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PRESENTACION

Apreciado lector:

Desde 1985 la revista Pérey Arbelaezia ha sido el medio a través del cual el
Jardin Botanico de Bogoti José Celestino Muris presenta los resultados
de las investigaciones realizadas por el equipo de cientificos dedicados al
conocimiento de los ecosistemas altoandinos ¥ sus componentes, asi como las
de investigadores y entidades afines con el fin de aportar en el cumplimiento
de los objetivos estratégicos institucionales.

En esta oportunidad, en cumplimiento a los objetivos «Fortalecer los
cambios de actitud de la poblacién frente a la valoracién, uso y conservacion
de la flora» y «Aumentar las areas donde se apliquen estrategias de
conservacion de la flora de bosque Andino y paramo» se publica el articulo
resultado del convenio interadministrativo entre la Empresa de Acueducto
y Alcantarillado de Bogoti, EAAB, sobre la aplicacion de la metodologia
Escenarios Vivos de Aprendizaje, EVA, entendidos como espacios dentro de un
territorio compuesto por elementos geograficos, bioldgicos y sociales que interactiian con las
dindmicas de produccidn econdmica.

A través de los EVA se pretende realizar la identificacién, caracterizacion,
analisis, comprension y transformacién de las relaciones que se dan entre dichos
elementos. Su aplicacién tuvo lugar mediante plantaciones participativas y
pedagdgicas en algunos sectores urbanos y rurales de las quebradas Limas y
sus afluentes, Zanjon de la Estrella, Trompetica, Chiguaza, Nutria, Morales,
Bolonia y Santa Librada en la cuenca del rio Tunjuelo.

En torno al objetivo «Aumentar Jas ireas donde se apliquen estrategias de
conservacién de la flora de bosque Andino y paramon se presenta el articulo
del doctor Thomas van der Hammen Aspectos ambientales y palacoambientales de los
enclaves secos y el caso particilar del valle del Chesna, Nemocdn, Colombia, en el que hace
una descripcion detallada de la vegetacién, el ambiente, los palacodatos y los
cambios climaticos v de vegetacion de los enclaves xerofiticos y subxerofiticos
parallegaral origen, especiacién vy adaptacion del género Condaliaen Nemocon,
donde encontro, como él mismo dice «una especie arborescente nueva en la
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Sabana de Bogota, un género nuevo para Colombia v, hasta donde sabemos,
endémica en la regidn de Checuay,

En la misma drea se llevd a cabo el estudio Modelo de distribucion potencial de
Condalia thomasiana (Rhbamnaceae), especie endémica del valle del rio Checna, Sabana
de Bogotd, Colomlia, cuyas poblaciones estan en peligro critico de extincién
especialmente por la fragmentacién del unico habitat donde estan presentes.

El objetivo de esta investigacién fue explorar un modelo de distribucién
potencial para conocer patrones y relaciones existentes entre los datos de
presencia conocida y las variables ambientales de sitio. Se encontrd que la
especie Condalia thomasiana solo estd distribuida en la zona media baja de valle
del tic Checua en los municipios de Nemocén y Suesca, en un drea total de 78,6
km?, entre los 2.600 y los 2.880 m. Por este motivo se plantean alternativas de
conservacion de esta especie endémica y de su drea de permanencia actual.

Sobte el objetivo «Aumentar la calidad ambiental de los ecosistemas estra-
tégicos v del paisaje de la cindad» se presenta el articulo Ensayo experimental con
wicroorganismos benéficos con miras a implementar en modelos de restanracion ecoldgica en el
Distrito Capital, que muestra los resultados obtenidos en la multiplicacién con
plantas trampa y reporta la presencia de esporas nativas de las especies Lycianthes
Heiordes (gurrubo), Dodonaea viscosa (hayuelo) v Persea mufisii (aguacatillo) en tres
estados de crecimiento.

El empleo de microorganismos para el mejoramiento de las calidades edéficas
o para la biofertilizacién de plantas ha sido empleado en los dltimos afios
como estrategia para mejorar los rendimientos o disminuir la cantidad de
agroquimicos al suelo. Tras los resultados obtenidos se propone el empleo
de microorganismos benéficos (micorrizas v rhizobium) para inocular las
especies que el Jardin Botdnico José Celestino Mutis emplea en modelos de
restauracién ecologica.

En cumplimiento al mismo objetivo se expone el trabajo Caracterizaciin
Jisiondmaica, estructural y floristica de algunas comunidades vegetales en la cienca media del rio
Tunjuelo. A pesar de la fuerte transformacion el 39,8 por ciento de este territorio
aun presenta vegetacién de tipo natural ¥ seminatural correspondiente a las
formaciones vegetales de las regiones de vida andina y paramuna. En este estudio
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se presenta la caracterizacion de cuatro tipos fisionémicos de vegetacion entre
los que se cuentan pastizales subxerdfitos, matorrales subxerofitos, vegetacién
de paramo y bosques riberefios, que corresponden a quince comunidades
vegetales descritas con relacién a su composicién floristica y estructura y se
mencionan algunos aspectos ecolégicos de los ecosistemas relacionados.

Asi mismo se presenta el articulo Anglisis del estado actual de conectividad de las
coberturas vegetales de la cuenca media del rio Tunjuelo, en el cual se propone un modelo
de conectividad estructural v funcional entre los fragmentos de vegetacion
natural que aun persisten. Los resultados demuestran que a nivel de paisaje
el estado de conectividad estructural de las coberturas vegetales de la cuenca
media del rio Tunjuelo esta ampliamente influenciado por el dominio en general
de la matriz antrépica.

De acuerdo con los resultados encontrados es evidente el bajo grado de
conectividad estructural de las coberturas de bosque y matorral y, por el
contrario, la vegetacion riparia confirmoé su propiedad de elemento conector
del paisaje presentando un zalto grado de conectividad espacial. Por medio de
las rutas de minimo costo se pudo confirmar Ia importancia de asegurar la
conectividad por medio de la vegetacion riparia y al mismo tiempo disminuir
el grado de resistencia por parte de la matriz antrépica,

Adicionalmente se presenta el trabajo Eftcacia de dos hongos entomopatdgenos para
el control de Psewdococcus spp. debido al complejo de insectos succionadores
pertenccientes al género Prendococcns (Hemiptera: Pseudococcidae) que afecta
entre otras especies vegetales al caucho sabanero, Ficus soarensis Dugand, especie
ampliamente empleada en la arborizacién urbana de Bogota. Su asociacién con
el insecto llevé a evaluar mecanismes de control eficiente, poco contaminantes
y con tiempos de residencia bajos por las condiciones de ambiente urbano.

Se evalué la mortalidad ejercida por los hongos entomopatégenos Beanveria
bassiana v Metarhizium anisopliae en formulacién de polvo soluble en cinco
concentraciones, mas un testigo, bajo un disefio completamente aleatorizado
sobre el complejo Psexdococens spp. en condiciones de laboratorio.

Los tratamientos evaluados no mostraron efecto sobre la plaga, posiblemente
por la especificidad de virulencia de las cepas o la formulacién del producto;
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el trabajo sugiere la evaluacion de otras cepas v nuevas formulaciones para
encontrar aislamientos eficaces.

Con relacién al objetivo «Aumentar el conocimiento, la oferta, el uso v el
aprovechamiento de especies vegetales presentes en los ecosistemas Andinos
del Distrito Capital v la regién» se realizaron investigaciones como .Awndlisis
y seleccion del método mds apropiado para eliminar las saponinas en dos variedades de
Chengpodinm guinua y Evaluacion de la actividad antimicrobiana de los extractos etandlicos
y aceites esenciales de las especies vegetales Valeriana pilosa, Hesperomeles ferruginea,
Myrezanthes rhopaloides y Passifiora manicata frente a microorganismios patigenos.

En el primero se analizd v selecciond el método mas apropiado para eliminar
las saponinas de dos variedades amargas de quinua (Chenopodinm quinoa Willd),
amarilla de maragani ¥ sajama morada, segun ctiterios de costo beneficio, con
el fin de incentivar la propagacidn, el uso y el manejo de la especie en la region
debido a sus caracteristicas.

Este estudio permitird a los productores primarios hacer la desaponificacién
con un método econdémico y favorable con el ambiente. Los métodos de
desaponificacién valorados fueron: por via himeda, combinado, quimico, seco
¥ termomecanico; el mejor resultado se obtuvo con el método combinado,
porque se logrd eliminar el 75 por ciento de las saponinas.

En el segundo, y mediante la técnica de difusién de disco en agar de Kirby-
Bauer, se midié la susceptibilidad 7 #7#r0 de los microorganismos patdgenos
seleccionados frente a sustancias de origen natural con potencial antimicrobiano.
En este trabajo se concluvé que el extracto etandlico de Passiflora manicata fue
el que presenté mayor accion frente a todos los microorganismos, permitiendo
realizar el fraccionamiento con los diferentes solventes identificando a la fase
acuosa como la responsable del principio activo con potencial antimicrobiano.

Este trabajo recomienda datle continuidad a futuras investigaciones en torno a la
potencialidad antimicrobiana de las especies seleccionadas, paralo cual es necesario

aislar y elucidar la molécula capaz de inhibir a los microorganismos tratados.

El atticulo Vegetacion potencial en la cuenca media del rio Tunpuelo y procesos de cambio en
la cobertura vegetal, otro enfogue metodoligico para nn andlisis multttemporal presenta los
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resultados obtenidos tras la interpretacion de los procesos de cambio ocutridos
en la vegetacién a partir de la comparacién entre el modelo de vegetacion
potencial, como escenario ecosistémico original, ¥ el mapa de cobertura
vegetal actual, con lo cual se logré establecer que el 54 por ciento de los
ecosistemnas naturales del 4rea de estudio han sido transformados, mientras
que apenas un 24 por ciento se encuentra con ecosisternas que abarcan
comunidades vegetales de bosque, paramo, vegetacién riparia, matorrales
y herbazales subxeréfitos en conservacion, los cuales son importantes para
sostener la biodiversidad local y regional.

Los resultados de estas investigaciones sin duda aportan al conocimiento
sobre los ecosistemas altoandinos y son muy importantes para garantizat
la sostenibilidad de los servicios ambientales de la ctudad. Esperamos que
contribuyan al desarrollo sostenible de nuestra regién v aporten beneficios a la
comunidad en general.

Herman Martinez Gémez
Jardin Botdnico de Bogotd
José Celestino Mutis
Director
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Evaluacion de la actividad antimicrobiana de los
extractos etandlicos y aceites esenciales de las
especies vegetales Valeriana pilosa, Hesperomeles

ferruginea, Myrcianthes rhopaloides y Passiflora
manicata frente a microorganismos patogenos

Por

ANDREA JIMENA LIZCANO RAMON!
MARIA EUGENIA TORRES CARCAMO?
JENNY LISSETH VERGARA GONZALEZ?

Recibido: 2 de octubre de 2009 / Aceptado: 10 de diciembre de 2009

Resumen

Se evalud la actividad antimicrobiana de los extractos etandlicos vegetales v
aceites esenciales obtenidos a partir de Takriana pilosa, Hesperomeles ferrnginea,
Myrcianthes rbopaloides v Passiflora manicata frente a los microorganismos patégenos
Escherichia colt, Bacillus subiilis, Staphylococcus anrens, Candida albicans y Alternaria sp.
Esta actividad se observé mediante la técnica de difusidén de disco en agar
de Kirby-Bauer, prueba que permitié medir la susceptibilidad iz #i#o de los
microorganismos patdgenos scleccionados frente a sustancias de origen natural
con potencial antimicrobiano, utilizando 300 pg de extracto obtenido por
especie vegetal, 10 pg de cloramfenicol como control positivo ¥ agua estéril
como control negativo.

Al analizar los resultados de los diferentes ensayos se observé que el extracto
etanolico de Passiflora manicata presenté mayor actividad antimicrobiana frente a
E. coli, Candida albicans y B. subtilis, raz6n por la cual se seleccioné para fraccionar
el extracto crudo utilizando como solventes diclorometano, agua y alcohol

1. Microbidloga Industrial. alizcano@javeriana.edu.co

2. Microbiloga Industrial. Profesional de la subdireccitn cientifica, Jardin Botdnico José Celestino Mutis.
mitorres(@jbb.gov.co

3. Microbiloga Industrial. jennyvergara@;javeriana.edu.co
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isoamilico, lo que demostrd que la fase acuosa fue la de mayor efecto inhibitorio
frente a todos los microorganismos evaluados. Los resultados obtenidos para
el aceite esencial de hojas de Myrvanthes rhopaloides mostraron inhibicién solo
frente a Candida albicans. En este trabajo se concluyé que el extracto etanélico
de Passiflora manicata fue el que presenté mayor accién frente a todos los
microorganismos, permitiendo realizar el fraccionamiento con los diferentes
solventes identificando a la fase acuosa como la responsable del principio
activo con potencial antimicrobiano; cabe anotar que para dar continuidad
a investigaciones futuras en torno a la potencialidad antimicrobiana de las
especies es necesatio el aislamiento v la elucidacién de la molécula capaz de
inhibir a los microorganismos seleccionados.

Palabras clave

Aceite esencial, antimicrobiano, extracto vegetal, fase acuosa.

Abstract

The present work was performed in order to observe and determine the
antimicrobial effect of ethanolic plant extracts and essential oil laleriana pilosa,
Hesperomeles ferruginea, Myrcianthes rophaloides and Passiflora manicata. These species
were tested against the pathogen microorganisms Escherichia cols, Bacillus subtilis,
Staphylococcus anrens, Candida albicans and Alternaria sp. For the obtainment of the
ethanolic extracts we used dried plant material that was previously crushed; this
was cold macerated using ethanol as a solvent during 48 hours. We used reflux
ethanol-water (9:1) in order to concentrate it in a reduced pressure. For the
obtainment of the essential o1l from the leaves of Myriianthes rophaloides we used
the hydrodistillation technique. After, we measured the antimicrobial activity
using the difussion disc agar technique of Kirby-Bauer. This technique allows
us to measure the i #7fro oversensitivity of the pathogen and phytophatogen
microorganisms, to the natural origin substances, which have antimicrobian
potential. We took 300 ug of each extract, using 10 pg of cloramfenicol as a
postive control and water as a negative control.

As a result of the different tests, we observed that the ethanolic extract of
Passifiora mantcata had a better antimicrobial activity against E. s/, Candida
albicans and B. subtilis. For this reason we chose the extract of Passiflora manicata
and divided it using dichloromethane, water and 1soamilic alcohol as solvents.
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We found that the aqueous phase showed the highest antimicrobial effectagainst
all the evaluated microorganisms. The results for the essential oil which was
obtained from the leaves of Myreianthes rophalordes showed that Candida albicans
was inhibited the most. In this work we concluded that Passifloras manicatawas the
ethanolic extract that showed the best results against all the microorganisms,
permiting the division with the different solvents. We identified that the
aqueous phase was responsible for all of the principle actions because thete was
the antimicrobial potential. In order to continue fututre investigations about
antimicrobial potential of plant species it 1s necessary to find and isolate the
specific molecule able to inhibit the microorganism chosen.

Key words
Antimicrobial, aqueous phase, essential oil, plant extracts.

INTRODUCCION

Desde tiempos muy remotos las plantas han cumplido un papel importante
en el rea terapéutica gracias a las multiples propiedades que ellas poseen. Por
esta razén en las ultimas décadas ha ido tomando cada dia mayor importancia
su estudio y el desarrollo de técnicas analiticas que permiten la determinacion
e identificacién de las sustancias o principios activos contenidos en especies
vegetales.

Los extractos vegetales son concentrados obtenidos con solventes apropiados
como agua, etanol o éter, de elementos solubles, constituidos por una mezcla
de principios activos y de sustancias inertes que se producen de la totalidad o
de pattes de una planta fresca o seca (Ruiz & Susunaga 2000). Los métodos
de extraccién se basan en las diferentes solubilidades de los compuestos
encontrados en el material vegetal; por ejemplo, para sustancias de baja
polaridad —lipidos— se utlizan solventes como éter de petrdleo y cloroformo
v para sustancias de mediana vy alta polaridad acetato de etilo, etanol y acetona
(Arévalo e7 a/1996).

Dichos extractos presentan principios activos o metabolitos secundarios
producidos por diversas especies vegetales, siendo moléculas que no son
necesarias para el crecimiento y la reproduccion de las plantas (Lizcano &
Vergara 2008). De acuerdo con D. Domingo & Lépez Brea (2003) en el mundo
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se producen alrededor de 100.000 metabolitos secundarios, de los cuales un
porcentaje significativo posee.cierta actividad frente a microorganismos, entre
los que se encuentran los compuestos fendlicos simples, taninos, quinonas,

cumarinas, flavonas, terpenoides y alcaloides.

Autores como Manrique (1997) mencionan que una sustancia antimicrobiana
se refiere a un producto metabdlico de un organismo que es perjudicial o
inhibitorio para otros microorganismos en muy pequerias cantidades v que de
acuerdo con su forma de actuar puede ser microbicida o microbiostatico. Estas
sustancias quimicas se han empleado desde el siglo XVIII para el tratamiento
de enfermedades infecciosas.

La acuvidad antibidtica de sustancias quimicas se evalia en la actualidad por
diversos métodos. Uno de los mids utilizados es la técnica de susceptibilidad
antimicrobiana de difusién de disco en agar de Kirbyv-Bauer (1966), método
de difusién en disco que se basa fundamentalmente en incorporar al medio de
cultivo el antibidtico o el microorganismo en concentraciéon conocida para que
luego de solidificado el medio se adicione la contraparte y se pueda observar la
inhibicién del crecimiento o los halos de inhibicién segtin la técnica utilizada.

Esta método también abarca la técnica llamada de discos de papel, en la cual
el antibiético a ensayar viene incorporado a discos de papel absorbente en
concentracion conocida, los cuales se colocan sobra la superficie de una caja
de agar sembrado masivamente con el microorganismo en estudio; luego de
incubar a la temperatura ¥ el tiempo adecuados se pueden observar halos de
inhibicién de crecimiento (Arévalo ef 2/ 1996).

Las especies vegetales priorizadas para el presente estudio pertenecen a diferentes
familias ¥ géneros que ya han sido estudiadas por tener principios activos con
alguna actividad bioldgica. Se presentan a continuacién generalidades de cada
una de ellas.

Myrcianthes rhopaloides (HB.K.)) McVaugh pertencce a la familia Myrtaceae
y es conocida en Bogota por su nombre verniculo «arrayin». Se encuentra
distribuida en Colombia en las cordilleras Central y Oriental en el departamento
de Cundinamarca, en el altiplano cundiboyacense y sus alrededores v en el
departamento del Tolima. En Cundinamarca en los municipios de La Calera
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(Santa Isabel), Facatativa y Bogotd, D.C., en las zonas rurales de Usme
(Pasquilla) v Sumapaz (Capitolio) dentro de un rango altitudinal de 2.500 a
3.200 m (Guzman ef 2/ 2007).

Esta planta es conocida por sus usos alimenticios, los frutos son comestibles
v por su agradable sabor se consumen directamente en jugos con leche y en
dulces. A nivel medicinal el uso mas frecuente en las dreas rurales de Bogota
es para combatir la diabetes, utilizando diferentes partes de la planta. Los
metabolitos secundarios presentes en las hojas son monoterpenos tales como
«-pineno v B-pineno, ademas de 1,8-cineol, mirceno, linalol, terpinen-4-ol y
nerolidiol (Guzman ez a/ 2007).

La Passiflora manicata (Juss.) Pers. pertenece a la familia Passifloraceae; los
nombres comunes con los cuales es conocida esta especie son flor de la
pasion, tacso (Narifio), curubo de monte (Quindio) y diablito (Ecuador). Es
nativa de Venezuela, Colombia, Ecuador y Peri. Posiblemente es originaria
de los Andes de Pera y Chile, entre 1.400 y 2.800 m de altitud. La planta no
se considera comestible, sin embargo se ha reportado que es resistente a los
nematodos y a las enfermedades fungicas —antracnosis, oidio y Afternaria
sp.— (Torres 2007).

La especie Hesperomeles ferruginea (Pers)) Benth pertenece a la familia Rosaceae y
se conoce como mortifio (Cordillera Central, Cundinamartca). Esta distribuida
alo largo de Sudamérica en Colombia, Ecuador, Perd y Venezuela. Se encuentra
entre 2.800 y 3.900 m (Lutevn 1999). En Cundinamarca se localiza en los
municipios de Cogua, La Aguadita v San Miguel v en Ia represa del Neusa. En
Bogoti en las localidades de Ciudad Bolivar, Sumapaz y Usme v en los cerros
orientales (Guzmin e o/ 2007). En las areas rurales del sur de Bogoti esta
especie, al igual que H. goudosiana, es bastante conocida y utilizada. El fruto
maduro se consume directamente o se usa para pteparar mermeladas, dulces
v yogurt. En el departamento de Boyaca los frutos de mortitio se tuestan con
azucar o panela y se prepara «mnasato» para las fiestas de San Pedro a finales de

junio (Cardozo 2004).
Valeriana pilosa pertenece a la familia Valerianaceae. Se distribuye en Ecuador,

Pera v Colombia entre 2.700 v 4.250 m. En Colombia se encuentra en los
departamentos de Antioquia, Caldas, Santander, Boyaci y Cundinamarca entre
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2.700 y 3.800 m. En Bogoti v sus alrededores se encuentra muy difundido el
uso de los tallos y de las hojas de estas plantas como tranquilizantes para la
conciliacion del suefio v otras afecciones del sistema nervioso. Sin embargo, la
mayorfa de las personas adquieren los fragmentos de estas plantas en la seccién
de medicinales de las plazas de mercado y en centros naturistas, muchas veces
sin tener certeza sobre la identidad de ]a especie a la cual corresponde dicho
tragmento, ya que son pocas las personas que reconocen esta planta en su
ambiente natural (Guzman ef o/ 2007).

Con base en lo anterior, y teniendo en cuenta que en el D.C. existen especies
vegetales cuyas propiedades medicinales no han sido estudiadas por completo,
dentro de la linea de transformacién de recursos fitogenéticos del proyecto
de Uso sostenible de los recursos vegetales del Distrito Capital v la region del
Jardin Botanico José Celestino Mutis, JBJCM, se planteé estudiar y analizar
extractos etandlicos v aceites esenciales de las especies mencionadas con €l fin
de generar conocimiento en cuanto a las propiedades antimictobianas frente
a los microotganismos patogenos Escherichia coli, Bacillus subtillis, Staphylococcus
aurens, Candida albicans v Alternaria sp.

Se establecié usar la técnica de susceptibilidad microbiana para determinar qué
extracto presentaba mayor actividad frente alos microorganismos seleccionados
y de esta manera contribuir al desarrollo cientifico de la sociedad mediante el
estudio microbioldgico de las propiedades terapéuticas de plantas colombianas.
Resulta imprescindible descubtir nuevas sustancias con actividad antibidtica
frente a microorganismos resistentes y con alta capacidad infectiva, con el fin
de aumentar la calidad de vida del hombte.

MATERIALES Y METODOS

Para evaluar la actividad antimicrobiana de los extractos etandlicos y aceites
esenciales obtenidos a partir de las especies vegetales seleccionadas se utilizé la
siguiente metodologia.

Disefio experimental

El presente trabajé se basé en un estudio experimental cuantirativo que buscéd
encontrarla mayor actividad antimicrobiana representada en halos de inhibicion

168| PEREZ ARBELAGEZIA No. 19 - DICIEMBRE 2008



José Celestino Mutis ﬁé%é

que tuvieran los extractos obtenidos. Se determinaron cinco tratamientos
diferentes, cada uno con cinco réplicas.

La lectura de los halos de inhibicién de la actividad antimicrobiana se determind
mediante la siguiente férmula:

C=A-B

C = tamario del halo de inhibicién (mm)
A = tamario del halo + disco de papel
B = tamaifio del disco de papel

Una vez realizados los ensayos biolégicos se determind el porcentaje de
inhibicion para cada caso utilizando la siguiente férmula:

% inhibiciéon = dm x 100
dc

dm = promedio del halo de inhibicién de la muestra
dc = promedio didgmetro del halo de inhibicién del control positivo (Alonso,
G. N 1996).

Para el analisis de los datos se planted el siguiente modelo:

Y, =H ta B+ (af), + €

Donde y; es el valor del halo de inhibicién en cada observacion, p es la media
general, o, es el efecto del factor A (microorganismo), B, es el efecto del factor
B (extracto ualizado), (ocﬁ)i]. es el efecto de la interaccidn de los dos factores y €,
es el efecto de ervor aleatorio. 77 = 5.

Se plantearon hipétesis para probar los efectos de cada factor y de la interaccién
de estos. Para los efectos del factor 4 (microorganismo) se planted:

Hya=a,=a,=a,=a,=0
H:al menos una,# 0
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Para probar los efectos del factor B (extracto) se planted:

Hy B, =B,=B,=B,=B;=0
H_: al menos un 8, # 0

Para probar el efecto de la interaccién de los factores A4 y B se planted:

Hy: (aB), = 0 para toda i, j
H. al menos una (afB}, # 0

Obtencidén de extractos

Tratamiento del material vegetal

Las plantas de las diferentes especies se separaron por partes, se lavaron y se
secaron a temperatura ambiente; una vez secas se cortaron con el fin de obtener
patticulas uniformes para facilitar el proceso de extraccidn y se pesaron para

conocer la cantidad exacta a extraer.

Extracto etandlico

Se recolectd el material vegetal, posteriormente se puso a secar a temperatura
ambiente y cuando se secod se disminuyd el tamafio de particula de forma
manual. Para obtener el extracto se adiciond el solvente —etanol al 90 por
ciento— y se dejo en maceracion fria durante 48 horas. Posteriormente se puso
en reflujo tres veces durante 4 horas, se concentrd el extracto utilizando el
rotavapor y se dejé secando el mismo a temperatura ambiente. Los extractos
obtenidos se almacenaron hasta el momento de utilizarlos a 4 °C. (Torres 2007).

Aceite esencial

Con el material vegetal semiseco se realizé una hidrodestilacién con arrastre
a vapor durante 4 horas utilizando un destilador de aceites esenciales con
capacidad de 3 litros (Torres 2007).

Aislamiento de cepas

Patdgenas

Se realizd la siembra de los microorganismos en agar Nueller Hinton, los
cuales se incubaron a 35 °C durante 24 horas; posterior a esta incubacién se
sembrd cada microorganismo en medio selectivo para cada uno. Para E. ok
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chromocult para B. subsilis (sic). Se realizé la determinacién de las caracteristicas
macroscoOpicas v microscopicas para cada microorganismo realizando
coloracién de Gram (Totres 2007).

Fitopatogeno

Se realizé la siembra en medio PDA y se incubd a 27 °C durante 3-5 dias.
Posteriormente se determinaron las caracterfsticas macro y microscopicas
realizando coloracion con azul de lactofenol (Torres 2007).

Ensayos biologicos

Prueba de susceptibilidad antimicrobiana

Se utilizé la técnica de difusién de disco en agar de Kirby-Bauer, prueba que
permite medir la susceptibilidad 77 zi#r0 de microorganismos patdgenos frente a
una sustancia o a la mezcla de varias sustancias desconocidas de origen vegetal
con potencial antimicrobiano (Torres 2007).

Técnica de difusién de disco en agar

Bacterias

Luego de tener las cepas totalmente aisladas en sus respectivos medios se
tomaron por cada microorganismo de 4 a 5 colonias, se pusieron en 5 ml
de solucién salina al 0,85 por clento v se ajustaron las concentraciones con
el tubo No. 0,5 Mc Farland (1,5 x 10° UFC). Luego la suspension se sembro
masivamente con escobillén estéril en el agar Mueller Hinton para cada
microorganismo. Posteriormente se tomaron los discos de papel estériles a los
cuales se les adicionaron 10 pl de cada una de las plantas con una concentracién
de 30 mg/ml de acetona. El control positivo fue un disco con cloramfenicol
(10 mg/ml) v el control negativo fue agua estéril. Se dejé incubando a 37 °C
durante 24 horas; luego del periodo de incubacién se realizé la lectura de los
halos de inhibicién (mm). Todos los ensayos de actividad antimicrobiana se
fealizaron cinco veces.

Hongos

Se prefirié en este caso el método de crecimiento radial puesto que es el
bioensayo mas adecuado para hongos de rapido crecimiento. Se utilizé agar
PDA, este se incubd a 27 °C de 5 a 10 dias. Después de la incubacién se
afiadieron 10 ml de agua destillada para remover las estructuras del hongo,

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE LOS EXTRACTOS... | 171



>

5]
EE%% Jardin Botdnico de Bogold

de alli se tomaron 0,1 ml para realizar siembra masiva con escobillon estéril.
Se tomaron los discos de papel estériles a los cuales se les adicionaron 10 pl
de extracto de cada una de las especies vegetales con una concentracién de
30 mg/ml de acetona. Se utilizé griseofulvina como control positivo ¥ como
control negativo agua estéril. Se dejaron incubando a 27 °C de 3 a 5 dias, luego
del tiempo de incubacién se realizé la lectura de los halos de inhibicién (mm).
Todos los ensayos de actividad antimicrobiana se realizaron cinco veces.

Levadura

Teniendo la cepa totalmente aislada de Candida albicans se tomaron de 44 5
colonias y se colocaron en un tubo que contenia 5 ml de solucién salina al
0,85 por ciento; se ajustd la concentracién con el tubo N° 0,5 Mc Farland
(1,5 x 10° UFC); luego la suspensién ajustada se sembrd masivamente con
escobillén estéril en agar PDA. Posteriormente se tomaron discos de papel
estériles a los cuales se les adicionaron 10 ul de extracto de cada una de las
especies vegetales con una concentracién de 30 mg/ml de acetona. El control
positivo fue un disco de papel con griseofulvina (10 mg/ml) y el control
negativo fue agua estéril.

Ensayo biodirigido

Se realizd un estudio biodinigido al extracto que presenté mayor actividad
antimicrobiana, realizando una serie de fraccionamientos utilizando diferentes
solventes (diclorometano, alcohol isoamilico y agua) para determinar
cual fraccién era la responsable de la actividad antimicrobiana. Se tomod
aproximadamente de 0,8 a 1 g de extracto vegetal y se disolvié en agua, se
mezclé y se adiciond diclorometano, DCM, esto se agité en un embudo de
decantacion y se le saco el gas abriendo la llave; este proceso se realizd tres
veces. Se mantuvo sobre un soporte metalico dejando que se separaran las fases
(acuosa — DCM) luego se sacé la fase acuosa en un vaso de precipitado v aparte
la fase de diclorometano.

La fase acuosa se volvié a adicionar al embudo de decantacién y se agregd
alcohol isoamilico, se agitd v se dejé escapar el gas abriendo la llave; este proceso
se realizd tres veces. Se dejo sobre el soporte esperando que se separaran las
fases (acuosa — alcohol isoamilico); postetiormente se obtuvieron la fase acuosa
v la fase de alcohol isoamilico por separado. Al final del procedimiento cada
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fase fue secada en el rotavapor para conocer el peso en gramos del extracto de

la fraccién obtenida.

Disefio experimental
En la Tabla 1 se muestra el nivel de significacién para los efectos de los dos

factores (microorganismo — extracto) v de la interaccion.

RESULTADOS

R Squared = 0,957 (Adjusted R Squared = 0,947).

=%

[ Fuente de | Suma de Gl Cuadrados F sig.
variacién | cuadrados medios
MICR 478312 4 1.195,78 222,93 0,000
EXTRAC 3.993,68 4 998,42 186,13 0,000
MICR *
EXTRAC 3.260,8 16 203,8 37,99 0,000
Error 536,4 100 5,36

| Total 12.574 124 )

Tabla 1. Analisis de varianza para los efectos de dos factores.

Los resultados estadisticos obtenidos para la prueba de comparacién de medias

de Tukey para los microorganismos seleccionados se muestran el la Tabla 2.

( N SUBSET h
MICR
Alternaria sp. 25 4,04
C. albicans 25 4,64
S. aureus 25 792
E. coli 25 12,64
B. subtilis 25 20,76
] Sig. 0,89 1 1 1 -

Tabla 2. Prueba de comparacion de medias de Tukey para microorganismos seleccionados.
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Por otra parte los resultados estadisticos de la prueba de comparacién de medias

de Tukey para extractos se muéstra en la Tabla 3.

(

N SUBSET
EXT.
Hesperomeles
ferruginea 25 4,08
Valeriana pilosa 25 4,6
Myrcianthes
rhopaloides 25 9.04
Passiflora
manicata 2 L
Control positivo 25 19,24
Sig. 0,93 1 1 1
Tabia 3. Prueba de comparacion de medias de Tukey para extractos.
Actividad biolégica

Con el disefio experimental utilizado se comparé la capacidad de los extractos
vegetales de inhibir la propagacion de los microorganismos a través de la
prueba de sensibilidad antimicrobiana. En este, la capacidad antimicrobiana
fue medida a través del didmetro del halo de inhibicién, el cual fue afectado
por dos estimulos: el microorganismo y el extracto vegetal, estando este altimo
anidado en el primero, pues la actividad antimicrobiana de varios extractos
vegetales fue evaluada simultdneamente sobre un mismo microorganismo.

A seguir se muestran cinco graficos (1 a 6) que describen los resultados del
experimento conducido. En todos los casos los puntos representan los
didmetros de los halos de inhibicién que se obtuvieron en el experimento para
cada extracto vegetal considerado.
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Grafica 1. Promedio de halos de inhibicién (mm) vs Extractos vegetales
frente al control positivo para S. aureus.
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Grifica 2. Promedio halos de inhibicidn (mm) vs Extractos vegetales
frente al control positivo para E. coli.

\

Diametro Halo de Inhibicion (mm)

B
o

w
o

]
o

=y
o

Inhibicién del microorganismo patdégeno Bacillus

subftillis
L ] []
]
L
H
0
®
(]
s ]
Vaieriana  Hesperomeles Myrcianthes  Passifiora Canfrof
pifosa ferruginea rophaicides  manicata  positivo(ct)

Extracto Vegetal

Grifica 3. Promedio de halos de inhibicién (mm) vs Extractos vegetales
frente al control positivo para B. subiilis.

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE LOS EXTRACTOS...

<l

175



e &

S . . .
"g‘?{é Jardin Botdnico de Bogotd

(" ag s« o» - - A
Inhibicién de la levadura Candida albicans
£ :
E 40
g
L 30
a
= 25
c
® 20
° 15
£ 10 & L (]
o 5 O 3 $ 1
5 . 8 . !
o
.g Valeriana Hesperomeles Myrcianthes  Passifiora Control
a pilosa ferruginea rophaloides  manicata  positivofct)
L Extracto Vegetal y

Grifica 4. Promedio de halos de inhibicién (mm) vs Extractos vegetales
frente al control positivo para C. afbicans.
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Grifica 5. Promedio de halos de inhibicion (mm) vs Extractos vegetales
frente al control positive para Alternaria sp.
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Grifica 6. Resultados obtenidos para los ensayos que se realizaron con el aceite esencial

obtenido a partir de las hojas de la especie Myrchiantes rhopaliodes.
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Ensayo biodirigido

Con base en el analisis de los resultados estadisticos se determiné que el extracto
mas eficiente frente a todos los microorganismos fue el de la especie Passiffora
maniata, siendo este extracto el candidato para realizar el fraccionamiento para

determinar cual fraccion era la tresponsable de la actividad antimicrobiana
(Grafica 7).

e ™
35 rat
30
20 19 20,2 \ 21,4
15 \ / —— FR1
5 |— - = 38 47 - FR3
0 L—=6t= :@p : Pt R———=® = - C+
S. aureus E. coli B. subtiffis C. albicans Alternaria sp.
N

_J

Gréfica 7. Didmetro de halos de inhibicion vs Microorganismos seleccionados para las diferentes fases.

Enla Grafica 7 se pueden observar las diferencias entre el didmetro promedio
del halo de inhibicién del extracto vegetal Passiflora manicata en sus tres fases
para todos los microorganismos seleccionados.

- ™~
38 P 324
30 /
25 —e— S. aureus
/ 21,4
20 . —@— E. coli
10 Fa 12 —e—B. subtillis
8,0
5 o ] ——C. albicans
0 2 4%6 —— Alternaria sp.
FR1 FR2 FR3 c+
\ Y,
Grifica 8. Halos de inhibicién vs Fracciones para cada microorganismo.
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DISCUSION DE RESULTADOS

Es comun el empleo popular de partes vegetales con la finalidad de obtener
variados efectos medicinales. Varios estudios han comprobado cientificamente
la eficacia de numerosos casos de tales usos. Entre las variadas aplicaciones
terapéuticas de los vegetales se incluyen aquellas con finalidad antimicrobiana
(Silva 2000).

Con el objetivo de evaluar la actividad antimicrobiana de extractos etandlicos y
aceites esenciales de las especies vegetales Valeriana pilosa, Hesperomeles ferruginea,
Myreianthes rhopaloides y Passiflora manicata frente alos microorganismos patégenos
Escherichia coli, Bacillus subtilés, Staphylococeus anrens, Candida albicans y Alfernaria sp.
se disend un experimento en el que se comparé la capacidad de los extractos
vegetales de inhibir el crecimiento de los microorganismos a través de la Prueba
de Sensibilidad Antimicrobiana.

Eluso de cloramfenicol, Cm, como control positivo se tuvo en cuenta debido
a que es un antibidtico de amplio espectro activo iz vifro contra un gran
namero de bacterias, previene la formacién de enlaces peptidicos y la sintesis
proteica en gran variedad de organismos Gram negativos y Gram positivos.
La inhibicién de la sintesis de proteinas causada por el Cm en la mayoria de
los microorganismos susceptibles produce un efecto bacteriostatico (Morales
et af 2007).

La dosis utilizada para los extractos etandlicos de las plantas fue 30 mg/ml, lo
cual mostré efectividad pero no se correlaciona con la dosis empleada de los
antibiéticos (10 mg/ml); esto nos permite inferir que la dosis del extracto no es
equivalente en actividad antimicrobiana al antibiético, ya que la concentracién
del extracto es tres veces mayor que la del antibiético.

En este experimento la capacidad antimicrobiana es medida a través del didmetro
del halo de inhibicion, el cual es afectado por dos factores: el microorganismo
y el extracto vegetal, en donde la actividad antimicrobiana de varios extractos
vegetales es evaluada sobre los diferentes microorganismos seleccionados.

Disefio experimental
Al observar los resultados descritos en la Tabla 1 se determina que el nivel de
significacién para los efectos de los dos factores (microorganismo — extracto)
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evaluados y su interaccién era menor a 0,05, por lo que significa que existen
diferencias significativas de los halos de inhibicién entre los microorganismos
analizados; adicionalmente se presenta un efecto significativo del extracto
utilizado sobre el tamaifio de los halos de inhibicién y un efecto significativo en
la interaccién microorganismo extracto.

En el caso de la Tabla 2, en donde se¢ describe la prueba de comparacion
de medias de Tukey, se determiné que Alfernaria sp. v C. albicans fueron los
microorganismos que presentaron menotres halos de inhibicion frente 2 los
extractos evaluados, mientras los otros microorganismos que presentaron
halos de inhibicién significativamente superiores, en orden de menor a mayor
inhibicién, fueron S. aurens, E. coli v B. sublillis.

Para la Tabla 3, en la cual se desctibe la prueba de comparacién de medias de
3

Tukey entre extractos, determind que los extractos de Hesperomeles ferruginea v
1 > ginea

Valeriana belosa presentaron menor efecto inhibidor, pues presentan los menores

s P

promedios de tamano de halo. A diferencia se determind en la misma prueba

que los extractos de Myrwanthes rhopaloides, Passiflora manicata y control positivo

presentan tamafios de halo progresivamente supetiotes, con diferencias

significativas entre si.

Ensayos biolégicos

En la Grifica 1, en donde se evidencia el promedio de halos de inhibicién
(mm) vs Extractos vegetales frente al control positivo para S. aurens, se observo
claramente que el didmetro delos halos deinhibicién del extracto vegetal Passiflora
manicata fue menor al de los demas extractos en presencia del microorganismo
Staphylococcus aureus, es decir, que el poder inhibidor de este extracto vegetal es
minimo. Se observa también que frente a este microorganismo el extracto que
presentd mejor actividad fue el de Myrdanthes rhopalobides, el cual estavo mas
cercano al valor obtenido para el control positivo.

Las posibles razones para que el crecimiento del microorganismo se viera poco
afectado es la existencia de mecanismos de resistencia por parte de S. awrens,
lo cual esta relacionado con la activacion de una sintesis de la pared celular,
con hiperproduccién de proteinas ligadoras de penicilinas, engrosamiento de la
pared y encarcelamiento de farmacos por hiperproduccién de los componentes

de pared (Tavares 2000).

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE LOS EXTRACTOS... ’ 179



% Jardin Botdnico de Bogotd

Otros mecanismos que posee la bacteria sonla produccién delaenzima coagulasa
que hace que se deposite el material de fibrina sobre los cocos protegiéndolos
del ataque por las células del hbspedador, produccién de proteasas, nucleasas y
lipasas que sitven para despolimerizar las proteinas del hospedador, los 4cidos
nucleicos y las grasas, el desarrollo de una via bioquimica resistente la cual puede
tener hagar por intercambio genético bloqueando el agente antimicrobiano
v pot eflujo donde el microorganismo es capaz de bombear hacia afuera el
antimicrobiano que va entrando en la célula. Estudios previos han demostrado
que S. aurens posee genes que le permiten generar resistencia contra biocidas
(agentes quimicos y antibidticos).

En el caso de la Grafica 2, en donde se describe el promedio halos de inhibicién
(mm) vs Extractos vegetales frente al control positivo para E. w/, en esta se
determina que el poder inhibidor del extracto vegetal Passiflora manicata es
muy similar al del control positivo (C+), representando una buena actividad
antimicrobiana para este. Sin embargo los demds extractos presentaron
actividad aunque mucho menor en comparacion con el control positivo y con
el extracto de Passiflora manicata.

E. colf hace parte de las bacterias Gram negativas, ademds del peptidoglicano,
poseen una capa adicional en su pared que estd compuesta de lipopolisacaridos.
Esta capa representa una segunda bicapa lipidica, que no consta solamente de
fosfolipidos como la membrana plasmatica sino que contiene polisacaridos y
proteinas. Los lipidos y polisacaridos estin estrechamente unidos en la capa
externa formando estructuras lipopolisacaridas especificas. La presencia del
lipopolisacirido justifica que la membrana externa se denomine generalmente
capa de lipopolisacitido o simplemente LPS. Los mecanismos de resistencia
de estas bacterias pueden presentarse como alteracion del sitio blanco o diana
de antimicrobianos, disminucion de la permeabilidad de la pared por poseer
una pequefia capa de péptidoglicano la cual es mas sensible, adquisicién de
mecanismo de eflujo vy cambio de via metabdlica externa (Torres 2007).

Los resultados obtenidos en la Grafica 3, promedio de halos de inhibicién (mm)
vs Extractos vegetales frente al control positivo para B. s#bizls determinan que el
efecto inhibidor de los extractos es mas alto frente alos demds microorganismos,
en este caso para Myrdanthes rhopaloides v Passiflora manicata, siendo este ultimo
el mas cercano al control positivo, es decir, el extracto que tiene mejor poder
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inhibidor, cumpliendo un papel importante en el irea terapéutica ya que
posiblemente puede tener propiedades antimicrobianas en donde especies
de su misma familia y género han sido estudiadas preliminarmente por tener
principios activos bactericidas.

Baciltus subtilis es un microorganismo competente ya que ¢s capaz de tomar una
molécula de ADN y transformarla. En la mayor parte de las bacterias que sc
pueden transformar naturalmente la competencia esta regulada y hay proteinas
especiales que juegan un papel en el transporte v procesamiento del ADN.
Estas proteinas especificas de competencia incluyen una proteina de unién del
ADN que esti asociada a la membrana, una autolisina de la pared celular ¥
varias nucleasas (Gutowski-Eckel 1994).

Para este microorganismo la induccién de la competencia depende del medio v
de la fase de crecimiento del cultivo, las posibles razones para que los extractos
tuvieran un alto poder inhibidor son: 1) es que tan solo cerca del 20 por ciento
de las células se hacen competentes ¥ se mantienen por horas en este estado
v 2) la formacién de espotas bacterianas las cuales aparecen cuando cesa el
crecimiento por falta de nutrientes esenciales como el nitrégeno y el carbono
proceso que solo dura 8 horas.

Ademais B. sub#rlis produce subtilicina, un antibiético en el que su biosintesis
es regulada de manera dependiente a la fase de crecimiento, iniciando su
produccién durante la fase media a la fase tardia de crecimiento logaritmico y
alcanzando la maxima produccién en la fase estacionaria temprana (Gutowski-

Eckel 1994).

Los resultados representados en las Graficas 4 v 5 determinan que la levadura y
el hongo evaluados no fueron inhibidos por ninguno de los extractos vegetales,
incluido el control positivo (Ct+), se lograron generar halos con didmetros
superiores a 10 mm, lo que indica que los extractos vegetales no presentaron
una actividad antimicrobiana eficiente bajo las condiciones evaluadas en el
presente trabajo.

En general las bacterias Gram positivas (Bacillus subtillis y S. anrens) fueron mas

resistentes que la bacteria Gram negativa (E. ¢o/) la cual fue mas sensible frente
a este, pudiendo tener su causa en la diferencia que presentan estas bacterias en
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cuanto a su pared celular, lo cual determinara la penetracién o no del terpenoide
ala célula bacteriana para que produzca su accion. Esta molécula segtn estudios
reportados hace parte de los aceites esenciales de plantas (Maguna 2006).

Uno de los principales mecanismos de accién propuestos para los terpenoides
consiste en la disrupcion de la membrana celular bacteriana mediante tres
posibles vias: aumentando la permeabilidad de la membrana a lones pequefios,
afectando la estabilidad estructural de la membrana y desestabilizando el
empaquetamiento de la bicapa lipidica, cualquiera de estos tres efectos produce
la muerte en la célula bacteriana (Maguna 2006).

Entonces podriamos considerar que el hecho de que las bacterias Gram
negativas presenten mayor sensibilidad, entre otras cosas, puede deberse a
su pared celular menos compleja dado que tiene una capa simple —red de
mureina delgada—, mientras que en las Gram positivas es una estructura de
multicapa —rted de mureina muy desarrollada y llega a tener hasta 40 capas—
(Maguna 2006).

Finalmente en la Grifica 6 se describieron los resultados obtenidos para los
ensayos que se realizaron con el aceite esencial obtentdo a partir de las hojas de
la especie Myrehiantes rbopaliodes, se determind que el microotrganismo que mejor
se comporto frente al aceite esencial fue Candida albicans.

Ensayo biodirigido

Con base en el anilisis de los resultados estadisticos se determiné que el
extracto mas eficiente frente a todos los microorganismos evaluados fue el
de la especie Passiflora manicata, siendo este extracto el candidato para realizar
el fraccionamiento para determinar cudl fraccidén era la responsable de la
actividad antimicrobiana. De acuerdo con los resultados descritos en la Grafica
7 se aprecian las diferencias entre el diametro promedio del halo de inhibicién
del extracto vegetal Passiflora manicata en presencia de los microorganismos
seleccionados para cada una de las fases (FR1, FR2, FR3). Se observa que el
comportamiento del halo de inhibiciéon en FR2 y FR3 del extracto vegetal es
muy similar. También se observa que el didmetro del halo de inhibicién en
FR1 del extracto vegetal es mas patecido al halo del control positivo (C+) en
comparacion a las otras dos fases.
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Las tres fases evaluadas (FR1, FR2, FR3) estan organizadas de acuerdo con la
polaridad de cada solvente, es decir, de mayor a menor polaridad. Donde FR1
es una mezcla de compuestos de alta polaridad en los cuales posiblemente se
pueden encontrar taninos, proteinas hidrosolubles y azacares. De esta manera
en la fase FR1 se observaron halos de inhibicién superiores a los de las demais
fases indicando que en ella quizas se encuentra la molécula responsable del
principio activo. La fraccién FR2 fue la que obtuvo el menor rendimiento en la
evaluacion antimicrobiana para el extracto vegetal de Passiflora manicata.

CONCLUSIONES

El extracto ctandlico de hojas de Passiflora manicata reveld la mayor actividad
antimicrobiana contra los microorganismos seleccionados, siendo Bacillus
subtilis el microorganismos con los valores mas altos de inhibicion.

Los microrganismos Gram positivos evaluados fueron mds sensibles al poder
inhibidor de los extractos etandlicos, siendo los hongos los que mostraron mas
tesistencia.

La fase acuosa del extracto etandlico crudo de las hojas de Passiflora manicata
mostré6 mayor actividad antimicrobiana con todos los microorganismo
seleccionados en comparacion con la fase de diclorometano v la fase de alcohol
1soamilico evaluada.

El aceite esencial obtenido de las hojas de Myrehiantes rhgpaloides presentd mayor
actividad antimicrobiana obtenida frente a los microorganismos evaluados.

El extracto etanélico obtenido de Passiflora manicata puede constituirse en
una fuente de principios activos que contribuyan al descubrimiento de
antimicrobianos de origen natural los cuales pueden ser utilizados como linea
base pata la sintesis de moléculas utiles a nivel farmacéutico.

El estudio realizado permitié conocer algunas de las potencialidades de uso
de las especies Passiffora manicata, Hesperomeles ferruginea, Myrcianthes rbopaloides
v Valeriana pilosa presentes en los ecositemas del Distrito Capital v la region
contribuyendo 2l aumento del conocimiento de las mismas.
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Recomendaciones

Identificar, separar y elucidar la molécula presente en la fase acuosa del extracto
crudo de Passiflora manicata responsable de la actividad antimicrobiana reportada
en el presente trabajo, con el fin de generar alternativas para la obtencién de
nuevos antimicrobianos de amplio espectro a partir de una fuente de origen
natural.

Realizar estudios i 27ze con el fin de determinar la concentracién inhibitoria
minima de la fase acuosa con el objetivo de utilizar el extracto obtenido en la
formulacién de nuevos productos con potencial biocida.

Realizar estudios ## #ive con el fin de determinar la estabilidad del extracto
obtenido frente a agentes fisicos y quimicos que puedan interferir en la actividad

antimicrobiana descrita en el presente trabajo.
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