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Xii

GLOSARIO

Acidos resinicos: Compuestos diterpendicos propios de las resinas provenientes
de los arboles de la familia Pinacea (Samuelsson y Bohlin, 2009).

Adyuvantes: Compuestos quimicos que optimizan el efecto de un herbicida
(Eslava et al., 2007).

Caulidios : Estructuras presentes en las plantas bridfitas que son similares a tallos
(Cubas, 2008).

Clado: Conjunto de especies que tienen un antepasado comun (De Haro, 2005).

Ectohidricas: Bridfitas que son capaces de absorber agua por toda su superficie
(Delgadillo y Cardenas, 1990).

Epifitas: Plantas que viven una sobre la otra sin afectar su alimentacion (RAE,
2011).

Filoide: Organo similar a una hoja, presente en las briofitas (Cubas, 2008).

Phylum: (plural phyla), categoria taxonomica ubicada entre el Reino y la Clase
(Martinez et al., 2007).

Poiquilohidrico: Planta que puede resistir a temporadas de sequia, sin alterar su
metabolismo (Cubas, 2008).

Surfactantes: Sustancias que modifican la tension superficial y que pueden
actuar como humectantes o detergentes y en aplicaciones especificas mejorar la

accion de ciertos quimicos, como los herbicidas en plantas (Eslava et al., 2007).
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RESUMEN

En la frontera norte de Ecuador con Colombia, especialmente hacia la region
amazonica, se han dado grandes fumigaciones con glifosato para el control de
los cultivos ilicitos de coca. En esta regidon crecen plantas Unicas del
ecosistema, como son las bridfitas. En este estudio se espera determinar los
cambios producidos por la accién del glifosato sobre la presencia de terpenos y
acido ascorbico en estas plantas

Las plantas bridfitas fueron recogidas de una coleccion de cacao ubicada en la
Estacion Central de la Amazonia del INIAP de forma manual. Estas plantas
fueron trasladadas a la ciudad de Quito y ubicadas en invernaderos, bajo

condiciones controladas de temperatura y humedad (25 °C y una HR de 75 %).

Se probaron varios métodos para la obtencién de extractos vegetales de las
plantas bridfitas con el objeto de identificar aquel que permitiera la
determinacién de la presencia de terpenos. De los métodos utilizados se
encontré que el Unico que permitié observar la presencia de terpenos en las
plantas briéfitas de estudio fue un método de extracciébn y maceracion, en el
cual se utilizaron 220 g de plantas briéfitas, metanol grado HPLC como

solvente y un tiempo de maceracion de cuatro semanas.

En los extractos vegetales de las plantas bridfitas se identificd la presencia de
algunos sesquiterpenos como copaeno, gama muuroleno y alfa cubebeno.
Ademas de la identificacion de terpenos se encontraron algunos acidos grasos

y cumarinas.

Se realizaron fumigaciones en las plantas briéfitas recolectadas vy
acondicionadas, con una dosis del 20,2 % de glifosato, marca Ranger 480. Se
hizo una sola aplicacion de la dosis de glifosato y se realizaron evaluaciones
semanales durante tres semanas. Los parametros analizados para esta

evaluacion fueron la presencia de terpenos y el contenido de acido ascorbico.



Xiv

La presencia de terpenos disminuyd respecto a la réplica sin aplicacion de
glifosato (MTop), durante las 3 semanas de evaluacion. Después de la primera
semana de fumigacion el contenido disminuye un 29,3 %, transcurrida la
segunda semana de fumigacion, disminuye en un 64,9 % y finalmente, a la

tercera semana de fumigacion, disminuye un 70,3 %

El contenido de acido ascorbico muestra una disminucion respecto a la muestra
sin aplicacion de glifosato (TAAp), durante las tres semanas de evaluacion.
Después de la primera semana de fumigacion el contenido de acido ascérbico
disminuye en un 7,5 %, transcurrida la segunda semana de evaluacion se
evidencia una disminucién del 35,6 %; y finalizada la tercera semana el

contenido de acido ascérbico disminuye en un 36,5 %.



XV

INTRODUCCION

Las plantas bridfitas son plantas primitivas que han habitado el planeta desde
el periodo Devonico (Camacho, 2007; Ramirez, 2007) En general, son plantas
pequeias y pueden habitar en variados ambientes y poseen una particularidad
Unica del Reino vegetal, ya que en su ciclo de vida la generacion dominante es

el gametofito (Gradstein et al., 2001).

La importancia de estas plantas esta relacionada con sus usos en diferentes
aplicaciones, los mismos que aprovechan ciertas caracteristicas quimicas
como la presencia de flavonoides, aminoacidos, terpenos, entre otros
(Morantes et al., 2007; Glime, 2007). Por tradicion, algunas de estas plantas se
han utilizado para el tratamiento de ciertas afecciones. Sus caracteristicas
quimicas permiten su uso como bioindicadores ambientales de contaminacion
de metales pesados y, ademas, se aprovechan en usos horticolas para

producir fertilizantes naturales (Glime, 2007)

En la region amazonica del Ecuador existe gran cantidad de plantas briofitas,
puesto que las condiciones climaticas de la zona son Optimas para el

crecimiento y desarrollo de las mismas (Leon-Yanez y Gradstein, 2006).

La zona amazonica norte del Ecuador ha sido afectada por las fumigaciones
aéreas de glifosato, puesto que en la frontera colombo-ecuatoriana, desde el
afio 2000, se han realizado controles constantes sobre los cultivos ilicitos de
coca. Debido a la ubicacion de la zona seleccionada para la fumigacion, parte
del herbicida ha afectado a la zona fronteriza del Ecuador con Colombia y ha

provocado la pérdida de cultivos agricolas y de la flora nativa del lugar.

La presencia de glifosato podria haber afectado también a las plantas briéfitas
que crecen en la zona y que forman parte del ecosistema amazdénico y ademas
producido cambios en el metabolismo y composicion de estas plantas que
redunden en cambios en el delicado equilibrio, que se establece entre las

especies en la zona (Avila et al., 2007).



XVi

Hasta la fecha no se han realizado en Ecuador, estudios sobre los efectos
metabdlicos de la accion de glifosato sobre plantas bridfitas. Por esta razon, se
formul6 el Proyecto Semilla PI1S-022: “Estudios preliminares sobre la accién del
glifosato en plantas bridfitas”, el cual, en su primera etapa, estuvo enfocada al
analisis de los efectos del glifosato sobre la morfologia y la actividad

peroxidasica en las plantas britfitas (Sanchez, 2011).

El presente trabajo constituye una segunda etapa del proyecto, en el cual se
propone establecer los efectos de la accion de una dosis de 20,2% de glifosato
sobre el contenido de acido ascorbico y la presencia de terpenos en un grupo

de bridfitas que crecen en la zona amazédnica norte del Ecuador.



1. REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1. PLANTAS BRIOFITAS

1.1.1. TAXONOMIA Y DISTRIBUCION

La division bridfita del reino vegetal corresponde a la denominacion de tres clases
de plantas, los musgos (Phylum Briophyta), las hepaticas (Phylum Hepatophyta) y
los antoceros (Phylum Anthocerotophyta) (Ramirez, 2007). Estas tres clases de
plantas, a pesar de no formar un clado, comparten entre ellas la presencia de un
ciclo de vida, en el cual el gametofito es la generacién dominante (Cubas, 2008).

Algunos ejemplos de cada uno de estos phyla se muestran en la Figura 1.1.

P

Figura 1.1.Division de bridfitas: a) Musgos, b) AntocerosHgpaticas
(Ardileset al, 2008)

Existen aproximadamente 15 000 especies de plantas briéfitas en el mundo, de
las cuales los musgos se encuentran en mayor proporcion, con alrededor de
12 800 especies; las hepaticas son aproximadamente 5000 especies; y, en

menor cantidad, los antoceros con 100 especies (Gradstein et al., 2001).

Las investigaciones de campo realizadas por Lebén-Yanez y Gradstein (2006), en



Ecuador, revelan que existen cerca de 900 especies que corresponden a musgos,
700 a hepéticas y 15 especies se han identificado como antoceros. Ademas, los
autores comentan que, debido a la poca explotacion de los bosques de la region
amazobnica, respecto a los bosques de la region costa y sierra del pais, existe
mayor cantidad de especies de briéfitas en la Amazonia, a lo que se afade
también, que las condiciones ambientales de la zona son propicias para el

desarrollo de estas especies (Leon-Yanez y Gradstein, 2006).

1.1.2. MORFOLOGIA GENERAL

Las briofitas son consideradas como plantas primitivas que carecen de tejidos de
conduccion, son fotoautétrofas y se dispersan por esporas (Ardiles et al., 2008).
Estas plantas han habitado el planeta durante 365 millones de afios y su origen se
remonta al periodo Devonico, al igual que los primeros moluscos y algunos
artrépodos (Camacho, 2007; Ramirez, 2007).

En el ciclo de vida de las briofitas, el gametofito es la generacion dominante y el
esporofito vive en dependencia del gametofito, a diferencia de las plantas

vasculares (Gradstein et al., 2001).

El gametofito de las plantas briéfitas consta de rizoides, los cuales no son
verdaderas raices y sirven para sujetarse al sustrato; lo que significa que, las
plantas bridfitas no tienen un sistema radicular de absorcion y almacenamiento de
agua desde el sustrato (Cubas, 2008). Los caulidios son las estructuras
equivalentes al tallo en las plantas vasculares, pero carecen de tejido vascular,
por lo que no cumplen la funcion de transporte de liquidos de una parte a otra
(Cubas, 2008). Los filoides u hojillas, al igual que los caulidios, no poseen cuticula
cerosa (Cubas, 2008). Debido a la carencia de cuticula, la absorcion de nutrientes
se da en toda la superficie, por lo que se denominan plantas ectohidricas
(Delgadillo y Cardenas, 1990). Las partes principales del esporofito son: el pie,
que es la conexion de las dos generaciones; y, la capsula, que es el lugar donde

se producen las esporas (Gradstein et al., 2001).



En la Figura 1.2 se muestran las partes del gametofito y del esporofito.

Capsula

Esporofito

Gametofito

Figura 1.2. Esquema de las partes de un musgo
(Ardiles et al, 2008)

La mayoria de briéfitas son organismos poiquilohidricos, por lo que pueden resistir
periodos prolongados de sequia y, una vez que terminan los periodos secos,

pueden regresar a su metabolismo normal (Gradstein et al., 2001).

1.1.3. IMPORTANCIA DE LAS BRIOFITAS
Segun Ardiles et al. (2008), las briofitas tienen importancia ecolégica y cultural.

Ademas se conoce la importancia fitoquimica de estas plantas, debido a la

presencia de compuestos con actividad biologica (Asakawa, 2007).

1.1.3.1. Importancia ecoldgica

Las plantas briofitas se establecen sobre sustratos pobres, troncos caidos,

arboles e incluso sobre animales. Se convierten, asi, en el hogar de animales



invertebrados (insectos, artropodos, gusanos, etc.), vertebrados (aves y pequefios
mamiferos) y ademas actian como sustrato para algunas plantas vasculares
(plantas epifitas) (Ardiles et al., 2008).

El musgo Sphagnum sp. forma parte del ecosistema llamado turbera, uno de
cuyos ejemplares se muestra en la Figura 1.3. Su principal caracteristica es la
capacidad de reservar agua. Ardiles et al. escriben que: “... aproximadamente,
entre el 20 y el 30% de todo el carbono y nitrégeno organico de los suelos del
mundo esta contenido en las enormes turberas articas” (Ardiles et al., 2008).

Figura 1.3. MusgoSphagnum sgambién llamado musgo de turbera
(Ardiles et al, 2008)

Las bridfitas son catalogadas como excelentes bioindicadores ambientales,
debido a que al carecer de tejidos de conduccion, la absorcion de nutrientes se
produce a través de toda la superficie de la planta y, a su vez, absorben los
contaminantes presentes en el ambiente (Ardiles et al., 2008).

Glime (2007), en su recopilacion bibliografica sobre la utilidad econdmica y étnica
de las bridfitas, describe varios estudios en los cuales se han utilizado plantas
briéfitas como bioindicadores ambientales, por ejemplo para evaluar la presencia
de diéxido de azufre y lluvia acida; metales pesados en el aire; y, floruros y ozono,

en el aire.

1.1.3.2. Importancia cultural

En los paises de la region Escandinava y Espafa, las briéfitas, junto con otras



plantas, son protegidas por la ley, puesto que forman parte de las leyendas y
tradiciones de sus pueblos. En Jap6n, son parte importante de la cultura
decorativa de jardines. Algunos pueblos de Chile utilizan las briéfitas como
materia prima para cojines y colchones. En el Ecuador, existe la costumbre de
utilizar las plantas bridfitas para decorar los pesebres y otros adornos en la
celebracion de la Navidad (Ardiles et al., 2008; Larrain, 2010).

1.1.3.3. Importancia fitoquimica

Esta importancia fue investigada debido a la presencia de olores y sabores
fuertes, ademas que no es comun que las briofitas sean atacadas por animales
menores, todas estas caracteristicas despertaron el interés de estas plantas en el
ambito fitoquimico (Asakawa, 2007).

Los compuestos ya identificados en las plantas bridfitas son: monoterpenos,
sesquiterpenos, compuestos aromaticos, cinamatos, fenoles, naftalenos,
cumarinas, aminoacidos, acidos grasos, etc. (Asakawa, 2007; Morantes et al.,
2007; Glime, 2007). Estos compuestos de las plantas bri6fitas se han aislado en
laboratorio y se determinaron algunas de sus caracteristicas, por ejemplo la
acritud y amargura, la dermatitis de contacto que pueden producir, la accion
antimicrobiana, la actividad antifungica, su actividad neurotréfica, entre otras
(Asakawa, 2007).

1.1.4. USOS DE LAS PLANTAS BRIOFITAS

Las briéfitas han sido poco estudiadas, si se comparan con las plantas

vasculares, debido a su tamano y diversidad (Larrain, 2010). Las plantas bri6fitas

ofrecen varias utilidades, las cuales se describen a continuacion:

e El musgo Sphagnum sp., antes mencionado, es el principal elemento utilizado

para la elaboracion de pafales, toallas higiénicas, material de empaque, etc.



(Larrain, 2010).

e Las bridfitas son utilizadas en horticultura para el mejoramiento de suelos, por
ejemplo para el cultivo de orquideas, bromelias, helechos y champifiones.
Ademas, son utilizadas para la elaboracion de semilleros para diversas plantas
vasculares y como principal componente de jardines orientales y arreglos de
floristeria (Larrain, 2010; Glime, 2007).

e Los musgos tienen diversas aplicaciones farmacéuticas debido a la presencia
de flavonoides, terpenos, esteroides, compuestos fendlicos, cumarinas,
oligosacaridos, polisacaridos, polialcoholes, aminoacidos, acidos grasos, entre
otros. Ademas, se utilizan algunas briéfitas como pesticidas naturales
(Morantes et al., 2007; Glime, 2007).

1.2. TERPENOS

1.2.1. DESCRIPCION

El término terpeno proviene de la palabra trementina, que corresponde a una
resina viscosa de aroma agradable, propia de los arboles de la familia de las
Pinaceas. La trementina contiene acidos resinicos y terpenos (Breitmaier, 2006).

Algunos terpenos son conocidos por ciertas propiedades como su olor agradable,
el sabor picante o definidas caracteristicas farmacoldgicas. Se encuentran
presentes en partes especificas de las plantas; por ejemplo, en las frutas citricas,
se mencionan al limén y la mandarina; en las hojas de especias, pueden
nombrarse al tomillo y el romero; y, en las flores se sefialan a los claveles y las

violetas (Breitmaier, 2006).

La estructura basica de los terpenos sigue un principio general, que es la unién de
una o mas unidades de isopreno, un hidrocarburo de 5 carbonos (CsHg), que se

ilustra en la Figura 1.4. Estas unidades se encuentran ensambladas y modificadas



de maneras diferentes. La mayoria de los terpenos tienen estructuras que difieren
entre si, no solo en el grupo funcional sino, también, en su esqueleto basico de

carbono (Samuelsson y Bohlin, 2009).
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Figura 1.4. Estructura del isopreno
(Samuelsson y Bohlin, 2009)

Los terpenos son utilizados en varias industrias: la de perfumeria, en la
fabricacion de finos perfumes; en la industria alimenticia, para dar olor y sabor a
comidas y bebidas; en la industria farmacéutica, para mejorar las caracteristicas
organolépticas de los medicamentos; y, en la agricultura, para la elaboracion de
anti alimentarios para plagas y feromonas para trampas de insectos (Breitmaier,
2006).

1.2.2. CLASIFICACION DE LOS TERPENOS

Los terpenos son metabolitos secundarios, abundantes en las plantas. Su
clasificacion se determina segun el numero de unidades de isopreno, que

contiene su estructura (Breitmaier, 2006; Samuelsson y Bohlin, 2009).

Se nombra a los terpenos de acuerdo con el niumero de carbonos presentes
asociados al numero de unidades de isopreno, que se repiten y se utilizan los
siguientes prefijos: hemi (cinco carbonos “isopreno”), mono (diez carbonos),
sesqui (quince carbonos), di (veinte carbonos), tri (treinta carbonos), tetra
(cuarenta carbonos) y poli (cuando son mas de cuarenta carbonos) (Breitmaier,
2006; Samuelsson y Bohlin, 2009). A continuacion se mencionan ejemplos y

utilidades de cada uno de estos terpenos.



1.2.2.1. Monoterpenos

Son conocidos como los constituyentes de los aceites esenciales. Son utilizados
en la farmacéutica para dar olor y sabor a los medicamentos y también son
utilizados en la elaboracién de especerias y son parte de los ingredientes en la
perfumeria. Ademas, algunos son utilizados como agentes antibacterianos, en

este caso se menciona al timol (Samuelsson y Bohlin, 2009; Crozier et al., 2008).

En la Figura 1.5 se muestran las estructuras de tres monoterpenos.

a)
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Figura 1.5. Estructuras quimicas de tres monoterpenos: a)dVdntGeraniol, c)
Limoneno
(Samuelsson y Bohlin, 2009; Fenaroli, 1968)

1.2.2.2. Sesquiterpenos

Estos terpenos son poco utilizados en la industria farmacéutica, algunos son
tonicos muy amargos. Las mayores aplicaciones estan orientadas por sus
propiedades antiinflamatorias, ademas se los puede utilizar en la elaboracion de
trampas para insectos (Samuelsson y Bohlin, 2009; Crozier et al., 2008; Fenaroli,
1968). En la Figura 1.6 se muestran las estructuras de dos sesquiterpenos,
ademas se pueden mencionar otros ejemplos como son el copaeno, el gama

muuroleno, alfa cubebeno, entre otros (Ordaz et al., 2011).



FARNESOL ACIDO ABSCISICO

Figura 1.6. Estructuras quimicas de dos sesquiterpenos: ag$ar b) Acido abscisico
(Samuelsson y Bohlin, 2009; Fenaroli, 1968)

1.2.2.3. Diterpenos

Dentro de este grupo de terpenos, se encuentran las giberilinas, conocidas como
reguladores del crecimiento de las plantas y pueden tener aplicaciones en el
cultivo de flores u otros productos agricolas, para mejorar rendimientos o
cualidades especificas. Otros representantes de este grupo son el acido abiético,
el retinol y el esteviol, responsable, este ultimo, del sabor dulce de la estevia,
ademas del toxol que es utilizado en algunos tratamientos contra el cancer
(Samuelsson y Bohlin, 2009; Crozier et al., 2008). En la Figura 1.7, se muestran

las estructuras de dos diterpenos.

b

ACIDO ABIETICO RETINOL VITAMINA A

Figura 1.7. Estructuras quimicas de dos diterpenos: a)Acidtiab, b) Retinol
(Samuelsson y Bohlin, 2009; Crozitral, 2008)
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1.2.2.4. Triterpenos

Existen triterpenos en la naturaleza, por ejemplo, el acido fusidico (antibidtico), las
saponinas, el escualeno y el lanosterol (Samuelsson y Bohlin, 2009; Crozier et al.,

2008). En la Figura 1.8 se muestran las estructuras de dos de triterpenos.

ESCUALENO

b)

LANOSTEROL

HO

Figura 1.8. Estructuras quimicas de dos triterpenos: a) Esnoab) Lanosterol
(Samuelsson y Bohlin, 2009; Fenaroli, 1968)

1.2.2.5. Tetraterpenos

Los méas importantes de estos terpenos son los carotenoides, los cuales son los
pigmentos amarillos y rojos de algunos alimentos, entre ellos, la yema del huevo y
la zanahoria (Samuelsson y Bohlin, 2009; Fenaroli, 1968). En la Figura 1.9 se

muestra la estructura del licopeno, que es el pigmento de los tomates.

AA A Ay

Figura 1.9. Estructura quimica del licopeno
(Samuelsson y Bohlin, 2009)
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1.2.3. BIOSINTESIS DE TERPENOS

Como muestra la Figura 1.10, el proceso de fotosintesis en las plantas genera
glucosa. Este compuesto se oxida en un proceso de glicdlisis y da lugar a la
formacion de fosfoenolpiruvato (PEP), a partir del cual se genera la acetil-
coenzima A (acetil-CoA), precursora de los terpenos, por otro lado el PEP
participa también en la ruta metabdlica del acido shiquimico, en la cual se forman

los aminod&cidos fenilalanina, tirosina y triptéfano (Avalos y Pérez-Urria, 2009).

% A J . Fotosintesis
< O, (Oxigeno
PCVDQ ‘ /V , (Oxigeno)
/ CH,OH
(co) o
H H H
OH OH H ~OH

H OH
Glucosa

e GlicOlisis

Cl:—OP
COOH
Fosfoenolpiruvato (PEP)
COOH

0
I
HO OH HaC—C— SCOA ey | 1ETPENOS

OH Acetil-CoA
Ac. shiquimico

| Fenilalanina
Tirosina

Carotenoides
Esteroides

Triptéfano

Figura 1.10.0Origen de algunos metabolitos secundarios en &lbuksmo primario de las

plantas
(Avalos y Pérez-Urria, 2009)
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Dos moléculas de acetil-CoA se acoplan, mediante una reaccion similar a una
condensacion de Claisen, es decir las dos moléculas se conectan por un enlace

sencillo carbono-carbono y dan lugar al aceto-acetil-CoA (Breitmaier, 2006).

Una vez obtenido el aceto-acetil-CoA, este se une a otra molécula de acetil-CoA,
mediante una reaccién alddlica que une las dos moléculas debido a la formacion
de un enlace carbono-carbono y se obtiene el B-hidroxi-p-metilglutaril-CoA. Sobre
el  B-hidroxi-B-metilglutaril-CoA actia una reduccibn enzimatica con
dihidronicotinamida adenina dinucledtido (NADPH+H") para obtener &cido

mevaldnico (Breitmaier, 2006).

Después se presenta el proceso de fosforilacion con adenosin trifosfato (ATP),
para formar difosfato de acido mevaldnico, el cual se descarboxila y da como
resultado el isopentildifostato (IPP). El IPP después de la isomerizacién da lugar
al dimetilalil-pirofosfato (DMAPP) (Breitmaier, 2006).

La Figura 1.11 describe un ejemplo de la secuencia de formacion de terpenos,
donde la unién del IPP y su isomero DMAPP da lugar a la formacion de geranil-
difosfato (GPP), que es un monoterpeno. Al GPP se une un isopentildifosfato y

forma un farnesildifosfato (FPP), el cual es un sesquiterpeno (Breitmaier, 2006).
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Figura 1.11.Sintesis de terpenos y su clasificacién seguarakades de isopreno que
contienen
(Avalos y Pérez-Urria, 2009)

1.2.4. IDENTIFICACION Y EXTRACCION DE TERPENOS

Los terpenos son metabolitos secundarios presentes en las plantas en bajas
concentraciones. Para determinar su presencia y aprovechar sus propiedades, es

necesario realizar procesos de extraccion.

Existen algunos métodos para obtener extractos vegetales: extraccion por
solventes, extraccion asistida con ultrasonido, extraccion asistida con soxhlet, etc.
(Nufez, 2008; Azuola y Vargas, 2007; Rios y Aguilar-Guadarrama, 2006). Una

vez obtenido el extracto, es necesario realizar un estudio de los analitos de
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interés. La cromatografia de gases son espectrometria de masas (GC/MS) es una
técnica que se utiliza para la identificacidn de terpenos en extractos vegetales
(Arraiza, 2005).

La cromatografia de gases es una técnica ampliamente utilizada para la
separacion y analisis cualitativo y cuantitativo de muestras gaseosas, soluciones
liguidas y sdlidos volatiles. La muestra es separada entre dos fases, la una
llamada fase estacionaria (columna) y la otra fase movil (gas inerte, ejemplo:
helio) que estad en contacto con la muestra (Gutiérrez y Droguet, 2002; Grob y
Barry, 2004). Existen varios sistemas de deteccidn de las sefiales de respuestas
de los compuestos quimicos separados por esta técnica, por ejemplo, el detector
de fotoionizacion; detector de conductividad térmica; detector de espectrometria
de masas; entre otros, los cuales son seleccionados segun la industria en la que

se empleara esta técnica (Grob y Barry, 2004).

En la GC/MS, los compuestos volatilizados de la muestra salen de la columna y
se transfieren a la trampa de iones, donde se aplica la técnica de MS, la cual se
basa en la naturaleza y distribucién de los fragmentos moleculares, lo que se
consigue al bombardear la muestra con electrones de alta velocidad. Estos
fragmentos se ionizan y se detectan mediante un filtro de masas (Grob y Barry,
2004).

1.3. ANTIOXIDANTES

1.3.1. GENERALIDADES

La etimologia de la palabra antioxidante viene del término griego anti que significa
opuesto o con propiedades contrarias y de la palabra oxidante cuyo significado
guimico es que oxida (RAE, 2011). Los antioxidantes son sustancias que impiden
0 neutralizan cualquier reaccion de oxidacién (Venereo, 2002; Avello y Suwalsky,
2006). En los seres vivos, los antioxidantes actian sobre la produccion de

radicales libres, los cuales son generados en los procesos de obtencion de
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energia (Garcia et al., 2001).

Segun Gonzalez et al. (2000), los antioxidantes pueden ser clasificados como
antioxidantes enzimaticos y antioxidantes no enzimaticos. Dentro de los
antioxidantes no enziméticos se encuentran el alfa tocoferol, los beta carotenos, el

acido ascorbico, los flavonoides, entre otros.

Los beta carotenos se encuentran en plantas como la zanahoria, la calabaza y
otras verduras amarillas. El alfa tocoferol se considera un importante agente
antioxidante, que se puede encontrar en los aceites de soya, algodén, maiz y
palma real, en el germen de trigo y en frutos secos como las almendras y las
avellanas. El acido ascorbico esta presente en naranjas, toronjas, guayabas,
mangos, fresas, papayas, kiwis, entre otras. Las fuentes alimenticias ricas en
flavonoides son el café, las aceitunas, las cebollas y algunas briofitas (Garcia et
al., 2001; Avello y Suwalsky, 2006; Aubad et al., 2007).

1.3.2. EL ACIDO ASCORBICO

El acido ascorbico es reconocido por su accion antioxidante, se lo puede
encontrar en varias frutas y vegetales, ya que este puede ser sintetizado a partir
de glucosa y galactosa en las plantas. La deficiencia de esta sustancia en el
organismo de los seres vivos causa el escorbuto. La dosis diaria de &cido
ascorbico recomendada para prevenir el escorbuto es de 60 mg (Ledezma-
Gairaud, 2005).

Ademas, 4cido ascorbico actua directamente con varias especies reactivas del
oxigeno, ademas regenera a otros antioxidantes, por ejemplo a la vitamina E
(Garcia et al., 2001).

Gonzalez et al. (2000) afirman que el acido ascoérbico es la defensa mas

importante de los antioxidantes contra los radicales libres. Adicionalmente, se
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conoce que el acido ascorbico puede absorber la radiacion ultravioleta y proteger
asi a las plantas de dicha radiacion (Serra y Cafaro, 2007).

1.3.2.1. Estructura

La estructura del acido ascorbico corresponde a una lactona de seis carbonos

como se muestra en la Figura 1.12 (Oro y Donnamaria, 2006).

HO
HO 0 =0
\/ﬁ

HO OH

Figura 1.12.Estructura del &cido ascorbico
(NIST, 2011)

El acido ascorbico es un acido ligeramente mas fuerte que el acido acético,
puesto que su pKa es de 4,2, frente a 4,8 del acido acético (Oro y Donnamaria,
2006; Hartigan-Go, 1996); al mismo tiempo, se lo considera como un reductor
fuerte. Dicha propiedad se debe a la presencia de un enediol y ademas a que el
grupo hidroxi, presente en el carbono 3, puede ceder su proton (Oro y
Donnamaria, 2006; Serra y Cafaro, 2007).

1.3.2.2. Propiedades

La Tabla 1.1 muestra algunas propiedades fisico-quimicas del acido ascorbico.

Tabla 1.1.Propiedades fisico-quimicas del acido ascorbico

Propiedad Descripcion

Formula molecular HsOs

Masa molecular 176,12 g/mol
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Tabla 1.1.Propiedades fisico-quimicas del acido ascérf@mmtinuacion...)

Propiedad Descripcion
Apariencia y olor Soélido blanco o amarillo, inodorg
Densidad 1,65 g/cm3
Punto de fusién 190-192 °C
Solubilidad en agua 80%, a 100 °C; 40%, a 45 °C

Fuente: ACHS, 2007; NIST, 2011

1.3.2.3. Determinacioén

El contenido de &cido ascorbico de una solucion puede ser determinado por
varios métodos, entre los cuales se pueden mencionar: el método volumétrico con
2,6-diclorofenolindofenol, el método microfluorométrico y el método fluorométrico
semiautomatico (AOAC, 2007).

Otra forma para determinar la concentracion de una solucion de &cido ascorbico
es la técnica de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). Este método
comienza con la extraccion del acido ascorbico en condiciones que eviten al
méaximo su deterioro (4 °C y cubierto de la luz). Un medio que permite mantener
las propiedades del acido ascorbico es el acido metafosforico. El andlisis por
HLPC se realiza con fase reversa, mediante la utilizacion de una columna LC-18,
una fase movil de agua acidificada y un detector UV a 264 nm. (Ledezma-
Gairaud, 2005; Serra y Cafaro, 2007).

1.3.2.4. Usos del acido ascorbico

Segun Ledezma-Gairaud (2005), el acido ascérbico es utilizado como un
indicador de la calidad nutricional de los alimentos procesados, esto se debe a su
facil degradacion, por lo que se entiende que si en un alimento procesado existe
la presencia de acido ascorbico, todos los demas nutrientes estaran en buen

estado.
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El &cido ascorbico es un aditivo ampliamente utilizado en la industria alimenticia,
por ejemplo, se afiade a las conservas de frutas para que estas no se oscurezcan,
ademas que evita la corrosidn de los envases metalicos (Ibafiez et al., 2003).
También es utilizado en suplementos vitaminicos distribuidos por la industria

farmacéutica (Oro y Donnamaria, 2006).

1.4. GLIFOSATO

El glifosato es un herbicida que ha sido utilizado, para el control aéreo de los
cultivos ilicitos de coca, en el Plan Colombia desde el afio 2000, lo cual ha
causado una serie de efectos ambientales, socioeconémicos y de salud en la

frontera norte ecuatoriana (Avila et al., 2007).

El uso de este herbicida en las fumigaciones aéreas ha sido muy cuestionado,
puesto que en su hoja técnica se especifica que se debe utilizar en aplicacion
directa al follaje de las plantaciones, para evitar la contaminacion de cultivos y

plantas nativas (Avila et al., 2007).

1.4.1CARACTERISTICAS GENE RALES

La DNE (2000) senala que el “glifosato es un herbicida no selectivo de accion
sistémica, de amplio espectro”, que es utilizado para eliminar varias especies de
malezas o para la eliminacion de plantas vasculares de una zona determinada. Su
férmula molecular es C3HgNOsP (Burger y Fernandez, 2004) y su estructura

guimica se presenta en la Figura. 1.13.

O O
)J\/ H Il
HO ‘”‘N“‘v"‘F{‘“'OH
OH

Figura 1.13 Estructura quimica del glifosato
(Solomonet al,, 2005)
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En la Tabla.1.2 se mencionan las propiedades fisico-quimicas mas importantes

del glifosato.

Tabla 1.2.Propiedades fisico-quimicas del glifosato

Propiedad Valor Unidad
Peso Molecular 169,1 g/mol
Olor Inodoro -
Densidad 0,5 g/mL
Punto de fusion 184,5 °C
Presion de vapor| 1,84 x1( mm de Hg a 45 °C
Solubilidad en agua 1,05 g/mL, a 25°C
Estabilidad 32 dias,a25°CypH=5,769

Fuente: Barpen, 2009 y DNE, 2000

En general, el glifosato comercial contiene surfactantes que ayudan a mejorar la

estabilidad de la formulacién, ademas de incrementar la eficiencia del herbicida.

Eslava et al. (2007) apuntan que “los surfactantes son un tipo de adyuvantes;
sustancias adicionadas a una formulacion herbicida para facilitar y/o mejorar la
mezcla, aplicacion o efectividad biolégica de los mismos, por interacciones
bésicas quimicas o fisicas con el herbicida y el blanco al que va dirigido”.

En la actualidad se utiliza el surfactante Cosmo-Flux. Eslava et al. (2007)
mencionan que “mejora la adherencia y la uniformidad de las preparaciones
agroquimicas (...). Las dosis recomendadas oscilan entre 0,1 y 1% del volumen

de la mezcla a asperjar”.

1.4.2. MECANISMO DE ACCION DEL GLIFOSATO

El glifosato interfiere en la sintesis de aminoacidos debido a la inhibicion de la
enzima 5-enolpiruvil-shiguimato-3-fosfato sintetasa (EPSPS), que actua en la ruta
metabdlica del acido shiquimico. Villalba (2009) afirma que la EPSPS “esta

asociada a la sintesis de tres aminoacidos aromaticos: fenilalanina, tirosina y
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tript6fano”; estos aminoacidos intervienen en la sintesis de otros compuestos
como los flavonoides, alcaloides, etc., por lo que estos compuestos también se
ven afectados por la accion del glifosato. Ademas, la inhibicion de la EPSPS
disminuye la sintesis de proteinas, el acido indol acético y la clorofila, por esta
razon la muerte de la planta es lenta y el primer efecto notorio de la accion del
glifosato en la planta es la interrupcion del crecimiento; después se evidenciara la

clorosis y, finalmente, la necrosis de la planta (Solomon et al., 2005).

En la Figura 1.14 se muestra el mecanismo de accion del glifosato en la ruta

metabdlica del &cido shiquimico.

Complejo
EPSPS - S3P
+ +
CH,
:ng/\/ N—\I-/\COZ
H H “OsP CO,

Glifosato Fosfoenol piruvato (PEP)

CO,

CO, PO,
< N OPO;™
7/
_ .H = /é
=0,P a \\ co, 03P O c |_%02
OH OH
Complejo glifosato/ Tetraedro intermedio
Shiquimato-3fosfato
CH,
AL, e
“OsP O CO,

OH Fosfato

5-Enolpiruvilshiquimato-3-fosfato

(EPSP)

Figura 1.14.Mecanismo de inhibicion de la ruta metabdlicadttio shiquimico por el
glifosato
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(Eslavaet al, 2007)
La EPSPS, inicialmente, se une al shiquimato-3-fosfato (S3P). Después, una

molécula de fosfoelnolpiruvato (PEP) se une al sitio activo de la enzima y se

produce el 5-enolpiruvil-shiquimato-3-fosfato (EPSP).

Villalba (2009) menciona que la estructura del PEP y del glifosato son similares,
por lo que el glifosato actia como un inhibidor competitivo, el cual se une al
complejo formado por S3P y EPSPS, que da como resultado la acumulacion de

shiguimato y el bloqueo de la sintesis de los aminoacidos aromaticos.

1.4.3. COMPORTAMIENTO DEL GLIFOSATO EN EL SUELO

El glifosato es adsorbido en el suelo, como consecuencia de la fijacion del fosfato,
gue existe en el suelo. Existen varios factores que intervienen en este proceso,
por ejemplo la presencia de materia organica, el tipo de suelo y el pH del mismo
(DNE, 2000).

Esto permite sugerir que la movilidad del glifosato en el suelo es minima.
También, se puede mencionar que, segun la DNE (2000), la vida media tipica del
glifosato en el suelo es de 42 dias.

1.4.4. EFECTOS DEL GLIFOSATO SOBRE EL MEDIO AMBIENTE Y LA
SALUD HUMANA

La utilizacion del herbicida glifosato en forma indiscriminada en las fumigaciones
aéreas, para erradicar los cultivos ilicitos, produce varios efectos en el medio
ambiente. Avila et al. (2007) mencionan que afecta a las cadenas alimentarias,
agricolas y acuaticas, puesto que disminuyen las fuentes alimenticias de los seres
vivos, elimina especies medicinales y altera los habitats de muchas especies de
mamiferos, aves, reptiles, anfibios, peces e invertebrados, debido a la accion del

glifosato sobre las plantas.
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La poblacién de las zonas cercanas, en donde las fumigaciones aéreas son
constantes, se ha visto obligada a migrar a otros lugares, lo que la expone,
ademas, a una agresion psicoldgica-social continua (Avila et al., 2007).

Los efectos mas comunes de las fumigaciones aéreas de glifosato son las
afecciones en la dermis y en los 0jos. Si una persona se encuentra expuesta a las
aspersiones de este herbicida presentara fuertes irritaciones dérmicas, oculares y
de las membranas mucosas, que pueden ocasionar incluso reacciones alérgicas
graves (Kaczewer, 2002; EPA, 1993).

La intoxicacion aguda, debida a la ingesta del glifosato, produce efectos que
dependen de la cantidad ingerida, los cuales pueden variar desde una condicion
leve, en la que se manifiestan el vomito y la diarrea, hasta condiciones de mayor
intoxicacion y, que por ejemplo, pueden darse esofagitis, hemorragias intestinales,
disfuncion respiratoria, fallas de los diferentes érganos y finalmente la muerte del
individuo (Varona et al., 2009).
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Para el desarrollo de la parte experimental se utilizaron los siguientes materiales,

equipos y reactivos:

a)

Materiales

Glifosato Ranger 480

Aspersores de 250 mL con boquilla plastica

Gavetas plasticas, para recoleccion y transporte de las plantas (70 x 40 cm)
Mortero de porcelana con pistilo

Matraces aforados de 25y 50 mL

Embudos de vidrio

Papel filtro

Viales ambar de 2 mL

Soxhlet

Manta de calentamiento

Balén de fondo plano de 250 mL

Vasos de precipitacion de 50, 100 y 250 mL

Kitasatos de 500 y 1000 mL

Embudos Biichner

Frascos ambar de 250 y 750 mL

Frascos plasticos estériles de recoleccion de muestras biologicas de 100 mL
Filtros Millipore de 0,45 pym

Jeringas plasticas desechables de 5 mL

Equipos

Rotavapor-R, marca Buichi, modelo KRvr 65/45

Cromatdgrafo de gases/espectréometro de masas (GC/MS), marca Perkin

Elmer, modelo CLARUS 500

Bafio maria, marca Buchler Instruments, modelo Thermo Lift
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e Bafio ultrasénico, marca Branson, modelo 1510

e Bomba de vacio, presién 0 — 14 psi, 1/3 HP, marca ACR source, modelo AVP
501

e Balanza analitica, precision 0,1 mg, marca Denver Instruments, modelo TP-
214

c) Reactivos

El reactivo que se utilizé para la obtencion de extractos vegetales de plantas
briofitas y la determinacion de la presencia de terpenos fue el metanol (CH3;OH),
grado HPLC, 99,99%, J.T. Baker.

2.1. OBTENCION DE EXTRACTOS VEGETALES

2.1.1. RECOLECCION Y ACONDICIONAMIENTO DE PLANTAS BRIOFITA S

Las plantas briofitas fueron recolectadas de un ensayo de cultivares de cacao de
la Estacion Central de la Amazonia del INIAP. La Estacion Experimental Central
de la Amazonia se encuentra ubicada en la via Sacha s/n, San Carlos a 3 km de

la entrada a la Parker, canton La Joya de los Sachas, Provincia de Orellana.

Las plantas bridfitas fueron recolectadas de forma manual. Estas plantas se
colocaron en gavetas plasticas y se trasladaron a la ciudad de Quito (Sanchez,
2011).

En la ciudad de Quito, las plantas fueron ubicadas a manera de alfombra de 1 cm
de espesor, sobre una capa de sustrato, compuesto por hojarasca y troncos en
descomposicion. Posteriormente, se colocaron las muestras en invernaderos de
madera con tapa de vidrio, los cuales estuvieron provistos de un foco de 15 W,

para que se mantuviera una temperatura promedio de 25 °C.

Ademas, se aplicaron, semanalmente, 26 mL de agua por cada 100 cm? de area
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de plantas bridfitas, con el fin de obtener la humedad relativa promedio de 75
%HR (Sanchez, 2011).

2.1.2. METODOS UTILIZADOS PARA LA OBTENCION DE EXTRACTOS D E
PLANTAS BRIOFITAS PARA LA DETERMINACION DE LA PRESE NCIA
DE TERPENOS

Para la obtencion de los extractos vegetales de las plantas briofitas, se probaron
tres métodos, entre los cuales fue seleccionado aquel que permitiera la
identificacion de la presencia de terpenos, en la Tabla 2.1 se indican los métodos

utilizados y ademas los extractos obtenidos con cada método.

Tabla 2.1.Enumeracion de los métodos utilizados para lanaidde de extractos de
plantas bridfitas y la codificacion de cada exwact

Método Extracto Cadigo
Extraccion soxhlet con Extracto concentrado soxhlet 1 Slc
metanol Extracto concentrado soxhlet 2 S2c

Extracto ultrasonicado 1 Ul
Extracto ultrasonicado 1 concentrado Ulc
asistida con ultrasonidd Exiracto ultrasonicado 2 concentrado u2c
Extracto ultrasonicado 3 u3
Extracto ultrasonicado 3 concentrado U3c
Extraccion y Extracto macerado 1 M1
maceracion con metandl  Extracto macerado 1 concentrado M1c

Tabla 2.1.Enumeracion de los métodos utilizados para lanaidde de extractos de
plantas bri6fitas y la codificacion de cada extrg€ontinuacion...)

Método Extracto Cddigo
Extraccion y Extracto macerado 2 M2
maceracion con metandl  Extracto macerado 2 concentrado M2c

Para el analisis de los extractos obtenidos con los tres métodos, se procedié a

inyectar al GC/MS primero los extractos concentrados, ya que al eliminar el
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solvente los extractos podrian contener mayor cantidad de los compuestos de
interés. Después, se inyectaron los extractos no concentrados, para verificar si al

no estar concentrados los extractos también presentan los analitos de interés.

2.1.2.1. Método de extraccion soxhlet con metanol

El primer método utilizado para obtener los extractos vegetales de plantas
briofitas consistié en la utilizacion de un equipo soxhlet y metanol. EI metanol
utilizado fue de grado HPLC (Nufez, 2008).

e Se pesaron 5 g de plantas briéfitas, que se empacaron en un cartucho de

papel filtro que se coloco en el soxhlet.

e Se afadieron 75 mL de metanol, grado HPLC, al balén conectado al soxhlet.
Este volumen permitié cubrir el cartucho y garantizar que el balon no quedara
seco. La extraccion se realizé durante 5 h, con una manta de calentamiento a
60 °C. Esta temperatura aseguré que el metanol llegara a su temperatura de
ebullicion, la cual fue calculada segun la ecuacion de Sidney Young y que en
la ciudad de Quito es de 56 °C (Dimas, 2008).

e Después de este tiempo, se concentr6 la muestra hasta 30 mL en un
rotavapor, a una temperatura de 60 °C y se verificd que el extracto (S1c) no

presentara ningun residuo solido.

e Se colocé el extracto S1c en un vial, color &mbar, para inyectarlo al GC/MS
donde se comprobd la presencia/ausencia de terpenos. El diagrama de flujo

de este método se observa en la Figura 2.1.

Este mismo método fue modificado con la aplicacion de un tiempo de extracciéon
de 10 h y se obtuvo un segundo extracto concentrado (S2c) que también fue

analizado.
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Plantas briofitas

v

Pesar

v

Empacar

v

Extraer 60 mL de L
60°C, 5h metanol gado HPLC

v

Concentrar
60 °C

v

Envasar

v

Inyectar al GC/MS

Figura 2.1. Diagrama del proceso para la obtencion de exsatgglantas briofitas en un
equipo soxhlet con metanol

2.1.2.2. Método de extraccién con metanol asistida con ultsonido

El segundo método utilizado para obtener los extractos vegetales de plantas
briéfitas correspondié a una extraccion con metanol, grado HPLC, asistida con

ultrasonido (Azuola y Vargas, 2007).

e Se pesaron 5 g de plantas briofitas y se colocaron en un vaso de precipitacion.
Se agregaron 60 mL de metanol, grado HPLC, y la mezcla se colocé dentro

del bafio ultrasénico durante 1 h.

e Después de este tiempo, el extracto (U1) se filtré al vacio y se verifico que el
filtrado no presentara ningun residuo sélido. Se tomaron 15 mL del extracto
U1 filtrado y fueron concentrados en un rotavapor, a una temperatura de 60

°C, para obtener el extracto Ulc.
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e Se colocaron los extractos Ul y Ulc en viales para inyectarlos al GC/MS,
donde se comprobd la presencia/ausencia de terpenos, se inyecté primero el
extracto Ulc y posteriormente el extracto Ul. El diagrama de flujo de este

método se observa en la Figura 2.2.

Musgos y plantas hepaticas

Pesar

v

Sonicar 60 mL de
T ambiente, 1 h metanol grado HPLC

Concentrar
60°C

v

P Envasar

v

Inyectar al GC/MS

Figura 2.2. Diagrama del proceso para la obtencion de exsatgglantas briofitas con
metanol y ultrasonido

Se realizaron dos modificaciones del método de extraccion asistida con
ultrasonido. En la primera modificacion, se increment6 la cantidad de plantas
bridfitas y se las sometié a un proceso de molienda, con el volumen adecuado
para cubrir la mezcla. En la segunda modificacion, se incremento la cantidad de
plantas bridfitas molidas vy, finalmente, se realiz6 una maceracion durante cuatro

semanas.

Estos procesos modificados se describen a continuacion:

a) Primera modificacion del método de extraccion asistida con ultrasonido

e Se pesaron 30,5 g de plantas briofitas, las mismas que fueron molidas en un

mortero. Las plantas molidas se colocaron en un vaso de precipitacion.
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A estas plantas fueron agregados 50 mL de metanol grado HPLC. La mezcla

se sometio al ultrasonido durante 1h.

El extracto (U2) se filtré al vacio y se verificd que el filtrado no presentara
ningun residuo solido; se tomo6 15 mL del extracto U2 para concentrarlo en un

rotavapor y se obtuvo un extracto concentrado (U2c).

Los extractos U2 y U2c se colocaron en sus respectivos viales para,
posteriormente, inyectarlos al GC/MS, donde se comprobd la
presencia/ausencia de terpenos, se inyectd primero el extracto U2c vy

finalmente el extracto U2.

Segunda modificacion del método de extraccion asistida con ultrasonido

Se pesaron 57,0 g de plantas bri6fitas. Estas plantas fueron molidas en un

mortero.

Las plantas molidas se colocaron en un vaso de precipitacion y se agregaron
100 mL de metanol grado HPLC.

Esta mezcla fue sometida al ultrasonido durante 1 h. Después de este tiempo,
la mezcla se colocd en un frasco de 250 mL, color ambar, para dejarlo
macerar durante 4 semanas a temperatura ambiente.

Se filtré al vacio el extracto macerado de plantas briéfitas (U3) y se verifico
que el filtrado no presentara ningun residuo solido. Se tomaron 15 mL del
extracto U3, ya filtrado, se concentraron en un rotavapor y se obtuvo un

extracto concentrado (U3c).

Se colocaron los extractos U3 y U3c en viales, para inyectarlos al GC/MS,
donde se comprobd la presencia/ausencia de terpenos. Primero se inyecto el

extracto U3c y posteriormente el extracto U3.
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2.1.2.3. Método de extraccién y maceracion con metanol

El tercer método utilizado para la obtencidn de extractos vegetales de plantas
briéfitas consisti6 en un proceso de extraccidn y maceracion con metanol
(Asakawa et al., 1987). El diagrama de flujo de este método se observa en la

Figura 2.3.

Plantas bri6fitas

Secado
Pesado

v

Extraccion 350 mL
T ambiente, 28 dias Metanol grado HPLC

I

Envasado

v

Inyeccién al gc/ms

Figura 2.3. Diagrama del proceso para la obtencion de exsatgglantas briofitas
mediante maceracion con metanol, grado HPLC

e Se pesaron 220 g de plantas briofitas, que fueron secadas a temperatura

ambiente.

e Las plantas fueron colocadas en una botella de 750 mL, color ambar y se

afiadieron 350 mL de metanol.

e La mezcla se dej6 macerar durante 4 semanas en un lugar oscuro a

temperatura ambiente.
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Al término de este tiempo, se filtr6 al vacio el extracto macerado de plantas
briéfitas (M1). Ademas, se tomaron 15 mL del extracto M1 filtrado y se
concentraron en un rotavapor, a una temperatura de 60 °C, para obtener un

extracto concentrado (M1c).

Los extractos M1 y M1c fueron filtrados en Millipore de 0,45 um. Se verifico

que los filtrados no presentaran ningun residuo solido.

Se colocaron los extractos filtrados M1 y M1c en viales para, posteriormente,
inyectarlos al GC/MS, donde se comprobo la presencia/ausencia de terpenos.

El primer extracto inyectado fue el M1c y después el extracto M1.

Se realiz6 una variacion de este método para determinar si con una masa menor

de plantas bridfitas se logra obtener los mismos resultados, segun la siguiente

descripcion:

Se pesaron 50 g de plantas briéfitas, las mismas que fueron molidas en un

mortero y se colocaron en una botella color ambar de 250 mL.

Se afiadieron 100 mL de metanol, grado HPLC y se dejé macerar la mezcla,

durante 4 semanas, en un lugar oscuro, a temperatura ambiente.

Al término de este tiempo, el extracto macerado de plantas briéfitas (M2) se
filtr6 al vacio. Se tomaron 15 mL del extracto filtrado para concentrarlos en un

rotavapor y se obtuvo un extracto concentrado (M2c).

Los extractos M2 y M2c fueron filtrados a través de un Millipore de 0,45 pm 'y

se verificd que los extractos no presentaran ningun residuo solido.

Se colocaron los extractos M2 y M2c en viales para, posteriormente,
inyectarlos al GC/MS, donde se comprobd la presencia/ausencia de terpenos.

Se inyecto primero el extracto M2c y finalmente el extracto M2.
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2.2. DETERMINACION DE LA PRESENCIA DE TERPENOS EN
EXTRACTOS VEGETALES

Para determinar la presencia de terpenos en los extractos vegetales de plantas
briofitas se utilizo la técnica de GC/MS, bajo las condiciones que se presentan en
la Tabla 2.2, que corresponden al método descrito por Pendergrass (1996). Se
realiz6 una modificacion del método antes mencionado ya que la columna

utilizada en el presente estudio fue ZB-5ms (30 m; 0,25 mm; 0,25 um).

Tabla 2.2.Condiciones del GC/MS CLARUS 500 para la detergigrade terpenos

Condiciones del equipo Valor Unidad
Volumen de inyeccion 1 pL
Temperatura de inyeccion 250 °C
Temperatura del detector 300 °C
Gas transportador, helio (He) 30 mL/min
Tiempo de corrida 36 min

Fuente: Pendergrass (1996)

La programacion de temperatura del horno del GC/MS, que se utilizdé en este
método fue una variacién de lo descrito por Pendergrass (1996), debido a el quipo

y la columna utilizados y se detalla en forma gréafica, en la Figura 2.4.
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Figura 2.4. Perfil de temperatura del horno utilizado parandliais de terpenos en el
GC/MS Clarus 500
Todos los extractos elaborados fueron inyectados 2 veces al GC/MS. De los

cromatogramas obtenidos se seleccion6 el cromatograma con picos

cromatograficos simétricos y bien resueltos.

En el programa Turbo-mass se analizaron todos los picos presentes en los
cromatogramas, una vez obtenido el espectro de cada uno de ellos, se los
compar6 con la base de datos de los compuestos de la libreria NIST (Instituto
Nacional de Estandares y Tecnologia), para identificarlo y establecer una

probabilidad de correspondencia y verificar asi la presencia/ausencia de terpenos.

2.3. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE ACIDO
ASCORBICO EN EXTRACTOS VEGETALES

Para la determinacion del contenido de acido ascorbico, las muestras fueron
enviadas al laboratorio Labolab, que utiliz6 la técnica de cromatografia liquida de

alta resolucion (Labolab, 2009).

e Para determinar el contenido de acido ascorbico en las plantas briéfitas se
peso, exactamente, 1 g de las mismas.
e Las plantas pesadas se colocaron en un mortero y se agrego acido

metafosforico al 6%, para obtener una muestra homogénea.

e Se colocé la mezcla en un balon de 100 mL y se afor6 con el mismo acido. Se

dejé en reposo media hora en la oscuridad.

e Luego se filtr6 en papel libre de cenizas, a temperatura ambiente, y se inyecto
al equipo HPLC a las condiciones presentadas en la Tabla 2.3. La columna
utilizada en el presente estudio fue 6x139 mm packing L39 y la fase movil fue
fostafo monosaodico al 1% (Labolab, 2009).
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Tabla 2.3.Condiciones que se utilizaron en el HPLC paraelamininacion del contenido
de &cido ascorbico en las muestra de plantas fasofi

Condiciones del equipo Valor Unidades
Longitud de onda 264 Nm
Temperatura 20-25+1 oC
Flujo 0,6 mL/min
Volumen de inyeccion 4 uL

Fuente: Labolab (2009).

2.4. EVALUACION DEL CONTENIDO DE ACIDO ASCORBICO EN
BRIOFITAS EXPUESTAS A UNA DOSIS DE GLIFOSATO

2.4.1. APLICACION DE UNA DOSIS DE GLIFOSATO A LAS PLANTAS
BRIOFITAS

El area de cada muestra de plantas bridfitas utilizada para la aplicacion del
glifosato fue de 2925 cm? las mismas que no eran exactamente iguales ni

homogéneas, puesto que no se trataba de una sola especie de plantas.

El establecimiento de la concentracion del 20,2 % de glifosato, que se aplico a las
plantas briofitas en esta investigacion, se bas6 en lo reportado por Sanchez
(2011). Esta dosis de glifosato se utilizd6 debido a que causo deterioro evidente,

pero paulatino en las plantas bridfitas.

Para la aplicacion del glifosato, se utilizé la formula comercial Ranger 480, la cual
se preparé en una solucion al 20,2 %. El volumen necesario para fumigar los
2 925 cm? de cada unidad experimental fue de 1 462,5 mL (Sanchez, 2011).

Se realiz6é una sola aplicacion de la solucidn de glifosato mediante la utilizacion de

aspersores plasticos de 250 mL. La fumigacion de las diferentes muestras se
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ejecutd de tal manera, que la distribucién del herbicida fuera homogénea en toda

el area.

2.4.2. DISTRIBUCION DE LAS MUESTRAS DE PLANTAS BRIOFITAS P ARA
LA EVALUACION DEL CONTENIDO DE ACIDO ASCORBICO

Se prepararon 4 muestras de plantas briéfitas, cada una de un area de 2 925 cm?,
las cuales fueron fumigadas una sola vez, como se indic6 en el acépite 2.4.1. Se

evaluaron las muestras semanalmente, como se indica en la Tabla 2.4.

Tabla 2.4.Codificacion y tiempo de recoleccion de los extra@xpuestos a la accion de
una dosis glifosato, para la evaluacion del codtede acido ascorbico

M Cddigo de | Tiempo de recoleccion
uestra
la muestra (semana)
Testigo TAA 0
Muestra para evaluacion de acido ascérbico (1) MAA 1
Muestra para evaluacion de acido ascérbico (2) MAA 2
Muestra para evaluacion de acido ascérbico (B) MAA 3

La muestra testigo (TAAp) se envio al laboratorio Labolab antes de aplicar la

fumigacioén con glifosato.

Las muestras MAA;, MAA,; y MAA; fueron fumigadas con 1 462,5 mL, de una
solucién de glifosato al 20,2 %. Las muestras fueron enviadas a los laboratorios
de Labolab, inmediatamente después de su recoleccion para determinar el

contenido de acido ascérbico mediante HPLC, segun se detall6 en el acapite 2.3.

Se tomd a la muestra TAA; como referencia para determinar el porcentaje de
disminucién del contenido de acido ascérbico de las demas muestras, segun el

tiempo de recoleccion.
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2.5. EVALUACION DE LA PRESENCIA DE TERPENOS EN
BRIOFITAS EXPUESTAS A UNA DOSIS DE GLIFOSATO

Se prepararon 3 muestras de plantas briéfitas, cada una de un area de 9 180 cm?.
El area de las muestras fue cuatro veces el area indicada en el acapite 2.4.1, ya

que para cada semana de evaluacién se tomaron 2 295 cm? de muestra.

El area de las 3 muestras después de retirar los 2 295 cm?, que se utilizaron para
realizar los extractos respectivos y determinar la presencia de terpenos sin la
exposicién a una dosis de glifosato, modifico el area de las muestras a 6 885 cm?.
Estos extractos fueron codificados segin se detalla en la Tabla 2.5 y cuyos

resultados se muestran en el acapite 3.2.

Tabla 2.5.Codificacion de los extractos de las tres muesirak exposicion a la accion

del glifosato
Extractos sin la aplicacion de glifosato ngir%%gel Tiemp(t; gri;igzl)eccién
Réplica 1 sin aplicacién de glifosato IMT 0
Réplica 2 sin aplicacién de glifosato 2T 0
Réplica 3 sin aplicacion de glifosato 3MT 0

Las 3 muestras de 6 885 cm? fueron fumigadas con 4 387,5 mL, con una solucion
de glifosato al 20,2 %. Después de una semana de la fumigacion se recolectaron,
de cada muestra 2 295 cm?, lo que corresponde a la cantidad necesaria para la
realizacién del extracto. De igual manera, se recolectaron 2 295 cm? de cada
muestra, a la segunda y tercera semana de fumigacion. Estas muestras fueron

codificadas como se muestra en la Tabla 2.6.

Tabla 2.6.Codificacion de las muestras testigo y las trpstieiones expuestas a la accion
del glifosato

Muestras con aplicacion de una dosis Unica de Cédigo del | Tiempo de recoleccién
glifosato extracto (semanas)

Réplica 1 con aplicacion de glifosato, semana 1 AMT 1

Réplica 2 con aplicacion de glifosato, semana 1 2MT| 1
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Réplica 3 con aplicacion de glifosato, semana 1 BMT| 1
Réplica 1 con aplicacion de glifosato, semana 2 AMT 2
Réplica 2 con aplicacion de glifosato, semana 2 2MT| 2
Réplica 3 con aplicacion de glifosato, semana 2 SMT| 2
Réplica 1 con aplicacion de glifosato, semana 3 AMT 3
Réplica 2 con aplicacion de glifosato, semana 3 2MT| 3
Réplica 3 con aplicacion de glifosato, semana 3 SMT| 3

Todas las muestras fueron utilizadas para realizar los respectivos extractos de
plantas briéfitas con el método seleccionado, de acuerdo con los resultados del
acapite 2.1.

Cuando se determiné la presencia de terpenos en todos los extractos, se evaluo
el &rea de cada uno de los picos de los cromatogramas en los que se identificaron
estos compuestos. Estas areas fueron relacionadas con el volumen extraido y
fueron normalizadas a un solo volumen, correspondiente al obtenido con una
muestra preliminar de 785 mL. Esta relacion permiti6 obtener un area
normalizada, para realizar comparaciones. El calculo se realiz6 con el uso de la

ecuacion (1), que se presenta a continuacion:

A, = A, x 2 1]

Vo

Donde:

A, area normalizada

Ai:.  area del pico de un terpeno que se reporta en el cromatograma de un
extracto de plantas bridfitas

V1. volumen del extracto inicial de plantas briéfitas analizado en el GC/MS, en
mL.

Vo:  volumen referencial del extracto de plantas briofitas = 78,5 mL.

Con la informacion de las areas normalizadas de los picos, correspondientes a
terpenos de cada extracto, se realizaron los promedios de las réplicas en las 3
semanas de evaluacion, como se muestra en la Tabla 2.7 y se establecid si
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existia variacion de la areas normalizadas de los picos cromatograficos de cada
replica de las plantas expuestas a la accion de una dosis de glifosato, respecto a

las plantas que no fueron fumigadas.

Tabla 2.7.Codificacion de los valores promedios de areasutados de los extractos para
la evaluacién de terpenos

Nombre Cadigo Tiempégri;ﬁgzl)eccién
Promedio de las replicas: IMR2MT,y 3MT, MTop 0
Promedio de las replicas: IMT2MT, y 3MT; MTp 1
Promedio de las replicas: IMT2MT, y 3MT, MT,p 2
Promedio de las replicas: IMT2MT;y 3MT; MT3p 3

Finalmente, se tomo el valor del promedio MTgp como referencia para determinar

el porcentaje de disminucion de cada promedio segun su tiempo de recoleccion.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. ESTABLECIMIENTO DE UN METODO DE OBTENCION DE
EXTRACTOS ORGANICOS DE PLANTAS BRIOFITAS PARA
LA DETERMINACION DE LA PRESENCIA DE TERPENOS

Todos los extractos de plantas britfitas, obtenidos para la identificacion de la
presencia de terpenos, fueron inyectados en el equipo GC/MS. Este analisis

permitié seleccionar el método para determinar la presencia de terpenos.

3.1.1. OBTENCION DE EXTRACTOS DE PLANTAS BRIOFITAS POR EL
METODO DE EXTRACCION SOXHLET CON METANOL

En este caso, se obtuvieron dos extractos de plantas bridfitas, S1c y S2c, los
cuales se diferenciaron por el tiempo de extraccién en el soxhlet. Estos dos

extractos fueron evaluados segun la presencia/ausencia de terpenos.

El cromatograma obtenido del andlisis del extracto S1c, que se muestra en la
Figura 3.1, el espectro de masas y el reporte de la libreria NIST se observan en el
Anexo B.

Tiempo
50 (min)

Figura 3.1. Cromatograma del extracto obtenido con metan@lgle plantas briofitas y 5
h en el soxhlet (extracto S1c)
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El extracto S1c mostré Unicamente la presencia del solvente, lo que podria
deberse a que el tiempo de extraccidén utilizado no fue el suficiente, ya que
pudieron extraerse de la muestra de plantas briofitas solo las fracciones de facil
separacion. Por esta razon, se decidié incrementar el tiempo de extraccion para
incrementar el nimero de sifoneadas que realiza el equipo soxhlet y una mayor

extraccion.

Al incrementar el tiempo de extraccion en el soxhlet a 10 h, se obtuvo el extracto
S2c, el cual, después de ser analizado, también mostré Unicamente la presencia
del solvente. ElI cromatograma del extracto S2c se muestra en la Figura 3.2 y su
espectrograma de masas y respectivo reporte de la libreria NIST se observa en el

Anexo B.

1004 178

Tiempo
o - .
A R s s B s A A L At A Rt e S At RS A M Rt AR R LA s A Raait AR Rt Ao s Aasa RS
250 | 450 | 650 | 850 | 1050 | 1250 | 1450 | 1650 | 1850 = 20.50 = 22.50 = 2450 @ 26:50 @ 2650 @ 3050 | 3250 3450 3650 3850  (Min)

Figura 3.2. Cromatograma del extracto obtenido con metan@lg%le plantas briodfitas y
10 h en el soxhlet (extracto S2c)

Los resultados obtenidos con el método de extraccion soxhlet, al utilizar 5 g de
plantas bridfitas y metanol, grado HPLC, como solvente, no mostraron la

presencia de terpenos, por lo que se descartd este método.
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3.1.2. OBTENCION DE EXTRACTOS DE PLANTAS BRIOFITAS POR EL
METODO DE EXTRACCION CON METANOL ASISTIDA CON
ULTRASONIDO

Para aplicar este método se utilizaron 3 cantidades de plantas bridfitas, los
mismos que fueron evaluados segun la presencia/ausencia de terpenos. Los
pesos utilizados fueron 5,0; 30,5 y 57,0 g de plantas bridfitas, cantidades

establecidas por la disponibilidad de la muestra.

Una fraccion de cada extracto obtenido con los pesos antes mencionados, fue
concentrada y otra no. En total, se obtuvieron seis extractos de plantas bridfitas a

ser analizados.

Los 2 cromatogramas correspondientes al analisis de los extractos de plantas
bridfitas Ul y Ulc se presentaron similares al cromatograma del solvente. El
espectrograma de masas Yy el reporte de la libreria NIST se muestra en el Anexo
B.

Estos resultados pueden tener relacion con la pequefia cantidad de plantas
utilizada que, probablemente, no permitio identificar los analitos de interés. Por

esta razon, se decidié incrementar la masa de la muestra.

Se incrementd el peso de las plantas briéfitas a 30,5 g, para obtener un nuevo
extracto U2. En este caso, se molieron previamente las plantas, con la ayuda de

un mortero para incrementar el area de contacto con el solvente.

Los dos extractos U2 y U2c mostraron cromatogramas similares al del solvente.
El espectrograma de masas y el reporte de la libreria NIST se observa en el

Anexo B.

Se decidio, entonces, realizar otra prueba con un peso de la muestra de 57 g

(extracto U3). En la Figura 3.3 se muestra el cromatograma del extracto U3.
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100

uYL 30.59
JL . Tiempo

Y u T u T u ¥ T y u y u u u u t u \ u u u u u u u u u u u u f u u .
3.00 5.00 7.00 9.00 11.00 13.00 15.00 17.00 19.00 21.00 23.00 25.00 27.00 29.00 31.00 33.00 35.00 (mln)

Figura 3.3. Cromatograma del extracto obtenido con metanodj 8& plantas bridfitas y 1
h en el ultrasonido (extracto U3)

Como se puede observar en la Figura 3.3, el cromatograma presento un pico a los
30,59 min. El espectrograma de masas de este pico fue analizado con la libreria
NIST, la cual lo identifico como un éster metilico del acido 10, 13 dimetil
tetradecanoico. El reporte de la libreria NIST de este pico y su espectrograma de

masas se pueden observar en el Anexo B.

De acuerdo con la informacion presentada por Morantes et al. (2007) y Glime
(2007), el resultado obtenido podria atribuirse a la presencia de acidos grasos en

las plantas bridfitas.

En el caso del extracto concentrado (U3c) el cromatograma mostro solamente la
presencia del solvente, este comportamiento podria deberse a que el éster que se
presentd en el extracto U3 se degradd debido a la interaccion con los demas
compuestos presentes en el extracto, los cuales pudieron otorgar las condiciones
necesarias para que el éster se degradara (Caglieri y Macafio, 2009). El espectro

y el reporte de la libreria NIST del extracto U3c se muestra en el Anexo B
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La utilizacion de este método se descarté para la obtencidbn de extractos
vegetales de plantas briéfitas, puesto que no se detect6 la presencia de terpenos.

3.1.3.0BTENCION DE EXTRACTOS DE PLANTAS BRIOFITAS POR EL
METODO DE EXTRACCION Y MACERACION CON METANOL

En este método se utilizaron 50,0 y 220,0 g de plantas briéfitas. El extracto
realizado con 50,0 g de plantas briéfitas (M2) y su muestra concentrada (M2c)
fueron inyectados en el GC. Los cromatogramas de cada uno de los extractos M2
y M2c no evidenciaron la presencia de terpenos, sino solamente la del solvente

utilizado.

Estos resultados coinciden con los obtenidos al utilizar las otras metodologias, en
las que se pesaron cantidades menores a 50 g de plantas britfitas, para la

obtencion de los extractos.

El extracto concentrado, obtenido con 220 g de plantas briéfitas (M1c), presento

un cromatograma con varios picos, como se muestra en la Figura 3.4.

1

30.59

30.30

Tiempo
26.94 27.44 27.94 28.44 28.94 29.44 29.94 30.44 30.94 31.44 31.94 32.44 32.94 33.44 33.94 34.44 34.94 35.44 35.94 (m|n)

Figura 3.4. Cromatograma del extracto M1c
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Se evaluaron los espectros de los picos predominantes, con la libreria de

espectros de masas NIST. La Tabla 3.1 muestra los nombres de los compuestos

identificados y su correspondencia o0 no con la estructura de un terpeno.

Tabla 3.1.Identificacion de los picos enumerados en el ctograma del extracto M2c

N° | Tiempo de
Probabilidad | del retencién Nombre del compuesto Terpeng
pico (min)

907 1 30.59 Ester metillg[)r ;ideé?;:;]ocl)?cao, 13 dimetil No
790 2 31,02 Acido eicosanoico No
831 3 31,69 Furanocumarinas No
759 4 32,55 Acido 11,14,17 eicosatrienoico No
750 5 32,66 Isofitol No
893 6 33,70 Furanocumarinas No
796 7 34,08 Acido 5, 8, 11, 14 eicosatetraenoico N
781 8 34,53 Sigmasterol No
890 9 35,16 Furanocumarinas No
889 10 35,52 Furanocumarinas No

Como se puede observar en la Tabla 3.1, los compuestos identificados con la

libreria de espectros de masas no corresponden a terpenos.

Los picos 2, 4y 7 corresponden a 4cidos grasos y el pico 1 es un éster metilico de

acido graso; estos resultados coinciden con lo descrito por Morantes et al. (2007)

y Glime (2007), quienes identificaron la presencia de acidos grasos en plantas

briofitas.

Los picos 3, 6, 9 y 10 fueron identificados como furanocumarinas, cumarinas que

se pueden encontrar en plantas briéfitas, segun lo reportado por Morantes et al.

(2007) y Glime (2007). Las cumarinas son metabolitos secundarios y su

determinacion se puede realizar mediante la utilizacion de la técnica GC/MS
(Bogdal, 1998).

EL pico 5 corresponde al isofitol, un alcohol sintetizado en las plantas, al igual que
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otros compuestos como los terpenos que se pueden determinar con la técnica de
GC/MS (Ordaz et al., 2011).

El pico 8 fue identificado como sigmasterol que es un fitoesterol. Los fitoesteroles

son esteroles de origen vegetal que tienen amplia distribucién en la naturaleza y

su estructura es similar a la del colesterol (Valenzuela y Ronco, 2004).

Una vez evidenciada la ausencia de terpenos en el cromatograma del extracto

Mlc, se procedié a inyectar el extracto no concentrado (M1), de la misma

muestra, al GC/MS.

En la Figura 3.5 se muestra el cromatograma del extracto M1.
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Figura 3.5. Cromatograma del extracto M1

En la Figura 3.5, se observa que se presentaron 5 picos predominantes. Los

espectrogramas de masas de estos picos fueron analizados con la libreria de

espectros de masas NIST. En la Tabla 3.2 se muestran los nombres de los

compuestos identificados.
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Tabla 3.2.Identificacion de los picos presentes en el crograima del extracto M1

Ne Tiempo de
Probabilidad | del retencion Nombre del compuesto Terpeno
pico (min)
843 1 18,12 Ciclopentanona No
759 2 20,39 Gama muuroleno Si
944 3 24.82 Ester metilico del amdq 10, 13 dimetil No
tetradecanoico

897 4 27,17 Acido 9,12 Octadecadienoico No
853 5 27,27 Acido 9,12,15 Octadecatrienoico No

El pico 1 corresponde a la ciclopentanona, la cual es un derivado de los &cidos

grasos y participa en la biosintesis de los jasmonatos (Garcia, 2008).

El pico 2 fue identificado como gama muuroleno, un sesquiterpeno presente en

plantas, segun lo reportado por Ordaz et al. (2011).

Los picos 3, 4 y 5 corresponden a acidos grasos o sus derivados (Garcia, 2008).

Por este resultado, se escogié como método de obtencion de extractos vegetales
de plantas bridfitas, para la determinacion de la presencia de terpenos, al
tratamiento de 220 g de plantas briofitas con 350 mL de metanol, grado HPLC

como solvente, durante 4 semanas de maceracion.

3.2. DETERMINACION DE LA PRESENCIA DE TERPENOS EN LOS
EXTRACTOS ORGANICOS DE PLANTAS BRIOFITAS

Los resultados de la presencia de terpenos en los extractos 1MT;, 2MT;, 3MTy,
1MT,, 2MT,, 3MT,, 1MT3, 2MT3, 3MT3 se mostraran en el acapite 3.3, donde se
evaluara la presencia de terpenos al estar sometidos a la accion de una dosis de

glifosato.

En los extractos 1MTy, 2MTy, 3MTy, se determiné la presencia de terpenos, y los
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resultados se muestran a continuacion.

En la Figura 3.6, se observa el cromatograma de la muestra denominada 1MTy,.

100- 24.82

27.18

9% 29.33

27.40
7

Gama muuroleno

24.45
20.39 3\ 2761
23.42

L . l L nh Mkn ] f{ Tiempo
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11.00 13.00 15.00 17.00 19.00 21.00 23.00 25.00 27.00 29.00 31.00 33.00 35.00 (m|n)

11.47

= 3

Figura 3.6. Cromatograma del extracto 1MT

El pico de interés se presento a los 20,39 min. El espectrograma de masas de
este pico fue analizado con la libreria NIST, la cual lo identific6 como gama
muuroleno, con una probabilidad de 75,9 %, el cual se observa en la Figura 3.7.

El reporte de la libreria NIST para este pico se muestra en el Anexo C.
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Figura 3.7. Espectrograma de masas del pico que se prest¥®@,39 min, identificado
como gama-muuroleno del extracto 1MT

El cromatograma del extracto 2MT, se presenta en la Figura 3.8. El pico de

interés del cromatograma de la Figura 3.8 fue el que se presenté a los 20,41 min.
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Segun el reporte de la libreria NIST, que se muestra en el Anexo C, este pico fue
identificado como gama muuroleno, con una probabilidad de 85 %. Su

espectrograma de masas se muestra en la Figura 3.9.
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Figura 3.8. Cromatograma del extracto 2MT
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Figura 3.9. Espectrograma de masas del pico que se prest¥®@,41 min, identificado
como gama-muuroleno del extracto 2MT

El cromatograma del extracto 3MT, se muestra en la Figura 3.10. El pico de
interés se presento a los 20,40 min. Su espectro fue analizado en la libreria NIST
y se muestra en el Anexo C. El pico fue identificado como gama muuroleno, con
una probabilidad de 80,7 % y su espectrograma de masas se muestra en la

Figura 3.11.

El gama muuroleno es un sesquiterpeno, el cual es un componente presente en
plantas, segun lo reportado por Ordaz et al. (2011). La presencia de terpenos en

estos extractos coincide con los resultados obtenidos por Morantes et al. (2007)
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que encontraron estos metabolitos secundarios en el musgo Polytrichum

juniperinum.
1001 27.32 29.39
24.84
27.43
% 27.20
29.44
Gama muuroleno
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Figura 3.10.Cromatograma del extracto 3MT
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Figura 3.11.Espectrograma de masas del pico que se prestrg@@,40 min,
identificado como gama-muuroleno del extracto 3MT

3.3. PRESENCIA DE TERPENOS EN LOS EXTRACTOS
ORGANICOS DE PLANTAS BRIOFITAS EXPUESTAS A LA
ACCION DE UNA DOSIS DE GLIFOSATO

Después de transcurrida una semana de la aplicacion de la dosis de glifosato, se
obtuvieron los cromatogramas de los extractos 1MT,, 2MT1 y 3MT,, a partir de las
muestras tratadas con glifosato. En la Figura 3.12 se observa el cromatograma

del extracto 1MT;.
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Figura 3.12.Cromatograma del extracto 1IMT

Se evalud el espectrograma de masas del pico que se present6 a los 20,33 min
con la libreria NIST, el cual se identific6 como copaeno, con una probabilidad de

81,6 % y se observa en la Figura 3.13. El reporte de la libreria se muestra en el
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Figura 3.13.Espectrograma de masas del pico que se prestrg@@,33 min,
identificado como copaeno del extracto IMT

El cromatograma del extracto 2MT; se observa en la Figura 3.14. En el Anexo D,
se muestra el reporte de la libreria NIST que identificé al pico que se presentd a

los 20,34 min como alfa cubebeno, con una probabilidad de 75 %. EI
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espectrograma de masas del pico mencionado que se indica en la Figura 3.15.
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Figura 3.15.Espectrograma de masas del pico que se prestrg@@,34 min,
identificado como alfa cubebeno del extracto ZMT

En el cromatograma del extracto 3MT; no se identificaron terpenos, esto
corresponde a un valor atipico, el cual es aceptable ya que se trabajéo una

muestra de plantas que tuvieron edades diferentes, estados diferentes e incluso
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de concentraciones del compuesto de interés diferentes.

Al cabo de la segunda semana, después de la fumigacion se procesaron los
extractos de plantas briofitas, expuestas a la accidon del glifosato, y se obtuvieron

los siguientes cromatogramas:

a) Enla Figura 3.16 se muestra el cromatograma del extracto 1MT».
b) En la Figura 3.18 se muestra el cromatograma del extracto 2MT..

c) Enla Figura 3.20 se muestra el cromatograma del extracto 3MT,.
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Figura 3.16.Cromatograma del extracto 1MT

En la Figura 3.17 se muestra el espectrograma de masas del pico que se

presento a los 20,36 min.
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Figura 3.17.Espectrograma de masas del pico que se prestrg@@,36 min,
identificado como muurolanodieno del extracto TMT
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Figura 3.18.Cromatograma del extracto 2MT

En la Figura 3.19 se observa el espectrograma de masas del pico que se presenté
a los 20,35 min.
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Figura 3.19.Espectrograma de masas del pico que se prestg@@,35 min,
identificado como muurolanodieno del extracto 2MT
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Figura 3.20.Cromatograma del extracto 3SMT

El espectrograma de masas del pico que se presenté a los 20,35 min se muestra
en la Figura 3.21.
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Figura 3.21.Espectrograma de masas del pico que se prestrg@@,36 min,
identificado como muurolanodieno del extracto 3MT

En la segunda semana de fumigacion, los 3 extractos evaluados presentaron el
pico de interés que, en cada caso, fue analizado con la libreria NIST, la cual los
identific6 como muurolanodieno. Las probabilidades de los 3 picos analizados
fueron de 63,9%, 66,3% y 61,3%, respectivamente, para los espectrogramas de
masas de los cromatogramas presentados en las Figuras 3.17, 3.19 y 3.21. Los
reportes de la libreria para cada uno de los picos se indican en el Anexo D.

Finalmente, al cabo de las 3 semanas después de la fumigacion se evaluaron los



extractos 1MTs, 2MT3y 3MTs.
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En la Figura 3.22, se presenta el cromatograma del extracto 1MTs.
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Figura 3.22.Cromatograma del extracto 1MT

Se analiz6 el espectrograma de masas del pico que se presento a los 30,36 min

con la libreria NIST, el cual se observa en la Figura 3.23. Con una probabilidad

del 72 %, la libreria NIST identific6 al compuesto como muurolanodieno. El

reporte de la libreria se muestra en el Anexo D.
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Figura 3.23.Espectrograma de masas del pico que se prestrg@@,36 min,
identificado como muurolanodieno del extracto EMT

El cromatograma del extracto 2MT3; se observa en la Figura 3.24.
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Figura 3.24.Cromatograma del extracto 2MT

En este caso, el pico fue identificado como copaeno con una probabilidad de 78,4
% Yy el espectrograma de masas del pico se indica en la Figura 3.25. El reporte de

la Libreria NIST se encuentra en el Anexo D.
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Figura 3.25.Espectrograma de masas del pico que se prestrg@@,38 min,
identificado como copaeno del extracto 2MT

La Figura 3.26 presenta el cromatograma del extracto 3MTs.
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Figura 3.26 Cromatograma del extracto 3MT

El pico analizado fue el que se presentd a los 20,36 min y su espectrograma de
masas se muestra en la Figura 2.27, este fue identificado como alfa cubebeno,

con una probabilidad de 72 %.
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Figura 3.27.Espectrograma de masas del pico que se prestrg@@,36 min,
identificado como alfa cubebeno del extracto 3MT

Es importante mencionar que existen varias opciones de terpenos identificados
con valores bajos del % de probabilidad, esto puede deberse a que el tamafio de
la muestra es grande y alberga gran cantidad de especies de plantas briofitas.
Ademas la identificacion de un compuesto desconocido mediante la utilizacion de
una libreria computacional depende directamente de la calidad y comprensibilidad
de la base de datos utilizada. Sin embargo, debemos tomar en cuenta el hecho de

que a menudo existen isomeros que tienen idénticos espectros de masa, y que
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algunas veces un espectro de masas similar corresponde a un compuesto
diferente. (De Hoffmann y Stroobant, 2002).

La Tabla 3.3 indica las areas de los picos identificados como terpenos para

evaluar el comportamiento de los extractos de plantas briéfitas a la accién de una

dosis de glifosato y de las muestras que no estuvieron expuestas al glifosato. El

area tedrica calculada se determind con la ecuacion (1) del acapite 2.5. Ademas,

en la Tabla 3.3 se observan los promedios de las areas normalizadas de los

extractos, segun la semana de analisis.

Tabla 3.3.Areas de los picos correspondientes a los terpemoentrados en los extractos
de plantas bridfitas expuestas a la accion de asig de glifosato

< Area
Cadigo de Terpeno A_rea Volumen | normalizada
Nombre de la muestra : L (Unidades :
la muestra identificado de 3 (mL) (Unidades de
e area) .
area)
Repllc(:ja 1 Sin aplicacion 1IMT, Gama muuroleno 226 094 57,0 164 170
e glifosato
Replica 2 sin aplicacion | Gama muuroleno| 1188494 51,0 772 143
de glifosato
Réplica 3 Sin aplicacion 3MT, Gama muuroleno 488 957 73,0 454 699
de glifosato
Réplica 1 con
aplicacion de glifosato, 1MT; Copaeno 588 384 82,0 614 618
semana 1
Réplica 2 con
aplicacion de glifosato, 2MT; Alfa cubebeno 329 212 88,0 369 053
semana l
Réplica 3 con
aplicacion de glifosato, 3MT; - 0 127,0 0,000
semana 1l
Réplica 1 con
aplicacion de glifosato, 1MT, Muurolanodieno 47 089 316,0 189 556
semana 2
Réplica 2 con
aplicacion de glifosato, 2MT, Muurolanodieno 39010 294,0 146 101
semana 2
Réplica 3 con
aplicacion de glifosato, 3MT, Muurolanodieno 43 645 274,0 152 341

semana 2
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Tabla 3.3.Areas de los picos correspondientes a los terpemmentrados en los extractos
de plantas briéfitas expuestas a la accién de asia de glifosat¢Continuacion...)

< Area
Cadigo de Terpeno Area Volumen | normalizada
Nombre de la muestra : o (Unidades )
la muestra identificado . (mL) (Unidades de
de area) .
area)
Réplica 1 con
aplicacion de glifosato, 1MT; Muurolanodieno 79 945 83,0 84 528
semana 3
Réplica 2 con
aplicacion de glifosato, 2MT; Copaeno 231 004 50,5 148 608
semana 3
Réplica 3 con
aplicacion de glifosato, 3MT; Alfa cubebeno 107 287 132,0 180 406
semana 3
Promedio de las
muestras 1M{J’, 2MT, MTop - - - 463 671
y 3MT,
Promedio de las
repeticiones: 1MT, MT 1p - - - 327 890
2MT,y 3MT;
Promedio de las
repeticiones: 1MJ, MT.p - - - 162 666
2MT,y 3MT,
Promedio de las
repeticiones: 1M7, MT 3p - - 137 847
2MT3 Yy 3MT3

La Figura 3.28 muestra la gréfica del comportamiento de los valores promedios de
las areas normalizadas de los picos evaluados, durante las 3 semanas de

fumigacion.

Estos valores indican que existe una tendencia de disminucién de las areas
normalizadas de los picos identificados, a medida que transcurre el tiempo de
exposicion al glifosato. Transcurrida la primera semana de fumigacion, el
promedio del area normalizada disminuye en un 29,3 % respecto al valor de
MTop. A la segunda semana de la fumigacion, el promedio del area normalizada
disminuye en un 64,9 % respecto al valor de MTyp. Finalmente, el valor del
promedio del area normalizada a la tercera semana de fumigacion, disminuye en

un 70,3 % respecto al valor de MTgp.
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Figura 3.28.Valores promedios de las areas teoricas de loaatas de plantas briofitas
expuestos a una dosis de glifosato, evaluados dag@mana de analisis

Esta tendencia podria estar relacionada con la accion del glifosato, el cual tiene
una estructura similar al fosfoelnolpiruvato (PEP) (Villalba, 2009), lo que podria
interferir en la formacion de la acetil-coenzima A, precursora de la biosintesis de
los terpenos (Avalos y Pérez-Urria, 2009). Por otra parte, en las plantas bridfitas
expuestas a la accion de una dosis de glifosato, la presencia de cloroplastos
respecto al tiempo tiene una tendencia decreciente (Sanchez, 2011). Los
cloroplastos son los encargados de realizar el proceso de fotosintesis que finaliza
en la produccion de glucosa (Avalos y Pérez-Urria, 2009), entonces la disminucion
de cloroplastos podria afectar la produccion de PEP, el cual se produce a partir de
la glucosa y por lo tanto interferir en la formacién de terpenos.

3.4. CONTENIDO DE ACIDO ASCORBICO EN LAS PLANTAS
BRIOFITAS EXPUESTAS A LA ACCION DE UNA DOSIS DE
GLIFOSATO

El contenido de &cido ascorbico de cada una de las muestras de plantas briofitas
se indican en la Tabla 3.4, los cuales fueron determinados en el laboratorio
Labolab, mediante la técnica de HPLC y se presentan en la Figura 3.29. Los
informes entregados por el laboratorio Labolab se observan en el Anexo E.
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Tabla 3.4.Contenido de acido ascoérbico en muestras de glaniafitas expuestas a la
aplicaciéon de 20,2 % de glifosato

Tiempo | Contenido de acido ascorbico
Muestra
(semanas (mg/100 g)
TAAq 0 89,96
MAA ; 1 83,17
MAA , 2 57,91
MAA 3 3 57,08
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Figura 3.29.Contenido de &cido ascoérbico en las muestrasaiégsl bridfitas expuestas a
la accion del glifosato durante tres semanas

Como se observa en la Figura 3.29, existe una tendencia de disminucion del
contenido de &cido ascorbico presente en la muestra de plantas bridfitas
expuestas a la accion del glifosato. Después de la primera semana de fumigacién
el contenido de acido ascorbico disminuye en un 7,5 % respecto a la muestra
TAA,, transcurrida la segunda semana de evaluacidbn se evidencia una
disminucién del contenido de &cido ascorbico en un 35,6 % respecto al valor de la
muestra TAAo; Y, finalizada la tercera semana, el contenido de &cido ascoérbico

disminuye en un 36,5 % respecto a la muestra TAA,.

Este comportamiento podria estar relacionado con que el acido ascorbico, puede
sintetizarse a partir de glucosa (Ledezma-Gairaud, 2005) cuya formacién es
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afectada con la presencia del glifosato ya que disminuye en el tiempo la cantidad
de cloroplastos presentes en la células de las plantas briéfitas (Sanchez, 2011),
los mismos que son los responsables de la produccidn de glucosa de las plantas
ya que dentro de ellos se realiza la fotosintesis. Ademas, otra razén que aportaria
con la disminucién del &cido ascorbico, es que este actia como un reductor de los
radicales libres que se forman debido a estrés que produce la presencia de una
sustancia extrafia en la planta, que en este caso es el glifosato (Miranda-Ham y
Castro-Concha, 2010; Garcia et al, 2004).
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4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. CONCLUSIONES

1. Se determind la presencia de terpenos en los extractos vegetales de plantas
bridfitas con el método de extraccidon y maceracion con metanol, grado HPLC,
gue utilizé 220 g de plantas bridfitas secas, proceso que se llevé a cabo a

temperatura ambiente, con un tiempo de maceracion de 4 semanas.

2. Los terpenos identificados en los extractos de las plantas bridfitas
corresponden a los sesquiterpenos: copaeno, gama muuroleno,

muurolanodieno y alfa cubebeno.

3. Los extractos realizados con plantas bridfitas, expuestas a la accidon de una
dosis del 20,2 % de glifosato, muestran una disminucién del contenido de
terpenos respecto a la réplica sin aplicacion de glifosato (MTop), durante las 3
semanas de evaluacion. Después de la primera semana de fumigacion el
contenido disminuye un 29,3 %, transcurrida la segunda semana de
fumigacion, disminuye en un 64,9 % y finalmente, a la tercera semana de

fumigacion, disminuye un 70,3 %

4. Los extractos realizados con plantas briofitas, expuestas a la accion de una
dosis del 20,2 % de glifosato, muestran una disminucién del contenido de
acido ascorbico respecto a la muestra sin aplicacion de glifosato (TAAy),
durante las tres semanas de evaluacion. Después de la primera semana de
fumigacion el contenido de acido ascorbico disminuye en un 7,5 %,
transcurrida la segunda semana de evaluacion se evidencia una disminucién
del 35,6 %; y finalizada la tercera semana el contenido de acido ascorbico

disminuye en un 36,5 %.
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4.2. RECOMENDACIONES

1. Realizar este estudio con plantas briéfitas de una sola especie, por ejemplo la
Marchantia polymorpha, que sean cultivadas y monitoreadas desde sus inicios
por el investigador, para establecer parametros como edad, modo de
crecimiento, condiciones atmosféricas, plagas, entre otros, puesto que los
mencionados factores influyen directamente en el metabolismo de estas

plantas.

2. Realizar un analisis estructural de los terpenos identificados en este estudio,
mediante la aplicacion de las técnicas de resonancia magnética nuclear y
espectrometria infrarroja, para determinar la estructura de los analitos

identificados y corroborar el nombre establecido.

3. Realizar un estudio comparativo de los efectos del glifosato sobre las plantas
bridfitas y una planta vascular, la cual puede ser propia de la zona amazoénica

norte del Ecuador.

4. Complementar esta investigacion con el estudio del contenido de cumarinas y
acidos grasos, ya que son compuestos que se encuentran presentes en las
plantas bridfitas y, a su vez, son compuestos de interés farmaceéutico e

industrial.

5. En proximos estudios, incrementar la cantidad de plantas briofitas utilizada
para la obtencibn y analisis de extractos, ya que incrementaria la

concentracion de los compuestos de interés en los extractos.

6. Realizar un estudio en el cual las aplicaciones de glifosato sean in situ, ya que
se evaluarian las plantas bri6fitas sin exponerlas a condiciones adicionales de

estrés.
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ANEXO A

Datos de dosis de fumigacion con glifosato en cwidis licitos

Tabla A.1. Usos registrados de glifosato en SENASA

Cultivos Dosis (L o Kg/ha)
Citricos 25a4
Frutales de pepita y vid 15a4,5
Barbechos de cultivos anuales 2a4
SojaRR 15a25
Maiz RR 1,8a35
Algodoén RR l,1a25

Fuente: (Arreguet al, 2010)
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ANEXO B

Reportes de la libreria de espectros de masas NISEgistrados en los
métodos de obtencion de extractos vegetales de pgksbriofitas para la

determinacién de la presencia de terpenos

31
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Figura B.1. Espectrograma de masas del cromatograma de lest@s S1c, S2c, U1,
U2c, U3, U4c, Ubc, M3, M4c

Tabla B.1. Reporte de la libreria NIST del espectrograma dsa® indicado en la Figura

B.1
N° | Probabilidad Nombre del compuesto MW Formula CAS
1 923 Metanol 32 CkD 67-56-1
10266
1001 n
87
) G
5
Tl . 143
N ‘ \| 3|3 9 }01 55 1 5 7o 1 o g m
O-IIIIII I" IIIIIIII I I IIIIIIIIIIIIIIIIIIm/Z

36 46 56 66 76 86 96 106 116 126 136 146 156 166 176 186 196 206 216 226 236 246 256 266 276

Figura B.2. Espectrograma de masas del cromatograma del extyac
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Tabla B.2. Nombre del compuesto correspondiente al picemehatograma del extracto
obtenido con 57 g de plantas bridfitas y 1 h emtehsonido (extracto U5)

N° | Probabilidad Nombre del compuesto MW Férmula CAS

Ester metilico del acido 10, 13

1 907 dimetil tetradecanoico

270 GH340, 267650-23-7

Ester metilico del acido

2 834 tridecanoico

228 G4H250; 1731-88-0

Ester metilico del acido 12 metil
3 830 tetradecanoico 256 GeHs20. 62691-05-8
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Reportes de la libreria de espectros de masas NISEgistrados en la

determinacién de la presencia de terpenos en extitas organicos de

plantas bridfitas.

Tabla C.1.Compuesto correspondiente al pico que se presdagd2®,39 min en el
cromatograma del extracto 1MT

Probabilidad

Nombre del compuesto

MW

Férmula

CAS

759

Gama muuroleno

204

1ﬁ24

30021-74-0

Tabla C.2. Compuesto correspondiente al pico que se presdng20,41 min en el
cromatograma del extracto 2MT

Probabilidad

Nombre del compuesto

MW

Férmula

CAS

850

Gama muuroleno

204

1£24

30021-74-0

Tabla C.3. Compuesto correspondiente al pico que se presdng20,40 min en el
cromatograma del extracto 3MT

Probabilidad

Nombre del compuesto

MW

Formula

CAS

807

Gama muuroleno

204

1£24

30021-74-0
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ANEXO D

Reportes de la libreria NIST de la seccion Evaluagn de la presencia de
terpenos en los extractos organicos de plantas bfitas expuestas a la

accion de una dosis de glifosato

Tabla D.1. Compuesto correspondiente al pico que se presdng20,33 min en el
cromatograma del extracto 1IMT

Probabilidad Nombre del compuesto MW Formula CAS
816 Copaeno 204 1€H4 3856-25-5
809 Gama muuroleno 204 148154 30021-74-0
798 Alfa cubebeno 204 124 17699-14-8

Tabla D.2. Compuesto correspondiente al pico que se presdng20,34 min en el
cromatograma del extracto 2MT

Probabilidad Nombre del compuesto MW Formula CAS
749 Alfa cubebeno 204 1§24 17699-14-8
741 Copaeno 204 1€H4 3856-25-5
736 Muurolonodieno 204 Hoa 54324-03-7

Tabla D.3. Compuesto correspondiente al pico que se presdng20,36 min en el
cromatograma del extracto 1MT

Probabilidad Nombre del compuesto MW Formula CAS
639 Muurolanodieno 204 1€H4 54324-03-7
629 Alfa cubebeno 204 C15H24 17699-14-
612 Copaeno 204 16H24 3856-25-5
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Tabla D.4. Compuesto correspondiente al pico que se presdng20,35 min en el
cromatograma del extracto 2MT

Probabilidad Nombre del compuesto MW Férmula CAS
663 Muurolanodieno 204 164 54324-03-7
633 Copaeno 204 C15H24 3856-25-4
625 Alfacubebeno 204 C15H24 17699-14+

[ee]

Tabla D.5. Compuesto correspondiente al pico que se presdng20,35 min en el
cromatograma del extracto 3SMT

0]

Probabilidad Nombre del compuesto MW Formula CAS
613 Muurolanodieno 204 164 54324-03-7
597 Alfacubebeno 204 C15H24 17699-14
584 Copaeno 204 C15H24 3856-25-5

Tabla D.6. Compuesto correspondiente al pico que se presdng20,36 min en el
cromatograma del extracto 1MT

Probabilidad Nombre del compuesto MW Formula CAS
691 Muurolanodieno 204 164 54324-03-7
684 Copaeno 204 C15H24 3856-25-5
680 Gama muuroleno 204 148154 30021-74-0

Tabla D.7. Compuesto correspondiente al pico que se presdng20,38 min en el
cromatograma del extracto 2MT

Probabilidad Nombre del compuesto MW Formula CAS
784 Copaeno 204 1€H4 3856-25-5
777 Gama muuroleno 204 14E54 30021-74-0
776 Alfa cubebeno 204 C15H24 17699-14-
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Tabla D.8. Compuesto correspondiente al pico que se presdng20,36 min en el
cromatograma del extracto 3MT

Nombre del compuesto MW Formula CAS
720 Alfa cubebeno 204 1624 17699-14-8
715 Gama muuroleno 204 148154 30021-74-0
712 Copaeno 204 C15H24 3856-25-5
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ANEXO E

Informes del contenido de acido ascérbico en las rastras de plantas

bridfitas, realizado en el laboratorio Labolab

LAERILAB

ANALISIS DE ALIMENTOS, AGUAS Y AFINES

INFORME DE RESULTADOS
Orden de trabajo N° 100402
Hoja I de |
NOMBRE DEL CLIENTE: Evelyn Pacheco
DIRECCION: Caminos del Sur
FECHA DE RECEPCION: 9 de febrero del 2010
MUESTRA: Musgo B!
DESCRIPCION DE LA MUESTRA: Musgo seco
FECHA DE TOMA DE MUESTRA: 9 de febrero del 2010
ENVASE: Funda plastica
FECHA DE REALIZACION DE ENSAYO: 9 — 10 de febrero del 2010
REFERENCIA: 100402
MUESTREADO: Por cliente
CONDICIONES AMBIENTALES: 23°C 43 %HR
ANALISIS QUIMICO:
PARAMETRO METODO RESULTADO
Vitamina C (mg/100g) HPLC 89.96

El presente informe es vélido s6lo para la muestra analiza

[ae

ANALISIS DE ALIMENTOS, AGUAS Y AFINES

Este informe no debe reproducirse mas que en su totalidad previa autorizacion escrita de

LABOLAB.

INFORME TECNICO, FICHA DE ESTABILIDAD, INFORMACION NUTRICIONAL PARA REGISTRO SANITARIO

Andlisis fisico, quimico, microbiologico, entomoeldgico de: alimentos, aguas, bebidas, materias primas, balanceados, cosméticos, pesticidas, suelos, metales pesados y otros.

Av. Pérez Guerrero Oe 21-11 y Versalles - Of. 12 B - 2do. Piso

- Telefax.: 2563-225 / 2235-404 / 3214-333 / 3214-353

Cel.: 09 9442-153

e-mails: olg@ecnet.ec / driuzuriaga@hotmail.com / servicioalcliente@labolab.com.ec
Quito - Ecuador

Figura E.1. Informe del contenido de &cido ascorbico de laestra de plantas bridfitas
sin la exposicion a la accion del glifosato (THA
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LAER]LAB

ANALISIS DE ALIMENTOS, AGUAS Y AFINES

INFORME DE RESULTADOS
Orden de trabajo N° 100265
Hoja | de 3
NOMBRE DEL CLIENTE: Evelyn Pacheco
DIRECCION: Caminos del Sur
FECHA DE RECEPCION: 28 de enero del 2010
MUESTRA: Musgo |
DESCRIPCION DE LA MUESTRA: Musgo fresco
FECHA DE TOMA DE MUESTRA: 18 de enero del 2010
ENVASE: ) Vaso estéril
FECHA DE REALIZACION DE ENSAYO: 28 — 29 de enero del 2010
REFERENCIA: 100265
MUESTREADO: Por cliente
CONDICIONES AMBIENTALES: 25°C 37 %HR
ANALISIS QUIMICO:
PARAMETRO METODO RESULTADO
Vitamina C (mg/100g) HPLC 83.17

El presente informe es valido salo para la muestra analizada. ANALISIS DE ALIMENTOS, AGUAS ¥ AFINES
Este informe no debe reproducirse mas que en su totalidad previa autorizacion escrita de LABOLAB.

INFORME TECNICO, FICHA DE ESTABILIDAD, INFORMACION NUTRICIONAL PARA REGISTRO SANITARIO

Anilisis fisico, quimico, microbiolégico, entomoldgico de: alimentos, aguas, bebidas, materias primas, balanceados, cosméticos, pesticidas, suelos, metales pesados y otros.
Av. Pérez Guerrero Oe 21-11 y Versalles - Of. 12B - 2do. Piso - Telefax.: 2563-225 | 2235-404 / 3214-333 / 3214-353 Cel.: 09 9442-153

e-mails: olg@ecnet.ec / druzuriaga@hotmail.com / servicioalcliente@labolab.com.ec
. Quito - Ecuador

Figura E.2. Informe del contenido de acido ascorbico de laestra de plantas bridfitas
expuesta a la accion del glifosato después deaemars de la fumigacion (MAA
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LAERILAB

ANALISIS DE ALIMENTOS, AGUAS Y AFINES

INFORME DE RESULTADOS
Orden de trabajo N° 100265
Hoja 3de 3
NOMBRE DEL CLIENTE: Evelyn Pacheco
DIRECCION: Caminos del Sur
FECHA DE RECEPCION: 28 de enero del 2010
MUESTRA: | Musgo
DESCRIPCION DE LA MUESTRA: Musgo fresco
FECHA DE TOMA DE MUESTRA: 18 de enero del 2010
ENVASE: Vaso estéril
FECHA DE REALIZACION DE ENSAYO: 28 — 29 de enero del 2010
REFERENCIA: 100267
MUESTREADO: Por cliente
CONDICIONES AMBIENTALES: 25°C 37 %HR
ANALISIS QUIMICO:
PARAMETRO METODO RESULTADO
Vitamina C (mg/100g) HPLC 57.91
D ar Luzupiaga
PReC (WA
El presente informe es valido sélo para la muesira analizada. ANALISIS DE ALIMENTOS, AGUAS Y AFINES

Este informe no debe reproducirse mas que en su totalidad previa autorizacion eserita de LABOLAB.

INFORME TECNICO, FICHA DE ESTABILIDAD, INFORMACION NUTRICIONAL PARA REGISTRO SANITARIO
Andlisis fisico, quimico, microbiolégico, entomolégico de: alimentos, aguas, bebidas, materias primas, balanceados, cosméticos, pesticidas, suelos, metales pesados y otros.
Av. Pérez Guerrero Oe 21-11 y Versalles - Of. 12B - 2do. Piso - Telefax.: 2563-225 / 2235-404 / 3214-333 / 3214-353 Cel.: 09 9442-153

e-mails: olg@ecnet.ec / driuzuriaga@hotmail.com / servicicalcliente@labolab.com.ec
: Quite - Ecuador

Figura E.3. Informe del contenido de &cido ascorbico de laestra de plantas bridfitas
expuesta a la accion del glifosato después deatnarsas de la fumigacion (MAA
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LAERILAB

ANALISIS DE ALIMENTOS, AGUAS Y AFINES

INFORME DE RESULTADOS
Orden de rabajo N° 100265
Hoja 2 de 3
NOMBRE DEL CLIENTE: Evelyn Pacheco
DIRECCION: Caminos del Sur
FECHA DE RECEPCION: 28 de enero del 2010
MUESTRA: Musgo
DESCRIPCION DE LA MUESTRA: Musgo fresco
FECHA DE TOMA DE MUESTRA: 18 de enero del 2010
ENVASE: . Vaso estéril
FECHA DE REALIZACION DE ENSAYO: 28 — 29 de enero del 2010
REFERENCIA: 100266
MUESTREADO: Por cliente
CONDICIONES AMBIENTALES: 25°C 37 %HR
ANALISIS QUIMICO:
PARAMETRO METODO RESULTADO
Vitamina C (mg/100g) HPLC 57.08

El presente informe es vilido s6lo para la muestra analizada. N s - "
Este informe no debe reproducirse mis que en su totalidad previa autorizacion wscrivs GE TABEPA ASUAS ¥ AFINES

INFORME TECNICO, FICHA DE ESTABILIDAD, INFORMACION NUTRICIONAL PARA REGISTRO SANITARIO
Anlisis fisico, quimico, microbiolégico, entomoldgico de: alimentos, aguas, bebidas, materias primas, balanceados, cosméticos, pesticidas, suelos, metales pesados y ofros.
Av. Pérez Guerrero Oe 21-11 y Versalles - Of. 12B - 2do. Piso - Telefax.: 2563-225 / 2235-404 / 3214-333 / 3214-353 Cel.: 09 9442-153

e-mails: olg@ecnet.ec / driuzuriaga@hotmail.com / servicioalcliente@labolab.com.ec
. Quito - Ecuador

Figura E.4. Informe del contenido de acido ascorbico de lastraale plantas briofitas
expuesta a la accion del glifosato después desémsanas de la fumigacion (MAA



