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CARACTERIZACION FITOQUIMICA Y ACTIVIDAD BIOLOGICA DE
ESPECIES DEL GENERO AZORELLA, PRESENTES EN LA SIERRA SUR
ECUATORIANA

RESUMEN

En esta investigaciéon se evalud la actividad antibacteriana, antifiingica y antioxidante
del extracto metandlico de partes aéreas de Azorella pedunculata, recolectada en
paramos de Azuay y Cafiar. Se realizé una aproximacion a los compuestos mayoritarios
presentes en el extracto utilizando cromatografia en capa fina y métodos de revelado
quimico. El extracto presentd una actividad antioxidante moderada, equivalente a 488.25
umoles de trolox por mg de extracto. La concentracion minima inhibitoria para los
hongos Acremonium sp y Fusarium sp fue de 62.5 pg/ml. El extracto metanolico de la
especie en estudio no inhibié el crecimiento de siete bacterias patégenas a humanos,

ensayadas por la técnica de microdilucién en placas de 96 pocillos.

Los resultados obtenidos en este estudio evidencian el potencial de Azorella pedunculata
como fuente de compuestos antioxidantes y antifiingicos: compuestos insaturados y

fendlicos, evidenciados cualitativamente como mayoritarios en este extracto.

Palabras clave: Azorella pedunculata, antibacteriana, antifingica, antioxidante,

compuestos insaturados, compuestos fenolicos.
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PHYTOCHEMICAL CHARACTERIZATION AND BIOLOGICAL ACTIVITY
OF AZORELLA GENUS SPECIES, FOUND IN THE SOUTHERN
ECUADORIAN HIGHLANDS

ABSTRACT

In this research, we evaluated the antibacterial, antifungal and antioxidant activity of the
aerial parts of the methanolic extracts of Azorella pedunculata, collected in Azuay and
Cafiar grasslands. An approximation to the major compounds present in the extract was
carried out by using thin layer chromatography and chemical developing methods. The
extract showed a moderate antioxidant activity, equivalent to 488.25 trolox pmol per mg
of extract. The minimum inhibitory concentration for Acremonium sp and Fusarium sp
fungi was 62.5 ug / ml. The methanol extract of the species under study did not inhibit
the growth of seven pathogenic bacteria to humans, employing the micro-dilution assay

techniques on 96 well-plates.

The results obtained in this study showed the Azorella Pedunculata potential as a source
of antioxidants and antifungal compounds: unsaturated and phenolic compounds,

evidenced qualitatively as majority in this extract.

Keywords: Azorella Pedunculata, antibacterial, antifungal, antioxidant, unsaturated

compounds, phenolic compounds.
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CARACTERIZACION FITOQUIMICA Y ACTIVIDAD BIOLOGICA DE
ESPECIES DEL GENERO AZORELLA, PRESENTES EN LA SIERRA SUR
ECUATORIANA

INTRODUCCION

Los seres humanos a lo largo de la historia se han beneficiado de las plantas a través de

diversos usos, ya sea alimenticio, medicinal, control de plagas, entre otros.

Las plantas medicinales juegan un rol preponderante en la terapéutica de la humanidad.
Alrededor del 80% de la poblacion en paises en vias de desarrollo depende de las plantas
para su cuidado primario de salud. A pesar del importante progreso en sintesis organica
en el siglo XX, alrededor del 25% de las medicinas prescritas en paises industrializados

deriva directa o indirectamente de plantas (Newman et al., 2000).

Las plantas medicinales son consideradas como una fuente potencial de nuevas drogas
quimioterapéuticas debido a su contenido de fitoquimicos y a su poco o nulo efecto
toxico (Arina 'y Beg, 2000). La base de los medicamentos fitoterapéuticos son las drogas
vegetales y los diferentes productos que a partir de éstas se obtienen. No hay que
confudir los términos droga vegetal, planta medicinal y principio activo (Cafigueral et

al., 2003). La OMS definié estos conceptos de la siguiente manera:
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- Planta medicinal: Es cualquier planta que en uno 0 mas de sus Grganos contiene
sustancias que pueden ser utilizadas con finalidad terapéutica o que son precursores para
la semisintesis quimico farmacéutica.

- Droga vegetal: Es la parte de la planta medicinal utilizada en terapéutica.

- Principios activos: Son las sustancias responsables de la accion farmacoldgica
(OMS, 1978).

La Fitoterapia utiliza drogas vegetales y preparaciones de dichas drogas en la forma
farmacéutica méas adecuada para su administracion. Las investigaciones orientadas hacia
la busqueda de plantas con usos en fitoterapia se fundamenta en un proceso de seleccion
de especies candidatas en la cual se relaciona la actividad bioldgica promisoria con el
perfil de metabolitos secundarios. Esto permite confrontar la bioactividad con la
produccién de compuestos quimicos en las especies promisorias. En literatura existen
numerosos ejemplos de esta metodologia, desarrollada para extractos de plantas y

aceites esenciales. (Dorman y Deans, 2000; Karioti et al., 2001; Okawa et al., 2001).

Estudios de seleccion de especies con actividad antimicrobiana, antioxidante e
inhibidora de la proliferacion celular muestran un fundamento metodolégico similar: el
uso de bioensayos unido a métodos quimicos sencillos para establecer especies
candidatos para el desarrollo de farmacos por su bioactividad (Dorman y Deans, 2000;
Karioti et al., 2001; Okawa et al., 2001).

Cuando la causa de una enfermedad es conocida, es posible desarrollar pruebas directas
“in vitro” en los receptores o enzimas, de origen humano o animal, involucradas en la

patologia (Simoes-Pires et al., 2009).

Una combinacion de estrategias quimicas con screening biologico es la forma mas
eficiente para llegar a identificar especies vegetales promisorias para el desarrollo de
farmacos. Para el efecto es necesario poner a punto pruebas bioldgicas o farmacoldgicas
con el fin de localizar la actividad elegida en el extracto vegetal. (Simoes-Pires et al.,
2009).
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Es indispensable realizar investigaciones que permitan generar conocimiento y valor
sobre las plantas, debido a la creciente desaparicion de las selvas tropicales y otras

importantes areas de vegetacion. (Hostettmann y Marston, 2002).

Se debe enfocar urgentemente la atencion en un estimado de 250 000 plantas en la tierra,
de las cuales un gran porcentaje no ha sido investigado desde el punto de vista

fitoquimico (Hostettmann y Marston, 2002).

El Ecuador cuenta con una gran diversidad de flora, se han documentado 18 198
especies de plantas vasculares (Neil y Ulloa, 2011), de estas 5 172 especies son
utilizadas con diferentes objetivos: el 60% medicinales, el 55% como fuente de
materiales de construccion, el 30% comestibles y el 20% en usos sociales (ritos
religiosos), todo estos porcentajes sobre pasan el 100% cifra, que indica que las especies
vegetales tienen mas de un solo uso. La ventaja de estos recursos depende del grupo
étnico y la region geografica de la cual proviene, por ejemplo el 42% de las tierras bajas
del Oriente (Amazonia Ecuatoriana), 47% de los Andes y el 12% de las tierras bajas de

la Costa y de las Islas Galapagos (De la Torre et al., 2008).

Las etnias indigenas han logrado conservar su conocimiento ancestral, su tradicién y
cultura en relacion con la naturaleza, una de ellas es la comunidad de Quilloac, que
continua con su medicina tradicional basada en plantas medicinales. La Comunidad
Quilloac se encuentra localizada en las cercanias del cantén Cafiar, capital arqueoldgica
del Ecuador. (Proafio, 2009).

En la region austral se encuentran vestigios arqueoldgicos de la época preinca (Cerro
Narrio) y de la época incasica (Ingapirca). El historiador Julio Maria Iglesias en su obra
“Los aborigenes de Cafiar” (1964) establece que “los primitivos pobladores de Hatun
Cariar formaron con otras tribus la federacion de pueblos o tribus cafaris y siguieron con
ellas una sola y misma trayectoria historica”. El autor afirma que los cafiaris hablaban su
propia lengua, conocida como cafiare. La poblacion estimada de la comunidad de

Quilloac es de dos mil habitantes (Proarfio, 2009).



Abad Polo 4

En Ecuador, la investigacion en recursos naturales es un tema muy importante. Al
reconocer la alta biodiversidad de los ecosistemas nativos, la investigacion debe estar
orientada al aprovechamiento racional de nuestra riqueza, basado en los conocimientos

ancestrales de los usos de plantas medicinales.

Un grupo de especies boténicas que crecen en la region altoandina de Sudamérica y que
representan a los géneros Mulinum, Laretia y Azorella pertenecientes a la familia de las
Apiaceae (tribu Mulinae) han sido motivo de interés, por la diversidad de metabolitos
secundarios producidos, la potencialidad de las actividades bioldgicas detectadas y por
sus usos en la medicina folklorica. (Loyola et al., 2004).

Azorella compacta ha sido usada en las tierras altas de Chile como antidiabético
(Wickens, 1995) y para tratar el asma, bronquitis y resfrios (Munizaga et al., 1958;
Fuentes et al., 2005), mientras que en Perd se usa como antinflamatorio, utilizando la
resina en forma de emplasto sobre las contusiones y golpes en la piel (Brack, 1999;
Cabrera, 2007). Azorella trifurcata es utilizada en Argentina como expectorante y

antireumatico (Padin, 1999).

Los antecedentes fitoquimicos de la familia Apiaceae muestran que los compuestos mas
comunes son las cumarinas y sesquiterpenos, aunque también han sido descritos
alcaloides (cicuta). En lo que se refiere a estudios de especies de la tribu Mulinae, se han
hallado principalmente diterpenos y ocasionalmente flavonoides y compuestos
aromaticos (Loyola et al., 2005).

En la actualidad, se han estudiado los compuestos mayoritarios de las especies Azorella
cryptantha, Azorella compacta, Azorella madreporica, Azorella monantha, Azorella
julianiiy Azorella trifurcata. Estas especies han sido recolectadas principalmente en
Chile; también existen estudios de especimenes recolectados en Argentina (Colloca et
al., 2004).

Las especies de yareta Azorella compacta y Mulinum crassifolium, son ricas en

diterpenoides, compuestos con variedad de actividades bioldgicas (Loyola et al., 1997).
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En nuestro pais las especies del género Azorella se han caracterizado botanicamente y se
preservan debido al importante rol que juegan en el ecosistema paramo. Estas plantas
forman cojines compactos que actian como reservorios de agua gque alimenta lagos y

rios, asegurando reservas de agua para la poblacién (Ulloa et al., 2004).

No obstante, el potencial de estas especies como productoras de metabolitos secundarios
no ha sido estudiado a profundidad. Por consiguiente, el desarrollo de la presente
investigacion constituird una aproximacion inicial a la caracterizacion fitoquimica de
especies nativas del género Azorella. Los resultados obtenidos seran comparados con los

reportes previos de las especies estudiadas en Chile y Argentina.
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OBJETIVOS

Objetivo General:

Caracterizar los grupos de compuestos mayoritarios existentes en especies del género
Azorella, presentes en la sierra sur ecuatoriana y su actividad biolégica.

Obijetivos especificos:

- Determinar los compuestos fitoquimicos mayoritarios en Azorella.

- Establecer la actividad antioxidante, antibacteriana y antifungica de los

compuestos presentes en el extracto organico de especies del género Azorella.
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CAPITULO 1

FUNDAMENTO TEORICO

1.1 Generalidades de la familia Apiaceae

La familia Apiaceae pertenece a las plantas faner6gamas del orden Apiales, abarca
varias especies de hierbas y algunos arbustos, son cominmente conocidas como
umbeliferas. Esta familia presenta 418 géneros y alrededor de 3100 especies, siendo una
familia cosmopolita comln en regiones temperadas y relativamente rara en latitudes
tropicales (Figura 1). Tiene alrededor de 434 géneros, 3780 especies (Stevens, 2008). Se
han descrito en Argentina 200 especies que estan distribuidas en 47 géneros (Zuloaga,
et al., 2008).

Figura 1. Distribucion geografica de la familia Apiaceae.

Fuente: Stevens, 2008.
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Esta familia se caracteriza por la produccion de frutos arométicos que constan de
mericarpo y generalmente contienen aceites esenciales, por ejemplo las semillas de
algunas especies se emplean como aromatizantes, como por ejemplo: el anis (Pimpinella
anisum L.), el cilantro (Coriandrum sativum L.), el comino (Cuminum cyminum L.), el

eneldo (Anethum graveolens L.) y el hinojo (Foeniculum vulgar Miller).

Otras especies se usan para el arte culinario como el perejil (Petroselinum crispum) y la
zanahoria (Daucus carota L.), ademas de la elaboracion de cosméticos y licores como el
anis (Pimpinella anisum L.) (Hill, 1965.).

Muchas especies son venenosas, como ejemplo la cicuta (Coniumma calatum L.), que
fue empleada por Sécrates para su muerte (Heywood, 1985). Algunas especies
pertenecientes a esta gran familia de plantas son empleadas en medicina tradicional para
el tratamiento de enfermedades, como es el uso de infusiones de eneldo y anis para la

eliminacién de gases y dolores intestinales.

1.2 Descripcion botanica de la familia Apiaceae

Esta familia esta constituida por plantas herbaceas, algunas son tipo arbustivo. El tallo,
articulado en nudos y entrenudos, porta hojas alternas y en su mayoria divididas. Una de
las caracteristicas més sobresaliente de la familia es la inflorescencia en forma de
umbela, simple o compuesta (una umbela con varias umbelas en cada extremo). La
inflorescencia también puede adquirir la forma de capitulo, por acortamiento del
pedinculo de la umbela (Eryngium). Las flores en su mayoria son de color blanco,
actinomorfas y con nectarios, generalmente bastante pequefias, aunque pueden ser
zigomorfas (unisexuales o estériles), desarrollando desproporcionadamente 1 o 2 pétalos
(Tordylium apulum). El verticilo del céliz queda reducido a 5 dientecillos y en algunos
casos puede ser completamente inconspicuo. La corola esta formada por 5 pétalos, en

algunos casos bilobulados (Furnari et al., 2014).
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1.3 Descripcion boténica del género Azorella

Plantas perennes, bajas y extendidas, usualmente forman cojines de hierbas glabras o
pubescentes. Hojas pecioladas, membranaceas, carnosas o coriaceas, simples y enteras
con 5-7 I6bulos. Peciolo revestido o pulvinado y persistente en las ramas. Inflorescencia
de umbelas simples. Pedlnculos terminales, algunas o todas las umbelas sésiles.
Involucro presente, pero generalmente escondido por las hojas terminales. Pedicelos
extendidos ascendentes o erectos, frecuentemente elongados. (Mathias y Constance,
1976).

Dientes del céliz prominentes a obsoletos, pétalos de color blanco verdoso a amarillo,
ovalados, sin un &pice mas estrecho plegado, estilos cortos, persistentes o no, el
estilopodio conico a deprimido. Carpdforo 0. Fruto ovoide a orbicular, liso y cilindrico a
dorsalmente comprimido, glabro, costillas prominentes oscuras, un endocarpio lefioso
que rodea la cavidad de la semilla; semilla lisa y cilindrica aplanada dorsalmente en la

transaccion, la cara plana (Mathias y Constance, 1976).

1.4 El género Azorella en Ecuador

En Ecuador, el género Azorella se encuentra mayoritariamente en paramos andinos,
desde Carchi hasta Loja. A continuacion se presenta una lista de las especies que han

sido reportadas hasta el momento.

Tabla 1. Especies de Azorella presentes en Ecuador

1. Azorella pedunculata (Spreng.)

Azorella multifida (Ruiz &Pav.) Pers.

Azorella aretioides (Spreng.) DC.

Azorella crenata (Ruiz &Pav.) Pers.

2
3
4. Azorella biloba (Schltdl.) Wedd.
5
6

Azorella corymbosa (Ruiz &Pav.) Pers.

7. Azorella pulvinata Wedd.

Fuente: Jorgensen y Ledn-Yéanez, 1999.
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En el Parque Nacional Cajas, Azorella pedunculata es una especie muy comdn en varios
ambientes. Se trata de plantas dispuestas en almohadillas muy compactas y grandes de
hasta 2 metros de diametro. Las hojas estdn amontonadas al final de las ramas, miden
hasta 1 cm de largo, son muy duras y brillantes, tienen el apice profundamente partido
en 3 a 5 l6bulos espinosos. La inflorescencia es pequefia, mide menos de 1 cm vy tiene
hasta 20 flores. Las flores son diminutas, miden 3 mm de largo, son de color verde
amarillento (Ulloa et al., 2004).

1.5 Fitoquimica de Apiaceae y del género Azorella

Las plantas alimenticias de la familia Apiaceae como la zanahoria, el apio y el perejil,
contienen un grupo de compuestos bioactivos alifaticos conocidos como poliacetilenos
C-17 (Figura 2).

Figura 2. Acetilenos alifaticos aislados a partir de plantas alimenticias Apiaceae.

R1
—— — S R

. o2 ,.:f__"'/
P

1R' = OH, R? = H, Falcarinol (= panaxynol) RO 7

2 R' = R? = OH, Falcarindiol N

3 R' = OCOCHj, R? = OH, Falcarindiol 3-acetato SR = H, 2,3-Dihidrooenantetol

4R'=0OH, RI= OCH,, Falcarindiol 8-metil eter & R = COCH,, 2,3-Dihidrooenantetol acetato

Fuente: Christensen y Brandt, 2006

Estos compuestos han demostrado ser altamente toxico para los hongos, bacterias y
células de mamiferos, ademas de efectos neurotdxicos, anti-inflamatorios,

antiplaquetarios, entre otros (Christensen y Brandt, 2006).

En adicion a estos compuestos bioactivos, se han identificado flavonas a lo largo de
diferentes especies pertenecientes a esta familia (Figura 3), las cuales han servido para
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dividir la familia Apiaceae en dos grandes grupos: el primer grupo esta compuesto por
nueve tribus en el que las flavonas son raras o estan ausentes y el segundo grupo de
cuatro tribus (Apieae, Dauceae, Laserpitieae y Scandiceae) en el que las flavonas son
comunes o predominantes (Saleh et al., 1983; Zech, 1999). Junto con las flavonas un
namero limitado de isoflavonas han sido reportados en dos representantes de un género

(Bupleurum) (Figura 3), pertenecientes a la Apiaceae (Liang et al., 2000; Li y Yu, 1998).

Figura 3. Flavonas e isoflavonas presentes en diferentes especies de la familia
Apiaceae.

Flavonas

7R'=R?=R?=R*=R"= OH: Quercetina 10R' = R? = R" = OH: Naringenina
8R'=RZ=R?=R4=0H, R°=H: Kaempferol 11 R' = glucosa R?= R = OH: Naringenina 7-O-glucosido
9R'=R?=R"= OH, R*=R® = H: Apigenina

|zoflavonas

12 R' = B* = OH, R? = R¥ = R = H: Daidzeina
13R' =R¥=R'= OH, R? = R® = H: Genisteina
14R'=R"=0HR® = R = H, R* = OMe: Glicileina

Fuente: Saleh et al., 1983.

De la maleza toxica Conium maculatum L. (Apiaceae) fue aislado un nuevo alcaloide
relacionado con la coniina nombrado con el nombre comdn conmaculatin (2-
pentilpiperidina), el cual presenta una fuerte actividad anticonceptiva periférica y central

(Radulovic et al.,, 2012). Del aceite esencial de diferentes partes de la especie
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Smyrnium olusatarum, més conocido como Alexander o apio silvestre se identificaron
distintos furanosesquiterpenos (Figura 4). Estos aceites esenciales presentaron efectos

citotoxicos en lineas celulares tumorales (Quassinti et al., 2013).

Figura 4. Principales furanosesquiterpenos aislados del aceite esencial de Alexander.

0
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Fuente: Quassinti et al., 2013.

El género Azorella es bien conocido por tener un amplio rango de metabolitos
secundarios como diterpenoides, triterpenoides y flavonoides presentes en varias
especies de este género (Neira et al., 1998; Watcher et al., 1999; Loyola et al., 2004;
Fuentes et al., 2005; Areche et al., 2010).

Los resultados obtenidos de diferentes estudios del genero Azorella, principalmente
especies chilenas, han demostrado que son una fuente exclusiva de diterpenos del tipo

mulinano y azorellano (Figura 5).

Figura 5. Estructura de los ditepernos mulinano y azorellano.

Mulinano Azorellano

Fuente: Watcher, 1999.
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Del extracto de éter de petréleo de Azorella compacta, conocida como “yareta” fueron
aislados tres diterpenoides del tipo mulinano, el acido 11,13-dien-mulin-20-oico (15)
(Loyola et al., 1997), el acido 11,12-epoximulin-13-en-20-oico (16) (Loyola et al.,
1998) y mulinol (17) (Loyola et al., 1997). Estos diterpenoides se muestran en la
figura 6:

Figura 6. Diterpenoides del tipo mulinano aislados de Azorella compacta.

15 1B 17

Fuente: Loyola et al., 1997; Loyola et al., 1998.

Del extracto de éter de petréleo de Azorella madreporica recolectada al interior de
Vallenar, Chile, se logré el aislamiento de un nuevo diterpenoide del tipo azollerano: 17-
acetoxi-13a-hidroxiazorellano (18) y los nuevos norditerpenos 9,11-dihidroxi-8,9-
epoxiyaretano (19) y 11,13-dihidroxi-8,9-epoxiyaretano (20), que corresponden a un
esqueleto carbonado triciclico relacionado con el azorellano, que se originaria por
apertura del anillo ciclo propano y pérdida del C-17 (Wachter et al., 1998), ademas del
aislamiento de estos diterpenoides del tipo azollerano, de la especie Azorella yareta
Hauman, recolectada en la precordillera de Vallenar se aislé un nuevo diterpenoide

nombrado como 13B-hidroxiazorellano (21) (Loyola et al., 2001).

Los terpenoides anteriormente mencionados se indican en la figura 7:
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Figura 7. Terpenoides del tipo azorellano aislados de Azorella madreporica.
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Fuente: Watcher et al., 1998; Loyola et al., 2001.

Estos diterpenoides han mostrado una amplia variedad de actividades bioldgicas,
incluyendo trypanosomicida (Neira et al., 1998), trichomonicida (Loyola et al., 2001),
antibacterial (Watcher et al., 1999; Areche et al., 2010), disminucion de la motilidad y
viabilidad espermatica (Morales et al., 2003), antituberculosis (Molina-Salinas et al.,
2010), antiinflamatoria (Delporte et al., 2003) y antihiperglicémica (Fuentes et al.,
2005). Muchos triterpenoides tienen un rango Unico de efectos biologicos
potencialmente  viables como antiinflamatorio, antiulceroso, antimicético,

hepatoprotector e inmunomodulador (Dzubak et al., 2006).

Se ha reportado el aislamiento de isoflavonas en especies del género Azorella que han
demostrado actuar como fitoestrogenos disminuyendo la frecuencia de los sintomas de la
menopausia (Levis et al., 2011). Se han aislado isoflavonas de la especie Azorella
madreporica que mostraron actividad antibacterial y gastroprotectora (Quesada et al.,
2012).

Los metabolitos implicados en actividades bioldgicas involucran compuestos
constitutivos de las plantas en si, los cuales hacen parte de la composicion quimica de

cada especie (Morrissey y Osbourn, 1999). Sin embargo, estas moléculas pueden variar
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en concentracion o pueden ser precursores de otros compuestos sintetizados de novo,

como respuesta a diferentes formas de estrés (Pedras y Ahiahonu, 2005).

Estas variaciones se presentan frecuentemente en el caso de poblaciones de la misma
especie creciendo en regiones biogeogréaficas diferentes, en las que varia con el habitat y
las presiones externas a las que esta sometida una planta. Por lo tanto, los metabolitos
son el resultado de la interaccion del genoma de la planta con su ambiente, lo cual hace
parte de su sistema regulatorio de una forma integrada (Rochfort, 2005).

Es reconocido que la interaccion genotipo-ambiente afecta la composicion cuantitativa y
cualitativa de compuestos con propiedades antioxidantes como carotenoides Yy

tocoferoles, lo cual se refleja en su actividad bioldgica (Rochfort, 2005).
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CAPITULO 2:

MATERIALES Y METODOS

2.1 Materiales

2.1.1 Solventes, reactivos quimicos y medios de cultivo

Para la obtencion de extractos se empled metanol de grado técnico. Para el desarrollo del
bioensayo ante bacterias se utiliz6 medio de cultivo Mueller-Hinton (MH) y ante los
hongos medio de cultivo liquido Czapek, formulado a partir de reactivos de grado
analitico. Los reactivos utilizados para la determinacion de actividad antioxidante,
Trolox® (6-hidroxi-2,5,7,8, tetrametilcroman-2-acido carboxilico) y DPPH (2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl tetrazoliumsalt) fueron adquiridos de la casa comercial
SIGMA.

La composicion del medio Mueller-Hinton es la siguiente:

Reactivo Gramos por litro de agua destilada | pH
Peptona acida de caseina 175|73+£0.2
Agar 15

Almidon 15

Calcio 0.2-0.25

Magnesio 0.1-0.125

Tabla 2. Composicion del medio Mueller-Hinton.
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La composicion del medio Czapek se presenta a continuacion:

Reactivo Gramos por litro de agua destilada | pH
Cloruro de potasio 05]73+£0.2
Fosfato dipotasico 1.0

Nitrato de sodio 2.0

Sacarosa 30.0

Sulfato ferroso 0.01

Sulfato de magnesio 0.5

Tabla 3. Composicion del medio Czapek.

2.2. Métodos

2.2.1 Recoleccion del material vegetal e identificacion de las muestras

Las muestras se recolectaron en tres sitios. En cada sitio se establecié un punto de
recoleccion. Cada uno de ellos fue registrado en el sistema de coordenadas UTM, datum
WGS84.

Las partes aéreas de las muestras recolectadas fueron entregadas al Herbario Azuay e
identificadas taxonomicamente por el Blgo. Danilo Minga Ochoa. Todas

correspondieron a la especie Azorella pedunculata.

A continuacién, se indican los sitios de recoleccion, con sus respectivos puntos de

muestreo y especie recolectada:
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Tabla 4. Sitios de recoleccion de muestras de plantas del género Azorella.

Sitio de muestreo

Punto de recoleccion

Especie

Parroquia Cafiar,
Comunidad Quilloac,
canton Cariar, provincia de

Canfar.

Punto 1: 17M 724056
9715690
Altitud: 3778 m.s.n.m

Azorella pedunculata

Parroquia Sayausi, via al
Parque Nacional Cajas,
canton Cuenca, provincia

de Azuay.

Punto 2: 17M 701951
9692514
Altitud: 3606 m.s.n.m

Azorella pedunculata

Parroquia Luis Cordero,
canton Gualaceo, provincia

de Azuay.

Punto 3: 17M 756836
9670361
Altitud: 3190 m.s.n.m

Azorella pedunculata

Fuente: Autor.

Figura 8. Mapa de sitios de recoleccion.
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2.2.2 Preparacion del extracto

Las muestras se dejaron secar a temperatura ambiente durante 30 dias. Posteriormente se
pesaron 50 gramos de tallos y hojas en una balanza analitica. EI material fue triturado y
colocado dentro de un matraz Erlenmeyer de 1000 ml. A continuacion se afiadieron
aproximadamente 500 ml de metanol. El extracto se dejé macerar durante 4 dias.
Después de la maceracion, el material vegetal se separd del filtrado mediante papel
filtro. Posteriormente, el extracto fue obtenido mediante concentracion con un
evaporador rotatorio. Se programo el bafio maria del evaporador rotatorio a 40 °C y la
velocidad de rotacién a 150 rpm. La presion fue de 741 mbar. Se concentré el extracto

durante un periodo de 2 horas. Después se recuperd el extracto utilizando metanol.

Previo al desarrollo de bioensayos se eliminaron trazas de solvente con corriente de CO>

durante 2 horas.

2.2.3 Ensayos de actividad biologica in vitro

2.2.3.1 Bioensayo de actividad antibacteriana

Se realizdé un ensayo de actividad antibacteriana “in vitro” con 2 bacterias Gram
positivas: Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis y 5 bacterias Gram negarivas:
Proteus vulgaris, Salmonella tiphymurium, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y
Pseudomona aeruginosa. Las bacterias objetivo, previamente crecidas en medio liquido

Mueller-Hinton (MH), fueron diluidas con medio fresco estéril en proporcion 1:1.

Para evaluar la actividad antibacteriana se utilizo el proceso de microdilucién en placas
de 96 pocillos. Para desarrollar el bioensayo se prepar6 una solucion madre de extracto

de concentracion 500 pg/ml.
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Posteriormente, se prepar6 una solucién de trabajo diluyendo el extracto en medio MH
hasta una concentracién final de 100 pg/ml. Se realizé una dilucion seriada del extracto
desde la fila A hasta la fila H, en un rango de concentraciones de 100 a 0,78 pg/ml. Las
microdiluciones se realizaron por triplicado en las columnas 1,2 y 3 para la bacteria
objetivo 1y 6,7 y 8, para la bacteria objetivo 2. La columna 11 se designd para el control
positivo, (100 pl de medio mas 100 pl del inéculo). En la columna 12 se realizé control
de esterilidad del ensayo afiadiendo 200 pl de medio MH. Se utiliz6 dimetilsulfoxido
(DMSO) para mejorar la solubilidad de los extractos y gentamicina como antibiotico de
referencia. El efecto antibacteriano del antibidtico de referencia se verifico en las
columnas 5y 10 y del DMSO en las columnas 4, y 9. El volumen final de los pocillos

después de la inoculacidn con las bacterias objetivo fue de 200 pLL.

En cada placa de 96 pocillos fue posible probar el efecto del extracto ante dos bacterias
objetivo. La organizacion de las placas con controles positivo, de solvente, de esterilidad

y negativo se presenta en la figura 9:

Figura 9. Esquema para el desarrollo del bioensayo de actividad antibacteriana en
placas de 96 pocillos. Filas A-H: microdilucion. Columnas 1,2,3,6,7,8, repeticiones.
Columnas 5 y 10: antibidtico de referencia. Columna 4 y 9: DMSO. Columna 11:

control de crecimiento. Columna 12: Control de esterilidad.
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Posteriormente, las placas preparadas segun lo descrito se colocaron en una incubadora a
37°C vy después de 24 horas se procedid a observar los resultados. Se determind
visualmente el aumento de turbidez del medio de cultivo en comparacion con el control

de esterilidad.

2.2.3.2 Bioensayo de actividad antifangica

El ensayo de actividad antifungica se realiz6 con el fin de probar la eficiencia del
extracto de A. pedunculata ante hongos filamentosos contaminantes de cultivos “in
vitro” de orquideas, provistos por el Orquideario de la Universidad de Cuenca. Los

hongos pertenecen a los géneros Fusarium y Acremonium.

La evaluacion de la actividad inhibitoria del crecimiento de los hongos de prueba fue
desarrollada de acuerdo a la metodologia descrita por Cazar (2006). La solucién madre
de extracto fue preparada segun lo descrito en la seccion 2.2.3.1. Posteriormente, se
realiz6 una dilucién con medio Czapek hasta obtener una concentracion de 100 ul/ml de
extracto y se homogenizd mediante agitacion. La dilucion del extracto fue colocada en la
primera columna de una placa de dilucion de 96 pocillos. Se desarroll6 una
microdilucion en placa, desde la columna 1 hasta la columna 10, mientras que la
columna 11 se utiliz6 para control de esterilidad del medio y la columna 12 para control
de crecimiento de los microorganismos de prueba. Posteriormente, se inocularon todos
los pocillos, a excepcion de los controles de esterilidad, con una solucién acuosa de
concentracion 1x10° esporas/ml de Fusarium sp en las filas A,B,C,D y 1x10° esporas/ml
de Acremonium sp en las filas E,F,G,H. Las placas preparadas segun el esquema descrito
fueron incubadas por un periodo de 96 horas.

Posteriormente, la concentracion inhibitoria minima (CIM) fue determinada como la

concentracion que inhibe visualmente el crecimiento micelial de los hongos objetivo.

Los ensayos fueron realizados por triplicado.
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Figura 10. Esquema para el desarrollo del bioensayo de actividad
antifungica en placas de 96 pocillos. Columnas 1 a 10: microdilucién.
Columna 11: control de esterilidad. Columna 12: control de crecimiento.
Filas A a D: Inoculacion de Fusarium sp. Filas E a H: Inoculacion de

Acremonium sp.
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Fuente: Autor.

2.2.4 Ensayo de actividad antioxidante

Para determinar la actividad antioxidante del extracto en estudio se utilizé el método de
atrapamiento del radical DPPH (2,2-difenil-1-picryhydrazyl), Se utiliz6 como sustancia
de referencia Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8, tetrametilcroman-2-acido carboxilico), una

sustancia soluble en agua y analoga a la vitamina E.

Se prepar6 una curva de calibracion a partir de una solucién patrén de Trolox (250
pg/ml). La solucion de trabajo del radical libre estable DPPH se ajusto a una

concentracion de 250 pg/ml.
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Para el desarrollo de la reaccion se diluy6 la solucion de DPPH con metanol hasta una
concentracion final de 50 pg/ml. El atrapamiento del radical libre se monitore6 mediante
espectroscopia ultravioleta visible. Previo al andlisis se realiz6 un barrido para verificar
el maximo de longitud de onda, y se fij6 en 515 nm. La absorbancia de los patrones y
muestras fue leida usando como solvente de referencia metanol.

La solucion diluida de DPPH fue utilizada para fijar el rango méximo de absorbancia
para las lecturas espectrofotométricas. Este proceso se realizé por quintuplicado hasta
conseguir un valor de absorbancia de 1.1 + 0.2. Se prepar6 una serie de seis diluciones

de Trolox, en un rango de 0 a 800 uM para el desarrollo de la curva de calibracion.

La reaccion de atrapamiento del radical libre estable DPPH se desarroll6 en viales de 3
ml, mezclando 2850 pL de la solucion de trabajo de DPPH maés 150 pL de las diluciones

de Trolox. Se realizaron tres repeticiones por cada dilucion.

Para evaluar la capacidad antioxidante del extracto metanolico de Azorella pedunculata
se prepard una solucidn patrén de concentracién 1000 pg/ml. Posteriormente, el extracto
fue diluido para evaluar una solucién de trabajo de 100 pg/ml. El desarrollo de la
reaccion de atrapamiento de DPPH se realizd de igual forma que lo descrito para las
soluciones de Trolox. La reaccion de patrones y extracto se desarrollaron en condiciones
de oscuridad durante un periodo de 24 horas. Posteriormente se procedio a establecer la
curva de calibracion, realizando mediciones de absorbancia por triplicado. La ecuacién
generada a partir de la curva de calibracion se utiliz6 para estimar la capacidad
antioxidante del extracto, la cual fue expresada en pg de Trolox por mg de extracto. La

metodologia descrita fue adaptada del trabajo de Pegg et al., 2007.
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2.2.5 Caracterizacion fitoquimica del extracto orgénico

2.2.5.1 Cromatografia en capa fina

El ensayo cualitativo de identificacion de compuestos mayoritarios en el extracto
metanolico de A. pedunculata se realiz6 mediante estrategias de revelado quimicas de

cromatografia en capa fina.

Las cromatografias del extracto en estudio fueron desarrolladas utilizando placas
cromatograficas de silica gel de 8x3 cm y como fase movil una mezcla Hexano: Acetato
de Etilo en proporcién 7:3. Se escogio esta fase mdvil luego del estudio de diferentes
mezclas de los solventes anteriormente mencionados. La mezcla 7:3 gener6 la mejor

resolucion de los mayoritarios del extracto.

Con una micropipeta, se colocé una gota del extracto a 0.5 cm del borde inferior de cada

placa.

Las cromatografias fueron desarrolladas en vasos de precipitacion de 500 ml en los que
previamente se pusieron 10 ml de fase mavil. Los recipientes fueron cubiertos con papel
aluminio para permitir que se saturaran con los vapores de la fase movil. Después se
introdujeron las placas cromatograficas previamente sembradas con el extracto en
estudio. El solvente ascendié hasta 1 cm antes del borde superior de cada placa.
Posteriormente se retiraron las placas de los vasos, se dejaron secar y se procedio a la

observacién de las manchas correspondientes a los compuestos mayoritarios.

Se prepararon tres placas cromatogréaficas; se conservo una placa desarrollada sin revelar
como referencia, una fue sometida a yodo y otra a vapores de amoniaco. Las placas que
fueron reveladas se compararon con la placa de referencia, para determinar la existencia

de manchas no observadas en la placa sin revelar.
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2.2.5.2 Revelado quimico

Se emplearon dos estrategias quimicas: camara de yodo y vapores de amoniaco.

Se prepard una camara de yodo con el fin de evidenciar la presencia de compuestos
insaturados por la reaccion de dobles enlaces ante este elemento. La camara fue
preparada embebiendo yodo en un soporte de algodon, previamente sellado en un frasco
hermético. La placa cromatografica se sometié a la accion de este elemento por 20

minutos.

Otra placa cromatogréafica se someti6 a la accion de vapores de amoniaco bajo campana

de extraccion, para detectar la presencia de compuestos fendlicos.

2.2.5.3 Factor de retencion

Se calculé el factor de retencion (Rf) para cada compuesto de cada placa. EI Rf es la
relacion entre la distancia recorrida por el compuesto (X), la cual se mide desde el centro
de la mancha y la distancia recorrida por el eluyente (Y), denominada frente del
solvente; ambas tomadas desde el origen de la placa. Las distancias se midieron en

centimetros. El Rf es inversamente proporcional a la polaridad del compuesto.

El procedimiento para calcular el Rf se muestra en la figura 11.
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Figura 11. Calculo del Rf.
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Fuente: Watcher, 1999.
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CAPITULO 3

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Actividad antibacteriana

Figura 12. Actividad del extracto frente a
Proteus vulgaris (Columnas 1,2,3) y
Staphylococcus aureus (Columnas 6,7,8).
Columnas 4 y 9: DMSO.

Columnas 5 y 10: Gentamicina.

Columna 11: Control de crecimiento.

Columna 12: Control de esterilidad.

Figura 13. Actividad del extracto frente a
Enterococcus faecalis (Columnas 1,2,3) y
Salmonella typhimurium (Columnas 6,7,8).
Columnas 4 y 9: DMSO.

Columnas 5 y 10: Gentamicina.

Columna 11: Control de crecimiento.
Columna 12: Control de esterilidad.

Inhibicién por gentamicina
Fuente: Autor

Inhibicién por gentamicina.

Fuente: Autor

Se observa turbidez en las columnas
1,2,3,4,6,7,8,9, por lo que en éstas no
hubo del
bacteriano. Las columnas 5 y 10 se ven

inhibicion crecimiento

transparentes, lo que indica inhibicién del

crecimiento.

Se observa turbidez en las columnas 1,2,3,
4,6,7,8,9, por lo que en éstas no hubo
inhibicion del crecimiento bacteriano. Las
columnas 5 y 10 se ven transparentes, lo

que indica inhibicion del crecimiento.
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Figura 14. Actividad del extracto frente a
Klebsiella pneumoniae (Columnas 1,2,3)
y Pseudomona aeruginosa (Columnas
6,7,8).

Columnas 4 y 9: DMSO.

Columnas 5 y 10: Gentamicina.

Columna 11: Control de crecimiento.

Columna 12: Control de esterilidad.
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Inhibicidn por gentamicina

Fuente: Autor

Figura 15. Actividad del extracto frente a
Escherichia coli (Columnas 1,2,3,6,7,8).
Columnas 4 y 9: DMSO.

Columnas 5 y 10: Gentamicina.

Columna 11: Control de crecimiento.
Columna 12: Control de esterilidad.

Inhibicién por gentamicina

Fuente: Autor

Se observa turbidez en las columnas 1,2,3,
4,6,7,8,9, por lo que en éstas no hubo
inhibicion del crecimiento bacteriano. Las
columnas 5 y 10 se ven transparentes lo
que indica inhibicién del crecimiento.

Se observa turbidez en las columnas 1,2,3,
4,6,7,8,9, por lo que en éstas no hubo
inhibicion del crecimiento bacteriano. Las
columnas 5 y 10 se ven transparentes lo que
indica inhibicién del crecimiento.
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Satorres et al., (2013), elaboraron 9 extractos de Azorella trifurcata utilizando los
siguientes solventes: 100 % hexano, acetato de etilo-hexano en las siguientes relaciones:
10:90, 20:80, 30:70, 40:60, 50:50, 70:30, 100% acetato de etilo y metanol-acetato de

etilo en relacion 2:98.

Los extractos de 100% hexano, acetato de etilo-hexano 10:90, 20:80, 30:70, 70:30 y
100% acetato de etilo, mostraron una concentracion inhibitoria minima (CIM) de 2
mg/ml frente a Staphylococcus aureus. Los extractos acetato de etilo-hexano 40:60 y
50:50 mostraron una CIM de 0.5 mg/ml y el extracto metanol-acetato de etilo 2:98

present6 una CIM de 1 mg/ml frente a la bacteria mencionada.

El extracto de 100% hexano mostrd6 una CIM de 4 mg/ml frente a Pseudomona
aeruginosa y Escherichia coli, mientras que los extractos acetato de etilo-hexano 40:60,
50:50, 70:30 y metanol-acetato de etilo 2:98 mostraron una CIM de 2 mg/ml para ambas

bacterias.

Quesada et al., (2013), evaluaron la actividad antibacteriana de extractos metandélicos de
Azorella monantha y Azorella spinosa frente a Pseudomona aeruginosa, Acinetobacter

baumanni y Escherichia coli en un rango de concentracion de 1.25 a 0.078125 mg/ml.

Reportaron que no hubo inhibicién del crecimiento bacteriano en ninguna de las

concentraciones que emplearon.

El rango de concentracién al cual fue evaluado el extracto metandélico de A. pedunculata
fue de 100 a 0,78 pg/ml. Quesada et al., trabajaron con un rango de concentracion
mucho mayor al del extracto de A. pedunculata y mencionaron que no hubo inhibicién
del crecimiento bacteriano, por lo cual es de esperar que con el rango empleado en la
presente investigacion, tampoco hubiera inhibicion. De igual manera, el rango empleado

en este trabajo es inferior a las CIM reportadas en el estudio de Satorres et al.
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3.2 Actividad antifungica

Los resultados del ensayo de actividad antiflngica ante los hongos filamentosos de
prueba revelaron una moderada bioactividad del extracto de A. pedunculata. Los
resultados se expresaron como concentracion inhibitoria minima (CIM). La
concentracion inhibitoria minima es la mas baja concentracion de extracto que inhibe la

proliferacion de micelio fungal.

Figura 16. Actividad del extracto frente a Fusarium sp (filas A,
B, C,D) y frente a Acremonium sp (filas E,F,G,H). Se observa una
CIM de 62.5 pg/ml para Fusarium sp, sefialada en color rojo, al

igual que para Acremonium sp, sefialada en color amarillo.

Fuente: Autor.

En estudios que previamente se han realizado para probar bioactividad de extractos de
especies del género Azorella, no se ha evaluado su actividad antifingica. Los resultados
obtenidos en esta investigacion son promisorios y sefialan el potencial del extracto
metanolico de A. pedunculata como fuente de compuestos inhibidores del crecimiento

de hongos fitopatdgenos
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3.3 Actividad antioxidante

En el ensayo de actividad antioxidante se desarroll6 una curva de calibracion con un
rango de soluciones de Trolox. Los resultados del desarrollo de la curva de calibracion

se presentan a continuacion:

Tabla 5. Desarrollo de curva de calibracion de
solucién patrén de Trolox.*

*: Promedio de seis repeticiones.

Concentracion Trolox (UM) | Absorbancia*
0 1.055
25 1.036
150 0.941
300 0.808
450 0.742
600 0.578
800 0.397

Fuente: Autor.

El gréafico de la relacion entre la concentracién y absorbancia se presenta en la siguiente

figura:
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Figura 17. Curva de calibracion de solucion patron de Trolox, ecuacion de regresion por

minimos cuadrados y coeficiente de correlacion.

Curva de calibracion de solucion patron de Trolox

1.200
1.000
0.800
Absorbancia 0.600

0.400

0 100 200 300 400 500 600 70D BDD 900

Concentracion en puM de trolox

Fuente: Autor.

La absorbancia del extracto, evaluado en las condiciones descritas en la seccion 2.2.3.2,
fue aplicada en la ecuacion obtenida por minimos cuadrados, generando la actividad
antioxidante expresada en pmoles de trolox/mg de extracto. El calculo desarrollado se

presenta a continuacion:

Absorbancia — 1.0616
—0.008

umoles Trolox por mg extracto = * factor de dilucion

El factor de dilucion para este célculo es 10 (1 mg de extracto/ml diluido 10 veces para

preparar la solucion de trabajo (100 ug/mL)

0.671 —1.0616
Actividad antioxidante = o008 * 10 = 488,25 umoles Trolox por mg extracto *

*Promedio de nueve repeticiones.
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Los resultados indican que cada mg de extracto tiene una capacidad antioxidante
equivalente a 488.25 pumoles Trolox. Dado que el rango de concentraciones de Trolox
empleado va de 0 a 800 uM, se considera que el extracto de A. pedunculata presentd

una actividad antioxidante moderada.

3.4 Comparacion de placas cromatograficas

Los compuestos mayoritarios presentes en las placas cromatograficas de silica gel
embebidas en Hexano-Acetato de etilo en relacion 7:3, fueron evidenciados visualmente

y se calcul6 el factor de retencion (Rf) para cada compuesto de cada placa.

Figura 18. Comparacion de placa cromatografica de referencia (a) con placa revelada

en camara de yodo (b). Aparece un nuevo compuesto (compuesto 6).

Frente del

solvente Frente del solvente

- Compuesto 6

Compuesto 4
Compuesto 5

Compuesto 4

Compuesto 3
Compuesto 3

Compuesto 2 Compuesto 2

Compuesto 1 Compuesto 1

Origen

Origen

Fuente: Autor.
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Figura 19. Comparacion de placa cromatografica de referencia (a) con placa revelada

por vapores de amoniaco (c). Aparece un nuevo compuesto (compuesto 7).

Fuente: Autor.
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Tabla 6. Valores de Rf para los compuestos mayoritarios presentes en
las placas cromatograficas.

Compuesto Meétodo de revelado
Placa de Yodo Amoniaco
referencia

1 0.32 0.32 0.32

2 0.62 0.62 0.62

3 0.76 0.76 0.76

4 0.9 0.9 0.9

5 - 0.82 -

6 - 0.94 -

7 - - 0.44

Fuente: Autor.

Mediante el calculo de Rf se evidencia la presencia de compuestos que reaccionan
especificamente a los reactivos de revelado empleados para visualizar los metabolitos
secundarios mayoritarios del extracto de A. pedunculata. El analisis de estos datos
permite establecer dos compuestos que se revelan especificamente con vapores de yodo
(5 y 6) y un compuesto revelado Unicamente con vapores de amoniaco (7). Las
reacciones quimicas desarrolladas en las técnicas de revelado permiten identificar a
grupos de compuestos insaturados y fenolicos. Esta aproximacién preliminar concuerda
con los grupos mayoritarios de compuestos reportados por Neira et al., 1998; Watcher et
al., 1999; Loyola et al., 2004; Fuentes et al., 2005; Areche et al., 2010, para el género
Azorella: terpenos y fenodlicos. Para identificar compuestos especificos se requieren
estudios avanzados con patrones de referencia y separaciones cromatogréaficas finas en

sistemas de alta resolucion.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Los extractos metandlicos de Azorella pedunculata no inhibieron el crecimiento
de ninguna de las bacterias objetivo en el rango de concentracion bajo las
condiciones del bioensayo aplicado en este trabajo de investigacion.

Otros estudios reportaron actividad antibacteriana de extractos de Azorella, sin
embargo cabe recalcar que en éstos se utilizaron solventes ademas del metanol
para elaborar los extractos y los rangos de concentracion utilizados fueron
mayores al que se empled en este estudio. Se reportaron CIM desde 0.5 mg/ml
hasta 4 mg/ml. Es por esto que se recomienda realizar estudios adicionales de A.
pedunculata elaborando extractos con distintos solventes y partiendo de una

concentracion inicial de 0.5 mg/ml.

En lo que se refiere a la actividad antifungica, el extracto logré inhibir a hongos
fitopatdgenos de los géneros Acremonium y Alternaria. No se ha evaluado la
actividad antifangica de extractos de otras especies de Azorella, sin embargo los
resultados reportados en este estudio son alentadores, razon por la cual es
necesario realizar mas estudios sobre las especies del género Azorella como

posibles inhibidores fungicos.
El extracto de A. pedunculata mostr6 una actividad antioxidante moderada.
La caracterizacion fitoquimica reveld la presencia de compuestos insaturados y

compuestos fendlicos, los cuales han sido descritos en otras especies de Azorella

y a los que se atribuye su actividad biologica.

Finalmente, se recomienda realizar mas investigaciones fitoquimicas sobre

Azorella pedunculata y otras especies de Azorella presentes en Ecuador, ya que
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este género tiene un gran potencial para ser usado para inhibir el crecimiento de

hongos fitopatdgenos y como antioxidante.
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Anexo 1. Calculos realizados para obtener el valor en micromoles de trolox/mg de

extracto.

Concentracion trolox (M) Absorbancia Promedio  Mediana  Desv estandar
0 09 LR L6 L6 L8 00
0 05 0 100 18 1m0
5 0B B 106 1w W% 0
5 W6 L% LM 1 W% 0
150 0% 0% 09 09 0% 000
150 098 09 0 0 0% 0N
30 095 098 0% 08 093 0B
) 0 0% 03 0N 0% OO
) 05 OB 0B 0% OB 000
) oS OB 0T om0 0BT 00
i 069 0 059 0 08 00
60 0 0% 04 05 0% 00
800 M 0B 0 0 0% 0
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Anexo 2. Célculos realizados para obtener los factores de retencién de los métodos
de revelado cromatografico.

Rf Calculo | Resultado
1 2.1/6.6 |0.32

2 4.1/6.6 | 0.62

3 5/6.6 0.76

4 6/6.6 0.9

5 5.4/6.6 | 0.82

6 6.2/6.6 | 0.94

7 2.9/6.6 | 0.44
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