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Efecto de los extractos de Eichhornia crassipes y Lemna gibba contra
microorganismos bacterianos y fungicos de importancia clinica en

Colombia.

RESUMEN

Los reportes de la Organizacién Mundial de la Salud sobre resistencia microbiana
tienen en alerta a las entidades de salud en todo el mundo. En la busqueda de
nuevos farmacos, las plantas son preferidas por sus metabolitos. Macrofitas como
Eichhornia crassipes y Lemna gibba, que son un problema para los cuerpos de
agua, han sido descritas por sus metabolitos como promisorias para ensayos
antimicrobianos. El objetivo de este proyecto fue evaluar la accion antimicrobiana
y antifingica de extractos obtenidos a partir de las plantas acuéticas Eichhornia
crassipes y Lemna gibba frente a un panel de 12 bacterias, 4 levaduras y 3
hongos filamentosos de importancia clinica. La metodologia incluyé la recoleccion,
secado y obtencion de extractos crudos a partir de las 2 plantas; evaluacion de los
extractos frente al panel de microorganismos utilizando pruebas de difusion radial
en agar y Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) en microplaca. Los extractos de
hojas de Lemna gibba, hojas y raiz de Eichhornia crassipes, tuvieron actividad
antibacteriana y antimicotica frente al panel de cepas en estudio, finalmente se
tratd de establecer el tipo de sustancias en cada uno de los extractos por High
Performance Liquid Chromatography HPLC. Con estos resultados, se espera a
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futuro realizar nuevos ensayos especialmente con lenteja de agua, utilizando

solventes que permitan ampliar el espectro.

Palabras claves: Eichhornia crassipes, Lemna gibba, Concentracion Minima

Inhibitoria (CMI), difusiéon radial en agar.

SUMMARY

The reports of the World Health Organization on microbial resistance keep health
entities around the world on alert. In the search for new drugs, plants are preferred
for their metabolites. Macrophytes such as Eichhornia crassipes and Lemna gibba,
which are a problem for water bodies, have been described by their metabolites as
promising for antimicrobial assays. The objective of this project was to evaluate the
antimicrobial and antifungal action of extracts obtained from the aquatic plants
Eichhornia crassipes and Lemna gibba against a panel of 12 bacteria, 4 yeasts
and 3 filamentous fungi of clinical importance. The methodology included the
collection, drying and obtaining of raw extracts from the 2 plants; Evaluation of the
extracts against the panel of microorganisms using radial diffusion tests on agar
and Minimum Inhibitory Concentration (MIC) in microplate. The extracts of Lemna
gibba leaves, leaves and root of Eichhornia crassipes, had antibacterial and
antifungal activity in front of the panel of strains under study, finally it was tried to
establish the type of substances in each of the extracts by High Performance
Liguid Chromatography HPLC. With these results, new tests are expected in the
future, especially with water duck, using solvents that allow the spectrum to be

extended.

Keywords: Eichhornia crassipes, Lemna gibba, Minimum Inhibitory Concentration
(MIC), radial diffusion in agar.
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1. INTRODUCCION

Se habla de resistencia microbiana cuando los microorganismos desarrollan la
capacidad de inactivar el efecto que los medicamentos producen en ellos,
generando asi el ambiente para continuar su crecimiento y no morir. La resistencia
a los antibiéticos tiene el potencial de afectar a las personas en cualquier etapa de
la vida, asi como a las industrias de la salud, veterinaria y agricultura, por lo que

es uno de los problemas de salud publica méas urgentes del mundo.

Cada afo en Estados Unidos, al menos 2 millones de personas se infectan con
bacterias resistentes a los antibidticos y, como resultado, al menos 23,000
personas mueren. Nadie puede evitar completamente el riesgo de infecciones
resistentes, pero algunas personas tienen mayor riesgo que otras (por ejemplo,
personas con enfermedades croénicas). Si los antibiéticos pierden su efectividad,
se pierde la capacidad de tratar infecciones y controlar las amenazas para la salud

publica®.

Por otra parte, las Naciones Unidas en el decenio 2010-2020 trata el Convenio
sobre la Diversidad Biologia (CDB), donde resalta el manejo y desarrollo de
recursos genéticos, ya sean de plantas, animales o microorganismos, para ser
utilizados con diversos fines, desde la investigacion basica hasta el desarrollo de
productos. En algunos casos, los conocimientos tradicionales asociados a los
recursos genéticos que provienen de comunidades indigenas y locales
proporcionan informacion valiosa a los investigadores en cuanto a las propiedades
y el valor especifico de estos recursos y su posible utilizacién para el desarrollo,
por ejemplo, de nuevos medicamentos o cosméticos. Entre los usuarios de
recursos genéticos pueden incluirse instituciones de investigacién y académicas y
empresas privadas que desempefian sus actividades en diversos sectores, como
el farmacéutico, el de la agricultura, la horticultura, la cosmética y la

biotecnologia®.

El concepto de resistencia microbiana y el de potencial de los recursos genéticos

se ligan, cuando se procede a la busqueda de nuevas alternativas farmacologicas,
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con resultados efectivos, como es el caso concreto de los estudios de las plantas

con un gran potencial antimicrobiano.

Eichhornia crassipes es una de las plantas con alta productividad, pero a su vez
es una de las peores malezas ubicada entre las diez primeras del mundo. Se
considera una amenaza para la diversidad de especies nativas locales de cuerpos
y agua porque cambia estado natural del ambiente acuatico tanto en lo fisico como
en lo quimico, alterando asi la estructura y funcion de los ecosistemas mediante la

interrupcion de las cadenas alimentarias y el ciclo de nutrientes®.

Lemna gibba, ha sido mas investigada por su capacidad para procesos de
bioremediacion por ser un potente bioacumulador de cromo, cadmio, cobre, niquel,
plomo y selenio?. En el &rea de uso terapéutico, la lenteja de agua (Lemna spp.)
se ha descrito como una planta acuética con efectos fungicidas, propiedades
inmunomoduladoras, antioxidante y ampliamente utilizada como materia prima

para la produccién de analgésicos y remedios antipiréticos”.

El objetivo de este proyecto fue evaluar la accién antimicrobiana y antifungica de
extractos obtenidos a partir de las plantas acuaticas Eichhornia crassipes y Lemna
gibba frente a un panel de 12 bacterias, 4 levaduras y 3 hongos filamentosos de
importancia clinica. Se utiliz6 como métodos para observacién y medicién de la
actividad Difusion radial en agar, el cual se realiz6 para cada microorganismo por
triplicado. La actividad se evalué midiendo el halo de inhibicion generado por cada
sensidisco los cuales fueron impregnando con los diferentes extractos. El otro
método fue por Concentracion Minima Inhibitoria CMI en microplacas de Elisa de
96 pozos previamente llevadas a UV, agregando en cada pozo caldo Mueller
Hinton, e in6culo de cada microorganismo y por dilucién seriada para los
extractos. Los resultados obtenidos indican que las dos plantas tienen actividad
antibacteriana y antimicoética. El siguiente paso fue realizar la cromatografia liquida

HPLC para observar la actividad de estos extractos.
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2. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la acciéon antimicrobiana y antifingica de extractos obtenidos a partir de
las plantas acuéticas Eichhornia crassipes y Lemna gibba frente a un panel de 12

bacterias: 4 levaduras y 3 hongos filamentosos de importancia clinica

OBJETIVOS ESPECIFICOS

« Realizar los bioensayos para determinar la eficacia de los extractos contra
el panel de los microorganismos patdégenos clinicos.

o Determinar la inhibicibn de los microorganismos bacterianos y fangicos
frente a los extractos de Eichhornia crassipes y Lemna gibba por el método
difusién radial en agar y Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) en
microplaca.

« Establecer la identidad de las sustancias de los extractos de Eichhornia

crassipes y Lemna gibba por cromatografia liquida HPLC
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3. ANTECEDENTES

El desarrollo de antibidticos y su comercializacion en masa ha ocasionado
multirresistencia por parte de los microorganismos desde el siglo pasado esto
constituye una amenaza para el mundo entero ya que el tratamiento es cada vez
mas limitado. El uso de antibidticos en la humanidad es reciente, siendo la
penicilina el primero en ser descubierto en 1928 esto también provocé que su uso
excesivo diera desarrollo a resistencia por parte del Staphylococcus, de alli inicio
el surgimiento de la resistencia lo que ha conllevado a buscar nuevas estrategias

de desarrollar nuevos antibiéticos naturales®.

La mayor parte de informacion de los microorganismos multirresistentes proviene
en gran medida de las instalaciones clinicas, segun cifras de la Organizacion
Panamericana de la Salud (OPS) 1,4 millones de personas contraen infecciones
intrahospitalarias y los microorganismos mas implicados son Staphylococcus
aureus, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Klebsiella pneumoniae,
Escherichia coli, Enterobacter cloacae, Acinetobacter baumanniiy Pseudomonas
aeruginosa’ y segin un estudio en américa latina mostré altas tasas de K.
pneumoniae y E. coli son positivas para betalactamasas de espectro extendido
(BLEE), Gram negativos resistentes a carbapenemasas, Enterococos resistentes a

vancomicina (ERV), y Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM)®.

En la actualidad se ha encontrado que la resistencia no solamente es microbiana
sino también fangica un claro ejemplo de ello es la levadura Candida albicans la
cual es oportunista en nifios, neonatos y en cuidados intensivos. Se ha observado
un gran numero de pacientes que no responden a los tratamientos con
antimicéticos derivados de los azoles y polienos®, de esta problematica deriva la

importancia de los productos vegetales.

Segun cabrera y colaboradores en el afio 1992 nos habla de la importancia de los
productos de origen vegetal ya que son recursos naturales renovables de mdultiple
uso para el hombre®. En este mismo afio se adopté en Colombia el Convenio

sobre la Diversidad Biologica (CDB) que es una oportunidad para el desarrollo
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sostenible mediante el uso de biotecnologia, aportando un valor agregado a los
recursos biologicos de nuestro pais. De alli deriva el término de la bioprospeccion
supone una herramienta que amplia las posibilidades de uso sostenible de los
recursos bioldgicos, genéticos y derivados, pues permite la “busqueda de
moléculas, genes, o0 ingredientes activos, que pueden ser producidos

industrialmente sin recurrir al uso extractivo insostenible de la biodiversidad”°.

El primer uso que se le dio a las plantas Eichhornia crassipe y Lemna gibba fue en
la parte de biorremediacion y en los ultimos afios se han estudiado los metabolitos

como potencial medicinal.
A continuacion, se describen algunos reportes:

Vadlapudi V realiz6 un ensayo antimicrobiano con el extracto metanolico de
diversas plantas de la India, entre ellas E. crassipes. Los extractos fueron
evaluados mediante la técnica de difusion en agar frente a Alternaria alternata,
Aspergillus flavus, Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani y Xanthomonas
campestris. Los halos de inhibicion de E. crassipes fueron para A. alternata, de 11
mm, para A. flavus de 10 mm, F. oxysporum la inhibicién fue de 9 mm, frente a R.
solani el halo de inhibicién fue de 14 mm, y para X. campestris fue de 8 mm siendo

para la bacteria el reporte de menor sensibilidad™*.

Shanab S. y cols., realizaron una extraccién metanolica de E. crassipes evaluando
los compuestos mediante cromatografia de capa fina, el extracto crudo se
fracciond utilizando diferentes cantidades de hexano/acetato de etilo, se realizaron
cinco concentraciones desde 20 mg/mL hasta 250 mg/mL, estas concentraciones
se probaron contra Bacillus subtilis, Streptococcus faecalis, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Aspergillus niger, Aspergillus flavus y Candida albicans,
el ensayo se realizé mediante la técnica difusion en disco y se evalu6 el halo de
inhibicion que ejercia cada extracto sobre los microorganismos seleccionados,
frente a Bacillus subtilis todos los extractos ejercieron inhibicion entre 12 mm y 14
mm, frente a Enterococcus faecalis todos los extractos inhibieron con halos de 11
mm a 14 mm, contra Staphylococcus aureus se encontraron halos entre 12 mmy

15 mm, con Enterococcus faecalis fue donde se encontr6 mayores halos de
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inhibicion alcanzando los 16 mm, frente a los hongos Aspergillus niger y
Aspergillus flavus no se encontré ninguna inhibicion por parte de los extractos
mientras que con Candida albicans hubo halos entre 12 mm y 15 mm con todos

los extractos*?.

Thamaraiselvi y cols., realizaron extracciones etandlicas, con acetato de etilo,
cloroformo y acuosas de las hojas de Eichhornia crassipes, realizaron una marcha
fitoquimica del extracto etanolico y por ultimo evaluaron la actividad antimicrobiana
de cada extracto frente a Micrococcus luteus, Rhodospirillum rubrum, Monoscus
ruber y Aspergillus fumigates mediante la técnica de difusion en agar. La marcha
fitoquimica mostré que en las hojas se encontraban compuestos como: alcaloides,
flavonoides, esteroles, terpenoides, antroquinonas, fenoles, los ensayos
antimicrobianos mostraron que frente a M. luteus el extracto etandlico present6 un
halo de 11 mm de inhibicion, con acetato de etilo 10 mm, con cloroformo 8 mm, y
con el extracto acuoso 9 mm; frente a R. rubrum se encontraron halos de
inhibicién de 10 mm, 12 mm , 14 mm, 10 mm con el extracto etanolico, de acetato
de etilo, cloroformo y acuoso respectivamente; frente a A. fumigates hubo
inhibicion por parte de todos los extractos con halos de hasta 15 mm y por ultimo

contra M. ruber los halos se encontraban entre 8 mm y 11 mm?™.

En el trabajo previo realizado por el grupo Ceparium relacionado con Eichhornia
crassipes se demostré que para Providencia rettgeri con ESBLs el extracto de
hojas de Eichhornia crassipes demostro ser el mas efectivo a una concentraciéon
de 1500 mg/ml con un diametro de inhibicién de 15 mm. El extracto de tallos de

Eichhornia crassipes inhibié a Staphylococcus aureus con un halo de 18 mm™.

Las investigaciones de lenteja de agua se centran en los estudios toxicoldgicos.
Ademas, es usada como modelo de patogénesis frente a varios microrganismos.
Los trabajos encontrados como antecedentes sobre su accion antimicrobiana se

enuncian a continuacion:

Effiong B. y Cols, desarrollaron extractos acuosos y etanolicos de la lenteja de
agua, para observar la capacidad antifungicida de la lenteja de agua contra

Fusarium Oxysporum, Penicillilum digitatum, A. niger, A. flavus, A. fumigatus,
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Rhizopus oryzae. Los resultados arrojaron que los extractos etanolicos tienen una
mayor inhibicién fungicida que el extracto acuoso; probablemente se puede utilizar
la lenteja de agua como agente antifingico en estanques de produccién de peces,

aumentando la practica de acuicultura en la pesca de Nigeria®.

En el estudio realizado por Gulgin I. y Cols, donde investigaron la actividad anti-
oxidante, anti-candidal, anti-bacterial y anti-rradical de Lemna minor L. utilizando
metodologia In Vitro, estos investigadores realizaron extractos de agua liofilizada y
extractos de etanol. Utilizaron un total de 21 bacterias y 4 levaduras como muestra
de estudio. El extracto de agua liofilizado y extracto de etanol inhibieron el
crecimiento de Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus saprophyticus,
Staphylococcus warneri, Citrobacter freundii, Citrobacter koseri, Neisseria
lactamica, Neisseria sicca, Micrococcus luteus, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, y
Streptococcus pneumoniae, y un efecto anticandidal contra Candida parapsilosis y

Candida glabrata °.

Lemna paucicostata ha sido objeto de estudio por su naturaleza y su habitat ya
que es una planta que crece en la mayoria de aguas contaminadas, de ahi surgio
el interés de muchos cientificos por estudiar que compuestos bioactivos ejercian
efecto para la proteccidon integral de la planta de diminuto tamafio. Uno de los
estudios realizados por investigadores de la India como son Madhavi D. y Cols es
que utilizaron la planta como modelo experimental Lemna paucicostata para
comprender y analizar los compuestos activos (fitocompuestos). Aislaron un
compuesto aromatico y un glucosido esteroide, pero el que tuvo accién
antimicrobiana fue el compuesto aromatico pues demostré un halo de inhibicion de

10mm contra bacterias Gram negativas, entre ellas, Pseudomonas aeruginosa'®.

En 2015 el investigador Almahy H. en su estudio titulado “Antibacterial activity of
methanol extracts of the leaves of Lemna minor against eight different bacterial
species” Investigo las propiedades antimicrobianas de extractos metanolicos de
hojas de L. minor frente a Bacillus subtilis, Escherichia coli, Pseudomonas

aeruginosa, Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus, Shigella flexneri, Bacillus
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megaterium y Salmonella typhi. Mostrando diferentes grados de actividad contra la

mayoria de las bacterias antes mencionadas®’.

El estudio previo realizado por Torres y cols con el grupo Ceparium demostro
halos de inhibicién para E. coli de entre 5 mm y 7 mm en concentraciones de 226
ug/ml a 28.2 ug/ml, para S. aureus entre 3mm y 7mm en concentraciones de 226
ug/ml a 56.5 ug/ml y para K. pneumoniae de entre 2 mm y 6 mm en
concentraciones de 226 ug/ml a 28.2 ug/ml. La técnica de microdilucion determino
la MIC del extracto de lenteja de agua para E.coli fue entre 28.2 a 14.1 ug/ml, S
aureus entre 28.2 a7.06 ug/ml y K.pneumoniae entre 28.2 a 14.1 ug/ml. Se
concluyé que el extracto organico de lenteja de agua fue capaz de inhibir el
crecimiento de los diferentes microorganismos en estudio en diferentes

concentracionesls.

En el afio 2017, Gutierrez-Morales y colaboradores, realizaron una investigacion
sobre el efecto contra Staphylococcus aislados de conejos y ganado vacuno, de
los extractos de hojas de Eichhornia crassipes, Pistacia vera y Zizipus amole. Los
resultados obtenidos sugieren que el extracto metandlico de las hojas de P. vera,
Z. amole y E. crassipes pueden ser utilizados para su posible aplicacion en la
etnomedicina, particularmente como preparacion de medicamentos contra las
infecciones estafilocécicas puesto que se evidencid la biopotencia de estas
plantas contra Staphylococcus aureus meticilina resistente MRSA presente en

ganado vacuno, y S. aureus sensible a la oxacilina SOSA™®.

En 2018, Jagathesan y Rajiv realizaron un estudio con nanoparticulas de hierro
utilizando extracto de Eichhornia crassipes. Ellos encontraron que la zona mas alta
de inhibicion se observo a una concentracion de 100 pg / ml de nanoparticulas de
oxido de hierro mediadas por Eichhornia contra Staphylococcus aureus y
Pseudomonas fluorescens. Las nanoparticulas de oOxido de hierro (FeNPS)
mostraron una buena actividad antibacteriana y los investigadores consideran que

podrian ser usados en campos medicinales %.
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Con relacidbn a la actividad antimicrobiana, en el afio 2019, Mohamed vy
colaboradores realizaron un trabajo con extractos de Eichhornia crassipes y
Lemna gibba como alternativa para realizarle un tratamiento a papel historico y
preservarlo contra la acidificacion, oxidacion y contaminacion por hongos. El
experimento consisti6 en realizar extractos etanolicos de las dos plantas e
impregnarlo a un sustrato de celulosa, cada extracto en forma independiente. Los
resultados evidenciaron que los dos extractos son una nueva alternativa de origen
natural para una eficaz desacidificacion sinérgica, antioxidacion, antirradical,

quelaciéon de metales y tratamiento fungicida de papel histérico.
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4. MARCO TEORICO

Eichhornia crassipes y Lemna gibba

Taxonomia.

Eichhornia crassipes

Reino: Plantae
Subreino: Viridaeplantae
Subdivision: Spermatophytina
Divisién: Tracheophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Commelinales
Familia: Pontederiaceae
Género: Eichhornia

Especie: E. crassipes

Es una planta monocotiledonea perteneciente a la familia Pontederiaceae, son
plantas de tallo corto del que surgen hojas en forma de roseta con largos peciolos
y laminas de 2,5- 6cm de largo y 3-12 de ancho en las hojas sumergidas e peciolo
es largo y ancho y en las hojas de la superficie el peciolo es corto e hinchado esto
facilita que la planta flote. Tiene entre 4-16 flores de tonos azules a grises con
aspecto parecido a los Jacintos. El fruto es una capsula de 1.5 cm de largo.

Se reproduce por semilla y de forma asexual®.

Lemna gibba
Reino: Plantae
Subreino: Viridaeplantae
Subdivision: Spermatophytina
Division: Tracheophyta
Clase: Magnoliopsida

Orden: Alismatales
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Familia: Araceae
Género: lemna

Especie: Lemna gibba

Es una planta flotante con maximo tres hojas, estas tienen unicamente una raiz.
Cada vez que las hojas van creciendo se van separando, la raiz mide de 1-2 cmy
las hojas tienen una longitud de 1- 8 milimetros y de ancho 0.6 -5 milimetros cada
hoja tiene 3 venas y 5 incisiones que ayudan a la planta a flotar. Su reproduccion

principalmente de forma asexual®.

Origenes e importancia
Eichhornia crassipes es originaria de aguas dulces de América del Sur, en las
cuencas Amazonica, y del Plata. Habita principalmente en aguas estancadas, pero
también puede encontrarse en aguas con flujo de velocidad disminuido como lo
son rios, canales, zanjas de drenaje, etc. Es considerada una maleza en el mundo
por su crecimiento que se ha extendido en zonas tropicales y subtropicales donde
forma alfombras que cubren campos de arroz, canales de riego e impide la
navegacion y pesca, no se reproduce en zonas donde hay invierno. Pese a ser
considerada una maleza posee la capacidad de degradar desechos vy
contaminantes del agua, algunos estudios muestran que puede actuar como

insecticida en enfermedades parasitarias en zonas tropicales®.

Lemna gibba es una planta con distribucion universal, se ha encontrado en
hemisferios norte y sur, incluyendo América, Europa, Asia, Australia y Nueva
Zelanda, crece en agua dulce, ciénagas, lagos y rios calmados. Es utilizada como
alimento para animales, en tratamiento de aguas residuales y en fitorremediacion

por su capacidad de remocién de cadmio, cromo, cobre, niquel, plomo y selenio®
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Distribucion geografica en Colombia
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Figura 1 Distribucién geogréfica en Colombia de Eichhornia crassipes y Lemna
gibba
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Extractos

Para obtener las sustancias activas de una planta se recurre a un extracto.

El proceso de extraccion consiste en incorporar las sustancias activas de una
planta a un solvente que por lo general los mas usados son agua o alcohol, puede
ser en frio o caliente y el producto puede ser concentrado o espeso de acuerdo

con la sustancia de origen®.

Métodos de obtencion

Las técnicas de extraccion son procedimientos que se utilizan para extraer
diferentes tipos de sustancias organicas de material biolégico como plantas; las
técnicas de extraccion son diversas, se pueden encontrar técnicas mecanicas
como los procesos pelatrice y/o sfumatrice los cuales son utilizados principalmente
para extraer aceites esenciales, también existen técnicas de extraccion con
solventes como la percolacion en frio o la roto evaporacion, las cuales se
fundamentan en la capacidad que poseen ciertas sustancias para solubilizar
algunos componentes que se encuentran en las plantas, por ultimo encontramos
la extraccion por medio de fluidos super criticos la cual consiste en la separacion
de metabolitos utilizando una sustancia la cual se lleva hasta un punto en el cual
sSu presion y temperatura critica es superada y por lo tanto esta sustancia se
comporta como un liquido y un gas lo que permite que se puedan extraer ciertas

sustancias sin afectar a las otras®.

Percolacion en frio

La percolacion en frio es un método de extraccion sencillo que consiste en el uso
de sustancias como el agua o los alcoholes con el fin de extraer sustancias
biologicas las cuales facilmente se solubilizan en dichos compuestos, aunque
industrialmente es un método de bajo rendimiento para analisis pequefios es de

gran utilidad, existen diferentes elementos de laboratorio que permiten realizar una
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percolacion pero realmente lo que permiten es la rapida solubilizaciéon de un
compuesto ya que el principio es el mismo. El proceso para llevar a cabo una
percolacion consiste en dejar secar el material bioldégico del cual se quieren
extraer los compuestos, triturarlo y por ultimo sumergirlo en el disolvente de
eleccion con el fin de permitir que los compuestos deseados se solubilicen en el

solvente?.

Destilacién
La destilacion es una técnica que permite separar liquidos los cuales se

encuentran en disolucion, la separacién por lo general depende de la volatilidad
gue posea dicha disolucion, la técnica consiste en calentar un matraz el cual
contiene el compuesto a separar, el matraz esta unido a un tubo el cual esta frio y
permite la condensacion del liquido que se estd evaporando para posteriormente
depositarse en otro matraz sin que vuelva a mezclarse con la sustancia que se

esta separando?®.

El elemento que comunmente se utiliza en el laboratorio para llevar a cabo una
destilacién a pequefia escala es un rotoevaporador el cual permite la separacion
de liquidos en disolucién principalmente. Este consiste en un tubo condensador un
matraz de muestra, un matraz receptor, una camara de vacio y un recipiente para
calentar el matraz de muestra, el funcionamiento consiste en hacer calentar el
matraz de muestra hasta que la sustancia volatil se empiece a evaporar por medio
de la camara de vacio se genera una succion que moviliza el vapor hacia la
camara de condensacién la cual se encuentra fria a causa del agua que se
encuentra en circulacion para posteriormente ser depositado de forma liquida en el

matraz receptor y de esta forma separa el soluto del solvente?’.
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Microorganismos
Bacterias

Staphylococcus aureus

Son cocos Gram positivos que suelen agruparse en racimos. Tienen una forma
esférica y un didmetro de alrededor de una micra. Su forma de obtener energia es
a través de la fermentacion como de la respiracion. Los requerimientos de cultivo,
no son exigentes desde el punto de vista nutricional, creciendo en medios pobres

y simples. En su relacién con el oxigeno son aerobios-anaerobios facultativos?®.

Probablemente, es el mas versatil de los microorganismos patdgenos. Puede
producir enfermedad por toxinas o superantigenos, invadir cualquier érgano o
tejido y originar supuracion, necrosis tisular, trombosis vascular y bacteriemia. Es
el microorganismo con mayor capacidad de originar metastasis por via
hematogena. Puede crecer en el citoplasma celular, formar biopeliculas y originar
bacteriemia persistente o infeccion cronica o permanecer quiescente y reactivarse
meses o afios mas tarde. Coloniza determinadas areas de la piel y las mucosas,
desde donde causa reinfecciones, contamina el entorno y se extiende a otros
pacientes. A su vez, si la densidad de poblacion bacteriana en el foco infeccioso
es elevada, S. aureus puede hacerse resistente a la mayoria de antibiéticos

utilizados en monoterapia®®.

Informacion Taxondmica

Dominio: Bacteria
Filo: Firmicutes
Clase: Bacilli
Orden: Bacillales
Familia: Staphylococcaceae
Género: Staphylococcus

Especie: S.aureus
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Bacillus subtilis

Bacillus subtilis es una bacteria Gram positiva, Catalasa-positiva, aerobio
facultativo encontrado en el suelo. Miembro del Género Bacillus, B. subtilis tiene la
habilidad para formar una resistente endospora protectora, permitiendole al
organismo tolerar condiciones ambientalmente. Las infecciones asociadas a esta

bacteria se han presentado en pacientes inmunocomprometidos.
Informacién Taxonémica
Dominio: Bacteria
Filo: Firmicutes
Clase: Bacilli
Orden: Bacillales

Familia: Bacillaceae
Género: Bacillus

Especie: Bacillus subtilis

Enterococcus faecalis

Son anaerobios facultativos, inmovil, catalasa negativo o débilmente positiva, con
capacidad para fermentar glucosa y otros carbohidratos con produccién de &cido
lactico, pero sin gas. Ademas, presenta capacidad para formar biopeliculas.

Se estima que las septicemias representan el 6 % de todas las enfermedades
intrahospitalarias y que, en cuanto a su origen, pueden ser primarias o
secundarias: las primeras tienen lugar via la introduccion accidental de la bacteria
en la sangre, al implantarse protesis o catéteres, o bien, al practicarse
endoscopias, hemodialisis o al administrarse nutricion parenteral. Por su parte, las

bacteremias secundarias aparecen previa infeccion en alguna otra region
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anatomica, destacando las vias urinarias, el tracto respiratorio o los tejidos
cutaneo y subcutaneo, sobre todo después de haberse sufrido de quemaduras o
de traumatismos graves, también como resultado de intervenciones quirurgicas.
Estas septicemias suelen aparecer con mayor frecuencia en neonatos o pacientes
de edad avanzada, ante la insuficiencia de los mecanismos de defensa en ambos

grupos®.

Informacién Taxondmica

Dominio: Bacteria
Filo: Firmicutes
Clase: Bacilli
Orden: Lactobacillales
Familia: Enterococcaceae
Género: Enterococcus

Especie: E. faecalis

Enterococcus faecium

Es una bacteria Gram-positivo, bacteria gamma hemolitica o0 no hemolitica en el
género Enterococcus. Puede ser comensal (inocuo, organismo coexistente) en el
intestino  humano, pero podria ser patégeno, causando enfermedades

como meningitis neonatal.

Enterococcus faecium en la actualidad es un patdbgeno emergente en los
hospitales. Presenta resistencia a diferentes farmacos como penicilina, ampicilina,

aminoglucdsidos o glucopéptidos y tiene una gran capacidad de adquirirla®.
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Informacion Taxondmica

Dominio: Bacteria
Filo: Firmicutes
Clase: Bacilli
Orden: Lactobacillales
Familia: Enterococcaceae
Género: Enterococcus

Especie: E. faecium

Listeria monocytogenes

Es un cocobacilo Gram positivo que constituye la causa importante de infeccion,
en especial en mujeres embarazadas, recién nacidos e inmunosuprimidos. Esta
bacteria se encuentra ampliamente distribuida en la naturaleza. Puede
encontrarse en el suelo, los vegetales y haciendo parte de la flora fecal de muchos
mamiferos. Asimismo, se ha aislado de vegetales crudos, leches, pescado, pavo y

carne ya sea fresca o procesada, pollo o res.

Se encuentra implicada como causante de bacteremia y meningoencefalitis.
También se han descrito casos de infecciones gastrointestinales en individuos
inmunocompetentes que han consumido alimentos contaminados con un alto

indculo de la bacteria®.

Informacién Taxondmica

Dominio: Bacteria
Filo: Firmicutes
Clase: Bacilli
Orden: Bacillales
Familia: Lactobacilaceae
Género: Listeria
Especie: L. monocytogenes
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Klebsiella pneumoniae

Bacilo Gram negativo importante no sélo por su frecuencia como causa de
infecciones asociadas al cuidado de la salud y de la comunidad, sino por los
mecanismos patogénicos que posee, como la capacidad de producir capsula, la
presencia de estructuras especializadas que le permiten adherirse a las células del
hospedero (pilis), y de sideréforos que le permiten obtener el hierro necesario para

su desarrollo®3,

Informacion Taxondmica

e Dominio: Bacteria
Filo: Proteobacteria
Clase: Gammaproteobacteria
Orden: Enterobacteriales
Familia: Enterobacteriaceae
Género: Klebsiella

Especie: pneumoniae

Escherichia coli

Son bacilos Gram negativos, no esporulante, produccién de indol a partir de
triptéfano, no utilizacion de citrato como fuente de carbono y no produccion de
acetoina. Ademas, fermenta la glucosa y la lactosa con produccion de gas. Es una
bacteria mesdfila, su Optimo de desarrollo se encuentra en el entorno de la
temperatura corporal de los animales de sangre caliente (35-43 °C). La

temperatura limite de crecimiento se sit(ia alrededor de 7 °C>*.

Informacion Taxondmica

e Dominio: Bacteria
Filo: Proteobacteria

35



Clase: Gammaproteobacteria
Orden: Enterobacteriales
Familia: Enterobacteriaceae
Género: Escherichia

Especie: coli
Acinetobacter baumanii

Los Acinetobacter son bacilos aerobios Gram negativos que pertenecen a la
familia Neisseriaceae. Son ubicuos, pueden sobrevivir en superficies secas
durante un mes y suelen ser portados en la piel por los trabajadores de la salud, lo
qgue eleva las probabilidades de que los pacientes sean colonizados y de que se
contaminen los equipos médicos. Hay muchas especies de Acinetobacter; todas
pueden causar enfermedades en el ser humano, pero el A. baumannii (AB) es

responsable del 80% de las infecciones.

Es cocobacilo gramnegativo, no formador de esporas, aerobio estricto, inmovil,
catalasa positiva y oxidasa negativo. Su temperatura de crecimiento es de 20 °C a
30 °C, y es capaz de crecer en los medios de cultivo habituales, sin requerimientos

especiales. Puede oxidar la glucosa y otras aldosas™.
Informacién Taxonémica

e Dominio: Bacteria
Filo: Proteobacteria
Clase: Gammaproteobacteria
Orden: Pseudomonadales
Familia: Moraxellaceae
Género: Acinetobacter

Especie: baumanni
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Staphylococcus epidermidis

Coco Gram positivo aerobio, coagulasa negativo. Forma parte de la flora habitual
de la piel. Se caracteriza por ser novobiocina sensible, fue considerado como un
germen contaminante de cultivos. Sin embargo, ahora se le reconoce como un
patdogeno importante y es considerado el agente causal de diferentes entidades
clinicas, entre ellas: Infecciones urinarias intrahospitalarias, osteomielitis,
endocarditis de valvula nativa, bacteremia en pacientes inmunosuprimidos,
endoftalmitis después de cirugia ocular, infecciones de dispositivos médicos o
cuerpos extrafios (catéteres endovenosos, fistulas para hemodidlisis, catéteres de
didlisis peritoneal, marcapasos, articulaciones protésicas, injertos vasculares,

véalvulas cardiacas protésicas e implantes de mama)®.

Informacion Taxondmica

e Dominio: Bacteria
Filo: Firmicutes

Clase: Cocci
Orden: Bacillales
Familia: Staphylococcaceae
Género: Staphylococcus

Especie: epidermidis

Hongos
Candida glabrata

Levadura sapréfita que hace parte de la microbiota comensal, este si produce
proteinasas y presenta hidrofobicidad en su superficie celular facilitando su
adherencia. Los blastoconidios miden de 1 a 4 um, y esta levadura solo asimila los

azucares glucosa y trealosa®’.
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Informacion Taxondmica

e Reino: Fungi
Filo: Ascomycota
Clase: Saccharomycetes

Orden: Saccharomycetales
Familia: Saccharomycetaceae
Género: Candida

Especie: glabrata

Candida albicans

Es un hongo dimorfico, se desarrolla de forma distinta en funcion de la
temperatura de crecimiento, como levadura, normalmente a 37°C en el huésped, y
como hongo de aspecto filamentoso, a 25°C en la naturaleza. Pertenece al filo
Ascomycota y se reproduce de forma asexual por gemacion. En forma de levadura
presenta un aspecto de células redondas u ovaladas, de 3-8 x 2-7 micras de
tamafio, agrupadas en pequefios grupos, mientras, en forma de hongo
filamentoso, las células se alargan y se diversifican tomando la apariencia de
filamentos, pseudo-hifas o pseudo-micelio. Este dimorfismo le permite evadir los
mecanismos de defensa relacionados con la inmunidad celular del huésped.
Cuando es levadura se comporta como saprofita, conviviendo en simbiosis con el
huésped, mientras que, en forma de hongo filamentoso, se comporta como

paréasito patégeno produciendo sintomas en el huésped®.
Informacién Taxon6mica

e Reino: Fungi
Filo: Ascomycota

Clase: Saccharomycetes
Orden: Saccharomycetales
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Familia: Saccharomycetaceae
Género: Candida

Especie: albicans

Candida parapsilosis

Es diploide morfolégicamente caracterizado por células redondeadas, ovales o
alargadas y produccion de seudohifas. Estas Ultimas se encuentran vinculadas de
manera importante a un conjunto especifico de aminoacidos, particularmente
citrulina, la cual origina cambios importantes en la morfologia celular y colonial del
microorganismo. C. parapsilosis es incapaz de formar hifas verdaderas. Este se ha
aislado frecuentemente de piel y uflas de las manos de enfermeras y otros
profesionales del area de salud, de donde forma parte de la microbiota humana
normal. También se ha aislado de dispositivos médicos tales como catéteres
intravasculares, lineas de nutriciébn parenteral, entre otros dispositivos prostéticos.
Recientemente se le ha considerado a C. parapsilosis como un importante
patdgeno emergente, asociado de manera creciente a un amplio espectro clinico

de infecciones®.
Informacion Taxondmica

e Reino: Fungi
Filo: Ascomycota

Clase: Saccharomycetes
Orden: Saccharomycetales
Familia: Saccharomycetaceae
Género: Candida

Especie: parapsilosis
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Candida krusei

Es conocido como un patdgeno fangico para pacientes con neoplasias
hematolégicas y para receptores de trasplantes. Las células mayores son
cilindricas, y miden hasta 25 mm de largo. Las colonias separadas exceden con

frecuencia los 5 mm de diametro, crecimiento optimo a 25 °C*,
Informacidén Taxonémica

e Reino: Fungi
Filo: Ascomycota
Clase: Saccharomycetes

Orden: Saccharomycetales
Familia: Saccharomycetaceae
Género: Candida

Especie: krusei

Microsporum canis

Hongo filamentoso que presenta macroconidios abundantes, fusiformes, grandes
(de 35-110 x 12-25 um), pluriseptados (de 6 a 12 células), paredes muy gruesas y
rugosas (2 um), con tabiques transversales que circunscriben amplias celdillas.
Microconidios piriformes (1-2 um) habitualmente escasos, en breves racimos o
sésiles, que brotan lateralmente de la hifa. Ademas, hifas en raquetas, escasas

espirales y clamidosporas**.
Informacién Taxon6mica

e Reino: Fungi
Filo: Ascomycota

Clase: Eurotiomycetes

Orden: Onygenales
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Familia: Arthrodermataceae

Género: Microsporum

Especie: cannis

Trichophyton mentagrophytes

Colonias de color blanco-crema, algodonosas, sobreelevadas que se extienden
rapidamente; también hay zonas lisas y granulares, mientras que el reverso
presenta un pigmento claro, amarillo o amarillo-marrén. Las microconidias con
forma de perla o lagrima y dan positiva la prueba de la ureasa; también pueden

aparecer hifas en espiral y ausencia de macroconidias*.
Informacién Taxonémica

e Reino: Fungi
Filo: Ascomycota

Clase: Eurotiomycetes
Orden: Onygenales
Familia: Arthrodermataceae
Género: Trichophyton

Especie: mentagrophytes

Microsporum gypseum

Es un hongo geofilico patégeno para humanos y animales. Las formas de
infeccion en humanos son: el suelo, los gatos, los perros y pequefios mamiferos.
Esta especie es poco frecuente como causa de dermatofitosis en el hombre,
descrita, sobre todo, en tifla corporis y, raramente, en tifia capitis. Macroconidos

elipsoidales simétricos, de pared delgada con 4 a 6 células, extremo distal
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redondeado extremo proximal (adyacente a la hifa) truncado, Colonia polvorienta

color canela®.
Informacion Taxondmica

e Reino: Fungi
Filo: Ascomycota

Clase: Eurotiomycetes
Orden: Onygenales
Familia: Arthrodermataceae

Género: Microsporum

Especie: gypseum

Métodos para inhibicién microbiana y fungica

Método de Difusiéon radial en medio sélido

Fundamento: el método de disco difusién consiste en depositar en la superficie de
una placa de agar MH (Mueller Hinton) previamente inoculada con el
microorganismo, discos de papel de filtro impregnados con los diferentes
antibioticos. Tan pronto el disco impregnado en antibiético se pone en contacto
con la superficie himeda del agar, el filtro absorbe agua y el antibiético difunde por
el agar, formandose un gradiente de concentracion. Transcurridas 18 a 24 horas
de incubacién, los discos pueden o no aparecer rodeados por una zona de

inhibicion de crecimiento bacteriano®*.
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Concentracion Minima Inhibitoria

Fundamentos: consiste en exponer a las cepas a estudiar a diferentes
concentraciones de antimicrobianos, en diluciones a la mitad y observar el

crecimiento de los microorganismos para luego definir la CIM*.

Cromatografia Liquida de alta densidad (HPLC)

El fundamento de la cromatografia liquida (HPLC), es una técnica utilizada para
separar los componentes de una mezcla. Tiene una fase estacionaria no polar
(columna) y una fase mdvil. La fase estacionaria es silica. La fase mévil actia de
portador de la muestra. La muestra en solucién es inyectada en la fase maovil. Los
componentes de la solucion emigran de acuerdo a las interacciones no-covalentes
de los compuestos con la columna. Estas interacciones quimicas, determinan la

separacion de los contenidos en la muestra®.
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5. DISENO METODOLOGICO

Tipo de investigacion

El estudio fue experimental cuantitativo descriptivo.

Universo
Extractos de plantas acuéticas de cualquier cuerpo de agua de Colombia

Microorganismos patdgenos de importancia clinica

Poblacién
Extractos de plantas acuéticas de cualquier cuerpo de agua de Bogota

Bacterias y hongos patdégenos de importancia clinica

Muestra

Extractos vegetales de las plantas macrofitas Eichhornia crassipes y Lemna gibba
obtenidas por Hurtado y Mufioz en 2018 en un cuerpo de agua de Bogota.

14 bacterias, 4 levaduras y 3 hongos filamentosos del Banco de cepas de la

Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca

Hipotesis

Los extractos de las plantas macrofitas Eichhornia crassipes y Lemna gibba,
presentan actividad antimicrobiana frente a un panel de 14 bacterias, 4 levaduras

y 3 hongos filamentosos patdgenos de importancia clinica.

Variables

La variable dependiente para este estudio fueron la actividad biolégica de los
extractos de las plantas Eichhornia crassipes y Lemna gibba frente a los

microorganismos patogenos de importancia clinica utilizados.
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La variable independiente fue el tipo de naturaleza y comportamiento de los
microorganismo utilizados. Interferencia de los solventes utilizados en la obtencion

de los extractos

Indicadores

Sensibilidad, resistencia y CMI de los extractos obtenidos frente a

microorganismos patdgenos de importancia clinica.

Fase 1. Recoleccién de material y obtencion de extractos

Los extractos fueron obtenidos por Hurtado y Mufioz en 2018 en un trabajo previo
del grupo CEPARIUM, su procedencia es canales anexos del humedal tierra
blanca el cual se encuentra localizado al nororiente del casco urbano del municipio

de Soacha. Ver Anexo 1

Fase 2: Aislamiento de los microorganismos patégenos

Se seleccionaron 21 microorganismos para realizar los ensayos de actividad
antimicrobiana y antifangica, asi: 14 bacterias Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Listeria monocytogenes,
Klebsiella pneumoniae (clinica), Klebsiella pneumoniae (s. salud) E.coli ATCC,
E.coli nativa, Acinetobacter baumanii, Acinetobacter sp, Staphylococcus
epidermidis, 7 hongos Candida glabrata, Candida Krusei, Candida albicans,
Candida parabsilosis, Microsporum cannis, Trichophyton mentagrophytes,
Microsporum gypseum. A continuacion, a estos microorganismos se les asignd un

cbdigo para facilitar la organizaciéon, como se muestra en la Tabla 1:
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Tabla 1. Codigo de microorganismos

ITEM MICROORGANISMO
MHB1 S. aureus

MHB2 B. subtilis

MHB3 E. faecalis
MHB4 E. faecium
MHB5 L. monocytogenes
MHB6 K. pneumoniae (clinica)
MHB7 E. coli ATCC
MHB8 E. coli nativa (l. urinaria)
MHB9 Acinetobacter baumanii
MHB10 Acinetobacter
MHB11 K. pneumoniae (s. salud)
MHB12 S. epidermidis
MHL1 C. glabrata
MHL?2 C. krusei

MHL3 C. albicans
MHL4 C. parabsilosis
MHF1 M. canis

MHF2 T. mentagrophytes
MHF3 M. gypseum

Las cepas micéticas se recuperaron en Agar PDA (agar papa dextrosa) los hongos
filamentosos y en Agar Saboraud, las levaduras.

Las cepas bacterianas se recuperaron en caldo y agar BHI (infusion cerebro

corazén).

Todas las cepas que se utilizaron en los ensayos fueron tomadas del Banco de

Cepas de la Universidad Colegio Mayor De Cundinamarca.
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Fase 3: Medicion de la actividad antimicrobiana
1. Difusién radial en agar

Las pruebas de actividad antimicrobiana y antifungica se realizaron para cada
microorganismo por triplicado. La actividad se evalu6 midiendo el halo de
inhibicién generado por cada sensidisco.

1. 1 Actividad antibacteriana
Controles

Control de resistencia recomendado por la NCLS: Klebsiella pneumoniae (ATCC
BAA-1706), Klebsiella pneumoniae (ATCC BAA-1705)

Control negativo: sensidiscos impregnados con la misma cantidad del solvente

utilizado para reconstituir los extractos (Acetato de etilo y Etanol).

Antibidticos: Gram negativas: Norfloxacina (NOR), Tobramicina (TOB),
Cloramfenicol (C), Cefaclor (CEC), para las bacterias Gram positivas Ampicilina
(AMP), Norfloxacina (NOR), Eritromicina (E), Penicilina (P) y BCDO

Procedimiento

1. Se utilizaron sensidiscos de 5 mm de didmetros de papel Whatman N° 1, los
cuales se esterilizaron previamente. Se impregnaron con 30 pl de cada extracto en
dos pasos primero 15 ul y luego de dejar secar se completé con los otros 15
para obtener la concentracion deseada 30ug/ul, se diluyo con acetato de Etilo y

Etanol.

2. Los sensidiscos se colocaron sobre cajas de Petri con 25 ml de agar Mueller
Hinton las cuales fueron previamente inoculadas con un hisopo de algodén estéril,
con una suspensién bacteriana a una concentraciéon de 1X10® UFC/ mL, escala
Mc Farland 0.5.
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3. Las cajas con los sensidiscos, se incubaron a una temperatura de 37°C durante
24 horas.

1. 2. Actividad antifungica
Controles

Control negativo: sensidiscos impregnados con la misma cantidad del solvente

utilizado para reconstituir los extractos (Acetato de etilo y Etanol).

Control Positivo: Farzul (fluconazol) y ketoconazol.
Procedimiento
Levaduras

1. Se utilizaron sensidiscos de 5 mm de didmetros de papel Whatman N° 1, los
cuales se esterilizaron previamente. Se impregnaron con 30 pl de cada extracto en
dos pasos primero 15 ul y luego de dejar secar se completé con los otros 15
para obtener la concentracién deseada 30ug/ul, se diluyo con acetato de Etilo y
Etanol.

2. Los sensidiscos se colocaron sobre cajas de Petri con 25 ml de agar Mueller
Hinton las cuales fueron previamente inoculadas con un hisopo de algodoén estéril,
con una suspensién bacteriana a una concentracién de 1X10® UFC/ mL, escala
Mc Farland 0.5.

3. Las cajas con los sensidiscos, se incubaron a una temperatura de 37°C durante
24 horas.

Hongos Filamentosos

Se realiz6 la suspension del inoculo en una solucion estandarizada que contenia

aproximadamente 1X10° conidios/ml de cada cepa.

48



2. Concentracion minima inhibitoria CMI

2.1. Actividad antibacteriana

En microplacas de Elisa de 96 pozos previamente llevadas a UV, se agreg6 caldo
Mueller Hinton, concentracion de los extractos e indculo de cada microorganismo.
La lectura de las microplacas se realizé por minima concentracién en la cual se
observa crecimiento y comparando con los controles positivo y negativo, se valida

la prueba.

Control

Control negativo caldo Mueller Hinton,

Procedimiento

1. Primera columna, se agrego el control negativo 100 ul del caldo Mueller Hinton,

2. Segunda columna el control positivo que fue 100 ul de caldo y 100 ul del
inoculo obtenido de una suspensién bacteriana de 0.5 de McFarland (1 x 10°
UFC/ml).

3. Los extractos a una concentracion de 40 mg/ml y 100 pl de caldo Mueller

Hinton, y se realizaron diluciones 1:2 hasta la columna 11 de cada extracto.

4. Las microplacas se incubaron durante 24 horas a 37 °C

2.2. Actividad antifungica

En microplacas de Elisa de 96 pozos previamente llevadas a UV, se agregé caldo
Mueller Hinton, concentracion de los extractos e indculo de cada microorganismo.
Las lecturas se realizaron por minima concentracion en la cual se observa
crecimiento y comparando con los controles positivo y negativo, se valida la

prueba.
Control

Control negativo caldo Mueller Hinton,
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Procedimiento
Levaduras
1. Primera columna, se agrego el control negativo 100 ul del caldo Mueller Hinton,

2. Segunda columna el control positivo que fue 100 ul de caldo y 100 ul del
inoculo obtenido de una suspension bacteriana de 0.5 de McFarland (1 x 108
UFC/ml).

3. Los extractos a una concentracion de 40 mg/ml y 100 ul de caldo Mueller

Hinton, y se realizaron diluciones 1:2 hasta la columna 11 de cada extracto.
4. Las microplacas se incubaron durante 7 siete dias a temperatura ambiente.

Hongos Filamentosos
Se obtuvo el inoculo de wuna solucion estandarizada que contenia

aproximadamente 1X10° conidios/ml de cada cepa.

Fase 4. Identificacion de los metabolitos obtenidos de extractos por

cromatografia liquida de alta densidad HPLC

Una vez confirmada la actividad antimicrobiana se realiz6 una confirmacion
espectrofotométrica para observar los compuestos responsables de esta actividad
y correlacionarlos con algunas investigaciones previas nacionales e

internacionales.

Se utiliz6 el equipo HPLC (Cromatografia Liquida de alta eficiencia) de la
Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca el cual fue calibrado y ajustado por
el docente Edisson Tello Camacho de la Facultad de Ingenieria de la Universidad

de la Sabana y por una estudiante de Doctorado de la misma Universidad.

50



6. RESULTADOS

6.1. DIFUSION RADIAL EN AGAR (Bacterias)

A continuacién, se presentan las gréficas de los resultados obtenidos por las

bacterias.

Figura 2. Difusion radial en agar de Staphylococcus aureus. Roa J.
2018

Figura 4. Difusion radial en agar de Enterococcus faecalis. Roa J. 2018
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Figura 5. Difusion radial en agar de Enterococcus faecium. Roa J.
2018.

Figura 6. Difusion radial en agar de Listeria monocytogenes. Roa J.
2018

Figura 7. Difusion radial en agar de Klebsiella pneumoniae (clinica)
Roa J. 2018
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Figura 10.Difusion radial en agar de Acinetobacter baumanii. Roa J.
2018
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Figura 12. Difusion radial en agar de Klebsiella pneumoniae (s. salud).
Roa J. 2018

Figura 13. Figura 13. Difusion radial en agar de Staphylococcus
epidermidis. Roa J. 2018
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CONTROLES

Figura 14. Difusion radial en agar de Klebsiella pneumoniae (ATCC
BAA-1706). Roa J. 2018

Figura 15. Difusién radial en agar de Klebsiella pneumoniae (ATCC
BAA-1705). Roa J. 2018

A continuacién, se presentan las tablas y graficas de los resultados obtenidos en
los halos de inhibicién que se promediaron de las 2 repeticiones y el control, estos

los dividimos en bacterias Gram negativas, bacterias Gram positivas y el efecto de
los antibioticos utilizados.
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Tabla 2. Actividad inhibitoria de los antibiéticos frente a panel de bacterias Gram

negativas

ITEM NOR TOB C CEC C.A C.E C. NEGATIVO
MHB6 40mm 0 0 0 0 0 0
MHB7 36mm 11mm 17mm 20mm 0 0 0
MHBS8 34mm 24mm 30mm 18mm 0 0 0
MHB9 20mm 10mm 24mm 19mm 0 0 0
MHB10 23mm 26mm 30mm 20mm 0 0 0
MHB11 21mm 16mm 13mm 0 0 0 0

Cc1 7mm 10mm 9mm 0 0 0 0

c2 0 0 0 0 0 0 0

Halos de inhibicion de antibioticos frente a
bacterias Gram negativas

NOR TOB C CEC CA C.E

ANTIBIOTICOS
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MHB6 ™ MHB7 m MHB8 m MHB9 MHB11

Figura 16.Grafica Halos de inhibicién de antibitticos frente a panel de bacterias
Gram negativas
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Tabla 3.Actividad inhibitoria de los antibiéticos frente a panel de bacterias Gram

ITEM NOR

MHB1 43mm
MHB2 27 mm
MHB3 18mm
MHB4 0
MHB5 0
MHB12 33mm

BCDO AMP
0 0
0 13mm
0 22mm
0 0
0 0

30mm  16mm

positivas.

E P
22mm 10mm
19mm 11lmm
21mm 17mm

0 0

0 0
32mm 13mm

C.A

O O oo oo

C.E

O O oo oo

C

NEGATIVO

0

O O O O o

Halos de inhibicién de antibioticos frente a panel
Gram positivas

de bacterias

E

ANTIBIOTICOS

MHB1 mMHB2 mMHB3 m MHB4

MHB5

MHB12

G
NEGATIVO

Figura 17. Grafica halos de inhibicion de antibidticos frente a panel de bacterias
Gram positivas
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Tabla 4.Actividad inhibitoria de los extractos frente a panel de bacterias Gram
negativas.

ITEM  TALLO.A TALLO.E RAIZ.A RAIZ.E | HOJA.A HOJA.E LENTEJA. A LENTEJA.E

MHB6 0 0 0 0 0 0 0 0
MHB7 6mm 7mm 6mm 6mm 7mm 7mm 7mm 7mm
MHB8 0 0 0 0 0 0 0 0
MHB9 7mm 0 7mm 0 6mm 0 9mm 0
MHB10 0 0 0 0 7mm 0 7mm 0
MHB11 7mm 7mm 7mm 7mm 7mm 7mm 6mm 7mm
ci 0 0 0 0 0 0 0 0
c2 0 0 0 0 0 0 0 0

Halos de inhibicién de extractos frente a panel de
bacterias Gram negativas

=
(@]

TALLO.A TALLO.E RAIZ.A RAIZ.E HOJA.A HOJA.E LENTEJA.A  LENTEJA.E
EXTRACTOS A (ACETATO DE ETILO) - EXTRACTOS E (ETANOL)
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Figura 18. Grafica halos de inhibicion de extractos frente a panel de bacterias
Gram negativas
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Tabla 5. Actividad inhibitoria de los extractos frente a panel bacterias Gram
positivas.

ITEM  TALLO.A TALLO.E RAIZ.A RAIZ.E HOJA.A HOJA.E LENTEJA.A LENTEJA.E

MHB1 6mm 0 6mm 0 6mm 0 0 0
MHB2 0 0 7mm 7mm 0 7mm 0 0
MHB3 7mm 0 7mm 0 6mm 0 7mm 0
MHB4 11mm 7.5mm | 11lmm 0 9mm 0 8mm 9mm
MHB5 9mm 0 7mm 7mm 7mm 0 8mm 6mm
MHB12 6mm 6mm 6mm 6mm 6mm 6mm 6mm 6.5mm

Halos de inhibicion de extractos frente a panel de
bacterias Gram positiva

TALLO.A TALLO.E RAIZ.A RAIZ.E HOJA.A HOJA.E LENTEJA.A  LENTEJA.E
EXTRACTOS A (ACETATO DE ETILO) - EXTRACTOS E (ETANOL
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Figura 19.Grafica halos de inhibicion de extractos frente a panel de bacterias
Gram positivas
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6.2. DIFUSION RADIAL EN AGAR (Hongos)

Se evalud la actividad antifungica midiendo los halos de inhibicion formados por
los sensidiscos impregnados con los extractos en Acetato de Etilo, Etanol y los

antifangicos.

A continuacién, se presentan las gréficas de los resultados obtenidos por los
hongos.

Figura 20.Difusion radial en agar de Candida glabrata. Roa J. 2018

Figura 21. Difusion radial en agar de Candida Krusei. Roa J. 2018
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Figura 22. Difusion radial en agar de Candida albicans. Roa J. 2018

Figura 23. Difusion radial en agar de Candida parabsilosis. Roa J. 2018

Figura 24. Difusion radial en agar de Microsporum cannis. Roa J. 2018
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Figura 26. Difusion radial en agar de Microsporum gypseum. Roa J. 2018

A continuacién, se presentan las tablas y graficas de los resultados obtenidos en

los halos de inhibicién que se promediaron de las 2 repeticiones y el control., estos

los dividimos en levaduras, hongos filamentosos y antifungicos.

Tabla 6.Actividad inhibitoria de los antifingicos frente a panel de hongos.

ITEM
MHL1
MHL2
MHL3
MHL4
MHF1
MHF2
MHF3

FLUCONAZOL. E

KETOCONAZOL H20 DESTILADA

0

0
35mm
40mm

35mm
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DIAMETRO DE HALOS EN MM

Halos de inhibicién de anti fungicos frente a
panel de hongos

MHL2 MHL3 MHL4 MHF1 MHF2
HONGOS

FLUCONAZOL. E m KETOCONAZOL H20 DESTILADA

Figura 27. Grafica halos de inhibicion de antifingicos frente a panel de hongos

Tabla 7.Actividad inhibitoria de los extractos frente a panel de levaduras.

ITEMS
MHL1
MHL2
MHL3
MHL4

S
=
4
[}
7]
(o]
—
=
==
w
o
o
o
[
[
S
<
o

TALLO.A TALLO.E @ RAIZ.A RAIZ.E HOJA.A HOJA.E LENTEJA.A

0

0
0
0

1
1
1
1

3
2
1
0
<)
8
7
6
5
4
3
2
1
0

0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0
0 12mm 10mm 0 0 0

LENTEJA. E
0

0
0
0

Halos de inhibicién de extractos frente a panel

de levaduras

TALLO.A  TALLO.E RAIZ.A RAIZ.E HOJA.A HOJA.E LENTEJA.A

EXTRACTOS A (ACETATO DE ETILO) - EXTRACTOS E (ETANOL)

MHL1 B MHL2 ®mMHL3 ®MHL4

LENTEJA.E

Figura 28. Grafica halos de inhibicion de extractos frente a panel de

levadura.
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Tabla 8.Actividad inhibitoria de los extractos frente a panel de hongos
filamentosos.

ITEM TALLO.A | TALLO.E | RAIZ.A RAIZ.E HOJA.A HOJA.E | LENTEJA.A | LENTEJA.E

MHF1 0 0 0 0 0 0 0 0
MHF2 0 0 0 0 0 0 0 0
MHF3 0 0 20mm 20mm 0 0 0 0

Halos de inhibicién de extractos frente a panel de
hongos filamentosos

TALLO.A TALLO.E RAIZ.A RAIZ.E HOJA.A HOJA.E LENTEJA.A  LENTEJA.E
EXTRACTOS A (ACETATO DE ETILO) - EXTRACTOS E (ETANOL)

PREERENN

ONPOWONBOOON

S
=
4
w
(%)
o
=
<
=
w
(a]
o
o
-
w
S
=
(a]

MHF1 ®MHF2 m MHF3

Figura 29. Grafica halos de inhibicion de extractos frente a panel de hongos
filamentosos

6.3. CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (Bacterias)

En las siguientes graficas podemos observar los ensayos realizados en microplaca
con las bacterias patdgenas, mostrando el orden de las diluciones, los extractos y
sus debidos solventes, (C-: control negativo, C+: control positivo, EL: Etanol
Lemna Gibba, ER: Etanol Raiz de Eichhornia crassipes, ET: Etanol tallo de
Eichhornia crassipes, EH: Etanol Hoja de Eichhornia crassipes, AL: Acetato de
etilo Lemna Gibba, AR: Acetato de etilo Raiz de Eichhornia crassipes, AT: Acetato
de Etilo tallo de Eichhornia crassipes, AH: Acetato de etilo Hoja de Eichhornia

crassipes)
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LE RE HE TE LA RA HATA CE C+ C-

M DILUCIONES

L
SO R 2 <omg/mi
Bl 1:4 20mg/imi
' 1:8 10mg/ml
1:16 5mg/ml
1:32 2.5maiml
1:64 1.25mg/ml
1:128 0.625 mag/ml

1:256 0.3125mg/ml

N
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A" o
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Figura 30. Microdilucion en placa de Staphylococcus aureus MHB1 Roa J. 2018

La actividad microbiana del extracto de LE (lemna gibba en etanol) frente a la cepa
S. aureus se ve reflejada en la dilucion 1:8 que corresponde a la concentraciéon

10.mg/ml, siendo esta la concentracion minima inhibitoria de este extracto.

Tabla 9.Actividad inhibitoria de los extractos frente a MHB1 por el método CMI

MHB1 TA HA RA LA TE HE RE LE
Dil 1:2 40mg/ml

Dil 1:4 20mg/ml
Dil 1:8 10mg/ml X

Dil 1:16 5mg/ml

Dil 1:32 2.5mg/mi

Dil 1:64 1.25mg/ml

Dil 1:128 0.625 mg/ml
Dil 1:256 0.3125mg/ml
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LE HE RE TE LA HARA TA CE C+ C-

§ DILUCIONES
| 1:240mg/ml

1:4 20mg/ml

1:8 10mag/ml

1:16 5mg/ml

1:32 2.5mag/ml
1:64 1.25ma/ml
1:128 0.625 ma/ml

1:256 0.3125mg/mi

Figura 31. Microdilucién en placa de Bacillus subtilis MHB2 Roa J. 2018

La actividad microbiana que presenta el extracto LE (Lemnna gibba etanol) y HE
(hoja Eichornnia crassipes etanol) frente a Bacillus subtilis se ve reflejada en la
dilucion 1:8 que corresponde a la concentracion 10mg/ml siendo esta la
concentracion minima inhibitoria de estos extracto, en la RE (raiz Eichornnia
crassipes etanol) y TE ( tallo Eichornnia crassipes etanol) La actividad se presenta

en la dilucion 1:128 que corresponde a la concentracion 0.625mg/ml.

Tabla 10.Actividad inhibitoria de los extractos frente a MHB2 por el método CMI

MHB2 TA HA RA LA TE HE RE LE
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LE HE RE TE LA HA RA TA CE C+ C-

DILUCIONES

1:2 40mg/ml

1:4 20mg/ml

1:8 10mag/ml |

1:16 5mag/ml

1:32 2.5mag/ml

1:64 1.25mg/ml
1:128 0.625 mg/m
) 1:256 0.3125mg/mi

M 2

Figura 32.Microdilucion en placa de Enterococcus faecalis MHB3 Roa J. 2018

La actividad microbiana que presenta el extracto LE (Lemnna gibba etanol), HE
(hoja Eichornnia crassipes etanol), RE (raiz Eichornnia crassipes etanol) y TE (
tallo Eichornnia crassipes etanol) frente a Enterococcus faecalis se ve reflejada en
la dilucion 1:8 que corresponde a la concentracion 10mg/ml siendo esta la

concentracion minima inhibitoria de estos extracto.

Tabla 11.Actividad inhibitoria de los extractos frente a MHB3 por el método CMI

MHB3 TA HA RA LA TE HE RE LE

Dil 1:2 40mg/ml

Dil 1:4 20mg/ml
Dil 1:8 10mg/ml X X X X

Dil 1:16 5mg/ml

Dil 1:32 2.5mg/ml

Dil 1:64 1.25mg/ml

Dil 1:128 0.625 mg/ml
Dil 1:256 0.3125mg/ml
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LE RE HETE LA RA HA TA CE C+ C-

DILUCIONES

1:2 40mag/ml
1:4 20mg/ml
1:8 10ma/ml
1:16 5ma/mi

V 3% 1:32 2.5mag/ml

~ 1:64 1.25mg/ml

Figura 33.Microdilucion en placa de Enterococcus faecium MHB4 Roa J. 2018

La actividad microbiana que presenta el extracto HE (hoja Eichornnia crassipes
etanol) frente a Enterococcus faecium se ve reflejada en la dilucion 1:4 que
corresponde a la concentracion 20mg/ml y TE ( tallo Eichornnia crassipes etanol),
se ve reflejada en la dilucion 1:64 que corresponde a la concentracion 1.25mg/ml

siendo esta la concentracion minima inhibitoria de estos extractos.

Tabla 12.Actividad inhibitoria de los extractos frente a MHB4 por el método CMI

MHB4 TA HA RA LA TE HE RE LE

68



LE RE HE TE LA RA HA TA CE C+ C-

DILUCIONES

1:2 40mag/ml

1:4 20mag/ml
1:8 10mg/ml

1:16 5ma/ml

1:32 2.5mg/ml

1:64 1.25mag/ml
1:128 0.625 mag/ml
e 1:256 0.3125ma/ml

Figura 34.Microdilucion en placa de Listeria monocytogenes MHB5 Roa J. 2018

La actividad microbiana que presenta el extracto LE (Lemnna gibba etanol) frente
a Listeria monocytogenes se ve reflejada en la dilucion 1:4 que corresponde a la
concentracion 20mg/ml, en la RE (raiz Eichornnia crassipes etanol) se ve reflejada
en la dilucion 1:8 que corresponde a la concentracion 10mg/ml, HE ( hoja
Eichornnia crassipes etanol) se ve reflejada en la dilucion 1:16 que corresponde a
la concentracion 5mg/mly el TE (tallo Eichornnia crassipes etanol) se presenta en
la dilucion 1:64 que corresponde a la concentracion 1.25mg/ml. siendo estas las

concentraciones minimas inhibitorias de estos extractos.

Tabla 13.Actividad inhibitoria de los extractos frente a MHB5 por el método CMI

MHB5 TA HA RA LA TE HE RE LE
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LE RE HE TE LA RA HA TA CE C+ C-

DILUCIONES

1:2 40mg/ml

1:4 20mg/ml

1:8 10mag/ml

1:16 5mg/ml

1:32 2.5ma/ml

1:64 1.25mag/ml
1:128 0.625 mg/ml
1:256 0.3125mg/ml

Figura 35.Microdilucién en placa de Klebsiella pneumoniae (clinica) MHB6 Roa J.
2018.

La actividad microbiana que presenta el extracto LE (Lemnna gibba etanol) frente
Klebsiella pneumoniae (clinica) se ve reflejada en la dilucion 1:64 que corresponde
a la concentracion 1.25 mg/ml en HE (hoja Eichornnia crassipes etanol) se ve
reflejada en la dilucion 1:4 que corresponde a la concentracion 20mg/ml, y en TE (
tallo Eichornnia crassipes etanol) se presenta en la dilucion 1:32 que corresponde
a la concentracion 2.5mg/ml. siendo estas las concentraciones minimas

inhibitorias de estos extractos.
Tabla 14.Actividad inhibitoria de los extractos frente a MHB6 por el método CMI

MHB6 TA HA RA LA TE HE RE LE

Dil 1:2 40mg/ml

Dil 1:4 20mg/ml X
Dil 1:8 10mg/ml

Dil 1:16 5mg/ml

Dil 1:32 2.5mg/ml X

Dil 1:64 1.25mg/ml X
Dil 1:128 0.625 mg/ml

Dil 1:256 0.3125mg/ml
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= DILUCIONES
1:2 40ma/mi
1:4 20mag/mi

1:8 10ma/ml
1:16 5ma/ml

1:32 2.5ma/ml

1:64 1.25mag/ml
1:128 0.625 mag/ml
1:256 0.3125mag/ml

Figura 36. Microdilucion en placa de E.coli ATCC MHB7 Roa J. 2018

La actividad microbiana que presenta el extracto LE (Lemnna gibba etanol) frente
a E.coli ATCC se ve reflejada en la dilucion 1:64 que corresponde a la
concentracion 1.25mg/ml en RE (raiz Eichornnia crassipes etanol), 1:32 que
corresponde a la concentracion 2.5mg/ml, HE ( hoja Eichornnia crassipes etanol)
se ve reflejada en la dilucion 1:4 que corresponde a la concentracion 20mg/ml y el
TE ( tallo Eichornnia crassipes etanol) se presenta en la dilucion 1:128 que
corresponde a la concentracion 0.625mg/ml. siendo estas las concentraciones

minimas inhibitorias de estos extractos.

Tabla 15.Actividad inhibitoria de los extractos frente a MHB7 por el método CMI

MHB7 TA HA RA LA TE HE RE LE
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LE RE HE TE LA RA HA TA CE C+ C-

DILUCIONES
1:2 40mg/ml
1:4 20mg/mi

1:8 10mag/ml
1:16 5mag/ml

1:32 2.5mg/ml

1:64 1.25mag/ml
1:128 0.625 ma/ml
1:256 0.3125mag/ml

Figura 37.Microdilucion en placa de E.coli nativa MHB8 Roa J. 2018

La actividad microbiana que presenta el extracto LE (Lemnna gibba etanol) frente
a E.coli nativa se ve reflejada en la dilucion 1:8 que corresponde a la
concentracion 10mg/ml, en RE (raiz Eichornnia crassipes etanol), 1:32 que
corresponde a la concentracion 2.5mg/ml, HE ( hoja Eichornnia crassipes etanol)
se ve reflejada en la dilucion 1:4 que corresponde a la concentracion 20mg/ml y el
TE ( tallo Eichornnia crassipes etanol) se presenta en la dilucion 1:32 que
corresponde a la concentracion 2.5mg/ml. siendo estas las concentraciones

minimas inhibitorias de estos extractos.
Tabla 16.Actividad inhibitoria de los extractos frente a MHB8 por el método CMI

MHB8 TA HA RA LA TE HE RE LE
Dil 1:2 40mg/ml

Dil 1:4 20mg/ml X
Dil 1:8 10mg/ml X

Dil 1:16 5mg/ml

Dil 1:32 2.5mg/ml X X
Dil 1:64 1.25mg/ml

Dil 1:128 0.625 mg/ml

Dil 1:256 0.3125mg/ml
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LE RE HE TE LA RAHA TA CE C+ C-

DILUCIONES

1:2 40mag/ml

1:4 20ma/ml

1:8 10ma/ml

1:16 5ma/ml

1:32 2.5ma/ml

» 1 1:64 1.25mg/ml

' 1:128 0.625 mg/ml
, 1:256 0.3125ma/ml

Figura 38.Microdilucion en placa de Acinetobacter baumanii MHB9Roa J. 2018

La actividad microbiana que presenta el extracto LE (Lemnna gibba etanol) frente
a Acinetobacter baumanii se ve reflejada en la dilucion 1:128 que corresponde a la
concentracion 0.625mg/ml, en RE (raiz Eichornnia crassipes etanol), 1:64 que
corresponde a la concentracion 1.25mg/ml, HE ( hoja Eichornnia crassipes etanol)
se ve reflejada en la dilucion 1:4 que corresponde a la concentracion 20mg/ml y el
TE ( tallo Eichornnia crassipes etanol) se presenta en la dilucion 1:16 que
corresponde a la concentracion 5mg/ml. siendo estas las concentraciones minimas

inhibitorias de estos extractos.
Tabla 17. Actividad inhibitoria de los extractos frente a MHB9 por el método CMI

MHB9 TA HA RA LA TE HE RE LE
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LE RE HE TE LA RA HATA CE C+ C-

»r pe Lo
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N DILUCIONES

1:2 40mag/ml

dl 1:4 20mg/ml

1:8 10ma/ml

1:16 5Sma/ml

1:32 2.5mg/ml
1:64 1.25mag/ml
1:128 0.625 mag/ml

I 1:256 0.3125mg/ml

Figura 39. Microdilucion en placa de Acinetobacter sp. MHB10 Roa J. 2018

La actividad microbiana que presenta el extracto LE (Lemnna gibba etanol) frente

a Acinetobacter se ve reflejada en la dilucion 1:8 que corresponde a la

concentracion 10mg/ml, en RE (raiz Eichornnia crassipes etanol) y TE ( tallo

Eichornnia crassipes etanol) 1:32 que corresponde a la concentracion 2.5mg/ml,

HE ( hoja Eichornnia crassipes etanol) se ve reflejada en la dilucion 1:4 que

corresponde a la concentracion 20mg/ml. siendo estas las concentraciones

minimas inhibitorias de estos extractos.

Tabla 18. Actividad inhibitoria de los extractos frente a MHB10 por el método CMI

MHB10 TA HA RA LA TE

Dil 1:2 40mg/ml

Dil 1:4 20mg/ml
Dil 1:8 10mg/ml

Dil 1:16 5mg/ml

Dil 1:32 2.5mg/ml

Dil 1:64 1.25mg/ml

Dil 1:128 0.625 mg/ml
Dil 1:256 0.3125mg/ml

HE RE LE
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LE RE HE TE LA RA HA TA CE C+ C-

DILUCIONES

- 1:2 40mag/ml
ey S 1:4 20mg/mi

1:8 10ma/ml

1:16 5mag/ml

1:32 2.5mg/ml

1 1:64 1.25mag/ml

' 1:128 0.625 mg/m

1:256 0.3125ma/ml

Figura 40. Microdiluciéon en placa de Klebsiella pneumoniae (s. salud) MHB11
Roa J. 2018

La actividad microbiana que presenta el extracto LE (Lemnna gibba etanol) frente
a Klebsiella pneumoniae (s. salud) se ve reflejada en la dilucion 1:128 que
corresponde a la concentracion 0.625mg/ml, en RE (raiz Eichornnia crassipes
etanol) y TE ( tallo Eichornnia crassipes etanol) 1:64 que corresponde a la
concentracion 1.25mg/ml, HE ( hoja Eichornnia crassipes etanol) se ve reflejada
en la dilucion 1:4 que corresponde a la concentracion 20mg/ml. siendo estas las

concentraciones minimas inhibitorias de estos extractos.

Tabla 19. Actividad inhibitoria de los extractos frente a MHB11 por el método CMI

MHB11 TA HA RA LA TE HE RE LE

75



LE RE HE TE LA RA HA TA CE C+ C-

DILUCIONES

1:2 40mg/ml

1:4 20mag/ml

1:8 10ma/ml

1:16 5ma/ml

% 1322 5mgimi

1:64 1.25mag/ml
1:128 0.625 mag/ml
| 1:256 0.3125ma/ml

Figura 41.Microdilucion en placa de Staphylococcus epidermidis MHB12 Roa J.
2018

La actividad microbiana que presenta el extracto LE (Lemnna gibba etanol) frente
a Staphylococcus epidermidis se ve reflejada en la dilucion 1:16 que corresponde
a la concentracion 5mg/ml, en RE (raiz Eichornnia crassipes etanol) y TE ( tallo
Eichornnia crassipes etanol) 1:32 que corresponde a la concentracion 2.5mg/ml,
HE ( hoja Eichornnia crassipes etanol) se ve reflejada en la dilucion 1:4 que
corresponde a la concentracion 20mg/ml. siendo estas las concentraciones

minimas inhibitorias de estos extractos.

Tabla 20.Actividad inhibitoria de los extractos frente a MHB12 por el método CMI

MHB12 TA HA RA LA TE HE RE LE
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CONTROLES

LE RE HE TE LA RA HA TA C+ C-
SRS DILUCIONES

1:2 40ma/ml

1:4 20ma/ml
1:8 10ma/ml

1:16 5ma/ml

1:32 2.5mg/ml

1:64 1.25mag/ml

1:128 0.625 mg/ml
1:256 0.3125mg/ml

Figura 42. Microdilucion en placa de Klebsiella pneumoniae (ATCC BAA-1706)
Roa J. 2018

LE RE HE TEC'LA RA HA TA C+ C-

u = s DILUCIONES
1:240mg/ml
1:420mg/ml
1:8 10mg/ml
1:16 5mg/ml

1:32 2.5ma/ml
1:64 1.25mg/ml
11:128 0.625 mg/ml

1:256 0.3125mal/ml

Figura 43. Microdilucion en placa de Klebsiella pneumoniae (ATCC BAA-1705)
Roa J. 2018
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6.4. CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (Hongos)

En las siguientes imagenes podemos observar los ensayos realizados en
microplaca con los hongos patdgenos, mostrando el orden de las diluciones, los
extractos y sus debidos solventes, (C-: control negativo, C+: control positivo, EL:
Etanol Lemna Gibba, ER: Etanol Raiz de Eichhornia crassipes, ET: Etanol tallo de
Eichhornia crassipes, EH: Etanol Hoja de Eichhornia crassipes, AL: Acetato de
etilo Lemna Gibba, AR: Acetato de etilo Raiz de Eichhornia crassipes, AT: Acetato
de Etilo tallo de Eichhornia crassipes, AH: Acetato de etilo Hoja de Eichhornia

crassipes, K: ketoconazol y F: fluconazol).

F K HATA RA LA HETE RE LE C+ C-

- - —

DILUCIONES

1:2 40ma/ml
1:4 20ma/ml

1:8 10mg/mi

1:16 5ma/mi
1:32 2.5mag/ml
1.64 1.25mag/ml

1:128 0.625 mag/ml
1:256 0.3125ma/ml

Figura 44. Microdilucién en placa de Candida glabrata MHL1 Roa J. 2018

No presentaron actividad antifungica por parte de los extractos.
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F K HATA RA LA HETE RE LE C+ C-

DILUCIONES

1:2 40ma/ml

1:4 20ma/ml

1:8 10ma/ml

1:16 Smag/ml

1:32 2.5mg/ml
1:64 1.25mag/ml

1 1:128 0.625 ma/ml

-
) 1:256 0.3125mg/ml

Figura 45. Microdilucion en placa de Candida krusei MHL2 Roa J. 2018

La actividad antifungica que presenta el extracto LE (Lemnna gibba etanol) frente
a Candida krusei se ve reflejada en la dilucion 1:128 que corresponde a la
concentracion 0.625mg/ml, en RE (raiz Eichornnia crassipes etanol) y TE ( tallo
Eichornnia crassipes etanol) 1:64 que corresponde a la concentracion 1.25mg/ml,
HE ( hoja Eichornnia crassipes etanol) se ve reflejada en la dilucion 1:4 que
corresponde a la concentracion 20mg/ml, RA (raiz Eichornnia crassipes acetato
de etilo) y TA (tallo Eichornnia crassipes acetato de etilo) 1:16 que corresponde a
la concentracion 5mg/ml, HA (hoja Eichornnia crassipes acetato de etilo),
F(fluconazol) y K(ketoconazol) 1:4 que corresponde a la concentracion 20mg/ml,

siendo estas las concentraciones minimas inhibitorias de estos extractos.

Tabla 21. Actividad inhibitoria de los extractos frente a MHL2 por el método CMI

MHL2 TA HA RA LA TE HE RE LE K F

Dil 1:2 40mg/ml
Dil 1:4 20mg/ml X X X

Dil 1:8 10mg/ml
Dil 1:16 5mg/ml X

Dil 1:64 1.25mg/ml X X
Dil 1:128 0.625 mg/ml X
Dil 1:256 0.3125mg/mi

Dil 1:32 2.5mg/ml
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K_HATA RA LA HE TE RE LE_C+ C__
S B = L DILUCIONES

1:2 40mg/ml
1:4 20ma/ml
1:8 10mag/ml
1:16 Sma/ml
1:32 2.5mag/ml

1:64 1.25ma/ml

Figura 46.Microdilucion en placa de Candida albicans MHL3 Roa J. 2018

La actividad antifungica que presenta el extracto RE (raiz Eichornnia crassipes
etanol), HE ( hoja Eichornnia crassipes etanol) y LA (Lemnna gibba acetato de
etilo) frente a Candida albicans se ve reflejada en la dilucion 1:128 que
corresponde a la concentracion 0.625mg/ml, RA (raiz Eichornnia crassipes
acetato de etilo) y TA ( tallo Eichornnia crassipes acetato de etilo) 1:32 que
corresponde a la concentracion 2.5mg/ml, HA (hoja Eichornnia crassipes acetato
de etilo), K(ketoconazol) 1:4 que corresponde a la concentracion 20mg/ml,
F(fluconazol) dilucion 1:8 que corresponde a la concentracion 10mg/ml siendo

estas las concentraciones minimas inhibitorias de estos extractos.
Tabla 22. Actividad inhibitoria de los extractos frente a MHL3 por el método

MHL3 TA HA RA LA TE HE RE LE K F
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F K HATA RA LA HE TE RE LE C+ C-

DILUCIONES

1:2 40ma/ml
: 1:4 20ma/ml
1:8 10ma/ml
1:16 S5Sma/ml
1:32 2.5ma/ml
1:64 1.25mag/ml
1:128 0.625 mg/ml
B 1:256 0.3125mg/ml

Figura 47. Microdilucién en placa de Candida Parabsilosis MHL4Roa J. 2018

La actividad antifungica que presenta el extracto RE (raiz Eichornnia crassipes
etanol) y TE ( tallo Eichornnia crassipes etanol) frente a Candida Parabsilosis se
ve reflejada en la dilucion 1:32 que corresponde a la concentracion 2.5mg/ml, HE
( hoja Eichornnia crassipes etanol), RA (raiz Eichornnia crassipes acetato de etilo)
y TA (tallo Eichornnia crassipes acetato de etilo) se ve reflejada en la dilucion 1:16
que corresponde a la concentracion 5mg/ml, HA (hoja Eichornnia crassipes
acetato de etilo), F(fluconazol) y K(ketoconazol) 1:4 que corresponde a la
concentracion 20mg/ml, siendo estas las concentraciones minimas inhibitorias de

estos extractos
Tabla 23.Actividad inhibitoria de los extractos frente a MHL4 por el método CMI

MHL4 TA HA RA LA TE HE RE LE K F

<X
S

Dil 1:64 1.25mg/ml
Dil 1:128 0.625 mg/ml
Dil 1:256 0.3125mg/ml
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DILUCIONES

1:2 40mg/mi

1:4 20mg/ml

1:8 10mg/ml

1:16 5mg/ml

1:32 2.5mg/mi

1:64 1.25mg/ml
1:128 0.625 mg/ml
1:256 0.3125mg/ml

Figura 48.Microdilucion en placa de Microsporum cannis MHF1 Roa J. 2019

La actividad antifungica que presenta el extracto HE ( hoja Eichornnia crassipes
etanol) frente a Microsporum cannis se ve reflejada en la dilucion 1:16 que
corresponde a la concentracion 5mg/ml, RA (raiz Eichornnia crassipes acetato de
etilo) en la dilucion 1:8 que corresponde a la concentracion 10mg/ml, HA (hoja
Eichornnia crassipes acetato de etilo) 1:4 que corresponde a la concentracion
20mg/ml, siendo estas las concentraciones minimas inhibitorias de estos

extractos.
Tabla 24. Actividad inhibitoria de los extractos frente a MHF1 por el método CMI

MHF1 TA HA RA LA TE HE RE LE K F
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F K HA TA RA LA HE TE RE LE C+ C-

DILUCIONES

1:2 40ma/ml
1:4 20ma/ml

1:8 10ma/ml
1:16 5Sma/ml

1:32 2.5mag/ml

1:64 1.25mag/ml
1:128 0.625 mag/ml
B 1:256 0.3125mg/ml

Figura 49. Microdilucion en placa de Trichophyton mentagrophytes MHF2 Roa J.
2019

La actividad antifungica que presenta el extracto RE (raiz Eichornnia crassipes
etanol) y TE ( tallo Eichornnia crassipes etanol) frente a Trichophyton
mentagrophytes se ve reflejada en la dilucion 1:8 que corresponde a la
concentracion 10mg/ml, HE ( hoja Eichornnia crassipes etanol) y RA (raiz
Eichornnia crassipes acetato de etilo), HA (hoja Eichornnia crassipes acetato de
etilo), F(fluconazol) y K(ketoconazol) en la dilucion 1:4 que corresponde a la
concentracion 20mg/ml, LA (Lemna gibba acetato de etilo) en la dilucion 1:64 que
corresponde a la concentracion 1.25mg/ml, siendo estas las concentraciones

minimas inhibitorias de estos extractos.

Tabla 25.Actividad inhibitoria de los extractos frente a MHF2 por el método CMI

MHF2 TA- HA RA LA TE HE RE LE K F
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F K HATA RA LA HETE RE LE C+ C-

DILUCIONES

1:2 40mag/ml

8 1:4 20mag/ml

1:8 10mag/ml

1:16 5mag/ml

1:32 2.5mg/ml

1:64 1.25mg/ml

| 1:128 0.625 mgimi
1:256 0.3125mg/ml

Figura 50. Microdilucion en placa de Microsporum gypseum MHF3 Roa J. 2019

La actividad antifungica que presenta el extracto RE (raiz Eichornnia crassipes
etanol) y F(fluconazol) frente a Microsporum gypseum se ve reflejada en la
dilucion 1:16 que corresponde a la concentracion 5mg/ml, TE ( tallo Eichornnia
crassipes etanol) 1:128 que corresponde a la concentracion 0.625mg/ml, HE (
hoja Eichornnia crassipes etanol) y HA (hoja Eichornnia crassipes acetato de
etilo), en la dilucion 1:4 que corresponde a la concentracion 20mg/ml, siendo estas

las concentraciones minimas inhibitorias de estos extractos.

Tabla 26. Actividad inhibitoria de los extractos frente a MHF3 por el método CMI

MHF3 TA HA RA LA TE HE RE LE K F
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6.5. Cromatografia liquida de alta densidad HPLC

A continuacion, las graficas de identificacion de los compuestos responsables de

la actividad antimicrobiana por técnica espectrofotométrica HPLC.
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Figura 51.Muestral: Extracto de Lenteja (Lemna gibba) en espectrofotometria

ultravioleta-visible UV - VIS 210 nm
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Figura 52.Muestral: Extracto de Lenteja (Lemna gibba) en espectrofotometria

ultravioleta-visible UV - VIS 254 nm
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Figura 53.Muestral: Extracto de Lenteja (Lemna gibba) en espectrofotometria
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Figura 54. Muestra2: Extracto B Raiz (Eichhornia crassipes raiz) en
espectrofotometria ultravioleta-visible UV - VIS 210 nm
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Figura 55. Muestra2: Extracto BMllgéiz (Eichhornia crassipes raiz) en

espectrofotometria ultravioleta-visible UV - VIS 254 nm
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Figura 56. Muestra2: Extracto B Raiz (Eichhornia crassipes raiz) en
espectrofotometria ultravioleta-visible UV - VIS 360 nm
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__ DAD: Signal B, 210.0 nm/Bw.4.0 nm Ref 350.0 nm/Bw.100.0 nm
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Figura 57. Muestra3: Extracto B Hoja (Eichhornia crassipes hoja) en
espectrofotometria ultravioleta-visible UV - VIS 210 nm
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Figura 58. Muestra3: Extracto B Hoja (Eichhornia crassipes hoja) en
espectrofotometria ultravioleta-visible UV - VIS 254 nm
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Figura 59. Muestra3: Extracto B Hoja (Eichhornia crassipes hoja) en
espectrofotometria ultravioleta-visible UV - VIS 360 nm
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Figura 60. Muestra4: Extracto B Tallo (Eichhornia crassipes tallo) en

espectrofotometria ultravioleta-visible UV - VIS 210 nm
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Figura 61. Muestra4: Extracto B Tallo (Eichhornia crassipes tallo) en
espectrofotometria ultravioleta-visible UV - VIS 254 nm

Figura 62. Muestra4: Extracto B Tallo (Eichhornia crassipes tallo) en
espectrofotometria ultravioleta-visible UV - VIS 360 nm
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7. DISCUSION

La resistencia bacteriana se ha convertido en una amenaza para la salud humana,
veterinaria y vegetal, afectando los alimentos y el ambiente. En 1998, es
reconocida por la Organizacion Mundial de la Salud, como una problemética de
salud puablica, dando asi parametros para prevenir la diseminacién de

microorganismos resistentes a los antibiéticos***’.

El uso indiscriminado de los antibiéticos como modelo terapéutico para el manejo
de microrganismos patégenos ha generado un impacto negativo. La OMS en el
primer informe generado el 30 de abril del 2014 en Ginebra, Antimicrobial
resistance: global report on surveillance, sefala “La resistencia esta afectando a
muchos agentes infecciosos distintos, pero se centra en la resistencia a los
antibiéticos en siete bacterias responsables de infecciones comunes graves,
como: la septicemia, la diarrea, la neumonia, las infecciones urinarias o la
gonorrea. Los datos son muy preocupantes y demuestran la existencia de
resistencia a los antibiéticos, especialmente a los utilizados como «ultimo recurso»
en todas las regiones del mundo”, por lo tanto, se puede observar que las
bacterias como todos los seres vivos también tienen mecanismos bioldgicos, que
les permite adaptarse a todos los ambientes. Aunque la resistencia a los
antibiéticos es una expresion natural de la evolucion y genética bacteriana, pero

ciertos factores contribuyen al aumento de esta expresion®.

Estudios realizados por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), Comunidad
Andina de Naciones (CAN) y la Universidad Nacional de Colombia*®, entre otros
estamentos nacionales e internacionales™, establecen que mediante la
bioprospeccion y aprovechando los recursos naturales en Colombia se pueden
disefiar alternativas de nuevos farmacos de origen natural, los cuales serian
utilizados para mitigar la problematica de resistencia microbiana y a la vez
permitan la conservacion ambiental de los micro y/o macro organismos que
pudieran ser utilizados para este fin>*. Entre los organismos mas investigados con

fines de bioprospeccién se encuentran las plantas®, las cuales tienen sustancias
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gue han demostrado su capacidad de inhibir el crecimiento in vitro de patdogenos y
muchas de ellas son usadas en la medicina tradicional para tratar diversas
infecciones®®. Los investigadores han llegado incluso a identificar protefnas blanco
que aparecen especificamente cuando se hacen tratamientos con extractos de

plantas®.

Los extractos de las plantas se han utilizado para la creacion de fitomedicamentos,
gue contienen principios activos aislados o en mezcla y su uso ha resultado eficaz.
Entre los criterios para la seleccion de las especies objeto de evaluacion
antimicrobiana y antifungica en este trabajo, se consider6 los antecedentes de
Eichhornia crassipes y Lemna gibba que demostraron tener un gran potencial de
accion biolégico®*>***. Segun Carrefio (2016) en los Ultimos afios se ha
demostrado que Eichhornia crassipes puede manipularse de manera sostenible en
su ecosistema y ser usada en fitorremediacion de aguas contaminadas con
metales pesados®. En el caso de Lemna sp se ha podido demostrar que es capaz
de remover entre el 98 al 99% de coliformes totales en aguas servidas®®. Esto nos
muestra la importancia de estas plantas consideradas maleza del agua y los

beneficios que se pueden tener a nivel ambiental y humano.

La finalidad de este trabajo fue continuar el proceso de investigacion que venia
realizando el grupo de investigacion Ceparium, evaluando con diferentes
microorganismos bacterianos y fungicos la actividad antimicrobiana y antifungica
de las plantas Eichhornia crassipes y Lemna gibba. En el caso de la investigacion
en este trabajo, se orientd la busqueda de la actividad microbiana en patdégenos
recurrentes que en la actualidad tienen una importancia por la resistencia en
algunos casos a varios antibiéticos, en el ambito clinico a nivel de Colombia; se
utilizaron 14 bacterias, 4 levaduras y 3 hongos filamentosos, utilizando los
extractos de Eichhornia crassipes y Lemna gibba utilizando como solventes
Acetato de etilo y Etanol que segun su polaridad son capaces de extraer un amplio

namero de metabolitos presentes en las especies vegetales.
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Los bioensayos se realizaron por difusion radial en agar y concentracion minima
inhibitoria (CMI) son métodos estandarizados para pruebas de susceptibilidad

antimicrobiana.

En el método de difusion radial en agar, se obtuvo un resultado importante con las
bacterias Gram negativas, especificamente en los extractos obtenidos con Acetato
de Etilo. Se evidenciaron halos entre 6mm y 7mm para las bacterias E. coli ATCC,
Acinetobacter baumanii y K. pneumoniae (s. salud). En las bacterias Gram
positivas los resultados mas importantes se obtuvieron con el extracto de
Eichornnia crassipes en Acetato de Etilo, el cual mostro inhibicion en casi todas
las bacterias con diferentes halos; el més relevante fue de 11mm con
Enterococcus faecium. En algunas bacterias como S. epidermidis se presentaron

halos de 6mm en todos los extractos con los diferentes solventes.

En las pruebas antimicrobianas con las 4 levaduras, se evidencio resistencia con 3
de ellas, excepto C. parabsilosis, en donde se observaron halos de inhibicién con
diametros de 12 y 10 mm con el extracto de la raiz de Eichhornia crassipes
obtenido con Acetato de Etilo y Etanol. Para los hongos filamentosos, solo se
evidenciaron halos de inhibicion con M. gypseum, con el mismo extracto utilizado
para C. parabsilosis presentando halos de 20mm con los dos solventes. Al
respecto, el trabajo de Mohamed y colaboradores en 2019 encontraron en su
investigacibn que hay actividad antifungica de los extractos de Eichhornia
crassipes y Lemna gibba para los hongos Aspergillus nigerel, Penicillium
roqueforti corroborando de esta forma la efectividad como antifingico de estos

extractos.?!.

De acuerdo con recomendaciones de varios trabajos de investigacion, para el
ensayo de CMI, se utilizd6 una concentracibn de 40mg/ml del extracto. Los
resultados se interpretaron de acuerdo con lo estandarizado por la NCCLS,
tomando la ultima concentracion en la que el extracto actué como inhibidor de los
microrganismos. En el presente trabajo, hubo interferencia en los ensayos que
contenian acetato de etilo y no pudo realizarse una observacion de las inhibiciones

por parte de los extractos. En el caso de los extractos obtenidos con etanol, no
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hubo interferencias para su interpretacion. Con relacion a los controles con los
solventes fue muy importante su realizacion, por cuanto se ha observado que el
etanol, por ser un quimico que actia destruyendo la membrana celular y
desnaturalizando proteinas, al tener agua va a penetrar mejor las bacterias para
dafar la membrana y dar rapida desnaturalizacion a las proteinas, causando
interferencia con el metabolismo v lisis celular®’. En el caso particular del presente

trabajo, no hubo ninguna reaccién inesperada.

En el panel de bacterias enfrentadas a los extractos en los que se utilizé etanol, se
observo que todos mostraron actividad en un buen numero de las bacterias, en
especial el de Lemna gibba y hoja de Eichornnia crassipes, presentando inhibicién
desde la dilucion 1:4 con una concentracion de 20mg/ml. En el caso del extracto
de hoja de Eichornnia crassipes, las bacterias que presentaron la CMI en esta
dilucion fueron Staphylococcus epidermidis (MHB12), Klebsiella pneumoniae (s.
salud) (MHB11), Acinetobacter sp.(MHB10), Acinetobacter baumanii (MHB9),
E.coli nativa(MHB8), E.coli ATCC(MHBY7), Klebsiella pneumoniae (clinica)(MHB6),
Enterococcus faecium(MHB4). Para el caso de Lemna gibba, la Unica que no
presentd inhibicion fue Enterococcus faecium (MHB4). Al respecto, en 2015 el
investigador Almahy H. en su estudio titulado “Antibacterial activity of methanol
extracts of the leaves of Lemna minor against eight different bacterial species”,
investigd las propiedades antimicrobianas de extractos metanodlicos de hojas de
otra variedad de Lemna, la denominada L. minor frente a Bacillus subtilis,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Micrococcus
luteus, Shigella flexneri, Bacillus megaterium y Salmonella typhi. En este trabajo
se encontraron diferentes grados de actividad contra la mayoria de bacterias antes
mencionadas confirmando los resultados obtenidos frente al extracto de Lemna

gibba que a pesar de ser otra variedad que tiene potencial antimicrobiano®’.

El panel de levaduras no presentd actividad en la prueba CMI, en el caso de
Candida glabrata (MHL)1. El extracto de hoja Eichornnia crassipes con los dos
solventes, present0 actividad desde la dilucion 1:4 con una concentracion de
20mg/ml en Candida parabsilosisMHL4, Candida krusei (MHL2) y Candida
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albicans (MHL3) demostrando el potencial del extracto de hoja frente a estos

agentes infecciosos.

En los hongos filamentosos, el extracto de hoja Eichornnia crassipes en los dos
solventes presentdé en todos los hongos filamentosos. Adicionalmente, con el
extracto de Lemna gibba desde la dilucion 1:4 a una concentracion de 20mg/ml,
con el solvente acetato de etilo Trichophyton mentagrophytes MHF2, mostré en la

dilucion 1:64 que corresponde a la concentracion 1.25mg/ml una buena actividad.

Con relacion a la verificacion de la identificacion de compuestos realizada con el
analisis HPLC que no mostro picos de actividad con los diferentes extractos
utilizados en los bioensayos, se debe tener en cuenta la polaridad del extracto por
medio de cromatografia en capa fina y asi poder determinar la clase de solventes
que se utilizan en estos ensayos, en algunos estudios muestran mayor actividad
en el espectro, los extractos que se hacen por la tecnica de ultrasonido usando

metanol como solvente permiten observar diferentes picos en las graficas®.

Segun Venegas Casanova y colaboradores encontraron en el estudios de
extractos y analisis con HPLC que el metanol es més polar que el etanol, pero la
pureza del metanol limité la extraccion de los metabolitos encargados del efecto
antioxidante en su ensayo, demostrando que el etanol utilizado tuvo la pureza que

declaraba 96 °GL aumentando su rendimiento y su poder de extraccion®.

Aunque en la actualidad se adelantan varios estudios relacionados con la
capacidad microbiana de diversas plantas en diferentes partes del mundo, los
estudios con respecto a la Lenteja de agua Lemna spp. y Eichornnia crassipes se
encuentran centrados en el campo de la biorremediacion, debido a que por su
presencia en el agua como malezas adquieren la capacidad para absorber

muchos compuestos y esta actividad es muy importante a nivel ambiental.

El presente estudio junto con los previos y simultdneos que ha realizado el grupo
Ceparium, permiten demostrar que estas plantas acuaticas, tienen la capacidad

antimicrobiana, la cual puede ser aprovechada para el desarrollo de nuevas

95



23,58,59,60

formas de tratamiento , como alternativa a la multiresistencia frente a

antibioticos y antifangicos.
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8. CONCLUSIONES

Los bioensayos por el método de difusion radial en agar y Concentracion
Minima Inhibitoria (CMI) permitieron establecer actividad antimicrobiana de
los extractos de raiz, hojas y tallos de los extractos de Eichhornia crassipes
y Lemna gibba frente al panel de las 12 bacterias, 3 de las levaduras y los 3
hongos filamentosos utilizados. A pesar del tiempo de almacenamiento de

los extractos y la perdida de sus metabolitos.

El bioensayo mas promisorio fue el que se realiz6 extracto de raiz de
Eichhornia crassipes frente a Microsporum gypseum MHF3, por cuanto al
ser comparados con los antifngicos convencionales, presento actividad,
tanto halo de inhibicion en la prueba de difusién como en las reacciones de
CMI.

Con la técnica de analisis cromatografico HPLC no se pudo establecer las
sustancias presentes en los extractos de Lemna gibba y Eichhornia
crassipes, se debe tener en cuenta los solventes y la clase de extracto que

se estd utilizando y el tiempo de conservacion del extracto.
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9. RECOMENDACIONES

Para proximos bioensayos en microplaca por concentracibn minima
inhibitoria (CMI), se debe considerar hacer el experimento en ubos de vidrio
para el caso del solvente Acetato de Etilo ya que genera una interferencia

en las microplacas de plastico impidiendo observar la inhibicion.

Los ensayos cromatograficos con HPLC se debe tener en cuenta las
caracteristicas del extracto y asi complementar con una Resonancia
Magnética Nuclear para confirmar cual es el compuesto que esta realizando

la inhibicion.
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11. ANEXOS

Anexo 1. Proceso de extraccion de los extractos de las plantas Eichhornia

crassipes y Lemna gibba
RECOLECCION DE MATERIAL VEGETAL

Las plantas Eichhornia crassipes y Lemna gibba, se recolectaron en canales
anexos del humedal tierra blanca (figura 2, 3), el cual se encuentra localizado al
nororiente del casco urbano del municipio de Soacha. La recoleccion la realizaron
los estudiantes del grupo de investigacion CEPARIUM, de la Universidad Colegio

Mayor de Cundinamarca.

Figura 2. Canales anexos al humedal Tierra blanca (Eichornnia
crassipes)

Fuente: Hurtado y Mufioz.
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Figura3. Canales anexos al humedal tierra blanca (Lemmna gibba)

Fuente: Hurtado y Mufioz.

Aspectos importantes en larecoleccion de las muestras

Los aspectos tenidos en cuenta para la recoleccién de las muestras fueron los
siguientes: ausencia de sintomatologia de invasion de hongos o bacterias,
ausencias de manchas o cortes superficiales, ausencias de elementos extrafios en

raiz, tallo u hoja.
Transporte de las muestras.

Las muestras fueron transportadas en bolsas platicas, debidamente rotuladas y

puestas a su vez en recipientes de icopor.
Procesamientos del material vegetal

Separacién y lavado del material vegetal.

Para el procesamiento de la muestra de Eichhornia crassipes o Buchon de agua,
fue necesario separar sus partes en: raiz, tallo y hojas, (figura 5, 6, 7) su lavado se
realiz6 de esta misma forma, se procesaron y se evalué su actividad
antimicrobiana por separado. Por otra parte, la lenteja de agua (Lemna gibba) no

se separ6 debido a su tamafio. (Figura 4)
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Figura 4. Proceso de lavado y separacion de (Lemna gibba)

Fuente: Hurtado y Mufioz.

Figura 5. Proceso de lavado y separacion de Hojas de Eichhornia crassipes

Fuente: Hurtado y Mufioz.

110



Figura 6. Proceso de lavado y separacion de Tallo de Eichhornia crassipes.

Fuente: Hurtado y Mufioz.

Figura 7. Proceso de lavado y separacion de Raiz de Eichhornia crassipes

Fuente: Hurtado y Mufioz.

Secado de las muestras.

Las muestras se envolvieron en papel kraft por separado y se dejaron en
invernadero a una temperatura promedio de 27°C, durante 15 dias. (Figura 8)

111



Figura 8. Secado y almacenamiento de muestra.

Fuente: Hurtado y Mufioz.

Almacenamiento de las muestras

Las muestras fueron almacenadas en bolsas de papel, debidamente marcadas

hasta su procesamiento. (Figura 8)

Obtencion de los extractos

Para la obtencién de los extractos del material vegetal se realiz6 el siguiente

procedimiento.

Seguido a la limpieza y secado del materia vegetal, se procedi6 a reducir su
tamafio, cortando todas la muestras por separado en trozos pequefios de

aproximadamente 0,5 cm.

Se pesO en gramos el material obtenido (Tabla 2) y se depositd en los frascos
dispuestos para la extraccion. (Figura 9, 10, 11, 12)

Se adiciono el solvente, en este caso se utilizd Diclorometano, hasta cubrir
completamente el material vegetal dentro del recipiente. Se tapd y se dejo reposar
durante 24 horas.
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Figura 9. Lemna gibba Figura 10. Raiz de Eichhornia crassipes

Fuente: Hurtado y Mufioz. Fuente: Hurtado y Mufioz.
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Figura 11. Hojas de Eichhornia Figura 12. Tallo de Eichhornia
crassipes crassipes
Fuente: Hurtado y Mufioz. Fuente: Hurtado y Mufioz.
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A las 24 horas de reposo, se filtr6 el material vegetal, dandole paso por un papel
filtro. (Figura 13) Se recuperd el solvente con ayuda de un rota evaporador. Este
proceso se repitié 3 veces. (Figura 14, 15)

Figura 13. Proceso de Filtrado del extracto obtenido con Dicloromentano

Fuente: Hurtado y Mufioz.
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Figura 14. Balones listos para pasar por el rotaevaporador

Fuente: Hurtado y Mufioz.
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Figura 15. Proceso de Rota evaporacion

Fuente: Hurtado y Mufioz.

El producto final se pesé (Tabla 3), se envaso en viales ambar (Figural6), y se

almaceno en refrigeracion.

Figura 16. Viales ambar con extracto.

Fuente: Hurtado y Mufioz.

Se procede a realizar cromatografia en capa fina para determinar el tipo de

polaridad que tienen cada extracto obtenido, para realizar la cromatografia se
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usan dos tipos de solventes con diferente polaridad cada uno, Acetato de etilo con
un indice de polaridad de 4.4 lo cual lo hace un compuesto polar y Hexano con un

indice de polaridad de 0.1 lo cual lo hace un compuesto apolar.

Se realizan dos cromatografias en capa fina con diferentes tipos de
concentraciones de cada solvente para garantizar que alli aparezcan los
compuestos polares y apolares, en la primera cromatografia se mezcla Hexano +
Acetato de etilo 8:2 en 10 ml lo cual quiere decir que ponemos 8 ml de Hexano y
2ml de Acetato de etilo, (Figura 17) y en la segunda cromatografia se mezclan los
mismos componentes pero con diferente concentracion en este caso seria 1:1 en
10 ml (Figura 18) lo cual quiere decir que se agregd 5ml de Hexano y 5ml de
Acetato de etilo, en las dos cromatografias se realiza por duplicado cada muestra
es decir dos puntos de Lemna gibba siendo la muestra 1, dos de tallo de
Eichhornia crassipes siendo la muestra 2, dos de raiz de Eichhornia crassipes

siendo la muestra 3 y dos de hoja de Eichhornia crassipes siendo la muestra 4.

=
?
|
|
g
|
|
!
|

et L 1

Figura 17. Cromatografia 8:2, donde se evidencian los compuestos apolares.

Fuente: Hurtado y Mufioz.
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Figura 18. Cromatografia 1:1, donde se evidencian mas los compuestos polares.

Fuente: Hurtado y Mufioz.

Posterior a estas cromatografias se tomé la decision de realizar una tercera
cromatografia en Acetato de etilo al 100% (Figura 19) para ver mejor la totalidad
de compuestos polares, en esta cromatografia se tuvo en cuenta el mismo patrén

de muestras.

Figura 19. Cromatografia 100% en Acetato de etilo.

Fuente: Hurtado y Mufioz.
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Se evidencia la totalidad de compuestos polares como la raiz de Eichhornia

crassipes Y la hoja de Eichhornia crassipes.

Los pesos finales se relacionan en la tabla a continuacion.

MATERIAL VEGETAL PESO SECO
Hoja de Eichhornia crassipes 38.669
Tallo de Eichhornia crassipes 53.669
Raiz de Eichhornia crassipes 89.17¢g
Lemna gibba 21.18¢g

Tabla 2.Peso seco final del material vegetal

MATERIAL VEGETAL PESO FINAL DEL EXTRACTO.
Hoja de Eichhornia crassipes 1.597¢g
Tallo de Eichhornia crassipes 1.490g
Raiz de Eichhornia crassipes 1.446¢g
Lemna gibba 3.283¢g

Tabla 3. Peso de extracto de cada material vegetal
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