QuimicaViva - Trabajos de investigacion

Evaluacion del potencial antimicrobiano del extracto y fracciones de
Lafoensia acuminata (Ruiz & Pav) DC

Diana Carolina Corzo Barragan y Doris Gutiérrez Hernandez

Jardin Botanico de Bogoté José Celestino Mutis, Bogota, Colombia.

Recibido:

Recibido en: 10/04/2024

| Aceptado:
Aceptado en: 20/04/2024

Contacto: Diana Carolina Corzo Barragan - dcorzo@jbb.gov.co

Resumen

El Guayacan de Manizales (Lafoensia acuminata) es conocida comunmente por su uso ornamental en
zonas urbanas de Bogota D.C. Sin embargo, debido al desconocimiento de otros posibles usos, se evalu6
su potencial antimicrobiano y se analizé el perfil fitoquimico. Las hojas secas fueron sometidas a
maceracién con etanol al 96%. La metodologia seguida se basé en un estudio biodirigido, lo que implicd
realizar un fraccionamiento secuencial con disolventes organicos (hexano, cloroformo, acetato de etilo y
etanol) del extracto crudo. El extracto y las fracciones fueron evaluadas frente a Staphylococcus aureus,
Pseudomona aeruginosa y Candida sp. Las fracciones en acetato de etilo y en etanol fueron las mas
activas, por lo cual, se sometieron a un nuevo fraccionamiento mediante una columna liquida al vacio con
silica gel. Este proceso permiti6é obtener 9 subfracciones a partir de la fraccion en etanol identificadas como
Fr-EtOH y 11 subfracciones obtenidas a partir de la fraccion de acetato de etilo identificadas como Fr-
AcOEt. De las cuales, se destacaron Fr-EtOH-3 y Fr-AcOEt-6 como las mas activas frente a los
microorganismos evaluados cuya concentracion minima inhibitoria fue de 7.5 mg/mL tanto para P.
aeruginosa como para S. aureus. Estos resultados sugieren un nuevo potencial de uso para la especie, ya
gue, se ha evidenciado su actividad antimicrobiana contra distintas cepas de microorganismos. Estos
hallazgos podrian abrir nuevas perspectivas para el aprovechamiento en aplicaciones farmacéuticas o
cosmeéticas y posiblemente, en otros campaos aln por explorar.

Palabras clave: actividad antibacteriana; extracto etandlico; difusiébn en agar; Guayacan de Manizales;
productos naturales.

Evaluation of the antimicrobial potential of the extract and fractions of Lafoensia acuminata
(Ruiz & Pav) DC

Summary

Guayacan de Manizales (Lafoensia acuminata) is commonly known for its ornamental use in urban areas of
Bogota D.C. However, due to the lack of knowledge of other possible uses, its antimicrobial potential was



evaluated, and the phytochemical profile was analyzed. Dry leaves were macerated with 96% ethanol. The
methodology followed was based on a bioguided study, which involved performing sequential fractionation
of the crude extract with organic solvents (hexane, chloroform, ethyl acetate and ethanol). The extract and
fractions were evaluated against Staphylococcus aureus, Pseudomona aeruginosa and Candida sp. The
fractions in ethyl acetate and ethanol were the most active, therefore, they were summited to a new
fractionation using a vacuum liquid column with silica gel. This process allowed to obtain 9 subfractions from
ethanol fraction (Fr-EtOH) and 11 subfractions from ethyl acetate fraction (Fr-AcOEt). The subfrations Fr-
EtOH-3 and Fr-AcOEt-6 stood out as the most active against the microorganisms evaluated, with minimum
inhibitory concentration of 7.5 mg/mL for both P. aeruginosa and S. aureus. These results suggest a new
potential use for the species, since its antimicrobial activity against different strains of microorganisms has
been demonstrated. These findings could open new prospects for use in pharmaceutical or cosmetic
applications and, possibly in other fields yet to be explored.
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Introduccién

Las plantas han sido utilizadas por el hombre desde la antigledad con diferentes propdsitos, como
alimento, en la elaboracion de herramientas, para tratar sus dolencias, entre otros. Muchos de los usos
tradicionales de las plantas han sido corroborados por la ciencia, al encontrar los compuestos responsables
de las propiedades que se les reconocian. Algunos de estos compuestos siguen siendo utilizados como
medicamentos efectivos en el tratamiento de diferentes enfermedades. Uno de los ejemplos que se pueden
citar es la morfina que desde 1820 fue aislada del opio (Papaver somniferum) y actualmente, se utiliza
como un potente analgésico. A partir de su estructura, se obtuvo un derivado semisintético conocido como
oxicodona, compuesto analgésico con un menor efecto narcoético [1].

A pesar de los avances alcanzados en la quimica sintética, la representacién de los productos naturales en
los medicamentos que se encuentran en el mercado sigue siendo muy destacado, yasea, porque las
moléculas naturales son efectivas o porgue se pueden encontrar compuestos lideres a partir de los cuales
se pueden obtener derivados semisintéticos 0 compuestos sintéticos inspirados en las estructuras naturales
[2]. Esto demuestra la importancia de la quimiodiversidad de los organismos naturales y el potencial de las
especies vegetales que no han sido estudiadas como fuentes de nuevas entidades moleculares. Por tanto,
la biodiversidad en flora resulta muy importante teniendo en cuenta que también estara representada en
diversidad quimica. De tal manera, que la biodiversidad de Colombia [3] es un recurso que puede ser
aprovechado de manera sostenible. En ese sentido, los estudios fitoquimicos resultan importantes porque
buscan aislar e identificar metabolitos secundarios, responsables de diferentes propiedades de las plantas y
mediante bioensayos identifica su actividad biol6gica, entre las que se encuentran, actividad
antimicrobiana, insecticida, fungicida, citotéxica, antinflamatoria, entre otras [4].

Los microorganismos como hongos y bacterias causan infecciones a los humanos y el uso indiscriminado
de antibidticos ha conducido a que éstos hayan desarrollado resistencia a algunos de los medicamentos [5].
Por lo anterior, es necesario buscar nuevas sustancias con la capacidad de actuar sobre dichos
microorganismos [6,7]. En la blsqueda de estos nuevos compuestos, la bioprospeccion de productos
vegetales es una estrategia para evaluar el potencial de las plantas con diferentes propésitos y con ello
encontrar nuevas fuentes de compuestos quimicos aprovechables en diferentes industrias y darle un uso
distinto a los ya reportados o conocidos culturalmente para una especie.



Colombia es el segundo pais con mayor biodiversidad de flora [3], lo que se traduce en diversidad quimica
de los metabolitos secundarios que producen las plantas. Esto significa que las especies vegetales son una
fuente de compuestos naturales bioactivos que se pueden aprovechar con diferentes propdsitos, como
materias primas con ingrediente activos o realizar nuevos desarrollos con base en las estructuras
moleculares para la obtencién de nuevas entidades quimicas que pueden llegar a convertirse en nuevos
medicamentos, agroquimicos [8]. La importancia de investigar en los productos naturales se ve reflejado en
el nimero de nuevos medicamentos aprobados en los Ultimos afios, de los cuales un 54% son sustancias
de origen natural o estructuras relacionadas (derivados semisintéticos y compuestos miméticos) [9].

El arbolado de la ciudad de Bogota D.C. cuenta con especies nativas entre las cuales se encuentra el
Guayacén de Manizales cuyo nombre cientifico es Lafoensia acuminata (Ruiz & Pav.) DC. es una especie
nativa de los Andes, de la familia Lythraceae, su uso principal es como ornamental, esta especie se
destaca por su amplia distribucion y por la importancia para la conservacion de biodiversidad de insectos y
aves [10] y se ha observado que es altamente resistente a la contaminacién y por su capacidad en la
captura de carbono (CO,) [11].

Algunas especies de la familia presentan reportes relacionados con su composicion quimica [12,13,14].
Lafoensia pacari ha sido usada en medicina tradicional para el tratamiento de Ulceras gastricas, heridas y
fiebre; los reportes de actividad bioldégica han mostrado propiedades antimicrobianas, antivirales, citotoxicas
[15;16,17]. El extracto etandlico de las hojas de L. acuminata mostré inhibicién del crecimiento de E. coli, S.
aureus y Candida sp.[18]. Debido a estos antecedentes, en la presente investigacion se evalué el potencial
antimicrobiano del extracto etandlico y sus fracciones a partir de las hojas sobre cepas de bacterias de
importancia clinica.

Materiales y métodos

Material vegetal

El material vegetal utilizado en el estudio fue colectado en el arbolado publico de la ciudad de Bogota (CISB
881). Se seleccionaron hojas sanas, las cuales fueron limpiadas y secadas en un horno con corriente de
aire caliente a 40°C. El material seco se redujo en tamafio y se sometié a maceracién con etanol al 96% por
8 dias en una relacion (1:10). Posteriormente, se filtr6 y se concentrd a presion reducida en rotoevaporador
(Heidolph) a 40 °C.

Extracto y su fraccionamiento

El extracto crudo de hojas se obtuvo por medio de la maceracioén con etanol al 96% el cual, se sometio a
fraccionamiento secuencial con disolventes de distinta polaridad: hexano (Fr-Hex), cloroformo (Fr-CH3CI),
acetato de etilo (Fr-AcOEt) y etanol (Fr-EtOH).

Marcha fitoquimica

La marcha fitoquimica del extracto crudo se realizé siguiendo el protocolo establecido por [19]. Los ensayos
realizados para la deteccion de alcaloides fueron Draggendorff, Wagner, Hagger; Para triterpenos y
esteroides se usaron las pruebas de Lieberman-Buchard, Salkowski; Para fendlicos se utilizé cloruro férrico,
para taninos se realizd la prueba de gelatina sal, saponinas se evalué con la prueba de espuma, para
flavonoides se hizo la prueba de Shinoda y Leucoentocianidinas, Baljet se usé para determinar compuestos
lactonicos, Erlich para cumarinas y reacciones acido-base para establecer la presencia de quinonas.



Ensayos de actividad antibacteriana del extracto crudo y fracciones

La actividad antimicrobiana de los extractos vegetales se evalué mediante el bioensayo de difusion en agar
en pozos. En el ensayo se utilizaron cepas bacterianas de Staphylococcus aureus (ATCC 6538) y
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 25922) y una levadura Candida sp. las cuales fueron suministrados por el
banco de microorganismos del Jardin Botanico de Bogota. Las bacterias se reactivaron en agar nutritivo y
fueron incubadas a 35 * 2 °C por 24 horas y Candida sp se reactivd en agar PDA y se incubd a 25 £ 2 °C
por 48 horas. Una vez el microorganismo crecioé se tomaron de 2 a 5 colonias con un asa y se diluy6 en el
tubo que contenia la solucién salina estéril al 0.85%, el cual se ajusté por comparacion con el patréon 0.5 de
Mcfarland. Una vez se obtuvo la suspension con la concentracion adecuada,se realizd siembra masiva
usando 100 pL los cuales se dispusieron en cajas con agar Mueller-Hinton y se dejo secar por 10 minutos.

En cada una de las cajas se realizaron pozos de 6 mm en los que se colocaron 15 ?L del extracto y
fracciones a una concentracion de 30 mg/mL disuelto en dimetilsulféxido (DMSO). Se uso cloranfenicol
como control positivo (2 mg/mL) para las bacterias y clotrimazol (100 ?g/mL) para Candida sp. El control
negativo fue en ambos casos DMSO. Las cajas se dejaron secar por 30 minutos antes de llevar a
incubacién a las temperaturas requeridas por cada microorganismo. Las lecturas de los halos de inhibicion
se realizaron a las 24 horas. Cada ensayo se realizé por cuadruplicado.

Los porcentajes de inhibicion se calcularon con la siguiente férmula:

e b ar ey Diametro halo de inhibicién
% efecto inhibitorio = - 100

Diametro halo control positivo

Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI)

Se determind la concentracidn minima inhibitoria de las fracciones que demostraron mayor capacidad
inhibitoria en el crecimiento de los microorganismos evaluados. Se realizé utilizando el método de dilucién
en agar, mediante el uso de microplacas de 24 pozos. Se realizaron diluciones seriadas del extracto
evaluando concentraciones de 30?l/ml, 15?l/ml, 7,5?I/ml, 3,75?I/ml, 1,875 ?l/ml y 0,9375 ?I/ml. En cada
pozo se adicionaron 2 pL del inéculo del microorganismo con 1.5x108 UFC/mL, 2 ?L dimetilsulfoxido
(DMSO) como control negativo; como control positivo se us6 2 ?L de cloranfenicol para bacterias y 2 ?L de
clotrimazol para Candida sp. Las microplacas se incubaron a 37 °C para bacterias y 25 °C para Candida sp.
Las lecturas se realizaron a las 24 h. Cada concentracion se evalud por triplicado.

Anéalisis estadistico

El andlisis estadistico de los datos se realiz6 en el programa InfoStat version 2020p. Se realizaron analisis
de normalidad mediante la prueba de Shapiro Wilks. A los que mostraron una distribucién normal se les
realizé Analisis de Varianza o ANOVA para determinar diferencias entre los tratamientos usando la prueba
de Tukey con un nivel de significancia del 5% y los datos no paramétricos se analizaron mediante la prueba
de Kruskal Wallis igualmente con un nivel de significancia del 5%.

Resultados

Se obtuvieron 35,868 g de extracto crudo que corresponde a un 14,9 % de rendimiento respecto al material
vegetal en base seca. En el fraccionamiento realizado, la mayor masa correspondio a la obtenida en etanol,



lo que indica que las sustancias que prevalecen en este extracto son principalmente sustancias polares. El
analisis fitoquimico del extracto etandlico de hojas de L. acuminata establecié la presencia cualitativa de
compuestos fendlicos, taninos, flavonoides, compuestos lacténicos y quinonas (Tabla ).

Tabla I. Andlisis fitoquimico preliminar del extracto etandlico de las hojas de Lafoensia acuminata

Ensayo Metabolitos Extracto crudo de Lafoensia acuminata
Dragendorff Alcaloides +
Wagner -
Hager +
Liebermann-Burchard Triterpenoides -
Salkowski ylo esteroides ]
Espuma Saponinas -

FeClI3 Fendlicos/taninos +++

Shinoda Flavonoides +

Leucoantocianidinas -

Gelatina-sal Taninos ++

Erlich Cumarinas +
Baljet Compuestos lacténicos +++
Comportamiento acido-base Quinonas ++

Convenciones: - negativo, + escaso, ++ abundante, +++ muy abundante

Evaluacién antibacteriana del extracto y fracciones (Fr-Hex, Fr-CH3Cl, Fr-AcOEt y Fr-EtOH): Los resultados
mostraron que la fraccion en hexano (Fr-Hex) no fue activa frente a ninguno de los microrganismos
evaluados.

Los datos se analizaron con la prueba de Shapiro-Wilks y se encontré que para S. aureus y P. aeruginosa
presentaron una distribucion normal; se evidenciaron diferencias estadisticas significativas entre los
tratamientos (p<0.05), los datos obtenidos para Candida sp no presentaron una distribucién normal y se
aplicé la Prueba no paramétrica Kruskal Wallis, encontrando diferencias estadisticas significativas entre los
tratamientos.

Las fracciones que presentaron mayores porcentajes de inhibicion frente a S. aureus P. aeruginosa fueron
Fr-AcOEt y Fr- EtOH y para Candida sp la fraccién Fr- EtOH fue la mas activa (Figura 1).

Fraccionamiento de las fracciones Fr-AcOEt y Fr-EtOH por cromatografia en columna liquida al vacio: De
acuerdo con los resultados obtenidos en los bioensayos de actividad antimicrobiana se establecié que las
fracciones con mayores porcentajes de inhibicién de crecimiento de los microorganismos evaluados fueron
las fracciones en etanol (Fr-EtOH) y en acetato de etilo (FrAcOEt). Por ello, se continué con el
fraccionamiento de ambas fracciones por medio de cromatografia en columna al vacio (CLV) en la que se
utilizé como fase estacionaria silica gel 60 HF ,c 4, 256 (Para cromatografia de placa).



Fraccionamiento de la fraccién en etanol (Fr-EtOH): Inicialmente, se estableci6 la fase mévil para la
separacion de Fr-EtOH por medio CCD, utilizando mezclas de hexano y acetato de etilo. Las placas fueron
corridas, y posteriormente, reveladas utilizando una lampara de UV a 254 nm y 365 nm. La proporcién de
estos disolventes que permiti6 una mayor distribucién de las manchas por la placa fue la proporcion
hexano: acetato de etilo 6:4. A continuacion, se realizo la separacién cromatografica de Fr-EtOH para lo
cual se utilizé la técnica de cromatografia liquida al vacio (CLV). Se utilizé una columna de vidrio con frita
de fibra de vidrio de 12 cm de alto y 6.6 cm de diametro que se sujetd a un Kitasato, el cual se conecto a la
bomba de vacio. En la columna se colocaron 80 g de silica gel para columna en seco. 1.0 g de Fr-EtOH se
redisolvié en etanol al 96% y absorbidé en 5 g de silica gel. Se permitid que el etanol se evaporara y se
dispuso en la columna. Sobre la muestra se coloc6 papel filtro para evitar la flotacion de la muestra. Las
fases moviles utilizadas fueron mezclas de hexano y acetato de etilo en diferentes proporciones, a saber,
7:3 (500 mL), 5:5 (400 mL) y 3:7 (200 mL). Luego, se continué con acetato de etilo puro (200 mL) y se
continué con mezclas de acetato de etilo y etanol en diferentes proporciones: 8:2 (300 ml), 6:4 (400 mL),
4:6 (400 mL), 2:8 (400 mL). Finalmente, se eluyd la columna con etanol 100% (1.0 L). En total se utilizaron
3.4 L de fase movil.

En el desarrollo de la columna cromatografica se colectaron 19 fracciones que fueron concentradas y
llevadas a sequedad en el horno a 40°C. Posteriormente, se disolvieron en una pequefia cantidad de fase
movil y se chequearon por CCD en el orden de elucién con el fin de reunirlas con base en los perfiles
cromatogréficos. Las placas fueron reveladas con luz UV a 254 nm y 365 nm y con yodo.

Fraccionamiento de la fraccién en acetato de etilo (Fr-AcOEt): El proceso de fraccionamiento de FrAcOEt
se realizé de manera similar a la descrita para Fr-EtOH. Inicialmente, se realizo el proceso de separacion
en CCD para definir el sistema de fase movil. Se probaron dos mezclas de hexano y acetato de etilo, 8:2'y
6:4. De este ensayo se observo que los componentes de la mezcla son mas polares que la fase movil, por
ello, la mezcla solo avanzé hasta un 30% de la placa con la mezcla de hexano y acetato de etilo 8:2. La
fase movil hexano y acetato de etilo 6:4 permitié que la mezcla se separara adecuadamente. 1.0 g de Fr-
AcOEt se redisolvio en acetato de etilo y luego se coloco silica gel para que ésta se absorbiera. Se permitié
que el disolvente se evaporara y cuando la silica con muestra estuvo completamente seca se depositd
sobre la columna de silica gel. Sobre la muestra se colocé papel filtro para evitar la flotacién de la muestra.
Las fases moviles utilizadas fueron mezclas de hexano y acetato de etilo en diferentes proporciones, a
saber, 8:2 (900 mL) y 6:4 (900 mL), 2:8 (900 mL), 1:9 (600 mL). Luego, se continu6é con acetato de etilo
puro (900 mL) y se continuécon etanol al 96% (1.5L). Finalmente, se adicionaron 400 mL de agua
desionizada. El total se utilizaron 6.1 L de fase movil.

Con el desarrollo de la columna cromatografica se colectaron 27 subfracciones que fueron luego
concentradas y llevadas a sequedad en el horno a 40°C. A continuacién, se disolvieron en fase mévil para
realizar el chequeo de las subfracciones por CCD. En total se obtuvieron 11 fracciones.

Bioensayo con las fracciones Fr-EtOH: Las 9 fracciones se probaron frente a Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa y Candida sp, la fraccion 6 no fue activa frente a ninguno de los
microorganismos evaluados, por lo tanto, ese dato no hizo parte del analisis estadistico (Figura 1). En el
caso de Pseudomonas aeruginosa y Candida sp, se aplico la prueba no paramétrica Kruskal Wallis y se
encontraron diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos, para S. aureus los datos no
presentaron diferencias estadisticas significativas su significancia es mayor de 0.05. Para S. aureus,
algunas de las subfracciones (Fr-EtOH-2, Fr-EtOH-3, Fr-EtOH-4) fueron mas activas que la fraccion inicial



(Fr-EtOH); para P.aureginosa la fraccion inicial Fr-EtOH fue la mas activa, de las subfraciones la que
presentd mayor porcentaje de inhibicion fue Fr-EtOH-3; para Candida sp. la subfraccion (Fr-EtOH-3) fue
mas activa que la fraccién inicial (Fr-EtOH).

El analisis comparativo frente a los tres microorganismos y la fraccion originas en etanol y las
subfracciones, se puede observar en la figura 1.
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Figura 1: Actividad antimicrobiana de las subfracciones Fr-EtOH.

Bioensayo con las fracciones de Fr-AcOEt: En la (figura 2), se observa el porcentaje de inhibicién que se
evidencié con las 11 subfracciones; 5 fueron activas frente a los microorganismos evaluados, por lo cual
fueron analizadas junto a la fraccion original con el fin de compararlas y analizar los valores. Se aplico la
prueba no paramétrica de Kruskal Wallis y se encontraron diferencias estadisticas significativas entre los

tratamientos.

Para S. aureus y Candida sp la subfraccion (Fr-AcOEt-6) present6 un porcentaje de inhibicién cercano al de
la fraccién original; para P.aureginosa fueron activas las subfracciones (Fr-AcOEt-3, Fr-AcOEt-4, Fr-AcOEt-
5) de las cuales Fr-AcOEt-3 y Fr-AcOEt-5 mostraron un porcentaje de inhibicion cercano al de la fraccion
original, en la figura 2 se observa graficamente el andlisis del ensayo.
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Figura 2: Actividad antimicrobiana de la fraccion y subfracciones de acetato de etilo (AcOEt).

Determinacion de la CMI: Después de concluido el analisis con todas las subfracciones, de la fraccion de
etanol se identifico que la subfraccion mas activa Fr-EtOH-3, y para el caso de las subfracciones de acetato
de etilo fue la Fr-AcOEt-6, con estas se procedio a realizar la determinacion de la concentracion minima
inhibitoria (CMI) frente a los microrganismos evaluados. La minima concentraciéon de la Fr-EtOH-3 y Fr-
AcOEt-6, frente a P. aeruginosa fue de 7.5 mg/mL. Mientras que para S. aureus y Candida sp la CMI fue de
30 mg/mL.

Discusioén

El andlisis cualitativo del extracto crudo permitié establecer la presencia de compuestos fendlicos, taninos,
flavonoides, compuestos lactonicos y quinonas. De acuerdo con lo reportado por [20,21] los flavonoides y
taninos han sido identificados en especies del género Lafoensia.

El extracto y fracciones de L. acuminata fueron activas frente a S. aureus, Candida sp y P. aeruginosa, lo
gue amplia el potencial frente a microorganismo patégenos y complementa el estudio realizado por [18].

Los ensayos de actividad antimicrobiana mostraron que el extracto etanélico y las fracciones en cloroformo,
acetato de etilo y etanol inhibieron el crecimiento de los microorganismos evaluados,mientras que la
fraccion en n-Hexano no fue activa. En otros estudios de evaluacion de actividad antimicrobiana del
extracto y fracciones, se observd que la fraccibn de hexano no mostrd inhibicion frente a las cepas
evaluadas [22], por lo tanto, se puede indicar que los compuestos responsables de la actividad
antimicrobiana se encuentran en fracciones de mayor polaridad como la de acetato de etilo, que fue la mas
activa frente a S. aureus y P. aeruginosa y la fraccién en etanol fue mas activa frente a P. aeruginosa y
Candida sp. Lo anterior sugiere que los compuestos bioactivos son los de polaridad intermedia a polares.

Especies como Lafoensia replicata Pohl, mostré inhibicion del extracto obtenido de distintas partes de la
planta, frente a los mismos organismos que se evalu6 en esta investigacion [23], adicional se evidencié el
potencial antioxidante lo que sugiere que probablemente L. acuminata también pueda presentarlo. Zenaldo
y colaboradores [24] encontraron que el extracto de Lafoensia pacari tiene un alto poder de inhibicion frente
a bacterias multirresistentes (P. aeruginosa, S. aureus).



En el caso de Candida sp el fraccionamiento permitié evidenciar que los compuestos activos de la Fr-AcOEt
se concentraron en la subfraccion Fr-AcOEt-6, lo que significa que presentan caracteristicas quimicas muy
similares, por lo cual se sugiere continuar evaluando y analizando los compuestos presentes en la fraccion
Fr-AcOEt-6.

Frente P. aureginosa los compuestos activos se agruparon en dos subfracciones (Fr-AcOEt-3, FrACOEt-5)
las cuales conservan el porcentaje de inhibicidn frente a la fraccién inicial (Fr-AcOEt). En el fraccionamiento
de etanol los compuestos activos frente a Candida sp y S. aureus se concentraron en la fracciéon Fr-EtOH-3,
superando el porcentaje de inhibicidn de la fraccion original, lo que indica que el fraccionamiento permitié
agrupar los compuestos activos.

Para P. aureginosa ninguna subfraccion superd la inicial, en este caso los compuestos agrupados
presentan sinergia y estando juntos son mas activos, es por ello que, la fraccién original (Fr-EtOH) present6
mayor actividad.

Teniendo en cuenta lo anterior se planea a futuro la evaluaciéon de citotoxicidad del extracto y sus
fracciones, debido a que esta actividad resulta importante para el descubrimiento y desarrollo de nuevos
productos de origen natural [25].

Conclusiones

El fraccionamiento bioguiado mediante el ensayo de actividad antimicrobiana permitié identificar las
fracciones en las cuales se ubicaron los compuestos con la capacidad de inhibir el crecimiento de las
bacterias y la levadura estudiada.El fraccionamiento del extracto crudo utilizando disolventes de diferentes
polaridades resulté efectivo para separar los compuestos activos. La fraccion en hexano no mostrd
actividad antimicrobiana, mientras que, los compuestos activos se distribuyeron en las fracciones de
cloroformo. acetato de etilo y etanol.

El extracto crudo y fracciones presentaron actividad antimicrobiana frente a S. aureus, Candida sp y
Pseudomonas aeruginosa, siendo las mas activas la fraccion Fr-EtOH y Fr-AcOEt. De las 9 fracciones
obtenidas a partir de Fr-EtOH, la fracciébn Fr-EtOH-3 fue la mas activa frente a los microorganismos
evaluados.

De acuerdo con estos resultados, las fracciones son aln complejas por lo que los compuestos activos
eluyeron en mas de una fraccion, esta puede ser una explicacién al hecho que las fracciones activas se
encuentran préximas. Ademas, estos resultados son muy prometedores, ya que, las fracciones mostraron
actividad frente a los microorganismos evaluados, por lo que, se podria afirmar que hay varios compuestos
activos. Ante este panorama seria interesante continuar con el proceso de fraccionamiento bioguiado hasta
detectar los compuestos responsables de la actividad mostrada en estos ensayos.
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