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ABREBIATURAS

AAR Actividad antioxidante relativa
ABTS** Acido 2,2’- azino-bis-(3-etiltiazolina-bencenosulfénico-6).
ADN Acido desoxirribonucleico

A. niger Aspergillus niger

APL Aplicacion

ATB Antimicrobianos

CHzCl2 Diclorometano

C.scabra Chromolaena scabra

Cu Cobre

DMSO Dimetilsufoxido

DPPH* Radical a, a-difenil- B—Picrilhidrazilo (DPPH?).
E. Coli Escherichia coli

EROs Especie reactiva de Oxigeno
EtOH Etanol

GPx Glutation peroxidasa

GT Glutation transferasas

ICs0 Coeficiente de inhibicion 50
MeOH Metanol

mL Mililitro

mg Miligramo

mm Milimetros

mg /L Miligramol/Litro

Mg Microgramos

Mn Manganeso

NO Oxido nitrico

Oz Superoxido

OH- Hidroxilo
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P. digitatum Penicillium digitatum

Petrol Eter de petroleo

Rutina Quercetin-3-rutinésido

RL Radicales libres

S. aureus Staphylococus aureus

SOD Super 6xido dismutasa

Trolox Acido - 8- hidroxi- 2, 5, 7, 8- tetrametiloromano-2- carboxilico
ufc/uL Unidad formadora de colonias/microlitro

Vitamina C Acido ascorbico

Zn Zinc
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GLOSARIO

Antifungico: Sustancia que tiene la capacidad de evitar el crecimiento de algunos tipos

de hongos. (Organizacion Mundial de la Salud, 2009)

Antimicrobiano: Sustancia que demuestran la capacidad de reducir la presencia de

microorganismos, como bacterias. (Organizacion Mundial de la Salud, 2009)

Antioxidante: Molécula capaz de prevenir o retardar la oxidacion (pérdida de uno o
mas electrones) de otras moléculas, generalmente sustratos biolégicos como lipidos,

proteinas o acidos nucleicos. (Cardenas, 2017)

Diclorometano: Compuesto quimico que se utiliza principalmente como disolvente.
Esta formado por un compuesto de cloroy de metano y permite disolver, o extraer,

moléculas organicas. (Ministerio de agricultura y pesca, s.f)

Enfermedad: Alteracién o desviacion del estado fisioldgico en una o varias partes del
cuerpo, por causas en general conocidas, manifestada por sintomas y signos
caracteristicos, y cuya evolucion es mas o menos previsible. (Organizacion Mundial de
la Salud, 2009)

Etanol: Compuesto quimico, liquido incoloro e inflamable en un punto de ebullicion de
78° C. Cuando se lo soluciona en agua se lo suele usar como disolvente y en la

elaboracion de bebidas alcohdlicas. (Ministerio de agricultura y pesca, s.f)

Eter de petréleo: Mezcla de hidrocarburos compuesta principalmente por: 3-
metilpentano. (Ministerio de agricultura y pesca, s.f)

Extracto: Concentrado de plantas medicinales. (Chasquibol & Lengua , 2003)

Vicerrectoria de Investigaciones U.D.CA
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Fitoguimica: Estudia cada grupo de la planta, desde su estructura quimica molecular,
hasta las propiedades biolégicas de los vegetales Realiza relevamientos y analisis de
los componentes quimicos de las plantas, como los principios activos, los olores,

pigmentos, entre otros. (Chasquibol & Lengua , 2003)

Fitoterapéutico: Producto medicinal empacado y etiquetado, cuyas sustancias activas
provienen del material de una planta medicinal o sus asociaciones, presentado en
estado bruto o en forma farmacéutica, y que se utiliza con fines terapéuticos. También

puede provenir de extractos, tinturas o aceites. (Chasquibol & Lengua , 2003 )

ICs0: Es una medida de la potencia se una sustancia en la inhibicion de una funcion
biolégica o bioquimica especifica. Esta medida cuantitativa indica que cantidad de un
farmaco u otra sustancia (inhibidor) se necesita para inhibir la mitad un determinado

proceso biolégico. (Castellanos & Pedraza, 2009)

Medicina tradicional: La medicina tradicional es todo el conjunto de conocimientos,
aptitudes y préacticas basados en teorias, creencias y experiencias indigenas de las
diferentes culturas, sean o no explicables, usados para el mantenimiento de la salud,
asi como para la prevencion, el diagndstico, la mejora o el tratamiento de enfermedades

fisicas 0 mentales. (Organizacion Mundial de la Salud, 2009)

Metanol: Compuesto quimico que a temperatura ambiente se presenta como un liquido
ligero, incoloro, inflamable y téxico que se emplea como anticongelante, disolvente y

combustible. Su formula quimica es CH3OH. (Ministerio de agricultura y pesca, s.f)

Planta: Organismo multicelular con células vegetales. (Ministerio de agricultura y pesca,
s.f)
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Principio activo: Los principios activos son los ingredientes de los medicamentos

herbarios que tienen actividad terapéutica. En el caso de los medicamentos herbarios
cuyos principios activos hayan sido identificados, se debe normalizar su preparacion, si
se dispone de métodos analiticos adecuados, para que contengan una cantidad
determinada de ellos. Si no se logra identificar los principios activos, se puede
considerar que todo el medicamento herbario es un solo principio activo. (Ministerio de

agricultura y pesca, s.f)
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1 INTRODUCCION

El ser humano en el proceso de adaptacidon ha buscado y encontrado para las
enfermedades que los aquejan soluciones en las plantas y ha descifrado inicialmente
por ensayo y error las actividades medicinales en hojas, raices, cortezas, semillas,
frutos o flores; ello dio paso a que las plantas tomaran un importante y significativo
papel en la sociedad y de ahi la medicina tradicional basada en las propiedades
curativas de las plantas conocida inicialmente como herbolaria, la cual empieza a
establecer cierta relacion empirica entre el tipo de planta y la actividad biol6gica. Esto
conllevo a generar un mayor conocimiento de las especies. Colombia cuenta con una
gran variedad de especies nativas que a la fecha no han sido estudiadas, como son
algunas de la familia asteraceae, género Chromolaena; siendo una de estas la
Chromolaena scabra (L.f.) R.M. King & H. Rob., por tal motivo se pretende determinar
la actividad antioxidante y antimicrobiana para asi incrementar el conocimiento de este
género dando que las otras especies estudiadas presentan alto potencial antioxidante,

antimicrobiano, pesticida, tripanozoico, antiprotozoario entre otros. (Rodriguez , 2008)
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2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La resistencia a multiples sustancias son un problema de salud publica que se observa
en Colombia, esto debido al uso indiscriminado de antibidticos, antifingicos,
antisépticos y desinfectantes que han generado una respuesta de supervivencia en los
microorganismos, que los capacita para evadir con eficacia la accion bactericida de
algunos agentes, otro problema de salud publica es el incremento en casos
diagnosticados con cancer, enfermedad que anualmente cobra la vida de 33.100
personas, de estas 16,300 son hombres afectados especialmente por cancer de
estdmago, pulmén, prostata, colon, recto y leucemias, los restantes 16,800 son mujeres
gue presentan esta enfermedad principalmente en el cuello uterino, estbmago, mama,
pulmén, colon y recto, datos reportados por el ministerio de salud y proteccion social en
el afio 2011.

Se esta buscando soluciones a los problemas de salud publica anteriormente
mencionados en las plantas y especificamente en Colombia encontramos el género
Chromolaena, que cuenta con 27 especies y a la fecha se han reportado estudios con
potencial antifungico, antibacteriano y antitumoral. Asi, por ejemplo, Torrenegra y
colaboradores en el 2007, aislaron y corroboraron la efectividad de sustancias
responsables de la actividad antimicética y antibacteriana en C. tacotana, C. perglabra,
C. subscandens y C. bullata. Rodriguez y colaboradores en el 2008 evaluaron los
compuestos quimicos y el potencial de extractos con actividad antiparasitaria (Chagas y
Leishmaniasis), otros estudios de actividad citotoxica y antitumoral se han realizado en
C. tacotana y C. leivensis, encontrando que estos proseen potencial para ser utilizados

en medicina.
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Debido al poco conocimiento quimico y biolégico que hay a la fecha de la especie

Chromolaena scabra (L.f.) R.M. King & H. Rob., se busca determinar el potencial
antioxidante y antimicrobiano para incrementar el conocimiento de esta y su posible uso

en las probleméticas anteriormente descritas.

3 JUSTIFICACION

Colombia geogréaficamente hablando, se encuentra en una zona donde prospera una
amplia variedad de especies vegetales, debido a su amplia variedad de pisos térmicos,
las comunidades por décadas han utilizado las plantas como alternativa de solucion a
sus enfermedades y muchos “medicamentos” provienen de las mismas. Gracias a los
conocimientos de nuestros ancestros se ha avanzado en el conocimiento de especies
medicinales generandose una cultura de investigacion de nuevos farmacos a base de

plantas.

Con el desarrollo la industria farmacéutica se promueve otra percepcion de farmacos a
base de desarrollo fitoterapéutico, donde se parte del hecho que las plantas poseen
metabolitos secundarios con principios activos se sirven para prevenir, atenuar o curar
un estado patologico. Estas actividades han generado la necesidad de investigar el
principio o principios activos especificos que sintetizan las plantas y que son utilizados

en diferentes formas de administracion.

Con este precepto inicia la investigacion de la especie Chromolaena scabra (L. f.) R.M.
King & H. Rob, especie con poca informacion a la fecha. Se iniciara estudiando la
actividad antioxidante y antimicrobiana de las hojas y las flores en soluciones de
diferente polaridad, con los resultados que se obtengan de la presente investigacion se
plantea generar informacion y perspectivas para futuros estudios terapéuticos. Se
busca que la investigacion sirva como herramienta de analisis para futuros

investigadores tanto en la academia como en la industria farmacéutica.
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4 ANTECEDENTES

El uso medicinal de plantas es un tema bastante amplio ya que se puede establecer
que inicia en un contexto de multiculturalidad en el que la mayoria de pueblos indigenas
tenian diferentes categorias de enfermedad observadas, en estas comunidades se
pensaba en que la enfermedad era percibida entre los indigenas como una ruptura en
el orden natural o social y que quien se enfermaba era porque habia trasgredido alguna

norma establecida por la sociedad.

En este entonces la tarea de las personas que trataban estas enfermedades consistia
en restablecer el equilibrio tanto en el orden social como en el religioso era alli donde
entraba a jugar un papel importante la medicina tradicional ya que toda curacién se
derivaba de las plantas que la tierra misma ofrece al hombre. La poblacién indigena
diferenciaba entre la enfermedad del cuerpo y la enfermedad espiritual, en este caso la

enfermedad del cuerpo se trataba con plantas.

Ya mas hacia la época contempordnea se empiezan a encontrar y desarrollar
medicinas a base de extractos de plantas en las cuales se encuentra principios activos
gue se cree que puede llegar a tener un resultado positivo en la cura de alguna
enfermedad. (Bellet et al., 2012)

Las grandes industrias empezaron a identificar cada vez mas, diferentes plantas con
este potencial curativo y fue alli en 1992 , donde se realiz6 el analisis al
género Chromolaena, a las especies C. odorata, C. hirsute y C. moritziana y se evalué la
actividad de cada una de ellas entre estas estan su actividad pesticida, repelente,
antiprotozoaria, insecticida, tripanocida, antibacterial, antimicobacterial, citotoxica,
antioxidante, mutagénica, de proliferacién de keratocitos humanos y proliferacion de

fibroblastos entre otras. (Irobi, 2000)
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En el afio 2000 investigadores de la Universidad de Port Harcourt, de la facultad de
ciencias, del departamento de bioquimica de Nigeria identificaron el perfil quimico de
la C. odorata. (Orjuela, 2015)

Luego, en el afio 2001 un grupo de profesionales del Hospital de Singapore, del
departamento de cirugia plastica y del departamento de farmacia de la universidad
nacional de Singapore y del Laboratorio Jodrell, Jardin Botanico Real de Kew, Surrey,
de Inglaterra, conformado por Toan-Thang, hallaron los compuestos fendlicos de C.
odorata que pueden proteger las células de la piel cultivada del dafio oxidativo:

Implicaciones para la curacion de heridas cutaneas. (Orjuela, 2015)

Posteriormente desde los afios 2003, 2004 y el 2006 Taleb-Contin, estudio las
propiedades de dos diferentes especies de Chromolaena, la C. Squalida y la C. Hirsuta,

e identifico las propiedades antimicrobianas y antioxidantes. (Orjuela, 2015)

En el 2007 un grupo de estudiantes del Federal University of Technology, Nigeria,
conformado por Akinmoladun, desarrollaron un proyecto sobre los constituyentes
fitoquimicos y propiedades antioxidantes de las hojas de C. odorata. (Orjuela, 2015)

Por consiguiente, a finales del 2010 un grupo de estudiantes del instituto de Roland de
ciencias farmacéuticas, de Berhampur, India, conformado por K. Srinivasa Rao,
evaluaron la actividad antioxidante tola del contenido de compuesto fendlicos de la C.
odorata por el ensayo de TEAC (capacidad antioxidante equivalente a Trolox). (Orjuela,
2015)
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5 MARCO TEORICO

Esta claro que las plantas cumplen un papel importante en el buen funcionamiento del
planeta, estas proporcionan oxigeno a la atmosfera, actian de sumideros de COq,
regulan la temperatura, la humedad ambiental, sujetan los suelos, suponen la cadena
alimenticia, puesto que son capaces de fabricarse su propio alimento a partir de la luz

del sol, el aire y sales minerales.

Los metabolitos primarios presentes en las especies vegetales son: carbohidratos,
aminoacidos, acidos grasos, acidos nucleicos, aminas, clorofilas e intermediarios
metabdlicos de las vias anabdlicas y catabdlicas, los que a su vez producen metabolitos
secundarios, que son sustancias que no participan de forma directa en el crecimiento o
desarrollo, es decir, sustancia que no son necesarias para que un organismo pueda
existir como tal, sino que simplemente aportan al individuo que las produce una ventaja
para responder a estimulos del entorno, ya sea como mecanismo de defensa contra

predadores o como materia de almacenamiento. (Bellet et al., 2012)

Algunos metabolitos secundarios solo estan presentes en determinadas especies y
cumplen una funcién ecoldgica especifica, como por ejemplo atraer a los insectos para
transferirle el polen, o animales para que estos consuman sus frutos y asi poder
diseminar sus semillas; también puede actuar como pesticidas naturales de defensa
contra herbivoros o microorganismos patogenos, también pueden sintetizar metabolitos
secundarios en respuesta a dalo en algun tejido de la planta, asi como contra la luz UV

y otros agentes fisicos agresivos. (Oranday et al., 2016)

5.1 Familia Asteraceae

La familia Asteraceae o Compositae, con aproximadamente 24000 especies, es de
amplia distribucion y es considerada como la familia de plantas con el mayor nimero de
especies descritas por Funk (2009). Las Asteraceae suelen ser mas abundantes en

zonas montafiosas y aridas, mientras que son mas escasas en las selvas tropicales
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bajas. Bremer (1994) sefiala que las Asteraceae comprenden 1535 géneros agrupados

en 17 tribus y tres subfamilias, mientras que la clasificacion recientemente propuesta
por Funk en el afio 2009, basada en caracteres morfolégicos y moleculares, reconoce
1600- 1700 géneros, 43 tribus y doce subfamilias. (Diaz et al., 2014)

5.1.1 Habitat
La familia esta distribuida en todo el planeta, por lo tanto, estd considerada como

cosmopolita, donde las especies de esta gran familia se encuentran desde zonas frias,
templadas, sub-tropicales, hasta zonas tropicales. Se encuentran especialmente en
regiones aridas, semiaridas abiertas y regiones montafiosas de latitudes tropicales.
(Diaz et al., 2014)

5.1.2 Género Chromolaena
El género Chromolaena pertenece a la tribu Eupatorieae y a la subtribu Praxelinae y

comprende cerca de 170 especies distribuidas entre el nivel del mar y 3900 m de altitud
y desde el sur de Estados Unidos hasta el sur de Argentina, con mayor concentracion
de especies en Brasil. Entre las especies que se destacan por su amplia distribucién
estdn C. laevigata, C. ivifolia y C. odorata, siendo esta ultima la Unica especie

introducida en Africa y Asia. (Diaz et al., 2014)

5.1.3 Etimologia
Chromolaena proviene del griego chroma que significa color y laina que significa capa,

lo cual hace referencia a las filarias coloreadas observadas en algunas especies del

género. (Orjuela, 2015)

5.2 Usos del género Chromolaena

En la siguiente tabla se relacionan los usos comunes de algunas especies del género

Chromolaena:

Usos del género Chromolaena

C. leivensis Utilizada en Cundinamarca como diurético o en
remedios caseros anticancerigenos y contra la
sifilis.

C. odorata Utilizada en Narino como remedio para el
paludismo, en el Cauca se emplea para quitar
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dolores neuralgicos; para ello se toma en infusion
0 se realizan masajes sobre la parte del cuerpo
adolorida, en San Andrés Islas con las hojas se
prepara un té que se toma para el dolor del
cuerpo o del estbmago y en el Huila se toma en
infusion como descongestionante y se utiliza
ademas como cataplasma antirreumatica.

C. tacotana Es considerada como una hierba medicinal ya
gue sus hojas machacadas con agua y aplicadas
sobre una herida tienen accion coagulante,
especificamente en el Huila esta especie es
utilizada para calmar el dolor de estdbmago,
dolores bajos (matriz) y la vaginitis.

C. subscandens En Cundinamarca se utliza para aliviar las
inflamaciones.
C. bullata Se identific6 que un flavonoide (CB2) induce la

activacion de células dendriticas humanas, este
proceso es fundamental para identificar y
determinar si este flavonoide posee actividad
antitumoral o inmunorreguladora.

Tabla 1. Propiedades Género Chromolaena. (Fuente: Diaz et al., 2014)

5.3 Propiedades quimicas de las Chromolaenas
Como se ha mencionado anteriormente se han realizado diferentes estudios de las

especies del género Chromolaena los cuales se muestran en la siguiente tabla:

Estructuray nombre Tipo Fuente

\ .
C. arnottiana

NN Sesquiterpenoide C. pseudoinsignis

| C. corymbosa

B-farneseno

OH

C. pseudoinsignis

Diterpenoide C. christieana

Fitol
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0
CH;0 N-"NoH Acido hidroxicinamico
HO
Acido ferulico C. odorata.
@] OH
Acido hidroxicinamico
OH
B OH
Acido protocatéquico
mlj J Triterpenoide C. Chﬁs'?ae
[ } h C. christieana
HOP S
Estigmasterol
O Chalcona C. chasleae
d|h|drOX|chaIcona
’i j Flavanona C. chasleae
d|h|drOX|fIavanona
o O Flavanonol C. chasleae
5,7-d|h|drOX|-6 —metOX|-fIavanonoI
Flavona C. heteroclinium
5,6,7,4’,5’-pentametoxiflavona
W,
OH
C oH Flavonol C. meridensis
HO o
5,4’ 5'-trihidroxi -7-metoxiflavonol

Tabla 2. Ejemplos de metabolitos secundarios aislados de especies del género Chromolaena (Fuente:

Orjuela, 2015)
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5.4 CHROMOLAENA SCABRA

Arbusto con hojas opuestas, las cuales tienen forma algo triangular. Un par de venas
secundarias nacen cerca de la base de cada hoja y corren mas o menos paralelas al
borde de ésta (curvinervias). Venacion terciaria muy marcada, reticulada. Los
"canasticos" que sostienen las flores tienen forma estrecha y alargada, siendo mas
largos que los de otras asteraceas similares. Flores de color morado-rosado, con "hilos"

(estilos) que sobresalen de ellas. (Diaz et al., 2014)

Imagen 1. Chromolaena scabra (L. f.) R.M. ing & H. Rob recolectada el municipio de Sibaté
(Cundinamarca). (fuente: Autores)

5.4.1 Descripcién taxonémica

Reino Plantae
Phylum Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Asterales
Familia Asteraceae
Género Chromolaena

Epiteto especifico Scabra
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Autor (L. f.) R.M. King & H. Rob.

Tribu Eupatorieae

Género Chromolaena

Especie Chromolaena scabra (L. f.) R.M. King & H. Rob.

5.4.2 Etimologia
El epiteto proviene del latin scaber = escabroso o rugoso, en alusion a la textura de las

hojas por el haz. (Universidad Nacional de Colombia , 2016)

5.4.3 Nombres vernéaculos

“Chilca” (Cundinamarca), “Chilquita carrasposa” (Cundinamarca). (Diaz et al., 2014)

5.4.4 Habitat

C. scabra crece en el borde de rios y quebradas, a orilla de carreteras y caminos, en
claros de bosque, robledales, bosque nublado o muy hiumedo, a orilla de carreteras, en
selvas humedas y abiertas, matorrales, rastrojos, potreros, bosque de cafiada o valle
himedo. (Diaz et al., 2014)

5.4.5 Distribucion

En Colombia se registra en la region Andina en los departamentos de Antioquia,
Boyacd, Caldas, Cauca, Cundinamarca, Huila, Narifio, Norte de Santander, Putumayo,
Quindio, Risaralda, Santander, Tolima y Valle, entre los 1503-3500 m. Un registro
aislado se presenta en la regién Caribe en el departamento del Magdalena, sobre los
2600 m. (Universidad Nacional de Colombia , 2016)

5.5 PREPARACION DE EXTRACTOS

Para analizar las propiedades de la planta en estudio se utilizé la extraccion por soxhlet
gue es un proceso de extraccion continua de un material solido que contiene algunos
de los compuestos deseados, se coloca dentro de un dedal de papel filtro grueso, que
se carga en la camara principal del extractor soxhlet donde se hace pasar el solvente,

este ciclo puede repetirse muchas veces, durante horas o dias. (Nufiez , 2008 )
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5.6 RADICALES LIBRES
Los radicales libres (RL) o m&s modernamente llamados especies reactivas de oxigeno

(ERO) son atomos o moléculas que contienen uno o mas electrones no pareados en el
orbital mas externo, lo que produce una gran reactividad en dicha estructura. De hecho,
esto da lugar a que estos RL intervengan con gran eficacia y rapidez en un sinnimero
de procesos bioquimicos a nivel celular. Su gran reactividad es al final de cuentas la
causante de su toxicidad. Normalmente las ERO no son mas que metabolitos
fisiolégicos, pero en ciertas condiciones o estados propios de la actividad del hombre en
relacion con su medio, la produccion de estos compuestos puede incrementarse en
forma considerable, rompiéndose entonces el equilibrio que debe existir entre estos y

sus rivales o contrapartes los antioxidantes corporales. (Lima, 2010)

5.6.1 Clases RL.
Los mas estudiados en el momento son:

e El radical hidroxilo: OH*
* El radical superéxido: O2*

e El radical Oxido nitrico; NO*

5.6.2 Consecuencias de la acumulacién de radicales libres.

Las consecuencias del exceso de radicales libres en el organismo, afectan
directamente nuestro estado de salud de la siguiente forma:

e Envejecimiento

e Problemas en el sistema cardiovascular

e Problemas en el sistema nervioso

e Cancer

5.7 ESTRES OXIDATIVO
No hay que confundir este mecanismo celular con el estrés cotidiano derivado de las

problematicas que enfrenta el organismo humano en su vida diaria (trabajo, familia,
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trAmites, entre otras). El estrés oxidativo es un término asociado a las células y a la
accion de un radical libre que le afecta, asi en condiciones normales se da un equilibrio
entre la produccion de radicales libres u otras especies reactivas con los mecanismos
antioxidantes (exégeno y enddgeno). Este equilibrio permite que la toxicidad por
oxidacion sea menor y con menos dafio celular. Cuando se rompe el equilibrio, éste se
podr4 asociar con un déficit en el sistema antioxidante o por la proliferacion
descontrolada de los radicales libres. (Coronado et al., 2015)

Consecuencias

Causas

Medin ambiente
Meadicamenlos
lonas metalicos
Radiacian
Ejercicio excesivg
Procesos inflamatorios

Cancer
Enf. Carticvasculares
Desordenes

nurobioligicos

Enf. Pulmonares
Diahetas

Ariritis
E nvejecimiento.

Dianas

Lipidos de membrana
Proteinas

Acidos nucleicos
Hidratns de carbong

llustracién 1. Causas y consecuencias del estrés oxidativo. (Fuente: Benito et al., 2014)
5.8 ANTIOXIDANTES
Son sustancias que cuando estan presentes retardan o inhiben la oxidacion de
sustratos susceptibles al ataque de las ERO. Los agentes antioxidantes exégenos son
aquellos que se ingieren a través de la alimentacién y desde el punto de vista practico

son los mas importantes de todos, ya que son los Unicos que pueden ser introducidos al
organismo de forma voluntaria por cada persona. (Festy, 2007)

Los antioxidantes pueden actuar por distintos mecanismos y a distintos niveles de la
cadena de oxidacion:

e Disminuyendo la cantidad de oxigeno.

Previniendo el inicio de reacciones en cadena mediante la inactivacion de
radicales libres (OH*).

e Por union de iones metalicos.
e Por descomposicion de peréxidos a productos no—radicales.
e Interfiriendo en las reacciones en cadena (ej. fenoles).

e Reparacion del dafo (ej. reparacién del ADN).
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e Por varios mecanismos de accion.

5.8.1 Clases de antioxidantes.

5.8.1.1 Antioxidantes de la membrana celular.

Debido a la doble caracteristica de la membrana celular, hidrofébica en el interior e
hidrofilica en el exterior, se requiere de diferentes tipos de antioxidantes: moléculas
liposolubles en el interior de la membrana e hidrosolubles en la parte externa. (Anonimo
, S.F)

5.8.1.2 Antioxidantes extracelulares.
Se han descrito en los liquidos celulares algunas variantes de enzimas que actlan a

este nivel. Diferentes proteinas atrapadoras de iones metalicos y compuestos de bajo

peso molecular, y proteinas con actividad oxidacién-reduccién (redox). (Anonimo , s.f)

l Sistemas Antioxidantes |
I |
Primarios Terciarios
A Secundarios
Previene formacién . Reparsan
fingice oy Capturan radicales libres e

Quey  Gheonod) -
SET™
sirégenos

Proteinas

soD G GPx: gutatdn CAT. catalesa Alb: slbOamina; Biw. bemuoira

llustracion 2. Clasificacion de los sistemas antioxidantes. (Fuente: Anonimo , S.f)

5.9 METODOS PARA EVALUAR LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

La actividad antioxidante no puede ser medida directamente, pero puede determinarse
por los efectos del compuesto antioxidante en un proceso de oxidacién controlado.
Segun Clarkson en el afio 1995, la medicién de una muestra oxidante, pueden usarse
intermediarios o productos finales para valorar la actividad antioxidante. (Tovar del Rio ,
2013)
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Con base a las reacciones quimicas, la gran mayoria de los ensayos para determinar

de capacidad antioxidante pueden ser divididos en dos categorias:

Ensayos ET

Oxidante ~ Provenientedel __  Oxidante _ Antioxidante

(prueba) antioxidante reducido oxidado
Ensayos HAT

ROO + AH ——————= ROOH + A

A + ROO —— 4 ROOA

llustracion 3. Mecanismos de reaccién por transferencia de electrones y transferencia de atomos de
hidrogeno (Fuente: Tovar del Rio , 2013)

Los ensayos basados en la transferencia de electrones (ET) involucran una reaccion
redox con el oxidante como un indicador del punto final de reaccién. La mayoria de los
ensayos basados en HAT monitorean una reaccion cinética competitiva, generalmente
estdn compuestos de un generador de radical libre sintético, una prueba molecular
oxidable y un antioxidante. Los ensayos basados en HAT y ET fueron desarrollados
para medir la capacidad de atrapar radicales libres, en lugar de la capacidad preventiva

antioxidante de una muestra.

ENSAYO CATEGORIA
Acido 2,2"-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico
Ph(ABTS**)

1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH¥*)

Poder de reduccion antioxidante del hierro (FRAP)

N, N- dimetil-p-fenilendiamina (DMPD)

Capacidad de reduccion antioxidante del cobre (CUPRAC)
Capacidad de absorcion del radical oxigeno (ORAC.)
Pardmetro antioxidante de captura de radicales (TRAP).
Inhibicion de la oxidacion del &cido linoleico.

Inhibicién de la oxidacion de los lipidos de baja densidad
(LDL).

Tabla 3. Clasificacién de los modelos de ensayo in vitro segiin su modo de reaccion ET o HAT. (Fuente:
Tovar del Rio , 2013)
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5.10 METODO DPPH* (2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo)

il i)
oM T MO,
N
.-f"-"::;m .-'N" 4 T

llustracién 4. Estructura quimica del radical libre meta estable DPPH*. (Fuente: Londofio, 2012)

Este ensayo fue propuesto originalmente por Brand—Williams. EI DPPH* es uno de los
pocos radicales organicos estable, presenta una fuerte coloracion violeta, es
comercialmente disponible y no tiene que ser generado in situ como el ABTS**. El
ensayo se fundamenta en la medicion de la capacidad de un antioxidante para
estabilizar el radical DPPH*, esta medicion puede hacerse espectrofotométricamente
siguiendo el decaimiento de la absorbancia a 517 nm. La reaccion de estabilizacion se
considera que transcurre principalmente mediante un mecanismo TE, con un aporte
marginal de TAH. (Londofio, 2012)

NO, NO,
- ;
02N N—N + AH —= ON N—N 4 A
NO; \© NO,

1,1-difenil-2-picrilhidrazile (radical libre) 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (no radical)
Morado Amarillo

llustracién 5. Estructura del DPPH* antes y después de la reaccidn con el antioxidante. (Fuente: Tovar del
Rio , 2013)
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Los resultados del ensayo DPPH* se han presentado de diferentes maneras. La

mayoria de los estudios expresan los resultados como el valor de la concentracion
maxima de la media inhibitoria (ICso), definido como la cantidad de antioxidante
necesario para disminuir la concentracion inicial de DPPH* al 50%. Este valor se calcula
graficando el porcentaje de inhibicibn contra la concentracion del extracto. Para
extractos de plantas o compuestos puros el valor ICso cambia de acuerdo a la

concentracion final del DPPH* usado. (Tovar del Rio , 2013)

5.11 METODO ABTS (AZINOBIS 3-ETILBENZOTIAZOLINA-6-ACIDO SULFONICO)

,

I.:I”

llustracién 6. Estructura quimica del ABTS**. (Fuente: Londofio, 2012)

Este método fue reportado inicialmente por Miller y colaboradores, y se fundamenta en
la capacidad de un antioxidante para estabilizar el radical cation coloreado ABTS**, el
cual es formado previamente por la oxidacion del ABTS (2,2"-azinobis (3-
etilbenzotiazolina-6- acido sulfonico)) por meta mioglobina y peroxido de hidrégeno. Los
resultados son expresados como equivalentes de Trolox o TEAC (por su nombre en

inglés, Trolox Equivalent Antioxidant Capacity). (Londofio, 2012)
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llustracién 7. Estructura del ABTS** antes y después de la reaccién con el antioxidante. (Fuente: Tovar del
Rio , 2013)

La capacidad antioxidante se calcula como el porcentaje de captacién DPPH* y ABTS™,

por la siguiente formulada:

., A inicial—A final
% Captacion = MX 100

A inicial
Ecuacion 1. % Captacion DPPH* Y ABTS**
Donde A inicial €S la absorbancia de control a tiempo 0 min y A final €S la absorbancia del

antioxidante a tiempo 10 min.

5.12 DETERMINACION ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA
A través del ensayo con plantas que se han realizado en los ultimos afios se ha podido
corroborar la existencia de propiedades quimicas las cuales ayudan frente a inhibicion
de crecimiento de algunos agentes externo al cuerpo humano, a continuacion,
presentamos la informacion de los microorganismos que se utilizaron para este trabajo
junto con la revision bibliografica.
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5.13 MICROORGANISMOS EMPLEADOS ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA.

5.13.1 Staphylococcus aureus.

.:5& a
ASM MicrobeLibrary.org @ Smith &® 1
llustracién 8. Microscopia Staphylococcus aureus (Fuente: Cervantes et al,, 2014)

Es una bacteria anaerobia (no utiliza oxigeno en su metabolismo), Gram positiva, que
es capaz de producir coagulasa y catalasa. Esta bacteria esta ampliamente distribuida
por todo el mundo y puede producir una amplia gama de enfermedades que van
desde infecciones cutaneas y de las mucosas a otras como foliculitis, forunculosis
0 conjuntivitis. En algunos casos pueden llegar a producir enfermedades de riesgo
vital como celulitis, abscesos profundos, osteomielitis, meningitis, sepsis, endocarditis

o0 neumonia. (Cervantes et al., 2014)

Se considera un patdégeno con gran potencial para causar multiples infecciones en el
ser humano y en los animales. Es considerada la mas virulenta, responsable de un
amplio espectro de enfermedades, que van desde infecciones de la piel y tejidos
blandos hasta infecciones graves que pueden amenazar la vida. El impacto de las
cepas de Staphylococcus aureus sobre la salud es la resistencia que puede presentar a

multiples antibioticos, sobre todo a la meticilina. (Instituto de Higiene , 2006 )
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5.13.1.1 Taxonomia

Reino: Bacteria

Filo: Firmicutes

Clase: Bacilli

Orden: Bacillales

Familia: Staphylococcaceae

Género: Staphylococcus.

5.13.2 Eschericha coli.
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llustracién 9. Microscopia Eschericha coli (Fuente: Cervantes et al., 2014)

La Escherichia coli, es una bacteria Gram negativa que habita en el tracto
gastrointestinal de humanos y animales de sangre caliente. Existen muchas cepas de
esta bacteria, pero tan sélo algunas de ellas pueden causar enfermedades en el ser
humano. Existen muchas cepas de E. coli, muchas de ellas inofensivas, pero algunas
como la E. coli O1s7:H7 produce una poderosa toxina, llamada Shiga, que puede originar

enfermedades graves. (Instituto de Higiene , 2006 )

La cubierta de E. coliconsta de tres elementos: la membrana citoplasmatica, la
membrana externa y, entre ambas, un espacio periplasmico constituido por péptido-

glucano. Esta Ultima estructura confiere a la bacteria su forma y rigidez, lo que le
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permite resistir presiones osméticas ambientales relativamente elevadas. (Fundacion

vasca para la seguridad agroalimentaria, 2015)

5.14 MICROORGANISMOS EMPLEADOS ACTIVIDAD ANTIFUNGICA.,

5.14.1 Aspergillus niger

BN LT 4
llustracion 10. Mlcroscopla Asperglllus nlger (Fuente Gonzalez etal., 2013)

Es un hongo que produce un moho negro en vegetales muy comun en la lechuga,
el tomate, acelgaylimén. Es una de las especies mas corrientes del
género Aspergillus. El Aspergillus es un género de alrededor de 200 hongos. Puede
existir en dos formas bdésicas: levaduras e hifas. El Aspergillus es filamentoso
(compuesto de cadenas de células, llamadas hifas, el tipo de hongos opuesto a las
levaduras, que se componen de una sola célula redonda). En 1729 los catalogd por

primera vez el bidlogo italiano Micheli. (Atlas de identificacion Micologica, 2016)

El Aspergillus niger frecuentemente aparece luego de infecciones en el oido humano y
a veces infecta los pulmones en personas que tienen su sistema inmunoldgico
debilitado. La infeccién por Aspergillus, también llamada aspergilosis, puede aparecer

ocasionalmente en cualquier 6rgano o sistema de 6rganos del cuerpo humano.

La correcta identificacion de la infeccion, ya sea por A. niger o cualquier otro hongo
invasor, es importante para determinar como tratarlo. El A. niger es toxico al ingerirlo y
las frutas, vegetales o granos infectados pueden producir intoxicacion alimentaria si se
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ingiere en dosis Unicas, o cancer cuando el consumo es crénico. También algunas

personas son alérgicas al A. niger. (Atlas de identificacion Micolbgica, 2016)

5.14.2 Penicillium digitatum.

llustraciéon 11. Microscopia Penicillium digitatum (Fuente: Gonzalez et al., 2013)

Es un patogeno tipico de heridas, saprofito y ataca al fruto en el campo,
predominantemente, puede comenzar su desarrollo, inicialmente como una tenue
vegetacion esponjosa con aspecto de filtro, los esporangios, de color blanco, pero que

cambia rapidamente a una coloracion entre verde amarillenta y verde oliva.

5.14.2.1 Caracteristicas Macroscoépicas
e Las colonias de Penicillium son de crecimiento rapido filamentoso, vellosas,

lanosas o de textura algodonosa.

e Son inicialmente blancas y luego se convierten en verde azuladas, gris verdosas,
gris oliva, amarillentas o rosadas con el tiempo.

e Elreverso de la colonia es palido o amarillento.

e Pueden presentar exudados en la superficie. (Sistema nacional Argentino de

Vigilancia y Monitoreo de plagas, 2010)
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5.15 MEDIOS DE CULTIVOS UTILIZADOS PARA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

5.15.1 Agar PDA.

Medio de cultivo Agar de Dextrosa y Papa es conocido como PDA por sus siglas en
inglés, tiene la infusion de papa como fuente de almidones y la dextrosa son la base
para el crecimiento de hongos y levaduras. El bajo pH (3.5) evita el crecimiento de las
bacterias. Cuando se va a usar para el recuento de hongos y levaduras, se agrega al
medio de cultivo una vez esterilizado y enfriado aproximadamente a 45°C, 14 ml de una
solucion estéril de 4cido tartarico al 10% para obtener un pH aproximado de 3.5.
(Productos y Equipos Biotecnoldgicos, S.A. DE C.V , 2017)

5.15.2 Agar MUELLER HINTON.

El medio Mueller Hinton posee una concentracion baja de iones divalentes y debe ser
suplementado para obtener concentraciones fisioldgicas (20 a 35 pg/litro de Mg?* y 50 a
100 pg/litro Ca?*). Este medio es el recomendado por la NCCLS porque en él crecen
bien la mayor parte de las bacterias patdgenas, El pH del medio debe ajustarse entre
7,2-7,4, debe almacenarse a 2-8°C y utilizarse dentro de los 7 dias siguientes a su
preparaciéon. El medio debe dejarse a temperatura ambiente unas dos horas antes de
utilizarlo. Si existe agua en la superficie del agar, las placas pueden colocarse en la
incubadora a 35°C durante unos 30 minutos con la tapa ligeramente entreabierta.
(Rodriguez, 2013)

5.16 METODO DE DIFUSION EN PLACA

Como procedimientos de ensayo se recurre a los métodos de dilucién y de difusion en
placa, en los que este ultimo ha sido el método mas comunmente utilizado para este
tipo de pruebas, empleando la técnica de cilindros, pocillos, o pequefios discos con
determinadas concentraciones del antibidtico. Dicha técnica se fundamenta en lo

siguiente:

Como se observa en la ilustracion 12 el medio de cultivo se siembra con la
correspondiente cepa microbiana de ensayo vertido en cajas, sobre el medio de cultivo,
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en puntos adecuadamente distanciados a ensayar y del antibiético se utilizan pequefios

cilindros, pocillos o perforaciones practicadas en el medio de cultivo. Durante la
incubacion se produce alrededor de los puntos de aplicacion del antibiético, unos halos
de inhibicion exentos de crecimiento microbiano y cuyo diametro constituye una medida
relativa de la actividad del antibi6tico en cuestion. Comparando el diametro de los halos
de inhibicién del patréon de antibiéticos con el del antibiético sometido a ensayo, puede

calcularse la actividad de este ultimo. (Castellanos & Pedraza, 2009)

¢ (Dilucién) a (Dilucién) Caja de petri

Halo de inhibicién
e (Dilucidn)

Medio de cultive (agar solido)
Inoculado

(D AR
L2 )

X:

b (Dilucién d (Dilucién)

Donde: D = Longitud del diametro del halo de inhibicidn.
d = Longitud del diametro del hale que contiene la dilucion del antibidtico.

llustracion 12. Esquema de los halos de inhibicién formados por el método de difusion en gel. (Fuente:
Castellanos & Pedraza, 2009)

De acuerdo a la medida del diametro del halo de inhibicibn se puede, entonces,
establecer si la cepa bacteriana en estudio es sensible o resistente a ese antibiético o al
extracto. Los halos de inhibicibn y su relacion con la clasificacibn en sensible y
resistente se establecen mediante la realizacibn de una curva de regresion que

relaciona las CIM.

Una vez se realicen las lecturas se grafica el logaritmo natural de la masa del extracto o

antibiotico utilizado contra el cuadro del diametro de inhibicidn, se traza la recta y el
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punto de interseccién con el eje de las ordenadas que corresponde al valor de la masa

critica como se observa en la ilustracion 13. (Castellanos & Pedraza, 2009)

r

Log Conc Donde: Log Conc = Logaritmo de las concantraciones
de las distintas diluciones
utilizadas.

C C\

X* (mm)

llustracion 13. Grafica log concentracion vs Longitud del halo (x?) (Fuentes: Castellanos & Pedraza, 2009)

6 OBJETIVOS

6.1 General
Establecer la actividad antioxidante y antimicrobiana de los extractos de Hojas y Flores
de la especie Chromolaena scabra (L. f.) R.M. King & H. Rob.

6.2 Especificos

Determinar la actividad antioxidante de hojas y flores de la especie Chromolaena
scabra (L. f.) R.M. King & H. Rob por método de Barrido de Radicales Libres — DPPH* y

Decoloraciéon del Radical ABTS*.

Determinar la actividad antibacteriana de los extractos de hojas y flores de la especie
Chromolaena scabra (L. f.) R.M. King & H. Rob frente a las bacterias S. aureus y E.
Coli.

Determinar la actividad antifingica de los extractos de hojas y flores de la especie
Chromolaena scabra (L. f.) R.M. King & H. Rob frente a los hongos Aspergillus niger y

Penicillium digitatum.
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7 METODOLOGIA

La presente investigacion se desarrollé en diferentes etapas nombradas a continuacion:

7.1 RECOLECCION Y EXTRACCION DEL MATERIAL VEGETAL

Seleccion
material vegetal: Secalloscion

Chromglaena . manual:
Stabia Municipio Sibaté
(L. f.) R.M. King (Cundinamarca)
& H. Rob

Se separa una
muestra testigo que
se envio al Herbario

para obtener el seleccionaron para
registro taxonémico y los diferentes

un cddigo de la planta. ensayos.

Las hojas y flores
fueron las partes de
la planta que se

Se realiza Extraccion
(Soxhlet) Solido — Liguido
con solventes de polaridad
creciente (éter de petroleo,

diclorometano y etanol)

Después de obtener el
respectivo secado del material
vegetal se paso por un molino

de cuchillas en el cual se
obtuvo un tamafio de particula

Se secaron las
hojas y flores de la
planta a
temperatura
ambiente.

adecuado.

Extractos listos para
iniciar los diferentes
ensayos.

Diagrama 1. Resumen de trabajo para el estudio del material vegetal C.scabra (Fuente: Autores)

Como se muestra en el diagrama 1 se realiz6 la salida de campo para la respectiva
recoleccion del material vegetal en la via entre Sibaté y Fusagasuga exactamente en la
vereda conocida como la aguadita, se toman dos muestras de plantas diferentes en
estado de floracién para corroborar la muestra objetivo, se envia al Herbario Nacional
de Colombia una muestra de cada planta para su debida identificacién taxondmica,
donde una de las muestras fue identificada como Chromolaena scabra (L. f.) R.M. King
& H. Rob., con numero de colecta 592820. Con la respectiva identificacion se procedi6
a secar el material vegetal a temperatura ambiente (20°C), luego se realiza separacion
de hojas-flores y se trituraron en molino de cuchillas obteniendo el tamafio de particula
Optimo para su extraccion por el método Soxhlet (solido-liquido).
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A continuacién, se adjuntan imagenes representativas para el trabajo:

Imagen 2. Material vegetai C. scabra (Hoja) Imagen 3. Material vegetal C. scabra (Flores)
previamente separado. (Fuente Autores) previamente separado. (Fuente Autores)

/

Imagen 4. Material vegetal C. scabra (Flores) en Imagen 5. Extraccion de hbjas equipo Soxhlet
Su respectivo proceso de molienda (Fuentes: (Fuente: Autores)
Autores)

<
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7.2 Obtencién de los extractos de éter de petrdleo, etanol y diclorometano de

hojas y flores de C. scabra.

Los extractos de la planta en estudio fueron obtenidos en los laboratorios de la
Pontificia Universidad Javeriana. La extraccion se inici6 con el material vegetal
previamente secado y molido, teniendo una cantidad inicial de 600g de hojas y 400g de
flores secas molidas de C. scabra, este material vegetal se ingres6 al equipo Soxhlet,
donde se realiz6 la extraccidon Sdlido-Liquido, durante 8 dias, a temperatura de
ebullicion segun el solvente (Eter de petréleo, diclorometano y etanol) y, al completar
los ciclos correspondientes de este proceso, se pasan los extractos a concentrar en el
rotavaporador donde se recupero el solvente y se obtuvo el extracto deseado.

En el diagrama 2 se ilustran los pasos que se desarrollaron para la obtencion final de

los extractos.

EX Soxhlet

Material vegetal
(Hojas y Flores)

> Extracto éter de petrdleo

Eter de petrdleo

EX Soxhlet
Marco | = Extracto diclotometano

Diclorometano

|

EX Soxhlet
Marco Il * | Extracto etanol
Etanol
Residuo
Marco 1l

Diagrama 2. Descripcidn del proceso para obtencién de extractos de C. scabra (Fuente: Autores)
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A partir de los extractos obtenidos se procede a realizar los diferentes ensayos, a

continuacion, se describirhd de qué forma se realiz6 cada una de las determinaciones

tanto de actividad antioxidante como de actividad antimicrobiana.

7.3 ENSAYOS ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
Se analizé la actividad antioxidante de C. scabra por el método de decoloracion con el

radical cationico ABTS** (Acido 2,2-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico) y por el
ensayo de decoloracion de radicales DPPH* (método del radical 1,1-difenil-
2-picrilhidrazilo).

7.3.1 Metodologia desarrollada para el ensayo DPPH*

7.3.1.1 Preparacion de soluciones patrén.

Para la preparacion del radical DPPH*: Se disolvieron 2 mg de DPPH* Sigma-Aldrich,
en 100 mL de metanol grado reactivo, la solucién se dejoé reaccionar a temperatura
ambiente durante 24 horas en la oscuridad. Posteriormente fueron preparadas

soluciones de trabajo hasta obtener una absorbancia de 0.750 + 0.050 para todos los

casos, a una longitud de onda de 517 nanémetros.

Para la preparacion del &cido ascorbico, se prepar6 una solucion stock de 100
miligramos por litro de Metanol disolviendo 10 mg de acido ascorbico, en 100 mL de
metanol, luego se prepararon diluciones de concentraciones de 2, 3, 3.5, 7 y 8 mg/Litro

de metanol con el fin de realizar la curva de referencia.

Preparacion de rutina, Se prepard una solucion stock 100 miligramos por litro de
metanol disolviendo 10 mg de rutina, en 100 mL de metanol, luego se prepararon
diluciones con rangos de concentracion de 3, 5, 10, 20 y 30 mg/Litro de metanol, con el

fin de realizar la curva de referencia.

7.3.1.2 Preparacion de la curva de referencia.
A una celda de vidrio de volumen reducido se agregd un volumen final de 1 mL de los

patrones utilizados (acido ascérbico y rutina) mas radical DPPH* necesario para llegar a
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porcentajes de captacion entre 10% y 95%, la medicién se realiz6 a 517 nm; el

porcentaje de captacion se calcul6é con base en la siguiente ecuacion:

% Captacion DPPH#= A=A linaly 45

A inicial

Ecuacién 2. % Captacion DPPH*

El porcentaje de captacion representa el cambio de color purpura a amarillo del radical
DPPH*, cuando le es agregado un compuesto antioxidante, disminuyendo asi la
absorbancia de la solucién, que es medida a 517 nm; la absorbancia inicial se toma en
el minuto cero sin adicion del antioxidante patrén, la toma de datos de absorbancia se
realiza cada 30 segundos durante 10 minutos después de agregar el antioxidante

patrén.

7.3.1.3 Medicion de la actividad antioxidante de los extractos de hojas y flores C.
scabra.

Para realizar la evaluacion de la actividad antioxidante de cada una de los extractos de

hojas de C. scabra, se siguieron los pasos descritos a continuacion:

A una celda de vidrio de 1,5 mL se mezclé cada uno de los extractos de la planta C.
scabra mas radical DPPH* para un volumen final de 1 mly lectura en espectrofotbmetro
a 517 nm. Para ello se preparan soluciones stock, a una concentracion de 1000
miligramos por litro de metanol. De cada muestra se realizaron diluciones de 10, 25, 50,
100 150 y 200 miligramos por litro de metanol para determinar las concentraciones

necesarias para obtener porcentajes de captacion del 10% al 95%.

Se procede a medir la absorbancia del DPPH* (solo), la cual se conoce como
absorbancia inicial, luego se procedi6 a realizar la mezcla entre el DPPH* y los
diferentes extractos, se mide la absorbancia cada 30 segundos por 10 minutos de la

mezcla anterior para determinar la capacidad antioxidante.
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7.3.2 Metodologia desarrollada para el ensayo ABTS**.

7.3.2.1 Preparacion de soluciones patron.
En la Preparacion del radical ABTS**, Se disolvieron 50 mg de (ABTS**) la sal

diamonica del 2,2-Azino-bis(3-etllbenzotiazolina-6-sulfonico) de Sigma-Aldrich, en 50
mL de agua desionizada, luego se adicionaron 2,45 mg de persulfato de potasio
(K2S20s), la solucion se dejo reaccionar a una temperatura de 3°C durante 48 horas en
la oscuridad posteriormente fueron preparadas soluciones de trabajo hasta obtener una
absorbancia de 0.750 + 0.050 para todos los casos, a una longitud de onda de 754

nandémetros.

Para el Trolox: Se preparé una solucion stock 100 miligramos por litro de metanol
disolviendo 10 mg de acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-carboxilico 97% (Trolox)
de ACROS ORGANIC, en 100 mL de metanol, luego se prepararon diluciones con
rangos de concentracion entre 1, 2, 2.5 y 3 miligramos por litro de metanol, con el fin de

realizar la curva de referencia.

Preparacion de Rutina, Se prepardé una solucién stock 100 miligramos por litro de
Metanol disolviendo 10 mg de rutina, en 100 mL de metanol, luego se prepararon
diluciones con rangos de concentracion entre 3, 5, 10 y 20 miligramos por litro de

metanol, con el fin de realizar la curva de referencia.

Preparacion de acido ascérbico, se prepard una solucion stock 100 miligramos por litro
de metanol disolviendo 10 mg de acido ascorbico (Vitamina C), en 100 mL de metanol,
luego se prepararon diluciones de 1, 2, 2.5y 3 miligramos por litro de metanol, con el fin

de realizar la curva de referencia.

7.3.2.2 Preparacion de la curva de referencia.
A una celda de vidrio de 1,5 mL se agrega de forma independiente para un volumen

final de 1 ml (acido ascorbico, rutina y trolox) mas radical ABTS*" y lectura en
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espectrofotometro a 754 nm, necesario para obtener porcentaje de captacion entre 10%
y 95%,

» Alinicial — A final
% de captacion de ABTS = A micial x 100

Ecuacién 3. % captacion ABTS.

El porcentaje de captacion representa el cambio de color azul-verde del radical ABTS**,
cuando le es agregado un compuesto antioxidante, disminuyendo asi la absorbancia de
la solucion, que es medida a 754 nm; la absorbancia inicial se toma en el minuto cero
sin adicién de ningun patron, la toma de datos de absorbancia se realiza cada 30
segundos durante 10 minutos después de agregar el antioxidante patron.

7.3.2.3 Medicion de la actividad antioxidante de los extractos de hojas y flores de
C. scabra

Para realizar la evaluacion de la actividad antioxidante de cada una de los extractos de
hojas de C. scabra, se siguieron los pasos descritos a continuacion:

A una celda de vidrio de 1,5 mL se agrega para un volumen final de 1 mL mezcla de
cada uno de los extractos de la planta C. scabra mas radical ABTS** la medicién se
realiza a 517 nm. Para ello se preparan soluciones stock, a una concentracion de 1000
miligramos por litro de metanol. De cada muestra se realizaron diluciones de 50, 100
150 y 200 miligramos por litro de metanol para determinar las concentraciones

necesarias para obtener porcentajes de captacion del 10% al 95%.

Se procede a medir la absorbancia del ABTS**, la cual se conoce como absorbancia
inicial. Después se procedi6 a realizar la mezcla entre el ABTS** y el extracto, sobre la
cual se realizd la evaluacion de la capacidad antioxidante. Las absorbancias de la
mezcla del ABTS** y el extracto de C. scabra, se midieron cada 30 segundos durante

10 minutos.
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7.4 ENSAYO ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

7.4.1 Actividad antibacteriana.

Los microorganismos empleados en la determinacion de la actividad antibacteriana en
este estudio proceden de las denominadas cepas de control, de acuerdo a la
clasificacion de la American Type Culture Collection (ATCC). Para bacterias Gram-
positivas se utiliz6 como microorganismo indicador Staphylococcus aureus (ATCC
6538); y para Gram-negativas, Escherichia coli (ATCC 8739).

Se empleo el método de difusion en gel por perforacion en placa, utilizando como medio
de crecimiento bacteriano el agar Mueller Hinton, para la preparacion del agar se
pesaron 34 gramos agar, luego se diluyeron en 1,0 L de agua estéril, se envia la mezcla

mas los demas instrumentos a autoclave durante 1 hora.

Para la preparacion del inéculo fueron transferidos con asa bacteriolégica de ocho a
diez colonias del microorganismo, a un tubo con 3 — 4 mL con solucion salina 0.85%
p/v, formando una suspensién de la bacteria en el caldo, que debe tener una turbidez
similar a la del patrén 5 en el nefelémetro de Mac Farland (1,5 x 10° u.f.c/mL). El inéculo
obtenido por este procedimiento fue sembrado masivamente con hisopo en cajas de
Petri con el agar Mueller Hinton preparado anteriormente, que luego fue perforado

realizando 4 pozos para la evaluacion del extracto.

Como control positivo del ensayo realizado con Staphylococcus aureus se utilizé el
antibiético rifampicina, preparado con 1 mg disuelto en 2 mL de DMSO (equivalente a
0,5 mg/ mL DMSO), para la prueba se utilizaron volumenes de 10 ul (0,005 mg de
rifampicina), 20 ul (0.01 mg de rifampicina), 30 ul (0.015 mg de rifampicina) y 50 pl
(0,025 mg de rifampicina).

Para preparar las muestras de los extractos se toman 200 mg de extracto y se disuelve

en 1 mL de DMSO (200 mg/mL DMSOQO), para evaluar la actividad se tomaron
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volumenes de 20 pL (4 mg de extracto), 30 pL (6 mg de extracto), 40 uL (8 mg de

extracto) y 60 pL (12 mg de extracto).

Como se observa en la ilustracion 14 las muestras del control positivo y los diferentes
extractos fueron depositadas en los pozos realizados en el agar Mueller Hinton. Se
incubaron las cajas de Petri a 37° C, durante un periodo de 24 horas. La medicion de
los halos se realiz6 al final del periodo de incubacion para obtener los datos y de esta

manera realizar las diferentes graficas para analizar los resultados del ensayo.

llustracién 14. Distribucion de las muestras en la Caja de Petri bara la determinacion de la actividad
antibacteriana. (Fuente: Autores)

Imagen 7. Cajas de Petri para ensayos
antimicrobianos. (Fuente: Autores)

Imagen 6. Agar Mueller Hinton. (Fuente:
Autores)
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7.4.2 Actividad antifangica.
Los microorganismos empleados en la determinacion de la actividad antifingica en este

estudio proceden de las denominadas cepas de control, de acuerdo a la clasificacion de
la American Type Culture Collection (ATCC). Para hongos Aspergillus niger y
Penicillium digitatum se emple6 el método de difusién en gel por perforacion en placa,
utilizando como medio de crecimiento el agar PDA (dextrosa papa), para la preparacion
del agar se pesaron 39 gramos que se diluyeron en 1,0 L de agua estéril, se envia la

mezcla mas los demas instrumentos a autoclave durante 1 hora.

Para la preparacion del in6culo se tom6 una parte del hongo la cual fue transferida a un
tubo con 3 — 4 mL con solucion salina 0.85% p/v. El indculo obtenido por este
procedimiento fue sembrado masivamente con hisopo en cajas de Petri con el agar
PDA preparado anteriormente, que luego fue perforado realizando 1 pozos para la

evaluacion del extracto y 4 pozos para los controles positivos.

Como control positivo del ensayo realizado con A. niger y P. digitatum se utiliz6 el
antimicotico fluconazol y ketoconazol que se preparé empleando 2 mg disueltos en 5
mL de DMSO (equivalente a 0,4 mg/mL DMSO), se utilizaron en los pozos volimenes
de 10 pL (0,004 mg de fluconazol o ketoconazol), 20 pL (0,008 mg fluconazol o
ketoconazol), 30 pL (0,012 mg de fluconazol o ketoconazol) y 40 pL (0,016 mg

fluconazol o ketoconazol)

Se evalu6 la actividad de extractos de hojas y flores obtenidos con solvente de
polaridad creciente (éter de petrdleo, diclorometano y etanol), estos se prepararon con
200 mg disueltos en 1 mL de DMSO (200 mg/mL DMSO), se evaluaron volumenes de
50 L (10 mg de extracto) y 100 pL (20 mg de extracto).

Los voliumenes del control positivo fueron depositados segun la ilustracién 14 y los

diferentes extractos fueron depositados segun la ilustracion 15. Se incubaron las cajas
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de Petri a 22° C, durante un periodo de 10 dias. La medicion de los halos se realizo al

final del periodo de incubacion para obtener los datos y de esta manera realizar las

diferentes gréaficas para analizar los resultados del ensayo.

llustracion 15. Distribucion de las muestras en la caja de Petri para la determinacion de la actividad antifungica.
(Fuente: Autores)
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Diagrama 3. Resumen metodologia. Fuente: (Autores)

Se muestra en el diagrama 3 un resumen de la metodologia empleada para esta
investigacion referente a los ensayos de determinacion antioxidante y antimicrobiana de
los extractos de hojas y flores de C. scabra como lo explicamos detalladamente en la

metodologia.

8 RESULTADOS Y DISCUSION

Para la elaboracion de gréficas y curvas se realizaron 5 ensayos por cada
determinacion y finalmente se graficaron solo los datos relevantes para nuestra
investigacién a continuacion se encontraran los resultados de cada uno de los ensayos

elaborados.

Para determinar el rendimiento de cada uno de los extractos se aplico la siguiente

ecuacion:
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Peso final extracto concentrado

% Rendimiento extracto = 100

*
Masa Total del material vegetal
Ecuacién 4 % Rendimiento extracto.
Los porcentajes de rendimiento de los extractos por cada solvente se relacionan en la

siguiente tabla:

Parte de la Extracto Peso Final (Gramos) %6Rendimiento
planta extracto
Eter de petrdleo 34,57 5,76
) Diclorometano 37,68 6,28
Hojas Etanol 31,07 5,18
Extracto Peso Final (Gramos) %6Rendimiento
extracto
Flores Eter de petréleo 33,51 8,38
Diclorometano 51,09 12,77
Etanol 33,40 8,35

Tabla 4. Cantidad obtenida de extracto por cada Solvente. (Fuente: Autores)

8.1 RESULTADOS DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LOS DIFERENTES
EXTRACTOS DE HOJAS Y FLORES DE C. scabra.

Imagen 9. Ensayo DPPH* (Fuentes: Autores)
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8.1.1 Ensayo de decoloracion del radical 1-1-Difenil-2-Picrilhidrazilo (DPPH?).

La actividad antioxidante de decoloracion del radical DPPH* se determind de acuerdo a

los pardmetros establecidos en el numeral 7.3.1.

8.1.1.1 Preparacion de la curva de referencia.

Los resultados de la medicion del % de captacion de DPPH* se encuentran en la tabla 5

y 6.

A a A a % de captacion de DPP

0 eO
2 0,776 0,485 37,51 +/-0,191
3 0,786 0,349 55,53 +/-0,142
3,5 0,786 0,299 61,97 +/-0,122
7 0,790 0,110 86,08 +/-0,043
8 0,836 0,050 94,02 +/-0,021

Tabla 5. Porcentaje de Captacion del radical DPPH* empleando Acido ascorbico (Fuente: Autores)

Partiendo de los datos obtenidos del porcentaje de captacion del radical DPPH*
causado por el acido ascorbico, se construyé una curva de referencia (Grafica 1) que
permite verificar la dependencia logaritmica del % de captacion del radical DPPH* Vs la
concentracion del acido ascérbico obteniéndose un R? de 0,9962, el cual nos permite
calcular el porcentaje de concentracion efectiva 50 (ICso) por medio de la ecuacion de la
grafica 1.

Al igual que con el &cido ascorbico se realiz6 la curva de referencia con la rutina,
siguiendo los datos de la tabla 6, y se realizo la curva de referencia (Grafica 2) que
permite verificar la dependencia logaritmica del porcentaje de captacion del radical vs la
concentracion de la rutina en miligramos por litro de metanol, obteniéndose un R? de
0,9825, el cual nos permite calcular el porcentaje de captacion por medio de la ecuacién

de la grafica 3.
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IAS
LES

S B
S =

A A 0 de

q a0 0 a 0 aptacion ae DPP
0,698 0,513 26,50 +/-0,092
0,690 0,432 37,39 +/-0,134
10 0,692 0,254 63,29 +/-0,221
20 0,673 0,137 79,64 +/-0,272
30 0,692 0,106 84,68 +/-0,294

Tabla 6. Porcentaje de captacion del radical DPPH* empleando Rutina (Fuente: Autores)

8.1.2 Ensayo de decoloracién del radical 2,2-Azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-
sulfonico (ABTS*Y).

La metodologia desarrollada para el método de decoloracion del radical ABTS**, se

determindé de acuerdo a los parametros establecidos en el numeral 7.3.2 de este
documento.

8.1.2.1 Preparacion de la curva de referencia

Los resultados de la medicion del % de captacion de ABTS**se encuentran en la tabla
7,8y09.

0 eO AB
0,651 0,594 8,76 +/-0,029
2 0,653 0,339 48,09 +/-0,157
25 0,642 0,167 73,99 +/-0,238
3 0,647 0,044 93,20 +/-0,302

Tabla 7. Porcentaje de captacion del radical ABTS™ empleando Acido Ascérbico (Fuente: Autores)

Debido a que se va a evaluar la capacidad antioxidante de extractos vegetales, se
realiza la curva de referencia con acido ascorbico (Grafica 3), que permite verificar la
dependencia logaritmica del % de captacion del radical ABTS** vs la concentracion del
acido ascorbico obteniendo un R? de 0,9683.
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g eO AB
0,698 0,413 40,83 +/-0,143
0,690 0,332 51,88 +/-0,179
10 0,692 0,154 77,75 +/-0,269
20 0,673 0,037 94,50 +/-0,318

Tabla 8. Porcentaje de captacion del radical ABTS™ empleando Rutina (Fuente: Autores)

Al igual que con el &cido ascérbico se realiz6 la curva de referencia grafica 4 con la
rutina, partiendo de los datos de la (tabla 8), que permite verificar el porcentaje de
captacion del radical ABTS™ vs la concentracion de la rutina obteniéndose un R2 de
0,9903.

g eO AB
0,643 0,537 16,49 +/-0,053
2 0,643 0,393 38,88 +/-0,125
25 0,647 0,291 55,02 +/-0,178
3 0,646 0,222 65,63 +/-0,212

Tabla 9. Porcentaje de captacion del radical ABTS** empleando Trolox (Fuente: Autores)

Al igual que con el &cido ascérbico y la rutina se realizé la curva de referencia (grafica
5) con el trolox, partiendo de los datos de la (tabla 9), que permite verificar el porcentaje
de captacion del radical ABTS™ vs la concentracion del trolox obteniéndose un R2 de
0,9644.

8.1.3 Coeficiente de inhibicién (ICs0) DPPH* Y ABTS*".

El coeficiente de Inhibicion (ICs0) se calcula con la ecuacion de la recta, la cual se
obtiene de la curva de referencia de cada patrén analizado (acido ascérbico y rutina)
para el método de decoloracién del radical DPPH*. Para el método de decoloracién del
radical ABTS** se utilizaron acido ascérbico, rutina y trolox. Para calcular el ICso se
sustituye (y) por 50, y asi calculamos la concentracion, o mediante un analisis de

regresion del porcentaje de captacion de DPPH* o porcentaje de inhibicion del radical
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ABTS**, vs la concentracion necesaria de los extractos, para inhibir el 50% del radical
DPPH* o ABTS**

8.1.3.1 ICso Acido Ascdrbico DPPH*,
Segun la curva de referencia del acido ascoérbico (Grafica 1) da una ecuacion: y=

39,254 In(x) + 11,518 y un R2 = 0,9962.

CURVA DE REFERENCIA DEL PORCENTAJE DE CAPTACION DE
DPPH* VS CONCENTRACION DE ACIDO ASCORBICO

105
95
85
75
65
55
45
35

25
1 2 3 4 5 6 7 8

Concentraciéon (mg/L MeOH)

........................ y =39,254In(x) + 11,518
............... R2=0,9962

% Captacién DPPH*

Grafica 1. Curva de referencia del porcentaje de captacion de DPPH* vs concentracion de &cido
ascorbico (Fuente: Autores)

50—(11,518 . . .,
e* = ﬁ Debido a que la curva se basa en el logaritmo de la concentracion, el

resultado obtenido el acido ascorbico es de 0,980 mg/L MeOH.

8.1.3.2 ICs0 Rutina DPPH*.
Segun la curva de referencia de la Rutina (Gréfica 2), da una ecuacion: y= 26,707Inx -

2,63y un R?=0,9825.
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CURVA DE REFERENCIA DEL PORCENTAJE DE CAPTACION DE
DPPH* VS CONCENTRACION RUTINA

100
90
80
70
60
50
40
30
20

y = 26,707In(x) - 2,63
Rz = 0,9825

% Captacion DPPH*

1 6 11 16 21 26 31
Concentracion (mg/L MeOH)

Grafica 2. Curva de referencia del porcentaje de captacion de DPPH* vs concentracion de Rutina
(Fuente: Autores)

50—(—2,63 . . "
e* = ﬁDebldo a que la curva se basa en el logaritmo de la concentracion, el

resultado obtenido para la de Rutina es: 1,970 mg/L MeOH.

8.1.3.3 ICso Acido Ascorbico ABTS*,
Segun la ecuacion de la recta, de la (grafica 3) y = 74,746Inx + 5,4029 y un R2 0,9683.

CURVA DE REFERENCIA DEL PORCENTAJE DE CAPTAC[ON DEL
RADICAL ABTS ** VS CONCENTRACION DE ACIDO ASCORBICO

100
90 y = 74,746In(x) + 5,4029 :
80 R2=0,9683
70
60
50
40
30
20
10

% Captacion ABTS**

0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5
Concetraciéon (mg/L MeOH)

Grafica 3. Curva de referencia del porcentaje de captacion del radical ABTS** vs concentracion de Acido
ascorbico (Fuente: Autores)
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En la gréfica anterior se observa el comportamiento del acido ascorbico, e* =

50—(5,4029)
74,746

Debido a que la curva se basa en el logaritmo de la concentracion, el resultado obtenido
del 4cido ascorbico es de 0,596 mg/L MeOH.

8.1.3.4 ICso Rutina ABTS**.
Segun la gréafica 4, la curva de referencia de la rutina da la ecuacion de la recta: y=

29,361Inx + 7,472, y un R? de 0,9903.

CURVA DE REFERENCIA DEL PORCENTAJE DE CAPTACION DEL
RADICAL ABTS™ VS CONCENTRACION RUTINA

105
95

85

s e y =29,361In(x) + 7,472
............ R2 = 0,9903

65
55
45
35

% Captacion de ABTS *+

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21
Concentracion (mg/L MeOH)

Grafica 4. Curva de referencia del porcentaje de captacion del radical ABTS** vs concentracion de Rutina
(Fuente: Autores)

50—-(7,472 . . .z
e* = ﬁ Debido a que la curva se basa en el logaritmo de la concentracion, el

resultado para el ICso de la rutina es de 1,45 mg/L MeOH.

8.1.3.5 ICso Trolox ABTS**.
Segun la gréfica 5 la curva de referencia de la rutina da la ecuacion de la recta: y=

43,69Inx + 14,427 y un R? de 0,9644
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CURVA DE REFERENCIA DEL PORCENTAJE DE CAPTACION DEL
RADICAL ABTS** VS CONCENTRACION DE TROLOX
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Grafica 5. Curva de referencia del porcentaje de captacion del radical ABTS** v/s concentracion de Trolox (Fuente:
Autores)

50—(14,427 . . .,
e* = # Debido a que la curva se basa en el logaritmo de la concentracion, el

resultado para el ICso del Trolox es de 0,814 mg/L MeOH.

8.1.4 Actividad antioxidante de los extractos de hojas de C. scabra

La actividad antioxidante fue evaluada para los extractos de hojas obtenidos de los
solventes de diferentes polaridades (éter de petréleo, diclorometano y etanol), en
diferentes concentraciones 10, 25, 50, 100, 150 y 200 mg/L MeOH), mediante la
aplicacion del método decoloracion del radical DPPH*. Para este método observamos

gue hay tendencia de mayor actividad antioxidante a medida que aumenta la

concentracion en las soluciones de trabajo de los extractos.

Concentracion Hojas de Chromolaena Hojas de Chromolaena scabra Hojas de Chromolaena
mg/ L MeOH Scabra Extracto Petrol Extracto Diclorometano Scabra Extracto Etanol
10 - 24,14 +/-0,092 29,22 +/-0,109
25 - 48,93 +/-0,184 46,39 +/-0,174
50 17,81 +/-0,070 65,23 +/-0,242 66,13 +/-0,248
100 27,87 +/-0,106 75,67 +/-0,283 83,95 +/-0,319
150 34,77 +/-0,133 - -
200 45,27 +/-0,182 - -

Tabla 10. Porcentaje de Captacioén del radical DPPH" de extractos de hojas C. scabra (Fuente: Autores)
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Comparando los resultados del ensayo realizado para el extracto de hojas por el

método DPPH* (Grafica 6) podemos evidenciar que a concentraciones de 50 y 100
mg/L MeOH (Tabla 10) el extracto éter de petroleo tiene menor % de captacion del
radical DPPH* obteniendo un % de 17,8 y 28 mg/L MeOH, se observa que el extracto
diclorometano y etanol presentaron un comportamiento mayor a concentracién de 50 y
100 mg/L MeOH arrojando el % de captacion de diclorometano en 65,2% y de etanol
en 66,1% a concentracion de 50 mg/L MeOH, a concentracion de 100 mg/L MeOH
obtuvo un % de captacion de 75,7% diclorometano y 83,9% etanol siendo este el

extracto con mayor actividad frente al radical DPPH*

% CAPTACION RADICAL DPPH* vs CONCENTRACIONES EXTRACTOS
HOJAS DE C. scabra

100,0
T
o 80,0
o
fa)
c 60,0
?g m Extracto éter de petréleo
@ .
= 400 m Extracto diclorometano
@
O 20,0 m Extracto etanol
3

0,0

50ppm 100ppm
Concentracion (mg/L MeOH)

Grafica 6. % captacion DPPH* vs extracto hojas C. scabra (Fuente: Autores)

8.1.5 Actividad antioxidante de los extractos de flores de C. scabra.

La actividad antioxidante fue evaluada para los extractos de flores obtenidos de los
solventes de diferentes polaridades (éter de petréleo, diclorometano y etanol) en
diferentes concentraciones 10, 25, 50, 100, 150 y 200 miligramos por litro MeOH,
mediante la aplicacion del método decoloracion del radical DPPH*. Para este método
observamos que hay tendencia de mayor actividad antioxidante a medida que aumenta

la concentracion en las soluciones de trabajo de los extractos.
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Flores de Chromolaena
scabra Extracto

Flores de Chromolaena
scabra Extracto Etanol

Flores de Chromolaena
Scabra Extracto Petrol

Concentracion

mg/ L MeOH

Diclorometano

10 - 17,20 +/-0,064 18,48 +/-0,068
25 - 23,66 +/-0,088 29,57 +/-0,110
50 12,87 +/-0,048 32,10 +/-0,121 40,92 +/-0,151
100 23,67 +/-0,089 45,44 +/-0,170 61,79 +/-0,228
150 31,72 +/-0,122 62,90 +/-0,234 -
200 34,28 +/-0,127 - -

Tabla 11. Porcentaje de Captacion del radical DPPH" de extractos de flores C. scabra (Fuente: Autores)

Comparando los resultados del ensayo realizado para el extracto de flores por el
método DPPH* (Grafica 7) podemos evidenciar que a concentraciones de 50 y 100
mg/L MeOH (Tabla 11) el extracto éter de petréleo tiene menor % de captacion del
radical DPPH* obteniendo un % de 12, 9% vy 23,7% mg/L MeOH ,se observa que el
extracto diclorometano y etanol presentaron un comportamiento mayor a concentracion
de 50 y 100 mg/L MeOH arrojando el % de captacién de diclorometano en 32,1% y de
etanol en 45,4% a concentracion de 50 mg/L MeOH, a concentracién de 100 mg/L
MeOH se obtuvo un % de captacion de 40,9% diclorometano y 61,8% etanol siendo
este el de mayor actividad frente al radical DPPH*

También se observa (tabla 11) que a concentracion de 150 mg/L MeOH el extracto
diclorometano obtiene un % de captacion de DPPH* de 62,9% y eter de petroleo un 31,
7% , comparando estos dos extractos se observa que el extracto diclorometano tiene un

mayor % de captacion de DPPH*,
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% CAPTACION RADICAL DPPH * VS CONCENTRACIONES
EXTRACTOS FLORES C. Scabra.

70,0 61,8
k3
E o0 45,4
& 500 40,9 T
< 40,0 , ,
© 32,1 m Extracto éter de petréleo
g 30,0 = 23,7 c g
5 xtracto diclorometano
§ 20,0 12,9
< 10,0 - m Extracto etanol

0,0

50ppm 100ppm
Concentracion (mg/L MeOH)

Grafica 7. % captacion DPPH* vs extractos flores de C. scabra (Fuente: Autores)

8.1.6 Actividad antioxidante de los extractos de hojas de C. scabra.

La actividad antioxidante fue evaluada para los extractos obtenidos con los solventes de
diferentes polaridades (éter de petroleo, diclorometano y etanol) en diferentes
concentraciones (50, 100, 150 y 200 mg/L MeOH), mediante la aplicacion del método
decoloracion del radical ABTS**. Para este método observamos que hay tendencia de
mayor actividad antioxidante a medida que aumenta la concentracion en las soluciones

de trabajo de los extractos.

Hojas de Chromolaena

scabra Extracto Hojas de Chromolaena

Concentracion Hojas de Chromolaena

mg/L MeOH scabra Extracto Petrol . scabra Extracto Etanol
Diclorometano

50 6,78 +/-0,023 33,43 +/-0,115 31,83 +/-0,110
100 21,63 +/-0,073 51,16 +/-0,176 60,36 +/-0,216
150 36,02 +/-0,123 66,13 +/-0,228 83,61 +/-0,304
200 43,27 +/-0,148 77,02 +/-0,267 94,04 +/-0,324

Tabla 12. Porcentaje de Captacion del radical ABTS™ de extractos de hojas C. scabra (Fuente: Autores)
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Comparando los resultados del ensayo realizado para el extracto de hojas por el

método ABTS** (Grafica 8) podemos evidenciar que los extractos diclorometano vy
etanol presentaron mayor % de captacion de dicho radical, a diferencia del extracto éter
de petrdleo el cual presento menor % de captacion a las mismas concentraciones es
decir que este presenta baja actividad antioxidante frente al radical ABTS**(Tabla 12),
en este caso el extracto con mayor actividad es etanol hojas a concentracién de 200
mg/L MeOH y obteniendo 94,0 % de captacion ABTS**.

% CAPTACION RADICAL ABTS ** vs CONCENTRACIONES
EXTRACTOS HOJAS C. Scabra
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#1000 836 94,0
5 : 77,0
2 800 66,1
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o il
S 400 334 318 36,0 = Extracto diclorometano
8 l 216 m Extracto etanol
8 200 68
0,0
50 100 150 200

Concentracion (mg/L MeOH)

Grafica 8. % captacion ABTS** vs extractos hojas de C. scabra (Fuente: Autores)

8.1.7 Actividad antioxidante de los extractos de flores de C. scabra.

La actividad antioxidante fue evaluada para los extractos de flores C. scabra obtenidos
de los solventes de diferentes polaridades (éter de petrdleo, etanol y diclorometano), en
diferentes concentraciones (50, 100, 150 y 200 mg/L MeOH), mediante la aplicacién del
método decoloracién del radical ABTS**. Para este método observamos que hay
tendencia de mayor actividad antioxidante a medida que aumenta la concentracion en

las soluciones de trabajo de los extractos.
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Flores de Chromolaena
scabra Extracto
Diclorometano

Concentracién Flores de Chromolaena
scabra Extracto Petrol

Flores de Chromolaena Scabra.
Extracto Etanol

mg/ L MeOH

50 5,65 +/-0,021 15,86 +/-0,059 22,98 +/-0,086
100 10,78 +/-0,040 27,01 +/-0,101 39,33 +/-0,148
150 17,02 +/-0,060 46,60 +/-0,172 56,62 +/-0,210
200 23,59 +/-0,088 53,59 +/-0,202 70,56 +/-0,263

Tabla 13. Porcentaje de Captacion del radical ABTS™ de extractos de Flores C. scabra (Fuente: Autores)

Comparando los resultados del ensayo realizado para el extracto de flores por el
método ABTS** (Grafica 9) podemos evidenciar que los extractos diclorometano y
etanol presentaron mayor captacion de dicho radical, a diferencia del extracto éter de
petréleo el cual presento menor % de captacion a las mismas concentraciones, en este
caso el extracto con mayor actividad fue etanol flores a concentraciones de 150 y 200
mg/L MeOH y obteniendo 56,6% y 70,6 % de captacion ABTS**.

% CAPTACION RADICAL ABTS ** VS CONCENTRACIONES
EXTRACTOS FLORES C. Scabra

.
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Grafica 9. % captacion ABTS™ vs extractos flores de C. scabra (Fuente: Autores)
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8.1.8 Concentracion inhibitoria 50 (ICso) de extractos hojas y flores de C. scabra,
por el ensayo de decoloracion del radical 1-1-Difenil-2-Picrilhidrazilo
(DPPH*)

Partiendo de las graficas dé % captacion de DPPH* vs concentracion de extractos de
hojas y flores de C. scabra, se obtuvo las ecuaciones de las curvas las cuales se
utilizaron para calcular el ICso de cada extracto (hojas y flores) y de esta manera
comparar cual extracto tubo un mayor coeficiente de inhibicién. En la tabla 14 se

observa los ICso de los extractos evaluados.

Eter de petréleo hojas 296,85
Diclorometano hojas 28,66
Etanol hojas 25,60

Eter de petréleo flores 509,09

Diclorometano flores 106,85
Etanol flores 65,42
Acido ascorbico 2,67
Rutina 7,18

Tabla 14. ICso de extractos de hojas y flores C. scabra, calculados por el método de decoloracion del
radical DPPH*. (Fuente: Autor)

Analizando los resultados obtenidos de ICso se observd que los extractos de hojas
presentaron mayor concentracion inhibitoria 50, dando como resultado, para el extracto
diclorometano 28,66 mg/L MeOH y para etanol 25,60 mg/L MeOH siendo este el de
mejor resultado para este ensayo.
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IC;, C. scabra DE EXTRACTOS HOJAS, FLORES Y PATRONES POR
EL METODO DPPH*
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Grafica 10. ICso de extractos hojas y flores de C. scabra y patrones calculados por el método de
decoloracién DPPH* (Fuente: Autores)

8.1.9 Concentracion inhibitoria 50 (ICso) de extractos hojas y flores de C. scabra,
por el ensayo de decoloracion con el radical cati6nico 2,2-Azino-bis-3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonico (ABTS*Y).

Partiendo de las graficas dé % captacion de ABTS** VS concentracion de extractos de

hojas y flores de C. scabra, se obtuvo las ecuaciones de las curvas las cuales se
utilizaron para calcular el 1Cso de cada extracto (hojas y flores) y de esta manera
comprar cual extracto tubo un mayor coeficiente de inhibicion. En la tabla 15 se observa

los ICso de los extractos evaluados.

Extracto ICso (Mmg/ L MeOH)

Eter de petrdleo hojas 262,49
Etanol hojas 75,58
Diclorometano hojas 88,67
Eter de petrdleo flores 1927,86
Etanol flores 119,59
Diclorometano flores 183,41
Acido ascorbico 1,82
Rutina 4,26
Trolox 2,26

Tabla 15. ICso de extractos hojas y flores C. scabra y patrones calculados por el método de decoloracién
del radical ABTS** (Fuente: Autores)
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ICg, C. scabra DE EXTRACTOS HOJAS, FLORES Y PATRONES POR EL
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Grafica 11. ICso de extractos hojas y flores de C. scabra y patrones calculados por el método de
decoloracion ABTS** (Fuente: Autores)

Analizando los resultados obtenidos de ICso se observd que los extractos de hojas
presentaron mayor concentracion inhibitoria 50, dando como resultado, para el extracto
diclorometano 88,67 mg/L MeOH y para etanol 75,58 mg/L MeOH siendo este el de
mejor resultado para este ensayo.

8.1.10 Actividad antioxidante relativa (AAR)

La actividad antioxidante relativa (AAR), de extractos de hojas y flores de C. scabra

frente al método decoloracion del radical DPPH* se calcul6 con la siguiente ecuacion:

IC 50 Muestra Analizada

AAR = IC 50 Muestra Patron

Ecuacion 5. Actividad antioxidante relativa.
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Observando los datos de la tabla 16 se tiene como resultado que para los extractos de

hojas la mejor actividad antioxidante relativa es etanol hojas con un valor de 9,6 AAR
comparado con el acido ascorbico, y comparado con la rutina el valor es de 3,6 AAR,;
para los extractos de flores la mejor actividad antioxidante relativa es etanol flores

presentando un 24,5 AAR comparado con &cido ascérbico y 9,1 AAR comparado con

rutina.
Extracto AAR Acido AAR Rutina
] Ascorbico
Eter de petréleo hojas 111.,4 41,4
Diclorometano hojas 10,8 4,0
Etanol hojas 9,6 3,6
Eter de petréleo flores 191,0 70,9
Diclorometano flores 40,1 14,9
Etanol flores 245 9,1

Tabla 16. AAR de extractos de hojas y flores de C. scabra calculados por el método de decoloracién del
radical DPPH* (Fuente: Autores)

AAR DE EXTRACTOS DE HOJAS Y FLORES DE C. Scabra
CALCULADOS POR EL METODO DPPH*
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Grafica 12. Actividad antioxidante relativa de extractos de hojas y flores de C. scabra calculados por el
método DPPH* (Fuente: Autores)
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En la gréfica 12 podemos observar que por el método de decoloracion de DPPH* para

el patrén acido ascorbico los extractos que presentaron mayor actividad antioxidante
relativa son: etanol hojas con 9,6 AAR vy diclorometano hojas con 10,8 AAR, el extracto
que presento menor actividad antioxidante relativa fue diclorometano flores con 40,1
AAR.

Para el patron Rutina los extractos que presentaron mayor actividad antioxidante
relativa son: etanol hojas con 3,6 AAR y diclorometano hojas con 4,0 AAR, el extracto
que presento menor actividad antioxidante relativa fue diclorometano flores con 14,9
AAR.

Comparando los dos patrones empleados se observa en la grafica 12 que los
resultados que se obtienen por rutina son mas bajos respecto a acido ascérbico. El
AAR de una sustancia a menor valor presenta mayor capacidad antioxidante.

8.1.11 Actividad antioxidante relativa (AAR).

La actividad antioxidante relativa de los extractos para el método de decoloracion del
radical ABTS**, se calcul6 con la formula anteriormente descrita. Observando la tabla
17 se tiene como resultado, para los extractos de hojas, etanol presentdé mejor actividad
antioxidante relativa con resultados de 41,6 AAR comparado con acido ascérbico, 17,8
AAR comparado con rutina y 33,5 AAR comparado con trolox; para los extractos de
flores etanol presento resultados de 65,9 AAR comparado con acido ascorbico, 28,1

AAR comparado con rutina 'y 53,0 AAR comparado con trolox.
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Extracto AAR Acido AAR Rutina AAR Trolox
Ascorbico
Eter de petroleo hojas 144,5 61,7 116,3
Diclorometano hojas 48,8 20,8 39,3
Etanol hojas 41,6 17,8 33,5
Eter de petréleo flores 1.061,6 452,9 854,0
Diclorometano flores 101,0 43,1 81,2
Etanol flores 65,9 28,1 53,0

Tabla 17. AAR extractos de hojas y flores de C. scabra calculados por el método de decoloracién del
radical ABTS** (Fuente: Autores)

AAR DE EXTRACTOS DE HOJAS Y FLORES DE C. Scabra
CALCULADOS POR EL METODO ABTS**
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Grafica 13. Actividad antioxidante relativa de extractos de hojas y flores de C. scabra calculados por el
método ABTS** (Fuente: Autores)
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En la grafica 13 podemos observar que por el método de decoloracion ABTS** para el
patrén acido ascorbico el extracto que presento mayor actividad antioxidante relativa: es
etanol hojas con 41,6 AAR, el extracto que presento menor actividad antioxidante

relativa fue diclorometano flores con 101,0 AAR.

Para el patron trolox el extracto que presento mayor actividad antioxidante relativa: es
etanol hojas con 33,5 AAR, el extracto que presento menor actividad antioxidante

relativa fue diclorometano flores con 81,2 AAR.

Para el patron rutina el extracto que presento mayor actividad antioxidante relativa: es
etanol hojas con 17,8 AAR, el extracto que presento menor actividad antioxidante

relativa fue diclorometano flores con 43,1 AAR.

Comparando los tres patrones empleados se observa en la grafica 13 que los
resultados que se obtienen por rutina son mas bajos respecto a acido ascorbico y

trolox. EI AAR de una sustancia a menor valor presenta mayor capacidad antioxidante.

8.1.12 Comparacién del ICso de extractos de hojas y flores de C. scabra por los
métodos DPPH* y ABTS*".

Se realiza la comparacién de la concentracién inhibitoria 50 (ICso) de la actividad
antioxidante mediante los ensayos empleados para la presente investigacion (tablal8),
de los extractos de hojas y flores de C. scabra , para los extractos dehojas se determiné
que el extracto que presenta mayor valor de ICso por el método DPPH* es etanol
teniendo 25,6 mg/L MeOH y para el método ABTS** es etanol teniendo 75,6 mg/L
MeOH, de igual forma para los extractos de flores se determiné que el extracto que
presenta mayor valor de ICso por el método DPPH* es etanol teniendo 65,4 mg/L MeOH
y para el método ABTS** es etanol teniendo 119,6 mg/L MeOH.
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Extracto ICs50 ABTS* ICs0 DPPH*
(mg / L MeOH) (mg /L MeOH)
Eter de petroleo hojas 262,5 296,8
Diclorometano hojas 88,7 28,7
Etanol hojas 75,6 25,6
Eter de petréleo flores 1927,9 509,1
Diclorometano flores 183,4 106,9
Etanol flores 119,6 65,4

Tabla 18. Datos ICso extractos hojas y flores de C. scabra calculados por los métodos de DPPH* y
ABTS** (Fuente: Autores)

ICso EXTRACTOS HOJAS Y FLORES C. scabra CALCULADOS POR LOS
METODOS DPPH*y ABTS**
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Grafica 14. Comparacion datos ICso extractos de hojas y flores de C. scabra calculados por los métodos de
DPPH* y ABTS** (Fuente: Autores)

En la grafica 14 se observa que los ICso calculados por el método de decoloracion del
radical DPPH* presentan mayor concentracion que los calculados por el método de
decoloracion del radical ABTS**, siendo el método de ABTS*" el mas sensible. Se
evidencia que el extracto con mejor actividad antioxidante es etanol hojas y

diclorometano hojas por el método DPPH*.
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8.1.13 Comparacién de la actividad antioxidante relativa (AAR) de extractos de

hojas de C. scabra, calculados por los ensayos de DPPH* y ABTS*" frente a

acido ascorbico.

Los resultados de actividad antioxidante relativa (AAR) comparado con el acido

ascorbico se relacionan en la siguiente tabla:

Extracto AAR Acido ascorbico AAR Acido
ABTS* ascorbico DPPH*

Eter de petréleo hojas 1445 111,4
Diclorometano hojas 48,8 10,8

Etanol hojas 41,6 9,6
Eter de petréleo flores 1061,6 191,0
Diclorometano flores 101,0 40,1

Etanol flores 65,9 24,5

Tabla 19.Datos Actividad Antioxidante Relativa (AAR) de extractos de hojas y flores C. scabra calculados
por los ensayos DPPH* y ABTS** con respecto al acido ascorbico (Fuente: Autores)

En la gréfical5 se evidencia que el método de decoloraciéon de radical DPPH* obtuvo
mayores porcentajes de actividad antioxidante con respecto al método de decoloracion
del radical cationico ABTS** " respecto al acido ascérbico. Como lo mencionamos
anteriormente el extracto etanol hojas y flores presenta mejor comportamiento frente a

los otros extractos traduciendo esto como una actividad relativa excelente.
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AAR DE EXTRACTOS DE HOJAS Y FLORES C. scabra CALCULADOS
POR LOS METODOS DPPH* Y ABTS** FRENTE A ACIDO ASCORBICO

120,0
101,0

100,0

80,0

65,9
60,0 48,8 m Acido ascorbico ABTS*+
41,6 40,1 p
m Acido ascérbico DPPH*
40,0 245
20,0 10,8 9,6
0.0 T

Diclorometano  Etanol hojas  Diclorometano  Etanol flores
hojas flores

Grafica 15.Comparacion actividad antioxidante relativa (AAR) de extractos de hojas y flores de C. scabra
calculados por los métodos de DPPH* y ABTS** frente 4cido ascérbico (Fuente: Autores)

8.1.14 Comparacion de la actividad antioxidante relativa (AAR) de extractos de
hojas de C. scabra, calculados por los ensayos de DPPH* y ABTS** frente

rutina.

Los porcentajes de actividad antioxidante relativa (AAR) comparado con rutina se

relacionan en la siguiente tabla:

Extracto AAR Rutina ABTS** AAR Rutina DPPH*
Eter de petréleo hojas 61,7 41,4
Diclorometano hojas 20,8 4,0
Etanol hojas 17,8 3,6
Eter de petrdleo flores 4529 70,9
Diclorometano flores 43,1 14,9
Etanol flores 28,1 91

Tabla 20. Datos Actividad Antioxidante Relativa (AAR) de extractos de hojas y flores C. scabra calculados
por los ensayos DPPH* y ABTS** con respecto a rutina (Fuente: Autores)
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En la grafical6 se evidencia que el método de decoloracion de radical DPPH* obtuvo

mayor actividad antioxidante relativa con respecto al método de decoloracion de radical
cationico ABTS**. Como lo mencionamos anteriormente el extracto de etanol hojas y
flores presenta mejor comportamiento frente a los otros extractos traduciendo esto

como una actividad relativa excelente.

AAR DE EXTRACTOS DE HOJAS Y FLORES C. scabra CALCULADOS
POR LOS METODOS DPPH* Y ABTS* FRENTE A RUTINA

50
45 43,1
40
35
30 28,1
25 20,8 B AAR Rutina ABTS*+
20 17,8 14,9 i
' = AAR Rutina DPPH*

15
10 o1

: L L

0

Diclorometano Etanol hojas Diclorometano Etanol flores
hojas flores

Grafica 16.Comparacién de los datos de actividad antioxidante relativa de extractos de hojas y flores de
C. scabra calculados por los métodos de DPPH* y ABTS** frente rutina (Fuente: Autores)

8.2 ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE HOJAS Y FLORES DE C. scabra.

8.2.1 Actividad Antibacteriana.

Se relaciona a continuacion los resultados de los extractos mas representativos para los
ensayos realizados para la determinacion de la actividad antibacteriana de la planta en
estudio. Se determiné que los extractos con alto potencial en la inhibicion del
crecimiento del microorganismo S. aureus fueron los extractos éter de petréleo flores y

etanol hojas.

A continuacion, se adjuntan algunas imagenes de las inhibiciones:
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- P2 —— R
Imagen 10. Actividad antibacteriana del extracto diclorometano hojas frentes a S. aureus (Fuente:
Autores)

MASA CRITICA, EXTRACTO DICLOROMETANO HOJAS DE LA
ESPECIE C. scabra FRENTE A LA INHIBICION DE S. aureus

2,5 y = 1,4048In(x) - 8,1632

......

Ln masa del extracto
=
(6)]

800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
X2 (mm?2)

Grafica 17. Masa critica del extracto diclorometano hojas frente a S. aureus (Fuente: Autores)

Vicerrectoria de Investigaciones U.D.C.A

Pagina 78



U D ‘ A UNIVERSIDAD DE CIENCIAS
- ] - APLICADAS Y AMBIENTALES =

mg Ln Diametro Halo mm Halo X? (mm?)
4 1,39 30 900

6 1,79 34 1156

8 2,08 40 1600

12 2,49 43 1849

Tabla 21. Diametro de inhibicién de crecimiento en milimetros con el extracto diclorometano hojas
(Fuente: Autores)

Imagen 11. Actividad antibacteriana del extracto diclorometano flores frente a S. aureus (Fuente: Autores)

MASA CRITICA EXTRACTO DICLOMETANO FLORES DE LA
ESPECIE C. scabra FRENTE A LA INHIBICION DE S. aureus

15 y = 3,2692In(x) - 20,181

R2=0,9957

Ln masa del extracto

700 750 800 850 900 950 1000 1050
X2 (mm?)

Grafica 18. Masa critica del extracto diclorometano flores frente a S. aureus (Fuente: Autores)
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mg Ln ‘ Diametro Halo mm Halo X? (mm?)
4 1,39 27 729

6 1,79 29 841

8 2,08 30 900

12 2,49 32 1024

Tabla 22. Diametro de inhibicién de crecimiento en milimetros con el extracto diclorometano flores
(Fuente: Autores)

Imagen 12. Actividad antibacteriana del extracto éter de petréleo flores frente a S. aureus (Fuente:
Autores)

MASA CRITICA EXTRACTO ETER DE PETROLEO FLORES DE LA
ESPECIE C. scabra FRENTE A LA INHIBICION DE S. aureus

y = 1,1042In(x) - 5,5609

Ln masa del extracto
P
(6)]

2 =
1 R2 =0,9385
0,5
0
450 550 650 750 850 950 1050 1150 1250 1350

X2 (mm?2)

Grafica 19. Masa critica del extracto éter de petréleo flores frente a S. aureus (Fuente: Autores)
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Diametro Halo mm Halo X? (mm?)
4 1,39 23 529
6 1,79 28 784
8 2,08 34 1156
12 2,49 36 1296
Tabla 23. Diametro de inhibicién de crecimiento en mm con el extracto éter de petréleo flores (Fuente:
Autores)

IC5, DE EXTRACTOS DE HOJAS Y FLORES DE C. scabra FRENTE A S.

aureus
100,0
90,0 828
80,0
70,0
i 60,0 50,3
¢ 500 45,5 41,4
T 400 36,7 '
30,0 21,5
20,0
10,0
Eter de Eter de Etanol flores  Etanol hojas Diclorometano Diclorometano
petréleo hojas petréleo flores flores hojas

Grafica 20. ICsp extractos de hojas y flores de C. scabra frente a S. aureus (Fuente: Autores)

Como se observa en la gréfica 20 los extractos que presentan mejor actividad son el
extracto etanolico de hojas con un valor de 85,8 mg y éter de petrdleo de flores con un
valor de 50,3 mg, esto quiere decir que estos extractos poseen una concentracion
significativa para la inhibicién del microorganismo en estudio. Hay que tener en cuenta
gue son extractos y estos presentan muchos metabolitos en baja concentracion en su

composicién, y asi presentan actividad.
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ACTIVIDAD BACTERIANA RELATIVA DE EXTRACTOS DE HOJAS Y
FLORES DE C. scabra FRENTE A S. aureus

900,0

789,2
800,0 1
700,0
600,0
o 500,0 461,4
S 372,6 409.2
S 400,0 336,7 '
300,0
197,5
200,0
100,0
1,0
0,0 _
o ) 23 ) 2 o i
o\0 \O‘e \0‘0 0\0 \é 0 6\0 \0\0
o Q N N K o )
L ‘o\°° L < <~ ~° &
O & &2 <X &é" & <&
Q Q ‘0 0&
be' ‘60 . (}o (}é
‘Q}Q ,Q}Q o\ 0\

Grafica 21. ABR extractos hojas y flores de C. scabra y patrén frente a S. aureus (Fuente: Autores)

Como se observa en la gréafica 21 cuando comparamos con un patron los extractos que
tiene mayor concentracién de inhibicién frente al microorganismo S. aureus son: etanol
hojas que equivale a 197,5 mg y el segundo extracto que posee un valor relevante en
cuanto a inhibicion es éter de petroleo flores que equivale a 336,7 mg cuando la
concentracion de la rifampicina es 1,0 mg, se realiza esta comparacion para determinar
gué cantidad de extracto se requiere para causar inhibicion del crecimiento bacteriano
del microorganismo equivalente al del patrén del cual se requiere menos cantidad por

ser una sustancia pura con uso especifico para el tratamiento de S. aureus.
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Realizando la comparacion de los datos obtenidos en esta investigacion con el escrito

de Garcia (2000) que expresa que, cuando la rifampicina tiene un halo de inhibicion
menor 16 mm es resistente a S.aureus y cuando tiene un halo de inhibicibn mayor a 20
mm es sensible a S.aureus, se expresa que cuando tenemos la rifampicina a
concentracion de 5 mg se obtiene un halo de inhibicion de 34 mm obteniendo como

resultado que el microorganismo S.aureus es sensible a esta concentracién de ensayo.

Para los extractos de hojas de C. scabra, se obtienen datos de inhibicion del
crecimiento bacteriano en un rango de: éter de petréleo 18 mm a 25 mm, etanol 7mm a
17 mm y diclorometano 30 mm a 43 mm, dando como resultado que dichos extractos
que presentan gran cantidad de metabolitos en baja concentracion este posee
capacidad intermedia y sensible para la inhibicibn del crecimiento para el

microorganismo en estudio.

Para los extractos de flores de C. scabra se obtienen datos de inhibicion del crecimiento
bacteriano en un rango de: éter de petréleo 23 mm a 36 mm, etanol 11 mm a 17 mmy
diclorometano 27mm a 32 mm, dando como resultado que dichos extractos poseen una
actividad intermedia y sensible para la inhibicién del crecimiento para el microorganismo

en estudio.

Se realizd este estudio con E. coli para determinar la inhibiciébn del crecimiento, pero
los extractos de hojas y flores de Chromolaena scabra (L.f.) R.M King & H. Rob frente a

este microorganismo no presentaron actividad.

8.2.2 Actividad antifungica.

Se relaciona a continuacion las tablas 24 y 25 con los resultados de I1Cso para cada uno
de los extractos frente A. niger y P. digitatum.
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Extractos C. scabra frente A. niger \ ICso
Eter de petroleo hojas 64
Diclorometano hojas 43

Etanol hojas 60

Eter de petroleo flores 45
Diclorometano flores 36

Etanol flores 23

Tabla 24. ICso extractos de hojas y flores C. scabra frente A. niger (Fuente: Autores)

ExtractosC. scabra frente P. digitatum ICso
Eter de petréleo hojas 59
Diclorometano hojas 47

Etanol hojas 69

Eter de petrdleo flores 190
Diclorometano flores 120

Etanol flores 74

Tabla 25. ICso extractos de hojas y flores C. scabra frente P. digitatum (Fuente: Autores)

IC5, EXTRACTOS DE HOJAS Y FLORES DE C. scabra FRENTE A. niger

80
64
70 T 60
60 i
>0 45 43
S 40 36
30 23
20
10
0 z z
Eter de petroleo Eter de petroleo Etanol hojas Etanol flor  Diclorometano Diclorometano

hojas flores hojas flor

Grafica 22. ICso de extractos de C. scabra frente A. niger (Fuente: Autores)

Como se observa en la grafica 22 los extractos que tienen mejor concentracion 50 son:

éter de petrdleo hojas con un valor de 64 mg v éter de petrdleo flores con un valor de
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45 mg, esto quiere decir que estos extractos poseen una concentracion significativa

para la inhibicion del microorganismo en estudio.

IC5s, EXTRACTOS HOJAS Y FLORES DE C. scabra FRENTE A P.

digitatum
250
150
) 120
Q
100 69 74
59
47
’ . . -
O z -
Eter de Eter de Etanol hojas  Etanol flores Diclorometano Diclorometano
petroleo hojas petroleo flores hojas flores

Grafica 23. ICso extractos de C. scabra frente P. digitatum (Fuente: Autores)

Como se observa en la grafica 23 los extractos que tienen mejor concentracién 50 son:
éter de petrdleo flores con un valor de 190 mg vy diclorometano flores con un valor de
120 mg, esto quiere decir que estos extractos poseen una concentracion significativa

para la inhibicién del microorganismo en estudio.
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ACTIVIDAD FUNGICA RELATIVA DE EXTRACTOS DE HOJAS Y
FLORES DE C. Scabra FRENTE A. niger RESPECTO A FLUCONAZOL
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Grafica 24. AFR de extractos hojas y flores de C. scabra y patrén (fluconazol) frente A. niger (Fuente:
Autores)

Se observa en la grafica 24 los extractos que tiene mayor concentracion de inhibicion
frente al microorganismo A.niger : éter de petréleo hojas que equivale a 459,51 mg
cuando la concentracion del fluconazol es 1,0 mg, el segundo extracto que posee un
valor relevante en cuanto a inhibicion es etanol hojas que equivale a 490,14 mg cuando
la concentracion del fluconazol es 1,0 mg, se realiza esta comparacion para determinar
gué cantidad de extracto se requiere para causar inhibicién del crecimiento del hongo

referente al patron.
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ACTIVIDAD FUNGICA RELATIVA DE EXTRACTOS DE HOJAS Y FLORES
DE C. scabra FRENTE A.niger RESPECTO A KETOCONAZOL
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Grafica 25. AFR de extractos hojas y flores de C. scabra y patrén (ketoconazol) frente A. niger (Fuente:
Autores)

Se observa en la grafica 25 los extractos que tiene mayor concentracion de inhibicion
frente al microorganismo A. niger éter de petréleo hojas que equivale a 520,90 mg
cuando la concentraciéon del ketoconazol es 1,0 mg, el segundo extracto que posee un
valor relevante en cuanto a inhibicién es etanol hojas que equivale a 555,63 mg cuando

la concentracion del ketoconazol es 1,0 mg, se realiza esta comparacién para
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determinar qué cantidad de extracto se requiere para causar inhibicion del crecimiento

del hongo referente al patron

ACTIVIDAD FUNGICA RELATIVA DE EXTRACTOS DE HOJAS Y
FLORES DE C. scabra FRENTE A P.digitatum RESPECTO A

FLUCONAZOL
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Grafica 26. AFR de extractos hojas y flores de C. scabra y patrén (fluconazol) frente P. digitatum (Fuente:
Autores)

Se observa en la grafica 26 los extractos que tiene mayor concentracion de inhibicion
frente al microorganismo P. digitatum : éter de petréleo flores que equivale a 87,72 mg
cuando la concentracion del fluconazol es 1,0 mg, el segundo extracto que posee un
valor relevante en cuanto a inhibicién es diclorometano flores que equivale a 138,88 mg
cuando la concentracion del fluconazol es 1,0 mg, se realiza esta comparacion para
determinar qué cantidad de extracto se requiere para causar inhibicion del crecimiento

del hongo referente al patron.
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ACTIVIDAD FUNGICA RELATIVA DE EXTRACTOS DE HOJAS Y
FLORES DE C. scabra FRENTE A P.digitatum RESPECTO A
KETOCONAZOL
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Grafica 27. AFR de extractos hojas y flores de C. scabra y patron (ketoconazol) frente P. digitatum
(Fuente: Autores)

Se observa en la grafica 27 los extractos que tiene mayor concentracion de inhibicion
frente al microorganismo P. digitatum : éter de petréleo flores que equivale a 941,18 mg
cuando la concentracion del fluconazol es 1,0 mg, el segundo extracto que posee un
valor relevante en cuanto a inhibicién es diclorometano flores que equivale a 1490,21
mg cuando la concentracion del fluconazol es 1,0 mg, se realiza esta comparacion para
determinar qué cantidad de extracto se requiere para causar inhibicion del crecimiento

del hongo referente al patron.

Para los extractos de hojas de C. scabra, se obtienen datos de inhibicion del
crecimiento fungico frente A. niger de: éter de petroleo 40 y 46 mm, etanol 16 y 27 mm
y diclorometanol9 y 25 mm. Para los extractos de flores de C. scabra, se obtienen
datos de inhibicion del crecimiento fungico frente A. niger de: éter de petrdleo 21 y 27

mm, etanol 11y 14 mm y diclorometano 20 y 24 mm.
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Para los extractos de hojas de C. scabra, se obtienen datos de inhibicion del

crecimiento fungico frente P. digitatum de: éter de petréleo 31 y 38 mm, etanol 21 y 33
mm Yy diclorometano 31 y 35 mm. Para los extractos de flores de C. scabra, se obtienen
datos de inhibicién del crecimiento fungico frente P. digitatum de: éter de petrdleo 26 y

67 mm, etanol 46 y 63 mm y diclorometano 40 y 60 mm.

Tomando como referencia los articulos de Cuenca, 2002 y catalan, 2006 donde se
expresa que los antigunficos fluconazol y ketoconazol presentan baja inhibicion de
creciemiento frente a hongos como A.niger y P.digitatum demostramos con los ensayos
realizados que estos antimicoticos presentan inhibicion significativa frente al crecimiento

de los hongos empleados para este trabajo.

9 CONCLUSIONES

e Se determind que los extractos etanolicos por el método DPPH* tienen mayor %
de captacidon obteniendo resultados para etanol hojas de 25,6 mg/L metanol y
para etanol flores de 65,4 mg/L metanol, teniendo en cuenta que a menor % de
captacion mayor es la inhibicion del radical empleado.

e Los extractos de éter de petréleo no presentan una actividad antioxidante
significativa, concluyendo que la capacidad antioxidante expresada en términos
de AAR es baja, esto debido a la presencia minima de sustancias donadoras de

protones en la composicién quimica.

e La actividad antioxidante obtenida por el ensayo DPPH* fue mayor a la obtenida
por el ensayo ABTS**, estos valores son significativamente diferentes, sin

embargo, se encontrd una buena correlacion entre ambos métodos.
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e Se determina que los extractos éter de petroleo flores con valor de 50,3mg y

etanol hojas con valor de 85,8mg presentan una ICso mayor para la inhibicién del

crecimiento de S. aureus comparado con los diferentes extractos.

e Se determina que para la inhibiciébn del crecimiento de S. aureus comparado
cuando el patrén rifampicina equivale a 1mg debe emplearse el extracto etanol
hojas con un valor de 197,5 mg el cual presenta mayor inhibicién del crecimiento

comparado con los otros extractos.

e Al comparar la literatura con los resultados obtenidos para la inhibicion del
crecimiento de S. aureus se concluye que este microorganismo es sensible a los
diferentes extractos empleados en este ensayo, logrando halos de inhibicién

frente al crecimiento bacteriano.

e Se determina que para los extractos de hojas el éter de petréleo con valor de 64
mg y para los extractos de flores el éter de petrdleo con valor de 45 mg

presentan una ICso representativa para la inhibicion del crecimiento de A. niger.

e Se determina que el extracto de etanol hojas con valor de 69 mg y para los
extractos de flores el éter de petréleo con un valor de 190mg presentan una ICso

representativo para la inhibicién del crecimiento de P. digitatum.

e Se determina que para la inhibicibn del crecimiento de A. niger comparado
cuando los patrones fluconazol y ketoconazol equivalen a 1mg se debe emplear
el extracto de éter de petroleo hojas con valores de 459,51 mg y 520,90 mg los
cuales presentan mayor inhibicion del crecimiento fungico comparado con los

otros extractos.
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e Se determina que para la inhibicién del crecimiento de P. digitatum comparado

cuando los patrones fluconazol y ketoconazol equivalen a 1mg se debe emplear
el extracto de éter de petréleo hojas con valores de 87,72 mg y 941,18 mg los
cuales presentan mayor inhibicion del crecimiento fungico comparado con los

otros extractos.

e Se realizaron los ensayos para determinar la actividad bacteriana que presenta
los extractos frente a E. coli, pero dichos extractos no presentan ninguna

inhibicion significativa para este microorganismo.

e Los antimicoticos empleados para este trabajo segun la literatura no presentan
inhibicion para el crecimiento de A. niger y P. digitatum, pero realizando los

ensayos se demostrd que si logran tener una inhibicion para estos dos hongos.

10 RECOMENDACIONES

e Realizando los ensayos anteriormente descritos en esta investigacion se
determindé que los extractos etanolicos fueron los que presentaron actividad
antioxidante y antimicrobiana, por ende, se recomienda determinar cuéles son
los principios activos que generan dichas actividades por técnicas cromatografias
e identificar por técnicas espectroscopicas UV, IR, MS,'HRMN y 13CRMN los
metabolitos secundarios presentes en hojas y flores de Chromolaena scabra
(L.F) R.M. King & H. Roab.
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12 ANEXOS

ANEXO 1. Certificado taxonémico de planta.
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