~ 30°C) completa su ciclo en 9 dias
(Herbert, 1981; Carey et al, 1982). Si las condiciones ambientales y de alimento son

favorables, una generacion puede ser completada en una semana (Godfrey, 2011).

(.

Deutoninfa ¥
Y
Adulto

Huevo Larva

\
15,

Protoninfa

Fig. 37 Ciclo de vida de Tetranychus urticae (Godfrey., 2011)
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2.2.3 Daiios ocasionados por Tetranychus urticae

El dafo causado por este fitéfago se debe a su actividad alimenticia. Para
alimentarse el acaro inserta sus estiletes en el tejido de la hoja, succionando el contenido
de las células epidérmicas y parenquimatosas. El vaciado causa el colapso y muerte de las
células que originan manchas cloréticas en las hojas, disminuyendo la tasa de transpiracion
y la actividad fotosintética de la planta (Park et al, 2002; Martinez-Ferrer et al. 2006). Las
larvas, ninfas y adultos de T. Urticae (arafia roja), se alimentan en el envés de las hojas
originando manchas de color amarillo incluso toda la hoja se puede tornar amarilla, esto se
traduce en un descenso del crecimiento de la planta y de la produccion para posteriormente
finalizar con la muerte a causa de la alta infestacion por el acaro. Tanto adultos y ninfas
producen telas que pueden dafiar el aspecto del cultivo, si la densidad poblacional de la
plaga es alta las plantas pueden ser cubiertas con telas completamente (Koppert, 2013).
Estudiando los efectos de estos dcaros sobre diversos cultivos, como el maiz, se conoce que
los dafos son mas severos cuando los acaros atacan las hojas o arriba del nivel de la
mazorca. Las infestaciones severas se parecen al estrés por sequia ya que el dafio progresa
de la base de la planta hacia arriba (CESAVEG, 2008). En cultivo como calabaza, melones y
sandias la pérdida de las hojas debido a esta plaga puede tener un impacto significativo en
la produccidn asi como producir quemaduras de las mismas por el sol. En cultivos tales
como el frijol donde las vainas son atacadas, los acaros pueden causar dafo directo. En
plantas ornamentales, los acaros no son sélo una preocupacién estética, sino que puede
matar las plantas si las poblaciones son muy altas. Los acaros son plagas también

importantes de las rosas cultivadas en el campo (Godfrey, 2011).
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2.2.4 Desarrollo experimental

Elensayo fue realizado en el laboratorio de Quimica Medicinal y Productos Naturales
en la Facultad de Ciencias Quimicas e Ingenieria, UABC. El modelo utilizado Tetranychus
urticae, fue tomado del insectario perteneciente al mismo laboratorio, donde se mantienen
en plantas de frijol peruano (Phaseolus vulgare). La prueba se llevé a cabo mediante la
técnica de “Inmersidon de circulos de hoja” reportada por Cahill (1996) con algunas
modificaciones, para esto fueron utilizados 30 especimenes por concentracion y todo fue

realizado por triplicado.
Procedimiento:

1. Serealizaron diluciones del aceite esencial de C. coronarium utilizando surfactante

(Kolliphor 10%) como medio de disolucién.

Tabla XV. Esquema de concentraciones utilizadas para bioensayo de acaricida

Concentracion (mg/mL) N° de especimenes x3
10 90
5 90
2.5 90
1.25 90
0.625 90
0.312 90

2. Se utilizd el insecticida comercial Pyganic 5% como control positivo.
3. Los discos de hoja de frijol (Phaseolus vulgare) previamente cortados (30mm) se
sumergieron en cada una de las diluciones realizadas para asegurar la impregnacion

total. Se dejaron secar a temperatura ambiente durante 20 minutos.
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Se utilizaron cajas Petri de 35mm donde fueron colocados los discos de hoja, estas
cajas fueron previamente impregnadas con las concentraciones correspondientes a
los discos y secadas a temperatura ambiente durante 20 minutos.

Se hicieron también por triplicado dos muestras blanco, Kolliphor 10% y agua
destilada, que corresponden a los solventes que se utilizaron tanto para el aceite
esencial como para Pyganic, correspondientemente.

Colocados los discos de hoja en la caja correspondiente, se colocaron en cada una
30 hembras adultas, lo cual se fue verificando utilizando un estereoscopio. Los
acaros fueron introducidos apoyandonos con un pincel para evitar dafiarlos
fisicamente.

Las cajas de Petri ya con los dcaros dentro, se sellaron con papel Parafilm para evitar
gue los acaros se salieran.

Se evalud la mortalidad a las 24 Horas realizando un conteo de los acaros muertos,
observando en el estereoscopio. Se consideraron muertos todos aquellos acaros
gue no mostraron ningun tipo de movimiento al tacto.

Los resultados de mortalidad obtenidos se corrigen utilizando la férmula de Abbot,

(1925).

Mortalidad corrEgida (MC) = (Mtratada - Mtestigo/ 100'Mtestigo) x 100
Myratada: Muestra tratada

Miestigo: Muestra blanco

10.

11

La validacion de los datos obtenidos se realizé utilizando el programa estadistico

Statistica 10.0

. Se determind la dosis letal media (DLso) a partir de los resultados obtenidos en el

bioensayo.
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2.3 METODOLOGIA
ACTIVIDAD ANTIFUNGICA




METODOLOGIA

Anadlisis de la antifungica del aceite esencial de Chrysanthemum coronarium
2.3.1 INTRODUCCION

Las pruebas de sensibilidad a los antifungicos se realizan en aquellos hongos
causantes de enfermedad, especialmente si pertenecen a especies que presentan
resistencia a los agentes antifungicos mas comunmente usados. Estas pruebas son también
importantes en la vigilancia de la resistencia, en estudios epidemiolégicos y para comparar

la actividad in vitro de nuevos agentes antiflngicos con los ya existentes.

Un antiflingico es una sustancia de origen bioldgico, semisintético o sintético que

inhibe el crecimiento de un hongo o es letal para él.

2.3.2 PROCEDIMIENTO

La prueba para evaluar la actividad antifungica del aceite esencial de
Chrysanthemum coronarium se llevd a cabo en las instalaciones del laboratorio de
Fitopatologia del Centro de Investigacidon Cientifica y Estudios Superiores de Ensenada

(CISESE).

Para desarrollar ésta técnica fueron utilizadas las siguientes cepas:
Cepas aisladas de madera de la vid

= Lasiodiplodia theobromae UCD256Ma

= Phomopsis viticola MXS0915
Cepas aisladas de plantas de fresa

= (Colletotrichum sp MX1015

=  Macrophomina phaseolina

= Fusarium sp. MXSQO1

Todos los aislados se mantuvieron en agar papa dextrosa (PDA) (Difco) y forman

parte de la coleccidn del laboratorio de fitopatologia del CICESE.




METODOLOGIA

Procedimiento:

1.

Se prepard una solucion madre de 1,000 pg / mL disolviendo en acetona el aceite
esencial de C. coronarium.

El medio de PDA se complementd con la cantidad apropiada de la solucién madre
para obtener una concentracion de 100 pg/ mL.

Como control positivo fue utilizad el fungicida Benomilo® y el solvente acetona
como control negativo.

Todos los ensayos se realizaron por triplicado utilizando placas de Petri de 3.5 cm de
diametro. Las placas se inocularon en el centro con un disco de micelio de 0.5mm
de los hongos correspondientes y se incubaron a 28 ° C.

El crecimiento radial se midid en milimetros (mm), se tomé como referencia el
momento en que el hongo en el control negativo (Medio PDA con acetona) llené la

caja.




2.4 METODOLOGIA
ACTIVIDAD
ANTIOXIDANTE




2.4.1 INTRODUCCION

Las plantas se encuentran expuestas a una gran cantidad de radicales libres
formados tanto enddégenos como exdgenos, es por ello que estas necesitan una elevada
concentracion de antioxidantes para protegerse a si mismas del dafio celular, dicha
proteccién proviene de diferentes compuestos, tales como los fendlicos, flavonoides y

carotenoides.

Actualmente existen diversos métodos para determinar la actividad antioxidante,
los cuales se basan en su capacidad para captar radicales libres. Entre ellos se pueden
mencionar el uso del 2,2-difenil- 1-picril Hidrazilo (DPPH), acido 2,2, azino-bis (3-
etilbenzotiazolin)-6- sulfénico (ABTS), la reaccién con el Oxido nitroso (test NO),
diclorhidrato de N, N-Dimetil-p-fenilendiamina (DMPD), generacion de radicales peroxilo,

superoéxido e hidroxilo, y otros.
2.4.2 Reduccion del radical libre DPPH

El fundamento de este método desarrollado por Brand-Williams et al., (1995)
consiste en que el radical DPPH tiene un electron desapareado presentando una coloracion
azul-violeta, decolorandose hacia amarillo palido por la reaccion ante una sustancia
antioxidante, siendo medida espectrofotométricamente a 517 nm. En esta técnica los
compuestos activos reducen el radical DPPH a un compuesto incoloro (Dipicril Fenil

Hidrazina).

QM

COaM

Fig. 38 Estabilizacion del radical DPPH
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Procedimiento.

Se preparo una disolucién del radical DPPH 125 uM en metanol (7.5mg/250ml), lo
suficiente para todas las concentraciones a evaluar.

Se realizé una disolucidn patrén del aceite esencial de C. coronarium en metanol, a
una concentracién de 1mg/ml.

A partir de la disolucion patrén, se hicieron diluciones seriadas, por triplicado,
obteniendo las siguientes concentraciones del aceite esencial: 1.0, 0.5, 0.25, 0.12,
0.06, 0.03, 0.015, 0.007, 0.004, 0.002 mg/ml

Una vez realizadas las diluciones se agregaron 500 ul de la solucion DPPH 125 uM a
todos los tubos intentando hacerlo rapidamente. Una vez hecho esto se cubrieron
los tubos de la luz y se dejaron reposar por un periodo de 30 minutos.

Pasado este tiempo se realizaron las lecturas en espectrofotdmetro a una longitud
de onda de 517 nm, calibrando previamente el equipo con metanol.

Antes de hacer las lecturas del aceite esencial, se hizo la lectura de la solucién de
DPPH 125uM, ya que es un dato necesario para los cdlculos posteriores.

Se calculd el % de actividad antioxidante mediante la féormula que se presenta a
continuacioén, para ello se trabajé con los promedios de las muestras realizadas por

triplicado.

Actividad antioxidante (%) = [1- (Am/Ac)] x 100
Donde:
Am: absorbancia promedio de la muestra

Ac: absorbancia de la muestra control (Solucién de DPPH)

Con los porcentajes de actividad antioxidante obtenidos y las concentraciones ya

conocidas, se realizé una grafica para el calculo de la CEso.
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2.4.5 Reduccion del radical libre ABTS*

El método del ABTS (Acido 2, 2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico)) es un
ensayo que permite determinar la capacidad antioxidante de ciertos fluidos bioldgicos,
células o tejidos, también, se utiliza para evaluar esta misma actividad antioxidante de
extractos de productos naturales o compuestos puros que tengan el potencial de

emplearse como suplementos dietéticos o terapéuticos (Kambayashi, 2009).

Fig. 39 Acido 2, 2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico)

Procedimiento:

1. Se pesd en la balanza analitica 0.0033g de persulfato de potasio y 0.0194g del
reactivo ABTS se disolvieron en 5ml de agua destilada.

2. Para generar el radical, fue necesario dejar reposar la solucién preparada, durante
18 horas, cubierto de la luz.

3. Una vez pasadas las 18 horas, se tomaron 150 plL de la solucion patrén de ABTS
(preparada anteriormente) y se diluyeron con 15mL de metanol. La soluciéon
preparada se protegio de la luz directa.

4. Se hizo una solucidn patron del aceite esencial, a una concentraciéon de 1mg/ml en

metanol.




5. Se realizaron diluciones seriadas por triplicado, a partir de la solucion patrén que
se prepard con el aceite esencial, donde se obtuvieron las siguientes
concentraciones: 1.0, 0.5, 0.25,0.12, 0.06, 0.03, 0.015, 0.007, 0.004, 0.002 mg/ml.

6. Una vez listas las diluciones seriadas, en otra gradilla se puso la misma cantidad de
tubos de ensaye (30) y se tomaron 20 pL de cada concentracidn y se colocaron en
los nuevos tubos.

7. Yarealizado el punto anterior, se adicionaron 980 uL de la solucién de ABTS* (ya
diluida) a cada tubo, se dejaron reposar durante siete minutos protegidos de la luz.

8. Transcurridos los 7 minutos se hizo la lectura de las absorbancias a una longitud de
onda de 734 nm, tanto de las diluciones como de la soluciéon de ABTS*.

9. Yacon los resultados de las absorbancias, se promediaron los triplicados de cada
concentracién y se calculé el % de reduccidn del radical ABTS* (Actividad

antioxidante) utilizando la siguiente férmula:

Actividad antioxidante (%) = [(Absinicial - AbSfinal) / (AbsSinicia)] x 100

Donde:
Absinicial: absorbancia promedio de la solucién de ABTS*

Abstinal: absorbancia promedio de cada concentracién

10. Una vez obtenidos los porcentajes de actividad antioxidante se calculé la CEso.
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2.4.4 Decoloracion oxidativa del B-Caroteno

Esta es unatécnica colorimétrica, ya que la oxidacion sucesiva del B-Caroteno debido
al medio oxidativo que se genera, conlleva a la perdida de coloracién. Cuando la muestra
a evaluar presenta actividad antioxidante es porque esta se encuentra protegiendo a la
molécula de B-Caroteno frente a la oxidacion y por lo tanto la decoloracién de la

solucién serd mucho mas lenta o nula.
Procedimiento:

1. El primer paso a realizar fue la preparacién de la emulsion de B-Caroteno, para ello
se utilizaron los siguientes reactivos
a. 0.2mg de B-caroteno
b. 20uL de acido linoleico
c. 200pL de Tween 20
d. 1mL de cloroformo
e La preparacién de este reactivo se llevd a cabo protegiéndolo de la luz
e Elvial donde se prepard el reactivo se dejé destapado con el fin de que el
cloroformo presente se evaporara.
2. Se puso a burbujear agua destilada, por lo menos una hora.
3. Una vez evaporado el cloroformo:
a. Se adicionaron 50 mL del agua destilada que previamente se mantuvo en
burbujeo.
b. Se mezcld por al menos 2 minutos, para asegurarse que se formé una
mezcla homogénea.
c. Yapreparada la emulsion se tapo y protegio de la luz
4. Se prepard una solucion patrén del aceite esencial a una concentracion de 1mg/mL
en metanol.
5. Elanalisis con esta técnica solo se realizé con una concentracién, 1mg/mL por

triplicado.
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6. De la solucion del aceite esencial preparada, se adicionaron a cada tubo 350 pL
mas 2.5mL de la emulsién de B-Caroteno, inmediatamente se hizo la primer lectura
(Tiempo cero) en el espectrofotémetro a una longitud de onda de 470 nm.

7. Se colocaron los tubos cerrados en bafio maria durante 120 minutos a 50°C.

8. Transcurridos los 120 minutos se hizo una segunda lectura, a la misma longitud de
onda (470 nm).

9. Las absorbancias obtenidas se promediaron y se sustituyeron en la siguiente
formula para determinar el % de actividad antioxidante:

10. Actividad antioxidante (%) = [1-(Am°-Am???) / (Ac®/Ac??°)] x 100

11. Donde:

12. Am°= Promedio de las absorbancias de la muestra a tiempo cero.

13. Am'2°= Promedio de las absorbancias de la muestra a tiempo 120 (min)

14. Ac’=Promedio de las absorbancias de la emulsién a tiempo cero

15. Ac'?°= Promedio de las absorbancias de la emulsién a tiempo 120 (min)
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2.5 DISCUSION DE
RESULTADOS




2.5.1 RESULTADOS Y
DISCUSION DEL ANALISIS
DE LA ACTIVIDAD
ACARICIDA




2.5.1 Actividad acaricida

Como ya se mencioné anteriormente, en la actualidad uno de los problemas que
mas afectan la produccion agricola son las plagas y sumado a esto el uso de plaguicidas
sintéticos que por su alto grado de toxicidad y capacidad de bioacumulacién se ha generado
un nuevo interés por productos menos dafinos, productos de origen natural, por su facil
eliminacion del medio y niveles bajos de toxicidad tanto para la planta como para el

personal que aplica estos productos.

A causa de la problematica que se observa, se sugirié el andlisis del aceite esencial
de Chrysanthemum coronarium que por el tipo de metabolitos que lo conforman puede

generar mortalidad en ciertas plagas agricolas.

Los resultados obtenidos del ensayo sugieren que el aceite de Chrysanthemum
coronarium efectivamente posee un buen perfil como acaricida, ya que presentd una
mortalidad del (100%) a la concentracion mas alta evaluada del 10%, en donde los 90
individuos expuestos murieron, superando por mucho al control positivo utilizado, Pyganic
5%, el cual, a la misma concentracién del aceite, 10% , presento una mortalidad de 67%; sin
embargo, un resultado sorprendente es el observado a la concentracién de 5%, en donde
el aceite esencial mantuvo la misma mortalidad (99%) a pesar de haber sido reducido a la
mitad (5%), superando de nuevo al control positivo, un comportamiento similar se puede
apreciar cuando el aceite se evalué a la concentracién de 2.5%, mostrando una alta
mortalidad de 87%, esto nos permite inferir que el aceite de C. coronarium puede ejercer
el mismo efecto que Pyganic® utilizando tres o cuatro veces menos producto, lo que lo hace

3 veces mas potente.
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DISCUSION DE RESULTADOS

Tabla XVI. Resultados del porcentaje de mortalidad en Tetranychus urticae del aceite
esencial de Chrysanthemum coronarium

Resultados ]
n [%] Mortalidad MC (%)
x1 X2 x3 Total (%)
90 10.00 30 30 30 90 100 100
90 5.00 29 30 30 89 99 99
90 2.50 23 29 26 78 87 86
90 1.25 11 16 25 52 58 55
90 0.62 14 9 15 38 42 39

Susceptibilidad de Tetranychus urticae a aceite esencial de
Chrysanthemum coronarium
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Grafica 3. Comparacion del % de mortalidad del aceite esencial de Chrysanthemum
coronariumy Pyganic 5%.




DISCUSION DE RESULTADOS

Fig. 40 Tetranychus urticae vista en estereoscopio




2.5.2 RESULTADOS Y
DISCUSION DEL ANALISIS
DE LA ACTIVIDAD
ANTIFUNGICA




2.5.2 Actividad antifungica

Para el ensayo se utilizaron como modelos biolégicos cinco cepas de hongos
fitopatégenos diferentes, los cuales se caracterizan por causar dafios en cultivos de la
region, como son los de fresa y vid, es aqui donde radica la importancia de la busqueda de
productos capaces de inhibir su crecimiento. Se evalud la actividad antifingica del aceite
esencial de C. coronarium a una concentracién de 100 pg/mL y los resultados se pueden

observar en la Tabla XVII.

Como se aprecia, el crecimiento del hongo en el aceite esencial comparado con el
control negativo es muy similar, lo que nos indica que el aceite no presento actividad
significativa contra estos hongos, ya que este crecié de manera natural sobre el medio de
cultivo a pesar de este estar impregnado con el aceite, caso contrario al control positivo, el

cual logro una inhibicién total de los hongos.

Existen algunos factores que podrian contribuir a los resultados obtenidos, sabemos
que los aceites esenciales son compuestos volatiles, por lo que la temperatura de
incubacién de los hongos (28 grados) puedo contribuir de forma indirecta a la perdida de
aceite, ademads, este procedimiento se llevé a cabo durante los meses en donde se
registraron altas temperaturas en la regidn, lo que pudo haber derivado en la volatilizacidn
de algunos compuestos. Es importante destacar también el tema de la resistencia que estas
cepas presentan, al ser aisladas directamente del hospedero, podrian presentar mayor
resistencia al producto evaluado, llegando a necesitar de concentraciones muy elevadas

para inhibir el crecimiento
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Tabla XVII. Crecimiento de cepas de hongos fitopatdgenos expuestas a aceite esencial de
Chrysanthemum coronarium

Crecimiento (mm)

Cepa fitopatogena Aceite Controles Inhl(t;cmn
. Acetona Benomilo 6)
esencial
() (+)
11 11 1
Macrophomina phaseolina 10 11 1 3.03
11 11 1
14 16
Phomopisis viticola 14 16 0 12.5
14 16 0
11 11 0
Colletotrichum spp. 11 11 0 0
11 11 0
14 14 0
Fusarium spp 14 14 0 0
15 15 0
16 15 0
Lasiodiplodia theobromae 16 15 0 0

16 16 0
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Fig. 41 Ensayo de inhibicidn de crecimiento de Macrophomina phaseolina en medio PDA
con aceite esencial de C. coronarium (izquierda) y Benomilo (derecha)

Fig. 42 Ensayo de inhibicién de crecimiento de Phomopsis viticola en medio PDA con
aceite esencial de C. coronarium (izquierda) y Benomilo (derecha)
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Fig. 43 Ensayo de inhibicidn de crecimiento de Collectrotrichum spp., en medio PDA con
aceite esencial de C. coronarium (izquierda) y Benomilo (derecha)

Fig. 44 Ensayo de inhibicidn de crecimiento de Fusarium sp., en medio PDA con aceite
esencial de C. coronarium (izquierda) y Benomilo (derecha)

\.

Fig. 45 Inhibicion de crecimiento de Lasiodiplodia theobromae., en medio PDA con aceite
esencial de C. coronarium (izquierda) y Benomilo (derecha)
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2.5.3 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
2.5.3.1. Reduccion del radical libre DPPH*

Se determind la capacidad que tiene el aceite esencial de Chrysanthemum coronarium para
reducir el radical libre DPPH Como se puede apreciar en la Tabla XVIII, a una concentracién
de 2 pug/ml presentd un porcentaje de actividad antioxidante (%AA) 54%, lo cual es un

resultado muy bueno, conforme disminuye la concentracidn del aceite, el %AA aumenta.

Con los datos de %AA, fue calculada la CEso, es decir, al concentracidon del aceite esencial
necesaria para reducir al 50% del radical DPPH; esta concentracion fue de 0.0155 mg/ml o
15.5 pg/ml, la cual es considerablemente buena, comparada con algunos antioxidantes
naturales utilizados como controles positivos: a-tocoferol y quercetina los cuales tienen una

CEso de 76 pg/mly 3 ug/ml respectivamente.

Haciendo una comparacién de los datos obtenidos y los reportados por Hosni, et al (2012)
en donde se evallua mediante la misma técnica el aceite de la misma planta, obteniendo un
maximo de 20% de actividad antioxidante y una CEso de 50mg/ml; esto confirma el hecho
de que la composicién quimica de una planta esta dada por mucho factores y es

dependiente la variacién del clima y lugar geografico

Tabla XVIII. Resultados de actividad antioxidante del aceite esencial de Chrysanthemum
coronarium sobre el radical DPPH*

Concentracién Absorbancia (nm) . Actividad
Promedio  Antioxidante

(mg/mi) 1x 2x 3x (%)
0.0020 0.218 0.222 0.209 0.2163 53.9716
0.0038 0.227 0.215 0.223 0.2217 52.8369
0.0078 0.225 0.215 0.223 0.2210 52.9787
0.0155 0.228 0.216 0.231 0.2250 52.1277
0.0310 0.235 0.221 0.230 0.2287 51.3475
0.1250 0.233 0.230 0.237 0.2333 50.3546
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) y = 48.672x0016
REDUCCION DEL RADICAL LIBRE DPPH+ R? = 0.9603
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Grafica 4. Perfil de actividad antioxidante del aceite esencial de C. coronarium sobre el
radical DPPH*

En el caso del aceite esencial la CEso calculada fue de 15.5 pg/ml, lo cual nos dice que
la cantidad que se requiere para reducir al 50% el radical es relativamente poca y se logra
un resultado considerablemente bueno, se realizd también una comparacién con los
antioxidantes ya conocidos a-tocoferol y quercetina los cuales tienen una CEso de 76 pg/ml

y 3 ug/ml respectivamente.




2.5.3.2 Reduccion del radical libre ABTS

Al igual que en la prueba antes mencionada, el aceite de C. coronarium mostrd un
comportamiento similar, en donde a menor concentracidén se tiene un mayor potencial
antioxidante, como puede observarse en la tabla XIX. Al analizar estos datos es obvio el
hecho de que a una concentracién tan baja como 0.0078 mg/ml el aceite tiene una actividad
del 20.5%, y son inversamente proporcionales. Para un 100% de actividad esperariamos una
concentraciéon sumamente baja, lo cual nos da un indicativo del buen perfil antioxidante de

este aceite. Se calculd la CEso arrojando una concentracion de 0.00315 mg/ml o 31.5 pg/ml.

El acido ascérbico o mejor conocido como vitamina c, es un antioxidante natural
ampliamente utilizado, el cual para esta determinacion fue utilizado como control positivo,
arrojando una CEsg de 30 pg/ml, practicamente la misma que el aceite, corroborando una

vez mas el posible potencial antioxidante.

Tabla XIX. Resultados de actividad antioxidante del aceite esencial de Chrysanthemum
coronarium sobre el radical ABTS*

Concentracién Absorbancia (nm) . A(_:tiv_idad

(mg) N N 3 Promedio Antioxidante
(%)

0.0078 0.1510 0.1960 0.1770 0.1747 20.4856
0.0155 0.2000 0.1530 0.1810 0.1780 18.9681
0.0620 0.2140 0.1690 0.1770 0.1867 15.0228
0.1250 0.2180 0.1830 0.1680 0.1897 13.6571
0.2500 0.2140 0.1950 0.1780 0.1957 10.9256
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Grafica 5. Perfil de actividad antioxidante del aceite esencial de C. coronarium sobre el
radical ABTS*
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2.5.3.3 Decoloracion oxidativa de B-Caroteno

El ensayo de la decoloracion oxidativa de B-caroteno se realizd bajo la técnica
propuesta por Burda (2001). El aceite esencial de Chrysanthemum coronarium presento un
25% de actividad antioxidante a la concentracién evaluada de 1mg/ml. Se utilizé como
control positivo la vitamina E o a-Tocoferol, la cual presento un 60% de actividad
antioxidante por esta técnica. Contrario a lo observado en las 2 técnicas antirradicalarias,
en la decoloracion oxidativa del B-caroteno, el aceite no presento actividad significativa
comparada con el control, se requeririan de concentraciones mas altas para poder mejorar
la actividad. Es importante destacar el hecho de que esta prueba antioxidante presenta un
mecanismo de accién muy distinto al de las técnicas antirradicalarias, lo cual nos permite
pensar en la posibilidad de que los constituyentes quimicos del aceite esencial presenten

mayor afinidad para intervenir en un mecanismo antirradicalario.

<
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O 40
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Grafica 6. Actividad antioxidante del aceite esencial de C. coronarium y a.tocoferol
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Como resultado final de este proyecto de tesis se obtienen las siguientes conclusiones:

De las flores de Chrysanthemum coronarium se obtuvo un aceite esencial con las
siguientes caracteristicas: color azul intenso, olor desagradable, rendimiento de

0.134 %, densidad relativa de 0.755 g/mL y un indice de refraccién de 1.658.

Mediante un cromatégrafo de gases acoplado a espectrometria de masas (CG/MS),
se caracterizaron once metabolitos secundarios presentes en el aceite esencial de
Chrysanthemum coronarium, mostrandose como mayoritarios el 2,6,6-trimetil-2-
Ciclohexeno-1-metanol (23.392%), santolina trieno (14.495%), (Z)-B-farneseno

(9.676%), B-mirceno (6.461%) y trans-tonghaosu (8.705%).

Otro metabolito secundario bioactivo identificado y caracteristico del género
Chrysanthemum sp. fue el Acetato de trans-crisantenilo, el cual se encontré en una
concentraciéon de 4.077 %. Su identificacion se confirmé con el indice de retencion
calculado de 1282.3 y fue comparado con los resultados de la base de datos NIST

(National Institute of Standards and Technology).

Del bioensayo acaricida en el que se utilizé a Tetranychus urticae como modelo
biolégico, se determind que las concentraciones mds activas del aceite esencial
fueron las del 10 %y 5 % en donde se observé una mortalidad de la poblacién acaros

del 100 y 99 % respectivamente.

En el andlisis de la actividad antifungica, no se observd una efecto bioldégicamente
relevante por parte de las diferentes concentraciones utilizadas del aceite esencial,

en este caso se utilizé como control positivo al fungicida conocido como Benomilo.
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+* Enla evaluacién antioxidante, se determiné que el aceite esencial de C. coronarium

no presenta buen potencial de inhibicion oxidativa del sustrato natural B-caroteno.

+* En las determinaciones de la reduccién quimica de los radicales ABTS y DPPH, se
observo relativamente una buena actividad del aceite esencial, con concentraciones
efectivas (CEso) de 31.534 pg/mLy 15.5 ug/mL respectivamente, comparado con los

controles antioxidantes ya conocidos.
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APENDICE




INSTRUMENTACION
<» CROMATOGRAFIA DE GASES ACOPLADO A ESPECTROMETRIA DE MASAS (GC/MS)
Se utilizéd un cromatdgrafo de gases acoplado a masas Agilent Technologies 7890A /
5975C, con una columna capilar de 30m x 0.25 mm x 0.25 um utilizando un volumen de
inyeccion 0.5 pL. Se realizé una dilucidn con gas de 1:2000. La temperatura de columna
inicié con 70°C marcando una rampa de temperatura de 2°C/min hasta llegar a 100°C.,
continuando con una rampa de 10°C/min hasta llegar a 250°C. En cuanto al inyector la

temperatura de éste fue de 250°C.

Los espectros de masas obtenidos fueron comparados con los proporcionados por

la base de datos NIST.
s+ ESPECTROSCOPIA ULTRAVIOLETA (UV)

Las mediciones de absorbancia de las pruebas antioxidantes se realizaron en un
espectrofotémetro THERMO SCIIENTIFIC, modelo Genesys 20, en celdas de cuarzo de 10
mm. Como disolvente se empled metanol o agua destilada. Los valores de absorbancia (A)

Se expresan en nm.
<* EXTRACCION POR ARRASTRE DE VAPOR

Para esta técnica se adaptd un aparato Clevenger con algunas modificaciones, en el que
fueron utilizados un matraz bola de 5 litros, condensador y codos para conexién. Se aplico

calor utilizando parrilla eléctrica; los periodos de extraccidn fueron de 5 horas.

91









