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RESUMEN

El aumento en la demanda de alimentos, como consecuencia del aumento de la
poblacidén a nivel mundial, exige adoptar estrategias que aseguren la eficacia,
productividad, sostenibilidad y seguridad alimentaria. Uno de los desafios para
lograr este objetivo es el control de las plagas, que en los ultimos afios ha
aumentado debido a la globalizacion, cambio climatico y a la pérdida de
efectividad de los pesticidas convencionales, causando de esta manera,

innumerables pérdidas en el sector agricola.

Actualmente, la proteccion de los cultivos se centra casi exclusivamente en los
pesticidas sintéticos, sin embargo, el uso excesivo de estos ha despertado la
preocupacion e interés social debido a los efectos tdéxicos que pueden ocasionar

en el medio ambiente y en el ser humano.

Este Trabajo de Fin de Grado tiene como objetivo principal la busqueda de
alternativas a los pesticidas convencionales aprovechando recursos naturales,

especies endémicas de Canarias para el desarrollo de biopesticidas.

Para ello, se lleva a cabo la preparacion de extractos a partir de las hojas de S.
canariensis mediante maceracion y Soxhlet. Se seleccion6 uno de los extractos
en base a su rendimiento y se realiz6 particion liquido-liquido usando diferentes
disolventes. A continuacion, se evalud la fraccidn hexanica frente a hongos
fitopatogenos que afectan a cultivos de interés y la fraccion mas activa se
selecciond para llevar a cabo un fraccionamiento bioguiado, que condujo a un

diterpeno abietatriénico, como metabolito activo.



SUMMARY

The increase in demand for food, as a consequence of population growth,
requires the adoption of strategies that ensure efficiency, productivity,
sustainability and food security. One of the challenges to achieve this goal is pest
control, which in recent years has increased due to globalisation, climate change
and the loss of effectiveness of conventional pesticides, thus causing

innumerable losses in the agricultural sector.

Currently, crop protection focuses almost exclusively on synthetic pesticides,
however, the excessive use of these has aroused social concern and interest due

to the toxic effects they can have on the environment and on human beings.

The main objective of this Final Degree Project is the search for alternatives to
conventional pesticides by taking advantage of natural resources such as the
endemic species of the Canary Islands in the development of biopesticides

To this end, extracts were prepared from the leaves of S. canariensis by means
of maceration and Soxhlet. One of the extracts was selected on the basis of its
yield and liquid-liquid partitioning was performed using different solvents. Then,
the hexane fraction was evaluated against plant pathogenic fungi affecting crops
of interest and the most active fraction was selected for bioguided fractionation,

leading to an abietatriene diterpene as the active metabolite.



1. INTRODUCCION
1.1. Situacion actual de la agricultura

Estimaciones realizadas por la FAO (Organizacién de las Naciones Unidas para
la Alimentacion y la Agricultura) ponen de manifiesto la necesidad de aumentar
la produccion de alimentos un 70% para poder abastecer a la futura poblacion
mundial en 2050!. Asimismo, si afladimos la escasez de alimentos, la pérdida de
productividad, la baja fertilidad del suelo ademas de una gran preocupacion por
parte de los agricultores debido a los irreparables dafos ocasionados por las
plagas sobre los cultivos debido al cambio climatico, obtenemos un sistema de
produccion agricola incapaz de abastecer la demanda de la futura poblacion
mundial. Por ello, para poder cubrir la demanda, el sector agricola tiene que
adoptar estrategias modernas y avanzadas que puedan asegurar un aumento
de la eficacia, productividad, sostenibilidad, asi como la seguridad de los
alimentos en la produccidon. Los biopesticidas constituyen una alternativa
sostenible al uso de fitosanitarios convencionales en el control integrado de

plagas??.

Un pesticida es una sustancia o mezcla de sustancias usada para prevenir,
destruir o controlar cualquier especie vegetal, animal o agente patdégeno dafiino
para las plantas o productos vegetales. Segun Grumezescu en 20174, estos
pueden ser clasificados en funcion de su origen y estructura quimica (naturales
o sintéticos, organicos o inorganicos), modo de accion (por contacto o
sistémicos), espectro de actividad (de espectro amplio o selectivos) y organismo
objetivo (insecticida, herbicida, bactericida, etc.). Actualmente, la sociedad tiene
una mayor conciencia sobre los problemas que los pesticidas actuales pueden
ocasionar. Uno de los grandes problemas de estos pesticidas sintéticos es que
pueden poner en riesgo la calidad del agua en las zonas cercanas a los campos
de cultivos, ya que estos compuestos se transportan a través del agua y la
atmosfera y por tanto, contaminan tanto las aguas superficiales como
subterraneas. Asimismo, la toxicidad que estos compuestos provocan en los
seres humanos son muy importantes ya que pueden afectar directamente al
sistema endocrino y nervioso, ser potencialmente cancerigenos y también son

peligrosos por bioacumulacion, provocando enfermedades a largo plazo.



Algunos de los pesticidas mas utilizados hoy en dia son el glifosato, el endosulfan
y mancozeb (figura 1.1). En un experimento reciente, se evaluo6 el poder de estos
pesticidas, entre otros, sobre 4 especies de lombrices de tierra (Eisenia fétida,
Lampito mauritii, Eudrilus eugeniae y Peronyx excavates) como modelos
bioldgicos para la investigacidn ecotoxicologica. Los resultados mostraron que
endosulfan causé la muerte de las 4 especies; el glifosato, que se evalud sobre
la especie E. fétida produjo la muerte de esta especie después del séptimo dia
de exposicion. Por ultimo, mancozeb se evalud sobre la lombriz P. excavates y
resulté ser muy poco téxico. Concluyendo de esta manera que endosulfan es el

pesticida mas toxico de los tres®.
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Figura 1.1. Ejemplos de pesticidas usados actualmente en el control de plagas

Afortunadamente, en la actualidad el uso de pesticidas quimicos en la proteccién
de cultivos esta en declive. Esto se debe en gran medida, a la preocupacion e
interés social que cuestiona su aplicacién debido a los efectos tdxicos que

provoca en el medio ambiente y en el ser humano.

Entre las diversas enfermedades que afectan a los cultivos, las infecciones
fungicas por ascomicetos son de gran incidencia a nivel mundial, siendo los
fungicidas sintéticos ampliamente utilizados para luchar contra estos hongos
fitopatogenos. Sin embargo, algunos de estos fungicidas como clorotalonil,
fenamidona, propineb, quinoxifeno, tiram o propiconazol han sido retirados en

Europa durante los ultimos afos por su gran toxicidad (figura 1.2.)



N cl //_»

CN | N\N
Cl Cl = o) CHs;
o I V
N oL oo
Cl E Cl Cl
Clorotanil Quirofixeno Propiconazol

Figura 1.2. Ejemplos de fungicidas retirados en Europa

1.2. Biopesticidas

En la busqueda de una solucion que respete el medio ambiente y controle las
plagas, el interés en pesticidas que se originan a partir de organismos vivos o de
sus metabolitos (biopesticidas) se ha visto incrementado en los ultimos anos. Los
biopesticidas se clasifican en tres categorias principales®:

e Pesticidas microbianos o derivados de microorganismos: Son aquellos

compuestos que derivan de hongos, bacterias, algas, virus, nematodos o

protozoos.

e Semioquimicos: Son compuestos quimicos producidos por organismos

que causan cambios en el modo de actuar de otro individuo de la misma
o diferente especie. Los mas utilizados son las feromonas sexuales de
insectos, que pueden ser sintetizadas y utilizadas efectivamente para el
control de plagas.

e Bioquimicos: Suelen ser productos naturales aislados de plantas,
animales o microorganismos que controlan las poblaciones de plaga
mediante diversas acciones, como puede ser interferir en el crecimiento o

apareamiento y atraer o repeler diferentes plagas de insectos.

Entre los pesticidas bioquimicos, se encuentran los biopesticidas botanicos’, que
han sido utilizados durante generaciones en la agricultura tradicional, tanto para
el tratamiento de los cultivos como para el almacenaje de estos. Son
generalmente, menos toxicos que los plaguicidas convencionales, afectando
s6lo al organismo diana y en ocasiones a los organismos estrechamente

relacionados.



Concretamente, se ha prestado mas atencién a los biopesticidas obtenidos a
partir de plantas (botanicos) ya que ofrecen una amplia diversidad quimica y
biolégica muy variada. Las plantas son capaces de biosintetizar un gran numero
de metabolitos con actividad bacteriana, fungicida, insecticida o repelente para
defenderse de enfermedades y depredadores. Estos fitoquimicos podrian
explorarse como agentes de control biolégico para la gestion integrada de plagas
ya que, en comparacion con los pesticidas convencionales, son menos toxicos,
menos persistentes, respetuosos con el medio ambiente y seguros para los

seres humanos.

Entre los biopesticidas obtenidos de plantas mas relevantes se encuentran:
azadiractina, nicotina, piretrinas, rotenona, veratrum, anoninas, rocaglamidas e

isobutilamidas 8 (figura 1.3).

Azadiractina Piretrinas Nicotina

Figura 1.3 Ejemplos de biopesticidas botanicos

1.3. Principales plagas que afectan a los cultivos de la Macaronesia

La region Macaronésica la componen los archipiélagos: Azores, Madeira,
Salvajes, Canarias y Cabo Verde (figura 1.4). Todas ellas son de origen
volcanico, y poseen una gran riqueza botanica®. Esta region sélo representa el
0,2% del territorio de la Unién Europea (exceptuando Cabo Verde), sin embargo,
muchas de las especies presentes en esta pequefia proporcion de territorio son
de gran importancia y por ello, han sido recogidas en el anexo Il de la Directiva
sobre habitats'?, siendo clasificadas como Zonas Especiales de Conservacion®.
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Figura 1.4. Localizacion de la Region Macaronésica'?

Dentro de esta region, las Islas Canarias son las que mayor biodiversidad
presentan’®, con una flora rica en endemismos. Se entiende por endemismo
“aquello que es propio o exclusivo de determinadas localidades o regiones” 3.
Canarias cuenta con mas de 500 endemismos, siendo la region espafola con
mayor nimero de especies endémicas®'4. El Archipiélago posee una gran
variedad de microclimas que dotan a las islas de riqueza bioldgica y paisajistica,
permitiendo el desarrollo de producciones tropicales y subtropicales. Entre las
principales producciones de cultivos de las Islas destacan la vid con
aproximadamente 18.932 hectareas (Ha), la platanera con 9.113 Ha, la papa que
a pesar de tener poca relevancia exportadora cuenta con 4.134 Ha y el tomate
con 1.819 Ha'®. Estos datos muestran que la agricultura canaria tiene que hacer
frente a los problemas propios de los monocultivos. En el ambito de las plagas,
Canarias presenta un clima con temperaturas estables durante todo el afo, lo

qgue beneficia el desarrollo de las mismas.

Denominamos plaga a cualquier poblacion de organismos vivos que ataca a los
cultivos labrados por los seres humanos y cuyo nivel poblacional aumenta hasta
generar una reduccion o anulacion total del rendimiento, ocasionando pérdidas

econdmicas.



Segun su importancia, las plagas se clasifican en'®:

o Plagas clave, de alta importancia ya que implican una gran pérdida

econdmica y suponen un manejo dificil.

o Plagas ocasionales, que también causan pérdidas pero su aparicion es

ocasional.

« Plagas secundarias, cuyas peérdidas no son tan significativas a pesar de

que su presencia es constante.

En Canarias, las plagas mas importantes son aquellas que afectan a los cultivos
anteriormente mencionados como el cultivo de tomate, platanera y papa, aunque
también son relevantes las de arboles frutales y cereales'’. Algunas de las
principales plagas que afectan a los cultivos canarios son: la cochinilla
algodonosa (Dysmicocus grassii)'® (figura 1.5), la bacteria Streptomyces
scabies' (figura 1.6.), el hongo Alternaria solani?® (figura 1.7.) y el virus de la
cuchara (Tomate Yellow leaf curl virus)?' (figura 1.8).

Figura 1.5. Cochinilla algodonosa (Dysmicocus grassii)?>  Figura 1.6. Streptomyces scabies 23

Figura 1.7. Alternaria solani?* Figura 1.8. Virus de la cuchara 2
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1.4. Flora Canaria como fuente de biopesticidas: Salvia canariensis como

objeto de estudio

Las Islas Canarias cuentan con una amplia variedad de fauna y flora a pesar de
su escasa superficie. En lo referente a la flora, su riqueza se debe a diversos
factores que hacen del Archipiélago una zona especialmente idonea para el
crecimiento de muchas especies de plantas. La altitud, los vientos alisios, el tipo

de suelo y el clima son algunos de esos factores.

El Archipiélago cuenta con numerosos endemismos, es por ello que al ser
especies unicas, poseen sus propias caracteristicas y componentes, por lo que
es inevitable pensar en su posible aplicacion en diversos ambitos. En lo referente
al control de plagas existen algunas especies botanicas como el incienso canario
(Arthemisia thuscula/Artemisia canariensis Cav.)?%?’, la salvia (Salvia
canariensis L.)*6?7, |a cola de caballo (Equisetum arvense)?®?7, |a ortiga (Urtica
urens L.)*®?" o el helecho (Davallia canariensis L.)?5-?8, que tradicionalmente
tienen aplicaciéon en la agricultura para el control de plagas?®. Sin embargo, a
pesar del potencial de estos endemismos en el control integrado de plagas no

existen investigaciones que avalen dichos usos populares.

El género Salvia se incluye en la extendida y diversificada familia de las Labiadas
(Lamiceae) y consta de unas 900 especies presentes en zonas tan diversas
como el Mediterraneo, Asia central, las islas del Pacifico, Africa tropical y
América. Las especies de este género se han utilizado desde la antigiedad en
la industria cosmética, en la medicina popular y como productos de
aromatizacion y conservacion de alimentos, por sus propiedades antioxidantes,

aromaticas y antimicrobianas .

En particular, Salvia. canariensis L. (figura1.9.), conocida como "salvia canaria",
"garitopa" o "salvia morisca", es un endemismo de las Islas Canarias
ampliamente utilizado en la medicina popular del Archipiélago Canario por sus
propiedades antiinflamatorias, cicatrizantes y antisépticas, siendo especialmente

recomendada su infusion para las afecciones estomacales 3.
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Figura 1.9. Salvia canariensis®?

A diferencia de otras especies del género Salvia, la salvia canaria es un arbusto
que puede llegar a alcanzar los 2 m de altura y cuyas largas ramas con largos
I6bulos lanceolados presentan una disposicion caracteristica. Por ello, esta
especie ha sido considerada como un probable vinculo entre las salvias del Viejo

y del Nuevo Mundo.

Estudios preliminares en el grupo de investigacion QUIMIOPLAN ponen de
manifiesto el potencial que la especie Salvia canariensis tiene como fuente de
biopesticidas, ya que resultd activo frente a varios hongos fitopatégenos que
afectan a los cultivos de Canarias (datos sin publicar). Ademas, se ha descrito
en la literatura quimica que esta especie®*—3¢ presenta componentes tipo
diterpeno o triterpeno (figura 1.10) con propiedades fungicidas. Es por ello que
este Trabajo de Fin de Grado, en el marco de un proyecto de investigacion
titulado Biopesticidas botanicos de la Macaronesia: investigacion y saber popular
“(Macbiopest,Intemeg” MAC 2014-2020) se centra en el estudio de Salvia
canariensis como potencial fuente de biopesticidas.

Diterpeno Triterpeno

Figura 1.10 Ejemplo de diterpeno y triterpeno
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2. OBJETIVOS

El principal objetivo de este Trabajo de Fin de Grado es la obtencién de
biopesticidas frente a hongos fitopatdégenos a partir de una planta endémica de
Canarias, Salvia canariensis. Los objetivos especificos de este trabajo son los

siguientes:
¢ Revision bibliografica de los usos etnobotanicas de la flora canaria como
plaguicidas.
e Revision bibliografica del perfil fitoquimico de Salvia canariensis.

e Optimizacion de la metodologia de extraccion de las hojas de Salvia

canariensis.

e Evaluacién de la actividad fungicida de extractos y fracciones de Salvia
canariensis frente a hongos fitopatogenos: Alternaria alternata, Botritis

cinerea 'y Fusarium oxysporum.

e Estudio comparativo del perfil quimico y fungicida de S. canariensis
silvestre y cultivada.

e Fraccionamiento bioguiado de S. canariensis cultivada.

13



3. RESULTADOS Y DISCUSION

Segun los antecedentes mencionados, Salvia canariensis fue seleccionada para
su estudio como especie prometedora en la busqueda de biopesticidas, ya que
existen referencias de su uso tradicional en la agricultura para combatir
plagas?®?” y previos estudios fitoquimicos revelaron la presencia en esta especie
de metabolitos con esqueleto de diterpeno y triterpeno con propiedades

fungicidas®3-36,

Por otra parte, con el objetivo de hacer un estudio comparativo del perfil quimico
y biologico, el material vegetal estudiado fue, por un lado, la especie recolectada
en su habitat natural (silvestre) y por otro la especie cultivada en el Centro
Ambiental La Tahonilla (Cabildo de Tenerife). Resulta de gran interés que la
especie cultivada presente potencial para el desarrollo de biopesticidas, ya que
ello no solo garantiza la disponibilidad de material vegetal, sino que ademas
reduciria el impacto medioambiental de esta especie endémica al llevar a cabo

ensayos de campo que requieren mayor cantidad de material vegetal.

3.1. Preparacion de extractos de S. canariensis silvestre y cultivada

Se prepararon extractos a partir de las hojas de S. canariensis silvestre y
cultivada (5 g en cada caso), usando diferentes métodos de extraccion:
maceracion con disolventes de polaridad creciente (hexanos, acetona y etanol)
y Soxhlet, usando acetona, dado que fue el disolvente mas eficaz en el método
de maceracion (Esquemas 1y 2). Se pretende asi, determinar el procedimiento

de extraccion optimo en base a los rendimientos obtenidos.

Hojas Salvia canariensis

|
\’ v v v

Extracto n?1 (5,0 g) Extracto n?2 (5,1g) Extracto n2 3 (5,1 g) Extracto n2 4 (5,0 g)
Maceracion Maceracion Maceracion Soxhlet
etanol ¢ acetona % hexanos wacetona
445,1 mg 416,3 mg 223,8 mg 542,5 mg
Rendimiento 8,9 % Rendimiento 8,2% Rendimiento 4,4% Rendimiento 10,8%

Esquema 1. Preparacion de extractos de S. canariensis silvestre

14



Hojas Salvia canariensis

v v v

Extracton2 5 (5,1 g) Extracto n26 (5,1g) Extracto n2 7 (5,0 g) Extracto n2 8 (5,0 g)
Maceracién Maceracion Maceracion Soxhlet
etanol ¢ acetona hexanos ¢ acetona
A4
573,0 mg 475,4 mg 76,8 mg 683,7 mg
Rendimiento 11,2% Rendimiento 9,3% Rendimiento 1,5% Rendimiento 13,7%

Esquema 2. Preparacion de extractos de S. canariensis cultivada

Los resultados obtenidos indican que tanto en el caso de la planta silvestre (tabla
1) como cultivada (tabla 2) el mejor método de extraccion es la técnica de
Soxhlet, usando como disolvente acetona, con unos rendimientos de 10.8 y
13.7%, respectivamente, presentando un aumento del 32% y 47% con respecto
a la extraccion con el mismo disolvente mediante maceracion. Por tanto,
podemos concluir que el tipo de técnica utilizado juega un papel importante en
el rendimiento de la extraccion. Por otra parte, este resultado fue el esperado ya
que el aporte de calor usado en la extraccién con Soxhlet aumenta el poder

extractor de un disolvente.

En cuanto a los rendimientos obtenidos mediante maceracién, en ambos casos,
el mejor resultado se obtuvo con etanol (8,9 y 11,2%, respectivamente), seguido
de la extraccion con acetona (8,2 y 9,3%, respectivamente), mientras que el

extracto hexanico fue el de menor rendimiento.

Tabla 1. Resultados del uso de diferentes técnicas en la extraccion de las hojas de Salvia

canariensis silvestre

Peso
_ Rendimiento
hojas _ _ Peso
Extracto Técnica Disolvente del extracto
secas extracto (g)
(%)
(9)
N° 1 5,0 Maceracioén Etanol 0,45 8,9
N° 2 5,1 Maceracion | Acetona 0,42 8,2
N° 3 5,1 Maceracion | Hexanos 0,22 4.4
N° 4 5,0 Soxhlet Acetona 0,54 10,8

15



Los resultados obtenidos de la extraccion de las hojas de S. canariensis silvestre
que el mejor método de extraccion es la técnica de Soxhlet con acetona (n° 8)
seguido de maceracion con etanol (n° 5) o con acetona (n° 6). Mientras que el
extracto hexanico (n° 7) es el de peor rendimiento. El extracto acetonico en
Soxhlet rinde aproximadamente un 47% mas con respecto a la extraccion con
acetona mediante maceracion (Tabla 2). En este caso la maceracion con etanol
y acetona muestran resultados diferentes mientras que en el caso anterior eran

similares.

Tabla 2. Resultados del uso de diferentes técnicas en la extraccion de las hojas de Salvia

canariensis cultivada

Peso Peso Rendimiento

Extracto hojas Técnica | Disolvente del extracto
secas (q) extracto (g) %)
N° 5 5,1 Maceracion Etanol 0,58 11,2
N° 6 5,1 Maceracion | Acetona 0,47 9,3
N° 7 5,0 Maceracion | Hexanos 0,77 1,5
N° 8 50 Soxhlet Acetona 0,68 13,7
N° 9 400,0 Maceracion Etanol 52,0 13,0

Los extractos obtenidos fueron evaluados por su actividad fungicida frente tres
hongos fitopatogenos: Alternaria alternata, Botritis cinerea y Fusarium
oxysporum, fitopatdgenos que afectan a los cultivos de mayor relevancia en
Canarias, como la vid, el tomate y la papa. Estos ensayos se llevaron a cabo en
el grupo de investigacion CIPEV, unidad de Fitopatologia del Departamento de
Botanica, Ecologia y Fisiologia Vegetal de la Universidad de La Laguna. La
actividad fungicida (tablas 3 y 4) se expresa en porcentaje de inhibicion del
crecimiento de los micelios (% inhibicion), evaluandose la actividad a las
concentraciones de 1, 0,5y 0,1 mg/mL.
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Tabla 3. Actividad fungicida (% de inhibicion con STD) frente a Alternaria alternata, Botritis

cinerea y Fusarium oxysporum de extractos de S. canariensis silvestre

Actividad fungicida (% inhibicion con STD)
N° extracto A. alternata B. cinerea F. oxysporum
y técnica 1 0,5 0,1 1 0,5 0,1 1 0,5 0,1
mg/mL | mg/mL | mg/mL | mg/mL | mg/mL | mg/mL | mg/mL | mg/mL | mg/mL
1
76,3 69,1 54,2 63,5 42,9 28,7 61,4 55,8 21,7
Maceracion
2,5 2.4 +1,8 +4,2 +4,2 5,7 4,1 +4.9 +3.9
(Etanol)
2
66,1 62,2 58,6 80,5 76,8 73,6 64,8 63,3 44,6
Maceracion
0,7 +1,3 +1,6 2,1 2.2 +2,7 2.4 2.1 +1,7
(Acetona)
3
61,9 61,8 51,5 74,8 75,5 65,1 62,7 62,0 33,0
Maceracion
2,0 +1.4 2.4 +1,6 +4.8 +5,7 2,6 +1,6 2.9
(Hexanos)
4
53,7 62,0 55,8 82,2 87,1 82,4 66,6 63,5 58,1
Soxhlet
+1,8 1,5 +0,9 3,1 0,7 +4,6 +1.8 2,0 3,5
(Acetona)

Tabla 4. Actividad fungicida (% de inhibicion con STD) frente a Alternaria alternata, Botritis
cinerea y Fusarium oxysporum de extractos de Salvia canariensis cultivada (Centro Ambiental
La Tahonilla, Cabildo de Tenerife)

Actividad fungicida (% inhibicién con STD)
N° extracto A. alternata B. cinerea F. oxysporum
y técnica 1 0,5 0,1 1 0,5 0,1 1 0,5 0,1
mg/ml, | mg/ml | mgml | mgml | mg/mL | mg/ml | mgml | mg/ml | mg/ml
5
68,6 62,1 45,0 44,1 38,3 29,4 53,6 45,9 21,3
Maceracioén
3,6 +1,6 3,2 3,3 16,8 16,6 0,8 2,8 +23
Etanol
6
46,7 55,5 26,4 69,0 52,0 34,6 33,9 39,7 22,5
Maceracion
+1,8 23 23 5,0 16,4 5,8 3,0 13,6 +4,0
Acetona
7
40,4 42,32 19,5 54,8 48,1 23,6 37,1 34,9 18,4
Maceracion
+2.9 +1,2 +2,0 149 16,6 4,7 +2,0 2.4 +3,5
Hexano
8
59,2 55,5 32,6 72,5 68,4 26,3 48,6 42,6 26,9
Soxhlet
43,1 43,1 +2.8 3,1 15,5 8,2 +2.8 4,1 +1,8
(Acetona)
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Los resultados indican que todos los extractos, tanto de la planta silvestre (tabla
3) como cultivada (tabla 4), presentaron algun grado de actividad frente a los tres
hongos ensayados, resultando A. alternata la especie mas sensible a los
mismos, alcanzandose una inhibicion del crecimiento del 76,3 y 68,6% a la
concentracion de 1 mg/mL con los extractos etandlicos (maceracion) obtenidos
de la planta silvestre y cultivada, respectivamente.

Un analisis comparativo de los resultados indican que, aunque los valores de
actividad fungicida de los extractos correspondientes a la planta silvestre son
ligeramente superiores a los de la planta cultivada, estos datos nos permiten
validar que el cultivo de Salvia canariensis cumple con los objetivos de ser una

alternativa sostenible para la obtencion de biopesticidas.

3.2. Fraccionamiento liquido-liquido del extracto etandlico

Una vez evaluada la actividad de los extractos frente a los fitopatogenos de
interés, los extractos mas prometedores, fueron seleccionados para llevar a cabo
un fraccionamiento mediante particion liquido-liquido. Para ello, se suspendio el
extracto etandlico en agua y se extrajo, sucesivamente, con disolventes de
polaridad creciente (hexanos y acetato de etilo). Las fases organicas fueron
concentradas en el rotavapor para eliminar los correspondientes disolventes,
obteniéndose de esta forma las fracciones de hexanos y acetato de etilo. Por
otro lado, la fase acuosa fue liofilizada, obteniéndose la correspondiente fraccion

acuosa.

Cabe mencionar que el fraccionamiento mediante particién liquido-liquido del
extracto etandlico obtenido por maceracion de las hojas de S. canariensis
silvestre se habia realizado previamente en el grupo de investigacién, y los
resultados de su evaluacion antifungica se incluyen en esta memoria de TFG con
fines comparativos con los obtenidos de la planta cultivada.

La evaluacion de la actividad antifungica revelé que en ambos casos, tanto las
fracciones obtenidas de la planta silvestre (tabla 5) como cultivada (tabla 6), la
fraccion de hexanos resulté la mas activa con valores de inhibicion entre 52-78%
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frente a los tres especies de hongos evaluados, seguido de la fraccion de acetato

de etilo, mientras que la fraccién acuosa presento los peores resultados.

Tabla 5. Actividad fungicida (% de inhibicion con STD) frente Alternaria alternata, Botritis cinerea

y Fusarium oxysporum de la particion liquido-liquido del extracto etandlico de Salvia canariensis

silvestre
Actividad fungicida (% inhibicion con STD)
) A. alternata B. cinerea F. oxysporum
Fraccion
1 0,5 0,1 1 0,5 0,1 1 0,5 0,1
mg/mL | mg/mL | mg/mL | mg/mL | mg/mL | mg/mL | mg/mL | mg/mL | mg/mL
78,7 70,3 66,7 75,5 56,7 33,6 59,6 58,2 37,5
Hexano
+2,8 +1,5 +2,6 +4,1 5,5 +54 +3,6 +2,8 +3,6
Acetato 53,6 38,9 36,7 4,6 19,8 25,6 26,3 14,0 -15,6
deetilo | +£3,37 +3,5 +44 +6,8 +5,6 +94 +3,9 +5,3 +82
22,0 12,5 12,3 -3,2 -0,5 4,5 0,8 2,6 -2,5
Agua
+2,2 +3,9 +4,6 5,5 +4,7 +33 +6,3 +2,0 +4,7

Tabla 6. Actividad fungicida (% de inhibicion con STD) frente Alternaria alternata, Botritis cinérea.
y Fusarium oxysporum de la particion liquido-liquido del extracto etandlico de Salvia canariensis

cultivada (Centro Ambiental La Tahonilla, Cabildo de Tenerife)

Actividad fungicida (% inhibiciéon con STD)

) A. alternata B. cinerea F. oxysporum
Fraccion
1 0,5 0,1 1 0,5 0,1 1 0,5 0,1
mg/mL | mg/mL | mg/mL | mg/mL | mg/mL | mg/mL | mg/mL | mg/mL | mg/mL
73,5 67,3 443 66,6 55,7 19,3 52,4 46,7 26,6
Hexano

+13 1,5 +33 +2,9 +4,8 +4,0 + 1,6 +2,2 +2,5
Acetato 59,3 55,9 46,1 19,2 13,9 19,4 54,0 44.9 32,4
de etilo +1,4 +1,9 +0,7 +55 +25 +59 +2,81 +2,2 +13
46,7 39,2 27,0 -1,7 0,9 0,3 35,4 20,9 13,2
+2,8 +23 +3,2 +4,8 +2,6 +6,6 +1,7 +3,1 +1,9

Agua

Cabe destacar que la especie cultivada presento un perfil fungicida ligeramente
mejor que la silvestre, lo que pone de manifiesto que el cultivo de esta especie
es una alternativa al uso de la planta silvestre para el desarrollo de biopesticidas.
Por otra parte, los resultados de la particion liquido-liquido muestran un
enriquecimiento de la fraccion de hexanos en los metabolitos bioactivos, ya que

dicha fraccion resultdé mas activa que el extracto etandlico.
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3.3. Fraccionamiento bioguiado de la fraccion hexanica

La fraccidbn mas activa, la fraccion hexanica, procedente de Salvia canariensis
cultivada fue seleccionada para realizar un fraccionamiento bioguiado (esquema
3), mediante cromatografia liquida a gravedad, usando como sistemas de
elucion: hexanos-acetato de etilo, en orden creciente de polaridad. Las
fracciones obtenidos se reunieron segun un analisis por cromatografia en capa

fina, obteniendo asi 13 fracciones.

El analisis de la actividad fungicida de las 13 fracciones (tabla 7) frente a A.
alternata, B. cinerea y F. oxysporum, revel6 un aumento de la actividad fungicida
frente a B. cinerea y F. oxysporum, indicando un enriquecimiento de los
componentes activos frente a estos hongos. Sin embargo, la actividad frente a

A. alternata se redujo ligeramente con respecto a la fraccion de hexanos.

Tabla 7. Actividad fungicida (% de inhibicion con STD) frente Alternaria alternata, Botritis cinerea
y Fusarium oxysporum del fraccionamiento de la fraccion de hexano de Salvia canariensis

cultivada (Centro Ambiental La Tahonilla, Cabildo de Tenerife)

Actividad fungicida (% inhibicion con STD)
Fraccion | A. alternata B. cinerea F. oxysporum

1 mg/mL 1 mg/mL 1 mg/mL
1 6,1 £1,7 0,7+ 15,6 19,0+ 1,6
2 69,0 +2.8 84,0+ 4,4 55,1+£2,6
3 19,7+ 1,5 24,6 £5,5 27,9+2,8
4 64,1+1,4 77,9+3,4 57,115
5 60,6 = 1,6 84,2+ 45 41,2+28
6 51,8+3,0 79,4 £2,6 41,5+32
7 45,7+1,8 79,8 £4,1 455+ 1,8
8 46,1 £2,0 68,6 + 3.8 40,1 +£2,0
9 499 +£22 78,1 £4,0 36,6 £2,7
10 50,1 £2,8 62,5+5,2 459+ 1,7
11 61,9125 83,4127 859+1,1
12 654+1,5 83,8+2,8 73,4+2,1
13 534+13 65,0£3,5 448+ 1,9

Teniendo en cuenta los resultados en su conjunto, la fraccion A13-14 fue

seleccionada para su posterior fraccionamiento, ya que fue la fraccion que
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presentd una potente actividad fungicida (mayores % inhibicion del crecimiento)
frente a B. cinerea (83,4 %)y F. oxysporum (85,9 %), y una moderada actividad
frente a A. alternata (61,9%).

Asi la fraccidn A13-14 se cromatografio mediante columna por gravedad en gel
de silice, usando como sistema de elucion en gradiente de polaridad:
diclorometano-acetona. Posterior analisis de las fracciones obtenidas, nos llevo
a reunir dichas fracciones en 4 (esquema 3), en base a su similitud por

cromatografia en capa fina (F11-1 a F11-4).

El andlisis de cromatografia en capa fina y estudio de RMN de "H nos permitieron
seleccionar dos fracciones, F11-2 y F11-4, para su posterior fraccionamiento, ya
que indicaban la presencia de productos mayoritarios que sugerian eran los

responsables de la actividad fungicida.

Asi, la fraccion F11-2 se cromatografid, utilizando cromatografia de exclusion
molecular en Sephadex LH20 y usando como fase isocratica metanol-cloroformo
(1:1). Tras realizar el analisis por cromatografia en capa fina, se obtuvieron 2
fracciones (F11-2A 'y F11-2B). Siguiendo el protocolo anterior la subfraccion F11-
4 rindi6 4 fracciones (F11-4A a F11-4D). El procedimiento seguido a la largo de

este fraccionamiento se puede ver con detalle en el siguiente esquema:

Hojas de Salvia canariensis cultivada (400,0 g)

Maceracion : Extraccion etandlica ( 52,0 g)

Particién liquido-liquido

v

Fraccion de hexanos (8,7 g) Fraccion acetato de etilo Fraccién acuosa
R 16,7% (22,3 g) R42,9% (descartada)

I CC en gel de silice (Hex:EtOAc)

T T 17T T T 17717 T 1T T T°7

Al-2 A3-4 AS A6 A7 A8 A9 Al10 All A12 A13-14 Al5 A-16
I CC en gel de silice (CH,Cl,:Acetona)

F11-1 F11-2 F11-3 F11-4  CC en Sephadex
CC en Sephadex | | (MeOH:CHCl;)
(MeOH:CHCl,) I I I I I I

F11-2A F11-2B F11-4A F11-4B F11-4C F11-4D

Esquema 3. Procedimiento experimental del fraccionamiento bioguiado
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El analisis mediante cromatografia en capa fina y estudios previos de RMN de
'H de estas fracciones reveld que las subfracciones F11-4C y F11-4D
correspondian a un producto mayoritario, cuyos datos de RMN de "H, sugieren
que es un diterpeno abietatriénico. Este tipo de metabolitos se pueden
considerar indicadores quimio-taxonomicos de las especies del género Salvia.

Este trabajo de investigacion, abre una linea de trabajo dirigida al estudio de la
especie Salvia canariensis como fuente potencial de nuevos biopesticidas, como
alternativa a los pesticidas sintéticos, con la gran ventaja de ser mas respetuosos

con el medio ambiente y la salud humana.

4. PARTE EXPERIMENTAL
4.1. Recoleccién, secado y molienda de las hojas de S. canariensis
4.1.1. Material vegetal: Salvia canariensis silvestre

El material vegetal que ha sido objeto de estudio, S. canariensis silvestre, fue
recolectada en junio de 2021 en el municipio de Galdar (Gran Canaria, Islas
Canarias, Espaia), en la zona conocida como los pinos de Galdar, en el cruce
que conduce hacia Artenara y el Juncalillo (28°02°10”N,15°37'30”W,1415
m.a.s.l.). Un ejemplar testigo con numero de pliego TFC 53.528, identificado por
la botanica Cristina Montelongo, técnico responsable del Herbario TFC (SEGAI)
de la Universidad de La Laguna, esta depositado en dicha instalacion.

4.1.2. Material vegetal: Salvia canariensis cultivada

Por otra parte, el material vegetal que ha sido objeto de estudio, S. canariensis
cultivada, fue recolectada en junio de 2021 en el municipio de La Laguna
(Tenerife, Islas Canarias, Espafia), en la zona conocida como La Tahonilla,
centro de recuperacion de fauna silvestre. Un ejemplar identificado por la Dra.
Cristina Gonzalez Montelongo, técnico responsable del Herbario TFC (SEGAI)

de la Universidad de La Laguna, esta depositado en dicha instalacion.
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El material vegetal usado para este Trabajo de Fin de Grado corresponde a
plantas de Salvia canariensis cultivadas en el Centro Ambiental La Tahonilla.

Para el cultivo de esta especie se siguio el siguiente procedimiento:

Para la produccion de la planta es fundamental la recoleccion del material de
reproduccion, que puede ser sexual (semillas) o asexual (esquejes). Ademas, es
muy importante recolectarlo cuando el embridon ya se haya desarrollado. Las
flores se recogen cuando tiene un estado sequedad apropiado y se deben de
tamizar, obteniéndose pequenas semillas en el fondo del tamizador.

La siguiente etapa se desarrolla en el vivero y consiste en la preparacion de la
mezcla de sustratos, el relleno de las bandejas semilleros y el proceso de
siembra (figura 4.1). En dicho proceso, se alisa la superficie, se riega con agua
y se siembran las semillas. A continuacion, se aplica una mezcla de sustrato, el

cual debe espolvorearse muy suave para no enterrar la semilla.

En la fase de endurecimiento, las plantulas son trasplantadas a macetas de 1 L
llenas con mezcla de sustrato (figura 4.2). Asimismo, se deben hidratar con agua.
El mantenimiento de las plantas en las macetas depende de si algunas especies

necesitan mas o menos aguas y mas o menos luz.

Figura 4.1. Siembra Figura 4.2. Cultivo de
de las semillas la salvia

Finalmente, al sacar las plantas del umbraculo a los exteriores, se debe de
tener en cuenta la especie y la época del ano.
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El cultivo de esta especie se llevé a cabo en marzo de 2021, mientras que la
recolecta de 200 ejemplares transcurridos 8 meses de su cultivo fue en

noviembre de 2021.

Una vez se recogieron las hojas, se secaron durante dos semanas en la
oscuridad, a una temperatura de 20°C. Posteriormente, las hojas vegetales se
molieron en una maquina de la marca Mateu & Sole, S.L. tipo B-2, hasta obtener

el material finamente dividido.

4.2. Preparacién de extractos

Antes de realizar procesos de separacion y purificacion es muy importante la
correcta preparacion de la muestra. Esto es debido a que un buen tratamiento
previo de la muestra puede llegar a ahorrarnos tiempo y esfuerzo en los
siguientes pasos, ademas de hacer que el aislamiento se realice de una manera
mas sencilla. Por todo ello, para preparar correctamente la muestra se debe
elegir adecuadamente el disolvente o disolventes de extraccion. La extraccion

con disolventes de baja polaridad rinde extractos con componentes lipofilicos.

Por otro lado, la extraccién con acetona, extrae compuestos de media y baja
polaridad. Finalmente, la extraccion con etanol, disolventes de caracter
universal, se obtienen extractos que presentan componentes polares y apolares.
En la presente memoria se prepararon diferentes extractos de las hojas de S.

canariensis:

- Preparacion extracto n°® 1: Las hojas de Salvia canariensis silvestre (5,0

g) se extrajeron tres veces mediante maceracion con etanol (3 x 50 mL) a
temperatura ambiente (figura 4.3). Se filtré el extracto etandlico y se
eliminé el disolvente en el rotavapor a presiéon reducida a 40°C,
obteniéndose 445,1 mg de dicho extracto (Rendimiento 8,9%).

- Preparacion extracto n® 2: Las hojas de S. canariensis silvestre (5,1 g) se

extrajeron tres veces mediante maceracion con acetona (3 x 51 mL) a
temperatura ambiente (figura 4.3). Se filtr6 el extracto y se elimino el
disolvente, obteniendo 416,3 mg de extracto (Rendimiento 8,2%).
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Preparacion extracto n® 3: Las hojas de S. canariensis silvestre (5,1 g) se

extrajeron tres veces mediante maceracion con hexano (3 x 51 mL) a
temperatura ambiente (figura 4.3). El extracto se filtré y se elimino el
disolvente en el rotavapor, obteniendo 223,8 mg de extracto hexanico
(Rendimiento 4,4%).

Preparacion extracto n® 4: 5,0 gramos de S. canariensis silvestre se

extrajeron en Soxhlet usando acetona como disolvente. El extracto
concentro. usando el rotavapor obteniéndose 542,5 mg de extracto

acetonico (Rendimiento 10,8%).

Preparacion extracto n® 5: Las hojas de Salvia canariensis (5,1 Q)

cultivada se extrajeron tres veces aplicando la técnica de maceracion con
etanol (3 x 51 mL) como disolvente a temperatura ambiente (figura 4.3).
El extracto se filtré y se elimind el disolvente usando el rotavapor
obteniendo 573,0 mg de extracto etandlico (Rendimiento 11,2 %).

Preparacion extracto n° 6: Las hojas de S. canariensis (5,1 g) cultivada

fueron extraidas tres veces mediante maceracion con acetona (3 x 51 mL)
a temperatura ambiente (figura 4.3). El extracto se filtré y se elimin6 el
disolvente obteniendo 475,4 mg de extracto acetdnico (Rendimiento
9,3%).

Preparacion extracto n® 7: Las hojas de S. canariensis (5,0 g) cultivada se

extrajeron mediante maceracidén con hexanos (3 x 50 mL) a temperatura
ambiente (figura 4.3). El extracto hexanico se filtré y luego se elimino el
disolvente en el rotavapor obteniendo 76,8 mg (Rendimiento 1,5%).

Preparacion extracto n® 8: 5,0 g de material vegetal de S. canariensis

cultivada se extrajeron mediante Soxhlet usando acetona como
disolvente. Seguidamente, se eliminé el disolvente en el rotavapor

obteniéndose 683,7 mg de extracto acetonico (Rendimiento 13,7%).
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- Preparacion extracto n® 9: Las hojas de Salvia Canariensis (400,0 g)

cultivada se extrajeron mediante maceracion usando etanol como
disolvente (3 x 4L) a temperatura ambiente (figura 4.3). El extracto

etandlico se filtr6 y el disolvente se elimind usando el rotavapor,

obteniendo 52,0 gramos de dicho extracto (Rendimiento 13,0%).

3. Maceracion

2. Adicion de disolventes
4. Filtracion

5. Eliminar disolventes

Esquema 4. Preparacion de extractos mediante maceracion

4.3. Particion liquido-liquido

El extracto etandlico, 52 gramos (extracto n® 9) se suspendio

en agua (300 mL) y se extrajo tres veces con hexanos (3 x 300

mL). El disolvente de la fraccion hexanica se elimind en el
rotavapor obteniendo 8,7 g. Posteriormente, la fraccion acuosa
se extrajo con acetato de etilo (3 x 300 mL). La fraccién
organica se lleva a sequedad obteniéndose 22,3 g de la
fraccion de acetato de etilo. Una alicuota de 50 mL de la

fraccion acuosa fue congelada y posteriormente liofilizada.

Figura 4.4
Particién liquido-
liquido
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4.4. Fraccionamiento bioguiado

Una vez realizados los ensayos antifungicos, la fraccién de
hexano (8,7 mg) fue seleccionada para su posterior estudio
mediante cromatografia en gel de silice, usando como fase
movil una mezcla de hexanos-acetato de etilo en las
siguientes  proporciones:  (100:0), (97,5;2,5), (95:5),
(92,5:7,5), (90:10), (89:11); (87:13), (85:15), (82,5:17,5),
(80:20), (70:30), (60:40), (50:50), (0:100). Se obtuvieron un
total de 16 fracciones, que tras el anadlisis mediante

7 7/ cromatografias en capa fina se reunieron en 13 fracciones.

Figura 4.5. Columna

cromatografica ] . ) ] ] .
Continuando con el fraccionamiento bioguiado, la fraccion

A13-14 (341,7 mg) fue fraccionada mediante cromatografia en columna de gel
de silice, utilizando como fase mévil una mezcla de diclorometano-acetona de
polaridad creciente (9:1 a 6:4). Se obtuvieron 100 fracciones (figura 4.6.), las
cuales se reunieron en 4 fracciones tras hacer analisis mediante cromatografias
en capa fina: F11-1, F11-2, F11-3, F11-4.

712 CHCL- Acelonas

Figura 4.6. CCF de las subfracciones obtenidas a partir de la fraccion A13-14
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La subfraccion F11-2 (29,4 mg) fue recromatografiada utilizando cromatografia
de exclusion molecular en Sephadex LH-20 (cloroformo:metanol 1:1),
obteniéndose 28 fracciones. Tras realizar analisis por cromatografia en capa
fina, se reunen en 2 fracciones: F-11-2A 'y F11-2B (figura 4.7).

Ademas, la subfraccion F11-4 (341,7 mg) también fue recromatografiada
utilizando cromatografia de exclusion molecular en Sephadex LH-20
(cloroformo:metanol 1:1), obteniéndose 40 fracciones. Tras realizar analisis por
cromatografia en capa fina, se reunen en 3 fracciones: F11-4A, F11-4B y F11-
4C (figura 4.7).

¥:2 4, d, AaTov~ 134
;. Coanin i 0N -

[} 3

- .

2Y-28 2003 | 4925 26-:3%

Figura 4.7. CCF de las subfracciones F11-2y F11-4

Con el objetivo de aislar e identificar los metabolitos presentes en dichas
fracciones, la fraccion F-11-4B fue purificada mediante cromatografia preparativa
en capa fina (PTLC), utilizando como fase movil diclorometano, obteniéndose un
metabolito que hemos denominado diterpeno D1. Dicho compuesto fue aislado
como un sdélido que revela de color gris en cromatografia en capa fina
(diclorometano-acetona  8:2), cuando fue revelado con  dleum
(CH3COOH/H20/H2S0O4 80:16:4) seguido de calentamiento en placa.

Un analisis preliminar de los datos espectroscopicos de RMN 'H y 3C (figura
4.8.y 4.9.) estan de acuerdo con una estructura de diterpeno con esqueleto de
abietatrieno para el producto que hemos denominado D1, que presenta un anillo
aromatico tetrasustituido, una cadena isopropilica y un alcohol secundario. Estos
datos estan de acuerdo con estudios previos de Salvia canariensis, los cuales
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muestran que es una especie rica en diterpenos con esqueleto de

abietatrieno34:3°,
y
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Figura 4.8. Espectro de RMN de 1H (CDCI3, 600 MHz) del diterpeno D1
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Figura 4.9. Espectro de RMN 13C (CDCI3, 150 MHz) del diterpeno D1

4.5. Datos espectroscopicos del diterpeno D1

RMN 'H (CDCls, 600 MHz) &: 0.98 (3H, s); 1.01 (3H, s); 1.16 (3H, d, J= 6.8 Hz);
1.17 (3H, d, J= 6.8 Hz); 1.19 (3H, s); 1.68 (1H, ddd, J= 6.7, 12.4, 19.2 Hz); 1.81 (1H,
ddd, J=2.0, 3.8, 12.4 Hz); 1.88 (1H, dd, J= 7.6, 13.1 Hz); 2.51 (1H, dt, J= 11.9 Hz);
2.73 (1H, ddd, J= 7.6, 11.4, 18.9 Hz); 2.83 (1H, dd, J= 6.2, 16.3 Hz); 3.17 (1H, sext,
J=17.0 Hz); 3.97 (1H, tt, J= 11.6, 4.0 Hz).

RMN 3C (CDCls, 150 MHz) &: 20.3; 22.9; 23.1; 23.2; 26.1; 27.7; 30.8; 33.9; 35.6;
40.2; 51.6; 51.7; 66.0; 111.4; 126.5; 127.4; 133.6; 148.5; 153.4 .
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4.6. Actividad fungicida frente a hongos fitopatégenos

Los ensayos para la evaluacion de la actividad fungicida de los extractos y
fracciones se llevaron a cabo por los miembros del equipo de investigacion
CIPEV (Control integrado de plagas y enfermedades de los vegetales) de la
universidad de La Laguna. Estos ensayos se efectuaron frente a tres hongos
fitopatogenos que afecta a los cultivos en Canarias: Alternaria alternata, Botritis
cinerea y Fusarium oxysporum. Los ensayos se realizaron siguiendo la

metodologia implementada por el CIPEV ¥,

Brevemente, la actividad antifungica fue analizada como micelios por un método
de agar-disolucién. Una vez soldado el medio de cultivo, se colocaron 8 discos
de 40 mm del hongo objetivo por placa, en placas de Petri de prueba y de control.
Se prepar6 una solucién madre de 40 mg/mL, utilizando etanol como disolvente,
y se ensayo el extracto de la planta a la concentracion de 1 mg/mL. Las colonias
crecieron en placas de Petri incubadas durante 48 horas y se digitalizaron y

midieron con la aplicacion Imaged (Image j, http://rsb.info.nih.gov/ij). El
porcentaje de inhibicion (%l) fue calculado como: %Il = (C — T/C) x 100, donde C
es el diametro de las colonias de control y T es el diametro de las colonias de
prueba.

5. TECNICAS EXPERIMENTALES EMPLEADAS
5.1. Técnicas experimentales
5.1.1. Técnicas de extraccién

Extraccidon por maceracion

La extraccion por maceracion usualmente es una técnica que se utiliza en la
elaboracion de vinos, ténicas e incluso en la produccion de aceites vegetales y

compuestos bioactivos.

Esta técnica consiste en moler el material vegetal para obtener particulas mas
finas con el fin de mejorar la superficie de contacto con el disolvente. Luego, se
debe dejar reposar el material vegetal en un recipiente con el disolvente,
favoreciendo de esta manera la rotura de la pared celular para liberar
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compuestos solubles. Hemos de comentar que el recipiente que contiene esta
mezcla se debe agitar temporalmente, ha de estar a temperatura ambiente y se

debe dejar macerar durante un dia para después filtrar (esto se hace tres veces).

La maceracion es la técnica de extraccion mas simple y sencilla, no obstante,

tiene la desventaja de que la cantidad de disolvente usado es muy grande.

Extraccion Soxhlet

El cientifico aleman Franz Ritter disefi¢ el primer extractor de Soxhlet en 1879.
Se cred con el fin de eliminar lipidos y se ha usado para extraer compuestos

bioactivos utiles de origen natural.

Esta técnica es de extraccion continua y se fundamenta en

colocar la muestra seca y molida en una bolsa porosa hecha

de papel de filtro y se incluye en la camara extractora. Si
comparamos las dos extracciones, se concluye que la
extraccion Soxhlet necesita una menor cantidad de
disolvente y se puede hacer en menos tiempo. Sin embargo,
también presenta algunas desventajas, por ejemplo, la
necesidad de que la muestra debe estar seca, finamente
dividida, y ademas se requieren disolventes de alta pureza

por lo que puede aumentar el coste del proceso.

Figura 5.1. Extraccién
Soxhlet

5.2. Técnicas cromatograficas

Cromatografia en capa fina (CCF o TLC)

Para realizar esta cromatografia se usaron cromatofolios (20 x 20 cm) los cuales
fueron recortados a la medida de 5 x 7 cm y provienen de la empresa Merck. Por
otra parte, la deteccion de los diferentes productos sobre las placas se realiza
mediante un revelado 6leum (CH3COOH/H20/H2S04 80:16:4) y calentamiento en

placa calefactora.
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Cromatografia preparativa en capa fina (PTLC)

Las cromatografias preparativas en capa fina se realizaron en placas (20 x 20
cm) de gel de silice de 1 nm de espesor, de la empresa Merck. La cantidad
sembrada por placa fue cercana a 10 mg, usandose para la elucion la mezcla de
disolventes mas adecuada en cada caso. La deteccion de los productos sobre
las placas se realizd6 por fluorescencia con luz UV a 254 o 360 nm.
Posteriormente se realizé el raspado de la zona que contenia el producto

deseado y su elucidn con un disolvente.

Cromatografia en columna

Para hacer este tipo de cromatografia se utiliza gel de silice fina de 0.063-0.200
nm de diametro de la empresa Macherey-Nagel. Las mezclas que se quieren
separar se colocaron disueltas o absorbidas en gel de silice.

5.3. Técnicas espectroscépicas

Resonancia magnética nuclear

Se hicieron varios espectros de RMN de '*C y RMN de 'H. Con respecto a este
ultimo, los espectros se obtuvieron con el espectrémetro Bruker Avance (600
MHz). También, se ha de comentar que para realizar los espectros se disolvié el
producto en cloroformo deuterado (CDCl3). Ademas, los valores de
desplazamiento quimico (0) se expresaron en ppm Yy la constante de
acoplamiento (J) en Hz.

5.4. Programas informaticos

Para realizar las estructuras de esta memoria se ha utilizado el programa
ChemDraw. Ademas, el procesado de los experimentos de RMN se llevé a cabo
con el programa TopSpin 3.6.1. de Bruker.
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6. CONCLUSIONES

Siguiendo los objetivos propuestos para el desarrollo del proyecto llevado a cabo

en este TFG, se extraen las siguientes conclusiones:

El método 6ptimo en el proceso de extraccion de las hojas de Salvia
canariensis fue el realizado mediante Soxhlet, usando acetona como
disolvente.

Todos los extractos presentaron una excelente actividad frente a los
hongos fitopatdgenos ensayados: Alternaria alternata, Botritis cinerea y
Fusarium oxysporum.

La particidén liquido-liquido de los extractos etandlicos permitié obtener
fracciones enriquecidas (hexanos y acetato de etilo) en compuestos
fungicidas.

La comparacion del estudio de Salvia canariensis silvestre y cultivada
revel6 que ambas presentan un perfil quimico y fungicida similar.

El fraccionamiento bioguiado de la fracciéon hexanica de S. canariensis
cultivada revelé6 que los metabolitos antifungicos corresponden a
diterpenos abietatriénicos.

Salvia canariensis es una prometedora fuente de biopesticidas y una
alternativa respetuosa con el medio ambiente y sostenible frente a

pesticidas convencionales.
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