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RESUMEN

El Peraco (Platymiscium pinnatum Jacg Dugand), es un arbol reportado en Centro y Suramérica,
al que se le ha dado usos agroforestales e industriales. Esta investigacion genera el primer reporte
fitoquimico de la especie Platymiscium pinnatum, que contribuira al conocimiento etnobotanico
de plantas de la region; donde debido a su uso en la industria maderable por su resistencia al
ataque de plagas y microorganismos, se identifican metabolitos posiblemente responsables de
esta caracteristica, como son escoparona perteneciente a las cumarinas, eudesmato de metilo
perteneciente a los terpenos, homopterocarpin y medicarpin pterocarpanos derivados de las
isoflavonas. Se demostrd la actividad antifungica del extracto etandlico de duramen de P.
pinnatum contra Fusarium spp. Los tratamientos, extracto puro y una dilucion 1:1 del extracto,
fueron los més efectivos en la inhibicion del crecimiento del hongo. Esto sugiere que los
metabolitos secundarios identificados en el extracto tienen un efecto significativo en el control
de este fitopatdgeno, el cual representa una problemética para los cultivos y la postcosecha
agricola. Este patdgeno puede causar grandes pérdidas en una amplia variedad de cultivos, desde
cereales hasta frutas y verduras. Sus implicaciones incluyen la disminucion de la calidad y
cantidad de cosecha, la pérdida de ingresos para los agricultores y la inseguridad alimentaria.
Fusarium spp. También puede producir toxinas perjudiciales para la salud humana y animal, lo

que implica aln mas sus consecuencias negativas.

Palabras claves: Platymiscium pinnatum, Fusarium spp., Escoparona, proteccion de cultivos.
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INTRODUCCION

El Departamento Norte de Santander posee una gran biodiversidad de flora y recursos
naturales que a lo largo de la historia permitieron el desarrollo y sostenibilidad del departamento,
como la especie Fabaceae Platymiscium Pinnatum, este arbol se encuentra en el bosque seco
tropical del &rea metropolitana de San José de Cucuta conocido con el nombre de peraco. El cual
tiene un aprovechamiento maderable, debido a su alta resistencia y durabilidad en exteriores, se
emplea en construcciones pesadas, muebles finos, madera contrachapada, instrumentos
musicales, entre otros. Debido a su alta resistencia a la descomposicién natural de la madera que
sin tratamiento quimico adicional presenta y la falta de informacién sobre su composicion
fitoquimica, este trabajo se planted6 como objetivo la realizacién de un estudio fitoquimico y
cromatografico para identificar la presencia de componentes que intervenian en dicha
caracteristica, asi mismo se evalud la posible actividad antifungica del extracto etandlico de

duramen de Platymiscium pinnatum jacq Dugand contra el hongo fusarium sp.



1. PROBLEMA

1.1. Titulo

Estudio fitoquimico y actividad antifingica de duramen de Platymiscium pinnatum (Jacq)
Dugand (peraco).

1.2. Planteamiento Del Problema

A lo largo de la historia, las plantas maderables han desempefiado un papel fundamental
en la industria, aprovechando sus notables propiedades mecanicas, tales como durabilidad,
dureza, resistencia y capacidad de preservacion (Ramirez, Quifiones & Enriquez, s.f.). Estas
cualidades las convierten en materiales de eleccion en campos como la ebanisteria, la carpinteria
y la construccién en madera. Sin embargo, es importante destacar que su uso se restringe
principalmente al tronco de la planta, dejando de lado otras partes como las hojas, la corteza, las
flores, los frutos y las raices, que pueden contener compuestos bioactivos de gran interés en
aplicaciones que van desde la medicina y la cosmética hasta la agricultura y la zoologia

(Restrepo, 2010).

Platymiscium pinnatum (jacq) es un arbol perteneciente a la familia Fabaceae y es
ampliamente conocido por su valor en la industria maderera. Se encuentra distribuido en todo el
continente americano, desde Guatemala y Costa Rica hasta Brasil y Venezuela. En Colombia, su
presencia se registra en diversas regiones, incluyendo la Costa Atlantica, el Valle seco del Rio
Magdalena, el Magdalena Medio, Tolima, Huila, el Cafion del Rio Cauca, la zona de Uraba,
Santafé de Antioquia, Sopetrén, San Jeronimo y La Pintada. Ademas, en el departamento de

Norte de Santander, se ha identificado en las zonas rurales de Cucuta, como Cerro Tasajero, Los



Peracos y Carmen de Tonchala, donde la poblacion local lo conoce con varios nhombres comunes,

como Peraco, roble, Trébol, Trébol negro, corazon negro y guayacan (Bustos Molina, 2014).

Este arbol, conocido por su madera de alta calidad, desempefia un papel relevante en la
industria maderera y tiene un alcance geografico significativo en toda la region americana,

siendo un recurso valioso tanto en términos econdmicos como culturales.

Dentro de la familia Fabaceae, se han identificado numerosas sustancias bioactivas que
merecen especial atencion. Estas sustancias incluyen alcaloides, flavonoides y polifenoles, que se
han asociado con efectos beneficiosos como propiedades antidiabéticas, antiinflamatorias y
antimicrobianas (Martinez et al. 2011). Sin embargo, es importante destacar que hasta el
momento no se han realizado estudios en Colombia que hayan revelado o indicado los
componentes fitoquimicos especificos presentes en Platymiscium pinnatum, que podrian estar

relacionados con su resistencia a insectos, plagas y hongos.

El propdsito fundamental de este proyecto radica en la identificacion de los
fitocompuestos responsables de esta notable caracteristica de resistencia en Platymiscium
pinnatum. Para lograr este objetivo, se llevaran a cabo pruebas fitoquimicas, cromatografia de
capa fina y cromatografia de gases acoplada a masas (GC-MS). Estas técnicas permitiran
detectar y analizar la presencia de metabolitos secundarios en la planta y, al mismo tiempo,

evaluar su posible bioactividad antifungica frente a Fusarium sp.

Este estudio reviste una gran importancia, ya que contribuird al entendimiento de las
propiedades quimicas Yy biologicas de Platymiscium pinnatum, lo que podria tener aplicaciones
significativas en la agricultura y la proteccion de cultivos, ademas de abrir nuevas perspectivas

en la utilizacién de los recursos naturales de manera sostenible.



1.3. Formulacién del Problema

¢Los metabolitos secundarios que podrian estar presentes en el duramen de Platymiscium

pinnatum (Jacq) Dugand muestran actividad antifingica contra Fusarium sp.?

1.4, Justificacion

Colombia se destaca como un pais de economia predominantemente agricola, donde la
optimizacion de los cultivos, la eficiente gestién de los recursos del suelo y la mitigacion de los
dafios causados por plagas e insectos desempefian un papel crucial en la mejora del rendimiento
y la calidad de las cosechas. Estos factores ejercen una influencia significativa en la
competitividad tanto en los mercados nacionales como en los internacionales (Berdegué et al.

2012).

Ademas, Colombia se encuentra entre los paises mas ricos en biodiversidad, lo que ha
impulsado y facilitado la investigacion sobre las plantas y sus componentes bioactivos. Debido a
la vasta cantidad y variedad de plantas presentes en Colombia, algunas de ellas carecen de
estudios que revelen su composicion metabdlica y su potencial uso. Este es el caso del
Platymiscium pinnatum (Jacq) DUGAND, un arbol con valor en la industria maderera (Méndez

2000)

En este contexto, se busca identificar compuestos presentes en el P. pinnatum que puedan
tener actividad biologica y ser aprovechados en la agricultura, especialmente en cultivos
afectados por infecciones flngicas, como el caso de Fusarium sp. El género Fusarium abarca
una amplia variedad de especies, algunas de las cuales son patdgenas y otras saprofitas. Estas
especies se consideran altamente exitosas como patdgenos en plantas y estan presentes tanto en
zonas templadas como tropicales. Tienen la capacidad de afectar diversos tejidos, 6rganos en

desarrollo y frutos de las plantas, lo que conlleva pérdidas significativas en la postcosecha de



cultivos como guanabana, tomate de arbol, mora, papaya, mango, citricos y banano (Hernandez

Medina, 2016).



1.5. Objetivos
1.5.1. Objetivo General

Realizar el tamizaje fitoquimico del duramen de Platymiscium pinnatum (Jacq) Dugand
(peraco) y evaluar la actividad antifingica en fusarium sp.

1.5.2. Objetivos Especificos

1.5.2.1. Identificar los compuestos fitoquimicos presentes en el duramen de
Platymiscium pinnatum (Jacq) Dugand (peraco) mediante técnicas de analisis fitoquimico.

1.5.2.2. Identificar los metabolitos secundarios mayoritarios por cromatografia de
gases acoplada a masas (CG-MS) del extracto metandlico de peraco (Platymiscium pinnatum.
Jacq).

1.5.2.3. Evaluar la actividad antifingica del extracto etandlico del duramen de

Platymiscium pinnatum. Jacq mediante el método de dilucién en agar para fusarium sp.



2. MARCO DE REFERENCIA

2.1. Antecedentes.

Actividad antifingica in vitro de especies maderables de la Guyana Venezolana, donde
se determinG el efecto microbioldgico de los metabolitos secundarios presentes en extractos de
duramen de Puy (Tabebuia serratifolia (Vahl.) Nicholson), Zapatero (Peltogyne porphyrocardia
Griseb.), Algarrobo (Hymenaea courbaril L.) y Cartan (Centrolubium paraense Tul. var.
orinocense Benth), frente a dos de los mas comunes microorganismos que causan deterioro de la
madera G. traveumy T. versicolor. Los resultados de este articulo investigativo demuestran
inhibicién de crecimiento de las especies estudiadas empleando extractos acetonicos y etandlicos

(Velasquez et al. 2006)

Busqueda de Metabolitos Secundarios en el Sector Maderero: Investigacion del Potencial
Quimico y Bioldgico de Residuos Maderables como Aserrin de Saboarana (Swartzia laevicarpa
Amshoff) y Macacauba (Platymiscium ulei Harms), con un enfoque en la alta concentracion de
xanthyletin, una cumarina con propiedades antiagregantes plaquetarias, antifingicas y herbicidas

(Garcia, 2009)

2.2. Marco Teodrico

2.2.1. Clasificacion taxonémica de Platymiscium pinnatum (Jacq) Dugand.

Es un arbol perteneciente a la familia Fabaceae, especie fijadora de nitrdgeno en sitios
desde 0 a 1000 msnm y temperaturas que oscilan entre 20 y 30 °C. Es una especie heliofita que
tolera suelos infertiles, crece bien tanto en climas secos como hdmedos, desde el nivel del mar
hasta 1000 msnm, con precipitaciones entre 1000 y 3000 mm anuales. Se le encuentra en las

formaciones vegetales: monte espinoso tropical (me-T), bosque seco tropical (bs-T) y bosque



himedo a muy hdmedo tropical (bh-T, bmh-T), tanto en lomas como en terrenos planos bien

drenados (Restrepo, 2010).

Figura 1. Arbol de peraco, (Platymiscium pinnatum (Jacq) Dugand)
Vereda Los Peracos, San José de Cucuta. Fotografia: Abril, F. 2019

Puede alcanzar alturas de hasta 40m y didmetros de hasta 1 m de didmetro en su tallo. El
fuste es recto, cilindrico, sin ramas en los dos tercios basales, de base alargada o con gambas
concavas. Corteza de color gris oscuro a blanco grisaceo, fisurada longitudinalmente, se
desprende en piezas rectangulares. La albura es de color blanco cremoso y contrasta con el
duramen de un rojo café vivo, con rayas parpura Oscuras. Posee Hojas compuestas, opuestas,
imparipinnadas, con 4 a 7 foliolos de 5-20 cm de largo y 2.5 a 8 cm de ancho, ovados a eliptico
acuminados, de margen entero, apice acuminado Yy base obtusa. Flores numerosas, pubescentes,

de color amarillo o naranja, de 1-1.5cm de largo, en inflorescencias axilares de 9-17 cm de largo



sobre nudos defoliados, que hacen al arbol muy conspicuo a la distancia. Frutos vainas
indehiscentes, aplanados, de 5-12 cm de largo y 3-5 cm de ancho, alada, obtusa o redondeada en
el apice, aguda en la base. Contienen una sola semilla de forma arrifionada, comprimida, de 20-
23 mm de largo y 10-12 mm de ancho, con testa de color café oscuro, lisa o ligeramente rugosa,
coriacea (Méndez, 2000)

Tabla 1. Clasificacion taxonomica de Platymiscium pinnatum.

TAXONOMIA
NOMBRE CIENTIFICO Platymiscium pinnatum (Jacq) Dugand

REINO Plantae
PHYLUM Magnoliophyta
CLASE Magnoliopsida
ORDEN Fabales
FAMILIA Fabaceae
BB Platymiscium
ESPECIFICO Pinnatum
AUTOR EPITETO
ESPECIFICO (Jacg.) Dugand

Fuente: Herbario Universidad Nacional de Colombia. (2023).
https://www.qgbif.org/es/dataset/18da9e5d-8966-4893-bf70-b3911152d991

Figura 2. Tronco de peraco, (Platymiscium pinnatum (Jacg) Dugand)
A: Corteza. B: Albura C: Duramen de color rojo caracteristico.
Fotografia: Abril, F. , 2019


https://www.gbif.org/es/dataset/18da9e5d-8966-4893-bf70-b3911152d991

Figura 3. A. Flor y B. Fruto de peraco (Platymiscium pinnatum (Jacq) Dugand).
Fotografia: Abril, F. , 2019

2.2.2. Metabolitos secundarios en la familia fabaceas.

Esta familia Fabaceae se caracteriza por la presencia de numerosas sustancias bioactivas
de diversa naturaleza quimica en corteza, hojas y raiz. De esta familia se han caracterizado y
reportado la presencia de alcaloides, flavonoides y polifenoles. La bioactividad de este tipo de
metabolitos de plantas esta asociada a su efecto antidiabético, antiinflamatorio y antimicrobiano
(Martinez et al., 2011).

2.2.3. Métodos para obtencién de extractos vegetales.

Los métodos de extraccion se emplean para obtener concentraciones correctas de
principios activos y las sustancias beneficiosas que se encuentran presentes en las plantas
(Gonzélez Villa & others, 2004), los procesos de extraccion mas simples empleados se dividen

de acuerdo al disolvente utilizado:

Extraccion con agua: infusion, destilacion por arrastre con vapor de agua y decoccion.
Extraccion con solventes organicos: maceracion, lixiviacion o percolacién, extraccién Soxhlet,

digestion y por fluido supercritico.

10
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2.2.3.1. Maceracion. Proceso de extraccion simple solido-liquido de los
componentes activos de las plantas, De esta manera el material vegetal (solido) tiene una serie
de compuestos solubles en el liquido extractante que son los que se pretende extraer. La
maceracion consiste principalmente en dejar la planta sumergida en un disolvente durante un
lapso mas o menos largo, en un recipiente con cierre hermético, protegido de la luz, para evitar
posibles reacciones, con agitacion constante por un tiempo que oscila entre cuatro y diez dias

(Carrién Jara & Garcia Gomez, 2010).

Figura 4. Equipo Agitador Digital Incubado (PLANTAE). Fotografia: Abril, F. , 2019

2.2.4. Concentracion de extracto vegetal a presion reducida.

Este procedimiento consiste en evaporar mediante una combinacién de temperatura
provista por un barfio calefactor y la generacion de presion de vacio. Se produce una rotacion que
aminora el peligro de ebullicion y se acelera la evaporacion mediante el aumento de la superficie
de la solucion, Consiste en eliminar un disolvente organico de una mezcla de reaccién El motor

eléctrico produce el giro de un tubo que tiene un ajuste esmerilado al cual se acopla el matraz de
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fondo redondo que contiene la disolucién. El matraz debe estar parcialmente sumergido en un
bafio de agua y girando. En el caso de disolventes organicos usuales la temperatura del bafio
debe oscilar entre 35 — 40 °C Acoplado al sistema hay un refrigerante por el que circula
generalmente agua, que origina la condensacion de los vapores del disolvente que se recogen en
un colector El conjunto es un sistema cerrado conectado a una bomba de vacio, una trompa de
agua o un circuito de vacio Esto también se puede realizar mediante destilacion simple, sin
embargo, es el procedimiento mas empleado por ser mas rapido y comodo (Lépez Sanchez,

2005).

Figura 5. Rotavapor, equipo de concentracion a presion reducida. Fotografia: Abril, F. , 2019.

2.2.5. Reconocimiento de metabolitos secundarios.

Gran parte de los principios activos presentes en las plantas se denominan productos
naturales o metabolitos secundarios, que son compuestos quimicos de estructura relativamente

compleja, de distribucion limitada y caracteristicas de fuentes botanicas especificas, ejemplos;
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alcaloides, esteroides, terpenoides, flavonoides, taninos etc. El estudio de los metabolitos
secundarios de las plantas estimuld el desarrollo de las técnicas de separacion, la cromatografia,
la espectroscopia para dilucidar su estructura, y entre otras metodologias de sintesis que hoy
constituyen la fundacion de la quimica organica contemporanea. El reconocimiento de
propiedades biologicas de muchos metabolitos secundarios ha alentado el desarrollo de este
campo, por ejemplo en la busqueda de nuevas drogas, antibidticos, insecticidas Yy herbicidas.
Ademas, la creciente apreciacion de los altamente diversos efectos biologicos de los metabolitos
secundarios ha llevado a reevaluar los diferentes roles que poseen las plantas, especialmente en
el contexto de las interacciones ecologicas (Mencias Paredes, 2015).

Los metabolitos secundarios se encuentran divididos agrupan en tres grupos segun su
origen biosintético: terpenos, Compuestos fendlicos como los fenilpropanoides y sus derivados,
Compuestos nitrogenados o alcaloides.

2.2.5.1. Terpenoides. Todos los terpenoides, tanto los que participan del metabolismo
primario como los més de 25.000 metabolitos secundarios, son derivados del compuesto IPP
(Isopentenil difosfato o "5-carbono isopentenil difosfato™) que se forman en la via del &cido
mevalonico. Es un grupo grande de metabolitos con actividad biolégica importante. Estan
distribuidos ampliamente en las plantas y muchos de ellos tienen funciones fisioldgicas
primarias. La distribucién de unos pocos de ellos en las plantas es mas restringida, como los que

forman los aceites esenciales, entre otros (Gudiel, 2009).

CHs
CHs
N~ kaH
CHj CHs CH,
retinol

Figura 6. Estructura quimica de Retinol (vitamina A). Alnujzara, 1997
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2.2.5.2. Compuestos fendlicos como los fenilpropanoides vy sus derivados. Los mas de

8.000 compuestos fenolicos que se conocen estan formados o bien por la via del acido shikimico
0 bien por la via del malonato/acetato (Gudiel, 2009). Compuestos fendlicos engloba a todas
aquellas sustancias que poseen varias funciones fenol, nombres populares del hidroxibenceno,
unidos a estructuras aroméaticas o alifaticas. Unicamente, algunos compuestos fendlicos de la
familia de los &cidos fenoles no son polifenoles, sino monofenoles. Los compuestos fenolicos
tienen su origen en el mundo vegetal. Son unos de los principales metabolitos secundarios de las
plantas y su presencia en el reino animal se debe a la ingestion de éstas. Los fenoles son
sintetizados por las plantas y son regulados genéticamente, tanto a nivel cualitativo como
cuantitativo, aunque a este nivel también existen factores ambientales. Ademas, actian como
fitoalexinas (las plantas heridas secretan fenoles para defenderse de posibles ataques fingicos o
bacterianos) y contribuyen a la pigmentacién de muchas partes de la planta (p. ej. los antocianos
son los responsables del color rojo, naranja, azul, pdrpura o violeta que encontramos en las pieles
de las frutas y hortalizas). Por otro lado, cuando los fenoles son oxidados, dan lugar a las

quinonas que dan un color pardo que muchas veces es indeseable (Creus, 2004).

i B OH
O/

Figura 7. Estructura quimica el tirosol. Creus, 2004

H
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2.15.3. Compuestos nitrogenados o alcaloides: La cantidad de productos

descritos, su diversidad estructural y el abanico de sus actividades farmacoldgicas hacen de los
alcaloides juntos con los antibidticos uno de los grupos mas importantes, entre las sustancias
naturales con interés terapéutico. El término alcaloide se refiere explicitamente a las propiedades
bésicas de estos compuestos que fueron llamadas al principio del siglo XIX, los alcalis vegetales.
Realmente no existe una definicion sencilla de alcaloides, ya que en ella, es dificil tener en
cuenta las distintas diferencias en cuanto a estructura y propiedades de los cerca de 12.000
compuestos descritos en este grupo. Sobre todo es dificil establecer la frontera que separa los
alcaloides, de otros compuestos organicos nitrogenados de origen natural. Por lo tanto se debe
considerar clasificar como alcaloides: Las sustancias de origen natural nitrogenadas con caracter
mas 0 menos basico, de distribucién restringida y dotadas a dosis débiles de propiedades
farmacolégicas arcadas, los cuales son biosintetizados principalmente a partir de aminoacidos. El
agrupamiento de este conjunto de moléculas, se ha confirmado por reacciones comunes de
precipitacion. Los alcaloides poseen una gran diversidad de estructuras quimicas. Son
fisiologicamente activos en los animales, aun en bajas concentraciones, por lo que son muy
usados en medicina. Ejemplos conocidos son la cocaina, la morfina, la atropina, la colchicina, la
quinina, Yy la estricnina (Barahona Avalos & Guevara Granados, 2007).

2.2.6. Antecedentes cromatdgrafos

La cromatografia comprende un grupo de métodos de purificacién e identificacion de
compuestos que depende de las afinidades diferenciales de los compuestos entre dos fases
inmiscibles. Una de las fases es fija con una gran area superficial y la otra es un fluido que se
mueve a través o sobre la superficie de la fase fija. La fase fija se denomina fase estacionaria y la

fase que fluye se llama fase movil. La primera puede ser una sustancia porosa o un solido
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finamente dividido o un liquido que se encuentra recubriendo un soporte inerte. La segunda
puede ser un liquido puro, un gas o una mezcla de disolventes o de soluciones. Existen varias
técnicas cromatografias dependiendo del tipo de fase fija y fase movil, como cromatografia der

gases, de absorcion y liquida (Sanchez et al., 2008)

2.2.6.1. Cromatografia_de capa fina (TLC): La cromatografia en capa fina se basa en la

preparacion de una capa, uniforme, de un adsorbente mantenido sobre una placa de vidrio u otro
soporte. Los requisitos esenciales son, pues, un adsorbente, placas de vidrio, un dispositivo que
mantenga las placas durante la extension, otro para aplicar la capa de adsorbente, y una camara
en la que se desarrollen las placas cubiertas. Es preciso también poder guardar con facilidad las
placas preparadas y una estufa para activarlas. La fase mdvil es liquida y la fase estacionaria
consiste en un sélido. La fase estacionaria sera un componente polar y el eluyente sera por lo
general menos polar que la fase estacionaria, de forma que los componentes que se desplacen
con mayor velocidad seran los menos polares. Polaridad de los compuestos organicos en orden

creciente:

Hidrocarburos < olefinas < filior < cloro < nitro < aldehido
Aldehido < ester < alcohol < cetonas < aminas < &cidos < amidas

La cromatografia en capa fina presenta una serie de ventajas frente a otros métodos
cromatograficos (en columna, en papel, en fase gaseosa) ya que el utillaje que precisa es mas
simple. El tiempo que se necesita para conseguir las separaciones es mucho menor y la
separacion es generalmente mejor. Pueden usarse reveladores corrosivos, que sobre papel
destruirian el cromatograma. EI método es simple y los resultados son facilmente reproducibles,
lo que hace que sea un método adecuado para fines analiticos. Al realizar la eleccion del

adsorbente se debe tener en cuenta el tamafio de las particulas del adsorbente, cuanto méas
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finamente dividido esté mayor sera su adhesion al soporte, aunque también se le puede afiadir un
adherente.

En la eleccion del eluyente influyen varios factores: precio, pureza, no utilizar mezclas de
eluyentes (reproducibilidad), no utilizar compuestos muy volatiles, evitar que contengan trazas
de metales (catalizadores). La eleccion del eluyente se realiza de forma empirica. Hay que
estudiar la polaridad del componente y probar con eluyentes cada vez menos polares.
Generalmente se utiliza como reactivo revelador yodo, el cual forma complejos coloreados con
los componentes organicos (con tonos amarillo- marrdn), pero las manchas desaparecen con el
tiempo con lo que es conveniente sefialar las manchas aparecidas. Otro reactivo revelador
bastante utilizado es el &cido sulfirico, que reacciona con los componentes organicos
produciendo manchas negras. Sin embargo debe tenerse en cuenta que el tamafio de las manchas

no esta relacionado con la cantidad de componente separado (Mennickent et al., 2000).

/ ™ tapa

= cubeta de vidrio
(cubeta cromatografica)

— placa recubierta con
una capa delgada de
la fase estacionaria
adsorbente

| © © ® | ___ puntos de aplicacion
/ de las muestras

fase movil (disolvente)

Figura 8. Montaje general de TLC. «Cromatografia en capa fina», 2015)
https://lidiaconlaguimica.wordpress.com/2015/08/1 7/cromatografia-en-capa-fina/



https://lidiaconlaquimica.wordpress.com/2015/08/17/cromatografia-en-capa-fina/

18

2.2.6.2. Cromatografia_de gases acoplado a masas (CG-MS): La cromatografia

de gases-masas es una técnica que combina la capacidad de separacion que presenta la
cromatografia de gases con la sensibilidad y capacidad selectiva del detector de masas. Esta
combinacion permite analizar y cuantificar compuestos trazas en mezclas complejas con un alto
grado de efectividad. La cromatografia se basa en las diferencias en conductas partitivas de una
fase movil y de una fase estacionaria para separar los componentes en la mezcla. La muestra es
transportada por una corriente de gas a traves de una columna empacada con un solido o tal vez
recubierta con una pelicula de algin liquido. Debido a su simplicidad, sensibilidad y efectividad
para separar los componentes de la mezclas, la cromatografia de gas es una de las herramientas
mas importantes en quimica. Es ampliamente usada para analisis cuantitativos y cualitativos de
mezclas, para la purificacion de compuestos y para la determinacion de constantes
termoquimicas tales como calores de solucion y vaporizacién, presién de vapor y coeficientes de

actividad. (Zambrano & RAMIREZ, 2015)

Jeringa de inyeccién
delamuestra Procesador - amplificador

Regulador de
flujo

injector

Registro del cromatograma

\ Detector

Horno de temperatura
X programable

\ Columna cromatografica

Figura 9. Representacion esquematica de un cromatégrafo de gases. Zambrano & Ramirez, 2015.

Recipiente del eluyente
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La espectrometria de masas (MS) utiliza el movimiento de iones en campos eléctricos y
magnéticos para clasificarlos de acuerdo a su relacion masa-carga. De esta manera la
espectrometria de masas es una técnica analitica por medio de la cual las sustancias quimicas se
identifican separando los iones gaseosos en campos eléctricos y magnéticos. La MS brinda
informacion cualitativa y cuantitativa acerca de la composicion atdmica y molecular de

materiales inorganicos y organicos (Skoog et al., 2001).

2.2.7. FEusarium sp.

Fusarium es un género cosmopolita de hongos ascomicetos filamentosos, que incluye
muchos patdgenos vegetales productores de toxinas de importancia agricola. Colectivamente, las
enfermedades causadas por Fusarium incluyen marchitez, tizon, pudricién y cancros de muchos
cultivos horticolas, de campo, ornamentales y forestales en ecosistemas agricolas y naturales.
Fusarium también produce una amplia gama de metabolitos secundarios tdxicos (micotoxinas),
como tricotesenos y fumonisinas, que pueden contaminar los productos agricolas, haciéndolos
inadecuados para alimentos. Los tricdtesenos también pueden actuar como factores de virulencia
en las enfermedades de las plantas. Aunque las infecciones oportunistas por Fusarium (fusariais)
de humanos y otros animales son relativamente raras, por lo general muestran una amplia
resistencia a los medicamentos antimicéticos. Fusarium se asocia desproporcionadamente con

infecciones fungicas de la cornea (Ma et al., 2013).
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Tabla 2. Taxonomia de Fusarium spp

Taxonomia
Reino Fungi
Filo Ascomycota
Clase Sordariomycetes
Orden Hypocreales
Familia Nectriaceae
Genero Fusarium

Fusarium spp. Fusarium
esquiseti Fusarium oxysporum
Especies. Fusarium proliferatum Fusarium
reticulatum Fusarium solani

Fusarium subglutinans

Fuente: Direccion general de sanidad, 2020

https://www.gob.mx/cms/uploads/attachment/file/633031/Fusarium_spp__ma_z__2020.pdf

2.2.7.1. Especies de Fusarium sp. En el género Fusarium se han reconocido entre

9 y 78 especies, dependiendo del sistema taxondmico utilizado, el cual se basa principalmente
en las caracteristicas culturales de las colonias y de las esporas del hongo. La clasificacion
taxondmica del género es bastante controvertida segin diversos taxénomos. Snyder y Hansen y
Messian y Cassini reconocen nueve especies, Gordon considera 26especies, Booth 44especies,
Wollenweber y Reinking 65especies y Gerlach reconoce 78especies. Esto muestra la
complejidad taxonomica del género Fusarium; por tal razon, la identificacion de las especies

debe ser hecha por expertos para evitar errores. (Torres, 2000)



Figura 10. Crecimiento y conidios de diferentes biotipos de Fusarium sp.
Fuente: Direccion general de sanidad, 2020
https://www.gob.mx/cms/uploads/attachment/file/633031/Fusarium spp ma z 2020.pdf

2.2.7.2. Mecanismo de infeccion. La infeccion se desarrolla en las raices de

alimentacion y en lesiones causadas por la formacion secundaria de raices. Las temperaturas de
suelo frias (20 °C) favorecen el desarrollo de la enfermedad. Los marchitamientos de Fusarium
sp. Son beneficiados por las altas temperaturas del aire y del suelo (24 °Ca 30°C)y la
enfermedad puede no ocurrir a bajas temperaturas del suelo (por debajo de 20 °C). Una planta

infectada puede permanecer sin sintomas a temperaturas mas bajas
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https://www.gob.mx/cms/uploads/attachment/file/633031/Fusarium_spp__ma_z__2020.pdf

Figura 11. Marchitamiento y defoliacion en cultivo de naranjo variedad valenciana. Ortiz-
Martinez et al., 2022.

Figura 12. Sintomas de marchitamiento por Fusarium spp en banano.

(«Marchitamiento del banano o Panama disease (Fusarium oxysporum
f. sp. cubense)», s. f.)
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2.3. Marco Legal

Constitucion politica de 1991, es una Constitucion "Verde" porque consagra el derecho
a gozar de un ambiente sano, estableciendo como deberes y derechos del estado de "Proteger la
diversidad e integridad del ambiente, conservar las areas de especial importancia ecologica y
fomentar la educacion para el logro de estos fines" (Articulo 79), ademés debera prevenir y
controlar los factores de deterioro ambiental, imponer sanciones legales y exigir la relacion de

dafos causados.

Ley 1518 de 2012. “Por medio de la cual se aprueba el “Convenio Internacional para
la proteccion de las Obtenciones Vegetales”, del 2 de diciembre de 1961, revisado en Ginebra el

10 de noviembre de 1972, el 23 de octubre de 1978 y el 19 de marzo de 1991.

Ley 1515 de 2012. “Por medio de la cual se aprueba el “Tratado de Budapest sobre el
Reconocimiento Internacional del Depdsito de Microorganismos a los fines del Procedimiento en
materia de Patentes”, establecido en Budapest el 28 de abril de 1977 y enmendado el 26 de
septiembre de 1980 y su “Reglamento”, adoptado el 28 de abril de 1977 y modificado el 20 de

enero de 1981 y el 1° de octubre de 2002.

Decreto 1498 de 2008. “Por medio del cual se reglamenta la Politica de Cultivos

Forestales Comerciales.

Ley 1159 de 2007. “Por medio de la cual se aprueba el “Convenio de Rotterdam para la
Aplicacién del Procedimiento de Consentimiento Fundamentado previo a ciertos Plaguicidas y
Productos Quimicos Peligrosos, Objeto de Comercio Internacional”, hecho en Rotterdam el diez

(10) de septiembre de mil novecientos noventa y ocho (1998).


https://justiciaambientalcolombia.org/wp-content/uploads/2012/10/ley-1518-de-2012.pdf
https://justiciaambientalcolombia.org/wp-content/uploads/2012/10/ley-1515-de-2012.pdf
https://justiciaambientalcolombia.org/wp-content/uploads/2012/11/decreto1498-de-2008-por-medio-del-cual-se-reglamenta-la-polc3adtica-de-cultivos-forestales-comerciales.pdf
https://justiciaambientalcolombia.org/wp-content/uploads/2012/10/ley-1159-de-2007.pdf

Decreto 4741 de 2005.“Por medio del cual se reglamenta parcialmente la prevencion y

manejo de los residuos o desechos peligrosos generados en el marco de la gestion integral.”
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https://justiciaambientalcolombia.org/wp-content/uploads/2012/11/decreto-4741-de-2005-por-medio-del-cual-se-reglamenta-el-manejo-de-los-residuos-o-desechos-peligrosos.pdf
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3. DISENO METODOLOGICO

3.1. Localizacion y materiales

3.1.1. Localizacién

El trabajo se realizd en el laboratorio de investigacion PLANTAE adscrito a la Facultad
de Ciencias Basicas, ubicado en el segundo piso de los laboratorios de Biologia de la

universidad Francisco de Paula Santander (Lab 201).

3.1.2. Materiales

Material Vegetal. Se trabajé con duramen de Platymiscium pinnatum colectadas en El
Triangulo ubicada geograficamente en la vereda Los Peracos corregimiento Buena Esperanza,
municipio de san José de Cdcuta, ubicada en la siguientes coordenadas a 7°57'51.3"N
72°29'54.0"W, a 320 s.n.m con una temperatura promedio 33 °C y una humedad relativa de 75%.

Para la investigacion se utilizaron 1000 g en peso de duramen de la planta.

Material de laboratorio. Balanza analitica, frascos de 200 mL con tapa hermética, tubos
de ensayo, Erlenmeyer de desprendimiento lateral, embudo de Bucher, bomba de vacio, tubos
eppendorf de 1000 pL, placas de vidrio para TLC, cubeta de vidrio para TLC, micropipetas de
(1000 L y 200 L), tubos capilares, Beaker de (1000 mL, 500 mL, 100 mL y 50mL), probetas
de 100 mL y 10 mL, rota vapor, campana extractora, fuente de luz ultravioleta (UV),

estereoscopio, microscopio, camara digital.

Reactivos. Etanol 80%, acetato de plomo al 4%, &cido acético, éter de petr6leo, hexano,
acido sulfurico 18 M, cloruro férrico anhidrido, agua destilada, cinta de magnesio, &cido
clorhidrico 10%, &cido clorhidrico diluido, zinc en polvo, hidroxido de sodio diluido, reactivo
Molish, hidroxido de potasio, reactivo Valser, reactivo Mayer, reactivo Dragendorff, reactivo

Hagger, cloroformo, sulfato de sodio anhidrido, reactivo gelatina-sal 1%, Urea, clorhidrato de
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Hidroxilamina/alcohol, hidroxido de potasio/etanol, etanol, metanol HPLC, benceno, hidroxido

de amonio, piridina, nitroprusiato de sodio 0,5%, acetato de etilo, vainillina, propanol.

3.2. Metodologia

3.2.1. Tipo de Investigacion.

El tipo de investigacion que se utilizo para el desarrollo del proyecto es de tipo
experimental, ya que consiste en someter un objeto de estudio en el analisis y reconocimiento de
compuestos, ademas de la influencia de ciertas variables, en condiciones controladas y conocidas
para observar una bioactividad especifica.

3.2.2. Disefo experimental.

Dentro de las técnicas utilizadas para la extraccion, marchas fitoquimicas preliminares,
determinacion del porcentaje de abundancia de compuestos mayoritarios presentes en el extracto
por Cromatografia de Gases acoplado a Masas y montaje de bioensayos. Se baso en un estudio
experimental cualitativo y cuantitativo para evidenciar la mayor actividad antifungica
representada en halos de inhibicién generados por el extracto obtenido de Platymiscium
pinnatum (Jacq) Dugand frente a Fusarium sp.

3.2.3. Andlisis estadistico.

La parte experimental cualitativa, se presenta la presencia o ausencia de metabolitos
secundarios en el extracto del duramen de Platymiscium pinnatum (Jacq) Dugand por marchas
fitoquimicas y se complementa con el porcentaje de abundancia de compuestos presentes en el
extracto por Cromatografia de Gases acoplada a Masas. La parte experimental cuantitativa, que
involucra los bioensayos antifingicos, se llevd a cabo mediante un andlisis estadistico que

incluyé la prueba de ANOVA (Andlisis de Varianza) y la comparacion de medias Tukey,
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utilizando el programa estadistico XLSTATS 2023. Los tratamientos empleados en este estudio

se detallan en la Tabla 3y cada uno de ellos se replico tres veces.
Tabla 3. Tratamientos utilizados en la evaluacion de los extractos

NOMBRE
TRATAMIENTO
Control negativo (agua)

Control negativo (etanol)

Control positivo (Vitavax)

Extracto concentrado 1.0
Dilucién 1:1
Dilucion 1:2
Dilucion 1:3
Dilucién 1:4
Dilucién 15

TRATAMIENTO

Ol |N|[o|O|BR|[W|IN|F

Hipdtesis nula: El extracto etandlico de duramen de Platymiscium pinnatum (Jacq)

Dugand no presenta actividad antifungica frente al hongo Fusarium sp.

Hipotesis alterna: El extracto etandlico de duramen de Platymiscium pinnatum (Jacq)

Dugand presenta actividad antifungica frente al hongo Fusarium sp.

Variables. Las variables planteadas en esta propuesta contribuiran a la determinacion de

que la especie Platymiscium pinnatum (Jacq) Dugand tiene propiedades antifungicas.

o Dependiente. Tamafio del halo de inhibicion medido en milimetros (mm).
o Independiente. Microorganismo Y diluciones del extracto.

3.2.4. Metodologia Experimental

3.24.1. Obtencion del extracto. Se utilizd 100 gramos de material vegetal seco

(duramen) y libre de polvo en 200 mL de etanol y metanol (Merck KGaA). Se dejo en agitacion
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por 72h en oscuridad en un SHAKER (MAXQ 4450) a 35°C con 100 rpm. Posteriormente el
extracto obtenido se filtr6 al vacio con papel filtro (Qual. dia. 125mm, BOECO GERMANY)
utilizando una bomba de vacio (MEDI-PUMP 33,8” DE MERCURIO DOSIVAC). El extracto
etandlico de peraco, se concentrard a presion reducida (ROTAVAPOR IKA® RV 10
CONTROL) a 50 rpm con 150 mbar y 40°C (Figura 4). El extracto concentrado se guardd en
frascos ambar a 4°C hasta la realizacion de sus respectivos analisis para caracterizacion
fitoquimica preliminar, identificacion de los compuestos mayoritarios por cromatografia de gases

acoplada a masas (CG-MS) y ensayos de actividad antifingica.

(MATERIAL VEGETAL)

por un
(Ferpe J—(7200r2)
Etanol N ' Extraccion E—
X agitacién _’(SHAKERJQ—(agltauon] 100 rpm
@)

A\
[Extracto obtenidoj

v
filtrar
—b ROTAVAPOR | €4——| 150 mbar

40 °c

almacenar temp.
(extracto concentrado)—b —b

Figura 13. Extracciény concentracion del extracto etandlico de duramen de Platymiscium pinnatum jacg.
Esquema: Abril, F., 2019
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3.24.2. Marcha fitoguimica. Luego de la preparacion de los extractos etandlico y

metanolico del duramen de Platymiscium pinnatum (Jacq) Dugand, se sometié a la marcha
fitoquimica preliminar, realizando diferentes ensayos mediante reacciones de identificacion, por
aparicién o no de color o precipitados, y utilizando la técnica de cromatografia de capa fina
(TLC), para determinar la presencia o no de metabolitos, basado en diferentes autores (Palomino
& Calderon, 1972) (Cassiran, 2015) (Rojas et al., 2008) (Jara Beltran, 2014) (Figura 13). Se

realizaran pruebas especificas para cada metabolito secundario (Tabla 4.)

TLC

!

EXTRACTO CONCENTRADO —}[Tamizaje fitoquimico]

[Cromatografla de capa flnaj b [10 Ml de extracto)

Cromatografia de - + .
gases acoplado a masas Alcaloides
(CG-MS) taninos
carotenoides
cumarinas
flavonoides
quinonas
saponinas
fenoles
amidas
< J

Figura 14. ldentificacion de metabolitos secundarios. Esquema: Abril, F., 2019
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Tabla 4. Metabolitos secundarios, reactivos e indicador de presencia

METABOLITO REACTIVO INDICADOR
Antocianinas NaOH y HClI diluido. Cambio leve de coloracion y pH.
Fenoles FeCls Cambio de color
Esteroides Lieberman- Buchard cambio de color
Amidas Lugol cambio de color

Reaccion de Stiancy

Taninos Coloracion y presencia de precipitado.
FeCls
Saponinas Agitacion Aparicion de espuma con 5 mm de altura
Cumarinas KOH — luz UV 365 Fluorescencia azul o verde
Alcaloides Valser, Mayer, Dragendorff y Hager Presencia de precipitado
3.24.3. Separacion de metabolitos por capa fina. Se tomaton alicuotas de 500pL

de extracto para cuidadosamente en placas de gel de silice G60 (Alfa Aesar W05A028). Se
utilizaran diferentes fases mdviles con el fin de estandarizar el mejor eluyente de separacion. Las
fases moviles que se utilizaron fueron, hexano-acetato de etilo (955 v/v), acetato de etilo-
propanol (9:1) y éter de petrleo-acetato de etilo (7:3). Las placas corridas con el extracto se
revelaron con luz ultravioleta a 254 nm y 365 nm con el fin de evidenciar la presencia de algunos
metabolitos secundarios en el extracto etanolico de duramen.

3.24.4. Identificacion de metabolitos secundarios por cromatografia de gases

acoplada_a masas GC-MS. Del duramen de Platymiscium pinnatum (Jacq) Dugand se obtuvo

un extracto con metanol (HPLC) al 80%, se realizd filtracién y concentracion a presion reducida.
Del concentrado obtenido se tomaron 5 mL, se paso por filtro de 45um y posteriormente se

guardd en un frasco ambar para su anélisis por cromatografia de gases acoplada a masas GC-MS
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en el Laboratorio de Cromatografia del Centro de Investigacion de Biomoléculas CROM-MASS
de CENIVAM, Universidad Industrial de Santander (UIS), sede Bucaramanga.

3.2.45. Preparacion de las cepas de Fusarium sp. La actividad de duramen de P.

pinnatum se evaluara en cepas aisladas de fusarium sp mediante el método descrito por
(Velasquez et al., 2006). Antes de realizar el ensayo de actividad antifingica, se aislo la cepa de
un fruto infectado de tomate de arbol en la localidad de Cucuta. Tomando un pedazo de 3 a 4
mm del fruto infectado, desinfectando en inmersion de hipoclorito de sodio al 4%, etanol al 75%
y agua destilada, con tiempo de inmersion variable. Se toman los pedazos desinfectados y se
siembra en cajas Petri con agar PDA, para crecimiento. Se tomd fragmentos del micelio del
microrganismo Y se siembro en cajas Petri con agar PDA y antibiotico para evitar contaminacion
con bacterias.

3.2.4.6. Preparacion de las concentraciones del extracto. Se prepard una

solucion madre de extracto etandlico de 70%v/v, a partir de dicha disolucion, se tomaron
alicuotas para preparar diluciones a 1:0, 1:1,1:2, 1:3, 1:4 y 1.5; con agua destilada esterilizada.
Estas soluciones fueron evaluadas con el hongo Fusarium sp. Como control negativo se usé

agua.

Los controles positivo para Fusarium sp., se utilizé vitavax (fmb) a 250, 500, 1000, 2000
y 4000 mg/L respectivamente. De las anteriores concentraciones se emple6 la concentracion de

250 mg/L para la evaluacion antifingica del extracto.

3.24.7. Siembra v evaluacion antifungica_del extracto. Después de realizar el

proceso de aislamiento y purificacion de las cepas de hongo Fusarium sp., se procedio a la
preparacion del bioensayo, conformado por los tratamientos en cajas Petri con agar PDA 'y

cloranfenicol, las cuales contenian las cepas del hongo. A continuacion, se sumergieron discos de



0,5 cm de papel filtro No.1, en cada una de las soluciones los tratamientos: control positivo,
control negativo y diluciones del extracto (Tabla 3), en tubos de Eppendorf durante un periodo
de 5 minutos. Posteriormente, se colocaron estos discos en las cajas de Petri que contienen la
cepa del hongo, se dejaron reposar durante 15 minutos. Luego, las cajas se incubaron a una
temperatura de 30 °C durante un periodo de 5 dias. Al término de este periodo, se procedid a

medir los diametros de los halos de inhibicion resultantes como parte de la evaluacion.

Es importante destacar que todos los ensayos se llevaron a cabo con tres réplicas con el

fin de asegurar la reproducibilidad y fiabilidad de la metodologia empleada
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Obtencién de Extracto Vegetal

A partir del duramen de Platymiscium pinnatum, se obtuvo un extracto etanélico con el
cual se concentré a presion reducida, realizd la marcha fitoquimica y bioensayos evaluando la
actividad antifingica. Adicionalmente, un extracto reducido se llevd a sequedad y se retomo en
metanol de grado HPLC, con el cual se determind los compuestos mayoritarios presentes por
cromatografia de gases acoplado a masas (CG-MG).

4.2. Caracterizacion Fitoguimica

El anélisis fitoquimico preliminar de duramen de Platymiscium pinnatum, se realizd
empleando el extracto de duramen en diferentes solventes, esto permitié resolver la interferencia
generada por la coloracion roja intensa el extracto etandlico (Figural5) en las pruebas
preliminares, debido a esto se empled un medio acuoso para algunas pruebas fitoquimicas como
la de esteroides y amidas, todas estas pruebas de identificacion de metabolitos secundarios, se
realizd siguiendo las metodologias y pruebas cualitativas propuestas por (Palomino & Calderdn,

1972) (Cassiran, 2015) (Rojas et al., 2008) (Jara Beltran, 2014).

Figura 15. Extracto etanolico de duramen de peraco (Platymiscium pinnatum.
Fotografia: Abril, F., 2019
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Figura 16. Evaluacion de solventes en cromatografia de capa fina (TLC).
Fotografia: Abril, F., 2019

Mediante un perfilamiento cromatografico por TLC (cromatografia de capa fina) del
extracto etanolico de duramen de Platymiscium pinnatum (peraco), empleando distintos
solventes y combinaciones de estos como facil movil, en blsqueda de una separacion de los
distintos metabolitos; la mejor separacion se obtuvo empleando hexano: acetato de etilo en una
relacion de 955 Figura 15. Una vez la separacion de los metabolitos visualizados en UV con
longitudes de onda de 302 y 365 nm como se presenta en la figura 17. Las coloraciones azul
celeste observadas indican la presencia de cumarinas Y taninos, las coloraciones azules indican la

presencia de antocianinas, flavonoides lo cual se confirma en la marcha fitoquimica reflejados en

la tabla 5.
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Figura 17. Visualizacion de placa TLC (cromatografia de capa fina) a 254 nm. ).
Fotografia: Abril, F., 2019

Los resultados obtenidos en la caracterizacién fitoquimica del extracto etandlico de
duramen de Platymiscium pinnatum, los metabolitos secundarios identificados incluyen
alcaloides, fenoles como las cumarinas y taninos (Tabla 4). Noexisten reportes de investigacion
que evidencien analisis del duramen de éste maderable en cuanto a analisis de presencia de
metabolitos.

Se han realizado estudios de extractos de duramen de maderables latifoliadas:
Handroanthus serratifolius, Centrolobium paraense y Tectona grandis frente a hongos de
pudricion marron y blanca presentes en el Pinus caribaea, generando un efecto protector
atribuyéndose a varios factores, estos factores incluyen la complejidad y diversidad de los
compuestos quimicos presentes en estos extractos, asi como la alta permeabilidad de la madera
de Pinus caribaea, lo que facilita la alcanzar niveles elevados de retencion y proteccion en la
madera de P. caribaea, pero no se realiza en este estudio un anlisis fitoquimico de los

maderables (Syofuna et al., 2012)
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Tabla 5. Metabolitos secundarios identificados en el extracto etandlico de duramen de
Platymiscium pinnatum por medio de pruebas fitoquimicas especificas.

METABOLITOS REACTIVO INDICADOR ENSAYO EVIDENCIA
NaOH y HCl Cambio de
Antocianinas ] +
Diluidos coloracion y pH
Fenoles FeCls Cambio de color +
Lieberman- Tonalidad
Esteroides +
Buchard rosada.
Tonalidad
Amidas Lugol -
anaranjada.
FeCls coloracion verde
i +
Taninos Reaccion de
Precipitado
Stiancy
Espuma Espuma de 5 nm
Saponinas -
Rosenthaler Color violeta
KOH +
Cumarinas Fluorescencia UV a Fluorescencia +
365 nm
Draggendorff,
Alcaloides Mayer, Valser, Precipitado +

Hagger
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La importancia de los compuestos evidenciados en el extracto de duramen de
Platymiscium pinnatum, radica en compuestos fitoquimicos bioactivos. Se ha documentado que
los flavonoides, fenoles, taninos, esteroles, cumarinas y alcaloides constituyen la base de muchos
medicamentos los cuales poseen diversos mecanismos de accion, lo que sugiere un considerable
potencial en plantas como fuente de nuevos farmacos (Avalos-Soto et al., 2014). Estos
metabolitos secundarios que se encuentran en las plantas han sido tradicionalmente utilizados
para tratar una variedad de afecciones, como inflamaciones, infecciones, fiebre, enfermedades de
la piel, trastornos dentales, asi como para su uso como inmunomoduladores, antiinflamatorios,
antihiperglucémicos, antiulcerosos, antimalaricos, antifungicos, antibacterianos, antivirales y
antioxidantes. Ademas, algunos se les han atribuido propiedades antimutagénicas y

anticancerigenas (Subapriva Ry Nagini S, 2005).

Por lo anterior, la presencia de flavonoides, fenoles, taninos, esteroles, cumarinas y
alcaloides en la marcha fitoquimica realizada al extracto de duramen de Platymiscium pinnatum
(Tabla 4.), indica que tienen moléculas bioactivas dentro del grupo de metabolitos secundarios.
Estas moléculas podrian poseer propiedades especificas, en este caso, de naturaleza antifingica.
Para la identificacion precisa de las moléculas presentes en algunos de estos grupos de
metabolitos secundarios, se considero esencial la realizacion de un analisis mediante

cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas.

4.3. Cromatografia de Gases Acoplado A Masas (GC-MS)

El analisis mediante GC-MS se llevo a cabo en el Laboratorio de Cromatografia del
Centro de Investigacion de Biomoléculas CROM-MASS, ubicado en la Universidad Industrial de
Santander (UIS), sede Bucaramanga. En este analisis, se utilizd el extracto metandlico de grado

HPLC (80%) obtenido a partir del duramen de Platymiscium pinnatum y se aplicé la técnica de
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microextraccion en fase sélida (SPME) con monitoreo en fase vapor (headspace). Para este
propasito, se empled una columna de fibra de silice fundida recubierta con PDMS/DVB de un
espesor de 65 um. El cromatograma se gener0 utilizando un cromatografo de gases Agilent
Technologies AT 6890 Series Plus, en conjunto con un detector de masas MSD 5973, operando
en el modo de barrido completo de radiofrecuencia. La columna utilizada en el analisis fue una
DB-5MS (5% fenil-poli (metilsiloxano)) con dimensiones de 60 mm x 0.23 mm x 0.25 mm. La
inyeccion se realizd en modo Split (30:1) utilizando el dispositivo de SPME, y se llevaron a cabo
busquedas en las bases de datos de Adams, Wiley y NIST para la identificacion de los

compuestos.

En la Tabla 6, se presentan los porcentajes de abundancia de los compuestos identificados
mediante Cromatografia de Gases acoplada a masas (CG-MS) en el extracto de duramen de

Platymiscium pinnatum.

Tabla 6. Identificacion presuntiva, tiempos de retencion (tR), y cantidad relativa (%) de los
componentes presentes en el extracto de duramen de Platymiscium pinnatum por GC-MS

tR/min Identificacion tentativa Cantidad relativa

GC, %
45,18 Eudesmato de metilo 0,8
51,18 Escoparona 48,2
62,54 Homopterocarpin 16,3
63,54 Medicarpin 20,1

La escoparona, es el compuesto mayoritario presente en el extracto de duramen de
Platymiscium pinnatum con un porcentaje de cantidad relativa de 48,2% y un tiempo de
retencion de 51,18 minutos, como se observa en el cromatograma generado del analisis por

cromatografia de gases (Figura 18).
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Figura 18. Cromatdgrama del extracto de duramen de Platymiscium pinnatum por GC-MS
La escoparona (6,7-dimetoxicoumarina), es una cumarina que pertenece al grupo de los

metabolitos secundarios presentes en las plantas. Las cumarinas son compuestos quimicos que se
encuentran en una amplia variedad de plantas y son conocidas por sus propiedades antioxidantes
y otras actividades bioldgicas. Tienen en comln la estructura quimica de 1-benzopiran-2-ona
(Castillo & Martinez, 2007) (Figura 19). Estas sustancias son facilmente identificables debido a
su fluorescencia bajo la luz ultravioleta y son generalmente fotosensibles, ademas de ser
principalmente solubles en solventes apolares, como se evidencié en la marcha fitoquimica
realizada al extracto de duramen de Platymiscium pinnatum (Tabla 4.), presentando una
fluorescencia verde, confirmando asi, la presencia de cumarinas e identificando por

cromatografia de gases, la cumarina escoparona.
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H3CO X

H3CO O O

Figura 19. Estructura quimica de la cumarina, Escoparona.
(Sigma-Aldrich. (Fecha de acceso 04-10-2023)
https//www.sigmaaldrich.com/CO/es/product/aldrich/254886

Las cumarinas biosintetizadas en las plantas se almacenan en el interior de las vacuolas,
al igual que otros compuestos como los alcaloides, los taninos y los lignanos. Su funcion
principal en las plantas esta relacionada principalmente con la defensa, gracias a sus propiedades
antimicrobianas, su capacidad para evitar la alimentacion de herbivoros, su proteccion contra
radiaciones UV y su inhibicion de la germinacion de otras plantas competidoras (Stringlis, 1.A. et

al.,2019).

Investigaciones realizadas en extractos metandlicos de Tagetes lucida Cav., también
conocida como ‘pericon’ (Lopez, E. et al.,, 2018), una planta que se encuentra cominmente en los
sistemas montafiosos de México en climas templados, se ha descubierto que esta planta herbacea
emana un distintivo aroma a anis al ser comprimida. Se comprueba la bioactividad del extracto
de Tagetes lucida en cuanto a la capacidad de inhibir el crecimiento de diversas bacterias, como
Escherichia coli, Salmonella sp. y Shigella sp., asi como el hongo Fusarium. Este efecto
inhibitorio atribuido a la presencia de componentes dimetoxi-fendlicos en el extracto, destacando
la escoparona (6,7-dimetoxicoumarina) como responsable de exhibir una notable capacidad de
inhibicién sobre el crecimiento micelial de Fusarium, incluso a dosis de hasta 250 pg mL-1.
Esto nos soporta que el extracto de duramen de Platymiscium pinnatum puede presentar una
actividad inhibitoria contra hongos fitopatdgenos, debido a que se determind la presencia de

escoparona como compuesto mayoritario (Tabla 5) (Figura 18).


https://www.sigmaaldrich.com/CO/es/product/aldrich/254886
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En cuanto a los segundos compuestos en porcentaje se abundancia, se presentan, el
homopterocarpin (16,3%) y Medicarpin (20,1%), pertenecen a un subgrupo de compuestos de la
categoria de las pterocarpanos derivados de los isoflavonoides, que a su vez son una clase de
metabolitos secundarios presentes en plantas. Los pterocarpans son conocidos por su estructura
quimica especifica como base un benzo-pirano-furano-benceno (Figura 21). Se encuentran en
algunas plantas leguminosas, donde desempefian un papel en la proteccion de la planta contra

patdgenos y herbivoros (Fedoreyev S.A. et al., 2000).

HO

G_.—-

Figura 20. Medicarpin, subgrupo de pterocarpanos del grupo
de las isoflavonoides (Fedoreyev S.A. et al., 2000)

En cuanto el compuesto con un menor porcentaje de abundancia determinado en el
extracto, es un sesquiterpeno, eudesmato de metilo (Metil 2-(4-metilciclohex-3-enil) propanoato)
con 0,8% (Figura 22.) (Tabla 5). Pertenece a un grupo de metabolitos secundarios denominados
terpenos presentes en plantas y otros organismos. Estos compuestos son conocidos por sus
diversas propiedades biologicas y pueden tener efectos medicinales, aromaticos y defensivos en

las plantas que los producen (Sepulveda Jiménez G. etal., 2003).
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Figura 21. Estructura del eudesmato de metilo, sesquiterpeno
que participa en defensa en las plantas.
https://biomodel.uah.es/en/D1Y/JSME/draw.es.htm (05/10/2023)

El anélisis del extracto de duramen de Platymiscium pinnatum revelé la presencia
dominante de la escoparona, una cumarina con propiedades antioxidantes y bioldgicas
destacadas. Las cumarinas, como la escoparona, son compuestos comunes en plantas y tienen
funciones importantes en la defensa de las mismas contra herbivoros, radiaciones UV 'y
microorganismos. Ademas, este estudio nos proporciona evidencia de que el extracto de duramen
de Platymiscium pinnatum podria tener potencial para inhibir el crecimiento de hongos

fitopatdgenos, similar a lo que se ha observado en otras plantas con contenido de escoparona.

En conjunto, este analisis quimico nos proporciona informacion valiosa sobre los
compuestos presentes en el extracto de duramen de Platymiscium pinnatum, destacando la
escoparona como el componente mayoritario con potencial relevancia en la inhibicién de hongos
fitopatdgenos. Estos hallazgos pueden tener implicaciones en la busqueda de aplicaciones
medicinales o agroindustriales de este extracto y en la comprension de su funcion en la defensa

de la planta contra amenazas externas.

4.4, Bioactividad del Extracto de Platymiscium Pinnatum Contra Fusarium sp.

La actividad antifungica del extracto etanolico de duramen de Platymiscium pinnatum

contra el hongo Fusarium sp., se presenta claramente en la Figura 23, halos de inhibicion en


https://biomodel.uah.es/en/DIY/JSME/draw.es.htm
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todos los tratamientos de las diluciones del extracto, lo cual evidencia que los metabolitos
secundarios identificados en el extracto de duramen P. pinnatum como fue escoparona (48,2%),

Medicarpin (20,1%), Homopterocarpin (16%) y Edudesmato de medito (0,8%) poseen un el

control frente al hongo fitopatdgeno Fusarium.

Figura 22. Actividad antifingica de diluciones del extracto etanélico de duramen del Platymiscium pinnatum
(extracto: etanol) frente a Fusariumsp. 1. Control negativo (agua), 2. Control negativo (etanol), 3. Control
positivo (Vitavax), 4. Edracto puro 1.0, 5. Dilucién 1:1, 6. Dilucién 1:2, 7. Dilucién 1:3, 8. Dilucion 1:4, 9.

Dilucién 1:5.
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Los resultados del andlisis de medias mediante la prueba de Tukey revelan diferencias
significativas entre los tratamientos T6, T7, T8 y T9, en comparacién con el control positivo (T3)
y los controles negativos (T1 y T2). Estas diferencias significativas se observan en relacion con
los valores medios de los halos de inhibicion contra el hongo Fusarium, como se muestra en la
Figura 24. Ademas, cabe destacar gque las diluciones también presentan diferencias significativas

en funcidn de estos valores medios.

El halo de inhibicion més alto lo presenta el tratamiento tres (T3) vitavax con 3,6mm
como control positivo, comparado con éste, los tratamientos cuatro (T4) y cinco (T5), que
corresponden respectivamente a al extracto puro y la dilucion 1:1 del extracto de duramen P.
pinnatum presentan las mayores inhibiciones con valores medios de los halos de 2,5mm y 2,1mm
Las diluciones del extracto de duramen P. pinnatum 1:2 (T6), 1:3 (T7) y 1:4 (T8) tiene valores
medios de 1.77mm, 1.53mm, y 1.33mm, respectivamente, y no difieren significativamente entre
si. Adiferencia del T9, que corresponde a la dilucion 15 tiene el menor halo de inhibicion con

un valor medio de 0.97mm y no difiere significativamente de ningiin otro tratamiento.
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Figura 23. Actividad antifingica de diluciones del extracto etandlico de duramen del Platymiscium
pinnatum (extracto: etanol) frente a Fusarium sp. 1. Control negativo (agua), 2. Control negativo (etanol),
3. Control positivo (Vitavax), 4. Extracto puro 1:0 5. Dilucién 1:1 6. Dilucién 1:2, 7. Dilucion 1:3, 8.
Dilucién 1:4, 9. Dilucion 1:5. Los datos presentan diferencias significativas P < 0.05 con la prueba de
Tukey, n=6. Las barras representan los intervalos de confianza para a = 0.05.

Relacionando los resultados obtenidos del analisis quimico, nos presenta informacion
valiosa sobre los componentes del extracto de duramen de Platymiscium pinnatum, destacando la
escoparona como el componente principal con posibles aplicaciones en la inhibicion de hongos
fitopatogenos. Estos hallazgos podrian tener implicaciones significativas en la busqueda de usos
medicinales o agroindustriales de este extracto y en la comprension de su funcion en la

proteccion de la planta contra amenazas externas.

Adicionalmente, la actividad antifingica del extracto etandlico de duramen de
Platymiscium pinnatum contra el hongo Fusarium sp. se muestra claramente en la Figura 23, con
halos de inhibicion presentes en todas las diluciones del extracto. Esto respalda la idea de que los
metabolitos secundarios identificados en el extracto, como la escoparona (48.2%), el Medicarpin
(20.1%), el Homopterocarpin (16%), y el Edudesmato de metilo (0.8%), tienen un efecto

significativo en el control del hongo fitopatégeno Fusarium. Los resultados nos indican que los
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tratamientos T4 y T5, que involucran el extracto puro y una dilucion 1:1 del extracto de duramen
de P. pinnatum, son los mas efectivos en la inhibicion del crecimiento del hongo Fusarium,
seguidos por las diluciones 1:2, 1:3 y 1:4. Por otro lado, la dilucién 1:5 (T9) muestra la menor

capacidad de inhibicién en comparacion con los demés tratamientos.
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5. CONCLUSIONES

El anélisis quimico del extracto de duramen de Platymiscium pinnatum revela que la
escoparona es el componente dominante. Esta cumarina posee propiedades antioxidantes y
biologicas destacadas. Las cumarinas, incluyendo la escoparona, desempefian un papel
importante en la defensa de las plantas contra herbivoros, radiaciones UV y microorganismos, lo

que sugiere una funcion protectora en Platymiscium pinnatum.

Se evidencia que el extracto de duramen de Platymiscium pinnatum tiene potencial para
inhibir el crecimiento de hongos fitopatdgenos, en particular, el hongo Fusarium. Los
tratamientos con extracto puro y su dilucion 1:1 muestran las mayores inhibiciones en

comparacion con otros tratamientos.

Las diluciones del extracto de duramen de P. pinnatum, 1:2, 1:3 y 1:4 presentan valores
medios de inhibicién intermedios y no difieren significativamente entre si, lo que indica una

relacion dosis-respuesta en la actividad antifungica.

La dilucion 1:5 (T9) exhibe el halo de inhibicion méas bajo y no difiere significativamente
de ningln otro tratamiento, lo que sugiere una disminucion significativa en la capacidad de

inhibicidbn a esta concentracion.

Los resultados destacan la importancia de la escoparona como el componente mayoritario
en el extracto de duramen de Platymiscium pinnatum y su potencial relevancia en la inhibicion
de hongos fitopatdgenos. Los tratamientos con extracto puro y diluciones 1:1 muestran una
fuerte actividad antifingica, lo que sugiere aplicaciones prometedoras en la agricultura y la

comprension de la funcién de esta planta en su defensa contra amenazas externas. Sin embargo,



se observa una disminucion de la actividad antifingica en la dilucion 15, lo que indica la

importancia de la concentracién en la eficacia de este extracto.
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ANEXOS

Anexo 1. Anélisis de varianza (halos de inhibicion (mm)):

-values
Fuente GL Suma de Cuadrgdos F Pr>F signification
cuadrados medios

codes
Modelo 8,000 32,772 4,096 553,025 <0,0001 falalel
Error 18,000 0,133 0,007
Total
corregido 26,000 32,905
Calculado contrael modelo
Y=Media(Y)

Significationcodes: 0 <***<(0.001<**<0.01<*<0.05<.<0.1<°<1

Anexo 2. Medias LS para el factor Tratamiento

Error Limite Limite
Categoria Media LS , inferior superior
estandar

(95%) (95%)

T3 3,667 0,050 3,562 3,771
T4 2,500 0,050 2,396 2,604
T5 2,100 0,050 1,996 2,204
T6 1,767 0,050 1,662 1,871
T7 1,533 0,050 1,429 1,638
T8 1,333 0,050 1,229 1,438
T9 0,967 0,050 0,862 1,071
T1 0,000 0,050 -0,104 0,104

T2 0,000 0,050 -0,104 0,104




