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RESUMEN

La presente investigacién tuvo como objetivo evaluar la actividad antimicrobiana,
antioxidante in vitro y determinar la composicion quimica de los aceites esenciales
de Senecio nutans Sch. Bip (Wiskataya), Senecio calvus Cuatrec (Huamanripa) y
Senecio chiquianensis Cabrera (Remilla). Los aceites esenciales fueron obtenidos
de las partes aéreas por el método de destilacion por arrastre de vapor de agua,
posteriormente se determinaron sus propiedades fisicas. Las muestras fueron
sometidos a la determinacion de la composicién quimica mediante Cromatografia
de Gases /Espectrometria de Masas (CG/EM). La actividad antimicrobiana se
evalu6 mediante el método de microdilucion colorimétrica y se determind la
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI). Se evalud la actividad antioxidante
mediante el método de captacion del radical 2,2-difeneil-1-picril-hidrazilo (DPPH).
Los rendimientos obtenidos para los aceites esenciales de S. nutans Sch. Bip, S.
calvus Cuatrec S. chiquianensis Cabrera fueron 0,97, 0,42 y 0,03%
respectivamente. El analisis de CG/EM revel6 que los hidrocarburos
monoterpenos fueron los componentes mayoritarios, seguidos de los
sesquiterpenos. Por el método de microdilucién, los aceites esenciales estudiados
presentaron actividad antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus ATCC
25923 y Bacillus subtilis ambiental y escasa actividad frente Escherichia coli cepa
clinica y Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. En el anadlisis de DPPH, se
obtuvo un ICso de 11,06 mg/mL para el aceite esencial de Senecio nutans Sch.
Bip, un ICso de 8,85 mg/mL para Senecio calvus Cuatrec y un ICsy de 4,205
mg/mL para Senecio chiquianensis Cabrera, valores que exhiben capacidad
antioxidante como donadores de electrones al radical DPPH menor que la
sustancia de referencia Trolox® (IC50,=0,0038 mg/mL). Se concluye que los
componentes quimicos de los aceites esenciales de S. nutans Sch. Bip, S. calvus
Cuatrec y S. chiquianensis Cabrera, poseen actividad antimicrobiana frente a las
bacterias Gram positivas analizadas, asimismo presentan capacidad antioxidante
menor que el estandar Trolox, siendo el aceite esencial de S. chiquianensis
Cabrera (Remilla) la que evidencia un prometedor efecto natural.

Palabras clave: Senecio nutans Sch. Bip, Senecio chiquianensis Cabrera,
Senecio calvus Cuatrec, aceite esencial, Cromatografia de gases/espectrometria
de masas, actividad antimicrobiana, actividad antioxidante.



SUMMARY

The present research had as objetive to evaluate antimicrobial activity, antioxidant
in vitro and determine the chemical composition of the essential oils of Senecio
nutans Sch. Bip (Wiskataya), Senecio calvus Cuatrec (Huamanripa) and Senecio
chiguianensis Cabrera (Remilla). The essential oils were obtained from the aerial
parts by the steam distillation method, after which their physicochemical constants
were determined. The samples were subjected to the determination of the
chemical composition by Gas Chromatography/Mass Spectrometry (GC/MS). The
antimicrobial activity was evaluated by the colorimetric microdilution method and
the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) was determined. The antioxidant
activity was evaluated by the method of uptake of the 2,2-diphenyl-1-picryl-
hydrazyl radical (DPPH). The yields obtained for the essential oils of S. nutans
Sch. Bip, S. calvus Cuatrec S. chiquianensis Cabrera were 0.97, 0.42 and 0.03%
respectively. GC/MS analysis revealed that monoterpene hydrocarbons were the
major components, followed by sesquiterpenes. By the microdilution method, the
essential oils studied showed antimicrobial activity against Staphylococcus aureus
ATCC 25923 and environmental Bacillus subtilis and little activity against
Escherichia coli clinical strain and Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. In the
DPPH analysis, an IC50 of 11 was obtained, 06 mg/mL for the essential oil of
Senecio nutans Sch. Bip, an IC50 of 8.85 mg/mL for Senecio calvus Cuatrec and
an IC50 of 4.205 mg/mL for Senecio chiquianensis Cabrera, values that exhibit
antioxidant capacity as electron donors to the DPPH radical lower than the
reference substance Trolox® (IC50 = 0.0038 mg / mL). It is concluded that the
chemical components of the essential oils of S. nutans Sch. Bip, S. calvus Cuatrec
and S. chiquianensis Cabrera, have antimicrobial activity against Gram positive
bacteria analyzed, also have antioxidant capacity lower than the standard Trolox,
being the essential oil of S. chiquianensis Cabrera (Remilla) which shows a
promising natural effect.

Keywords: Senecio nutans Sch. Bip, Senecio chiquianensis Cabrera, Senecio
calvus Cuatrec, essential oil, Gas Chromatography / Mass Spectrometry,
antimicrobial activity, antioxidant activity.



I.  INTRODUCCION

En nuestros dias, se viene investigando ampliamente el uso de nuevas
alternativas a los antibiéticos tradicionales para tratar diversas enfermedades®. El
Pert, es poseedor de una gran diversidad de plantas nativas, originarias de
pueblos indigenas, quienes han transmitido sus conocimientos y practicas
basadas en creencias generacion tras generacién, con el fin de prevenir,

diagnosticar o tratar diversas enfermedades®?>.

Los aceites esenciales (AE) son el producto final del metabolismo secundario de
las plantas aromaticas; estos estan constituidos por terpenos con actividad
biolégica y composicion variada®. La explotacién actual de los aceites esenciales
como un reemplazo potencial en la terapia, representa "una nueva era de
ILWRIIUPDFRV" HQ HO IXWXUR ORVSD¥BUWHH VW WUIHQRIRDGH
agentes curativos tradicionales para convertirse en una terapia ampliamente
utilizada en el dominio de la medicina moderna, industria alimentaria, cosmética,

etc., de ahf su gran valor e importancia econémica®®”’.

Desde que empezaron a utilizarse los antibidticos, se viene advirtiendo que, si no
se lleva a cabo un uso racional de estos potentes farmacos, los agentes
patégenos pueden crear resistencia contra ellos en poco tiempo®. La estrategia ha
sido continuar la busqueda de nuevos antibioticos naturales, asi como desarrollar

modificaciones sintéticas de antibiéticos existentes para recuperar eficacia®.

Lo expuesto, evidencia claramente la importancia del estudio de los aceites

esenciales provenientes de plantas medicinales peruanas; para lo cual, luego de

[1]



un andlisis etnobotanico y taxondmico fueron seleccionadas tres especies:
Senecio nutans Sch. Bip, Senecio calvus Cuatrec y Senecio chiquianensis
Cabrera, plantas que carecen de estudios en nuestro medio, bajo los enfoques
gue persigue la presente investigacion.

Se ha evidenciado su amplio uso en la medicina tradicional, como diuréticos,
reguladores  del periodo  menstrual, cicatrizantes, antirreumaticos,
anticancerigenos, entre otros usos’. En ese sentido este trabajo busca no sélo
aprovechar y revalorar la riqueza biol6gica de nuestro pais, sino también abrir
puertas, acelerar el proceso de nuevas investigaciones en el campo relacionado y
dar respaldo cientifico al conocimiento popular.

Por lo mencionado, los objetivos planteados fueron:
1.1. Objetivo General.

Determinar la actividad antimicrobiana, antioxidante y la composicién quimica de
aceites esenciales de tres plantas del género Senecio del Peru.

1.2. Objetivos especificos.

9 Extraer aceites esenciales de las partes aéreas de Senecio nutans Sch.
Bip, Senecio calvus Cuatrec y Senecio chiquianensis Cabrera, por el
método de destilacion por arrastre de vapor de agua.

9 Realizar la elucidacion estructural mediante Cromatografia de Gases/
Espectrometria de Masas (CG/EM) de la composicion de los aceites
esenciales de Senecio nutans Sch. Bip, Senecio calvus Cuatrec y Senecio

chiquianensis Cabrera.

[2]



9 Determinar la actividad antioxidante in vitro de los aceites esenciales de
las tres especies en estudio por el método de captacion del radical 2,2-
difeneil-1-picril-hidrazilo (DPPH).

9 Determinar la actividad antimicrobiana in vitro de los aceites esenciales
extraidos, frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus subtilis
ambiental, Escherichia coli cepa clinica y Pseudomonas aeruginosa ATCC

27853 por el método de microdilucién colorimétrica.

1.3. Hipotesis

Los componentes quimicos de los aceites esenciales de Senecio nutans Sch. Bip,
Senecio calvus Cuatrec y Senecio chiquianensis Cabrera, poseen actividad

antimicrobiana y antioxidante in vitro.

[3]



2.1.

II.  GENERALIDADES

Antecedentes generales.

Mostacero et al. (2011) registraron una clasificacién sistematica e informacion
relacionada a diversas plantas medicinales del Perlu con referencia a su
Taxonomia, Ecogeografia, Fenologia y Etnobotanica. Con respecto al género
Senecio, evidencian la existencia de 5 especies de este género en el Peru, tales

como: Senecio canescens (H. B. K.) Cuatrecasas, Senecio chionogeton Weddell,
Senecio mathewsii Weddell, Senecio rudbeckiaefolius Meyen & Walpers y
Senecio tephrosioides Turckz®.

En otro estudio Andreani et al. (2015) determinaron la composicion y variabilidad
quimica del aceite esencial de Senecio vulgaris L. mediante el andlisis de
Cromatografia de Gases/Espectrometria de Masas (CG/EM) y Cromatografia de
Gases/Detector de ionizacion de llama (CG-FID), recolectadas en 30 localidades

GH &yUFHJD /RV FRPSXHVWRYV -Sibweé (1SEYBH)V(E)*HURQ
cariofileno (2; 5,6%), terpinoleno (3; 5,3%), ar-curcumeno (4; 4,3%) y geranil
linalol (5; 3,4%). Este estudio confirmd que existe una relacién entre la naturaleza

del suelo, la composicion quimica de los aceites esenciales y caracteristicas
PRUIROYJLFDV GH OD SODQWD D Ghumilends poBraRs&¥HQ T XH
utiizado como marcador taxonémico para la clasificacion futura del género
Senecio™.

Ochoa K. et al. (2012). Caracterizaron y evaluaron la actividad antibacteriana del

aceite esencial de Senecio graveolens Wedd (Wiskataya) mediante el analisis

CG/ EM y método difusion en agar en pocillos respectivamente. Sus resultados

[4]



muestran que el aceite esencial tanto de hojas y tallos poseen una actividad
antibacteriana moderada frente a Escherichia coli y Staphylococcus aureus ATCC
29923, En otro estudio Lopez et al. (2014) determinaron la composicién
qguimica, actividad antibacteriana y repelente de los aceites esenciales de
Azorella trifurcata, Senecio pogonias y S. oreophyton, revelando que las especies
de Senecio estdn caracterizadas por un alto contenido de hidrocarburos
MRQRWHUSHQRYV lpineno Ed&Q componente principal presente en los
aceites esenciales de S. pogonias y S. oreophyton®?.

Lone et al. (2014) evaluaron la actividad antioxidante y citotdxica del aceite
esencial de diferentes partes de la planta de Senecio graciliflorus DC. obtenidos
por Hidrodestilacion. Sus resultados muestran una fuerte actividad antioxidante
del aceite esencial de la flor, con un valor 1C50-21,6 £ 0,6 y 26,0 = 1,0 pg/ml en
ensayo DPPH vy radical hidroxilo respectivamente. Con respecto a la actividad
citotoxica, los aceites esenciales de flor y raiz (ICs,-19,1 + 0,9 y 21,3 £ 1,1 g/ml)

evidencian tener alta actividad contra lineas celulares de cancer de pulmén®>.

Kahriman et al. (2011) determinaron la composicion quimica y la actividad
antimicrobiana del aceite esencial de la flor, hoja y raiz de Senecio pandurifolius,
donde el perfil quimico revela el predominio de hidrocarburos sesquiterpenos
(>40%). Los aceites esenciales tienen actividad contra las bacterias Gram
positivas, Mycobacterium y hongos, pero no contra bacterias Gram negativas. Asi
mismo muestra que el aceite esencial de hojas tiene una alta actividad
antimicrobiana'. Por otro lado, Arancibia et al. (2010) determinaron la

composicion quimica y la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales de las

[5]



especies Senecio mustersii y S. subpanduratus (plantas aromaticas de la
Patagonia Argentina), obtenidos por la técnica de hidrodestilacion con un
rendimiento de 0,81% para S. subpanduratus y 0,71% para Senecio mustersii. La
especie Senecio mustersii present6 actividad antibacteriana frente a S. aureus y
Senecio subpanduratus frente a todas las bacterias estudiadas (S.aureus, E.coli y
P. aeruginosa). Ademas, su aceite esencial no presenté actividad antifingica,
mientras que Senecio subpanduratus present6 actividad contra algunas especies

de Candida®.

Del Pilar M (2009) realiz6 el Screening fitoquimico, antimicrobiano y antioxidante
de 7 plantas pre-andinas y del altiplano chileno, dentro de los cuales estudi6 3
especies del género Senecio (S. nutans Sch. Bip, S. adenophyllus Meyen et Walp,
S. trifurcifolius Hieron). Determind que la especie Senecio adenophyllus presenta
actividad antimicrobiana de amplio espectro contra bacterias Gram positivas y
Gram negativas a excepcion de las bacterias K. pneumoniae y S. aviatum; asi
mismo demostré que todos los extractos apolares y aceite esencial de Senecio
trifurcifolius presenta una actividad de amplio espectro'®. En otro estudio Benites
et al. (2011). determinaron la composicién quimica y el Screening antimicrobiano
del aceite esencial de hojas y tallos de la especie Senecio atacamensis, obtenido
por hidrodestilacion. La identificacion de los componentes quimicos se realizo
mediante el analisis de CG en hojas y tallos, evidenciandose .-WHUSLQHQR
felandreno y p-cimeno como los monoterpenos mas abundantes. Ademds, se
ensay0 el aceite para determinar su actividad antimicrobiana, exhibiendo una

inhibicién moderada de bacterias patégenas humanas®’.
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Kenoufi et al. (2017). identificaron la composicion quimica, actividad
antimicrobiana del aceite esencial y nimero de cromosoma de Senecio jacobaea
L. de Argelia. Este aceite se caracterizd por la presencia de pentanol-3-metilo
(25,70%), seguido de ciclopentanodiona-3-metil-1,2 (22,83%) vy fitol (3,15%). Los
hidrocarburos y alcoholes representan el 56% del aceite de S. jacobaea. El aceite
esencial, probado en 5 cepas bacterianas y levadura, mostr6 una actividad
antimicrobiana relativamente moderada contra todas las bacterias ensayadas. La
poblacién de S. jacobaea evidencié un nimero de cromosoma de tetraploide, 2n =

4x = 40, con un nimero cromosémico basico x = 10%8,

2.2. MARCO TEORICO

2.2.1. Plantas Medicinales

Son vegetales que tienen la capacidad de elaborar unos productos llamados
SSULQFLSLRYVY DFWLYRV" HVWRV FRPSXHROWRY FIDMHRIEBID X
organismo vivo, pudiendo ser beneficiosa o perjudicial*®. Estos principios activos
se encuentran desigualmente concentrados en los 6rganos aprovechables de las

SODQWDYV D ODV TXH VH GHQRPLQDQ :GURJDV YHJHWDOH\

La parte mas empleada de la planta es la hoja, aqui se llevan a cabo todas las
sintesis quimicas vegetales, produce los heterosidos y gran parte de los
alcaloides; muchas veces los principios activos pueden estar contenidos ademas
en el tallo, especialmente en la corteza y parte situado entre el corazén y la

corteza, por lo que algunas veces el tallo tiene aplicaciones terapéuticas. Otro
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organo vegetal bastante usado es la flor, muy valorada en la fitoterapia, cargada a

veces de principios activos®.

Las plantas medicinales y aromaticas forman parte de la historia del hombre. En
la actualidad, aproximadamente el 80% de la poblacibn mundial acude a la

medicina tradicional para tratar diversas enfermedades?®.
2.2.2. Plantas aromaticas

Son aquellas que por procesos fisicoquimicos biosintetizan y liberan sustancias
aromaéticas volatiles'’, dicho de otra forma, representan a las plantas medicinales

cuyos principios activos se constituyen, total o parcialmente, por esencias™®.

La sola presencia de una minima concentracion de aceite esencial condiciona que
una planta sea aromatica, ademas estas plantas pueden tener cientos de

componentes quimicos de tipo terpenoide y/o fenilpropanoide?*.
2.2.3. Familia Asteraceae

Esta familia se caracteriza por presentar las flores dispuestas en
una inflorescencia compuesta, denominada capitulo, la cual se halla rodeada de
una o mas filas de bracteas (involucro). El calfcaWLYR 3$VWHUDFHDH" GHU
género de la familia Aster, a su vez este término proviene del griego s12 Rhue
VLIQLILFD 3 HVWUHOOD ™ \ KDFH UHRHWW@ RIQDF IDD OLCR VR B PP &
de esta familia se distribuyen ampliamente desde las regiones polares hasta los

trépicos, conquistando asi todos los habitats disponibles®.
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Muchas especies contienen latex y también aceites esenciales, ademas pueden o
no ser resinosas. Las hojas en general estan muy bien desarrolladas, en algunos
casos se hayan bien reducidas. En general pueden ser anuales, bienales o

perennes, no son plantas suculentas®.

En el Perd, una de las familias vegetales con mayor riqueza de especies

aromaticas son las Asteraceae (Tagetes, Senecio, Baccharis, etc).
2.2.4. Género Senecio

Dentro de las Angiospermas, el género Senecio (Asteraceae) es considerado
como uno de los mas ricos en especies, teniendo distribuidas alrededor del
mundo 1500 especies en regiones frias y tropicales, especialmente en Europa,
Africa, América Central y del Sur'’. Este género representa una gran fuente de
alcaloides pirrolizidinicos o alcaloides hepatotoxicos como la fucsina y rutina,
alcaloides que evidencian propiedades semejantes a la atropina, siendo aplicadas
con el mismo fin en la medicina®.

En el Perl se registran 230 especies, situadas entre 500 y 4700 msnm, ocupando
asi distintos ambientes ecoldgicos, desde la costa desértica, lomas, matorrales
xerofiticos, valles interandinos hasta la puna, en el limite de la vegetacion. Gran
namero de estas especies son consideradas como endémicas, ya que presentan
distribucion restringida®* %°.

Registros posteriores y descripciones de especies nuevas estan contribuyendo a

incrementar la riqgueza de Senecio para el Pera.
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2.2.5. Plantas Medicinales en estudio.

2.2.5.1. Senecio nutans Sch. Bip.

Clasificacion Taxonémica:

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA
CLASE : MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE : ASTERIDAE

ORDEN : ASTERALES

FAMILIA : ASTERACEAE
GENERO ; Senecio

ESPECIE : Senecio nutans Sch. Bip

Sinénimos: Senecio graveolens Wedd., Senecio graveolens var. graveolens,

Senecio graveolens var. Psiloachaenius Cabrera, Senecio psychrophilus Wedd °.
Nombres comunes: 3:LVNDWD\D" 3&KDFKDFRPD”

Descripcion: Arbusto aromaético, perennifolio de 30 - 50 cm, Ramas densamente
hojosas. Hojas alternas, lineares-lanceoladas, suculentas, pequefias, algo
alargadas, de 2 - 5 mm x 1 - 2 mm, sésiles, comprimidas sobre el tallo, de borde
lobulado a manera de 5 dedos carnosos e involutos. Capitulos axilares, de 10 x 5
mm, cortamente pedunculados, con dos bracteolas alternas. Caliculo formado por

9 bracteas dispuestas en dos verticilos: el externo con 4 y el interior con 5.
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Involucro formado por 7 - 9 bracteas lanceoladas de 6,5 mm. Flores amarillas o
amarillo-rojizas, tubulosas, pentadentadas, hermafroditas, actinomorfas, con caliz
plumoso, de color blanco; estambres con anteras unidas; ovario infero y estilo
dividido en dos ramas. Fruto, un aquenio glabro. Florece en cualquier época del
afo, preferentemente en invierno y primavera. Crece en suelos arenosos y

arcillosos de laderas de cerros, bordes de la carretera® /.

Distribucidn geografica:  Planta altoandina, desde el centro del Pert hasta norte
de Argentina. En Ancash, Lima, Junin, Huancavelica, Ayacucho, Moquegua,
Arequipa, Tacha y Puno, entre los 3000 y 4500 msnm?®*. En Lima ha sido
registrada en las provincias de Cajatambo, Canta, Huarochiri y Yauyos. Se halla
distribuida también en Bolivia (La Paz, Oruro, Potosi), Argentina (Catamarca,

Jujuy, La Rioja, Salta, Tucuman), Chile (Tarapaca, Antofagasta)®.

Usos de la especie: Las infusiones de hojas y flores, a menudo en combinacién
con hojas de coca son utilizadas en los andes como remedio para el mal de altura
(soroche). Ademas, la infusién se utiliza como farmaco de alivio del dolor de
cabeza, dolores estomacales, en mate (hojas y ramas) para la fiebre, tos y
resfriado fuerte. Sus hojas se mezclan con otras pomadas (alcanforadas) para

dolores® %7,
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2.2.5.2. Senecio calvus Cuatrec.

Clasificacion Taxonémica:

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA
CLASE : MAGNOLIOPSIDA
SUBCLASE : ASTERIDAE

ORDEN : ASTERALES

FAMILIA : ASTERACEAE
GENERO ; Senecio

ESPECIE : Senecio calvus Cuatrec

Sinbnimos: Senecio graveolens Wedd., Senecio graveolens var. graveolens,

Senecio graveolens var. psiloachaenius Cabrera, Senecio psychrophilus Wedd %°.

Nombres comunes: SKXDPDQULSD® SKXDPDQULSD YHUGDGHUL

SKXDPDQ KHPEUD”

Descripciéon:  Arbusto de hojas lanceoladas-lineales con flores amarillas o

blancas con una altura media de aproximadamente 30 cm?®.

Distribucion geogréafica: Endémica del Perq, se halla principalmente en Ancash,

en Lima se puede recolectar en Canta, entre los 3500 a 4500 msnm?*?°.

Usos de la especie: Su empleo estd relacionado especialmente como

antitusigeno y en general problemas respiratorios en forma de infusion, ademas
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las plantas son utilizadas también como antiinflamatorios, antimicrobianos y

analgésicos?®.
2.2.5.3. Senecio chiquianensis Cabrera.

Clasificacion Taxon6mica

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA

CLASE : MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE : ASTERIDAE

ORDEN : ASTERALES

FAMILIA : ASTERACEAE

GENERO ; Senecio

ESPECIE : Senecio chiquianensis Cabrera

Sinénimos: Senecio chiquianensis var. chiquianensis.

Nombres comunes: 3UHPLOOD’

Descripcion: Plantas herbaceas de flor amarilla con hojas alternas, pinnadas

lobuladas.

Distribucion geogréafica:  Perd, en Cajamarca a 2750 msnm, en Ancash a
3850 £ 50msnm, en La Libertad a 2800 msnm, en Ayacucho a 3 3350 + 50msnm

a Colombia.
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Usos de la especie: En la medicina popular es empleado bajo distintas formas de
preparacion, tales como infusiones, decocciones y cataplasmas para tratar

trastornos renales y Ulceras®.
2.2.6. Aceites esenciales

Los aceites esenciales son mezclas complejas de compuestos organicos
procedentes del metabolismo vegetal, generalmente terpenos. Se clasifican en
base a su consistencia, origen y naturaleza quimica de los componentes

mayoritarios?* %°.

De acuerdo a su consistencia se clasifican en Esencias fluidas (liquidos volatiles a
temperatura ambiente), balsamos (mas espesos y poco volatiles) y oleorresinas
(liquidos muy viscosos o0 sustancias semisolidas). De acuerdo a su origen pueden
ser naturales (no sufren modificaciones quimicas y fisicas), semisintéticas o
artificiales y sintéticos. De acuerdo a su naturaleza quimica, se clasifican en

aceites esenciales monoterpénicos, sesquiterpénicos y fenilpropanicos®*.
2.2.6.1. Extraccion de aceites esenciales

El proceso de obtencion de aceites esenciales dependera de la morfologia de la
especie vegetal, variedad de la especie y porcentaje de rendimiento. Entre los
métodos de extraccion de aceites esenciales destacan los siguientes: Destilacion
con vapor de agua, columna de destilacion discontinua, hidrodestilacion con
arrastre de vapor de agua a presion y temperatura controlada, extraccion por
fluidos supercriticos, extraccion por expresion y extraccion con solventes
29,30.

organicos
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2.2.6.2. Importancia en la Salud.

El uso de plantas aromaticas medicinales se ha ido incrementando cada vez mas,
aproximadamente el 60% de la poblacion mundial depende de plantas
medicinales para su atencion primaria, tal es asi que el interés en la Fitomedicina

se ha renovado desde la Gltima década®'.

Los aceites esenciales y sus componentes volatiles se utilizan ampliamente en la
prevencion y tratamiento de diversas enfermedades humanas como el cancer,
enfermedades cardiovasculares incluyendo aterosclerosis y trombosis, asi como
su bioactividad como agentes antibacterianos, antivirales, antioxidantes vy

antidiabéticos®.

2.2.7. Radicales libres.

Un radical libre es aquel atomo o molécula que tiene en su estructura uno o mas
electrones desapareados. Es altamente reactiva y capaz de generar radicales
libres en cadena, ademas por tener una vida media de microsegundos, ocurre una

rapida propagacion con moléculas aledafias y mayor dafio potencial®*=°.

Los radicales libres que provienen del oxigeno se les denomina mas propiamente
S HVSHFLHV UHDFWLYDV GH R[tJHQR’ (52 SGDASMIH FE HIVH U H
UHDFWLYDV GH QLWUYJHQR"™ (51 TXH FRP®UIBQBMHGRDO
nitrico®. La disminucién en la actividad de las enzimas de las defensas
antioxidantes es causada por el incremento de las ERO y ERN. Los radicales

libres en concentraciones normales no son perjudiciales para nuestro organismo,
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ya que incluso participan en diversos procesos fisiolégicos que son benéficos para
el medio celular. No obstante, cuando las defensas antioxidantes se ven
superadas por estas especies reactivas, nuestras células se ven comprometidas
por el estrés oxidante afectando indiscriminadamente a diversas biomoléculas y
ocasionando, por ejemplo, mutaciones en el DNA, oxidacion de moléculas de
glucosa, peroxidacion lipidica, que respectivamente, estan relacionadas con
enfermedades cronico degenerativas como cancer, diabetes y diversas patologias
cardiovasculares (cardiopatias)®’°.

Sin embargo, gracias a los compuestos antioxidantes se puede revertir 0
interrumpir las reacciones de transformacion que producen dafios a las
biomoléculas.

2.2.8. Antioxidantes.

Los antioxidantes son sustancias que neutralizan los radicales libres y/o sus
efectos. Su principal funcién es la de actuar como un donador de electrones,
capaz de prevenir una reaccién en cadena de O6xido-reduccion o sacrificar su

propia integridad molecular para evitar alteraciones de moléculas como lipidos,

proteinas, ADN, etc*.

En la célula existen mecanismos protectores adecuados contra cualquier efecto
nocivo de los radicales libres: superoxido dismutasa (SOD), glutation peroxidasa,
JOXWDWLYQ UHGXFWDVD WLRUUHGR(O@dferdl vikediH&v \ HQOD
E) es un nutriente esencial que funciona como un antioxidante que rompe las
cadenas y que impide la propagacion de reacciones de radicales libres en todas

las membranas celulares del cuerpo humano. El acido ascoérbico (vitamina C)
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también forma parte del mecanismo de protecciéon normal. Otros antioxidantes no
enzimaticos incluyen carotenoides, flavonoides, tocoferoles, tocotrienoles,

SROLIHQROHV U H O D-hdoR&Qdgu&GfoN, etcPt'¢R .
2.2.9. Actividad antimicrobiana.

La evaluacion de la actividad antimicrobiana hace unas décadas eran
inconsistentes, no contaban con métodos estandarizados o eran muy poco
reproducibles ya que muchos factores repercutian en el resultado de éstos, como
el tamafo del inoculo, la composicion y el pH del medio, la temperatura y duraciéon

de la incubacién, etc*°,

El Comité Nacional de Normas de Laboratorio Clinico (National Committee for
Clinical Laboratory Standards, NCCLS), actualmente el Instituto de Estandares
Clinicos y de Laboratorio (Clinical and Laboratory Standards Institute, CLSI)
durante mas de 40 afios ha desarrollado y promovido el uso de guias de préacticas
clinicas y de laboratorio manteniendo los estandares e impulsando las practicas

de calidad®’.
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1.  PARTE EXPERIMENTAL
3.1. MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS
3.1.1. Materiales.
Pipetas de vidrio 2 mL, 5 mL y 10 mL.
Pera de decantacion Isolab 100 mL.
Matraz Erlenmeyer de 100mL y 250 mL.
Fiolas de vidrio de 5mL, 10 mL, 25 mL, 50 mL y 100mL.
Frascos ambar de vidrio 10 mL, 20 mL. Y 50 mL.
7LSV GH [\ /
Placas Petri de plastico 15 x 100 mm.
Tubos de ensayo de vidrio.
Baguetas de vidrio.
Micropipetas (Eppendorf).
Micropipeta multicanal (Eppendorf).
Microplaca estéril de polipropileno de 96 pocillos con fondo en U (Brand).
Viales de vidrio.
Cubeta espectrofotomética.
Material Vegetal.
Senecio nutans Sch. Bip.
Senecio calvus Cuatrec.

Senecio chiquianensis Cabrera.
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Microorganismos de ensayo

Staphylococcus aureus ATCC 25923.
Bacillus subtilis - cepa ambiental.
Escherichia coli - cepa clinica.

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

Medios de Cultivo

Caldo Mueller Hinton (Merck).
Agar Mueller Hinton (Merck).
Agar Tripticasa Soya (Merck).
3.1.2. Reactivos
Resazurina (Sigma-Aldrich, USAI).
Ciprofloxacino (Potencia: 94,10 %, Laboratorios Induquimica).
Trolox®: Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-carboxilico  (Sigma-
Aldrich, USA).
DPPH: Acido 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo(Sigma-Aldrich, USA).
Metanol (J.T. Baker).
Etanol 96° (Merck).
n-hexano (Merck).
Agua destilada.
3.1.3. Equipos
Autoclave (Chincan LDZX-50KBS).

Equipo de destilacion por arrastre de vapor de acero inoxidable.
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Balanza analitica (Denver XP-300).

Estufa (Memmert).

Picnometro de 1mL.

Refrigeradora (Bosch).

Cromatégrafo de Gases/ Espectrometria De Masas (CG/EM) modelo CG:
Thermo Finnigan / Trace MS plus.

Incubadora (INCUCELL).

Espectrofotdmetro UV-visible: GENESYS 10S UV-VIS-Thermo Scientific.

PC con software IBM SPSS Statistics.

Entidades que permitieron el desarrollo de la Investiga cion.

El presente trabajo de investigacion se desarroll6 entre los meses de agosto del
2016 a mayo del 2017. La destilacion con arrastre de vapor de agua y la
determinacion de la actividad antioxidante de los aceites esenciales, se llevd a
cabo en el Instituto dH &LHQFLDV )DUPDFpXWLFDV \ 5HFXUVRV 1C
'LRV *XHYDUD” GH OD )DFXOWDG GH )DPEIARIED \/DoLRTXH
Elucidacion estructural de los componentes quimicos de los aceites esenciales se
realizd el Instituto de Medicina Legal * Sub Gerencia de Laboratorio de
Toxicologia y Quimica Legal. El analisis de la actividad antimicrobiana se realizo
en el Instituto de Quimica Bioldgica, Microbiologia y Biotecnologia Marco A.

GarridoMalo” GH OD )DFXOWDG GH )DUPDFLD \ %LRTXtPLFD GH

Tipo de estudio

El estudio es descriptivo analitico y transversal.
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3.2. METODOLOGIA

3.2.1. Recoleccion de las especies del estudio.

Las plantas maduras fueron recolectadas en los departamentos de Ayacucho,
Ancash y Junin durante los meses setiembre-noviembre del 2016 (tabla 1). Se
eligieron estos sitios por el conocido uso de las especies por los pobladores, a su
vez facilitado por busqueda bibliografica y por informacion brindada de

investigadores en Etnobotanica.

Se recolectaron 20 Kg de Senecio nutans Sch. Bip a 3,800 msnm, 20kg de
Senecio calvus Cuatrec a 3,500 msnm y 40kg de la especie Senecio
chiquianensis Cabrera a 2,300 msnm, se rotularon y se transportaron por medio
terrestre en envases cerrados, evitandose la humedad, en base a manuales de

coleccion®®*.

Tabla 1. Plantas medicinales seleccionadas y datos de recoleccion.

Especie Familia Nombre Lugar de Parte

comun Recoleccion Usada
Senecio nutans Sch. Asteraceae Wiskataya Puquio, Lucanas- Partes
Bip Ayacucho aéreas
Senecio calvus Asteraceae Huamanripa Huancayo, Partes
Cuatrec Huancayo *Junin aéreas
Senecio chiquianensis Asteraceae Remilla Caraz, Huaylas - Partes
Cabrera Ancash aéreas
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3.2.2. Estabilizaciéon de las muestras.

El material recolectado fue acondicionado y estabilizado en el Instituto de
Ciencias Farmacéuticas y Recursos Naturales de la Facultad de Farmacia y

Bioguimica de la UNMSM a temperatura ambiente y en sombra.

3.2.3. Clasificacion taxonomica de las especies.

Las especies Senecio nutans Sch. Bip, Senecio chiquianensis Cabrera y Senecio
calvus Cuatrec fueron identificados por el Mg. Hamilton Beltran Santiago en el
Museo de Historia Natural de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos

(anexos 1-3).

3.2.4. Extraccion de aceites esenciales.

Para esta fase, se utilizé el método de destilacion por arrastre de vapor de agua
con un equipo de acero inoxidable, a partir de 10 Kg de las partes aéreas de cada
especie vegetal estudiada. El destilado se separ6 en base a la diferencia de
densidades entre el agua y los aceites esenciales, recibidos en una pera de
decantaciéon de 100mL, posteriormente se deshidrataron con sulfato de sodio
anhidro, procediendo luego a filtrarlos, conservarlos y refrigerarlos (4-8 °C) en

frascos ambar herméticos?® *°.

3.2.5. Rendimiento de los aceites esenciales.

El porcentaje de rendimiento de los aceites esenciales (%RAE), se determind con
el volumen de los aceites esenciales obtenidos por un sistema de destilacién con

arrastre de vapor de agua, estos volumenes fueron medidos con una pera de
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decantaciéon de 100mL. El % RAE se determiné por el método gravimétrico-

volumétrico con la siguiente férmula®*:

%RAE=Vol. AE (ML)/Pmuestra(g) X 100

Donde:

Vol. AE: Volumen del aceite esencial obtenido en mililitros.
Pmuestra: P€S0 de la muestra a destilar en gramos.

3.2.6. Analisis fisicoquimico de los aceites esencial  es.

Se realiz6 el anélisis organoléptico®, que consistid en la inspeccién visual de los
aceites esenciales, solubilidad, asimismo se determiné la gravedad especifica
(densidad) de acuerdo al Método | descrito en la United States Pharmacopeia 38
<841>%,

3.2.7. Determinacion de la composicion quimica de lo s aceites esenciales.

El analisis se realizé en un Cromatografo de Gas/ Espectrémetro de Masa (CG-
EM) modelo CG: Thermo Finnigan / TRACE MS plus, provisto de una columna
FDSLODU 3)BPFaDRBULRXDU\ &d8 @ckifeegénciales se disolvieron en
metanol absoluto. Las condiciones utilizadas fueron: Temperatura inicial 120 °C
con una duracion de 1 minuto; aumentando a 12°C/min hasta 320 °C,
manteniendo esta temperatura durante 10 minutos, temperatura del inyector 220
°C modo Split, volumen de muestra 1 mL. El gas transportador utilizado fue helio
con un flujo de 1,25 mL/min, Interfase 250 °C y temperatura de fuente a 200 °C. El

rango de masas analizadas fue 50 a 450 um La identificacién de los componentes
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qguimicos del aceite se realizd6 mediante comparacion computarizada de sus

espectros de masa con los de la base de datos del equipo.

3.2.8. Determinacion de la actividad antioxidante.
3.2.8.1. Método de captacién del radical 2,2-Difenil-1  -picrilhidrazilo (DPPH).

Fundamento :

La molécula 2,2 #ifenil-1-picrilhidrazil (DPPH) es un radical libre estable con un
electron desapareado, presenta una coloracion azul-violeta con absorbancia a

517 nm.

Las sustancias atrapadoras de radicales libres (donadoras de H) reaccionan con
este compuesto y producen la desaparicion del color hasta amarillo (figura 1). La
reaccion es monitoreada espectrofotométricamente evaluando la disminucién de
la absorbancia a 517 nm. El porcentaje de captacion del radical libore DPPH se

determina por diferencia de absorbancia®*>’.

Figura 1 . Reaccién quimica entre el radical DPPH y la especie antioxidante®.

[24]



Los resultados se pueden expresar como ICsy, % de inhibicién, % de actividad

antirradicalaria o equivalentes a Trolox® o a vitamina C (figura 2).

Figura 2 . Mecanismo de reaccion quimica entre el radical DPPH y la especie
antioxidante (Trolox®).

Se emplea como sustancia de referencia de captacion de DPPH al Trolox® y la

muestra problema es tratada con metanol.
3.2.8.1.1. Preparacion de la solucion de DPPH.

Se preparé una solucion stock de 40 mg/100 mL de 2,2-Difenil-1-picrihidracil
(DPPH, Sigma) en metanol absoluto, el cual se conservé en un frasco ambar, en

refrigeracion de 2-6 °C y protegido de la luz.

[29]



3.2.8.1.2. Procedimiento.

La solucion stock DPPH fue diluida en metanol hasta obtener una absorbancia

entre 0,600 =0,700 a 517 nm. Se calibro el espectrofotometro con un blanco

conteniendo 400 pL de solvente de la muestra problema y 800 puL de metanol.

Posteriormente se prepar6 una bateria de tubos, donde se afiadié 400 uL de cada

muestra a diferentes concentraciones (tabla 2), finalmente se agregd 800 uL de la

solucion de trabajo de DPPH y agito.

Tabla 2. Concentraciones preparadas de los aceites esenciales estudiadas.

Concentracion del aceite esencial (ug/mL)

AE de Senecio nutans AE de Senecio calvus AE de Senecio
Sch. Bip Cuatrec chiquianensis Cabrera
0 0 0
41,4 2,68 3,58
82,8 5,36 7,16
165,6 16,08 8,598

Con la bateria de tubos se procedié a mezclar y dejarlos en reposo a temperatura

ambiente alejados de la luz por 30 minutos, luego se midieron las absorbancias

de cada tubo a 517nm. Cada aceite esencial fue medido por triplicado. Se

procedié de la misma forma para la sustancia de referencia Trolox®, con los

valores de absorbancia obtenidos se determind el porcentaje de captacién de

radicales libres (DPPH), mediante la siguiente expresion.

Abs.DPPH—Abs.muestra
¢ 2 ¥100
Abs.DPPH

%Inhibicion=
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La actividad secuestradora de radicales libres es expresada como una
concentracién efectiva 50% (ICsp; la concentracion de sustancia de prueba

requerida para reducir la absorbancia de la solucién blanco de DPPH en 50%).

El ICso se determind a partir de la grafica del porcentaje de inhibicién en funcidn
de la concentracion y corresponde a la concentracion en la que se neutraliza el
50% de los radicales libres del DPPH. Para el control positivo se prepar6é una
curva patron de Trolox®, a las mismas condiciones de analisis de los tres aceites

esenciales, para comparar las 1Cs.
3.2.9. Andlisis estadistico de la actividad antioxidante

Se utilizé el modelo factorial de Analisis de Varianza (ANOVA) con la finalidad de
evaluar el efecto individual y conjunto de los factores (variables independientes)
que presento la presente investigacion sobre la variable dependiente cuantitativa
(absorbancia de captacion a 517 nm). Posteriormente para identificar diferencias
estadisticamente significativas entre los factores establecidos se utilizé la prueba
de Tukey al 95% de confianza, se consideraron significativos valores de p<0,05%,
la cual es un tipo particular de prueba que pertenece a las comparaciones
multiples post hoc o comparaciones a posteriori, con lo cual se determiné qué
media aritmética especificamente difiere de las otras medias aritméticas
obtenidas, cuando se ha rechazado la hipétesis general. Estos datos se

analizaron mediante el software estadistico para Windows IBM SPSS Statistics.
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3.2.10. Evaluacion de la actividad antimicrobiana.
3.2.10.1. Determinacion de la Concentracion Minima In  hibitoria (CMI) por el
método de Microdilucion colorimétrico en microplaca.

3.2.10.1.1. Fundamento.

Se basa en la inhibicion del crecimiento bacteriano, mediante la dilucion de los
aceites respectivos (sustancias activas) en un medio liquido, y que se evidencia
por la ausencia de crecimiento en los pozos, haciendo uso de Resazurina como
indicador redox. Las células bacterianas activas reducen la Resazurina no
fluorescente (azul) a Resorufina fluorescente (rosa), dando una medida

cuantificable directa de la actividad metabdlica bacteriana (figura 3)°*.

Figura 3. Reduccién de la resazurina (azul parpura) a resofurina (rosa-incoloro)®’.

Se realizé una prueba de microdilucién cuantitativa de las muestras y control para

determinar la concentracion minima capaz de inhibir el crecimiento de las
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bacterias (CMI), para lo cual se sigui6 lo descrito en el protocolo del Instituto de
Estandares Clinicos y de Laboratorio CLSI MO7- A10 modificado®?.

3.2.10.1.2. Microorganismos de estudio.

Para la prueba se utilizaron Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus subtilis
cepa ambiental, Escherichia coli cepa clinica, Pseudomonas aeruginosa ATCC

27853.

3.2.10.1.3. Preparacion de las muestras.

Para el método de microdilucion en caldo se preparé el stock de la muestra, para
lo cual se diluyd mililitros del cada aceite esencial en caldo Mueller Hinton a
1:12,5, obteniéndose asi 10 diluciones doblemente concentradas finales en el

rango 0,0782-20 uL/mL para los tres aceites esenciales.
3.2.10.1.4. Preparacion del control positivo.

Se utilizé el Ciprofloxacino como control positivo, fue disuelto en agua y preparado
ab J P kiguiendo las siguiendo las normas del CLSI a una concentracion

YHFHV PD\RU D OD FRQFHQWUDFLYQ D VHUPSURBDGD
concentracién de Ciprofloxacino fue desde O, D J P/ 6H XWLOL]y FRF
control de esterilidad el caldo Mueller Hinton con resazurina®.

3.2.10.1.5. Preparacion del inéculo.

Las bacterias fueron sembradas en placas de Agar Tripticasa Soya (ATS) e
incubadas a 37 °C por 24h antes de la prueba de determinacion de la CMI, con el
objetivo de obtener un mayor nimero de células viables. Para preparar el in6culo

base se resuspendieron las colonias en solucién salina estéril al 0,9%, ajustando
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hasta obtener un grado de turbidez equivalente al tubo 0,5 de la escala de
McFarland (1-1,5 x 10® UFC/mL). Asimismo, se realizé inmediatamente una doble
dilucién de 1:30 con caldo Mueller Hinton para obtener un inéculo de 1-5 x 10°

UFC/mL (inéculo 2x)%3.

Para la prueba de microdilucién se procedioé teniendo en cuenta que por cada
10mL de la suspension del inéculo 2x se agregé 0,05 mL de la solucion de

resazurina 20 mg/mL previamente preparada®.
3.2.10.1.6. Procedimiento de la prueba de microdiluci  én colorimétrica

La prueba se desarroll6 en microplacas de poliestireno de 96 pozos de fondo en U
y estériles®®. La distribucién de las muestras se realiz en base al disefio de la

bandeja de microdilucion (tabla 3).

En este método se incluyeron pozos de control de crecimiento (bacterias mas
caldo Mueller-Hinton), de control de esterilidad (caldo Mueller-Hinton), y los de
ensayo (bacterias mas caldo Mueller-Hinton mas antibiético o aceite esencial).
7RGDV ODV SUXHEDV IXHURQ KHFKDV BR'BH WRORGYFDGR (
de la dilucién 2x de la muestra o control correspondiente y luego se agregd 100
/| GHO LQYFXOR [ TXH \D WHQtD L QFRDSIFRUEEERINOD VRO XF

Posteriormente las microplacas fueron elevadas a incubacién de 37°C por 24h®.

[30]



Tabla 3. Disefio de la bandeja de Microdilucion colorimétrica.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A|CE 40 20 10 50 2,5 125 0,625 0,3125 0,1563 0,0782 CC W
BICE 40 20 10 50 25 125 0,625 0,3125 0,1563 0,0782 CC W

C|CE 40 20 10 50 25 1,25 0,625 0,3125 0,1563 0,0782 CC H
DICE 40 20 10 50 25 125 0,625 0,3125 0,1563 0,0782 CC H
E|CE 40 20 10 50 25 125 0,625 0,3125 0,1563 0,0782 CC R

F|ICE 40 20 10 50 25 125 0,625 0,3125 0,1563 0,0782 CC R

G|CE 64 32 16 8 4 2 1 0,5 0,25 0,125 CC C
HICE 64 32 16 8 4 2 1 0,5 0,25 0,125 CC C
Dénde:

CE: Control de esterilidad.

CC: Control de crecimiento.

W: Aceite esencial de Senecio nutans 6 FK % LS S3:LVNDWD\D’

H: Aceite esencial de Senecio calvus & XDWUHF 3+XDPDQULSD”
R: Aceite esencial de Senecio chiquianensis & DEUHUD 35HPLOOD’

C: Ciprofloxacino.

3.2.10.1.7. Interpretacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI).

La lectura de los resultados se hizo visualmente, reportandose cualquier cambio
de color de purpura a rosado o incoloro se registraron como positivos. La
concentracion mas baja a la que no se produjo el cambio de color se tomé como
el valor de la CMI. Se calcul6 el promedio de tres valores y se reportd como la

CMI838,

3.2.11. Andlisis estadistico de la actividad antimicrob iana.

Los resultados se analizaron mediante estadistica descriptiva.
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Figura 4. Diagrama de flujo de la parte experimental de la determinacion de la
Actividad antimicrobiana, antioxidante in vitro y determinacién de la composicién

guimica de tres aceites esenciales del género Senecio del Pera.
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IV. RESULTADOS

4.1. Andlisis fisicoquimico de los aceites esenciales

La Tabla 4 registra las caracteristicas sensoriales, densidad y rendimiento de

los aceites esenciales en estudio.

Tabla 4. Analisis fisicoquimico y propiedades fisicas de los aceites esenciales.

Senecio nutans Sch.

Bip 3:LVNDWD\D"

Senecio
chiquianensis

Cabrera 3 5HPLO

Senecio calvus
Cuatrec
3+ XDPDQULS

Aspecto Liquido oleoso Liquido oleoso Liquido oleoso
trasltcido traslicido traslicido
Color Ligeramente Amarillo palido a Ligeramente
amarillento amarillo intenso amarillento
Olor Intensamente Aromatico Intensamente
aromatico aromatico
Sabor Acre Acre Acre
Altamente soluble en Altamente soluble Altamente soluble en
metanol, etanol en metanol, etanol metanol, etanol
Solubilidad absoluto, n-hexano, absoluto, n-hexano, absoluto, n-hexano,
insoluble en agua y en insoluble en agua y insoluble en agua y
etanol 50% en etanol 50% en etanol 50%
Densidad 0,828 g/mL 0,859 g/mL 0,804 g/mL
(25°C)
pH 8,0 6,5 5,8
Rendimiento 0,97% 0,03% 0,42%
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4.2. Determinacion de la composicion quimica de los aceites esenciales

por Cromatografia de Gases /Espectrometria de Masas (CG/EM ).

El analisis por CG/EM de los aceites esenciales se presenta en las figuras 5 -

7;yenlastablas 5 - 7:

Figura 5. Cromatograma de gas del aceite esencial de Senecio nutans Sch.

Bip 3:LVNDWD\D"
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Tabla 5. Elucidacién estructural de los componentes del aceite esencial de

Senecio nutans Sch. % LS 3:LVNDWD\D" SRU HO PpWRGR GH &* (0

Compuesto TR Tipo de
compuesto*
1-isopropil- 4-metil biciclo [3.1.0] 2,81 Hidrocarburo
hexano monoterpeno
-terpineno 0,85 Hidrocarburo
monoterpeno
-pineno 1,55 Monoterpeno
-felandreno 2,11 Monoterpeno
ciclico

Ciclohexano,1-etenil-1-metil-2-(1-

metiletenil)-4-(1-metiletilidene) 0,94 Hidrocarburo

sesquiterpeno

Leyenda: TR=Tiempo de Retencion: Tiempo caracteristico que necesita cada
compuesto de la mezcla quimica para pasar a través del sistema, bajo las

condiciones establecidas.

*Se han considerado los componentes quimicos mas representativos

(cualitativamente) del analisis CG/EM de acuerdo a su TR.
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Figura 6. Cromatograma de gas del aceite esencial de Senecio calvus Cuatrec

s+ XDPDQULSD"’
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Tabla 6. Elucidacién estructural de los componentes del aceite esencial de

Senecio calvus Cuatrec 3+ XDPDQULSD” SRU HO PpWRGR GH &* (0

N° Compuesto TR Tipo de
compuesto*
1 1-isopropil- 4-metil biciclo [3,1,0] hexano 0,89 Hidrocarburo
monoterpeno
2 .-Pineno 0,82 Terpeno

Hidrocarburo

_ monoterpeno
3 -terpineno 2,81

Leyenda: TR=Tiempo de Retencion: Tiempo caracteristico que necesita cada
compuesto de la mezcla quimica para pasar a través del sistema, bajo las

condiciones establecidas.

*Se han considerado los componentes quimicos mas representativos

(cualitativamente) del analisis CG/EM de acuerdo a su TR.
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Figura 7. Cromatograma de gas del aceite esencial de Senecio chiquianensis

&DEUHUD 35HPLOOD’
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Tabla 7. Elucidacién estructural de los componentes del aceite esencial de
Senecio chiquianensis & DEUHUD 35HPLOOD” SRU HO PpWRGR GH &

N° Compuesto TR Tipo de compuesto*
1 -Muroleno 6,44 Sesquiterpeno
2 -Ocimeno 3,22 Monoterpeno
3 -terpineno 3,19 Hidrocarburo
monoterpeno
4 1-isopropil- 4-metil biciclo [3,1,0] 2,78 Hidrocarburo
hexano monoterpeno

Leyenda: RT=Tiempo de Retencion: Tiempo caracteristico que necesita cada
compuesto de la mezcla quimica para pasar a traves del sistema, bajo las

condiciones establecidas.

*Se han considerado los componentes quimicos mAas representativos

(cualitativamente) del analisis CG/EM de acuerdo a su TR.
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Dentro de la determinacion de la composiciébn quimica de los tres aceites

esenciales, se elucidaron componentes frecuentes (figura 8).

1-isopropil- 4-metil biciclo [3.1.0] -Terpineno
hexano

Figura 8. Marcadores quimicos entre los componentes elucidados.
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4.3. Evaluacion de la Actividad Antioxidante.
4.3.1. Método DPPH: Aceite esencial de  Senecio nutans Sch. Bip
3:LVNDWD\D"

Tabla 8. Capacidad antioxidante (% Inhibicién) del AE de Senecio nutans
Sch. Bip frente al radical DPPH.

Concentracion del Promedio DPPH
aceite esencial Absorbancia a . L
(mg/mL) 517nm * (% Inhibicion)
0 0,427 (a) 0

41,4 0,276 (b) 35,41

82,8 0,134 (c) 68,62

165,6 0,0254 (d) 94,06

IC50 (mg/mL) 11,06

* Las letras distintas en las columnas indican diferencia significativa entre las
PHGLDV XVDQGR HO PpWRGR GH 7 XDNM]DFRQ XQ ®LYHO GF

Grafica de dispersion
%Actividad Antioxidante vs Concentracion
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Figura9. &XUYD GH FDSWDFLYQ GH '33+ GHO DIFHWLWH HVHC

[41]



4.3.2. Método DPPH: Aceite esencial de Senecio calvus Cuatrec

s+XDPDQULSD"

Los resultados obtenidos se presentan en la tabla 9 y en la figura 10.

Tabla 9. Capacidad antioxidante (% Inhibicion) del AE de Senecio calvus Cuatrec
frente al radical DPPH.

Concentracion del aceite Promedio Absorbancia DPPH
esencial (mg/mL) ab5l7nm* o
(% Inhibicion)
0 0,407 (a) 0

2,68 0,321 (b) 21,06

5,36 0,243 (c) 40,37

16,08 0,069 (d) 82,98

IC50 (mg/mL) 8,85

* Las letras distintas en las columnas indican diferencia significativa entre las
PHGLDV XVDQGR HO PpWRGR GH 7XDNMDFRQ XQ ®LYHO GH F

Grafica de dispersion
%Actividad Antioxidante vs Concentracion
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Figura 10. & XUYD GH FDSWDFLYyQ GH '33+ GHO DFHRL'WH HVHQI
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4.3.3. Método DPPH: Aceite esencial de Senecio chiquianensis Cabrera

S5HPLOOD’

Los resultados obtenidos se presentan en la tabla 10 y en la figura 11.

Tabla 10. Capacidad antioxidante (% Inhibicién) del AE de Senecio chiquianensis

Cabrera frente al radical DPPH.

Concentracion del aceite Promedio Absorbancia a DPPH
esencial (mg/mL) 517 nm * o
(% Inhibicion)
0 0,427 (a) 0

3,58 0,242 (b) 43,21

7,16 0,044 (c) 89,76

8,59 0,016 (d) 96,17

IC50 (mg/mL) 4.205

* Las letras distintas en las columnas indican diferencia significativa entre las
PHGLDVY XVDQGR HO PpWRGR GH 7 XDNM|DFRQ XQ ®LYHO GH

Gréfica de dispersion
%Actividad Antioxidante vs Concentracion
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4.3.4. Método DPPH: Soluciéon estandar Trolox®.

Los resultados obtenidos de la actividad antioxidante para la solucion patron

Trolox® se presentan en la tabla 11 y en la figura 12.

Tabla 11. Resultados de la actividad antioxidante de Trolox® por el método
DPPH.

Sustancia antioxidante Promedio DPPH
Trolox® (mg/mL) Absorbancia a 517 nm* (% inhibicién)
0 0,701(a) 0
1,2 0,603(b) 14,03
3,6 0,322(c) 54,00
7,2 0,071(d) 89,90

ICso = 0,0038 mg/mL

* Las letras distintas en las columnas indican diferencia significativa entre las
medias usando el métodode 7XNH\ FRQ XQ QLYHO GH FRQILDQ]D DC

Grafica de dispersion % Actividad Antioxidante vs
Concentracion

100

=

% Actividad Antioxidante

T T T 1
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R?=0.9869

Figura 12. Curva de captacion de DPPH del Trolox®.
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4.4. Método estadistico para el andlisis de los resulta  dos.

Las tablas 12-14 muestran: La suma de cuadrados, grados de libertad (gl), el

valor estadistico de prueba (F) y la significancia observada (p) asociados a F.

Tabla 12. Resultados estadisticos de la prueba de Analisis de varianza (ANOVA)

para el AE de Senecio nutans Sch. % LS 3:LVNDWD\D"

Absorbancias

Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica p<0,05
Entre grupos 2,46 3 0,82 974,898 0,00
Dentro de 0,01 8 0,00
grupos
Total 2,46 11

Tabla 13. Resultados estadisticos de la prueba de Analisis de varianza (ANOVA)

para el AE de Senecio calvus Cuatrec 3+ XDPDQULSD’

Absorbancias

Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica p<0,05
Entre 2,13 3 0,71 35,897 0,00
grupos
Dentro de 0,16 8 0,02
grupos
Total 2,29 11
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Tabla 14. Resultados estadisticos de la prueba de Analisis de varianza (ANOVA)

para el AE de Senecio chiquianensis Cabrera 3 5HPLOOD’

Absorbancias

Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica p<0,05
Entre grupos 3,03 3 1,01 2004,0 0,00
67
Dentro de 0,00 8 0,00
grupos
Total 3,04 11

Los grupos definidos por concentraciones y absorbancias, poseen diferencia
estadisticamente significativa de la actividad antioxidante, el valor estadistico F,
lleva asociado un valor p<0,05, lo cual es un indicador que las interacciones entre
las concentraciones poseen un efecto significativo sobre el porcentaje de
Inhibicion. Para todos los aceites esenciales evaluados a distintas

concentraciones el intervalo de confianza al 95% presenta limites (anexos 13-18).
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4 5. Actividad antimicrobiana.

4.5.1. CMI por el método microdilucion colorimétrica

en microplaca.

Los resultados de la determinacion de la concentracibn minima inhibitoria (CMI)

por el método de microdilucion colorimétrica de los aceites esenciales en estudio

se presentan en la tabla 15 y las figuras 13-17.

Tabla 15. Valores de la Concentracion minima inhibitoria de los tres aceites

esenciales sobre cuatro microorganismos.

Concentracion Minima Inhibitoria (ul/mL)
Microorganismos
Aceites esenciales
de plantas Staphylococcus Bacillus Escherichia  Pseudomonas
estudiadas aureus ATCC subtilis - coli - cepa aeruginosa
25923. cepa clinica. ATCC 27853
ambiental
Senecio nutans Sch. 20 10 40 >40
%LS 3:LVNDW
Senecio calvus 10 0,625 40 >40
&EXDWUHF 3+XD
Senecio chiquianensis 5 2,5 20 40
&DEUHUD 35H
Control
Ciprofloxacino 1 0,25 0,125 8
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CMI de los aceites esenciales (pL/mL)

- 40 20 10 5 2,5 1,25 0,625 03125 0156  0,0782 -

N/

- 40 20 10 5 25 125 0625 03125 0563 00782 -

4

Figura 13. Determinacién de la Concentracion Minima Inhibitoria de los aceites
esenciales por el método de Microdilucién colorimétrica frente a Staphylococcus
aureus ATCC 25923.
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Leyenda: CE (Control de esterilidad), CP (Control positivo)

Flecha celeste: Indica la Concentracion Minima Inhibitoria.
W: Senecio nutans 6 FK  %LS 3:LVNDWD\D"
H: Senecio calvus & XDWUHF 3+XDPDQULSD”’
R: Senecio chiquianensis &DEUHUD 35HPLOOD’

- 40 20 10 5 2,5 1,25 0,625 0,3125 0,156

Figura 14. Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria de los aceites

esenciales por el método de Microdilucién colorimétrica frente a Bacillus subtilis-

ambiental.
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- 40 20 10 5 25 125 0625 03125 015 00782 -

Figura 15. Determinacion de la Concentracién Minima Inhibitoria de los Aceites
esenciales por el método de Microdilucién colorimétrica frente a Escherichia coli-

cepa clinica.
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- 40 20 10 5 2,5 1,25 0,625 03125 0,156  0,0782 -

Figura 16. Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria de los aceites
esenciales por el método de Microdilucién colorimétrica frente a Pseudomonas

aeruginosa ATCC 27853.
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CMI del Control Ciprofloxacino (ug/mL)

CE 64 32 16 8 4 2 1 05 025 0,125 CP

S.a

B.s

E.c

P.a

Figura 17. Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria del control
Ciprofloxacino por el método de microdilucion colorimétrica contra cuatro

microorganismaos.

Leyenda: CE (Control de esterilidad), CP (Control Positivo), S.a (Staphylococcus
aureus ATCC 25923, B.s (Bacillus subtilis ambiental), E.c (Escherichia coli Cepa

clinica), P.a (Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853).
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V. DISCUSION

El género Senecio pertenece a la familia Asteraceae, cuyas especies han sido
objeto de estudios fitoquimicos y biolégicos, motivados por sus numerosas

aplicaciones etnobotanicas.

Se extrajo los aceites esenciales (AE) de Senecio nutans Sch. Bip., Senecio
calvus Cuatrec y Senecio chiquianensis Cabrera, provenientes de Puquio
(Ayacucho), Huancayo (Junin) y Caraz (Ancash) respectivamente, mediante el
método de destilacion por arrastre de vapor de agua. El analisis fisicoquimico
permitié conocer las constantes fisicas de los tres aceites esenciales estudiados,
estos valores son considerados como parametros de calidad aromatica y pureza.
Se ha obtenido de las partes aéreas de Senecio nutans Sch. Bip., Senecio calvus
Cuatrec y Senecio chiquianensis Cabrera un rendimiento de 0,97, 0,03 y 0,42%
(v/p) respectivamente. Las diferencias relacionadas a las especies vegetales
investigadas estarian sujetos a factores climatoldgicos, tipo de suelo, estacion del

afio, lugar geograficos™.

La determinacion de los compuestos quimicos en los aceites esenciales
investigados mediante Cromatografia de Gases/Espectrometria de Masas
(CG/EM) fue en base al Tiempo de Retencion (TR), identificandose principalmente
1-isopropil- 4-metil biciclo [3,1, @ KH[D-QWRHUSL QB Q®&H QfRlandreno,
Ciclohexano,1-etenil-1-metil-2-(1-metiletenil)-4-(1-metiletilidene) en el AE de
Senecio nutans Sch. Bip.; l-isopropil-4-metil biciclo [3,1, @ KH[D-GRQHQ-R \

terpineno en el aceite esencial de Senecio calvus Cuatrec; asimismo en el AE de
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Senecio chiquianensis Cabrera, los componentes mayoritarios fueron 1-isopropil-
4-metil biciclo [3,1, @ KH[D-@RH U S L QFPQRR O H @dméno. La presencia
de estos compuestos, son caracteristicos de las plantas del género Senecio y que
se sustenta en trabajos realizados para este género, asi por ejemplo Pérez et al.
elucidaron la composicion del Senecio graveolens (Compositae), obteniendo
FRPSXHVWR V- AR RH 0.D Q G Utet@reno,.p-FLPHQR VDELQHOQR
terpineno®’. Por otro lado Arancibia L. et al. estudiaron los aceites esenciales de
dos especies del género Senecio (Asteraceae) de la region Patagonica: Senecio
mustersii y S. subpanduratus, las cuales mediante CG/EM se caracterizaron por
~-SLQHQR -pin&no (21,2%) como principales componentes para S.
mustersii \ -pineno(22, -pineno (11,9%), sabineno (23,8%), terpineno-4-ol

(10,2%) y p-cimeno (8,7%) para S. subpanduratus™.

Estos compuestos terpenoides, han sido asociados a una amplia gama de las
propiedades bioldgicas, como quimiopreventivos del céncer, antioxidantes,
citotoxicos, antimicrobianas, antimicéticas, antivirales, antihiperglucémicas,

antiinflamatorias y antiparasitarias’®°.

En lo referente a la actividad antioxidante in vitro, se utiliz6 el método de
captacion del radical 2,2-Difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), compuesto que permite
evidenciar la actividad donadora de electrones o de atomo de hidrégeno no
especifico. Es un método rapido, simple, econémico y ampliamente utilizado para
estimar la actividad antioxidante general, ya que permite llevar a cabo la reaccion

de la muestra con DPPH en metanol/agua, lo que facilita la extraccion de
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compuestos antioxidantes de la muestra y se puede usar para examinar

antioxidantes hidréfilos y lipofilos™.

Los resultados muestran un ICso de 11,06 mg/mL para el aceite esencial de
Senecio nutans Sch. Bip, un ICsg de 8,85 mg/mL para Senecio calvus Cuatrec y
un ICso de 4,205 mg/mL para Senecio chiquianensis Cabrera, siendo esta ultima
especie estudiada la que mejor actividad presentd en comparacion a las dos
primeras, sin embargo los tres aceites esenciales exhiben actividad antioxidante
menor que el patron de referencia Trolox® (ICs0=0,0038 mg/mL). Existe literatura
que refiere que la razén de su potencial actividad antioxidante se debe a la
presencia de terpenos, particularmente aquellos con grupos metileno en sus

moléculas” 2.

No se reporta investigaciones similares con el aceite esencial de Senecio nutans
Sch. Bip, Senecio calvus Cuatrec y Senecio chiquianensis Cabrera, por lo que no
puede compararse a detalle los resultados. La presente investigacion constituye

entonces conocimiento generado y que servira para posteriores estudios.

Con respecto a la actividad antibacteriana in vitro de los aceites esenciales
estudiadas, se utilizd el método de Microdilucion colorimétrica frente a cuatro
microorganismos: Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus subtilis cepa
ambiental, Escherichia coli cepa clinica y Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
los cuales fueron elegidas en base a su impacto actual, ya que son causantes de
infecciones en la comunidad en general a nivel hospitalario, donde las cepas son

cada vez mas resistentes a los tratamientos’>. El Staphylococcus aureus es
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asociada con una alta morbilidad y mortalidad, representando cerca de 11 a 33%
de las bacteriemias hospitalarias y un porcentaje importante de las adquiridas en
la comunidad’.

El Bacillus subtilis es capaz de formar esporas resistentes que le permite soportar
condiciones extremas de calor y la desecacion en el medio ambiente promueve su
supervivencia en muchos casos, como los hospitales que crean problemas para la
limpieza y la desinfeccion, lo cual se ha relacionado con el desarrollo de un
conjunto de sintomas, particularmente en pacientes con enfermedades
subyacentes, como cancer y trastornos hematolégicos. Ademas, B. subtilis
produce una toxina extracelular conocida como subtilisina, un compuesto capaz
de causar reacciones alérgicas e hipersensibilidad en personas que estan

expuestas repetidamente a ella’.

La E. coli es la especie bacteriana mas recuperada en los laboratorios clinicos y
ha sido responsable de producir mas del 80% de las infecciones del aparato
urinario, asi como la mayoria de las infecciones nosocomiales’®. Asimismo, la
Pseudomonas aeruginosa, es relacionada a infecciones en pacientes con
defensas inmunoldgicas deficientes, siendo entonces un patdégeno nosocomial
importante, asi como lo evidencian Lujan D. et al. quienes encontraron niveles
elevados de resistencia a los antibioticos utilizados contra P. aeruginosa en el
Hospital Nacional Hipélito Unanue, Lima’’. En relacién a la naturaleza de las
cepas (ATCC, clinica y ambiental), no existe diferencias significativas en las

respuestas bioquimicas, lo que justifica su utilizacion como microorganismos de
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estudio’®, ya que se asegurdé que la pureza y estabilidad sean integras en cada

caso.

Se determinaron la Concentraciones Minimas Inhibitorias (CMI) de 20 pL/mL para
el aceite esencial de Senecio nutans Sch. Bip, un CMI de 10 pL/mL para Senecio
calvus Cuatrec y un CMI de 5 pL/mL para Senecio chiquianensis Cabrera;
probadas frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923. Las especies del género
Senecio tienen buena actividad antibacteriana frente a Staphylococcus aureus,
como se evidencia en la investigacion realizada por Alzamora L, et al*, quienes
evaluaron la actividad antimicrobiana in vitro de los aceites esenciales extraidos
de algunas plantas aromaticas, incluyéndose a especies del género Senecio.

Con respecto a la determinaciéon de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de
los AE frente a Bacillus subtilis ambiental, se obtuvo un CMI de 10 pL/mL para el
aceite esencial de Senecio nutans Sch. Bip, un CMI de 0,625 pL/mL para Senecio
calvus Cuatrec y un CMI de 2,5 pL/mL para Senecio chiquianensis Cabrera.
Asimismo, los AE frente a Escherichia coli cepa clinica, resultaron tener un CMI
de 40 uL/mL para el aceite esencial de Senecio nutans Sch. Bip, un CMI de 40
pL/mL para Senecio calvus Cuatrec y un CMI de 20 pL/mL para Senecio
chiquianensis Cabrera. Por otro lado la actividad antibacteriana frente a
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 de los AE de Senecio nutans Sch. Bip.
(CMI>40uL/mL), Senecio calvus Cuatrec (CMI>40uL/mL) y Senecio chiquianensis
Cabrera (CMI=40pL/mL), fue casi ausente, lo cual afirma que la Pseudomonas
aeruginosa es la mas resistente dentro de los cuatro microorganismos probados,

similar a lo sefialado en diversos estudios*"®.
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De acuerdo a los resultados, las bacterias Gram positivas pueden ser mas
susceptibles debido a que solo tienen una capa exterior de peptidoglicano que no
es una barrera efectiva®®. Por el contrario, la ausencia de susceptibilidad de las
bacterias Gram negativas no es sorprendente, ya que estos microorganismos
poseen una membrana dual, la cual que impide la penetracion de diversos
agentes antimicrobianos. Ademas, contienen enzimas en su espacio periplasmico

con la capacidad de descomponer moléculas extrafias’ %,

Segun Silva et al, algunas peculiaridades de aceites esenciales tales como
volatilidad, baja solubilidad en agua y su complejidad, asi como factores
relacionados a la naturaleza de cada microorganismo y el aceite esencial a
analizar interfieren significativamente con los resultados de las pruebas de

evaluacion de la actividad antimicrobiana®:.

Diversos estudios reportan que la actividad antimicrobiana de los aceites
esenciales se debe, en gran medida, a la presencia de terpenos; siendo los
grupos alcoholes mas representativos, seguidos de los que poseen aldehidos y
finalmente los que tienen grupos ceténicos®>. Entre los compuestos a los que se
les atribuyen propiedades antibacterianas, estan: Terpenos como el safrol, .-
humuleno, -cariofileno, -elemeno, garmacreno, !- cimeno, »-terpineno,

mirceno, entre otros.

La técnica de Microdilucion colorimétrica empleada en este estudio, sirve para
encontrar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI), un parametro mucho mas

sensible, rapido y exacto que métodos convencionales, brindando la posibilidad
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de una accion oportuna de terapia antibacteriana, lo que significa una importante
reduccion de los costos totales en cuanto a dias de hospitalizacion y examenes
de laboratorio, también confiere un control de estandarizacién y reproducibilidad

de los resultados en menor tiempo®* 7384,
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VI. CONCLUSIONES

1. Los aceites esenciales de las partes aéreas de Senecio nutans Sch.
Bip, Senecio Calvus cuatrec y Senecio Chiquianensis Cabrera se
obtuvieron por el método de destilacién por arrastre de vapor de agua,
con un rendimiento de 0.97, 0.42 y 0.03% respectivamente.

2. Se identificaron hidrocarburos monoterpenos y sesquiterpenos como
componentes mayoritarios, siendo el 1-isopropil- 4-metil biciclo [3.1.0]
hexano y -Terpineno las estructuras elucidadas comunes en los
aceites esenciales de las tres especies del género Senecio mediante
Cromatografia de Gases/ Espectrometria de Masas (CG/EM).

3. Los aceites esenciales de Senecio nutans Sch. Bip presentaron un ICsg
de 11,06 mg/mL, el Senecio calvus Cuatrec un ICs, de 8,85 mg/mL y
Senecio chiquianensis Cabrera un ICsy de 4,205 mg/mL, tienen
capacidad antioxidante como donadores de electrones al radical DPPH
menor que la sustancia de referencia Trolox® (IC5,=0,0038 mg/mL).

4. En relacion a la prueba de microdilucién colorimetrica, los aceites
esenciales de Senecio nutans Sch. Bip, Senecio calvus Cuatrec y
Senecio chiquianensis Cabrera presentaron actividad antimicrobiana
significativa frente a bacterias Gram positivas (Staphylococcus aureus
ATCC 25923 y Bacillus subtilis ambiental) y escasa actividad frente a
las bacterias Gram negativas estudiadas (Escherichia coli cepa clinica

y Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853).
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VIl. RECOMENDACIONES

9 Los principios activos del aceite esencial actian sinérgicamente porque sus
componentes principales cuando se utilizan como referencias presentan
menos actividad que el aceite esencial. Por ello, se deben desarrollar
estudios de sinergismo y antagonismo.

9 La estimacioén de la actividad antioxidante por el método del DPPH sienta la
base para continuar con otras pruebas adicionales, ya que un unico
método no es suficiente y no existe un enfoque de acceso directo para
determinar la actividad antioxidante en todos los casos.

9 En base a lo investigado la microdilucion resulta ser una técnica mas
rapida y menos laboriosa para la determinacion de la Concentracion
Minima Inhibitoria (actividad antimicrobiana), emplear este método nos
daria mayor oportunidad de realizar investigaciones de plantas de nuestro

pais al disminuir el costo y tiempo empleado.
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IX.  ANEXOS

ANEXO 1

Figura 18. Constancia de identificacién de Senecio nutans Sch. Bip.
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ANEXO 2

Figura 19. Constancia de identificacion de Senecio calvus Cuatrec.
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ANEXO 3

Figura 20. Constancia de identificacién de Senecio chiquianensis Cabrera.
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ANEXO 4

Figura 21. Elucidacion del componente 1-isopropil- 4-metil biciclo [3.1.0]
hexano en AE de Senecio nutans Sch. Bip.
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ANEXO 5

Figura 22. Elucidacién del componente -terpineno en AE de Senecio nutans Sch.
Bip.
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ANEXO 6

Figura 23. Elucidaciéon del componente 1-isopropil- 4-metil biciclo [3.1.0] hexano
en AE de Senecio calvus Cuatrec.
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ANEXO 7

Figura 24. Elucidacion del componente -terpineno en AE de Senecio calvus
Cuatrec.
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ANEXO 8

Figura 25. Elucidacién del componente .-Pineno en AE de Senecio calvus Cuatrec.
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ANEXO 9

Figura 26. Elucidacion del componente #Muroleno en AE de Senecio chiguianensis
Cabrera.
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ANEXO 10

Figura 27. Elucidacion del componente -Ocimeno en AE de Senecio chiquianensis
Cabrera.

(82]



ANEXO 11

Figura 28. Elucidacion del componente -terpineno en AE de Senecio chiquianensis
Cabrera.
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ANEXO 12

Figura 29. Elucidacion del componente 1-isopropil- 4-metil biciclo [3,1,0] hexano en AE
de Senecio chiquianensis Cabrera.
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ANEXO 13

Tabla 16. Prueba de Tukey *Comparaciones multiples (AE de Senecio nutans
Sch. % LS 3:LVNDWD\D”~

Variable dependiente: Absorbancias

DHS Tukey
0] (J) GRUPOS Diferencia Error Sig. Intervalo de confianza al
GRUPOS de medias estandar 95%
(1-9) Limite Limite
inferior superior
41,4 pg/mL 1,311333 0,074846 0,00 107,165 155,102
0 pg/mL 82,8 pg/mL 2,820333" 0,074846 0,00 2,58065 3,06002
165,6 ug/mL 3,746000° 0,074846 0,00 3,50632 3,98568
0 pg/mL -1,311333" 0,074846 0,00 -1,55102 -1,07165
4l4pg/mL g2 8 ug/mL 1,509000" 0,074846 0,00 1,26932 1,74868
165,6 ug/mL 2,434667 0,074846 0,00 2,19498 2,67435
0 pg/mL -2,820333 0,074846 0,00 -3,06002 -2,58065
82,8 ugimL 41 4 pug/mL -1,509000 0,074846 0,00 -1,74868 -1,26932
165,6 pug/mL 0,925667 0,074846 0,00 0,68598 1,16535
0 pg/mL -3,746000° 0,074846 0,00 -3,98568 -3,50632
16,6 ug/mL 41 4 pg/mL -2,434667 0,074846 0,00 -2,67435 -2,19498
82,8 pg/mL -0,925667 0,074846 0,00 -1,16535 -0,68598

*, La diferencia de medias es significativa en el nivel 0,05.
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ANEXO 14

Tabla 17. Andlisis descriptivo: Intervalos generales de confianza al 95% (AE de

Senecio nutans Sch. % LS 3:LVNDWD\D”~

95% del intervalo de
confianza para la

N Media Desviacion Error media Min. Max.

estandar estandar Limite Limite

inferior superio

r

0 pg/mL 3 4,07200 0,130771 0,075501 3,74715 4,39685 3,996 4,223
41,4 pug/mL 3 2,76067 0,064291 0,037118 2,60096 2,92037 2,714 2,834
82,8 pg/mL 3 1,25167 0,077391 0,044682 1,05942 1,44392 1,205 1,341
165,6 pg/mL 3 0,32600 0,079925 0,046145 0,12746 0,52454 0,254 0,412
Total 12 210258 1,496759 0,432077 1,15159 3,05358 0,254 4,223
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ANEXO 15

Tabla 18. Prueba de Tukey +Comparaciones multiples (AE de Senecio calvus
Cuatrec 3+ XDPDQULSD’

Variable dependiente: Absorbancias

HSD Tukey
Intervalo de

(I) GRUPOS (J) GRUPOS Diferencia Error Sig. confianza al 95%
de medias estandar Limite Limite
(I-9) inferior superior
2,68 pg/mL 0,351333 0,363156 7,71 -0,81162 1,51429
0 pg/mL 5,36 pg/mL 1,672000 0,363156 0,08 0,50905 2,83495
16,08 pg/mL 3,394000° 0,363156 0,00 2,23105 4,55695
0 pg/mL -0,351333 0,363156 7,71 -1,51429 0,81162
2,68 pg/mL 5,36 ug/mL 1,320667 0,363156 0,27 0,15771 2,48362
16,08 pg/mL 3,042667 0,363156 0,00 1,87971 4,20562
0 pg/mL -1,672000° 0,363156 0,08 -2,83495 -0,50905
5,36 pg/mL 2,68 pg/mL -1,320667 0,363156 0,27 -2,48362 -0,15771
16,08 pg/mL 1,722000 0,363156 0,06 0,55905 2,88495
0 pg/mL -3,394000° 0,363156 0,00 -4,55695  -2,23105
16,08 pg/mL 2,68 ug/mL -3,042667 0,363156 0,00 -4,20562  -1,87971
5,36 ug/mL -1,722000° 0,363156 0,06 -2,88495  -0,55905

*, La diferencia de medias es significativa en el nivel 0,05.
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Tabla 19. Andlisis descriptivo: Intervalos generales de

ANEXO 16

Senecio calvus Cuatrec 3+ XDPDQULSD’

confianza al 95% (AE de

Absorbancias

95% del intervalo de
confianza para la

N Media Desviacion Error media Min. Max.
estandar estandar

Limite Limite

inferior superior
0 pg/mL 3 0,40720 0,013077 0,007550 0,37471 0,43968 0,399 0,422
2.68 pg/mL 3 3,72067 0,876843 0,506246 1,54247 5,89887 3,199 4,733
5.36 pg/mL 3 2,40000 0,068235 0,039395 2,23050 2,56950 2,344 2,476
16.08 pg/mL 3 0,67800 0,026153 0,015100 0,61303 0,74297 0,648 0,696
Total 12 2,71767 1,442433 0,416394 1,80119 3,63414 0,648 4,733

(88]



Tabla 20. Prueba de Tukey

ANEXO 17

chiquianensis &DEUHUD 35HPLOOD’

+ Comparaciones multiples (AE de Senecio

Variable dependiente: Absorbancias

HSD Tukey
Intervalo de confianza al
()] Q)] Diferencia Error Sig. 95%

GRUPOS GRUPOS de medias estandar Limite Limite
(1-J3) inferior superior
3,58 pug/mL 1683667 0,057974 0,00 1,49801 1,86932
0 pg/mL 7,16 pg/mL 3675667 0,057974 0,00 3,49001 3,86132
8,59 pg/mL 3894333 0,057974 0,00 3,70868 4,07999
0 pg/mL -1,683667  0,057974 0,00 -1,86932 -1,49801
3,58 pg/mL 7,16 pg/mL 1,992000° 0,057974 0,00 1,80635 2,17765
8,59 pg/mL 2,210667 0,057974 0,00 2,02501 2,39632
0 pg/mL -3,675667°  0,057974 0,00 -3,86132 -3,49001
7,16 pg/mL 3,58 pg/mL -1,992000°  0,057974 0,00 -2,17765 -1,80635
8,59 pg/mL 0,218667 0,057974 0,23 0,03301 0,40432
0 pg/mL -3,894333"  0,057974 0,00 -4,07999 -3,70868
8,59 pg/mL 3,58 pug/mL -2,210667°  0,057974 0,00 -2,39632 -2,02501
7,16 pg/mL -0,218667°  0,057974 0,23 -0,40432 -0,03301

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0,05.
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ANEXO 18

Tabla 21. Andlisis descriptivo: Intervalos generales de confianza al 95% (AE de
Senecio chiquianensis &DEUHUD 35HPLOOD”

Absorbancias

95% del intervalo de

N Media Desviacion Error confianza para la
estandar estandar media Min. Max.
Limite Limite
inferior superior
0 pg/mL 3 4,07200 0,130771 0,075501 3,74715 4,39685 3,996 4,223
3.58 pg/mL 3 2,38833 0,033501 0,019342 2,30511 2,47156 2,368 2,427
7.16 pg/mL 3 0,39633 0,036611 0,021137 0,30539 0,48728 0,366 0,437
8.59 pg/mL 3 0,17767 0,024542 0,014170 0,11670 0,23863 0,163 0,206
Total 12 1,75858 1,661074 0,479511 0,70319 2,81398 0,163 4,223
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