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RESUMEN

En el presente trabajo se llevé a cabo el estudio fitoquimico preliminar de la especie
colombiana Disterigma alaternoides (Kunth) Nied. para identificar los metabolitos
secundarios presentes, también se evalué su actividad biolégica, a la que se le pudo
comprobar accion antibacteriana frente a dos cepas de bacterias Gram positiva
Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis.

El material vegetal fue recolectado en el paramo de Guasca situado al nordeste de la
ciudad de Bogota (Colombia), en la cordillera oriental de los Andes y se identificé en el
Herbario Nacional de Colombia bajo el proyecto “estudio Fitoquimico de la familia
Ericaceae” con numero 04.

Se tomaron 540 g del material vegetal seco (partes aéreas) que fueron extraidos
mediante sistema continuo tipo soxhlet con éter de petrdleo y etanol. El extracto Etandlico
se fraccion6 por separado, por el método de separacién liquido-liquido continuo con
Diclorometano y Acetato de Etilo; las fracciones fueron monitoreadas mediante
cromatografia en capa delgada, la Fraccion Diclorometano se subfraccioné mediante
cromatografia preparativa y la Fraccion Acetato de etilo a su vez mediante cromatografia
en columna con éter de petréleo, cloroformo y metanol puros y en mezclas de polaridad
creciente; las subfracciones se monitorearon mediante cromatografia en capa delgada.

De los extractos y fracciones se realizaron pruebas preliminares de identificacién de
metabolitos secundarios, encontrando resultados positivos para la presencia de
flavonoides, taninos, saponinas, fenoles y esteroles o triterpenos, Los metabolitos mas
abundantes en la fraccion Diclorometano resultaron ser los fenoles y en la fraccién de
Acetato de etilo fueron los flavonoides.

Al evaluar la actividad antibacteriana de los extractos y fracciones no se observé ninguna
actividad frente a las 2 cepas de bacterias Gram negativas, (Escherichia coli y Klebsiella
pneumoneae) en contraste con los halos de inhibicién presentados en las bacterias Gram
positiva (Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis) principalmente el extracto
Etandlico y la fraccion de Acetato de etilo.



INTRODUCCION

Colombia es un pais con un alto nivel de recursos naturales, la biodiversidad en flora y
fauna es una de las mas apetecidas a nivel mundial y los distintos climas y la variedad de
especies nativas han servido como base del desarrollo econémico y cultural del pais
desde tiempos precolombinos. Es por ello que con los recientes avances cientificos han
centrado su atencién en la investigacion de los Productos Naturales.

Los Ingredientes Naturales son sustancias organicas resultantes de los ciclos no vitales
de las plantas, por lo que son conocidos como metabolitos secundarios, es decir que la
planta no los necesita para poder existir, que de acuerdo a su utilidad pueden ser
extraidos de diferentes plantas o animales; las extracciones pueden realizarse desde la
simple maceracion y extraccion de jugos, hasta extracciones Etandlicas, Etéreas o en
Aceites vegetales. (Grupo consultor Universidad de Bogota Jorge Tadeo Lozano, 2009).

La investigacién en productos naturales en sus diferentes aspectos es una ciencia antigua
en donde la preparacion de medicinas, venenos, estimulantes, colorantes, entre otros; ya
aparecia registrada en las primeras fuentes escritas de varias culturas. A lo largo de la
historia de la humanidad, el hombre ha utilizado las plantas de manera empirica como
defensa frente a diversas enfermedades y hoy en dia muchos de los medicamentos
utilizados se derivan directa o indirectamente de estas practicas antiguas. Por lo tanto, la
investigacion en productos naturales se ve fomentada y mantenida en constante
actualidad por el hecho de que muchos productos sintetizados por microorganismos,
vegetales e insectos son compuestos que presentan interesantes propiedades
farmacologicas, de control del medio ecolégico y una fuente renovable de materias primas
de indudable interés. (Santana, 2010)

El grupo de investigacion en Fitoquimica de la Pontificia Universidad Javeriana (GIFUJ)
ha venido desarrollando investigaciones en el estudio de diversas plantas promisorias de
Colombia. Es asi que en el estudio de especies del género Pentacalia y Ericacea ha
podido aislar y caracterizar una amplia variedad de metabolitos secundarios con una
importante actividad biolégica tales como flavonoides, compuestos del tipo terpeno,
esteroides, acidos grasos ciclicos, prostaglandinas, germacranolidos y glicésidos entre
otros; en los cuales se encontraron actividades plaguicidas, repelentes, antifingicas,
antiprotozoarias, insecticidas, antibacteriales, citotoxicas, antioxidantes, entre otras.
(Pedrozo, J. 2001)

Dentro de los objetivos de este trabajo se encontraba realizar un estudio fitoquimico
preliminar de los extractos de las partes aéreas de la especie Disterigma alaternoides
para determinar la presencia de metabolitos secundarios en cada extracto y fraccion, otro
de los objetivos consistia en realizar un estudio de la actividad antibacteriana de dichos
extractos.



1. ANTECEDENTES

PUBLICACION

AUTOR / FECHA

ANTECEDENTES QUIMICOS Y/O
ANTECEDENTES ACTIVIDAD

Estudio Quimicos de los
componentes lipofilicos
mayoritarios de hojas y
frutos de Disterigma
alaternoides (HEK)
ericaceae vacciniaceae

Pino Benitez, Nayibe
1993

Las muestras se tomaron las zonas del Paramo de Guasca.

Se aislaron y purificaron 7 compuestos del tipo terpenoide de los Extractos y Fracciones
de Disterigma alaternoides, dichos compuestos se les hallo su respectivo punto de fusién
y se les realizo la respectiva espectroscopia para determinar sus estructuras.

Los compuestos aislados fueron:
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Adicional en la Fraccion de Diclorometano se encontré un sélido granular blanco cuyo

punto de fusién esta entre los 176-178°C y se determino que es una mezcla de terpenos
no identificados con esqueletos de Urseno y Oleano.

Se recomienda realizar estudios con los componentes de mayor polaridad de la especie.

Estudio fitoquimico y de
actividad biolégica de
dos especies
altoandinas priorizadas
dentro del proyecto 318

Plazas Gonzales,
Erika Andrea
(2011)

Jardin Botanico de
Bogota José
Celestino Mutis

Para este trabajo las muestras se tomaron en las zonas cercanas del Paramo de Cruz
verde.

En este estudio se decide trabajar con las especies Disterigma alaternoides,
Hedyosmum parvifolium, Cestrum buxifolium, Citarexilum sulcatum, Ortrosantus
chimborasensi y Pilea sp. Se realizo una extraccion en frio con Etanol al 96% de las
hojas, tallos y frutos de Disterigma alaternoides para poder realizar la cuantificacion de
Fenoles, extraccion de aceites esenciales y caracterizacion de aceites esenciales.

Se encontrd que en los extractos de las Flores se encuentra la mayor cantidad de




Fenoles comparada con los otros érganos de la planta, para Disterigma alaternoides se
encontré que el extracto de flores posee una cantidad de 482mg/g el mas bajo
comparado con las demas especies estudiadas en este trabajo.

Se realizo marcha fitoquimica para determinar cualitativamente la presencia de
metabolitos secundarios en el extracto etandlico de los tallos, hojas, flores y frutos de
Disterigma alaternoides, los resultados de las pruebas quimicas mostraron la presencia
de flavonoides, fenoles y esteroles o triterpenos en todos los extractos; quinonas y
saponinas en los extractos de hojas y tallos y taninos en el extracto de los tallos.

El ensayo de actividad antifungica se realizo por el método de bio-autografia en
cromatografia en capa delgada, se pesaron 10 mg de cada extracto en un ependorff y se
disolvieron con 1 mL de metanol. Se tomaron 10 uL de las muestras fueron aplicadas
sobre cromatoplacas de silica gel, se corrieron y revelaron a Luz Ultravioleta y
posteriormente fueron asperjadas con la suspensiéon de esporas de Botrytis cinérea, se
pusieron las cormatoplacas en la incubadora durante tres dias. Y se observo el
crecimiento del hongo, en ninguna de las especies estudiadas se observaron zonas de
inhibicion, lo que indico que no hay presencia de compuestos activos en los extractos
evaluados.

Debido a la alta concentracién de fenoles que se se han asociado con una buena
actividad antioxidante y quimioprotectora se recomienda cuantificar los flavonoides por el
método de Liu y evaluar la actividad antioxidante y citotoxica, entre otras.

Andlisis Fitoquimicos y
de Actividad Bioldgica
de seis especies de la
familia Ericacea nativas
de las areas rurales del
distrito capital

Plazas Gonzales,
Erika Andrea
(2013)

Jardin Botanico de
Bogota José
Celestino Mutis

En este estudio se trabajaron con seis especies de ericacea, Cavendishia bracteata,
Macleania rupestris, Gaultheria erecta, Bejaria resinosa, Thibaudia floribunda y
Disterigma alaternoides, las muestras se tomaron en las zonas rurales del Distrito
Capital en las zonas del Paramo de Cruz verde y veredas los verjones.

El material molido y seco se extrajo por maceracion con etanol industrial

Por medio del analisis cualitativo se determiné la presencia de diferentes grupos de
metabolitos secundarios en los extractos de hojas, encontrando pruebas positivas para
fenoles, flavonoides, taninos, saponinas, cumarinas, terpenos, esteroides y quinonas.




En los ensayos de cuantificacion de fenoles por el método de espectrofotometria se
encontré que el extracto etandlico de las hojas de Disterigma alaternoides posee un
contenido de compuestos fendlicos de 125.6mg/g de extracto el mas bajo comparado
con las otras especies estudiadas, pero se encuentra en la categoria alta de mas de
40mg/d segun Stanojevic et al., 2009.

Para la cuantificacion de Flavonoides se utilizo el método de Liu, obteniendo un
contenido de flavonoides de 89,7mg/g extracto, que han sido muy relacionados con la
actividad antioxidante de las plantas, al comparar los contenidos de Fenoles con los de
Flavonoides se encontré que cerca del 71.4% de dichos Fenoles son Flavonoides.

Para los ensayos de toxicidad frente a artemia salina se encontré que tiene una toxicidad
media ya que registro una concentracion de 196ug/mL.

Para los ensayos de Actividad Antibacteriana se tomaron 30mg del extracto y se diluy6
en 1mL de DMSO, usando sensidiscos se colocaron los extractos frente a S. aureus se
encontr6 que la actividad es de baja a nula y frente a E. coli no se presentd inhibicién.

Para la actividad antioxidante se uso el método de autobiografia en CCD usando como
reveladores el B caroteno y DPPH que luego se exponen a Ultravioleta y luz Visible
respectivamente, se encontr6 que en las fases méviles de compuestos de baja polaridad
no se encuentra actividad antioxidante, mientras que las fases de compuestos de
mediana alta polaridad se encuentran compuestos que poseen actividad protectora del
antioxidante natural B-caroteno ya que permanecieron naranjas luego de la exposicion a
la luz UV y compuestos que poseen actividad antioxidante por captacion de radicales
libres DPPH ya que al ser revelado se observaron coloraciones amarillas en el fondo
violeta del radical.




2. OBJETIVOS

2.1. GENERAL
Realizar el estudio fitoquimico preliminar y la evaluacion de la actividad antibacteriana y
antioxidante de los extractos de las partes aéreas de Disterigma alaternoides.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
Obtener extractos y fracciones de las partes aéreas de Disterigma alaternoides.

Realizar las pruebas quimicas preliminares para identificacion de metabolitos
secundarios.

Evaluar la actividad antibacteriana de los extractos y fracciones obtenidas.

Evaluar la actividad antioxidante de los extractos y fracciones obtenidas.



3. MARCO TEORICO
3.1. FAMILIA ERICACEA
3.1.1. Descripcion

Arbustos, pequefios arboles o lianas, hojas alternas, opuestas o verticiladas, simples,
persistentes o0 caducas, sin estipulas, simples en racimos o solitarias, axilares o
terminales, perfectas, generalmente actinomorfas; solitarias o agrupadas, caliz, (3) (5) (7)
sépalos persistentes unidos en la base; corola, 3-7 pétalos soldados, estambres, en
nuimero doble al de pétalos, generalmente biciclicos filamentos libres o monadelfos,
anteras bitecas, ovario supero o infero, carpelos, (2) (5) (10) soldados; plurilocular, axial,
2-5 locular, pluriovulados, estilo simple, estigma capitado, peltado o ciatiforme, frutos
drupa, baya o capsula con semillas pequefias, endosperma carnoso, embridn recto
(Maecha, 1997).

La familia esta constituida por 103 géneros y alrededor de 4500 especies, los géneros
mas representativos de la familia son Rhododendron (con mas de 1.000 especies), Erica
(con cerca de 860 especies), Vaccinium (con cerca de 450 especies), Cavendishia (con
cerca de 130 especies) y Gaultheria (con cerca de 115 especies) segun lo indica Salinas y
Betancur (2005).

3.1.2. Clasificacion taxonémica

Reino Plantae

Filo MAGNOLIOPHYTA
Clase Magnoliopsida
Orden Ericales

Familia Ericaceae

3.1.3. Distribucién y héabitat

Es una familia cosmopolita, que viven en medios muy acidos y generalmente presentan
micorrizas.



Figura 1. Mapa Distribucién de la Familia Ericacea a nivel mundial
Global Biodiversity Information Facility GBIF
*Las zonas naranjas corresponden a mayor presencia de especies

Las ericaceas tienen 4.500 especies a nivel mundial con una amplia distribucion
geografica que abarcan todos los continentes a excepcién de la Antartida, en América
tropical se encuentran alrededor de 900 especies (Smith, 2004); los principales centros de
diversidad se encuentran en las regiones montafiosas del neotropico donde se ve
representada por 46 géneros y cerca de 800 especies, es decir, el 70% de sus géneros y
el 95% de sus especies, aproximadamente (Luteyn, 2002).

3.1.4. Usos etnobotanicos

Por su importancia como frutal, la familia Ericacea es uno de los componentes floristicos
mas sobresalientes en las zonas montafiosas del noroccidente de Suramérica,
especialmente en la vertiente pacifica de los Andes (Luteyn y Silva, 1999; Salinas y
Betancur, 2005); en los bosques de niebla se destacan por su funcion ecoldgica (Luteyn 'y
Pedraza-Pefialosa, 2008).

Las especies de la familia Ericaceae han sido utilizadas en diferentes regiones del mundo
con fines medicinales y alimenticios. Por ejemplo, en algunas regiones de Turquia, las
ramas y flores de Brezo Calluna vulgaris son usadas en infusion como diurético y
desinfectante urinario. En otras regiones de Europa, esta planta es usada en tratamientos
como antireumatico, astringente, antiséptico, diurético, diaforético, expectorante,
depurativo, sedante suave y como tratamiento para la gota (Orhan, Kupeli, Terzioglu y
Yesilada, 2007).

Las hojas de Guyaba, Arctostaphyllos uva-ursi L., ricas en glucésidos de hidroquinona son
muy efectivas como antiséptico urinario. A partir de los frutos del arandano, Vaccinium
myrtillus L., se preparan extractos antocianicos para el tratamiento sintomatico de la
fragilidad capilar cutanea (Bruneton, 2001).



En las islas Mascareigna, Madagascar y algunas regiones del Africa tropical, la especie
Agauria salicifolia, es conocida por ser téxica al ser consumida por humanos y animales,
sin embargo, gracias a sus principios activos como diterpenoides vy triterpenoides, se
utiliza tradicionalmente para tratar heridas ulcerosas, como depurativo e incluso para
tratar la sarna (Luillier et al., 2007).

En el suroeste de China, Myanmar y Vietnam, se utilizan las hojas de Vaccinium
dunalianum W. para el tratamiento del reumatismo articular, también se usan sus brotes
secos para preparar una bebida popular que sustituye el té (Zhao et al., 2008).

Por su escaso interés alimenticio, las EricAceas se usan principalmente en la decoracion
de parques y jardines (Bruneton, 2001).

Erica arborea L.(brezo): arbusto de hojas medicinales, con propiedades digestivas y
diuréticas. Utilizado para tratar congestion de la via urinaria (infusion), ronchas, manchas,
dermatosis, erupciones, herpes (infusién caliente). Suele presentar un grueso tocén
lefioso en la base de los tallos y que constituye un 6rgano con reservas que le permite
sobrevivir tras la accion del fuego. Este tocon por su dureza suele ser utilizado en la
fabricacion de bastones y pipas (Heywood, 1985; 1zco, 1998).

3.1.5. Estudios quimicos

Los estudios quimicos han permitido asilar e identificar metabolitos secundarios
principalmente de tipo fendlico como flavonoides, antocianinas, taninos tanto hidrolizables
como condensados y derivados del acido hidroxibenzdico e hidroxicinamico, entre otros.
Muchos de esos componentes han mostrado marcada actividad biolégica como
antioxidante, antimicrobiana, antiinflamatoria y vaso dilatoria.

Los flavonoides son los metabolitos mas representativos de la familia Ericaceae, se han
aislado a partir de diferentes especies de los géneros Erica y Vaccinium flavonoles,
antocianinas y flavonas como la catequina, quercetina y miricetina.

Figura 2. Estructuras quimicas de Catequina(1), Quercetina(2) y Miricetina(3)

A partir de la parte aérea y flores de la especie Ericacea verticilata se aislaron diferentes
flavonas glicosiladas el 3,5,7,3',4’-Pentahidroxi-8,5-dimetoxiflavona-3-O- a  -L-
ramnopirandsido(4) y el 3,5,7,4  Tetrahidroxi-8,3,5'trimetoxiflavona  3-O-o-L-
ramnopirandsido(5) (Gournelis, 1995; Bennini, Chulia, y Kaouadji, 1994):
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Figura 3. Flavonoides glicosidados aislados de E. verticilata

Otros de los metabolitos importantes en especies de esta familia son los derivados del
acido hidroxibenzéico e hidroxicinamico como agliconas y glicosidos, como la arbutina(6)
y la -D-glucogalina(7) aislados de los frutos de la especie A. unedo (Pawlowska, De Leo,
Braca, 2006).

OH
OH OH

—\_-0 o on O OH
H O\x\/ -\ o }
OH 6 HO/\_.--T-X/

OH

HO
Figura 4. Derivados del &cido cindmico

Otros estudios han permitido aislar otros metabolitos como acidos organicos como el
acido malico, tartarico, citrico, butirico, acético y valerianico; enzimas como la gaultherasa
o betulasa y la arbutasa; y pectina.

Por otro lado es importante resaltar que las ericaceas no producen alcaloides salvo
algunos casos, en algunas especies se elaboran principios amargos que pueden ser
téxicos como la andromedotoxina y la ursona, y en raras ocasiones producen aceites y
esencias (Font Quer, 2001).

En el género Erica se identificaron como pigmentos principales de las flores antocianinas
glicosidadas: cianidina, delfinidina, malvidina, peonidina y pelargonidina (Crowden &
Jarman, 1976). A partir de los brotes de Vaccinium dunalianum se aislaron cerca de 20
esteres fendlicos derivados del acido caféico (Zhang, et al. 2008).

3.2. GENERO DISTERIGMA

Género de arbustos pequefios, rastreros distribuidos en Bosques andinos y paramos de
Centro y Sur América perteneciente a la familia EricAcea. Este género se conoce
popularmente como Blueberry o Arandanos por la presencia de frutos rojos comestibles
(Luteyn, 1996).

11



3.2.1. Distribucioén

El género Disterigma es uno de los mas pequefios de la familia EricAcea, comprende
aproximadamente 37 especies distribuidas en las zonas montafosas de Centro y Sur
América desde México hasta el sur de Bolivia y en Guyana (Pedraza, 2009). Antes de
1940 solo se conocia una especie en México, posteriormente se reportaron 15 especies
exclusivas para Sur América, las continuas exploraciones botanicas permitieron acumular
cerca de 35 especies en Centro y Sur Ameérica (Wilbur, 1992).

Figura 5. Mapa Distribucion del genero Disterigma a nivel mundial.
Global Biodiversity Information Facility GBIF
*Las zonas naranjas corresponden a mayor presencia de especies

3.2.2. Clasificacion taxonémica

Reino Plantae

Filo MAGNOLIOPHYTA
Clase Magnoliopsida
Orden Ericales

Familia Ericaceae
Género Disterigma

3.2.3. Caracteristicas morfolégicas

Las especies de este género son arbustos pequefos, rastreros, con ramas generalmente
vellosas. Poseen flores pequefias, subcoriaceas, axilares de 1 a 6, sostenidas por
bracteas pequefias. Las flores tienen corola blanca, verdosa o rojiza, cilindrica o
campanulado, 4-5 I6bulos, estambres, filamentos libres, ligulados, villosos o glabros. Los
frutos comestibles en forma de baya con numerosas semillas (Smith, 1993).
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3.3. ESPECIE Disterigma alaternoides (Kunth)

Nombres comunes: COLOMBIA: capuli silvestre (Narifio). ECUADOR: fiapilla, perlillo,
tira, zchirpe, nigua, salapa chica. VENEZUELA: albricias. (Luteyn y Pedraza, 2002).

Sinénimos: Disterigma alaternoides var. parvifolium (Benth) A.C.Sm., Disterigma
popenoei S.F. Blake., Metagonia alaternoides (Kunth) Nutt., Vacciniopsis tetramera
Rusby., Vaccinium alaternoides Kunth., Vaccinium alaternoides var. parvifolium Benth.
(Tropicos.org, 2010)

3.3.1. Descripcion

Arbusto terrestre o epifita de hasta 4 m de alto; tallo terete o subterete, nitido, oscuro o
cenizo, glabro; ramas subteretes, anguladas, de pubescentes a pilosas con pelos blancos,
persitentes o glabros. Hojas coridceas, bien espaciadas, ovadas a ampliamente ovadas-
elipticas, base redondeada u obtusa a acuneada, apice obtuso o subobtuso, raramente
acusado, margen entero pero conspicuamente resoluto en la base del envés, glabro o
moderadamente piloso, 3-5 plinervado desde la base, vena central hundida en el haz y
sobresaliente en el envés, venas laterales usualmente planas o ligeramente hundidas en
el haz y sobresalientes en el envés, pero usualmente oscuras, venas secundarias
reticuladas oscuras en las dos superficies; peciolo subterete, usualmente aplanado en el
haz, pelos cortos o puberulento en el haz, glabro. Inflorescencia fasciculada, 1-3-7 flores,
rodeada por una seria de bracteas pequefias, las mas internas alcanzando el tamafio de
las bracteolas, bracteas florales ovadas, obtusas, hasta 1.5 mm de largo, pero dificiles de
distinguir de las bracteas de la inflorescencia; pedicelo subterete, 0-5-3 mm de largo,
glabo o pubescente, a veces con fimbrias glandulares, pequefias, dispersas.

Flores 4-meras, caliz de 3-4 mm largo, glabro, hipanto cilindrico, terete, 1.5-2 mm de
largo, l6bulos obados-deltados, subacutos, 1-2.5 mm de largo, en algunos casos con las
bases imbricadas; corola delgadamente carnosa, cilindrica, cilindrica-urceolada, o en
algunos casos hinchada distalmente, usualmente glabra pero a veces pubescente a
cortamente pilosa, frecuentemente levemente pubescente entre blanco, blanco-rosado o
rojo palido, lobulos fuertemente reflejos, pero en ocasiones exponen los 4pices del
estamen, deltados-oblongos, subacutos, 1-2 mm de largo; estamen 8, ca. mm largo,
filamentos 2.5-4.5 mm de largo, densamente y conspicuamente vellosos distalmente con
pelos de 1 ca. mm largo; anteras 1,5-3 mm largo. Bayas hasta de 1 mm diam,.
blancotranslucido o rosado translucido a rojizo-morado o rojo vino. (Luteyn y Pedraza,
consultado 16 septiembre, 2010)

3.3.2. Clasificacion taxonémica

Reino Plantae

Filo MAGNOLIOPHYTA
Clase Magnoliopsida
Orden Ericales

Familia Ericaceae
Género Disterigma
Especie D. alaternoides
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3.3.3. Distribucioén

Se encuentra en Panama, Venezuela, Colombia, Ecuador, Per( y Bolivia, en bosques
himedos premontanos, montanos hudmedos, bosque humedo y bosque lluvioso,
subparamo a paramo. (Luteyn y Pedraza, consultado 16 septiembre, 2010)

Figura 6. Distribucion de la especie D. alaternoides.
Global Biodiversity Information Facility GBIF
*Las zonas amarillas corresponden a la distribucion de la especies

3.3.4. Estudios quimicos

El material vegetal de las especies Disterigma alaternoides se recolect6 en el paramo de
Guasca, la especie vegetal fue identificada en el herbario nacional de Colombia bajo el
codigo Col345752, se analizaron los extractos y fracciones en busca de los componentes
lipofilicos, se encontraron como resultado del trabajo de investigacion siete compuestos
de tipo terpenoide en el extracto etéreo los cuales fueron aislados y purificados y una
mezcla de triterpenos no identificados con esqueletos de Urseno y Oleano. Los
compuestos encontrados fueron el Friedooleanan 3-ona (Friedelina), Friedooleanan 3-ol
(Friedelinol), Glutinol, Urs-12-ene-3B-ol (a-Amirina), Urs-12-ene-3,28diol (Uvaol),
BSitosterol y alfa caroteno; los compuestos se les hallo el punto de fusién, se les realizo
espectroscopia a fin de poder conocer su estructura quimica. (Pino, 1993)
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Figura 7. Estructura quimica de
Friedooleanan 3-ona (Friedelina)
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Figura 8. Estructura quimica de
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El material vegetal de Disterigma alaternoides se recolectdé en la cuenca alta del rio
Teusacd, vereda San Francisco del paramo de Cruz verde. Las pruebas fitoquimicas
preliminares de los extractos etanolicos de tallos, frutos, flores y hojas mostraron la
presencia de flavonoides, quinonas, taninos, saponinas fenoles y esteroles o triterpenos.
Debido a las intensas coloraciones formadas en las pruebas de cloruro férrico, Shinoda y
leucoantocinidinas se decidié realizar la cuantificacion de fenoles por el método
colorimétrico de Folin-Ciocalteau. El extracto de frutos de la especie D. alaternoides
posee la menor cantidad de fenoles (357 mg/qg) y el extracto de flores la mayor cantidad
(482 mg/g) comparado con los demas érganos de la planta.

El ensayo de actividad antifangica se realizo por el método de bio-autografia en
cromatografia en capa delgada CCD, se pesaron 10 mg de cada extracto en un ependorff
y se disolvieron con 1 ml de metanol. Se tomaron 10 yL de las muestras fueron aplicadas
sobre cromatoplacas de silica gel, se corrieron y revelaron a Luz Ultravioleta y
posteriormente fueron asperjadas con la suspension de esporas de Botrytis cinérea, se
pusieron las cormatoplacas en la incubadora durante tres dias. Y se observo el
crecimiento del hongo, se observo que en ninguna de las especies estudiadas se
observaron zonas de inhibicién, lo que indico que no hay presencia de compuestos
activos en los extractos evaluados. (Plazas, 2011)

Se realizaron ensayos de toxicidad en Artemia Salina donde se encontré que los extractos
de hojas de D. alaternoides presentaron toxicidades medias bajas con CL50 de
196ug/mL por lo que se considera que la especie tiene una toxicidad media segun los
analisis de los resultados.

Para el ensayo de actividad antibacteriana se emplearon como microorganismos
indicadores de actividad, las bacterias Gram-positivas Staphylococcus aureus vy
Staphylococcus epidermidis y las bacterias Gram-negativas Escherichia coli. Se uso el
método de sensidisco y se utiliz6 una concentracién de 30mg de extracto en 1mL de
DMSO.

En los ensayos de actividad antibacteriana se consideran promisorios los extractos o
compuestos con halos de inhibicion superiores a 20 mm, donde la actividad frente a
S.aureus fue muy baja comparada con el control usado y nula frente a E. coli, por lo que
se puede concluir que los extractos estudiados poseen de baja a nula actividad
antibacteriana.

Para la actividad antioxidante se uso el método de autobiografia en CCD usando como
reveladores el B caroteno y DPPH que luego se exponen a Ultravioleta y luz Visible
respectivamente, se encontrd que en las fases méviles de compuestos de baja polaridad
no se encuentra actividad antioxidante, mientras que las fases de compuestos de
mediana alta polaridad se encuentran compuestos que poseen actividad protectora del
antioxidante natural B-caroteno ya que permanecieron naranjas luego de la exposicion a
la luz UV y compuestos que poseen actividad antioxidante por captacion de radicales
libres DPPH ya que al ser revelado se observaron coloraciones amarillas en el fondo
violeta del radical. (Plazas, 2013)
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4. METODOLOGIA
4.1. RECOLECCION DEL MATERIAL VEGETAL

El material vegetal debe recolectarse teniendo en cuenta el estado vegetativo en
floracion. La planta debe ser identificada por un taxbnomo y una muestra testigo debe
disecarse para herbario, con un nimero registrado del mismo. El material se limpia y se
separan su parte aérea, raiz, semilla, fruto y se seca a la sombra, con corriente de aire y a
una temperatura de 40°C maximo, para asegurar un contenido de humedad no mayor a
10%, luego debe pulverizarse en molino eléctrico o mecéanico limpio, que no genere
mucho calor. (Bilbao, M. 1997)

4.2. EXTRACCION

Las técnicas de extraccion mas comunes son las de maceracion, extraccion soxhlet y
reflujo, con solventes de diferentes polaridades (éter de petréleo, diclorometano, acetato
de etilo, etanol) y posterior concentracion a presion reducida (Cannell, 1998; Pasto, 1974).

Para el presente trabajo se realizé la extraccion soxhelt usando éter de petréleo y etanol
para obtener los extractos etéreos y etandlico respectivamente. Posteriormente se
fraccioné liquido-liquido el extracto alcohdlico usando solventes en orden creciente de
polaridad.

4.3. PRUEBAS QUIMICAS PRELIMINARES

Las pruebas quimicas se realizaron mediante métodos de identificacion cualitativa de
grupos de sustancias, los cuales consisten en una reaccion quimica que produce la
alteracion rapida en la estructura molecular de un compuesto, por ejemplo, la modificacion
de un grupo funcional, la apertura de un sistema anular, la formacion de un complejo de
coordinacion, lo cual da como resultado una manifestacion sensible como el cambio de
color, la formacion de un precipitado o el desprendimiento de un gas (Bilbao 1997).

4.4, CROMATOGRAFIAS

Los grupos de sustancias se identificaron y purificaron usando métodos cromatograficos
como lo son: cromatografia de capa delgada (CCD) para monitoreo y cromatografia en
columna (CC) vy capa preparativa (CCDP) para grupos de sustancias de acuerdo al
gradiente de polaridad.

4.4.1. Cromatografia en Capa Delgada (CCD)
Las placas de Silica gel de 7cm se usan para un monitoreo preliminar de los extractos
crudos y de las fracciones obtenidas de las columnas. Estas placas permiten verificar la
pureza de los compuestos. (Bolliger et al. 1965).

4.4.2. Cromatografia en Columna (CC)
Se utiliza en la separacion de compuestos de las fracciones de los extractos. Las
muestras se suspenden y homogenizan en Silica gel 60. En un solvente apropiado (éter

de petroleo, cloroformo, metanol, etc.), se empacan en columnas de vidrio de 40 cm de
altura 'y 2 cm de diametro. Al separar las muestras se disuelven en el mismo solvente con
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el que se prepar6 la columna para luego aplicarse en la parte superior de la misma. Se
eluye con mezclas de solventes de polaridad creciente. (Bolliger et al. 1965).

4.4.3. Cromatografia en Capa Delgada Preparativa (CCDP)

Las placas de CCDP se emplean en la separacion y purificacion final de los compuestos;
se preparan colocando una muestra pesada de Silica gel 60 G en un volumen
determinado de agua y extendida sobre placas de vidrio (20 x 20 cm), para producir una
capa delgada de 0.5 a 1mm de grosor. Las placas se secan a temperatura ambiente y
luego son activadas en un horno a 100°C por 4 a 5 horas. (Bolliger et al. 1965).

4.4.4. Agentes de Deteccion y Visualizacion de Compuestos

En las placas de CCD o CCDP con Silica gel se utiliza luz UV de 254 nm (onda corta) y
366 nm (onda larga), que permite la deteccibn de puntos o bandas de algunos
compuestos fluorescentes. Algunas veces las placas se colocan en atmosfera de
amoniaco (NH3) y se observan luego a la luz UV; ademés se utilizan reactivos que se
aplican en spray, que permiten visualizar o detectar los compuestos sobre placas de CCD
0 CCDP. En el caso de CCDP, el reactivo se rocié solo en uno de los bordes de la placa,
los reactivos mas utilizados son unas soluciones de vainillina al 1% en H2SO4
concentrado, y CoCI2 en H2SO4 10%.

Las placas cromatograficas se impregnan con el reactivo y luego se calientan para
visualizar los puntos o bandas (Bolliger et al. 1965).

4.5. ENSAYOS DE ACTIVIDAD BIOLOGICA
4.5.1. Actividad antibacteriana

Consiste en realizar orificios con la ayuda de una pipeta pasteur estéril de 8 mm de
diametro sobre la superficie del agar que contiene el microorganismo, dentro de los cuales
se depositaran 30uL de los diferentes extractos. Las cajas se incuban durante 24 horas a
37°C. Para cada microorganismo, se utilizan controles positivos de un antibiético
comercial y negativos de agua destilada, DMSO u otra sustancia en la que se diluyan los
extractos. La evaluacion se realiza por mediciéon del didmetro de las zonas de inhibicion
de crecimiento alrededor de los orificios. El efecto inhibitorio de los extractos vegetales es
obtenido por su eficiencia comparada con el control positivo. (Cuellar y Hussein, 2009).
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Figura 14. Diagrama general de trabajo en Disterigma alaternoides
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5. RESULTADOS Y ANALISIS
5.1. RECOLECCION DEL MATERIAL VEGETAL

El material vegetal fue recolectado en el paramo de Guasca situado al nordeste de la
ciudad de Bogota (Colombia), en la cordillera oriental de los Andes en la carretera que
Bogota conduce al municipio de Gacheta (Cundinamarca) a una altitud entre los 3000 y
los 3365 m.s.n.m. El material se recolecté en estado de floracion y se empaco en bolsas
plasticas para facilitar su transporte, el material se transporté hasta el laboratorio de
Fitoquimica de la Pontificia Universidad Javeriana en donde se desempacd y se organizo
para su secado a temperatura ambiente bajo techo durante un periodo de 3 a 4 semanas.

La planta mas representativa recolectada, se identific6 en el Herbario Nacional de
Colombia bajo el proyecto “estudio Fitoquimico de la familia Ericaceae” con nimero 04.

Luego de seco el material vegetal se separo segun los drganos en hojas, flores y frutos;
las flores y frutos se preservaron para posterior extraccion, mientras que las hojas se les
realizd un lavado para retirar contaminantes como tierra y liquenes y se continuo con el
secado a temperatura ambiente, luego de 4 semanas las hojas se organizaron y se
terminaron de secar en un horno a 40°C por 30 minutos.

Para moler el material no se utilizo molino ya que el tamafo de particula al salir del molino
resulta muy pequefio y esto hace que se compacte el material a la hora de la extraccién y
el equipo de Soxhlet no realiza el sifon, por lo que se decide triturar el material con las
manos hasta un tamafio de particula medio y se dispuso para la extraccion.

5.2. OBTENCION DE EXTRACTOS
5.2.1. Extracto Etéreo
Se pesaron 540 gramos de material vegetal seco de las hojas de D. alaternoides y
triturado que se sometieron a extraccién continua usando el montaje soxhlet al que se

afiadieron como solvente 4L de éter de petréleo y el equipo se dejo extraer durante 3
dias.
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Figura 15. Extraccion Soxhlet
Fuente el autor

El extracto etéreo de las hojas de D.alaternoides se concentré y se redujo de volumen en
un rotaevaporador Buchi Vacuun Controller V-800 que permite recuperar el solvente
usado controlando la presion y la temperatura de ebullicion del solvente protegiendo las
sustancias termolabiles presentes.

El extracto se envaso6 en un recipiente y se dejé terminar de evaporar el solvente durante

algunos dias a temperatura ambiente, al estar seco el extracto se peso y se determiné un
peso de 45g.
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Figura 16. Extractos concentrados en rotavaporador
Fuente: el autor

5.2.2. Extracto Etanolico

El material vegetal ya extraido con éter de petrdleo al que se conoce como Marco 1 se
extrajo con 4L de Etanol al 96% en un montaje continuo tipo soxhlet durante 3 dias.

Al igual que el extracto etéreo, el extracto etandlico se concentrd en rotaevaporador Buchi
Vacuun Controller V-800 hasta reducir su volumen, luego se trasvaso y dejo secar durante
algunos dias. El extracto concentrado se peso y se obtuvieron 125g.

5.3. OBTENCION DE LAS FRACCIONES

Del extracto etandlico seco se tomaron 120g que se deciden fraccionar y se guardaron 5g
para las pruebas biol6gicas. Para el fraccionamiento se uso un sistema continuo liquido-
liquido con diferentes solventes en los que se buscaba aumentar poco a poco la
polaridad, por lo que se inicio con éter de petréleo, se continuo con Diclorometano y
finalmente con Acetato de Etilo, cada uno de ellos por separado y en respectivo orden
durante 72 horas.
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Figura 17. Montaje fraccionamiento Liquido- Liquido
Fuente: el autor

5.4. Rendimiento de los extractos y fracciones obtenidos
A los extractos obtenidos se les tomé el peso seco (PE) y se evallo el porcentaje de

rendimiento obtenido (%Rend) con respecto a la cantidad de material vegetal con el que
se inici6 el estudio fitoquimico; para lo cual se aplico la siguiente férmula:

%Rend = (PE/Peso total material vegetal) * 100

El porcentaje de extracto obtenido (%Rend) se presenta en la siguiente tabla:

PESO
MATERIAL EXTRACTO PE % Rend.
VEGETAL
540g Petrol 45¢g 8.33%
EtOH 125g | 23.14%

Tabla 1. Porcentaje de rendimiento de los extractos de Disterigma alaternoides.
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Una vez obtenidos los extractos, se decide realizar fraccionamientos en el extracto
etanolico por el método liquido-liquido, se tomoé el peso seco de las fracciones (PF) y se
evalué el porcentaje de rendimiento (%Rend.) con respecto al peso tomado del extracto
(PE); para tal fin se aplico la siguiente formula:

%Rend = (PF/PE) * 100

La siguiente tabla muestra el resultado de % fracciones obtenidas con respecto al extracto

etanolico:

EXTRACTO PE FRACCION PF % Rend.
Etérea 0.3g 0.3%
Etandlico 100g | Diclorometano | 11.18g | 11.18 %
Acetato de 17929 | 17.92%
Etilo

Tabla 2. Porcentaje de rendimiento de las Fracciones obtenidas del extracto etandlico de
Disterigma alaternoides.

5.5. Pruebas quimicas preliminares

La marcha Fitoquimica permitié6 determinar de manera cualitativa la presencia de ciertos
grupos de metabolitos secundarios presentes en los extractos y fracciones de Disterigma
alaternoides cuyos resultados se presentan en la siguiente tabla:

METABOLITO

PRUEBA
QUIMICA

EXTRACTO
ETEREO

EXTRACTO
ETANOLICO

FRACC.
ETER DE
PETROLEO

FRACC.
DICLORO
METANO

FRACC.
ACETATO
DE ETILO

Esteroides

Liebermman —
Buchard
Salkowski

+

+/-

Cumarinas

Erlich
Fluorecencia

+
i

Quinonas

Zn/HCI
Zn/NaOH
Kraus

+ + |+

+
=

+ + |+ 4|

Fenoles

FeCls
Gelatina - sal

+

Flavonoides

Shinoda
Rosenhein

+ + |+ +

+ 4|+ |+ + +]

Alcaloides

Mayer
Wagner
Dragendorf

Tabla 3. Pruebas quimicas preliminares de los extractos y fracciones de
Disterigma alaternoides.
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5.6. ELUCIDACION DE COMPUESTOS

A los extractos y fracciones se les decide realizar cromatografia de capa delgada (CCD)
para poder conocer las mezclas de metabolitos presentes usando como punto de partida

las pruebas quimicas preliminares. Las cromatografias obtenidas se presentan a
continuacion.

Cromatografia Fraccion Etérea,
Exto Etéreo, Floculo

Silica Gel
E.movil: 8:2
Eter de Petroleo : Acetato de Etilo

Figura 18. Cromatografia Fracc. Etérea, Extracto Etéreo y Floculo
Fuente: el autor.

Cromatografia Exto EtOH

Silica Gel
E.movil: 6:4
Eter de Petroleo : Acetato de Etilo

Figura 19. Cromatografia Extracto Etandlico
Fuente: el autor.
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Cromatografia Fracc. Diclorometano

Silica Gel

F.movil: 9.5: 0.5
Cloroformo : Metanol
Una corrida

Cromatografia Fracc. Diclorometano

Silica Gel

F.movil: 9.5: 0.5
Cloroformo : Metanol
Dos corridas

Figura 20. Cromatografias Fraccion Diclorometano
Fuente el autor.
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Cromatografia Fracc. Acetato de Etilo

Silica Gel

F.movil: 9: 1
Diclorometano : Metanol
Una corrida

Cromatografia Fracc. Acetato de Etilo

Silica Gel

F.movil: 9:1
Diclorometano : Metanol
Dos corridas

Figura 21. Cromatografias Fraccion Acetato de Etilo
Fuente: el autor
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5.7. ACTIVIDAD BIOLOGICA
5.7.1. Actividad Antibacteriana

Para los estudios de actividad antibacteriana de los extractos y fracciones los ensayos se
realizaron en los laboratorios de microbiologia del Centro de Investigaciones
Odontoldgicas CIO de la Pontificia Universidad Javeriana bajo la supervision y asesoria
del Doctor Fredy Gamboa.

Para este trabajo de investigacion se decide trabajar con 2 cepas de bacteria Gram-
positivas Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis y 2 cepas de bacterias
Gram-negativo Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae usando la metodologia de
pozos.

Figufé 22. Resiembra de las cepas de bacterias en agar sangre
Fuente: el autor

Para el ensayo se tomaron 1mg, 2mg, 10mg y 100mg de los extractos etéreo y etandlicos,
al igual que de las fracciones Diclorometano y Acetato de etilo de de Disterigma
alaternoides y se solubilizaron en 1 mL de DMSO puro, para el extracto etéreo se usa
Tween 80 buscando la concentracion minima inhibitoria.

Figura 23. Soluciones de los extractos y fracciones de Disterigma alaternoides
Fuente: el autor
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Se prepararon soluciones bacterianas de 100uL a 0,5 en la escala de turbidez de
Mcfarland en tubos con 15mL de agar Mueller Hinton las cuales se servian en cajas de
petri estériles, con una pipeta pasteur estéril, se realizaban agujeros de 8mm de didmetro
gue servian como pozos en los que se agregaban 30uL de la solucién de los extractos y
fracciones.

Figura 24. Tubos con agar Muller Hinton esteriles para inocular las cepas de bacterias
Fuente: el autor

Se usaron como controles positivos soluciones de Vancomicina a 180ug/500pL,
Amplicilina a 120ug/500uL y Sulfamethoxazole 150ug/500uL, se prepararon dichas
concentraciones agregando 6 discos de cada antibiotico a 500uL de solucion salina al
0.85% estéril y como controles negativos su usaron 30uL de DMSO y 30uL Tween 80.

Figura 25. Antibioticos usados como controles positivos
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Las cajas incubaron a 36 °C, durante 24. Todos los ensayos se realizaron por triplicado

Figura 26. Incubadora Jouan Laboratorio microbiologia CIO
Fuente: el autor

En los ensayos de concentracibn minima inhibitoria se pudo determinar que la
concentracién optima para trabajar era la de 100mg/mL al probar una a una las
concentraciones de 1mg/mL, 2mg/mL y 10mg/mL en las que no aparecieron halos de
inhibicion, solo hasta la concentracion de 100mg/mL aparecen los primeros halos.

Figura 27. Primeros halos de inhibicién y determinacion de la
concentracion minima inhibitoria
Fuente: el autor
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Para una mayor disposicion de las cajas y orden en los ensayos se decide numerar las
soluciones de los extractos, las fracciones, los controles positivos y los controles
negativos y organizarlos segun las manecillas del reloj en las cajas de petri, la numeracion

correspondiente a cada una de las soluciones se encuentra en la siguiente tabla:

Solucién NUmero

Extracto Etéreo 1
8

© Extracto Etandlico 2
L
>

U) «r .

g Fraccion Diclorometano 3
w

Fraccién Acetato de etilo 4

Vancomicina 5
+
(2]
Q@

o Sulfamethoxazole 6
c
o
(@)

Ampicilina 7

E DMSO 8
o
|5

o Tween 80 9

Tabla 4. Numeracién de las soluciones para agregar en los pozos de las cajas de petri

Fuente: el autor

Al interior de las cajas de los extractos se dispusieron 6 pozos, 3 pozos para el extracto
Etéreo y otros 3 pozos para el extracto Etandlico, de igual manera se prepararon las cajas
de las fracciones 3 pozos corresponden a la fraccion Diclorometano y 3 pozos para la

fraccion Acetato de etilo.

Para las cajas de los controles se dispuso una caja para los antibiéticos Vancomicina y la
Ampicilina y en otra caja el antibiético mas sensible para bacterias Gram-negativa el

Sulfamethoxazole junto con los controles negativos.
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Al analizar los estudios realizados de la actividad antibacteriana de los extractos y
fraciones de D. alaternoides se observa que estos muestran halos de inhibicion frente a

las cepas de bacterias de tipo Gram-positivo y ninguna actividad frente a las cepas de
bacterias Gram-negativa

Figura 28: Actividad antibacteriana de los Extractos y Fracciones de D. alaternoides frente
a S. aureus.
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Figura 29. Actividad antibacteriana de los Extractos y Fracciones de D. alaternoides frente
a S. epidermidis.
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Figura 30. Actividad antibacteriana de los Extractos y
alaternoides frente a E. coli.

Fracciones de D.
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na de los Extractos y Fracciones
a K. pneumoniae.

' D. alaternoides frente
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Las actividades antibacterianas de los extractos y fracciones de los ensayos se
determinaron mediante la medicién del diametro del halo de inhibicion en milimetros y se

calculé el porcentaje de inhibicion.
Para los célculos de porcentaje de inhibicion se utilizo la siguiente formula, los resultados

se reportan en las siguientes tablas:

% de Inhibicion = (Halo extracto- pozo / halo control positivo- pozo) x 100

Solucién Halo | Halo (Halo o hibicién
promedio | Promedio Vancomicina
7mm
Exto EtOH 9mm 8.66mm 17mm 50.98%
10mm
3mm
Fracc. Diclorometano | 4mm 4mm 17mm 23.52%
5mm
Fracc 8mm
" 10mm 10mm 17mm 58.82%
Acetato etilo
12mm

Tabla 5. Porcentaje de inhibicion en S. aureus respecto al control positivo Vancomicina de
los extractos y fracciones de Disterigma alaternoides

Solucién Halo | Halo Halo 1ot |nhibicion
promedio | Promedio Ampicilina
7mm
Exto EtOH 9mm 8.66mm 26mm 33.33%
10mm
3mm
Fracc. Diclorometano | 4mm 4mm 26mm 15.38%
5mm
Fracc 8mm
" 10mm 10mm 26mm 38.46 %
Acetato etilo
12mm

Tabla 6. Porcentaje de inhibicién en S. aureus respecto al control positivo Ampicilina de
los extractos y fracciones de Disterigma alaternoides

Halo Halo
Solucioén Halo . Promedio % Inhibicion
promedio
Sulfamethoxazole
7mm
Exto EtOH 9mm 8.66mm 22mm 39.39%
10mm
Fracc 3mm
. ) 4mm 4mm 22mm 18.18%
Diclorometano
5mm
Fracc 8mm
" 10mm 10mm 22mm 45.45%
Acetato etilo
12mm

Tabla 7. Porcentaje de inhibicién en S. aureus respecto al control positivo
Sulfamethoxazole de los extractos y fracciones de Disterigma alaternoides
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Halo Halo
Solucién Halo . Promedio % Inhibicién
promedio .
Vancomicina

7mm

Exto EtOH 7mm 7.333mm 14mm 52.38%
8mm
Fracc 8mm

" 10mm | 9.666mm 14mm 69.04%

Acetato etilo

11mm

Tabla 8. Porcentaje de inhibicion en S. epidermidis respecto al control positivo
Vancomicina de los extractos y fracciones de Disterigma alaternoides

Halo Halo
Solucioén Halo . Promedio % Inhibicion
promedio o
Ampicilina
7mm
Exto EtOH 7mm 7.333mm 12mm 61.11%
8mm
Fracc 8mm
" 10mm | 9.666mm 12mm 80.55%
Acetato etilo
11mm

Tabla 9. Porcentaje de inhibicion en S. epidermidis respecto al control positivo Ampicilina
de los extractos y fracciones de Disterigma alaternoides

., Halo Hmo_ hiniA
Solucion Halo promedio Promedio % Inhibicion
Sulfamethoxazole
7mm
Exto EtOH 7mm | 7.333mm 13mm 56.41%
8mm
Fracc. 8mm
. 10mm | 9.666mm 13mm 74.35%
Acetato etilo
11mm

Tabla 10. Porcentaje de inhibicion en S. epidermidis respecto al control positivo
Sulfamethoxazole de los extractos y fracciones de Disterigma alaternoides

En términos generales el extracto etandlico tiene una actividad antibacteriana promisoria
que se ve aumentada cuando a dicho extracto se le fracciona y se determina que la
Fraccion Acetato de etilo presenta mejores rendimientos al encontrarse un poco mas pura
la mezcla de metabolitos.

Se pudo determinar también, que la bacteria mas sensible a los extractos y fracciones es
la S. epidermidis donde se presentaron los porcentajes de inhibicion mas altos y donde la
fraccion de Diclorometano no se mostro activa.

Los extractos y fracciones de Disterigma alaternoides muestran una actividad nula frente

a E. coli y K. pneumoniae, por lo que se puede determinar que no muestra una actividad
antibacteriana frente a las bacterias Gram-negativas
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6. CONCLUSIONES

De acuerdo con los objetivos propuestos y el trabajo realizado durante esta investigacion
se pudo determinar qué:

El estudio fitoquimico preliminar de la especie Disterigma alaternoides Kunth permitié
conocer cualitativamente los grupos de metabolitos que constituyen la especie y dichos
metabolitos se muestran promisorios en la accion biolégica.

Las pruebas quimicas preliminares pudieron determinar la presencia de Flavonoides,
Esteroides, Terpenos, Fenoles, Cumarinas y Quinonas. También se pudo determinar que
la especie no posee alcaloides ya que todas las pruebas de identificacion para alcaloides
fueron negativas.

En los estudios cromatogréaficos se pudo determinar que existen grupos de metabolitos
interesantes en las fracciones del extracto etandlico que merecen ser aislados e
identificados para continuar enriqueciendo los conocimientos quimicos de la especie
Disterigma alaternoides.

Los extractos y fracciones de Disterigma alaternoides muestran actividad biologica frente
a las cepas de Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis, 1o que los convierte
en extractos promisorios para bacteria de tipo Gram-positiva, pero en contraste se
evidencia una actividad nula frente a E.coli y K.pneumoniae, por lo que se determina que
no son utiles frente a las bacterias Gram-negativas

El extracto etandlico es el mas activo de los extractos y la actividad antibacteriana se ve
aumentada cuando a dicho extracto se fracciona, siendo la fraccién Acetato de etilo la que
presenta los mejores porcentajes de rendimiento al encontrarse mas puras las mezclas de
metabolitos.
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7. RECOMENDACIONES

Al observar los resultados obtenidos, se propone continuar el trabajo en la especie, para
afiadir en la sustentacion de Tesis en la Universidad Distrital que complementan este
trabajo.

Aislar, purificar e identificar al menos una sustancia de la fraccion Diclorometano y la
fraccion Acetato de etilo.

Realizar un estudio de Bioautografia para determinar los grupos de metabolitos que
presentan actividad en los extractos y fracciones frente a las bacterias Staphylococcus
aureus y Staphylococcus epidermidis

Evaluar diferentes tipos de actividad biol6gica de los extractos y fracciones de Disterigma
alaternoides.
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