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Resumen

Durante muchos afios las plantas han sido utilizadas por sus propiedades fungicas y
bacterianas, incluso con ellas se han desarrollados tratamiento alternativo a los medicamentos
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antibacterianas y antifungicas de Vernonanthura patens y Kalanchoe pinnata, llevdndose a cabo

varios ensayos que nos permitieron coTocerf'los metabolitos secundarios presentes en ellas,

cuyas caracteristicas les permiten contro‘La\fr_:fa, gunos tipos de bacterias y hongos. La evaluacion
fitoquimica se realizé por el método de Dom}lgi'g"dez. Las pruebas de fenoles y flavonoides totales
se realizaron por los métodos de Folin-Ciocalteu, y de cloruro de aluminio respectivamente. Para
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antiflngica, Fusarium sp.. Se realizaron tres tratahientos con los extractos de las dos especies
de plantas, las concentraciones fueron de (500 ppm, 600 ppm, 700 ppm). El extracto mas
efectivo fue el de V. patens, ya que su concentracion de fenoles totales fue de 109,68 + 0,32 mg
GAE/g de extracto, y su concentracion de flavonoides totales fue de 681,2 + 5,66 mg CE/g de
extracto; en la prueba antifungica hubo inhibicion a partir de 500 ppmy la prueba antibacteriana
su concentracién a 700 ppm se desempefid mejor que el control positivo frente a Pseudomonas

sp, Por lo que se sugiere realizar pruebas de campo, especialmente para plantas con problemas

de enfermedades bacterianas y fungicas.
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Abstract

For many years, plants have been used for their fungal and bacterial properties, and
alternative treatments to chemically synthesized drugs have even been developed with them.
Currently they have multiple uses such as medicinal, food, antiparasitic, anti-inflammatory,
among others. In this work, the antibacterial and antifungal properties of Vernonanthura patens
and Kalanchoe pinnata were evaluated, carrying out several tests that allowed us to know the
secondary metabolites present in them, whose characteristics allow them to control some types
of bacteria and fungi. The phytochemical“ evaIrStion was carried out by the Dominguez method.
Total phenols and flavonoids tests wef\é-:ﬁéﬁrformed by the Folin-Ciocalteu and aluminum
chloride methods, respectively. Two bacteria were evaluated for biological activities:
Pseudomonas sp. and E.coli, and for the antifungal test, Fusarium sp.. Three treatments were
carried out with the extracts of the two plant species, the concentrations were (500 ppm, 600
ppm, 700 ppm). The most effective extract was that of V. patens, since its concentration of total
phenols was 109.68 + 0.32 mg GAE/g of extract, and its concentration of total flavonoids was
681.2 + 5.66 mg. EC/g of extract; in the antifungal test there was inhibition from 500 ppm and
the antibacterial test its concentration at 700 ppm performed better than the positive control
against Pseudomonas sp. Therefore, field tests are suggested, especially for plants with bacterial

disease problems and fungal.

Keywords: Vernonanthura patens, Kalanchoe pinnata, Pseudomonas, E. coli,

Phytochemical screening
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1 INTRODUCCION

A partir de la revolucion industrial las zonas urbanas se incrementaron
considerablemente, por consiguiente, crearon una dependencia de las zonas
rurales debido a los requerimientos de alimentos, generando un incremento en
la produccion, almacenaje y proteccion de los mismos, es por eso, que se
intensificd la produccion de sustancias quimicas (plaguicidas) generando con
ello un incremento de sustancias toxicas en estos ambientes.(del Puerto et al.,
2014)

A principios del siglo XX se descubrieron algunos componentes que
poseian una accidén plaguicida entre estos estan el cobre, arsénico, azufre,
fésforo, algo que se destaco fue el extracto de Chrisanthemum cinerariefolium,
del cual se obtuvieron sustancias mas conocidas como piretrinas, ademas en
este periodo también empez6 el uso de pesticidas derivados de petréleo. (del
Puerto et al., 2014)

En este sentido se define como plaguicidas a la combinacién de
componentes quimicos o bioldgicos, que requieren de un manejo meticuloso y
son los encargados de controlar las plagas o a su vez regular el crecimiento de
plantas, ademas existen plaguicidas considerados de alta peligrosidad,
generalmente estos son los que tienen un efecto residual, agudo e irreversible
en la salud y medio ambiente. (OMS & FAO, 2014)

En la actualidad muchos centros de investigaciones se concentran en la
basqueda de metabolitos para el control de plagas producido por hongos y
bacterias. El excesivo uso de plaguicidas (bactericidas y fungicidas) de sintesis
guimica esta ocasionando graves problemas de contaminacion de suelos, asi
como también en los cuerpos de agua ubicados a los alrededores de cultivos

agricolas. (Gutiérrez et al., 2018).

Existen varias técnicas disponibles para contrarrestar las plagas en los
cultivos; la mayor parte de los agricultores utiliza plaguicidas de sintesis quimica,

sin embargo, en la actualidad debido a que se ha incrementado estrategias de



control organico, se ha optado por utilizar plaguicidas naturales, esto con el fin
de potenciar la produccion de alimentos saludables. (ORDONEZ & CARDENAS,
2018)

En cuanto a los diferentes tipos de plaguicidas pueden ser: naturales,
constituido comunmente por hongos y bacterias que poseen un efecto
antagonista sobre otros microorganismos Yy los plaguicidas botéanicos
constituidos basicamente por extractos de plantas que contienen metabolitos
secundarios con propiedades antibacterianas y antifingicas, siendo uno de los
componentes principales los aceites esenciales de los mismo que contienen
mezcla de monoterpenos, fenoles y sesquiterpenos, cuya accion se ha
comprobado en el control de enfermedades fungicas y bacterianas.(Pérez, 2012,
Valdés, 2014)

Por consiguiente, dentro de los plaguicidas botanicos uno de los mas
conocidos es el de Neem, éste se lo encuentra de dos formas: como aceite
esencial y como extracto, contienen grandes cantidades de terpeno azadiractina
y otros compuestos similares, una de las cualidades positivas es que estos
compuestos no son téxicos para mamiferos mas bien su efecto va dirigido a la

actividad fisiol6gica de los insectos y microorganismos (Pérez, 2012).

Segun Manzano et al. (2015) menciona que Vernonanthura patens posee
un gran potencial para contrarrestar enfermedades, ya que su efecto
antioxidante, antimicrobiano, sobre todo antileishmaniales y antiparasitarias
patologias de gran incidencia en el Ecuador. En la mayoria de los estudios se ha
encontrado la presencia de triterpenos, flavonoides, saponinas, sesquisterpenos
lactonicos y diterpenos, el conjunto de estos grupos quimicos pueden ser los

responsables de las actividades atribuidas a la especie (Manzano et al., 2012).

Otro ejemplo bastante interesante lo indica Calvopifia (2010) en el
extracto de Kalanchoe pinnata se encuentran presentes compuestos quimicos

tales como quinonas y alcaloides, ademas de poseer otros metabolitos



secundarios responsables de la actividad antimicrobiana como son cumarinas,

flavonoides, fenoles, saponinas, glucdsidos carcinogénicos.

Cabe considerar, por otra parte, que en Ecuador una de las fuentes de
ingreso mas importantes son la exportacion de flores, frutas, verduras etc.,
aunque la mayoria de éstos sufren de diferentes plagas ocasionadas por
bacterias y hongos, uno de los mas conocido es: infecciones de plantas de
banano causado por Fusarium sp. (Carrion & Herrera, 2012). Por otra parte, los
plaguicidas quimicos y los plaguicidas botanicos o naturales representan una
gran diferencia en cuanto a los costos, por consiguiente, las personas optan por
el consumo de plaguicidas quimicos a pesar del perjuicio que causan al medio

ambiente.

La presente investigacion se llevo a cabo con el fin de determinar en los
extractos de las especies estudiadas, principios activos que permitan el control
de hongos y bacterias, para su uso como biocontroladores de origen natural
reduciendo asi el consumo de plaguicidas quimicos. En la actualidad las plagas
en los cultivos agricolas han ocasionado que los productores (pequefios y
grandes) tengan ingentes pérdidas econOmicas por la problematica antes
expuesta, por ende, se considera a los extractos como una opcién viable para el
control microbiolégico, por tal razén evaluar la actividad antibacteriana y
antifangica de Vernonanthura patens y Kalanchoe pinnata podria constituir una

alternativa amigable para el productor agricola en el control de enfermedades.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL
Evaluar la actividad antibacterial y antifingica del extracto de
vernonanthura patens y Kalanchoe pinnata

2.2 OBJETIVO ESPECIFICOS

» Determinar las concentraciones optimas de los extractos ensayados
para medir el nivel de antagonismo en hongos y bacterias.

» Cuantificar fenoles y flavonoides presentes en Vernonanthura patens y
Kalanchoe pinnata

» Determinar la concentracién minima inhibitoria (CMI), de los extractos

vegetales de V. patens y K. pinnata.



3 ANTECEDENTES

Los estudios de Kalanchoe han sido muy amplios sobre todo en su parte
bioguimica, estos se han realizado por varios métodos incluido el HPLC, en los
resultados obtenidos se encontrd6 que en este género estan presentes los
siguientes flavonoides como quercetina, kaempferol, en cuanto a glucésidos
estan rutina, leuteonina y los acidos organicos dominantes son &cido mélico,
isocitroco y citrico, los amino&cidos que prevalecen son el 4cido glutamico, el
acido aspartico y la glicina, este grupo a demostrado ser rico en poliscaridos con
acerca del 35 a 40%, la presencia de taninos condensados, saponinas, derivados
de colesterol, ésteres metilicos, en cuanto a vitaminas estan el 4cido ascorbico,
tiamina, riboflavina y oligoelementos como €l zinc, hierro, calcio, sodio, potasio
entre otros motivo por el que se dice que existe una presencia significativa en

compuestos fendlicos (Sazhina et al., 2014).

Para la especie K. pinnata segun Sazhina et al., (2014), en el tamizaje
fitoquimico se evidencio la presencia de taninos, flavonoides, triterpenoides,
leucoantocianidinas, antocianinas, asi como también la presencia de vitamina E
aportando de forma positiva a su efecto antioxidante ya que la presencia de

polifenoles contribuye en su poder antioxidante ya que se incrementa el efecto.

En estudios realizados por Cardozo & Gomez, (2018) se sefiala la
importancia que tiene el género Kalanchoe como planta medicinal, esta es muy
usada debido a la presencia de bufadienélidos mas conocidos como polihidroxi
esteroides C-24 asi como también glucésidos de gran interés estos tienen
actividad anticancerigena cardiotdnica este grupo posee briofilina C y A, los
metabolitos presentes en este género son alcaloides, flavonoides, cumarinas,
debido a la presencia de estos compuestos se podria indicar que este género

también tiene propiedades antibacterianas.

Con respecto a Vernonanthura patens es una planta muy conocida por
sus efectos biolégicos y propiedades medicinales, asi como también
propiedades antibacterianas y antifingicas, existen informes como el de Gupta

et al., (1996), en el cual se menciona que se inhibieron los tumores de disco de



papa producidos por Agrobacterium tumefaciens, asi como también la ausencia
de citotoxicidad en lineas celulares V79.

En el estudio del extracto metandlico de hojas de V. patens, Manzano et
al., (2015) mencionan la obtenciéon de 53 compuestos quimicos entre estos
destacan los terpénicos como sesquiterpenoides y triterpenoides oxigenados
también estan los hidrocarburos alifaticos, acidos grasos libres, ésteres metilicos
y etilicos, azucares, vitamina E, de la misma manera en estudios realizados de
extractos de flores y tallos obtuvieron 29 acidos grasos y 8 terpenoides, los
mencionados compuestos confieren una actividad antibacterial y antifangica a la
planta. Por otro lado, en el estudio fitoquimico realizado se evidencié la presencia
de catequinas, lactonas, aminoacidos, flavonoides, triterpenos — esteroides,
fenoles, alcaloides y saponinas esto varia dependiendo del érgano de la planta
ya que en las flores y hojas seran los lugares en donde el porcentaje de los
compuestos mencionados sera mayor, en el caso de las hojas los compuestos

reductores se encuentran ausentes

La descripcion dada por Fournet et al., (1994) indica la actividad
antimalarica que presenté el extracto acuoso de hojas de V. patens este obtuvo
una actividad inhibitoria media de 38.7 + 10.1 pg/mL para Plasmodium

falciparum.

Badilla et al., (2006) mencionan que entre los efectos biologicos
ocasionados por el veneno de Bothrops asper se encuentra la inhibicién de
hemorragia el porcentaje de neutralizacion se encuentra alrededor de 18,64 -
22,07, siendo este uno de los valores mas altos en comparacion con las demas

plantas evaluadas.

En cuanto a las propiedades medicinales y su uso en la medicina ancestral
posee muchos beneficios, entre los mas importantes se encuentran: aliviar
dolores estomacales y de parto, combate las diarreas, erupciones en la piel y
una de las principales es que es un antihelmintico, antitusivo, también es muy

usada para el tratamiento de cierto tipo de cancer. (Manzano et al., 2013).



4 MATERIALES Y METODOS

4.1 Areade estudio

Esta investigacion se llevd a cabo en las instalaciones del laboratorio de
biotecnologia de la Facultad de Ciencias Naturales de la Universidad de

Guayaquil.

4.2 Muestras vegetales

La obtencién del material vegetal se realiz6é en dos provincias del Ecuador
la primera especie Vernonanthura patens se recolectd en la provincia de
Tungurahua, canton Ambato y la especie Kalanchoe pinnata fue recolectada en

la provincia del Guayas, cantén Guayaquil.

Después de la recoleccidon de las muestras, estas fueron preparadas en
el laboratorio de microbiologia tomando como criterio que aquellas hojas que
poseian enfermedades, plagas o dafos fueron descartadas. Las seleccionadas
se desinfectaron con una solucion de hipoclorito de sodio al 1%, enjuagando

vigorosamente el remanente de cloro de las muestras con agua destilada estéril.

Posteriormente se pusieron las hojas en una estufa con recirculacion de
aire a 45°C por 48h, luego de este tiempo se llevo las hojas a un molino para
triturarlas (Manzano et al., 2012), y luego se almacenaron en botellas color

ambar hasta el momento de ser utilizados

4.3 Extractos vegetales

La metodologia utilizada fue la de Dominguez, (1973), para lo cual del
material vegetal preparado con anterioridad se peso 100 g de cada una de las
especies seleccionadas y se las puso en maceracion con etanol al 98% durante
48 horas a temperatura ambiente luego se filtraron en papel Whatman grado 1
de 11 um se almacendé en matraces y se mantuvieron en un lugar oscuro,

posteriormente se las llevo a un evaporador rotatorio para la obtencion de



extractos se almacenaron en envases ambar de 20 ml de cristal y se los llevé a

refrigeracion con el fin de mantener los extractos viales

4.4  Obtencion de microorganismos

Pseudomonas sp, Eschericha coli y Fusarium sp. se obtuvieron del

cepario del Laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de Ciencias Naturales.

Estos se resembraron en medios de cultivo, para el caso de E. coli y
Pseudomonas sp., se utilizé caldo Luria Bertani (LB) este es un caldo nutritivo
para bacterias, para lo cual se pes6 1,5 g de medio y se hidraté en 75ml de agua
destilada, posterior a esto se ajusto el pH para E. coliy Pseudomas sp. en 6.5y

7 respectivamente, se autoclavé a 120°C, 1.5 ATM durante 15 minutos.

La cepa de Fusarium sp., se resembro en medio Agar papa dextrosa
(PDA), para este caso se pes6 2.93 g y se lo hidrato en 75 mL de agua destilada
luego se ajusto el pH a 6.6, para la esterilizacion del medio se realiz6 como se

menciono en el parrafo anterior.

4.5 Analisis fitoquimico cualitativo de los extractos

En este ensayo la metodologia empleada fue la de Harborne, (1973), el
tamizaje fitoquimico se realizé con el propdsito de determinar la presencia de
terpenoides, flavonoides, fenoles, alcaloides, saponinas, esteroides,
antraquinonas y taninos. La formacion precipitados o los cambios de color dieron

el indicativo de positivo a estas pruebas.

45.1 Determinaciéon de Taninos

En la identificacion cualitativa se utilizé la prueba de cloruro férrico donde
se disolvié 10 mg de cada extracto en 2 mL de etanol, se afiadieron 500 uL de
solucion acuosa de cloruro férrico al 10%. Los taninos si se forman colores azul

o verde fueron por la presencia de fenoles.



4 5.2 Determinacion de esteroles

Se us6 la prueba de Salkowski se tom6é 3 mL de cada extracto
previamente diluido en alcohol etilico, se adicionaron 2 mL de cloroformo y 1mL
de &cido sulfurico concentrado ambos reactivos deben ser adicionados
lentamente para la formacion de una doble fase, al observar un color marrén

rojizo en la interfase indica la presencia del anillo esteroideo.
4.5.3 Determinacion de antraquinonas

En este caso se realizaron dos ensayos.

El primero es la prueba de Borntrager en esta se pesaron 10mg de cada
extracto para diluirlos en 3 mL de solucion de hidréxido de potasio al 5%, debido
a la polaridad de algunos extractos se los llevo a bafio Maria hasta el momento
de ebullicion durante 3 minutos luego se dejo enfriar y se afiadi6 3mL de
cloroformo se separ6 la capa cloroférmica y se afiadid 2 mL de solucion de
hidréxido de potasio al 5%. La presencia de antraquinonas se observa por un
color rojo.

En la segunda se realizé la prueba de acido sulfarico para cada extracto
se disolvié 10mg de extracto en alcohol etilico posteriormente de manera lenta y
por las paredes del tubo de ensayo se adicion6 500uL de &cido sulfarico
concentrado. La presencia de un color rojo dard un resultado positivo para

antraquinonas.

4.5.4 Determinacion de Saponinas

Para la identificacion respectiva se realiz6 la prueba de la espuma se
pesaron 20 mg de cada extracto y se adiciono 5 mL de agua destilada se agito
vigorosamente, luego de 10 minutos al haber permanencia de espuma se tomo
como resultado positivo, esta debe ser reportada de acuerdo con el tamafio de
la espuma de 3 — 6 mm se considera baja concentracion de 6 — 8 mm son de

moderada concentraciéon y los superiores a 8mm son alta concentracion.



4.5.5 Determinacion de Terpenoides

En 2 mL de extracto disuelto en etanol agregar 1 mL de &cido acético
anhidro posteriormente se afiadié 375 uL de acido sulfarico concentrado este
proceso debe ser muy lento y por las paredes del tubo de ensayo. Después de
5 minutos si se observé un color rosa, rojo, magenta o violeta indica positiva la

prueba.
45.6 Determinacion de flavonoides

Para esto se realizaron dos pruebas la de Shinoda (Mg/HCI) y la de
Hidroxido de sodio 10%.

En la prueba de Shinoda a 2 mL de extracto diluido se le afiadi6 trozos
pequefios de cinta de magnesio y 375 pL de acido clorhidrico concentrado, la
presencia de color naranja, rojo o magenta reveld la presencia de flavonas y

flavonoles respectivamente.

En cuanto a la prueba de hidréxido de sodio (NaOH) al 10%, al extracto
previamente diluido en etanol se le afiadieron 625 uL de la solucion de NaOH al
10% la presencia de coloraciones café — naranja indicaron la presencia de
flavonoles, purpura — azul antocianinas y las amarillo rojizas indicaron xantonas

o flavonas.
4 5.7 Determinacion de alcaloides

En 20 mL de cada extracto disuelto en etanol, se afiadiéo 1 mL de solucion
de acido clorhidrico al 5%, se distribuy6 en tubos de ensayo, posteriormente se
afadié 375 uL de reactivo de Wagner, Dragendorff y Mayer. Los resultados se
compararon frente a un blanco, el precipitado rojo marrén indic6 positivo para el
reactivo de Wagner, el precipitado color naranja es positivo para Dragendorff y
un precipitado blanco amarillento, positivo para Mayer.
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4.6 Determinacion de Flavonoides totales

Para la determinacion de los flavonoides totales se tom6 como referencia
el protocolo de Atanassova et al., (2005), y se uso quercetina como patron.

Para realizar la curva de calibracion se preparo soluciones etandlicas de
guercetina con las siguientes concentraciones 20, 40, 60, 80, 100, 200, 300, 400
y 500 pg/mL.

En el caso de los extractos vegetales se realizé una soluciéon etandlica de
1 mg/mL. Se tomaron alicuotas de 250 pL de cada uno de los estandares y se
los colocé en tubos de ensayo y se adicioné 1000 uL de agua destilada 'y 75 pL
de NaNO: al 5%, se dej6 reposar durante 6 minutos, pasado este tiempo se
adiciono 75 pL de AlClsal 10% y se esperd 5 minutos, luego se afiadieron 500
uL de solucién de NaOH al 1 My por ultimo se complet6 con agua destilada cada
uno de los tubos de ensayo con un volumen de 2,5 mL. En el espectrofotémetro
Multiskan GO THERMOCIENTIFIC se midié la absorbancia ajustando el

protocolo a 510 nm.

Al obtener los valores de absorbancias de las réplicas de cada extracto se
compard con la curva de calibracion de Quercetina para encontrar la

., . : Y b
concentracion se usoO la formula Y= mX+b despejando X = ___ sjendo la
m

concentracion y luego se obtuvo el contenido de flavonoides de cada extracto y
los resultados fueron expresados en miligramos equivalentes de Quercetina por

gramos de extracto seco (mg EQ/g extracto).

4.7 Determinacion fenoles totales

La determinacion de fenoles totales se llevd a cabo por el método
colorimétrico de Folin-Ciocalteus (Singleton et al., 1999). Se realiz6 una curva de
calibracion con una solucion estandar de &cido galico con concentraciones de
30, 50, 80, 100, 120, 150, 180, 210 pg/ mL, como blanco se utiliz6 etanol
absoluto.

Se prepararon soluciones etandlicas del extracto de Kalanchoe pinnata y
se tomé 2,5 mg/mL, mientras que del extracto de Vernonanthura patens se tomo

1 mg/mL, y se los mezclé con 250 uL de reactivo de Folin-Ciocalteu, se lo llevo
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al vortex y posteriormente a oscuridad absoluta durante 10 min, transcurrido
este tiempo se afiadié 1250 pL de solucién de carbonato de sodio al 0.075%, se
mezclé y se lo llevo a oscuridad absoluta durante 30 min a continuacion se
procedié a preparar la placa con 200 yL de cada concentracién y luego de
configurar el protocolo a una amplitud de 760nm se midié la absorbancia en el
espectrofotometro Multiskan GO THERMOCIENTIFIC.

Luego de obtener las absorbancias de las réplicas se comparé con la
curva de calibracion de acido galico para sacar la concentracion esta se obtuvo

. . Y—-b
mediante la formula Y= mX+b al despejar X = ___ sjendo ese el valor de la
m

concentracion y luego se obtuvo el contenido de fenoles de cada extracto y se
los expresé como miligramos equivalentes de acido Galico por gramo de extracto

seco (mg EAG/g).

4.8 Prueba de actividad antibacterial

Se utilizé la metodologia de Rondon et al., (2018) con modificacion. El
ensayo de difusion de disco contra bacterias Gram negativas (Escherichia coli y
Pseudomonas sp), se mantuvo en agar a temperatura ambiente para
posteriormente la preparacion de un inéculo bacteriano. Se preparé un medio de
cultivo Muller-Hinton agar ajustado a pH 7.2 se lo llevo a autoclavar a 120°C, una
ATM durante 15 min, transcurrido este tiempo se coloc6 el medio en placas de
Petri agregando 25 mL en cada una, luego de aproximadamente 20 minutos
estando listas para la siembra.

Para la preparacion del inéculo bacteriano se tomd una cepa sembrada
con 24 horas de anterioridad, se tomaron aproximadamente 5 colonias y se las
disolvié en solucién de cloruro de sodio, se llevo la dilucion al espectrofotometro
el cual se lo calibro a 625 nm y se realiz6 la medida de absorbancia que estuvo
en E. colia 0.083 y en Pseudomonas sp. a 0.082 luego de preparado este inoculo
se realizo la siembra en las placas de agar por el método de dispersion se

tomaron 200pL del inoculo y se coloco en las placas.
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Luego de la siembra transcurrieron 20 min, y se adicioné los discos de
sensibilidad, se coloco tres discos en cada placa, el primero es el control positivo
(CP) que lleva 30 pg de cefotaxime, como control negativo (CN) se utilizo etanol
absoluto 20 puL y en el ultimo se adiciond 20 pL del extracto a diferentes
concentraciones 500, 600, 700 ppm cada una de estas se realiz6 por triplicado,
a continuacion, se sello y rotulo las placas, se las llevé a la incubadora a 37°C

durante 18 horas.

Transcurrido este tiempo se tomd las medidas de los alos de inhibicién de
cada uno de los discos de cada repeticion el mismo proceso se usé para ambas

bacterias.
4.9 Pruebade actividad antifungica

El microorganismo que se evalu6 es Fusarium sp. aplicando la técnica de
discos. Se prepard el medio Potato dextrosa agar (PDA) se ajustdé el pH
respectivo y se lo llevé a autoclave a 120°C a 1 ATM por 15 minutos, se realizo
las diluciones en etanol de cada extracto llegando a concentraciones de 500,
600, 700 ppm, como control negativo se us6 etanol y como control positivo un
funguicida agricola (Patron), para cada concentracion se realizaran tres réplicas,
en estas se colocaron discos de sensibilidad en blanco a los que se les afiadi6

20 uL de extracto.

Para la siembra de las placas de Petri se utiliz6 un sacabocados y de una
placa principal preparada con 7 dias de anticipacion, se tomd una parte y se
colocé en las cajas preparadas (inoculo inicial), transcurridos 5 dias se tomé la
primera medida y a los 10 dias la segunda medida el crecimiento de Fusarium
sp., este se lo comparé con un control positivo y un control negativo. Se procedio
a medir el crecimiento radial de la placa con un calibrador digital de marca Kex

para la posterior determinacion de la concentracién minima inhibitoria.
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4.10 Concentracién minima inhibitoria (CIM)

Se determin6é Unicamente con microorganismos que presenten zonas
inhibitorias. Las CIM fueron determinadas mediante el método estandar
(Weinstein & Clinical and Laboratory Standards Institute, 2020) en el caso de
bacterias del extracto etandlico a diferentes concentraciones, 500, 600 y 700
ppm. La CMI fue definida como la concentracion mas baja que inhibia el
crecimiento y se comparara con discos de sensibilidad cefalotaxime 30 pg como
blanco.

En el caso de los hongos se utiliz6 la siguiente férmula:

%Inhibiciéon micelial o radial = (Control - Tratado) x 100

Control

Para el calculo del porcentaje de CIM los ensayos seran realizados al

menos tres veces.

411 Estadistica

Se realizd una correlacion de la actividad antibacteriana y antifingica de
los extractos esto fue en funcién a las variables, se aplico: un analisis de varianza
ANOVA de una via, prueba de Tukey y su nivel de significancia aplicado fue del
95%, se utiliz6 el programa GraphPad Prism 9
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5 RESULTADOS
5.1 Tamizaje Fitoquimico

5.1.1 Vernonanthura patens

En la Taba 1 se muestran los metabolitos secundarios presentes en
Vernonanthura patens. Los alcaloides y saponinas se encuentran ausentes, los
flavonoides, taninos y antraquinonas se presentaron de forma abundante

mientras que los esteroles y triterpenos se presentaron de forma moderada.

Tabla 1
Tamiuimico Vernonanthura patens

Metabolitos Ensayo V. patens

Reactivo de Wagner -
Alcaloides Reactivo de Dragendorff -
Reactivo de Mayer -

, Reactivo de Shinoda +++
Flavonoides

NaOH al 10% +++

Taninos FeCls +++

Esteroles Salkowski ++

. Borntrager +++

Antraquinonas

H2S04 +++

Triterpenos Rectivo de Lieberman Burchard ++
Saponinas Espuma -

Nota. La intensidad de color en flavonoides, taninos, esteroles, triterpenos,
antraquinonas, nivel de precipitacion en alcaloides: Abundante (+++), Moderado (++), Bajo (+) y
Ausente (-). Saponinas: Espuma: Abundante (>8mm), Moderado (>6mm), Pobre (< 3mm),

Ausente (-).

5.1.2 Kalanchoe pinnata

En la tabla 2 se muestran los resultados del tamizaje fitoquimico del
extracto etandlico de Kalanchoe pinnata Los Flavonoides se presentaron

abundantes con la presencia de Xantonas y Flavonas, los Esteroles y Taninos
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del mismo modo en cuanto a Terpenoides de forma moderada y las

antraquinonas y saponinas se las encuentra en bajas concentraciones.

Tabla 2
Tamizaje Fitoquimico de Kalachoe pinnata

Metabolitos Ensayo K. pinnata
Reactivo de Wagner -
Alcaloides Reactivo de Dragendorff -
Reactivo de Mayer -
. Reactivo de Shinoda +++
Flavonoides
NaOH al 10% +++
Taninos FeCls +++
Esteroles Salkowski +++
) Borntrager +
Antraquinonas
H2S04 +
Triterpenos Rectivo de Lieberman Burchard ++
Saponinas Espuma 4.50mm
Nota. La intensidad de color en flavonoides, taninos, esteroles, triterpenos,

antraquinonas, nivel de precipitacion en alcaloides: Abundante (+++), Moderado (++), Bajo (+) y

Ausente (-). Saponinas: Espuma: Abundante (>8mm), Moderado (>6mm), Pobre (< 3mm),

Ausente (-).
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5.2 Cuantificacion de flavonoides totales

La curva de calibracion con quercetina como medio estdndar obtenida

para la cuantificacion de flavonoides totales se muestra en la figura 1

0,350 -
0,300 - °
s 0,250
2
g 0,200 y = 0,0005x + 0,0477
S 0,150 R2=10,9851
3
<€ 0,100
0,050
0,000 T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600

Concentracion ug CE / mL

Figura 1: Curva de calibracién con quercetina como estandar

En la Tabla 3 se evidencio los resultados del contenido total de
flavonoides de las dos plantas evaluadas:

Vernonanthhura patens, present6 un contenido de flavonoides totales de
681,2 + 5,66 mg CE/ g extracto.

Kalanchoe pinnata presenté un contenido de flavonoides totales de
195,9 + 2,83 mg CE/g extracto

Tabla 3

Concentracion de Flavonoides Totales

Especie Flavonoides totales (mgCE/g extracto)
Vernonanthura patens 681,2 £+ 5,66
Kalanchoe pinnata 195,9 + 2,83

53 Cuantificacion de Fenoles

En la figura 2 se muestra la curva obtenida para la cuantificacion de

fenoles totales con el uso de &cido géalico como estandar.
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Figura 2: Curva de calibracién con acido galico como estandar

En la Tabla 4 se evidencio los resultados del contenido de fenoles
totales de las plantas evaluadas.

Vernonanthura patens el contenido total de fenoles que obtuvo es de
109,68 = 0,32 mg GAE/g extracto.

Kalanchoe pinnata en su contenido total de fenoles obtuvo 75,75 + 0,13

mg GAE/g extracto.

Tabla 4

Contenido de Fenoles Totales

Especie Fenoles totales (mg GAE/g extracto)
Vernonanthura patens 109,68 + 0,32
Kalanchoe pinnata 75,75 +£0,13

5.4 Actividad antibacteriana

5.4.1 Kalonchea pinnata

La concentracion minima inhibitoria (ICM) de Kalanchoe pinnata se
presenta en la figura 3, en este indico la relacibn que se obtuvo de los
tratamientos a diferentes concentraciones, el antibiético cefotaxime fue tomado
como control positivo, para la evaluacion de Pseudomonas sp. Se observé que
el tratamiento 2 y 3 tuvieron actividad antimicrobiana al igual que el control
positivo, sin embargo, el tratamiento 1 al compararse con el control positivo tuvo

una notoria diferencia.
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Pseudomonas sp.
25-

20- L

15

10

0 I I
TMT T2 T3 C+

TRATAMIENTOS

Figura 3: Evaluacién de extractos con K. pinnata y un
control frente a Pseudomonas sp. T1: 500ppm, T2: 600ppm, T3:
700ppm, C+: Cefotaxime.

En la Figura 4 se evidencio los resultados obtenidos de la ICM de K.
pinnata a diferentes concentraciones frente a Eschericha coli, el antibiotico
cefotaxime fue usado como control positivo para la comparacion. Todos los
tratamientos tuvieron diferencia significativa frente al control lo que demuestra

gue los tratamientos aplicados no son eficientes.

E. coli
40-

T T
T1 T2 T3 C+

TRATAMIENTOS

Figura 4: Evaluacion del extracto de K. pinnata
frente a E.coli. T1: 500ppm, T2: 600ppm, T3: 700ppm, C+:
Cefotaxime.
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5.4.2 Vernonanthura patens

En la figura 5 se presenta los resultados de la ICM del extracto alcoholico
de Vernonanthura patens a diferentes concentraciones, se lo compard con un
antibiotico cefotaxime (control positivo), se demostrd que todos los tratamientos
aplicados fueron eficaces para la inhibicion de Pseudomonas sp., otra

caracteristica importante es que el tratamiento 3 supero al control positivo.

Pseudomonas sp.

30
) -

20—

104
0 1 1

™ T2 T3 C=

Figura 5:Evaluacion del extracto de V. patens frente a
Pseudomonas sp. T1: 500ppm, T2: 600ppm, T3: 700ppm, C+:
Cefotaxime

Los resultados que se obtuvieron en la ICM presentada por el extracto
etanolico de V. patens a diferentes concentraciones se observa en la Figura 6,
se comparé tres tratamientos a diferentes concentraciones frente a un control
positivo (antibidtico), frente a E. coli, sin embargo, se observd, que ninguno de

los tratamientos es efectivo a pesar de presentar un halo de inhibicion.
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E. coli

0 1 1
T1 T2 T3 C+

Tratamientos

Figura 6: Evaluacién del extracto de V. patens
frente a E.coli. T1: 500ppm, T2: 600ppm, T3: 700ppm,
C+: Cefotaxime

5.5 Actividad Antifungica

5.5.1 Kalanchoe pinnata
Los resultados obtenidos del porcentaje de inhibicién con el extracto de
Kalanchoe pinata a diferentes concentraciones pasados los 5 dias de incubacion

se presentan en la Tabla 5.

Tabla 5
Porcentaje de inhibicién de Fusarium sp al quinto dia.
TRATAMIENTOS % DE INHIBICION
Tratamiento 1 (500ppm) 4,44
Tratamiento 2 (600ppm) 29,01
Tratamiento 3 (700ppm) 37,15

Los resultados presentados en la figura 7 indic6 las mediciones realizadas
al diametro de crecimiento de Fusarium sp. luego de 5 dias de haber inoculado
el microorganismo se evalud los tratamientos frente a dos controles, un positivo
y un negativo como se observa el Tratamiento 2 y 3 tienen mas similitud con el

control positivo, sin embrago, el tratamiento 1 se asemeja mas al control
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negativo, al 5to dia por lo tanto este tratamiento no es eficiente en este periodo
de tiempo.

Fusarium sp.

50

40
30

E 204
10
0=

T2 T3 C+ C -
Tratamientos

Figura 7: Medicion de crecimiento Fusarium sp al
dia 5. T1l: 500ppm, T2: 600ppm, T3: 700ppm, C+:
Funguicida, C-: Medio PDA

En la Tabla 6 se presentaron los resultados del porcentaje de inhibicion
obtenido con el extracto alcohdlico de Kalanchoe pinnata a diferentes
concentraciones, luego de 10 dias de inoculacién de Fusarium sp.

Tabla 6

Porcentaje de inhibicion de Fusarium sp. a los 10 dias

TRATAMIENTOS % DE INHIBICION
Tratamiento 1 (500ppm) 23,73
Tratamiento 2 (600ppm) 34,87
Tratamiento 3 (700ppm) 44,18

En la Figura 8 se indico los resultados obtenidos de la medida tomada a

Fusarium sp. luego de 10 dias de incubacién, se evalud el extracto etandlico de
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Kalanchoe pinnata a diferentes concentraciones y dos controles positivo que
tuvo un fungicida y negativo medio PDA

Fusarium sp.

100 -
80—
60—

40

20—

0- T |
T1 T2 T3 C+ C-

Tratamientos

Figura 8: Medicion de crecimiento Fusarium sp al dia
10. T1: 500ppm, T2: 600ppm, T3: 700ppm, C+: Funguicida, C-
: Medio PDA

5.5.2 Vernonanthura patens

En la Tabla 7 se mostraron los resultados del porcentaje de inhibicion que
produjo el extracto etanolico de Vernonanthura patens a diferentes

concentraciones luego de 5 dias de incubado Fusarium sp.

Tabla 7
Porcentaje de inhibiciébn de Fusarium sp. extracto de V. patens en el dia 5
TRATAMIENTOS % DE INHIBICION
Tratamiento 1 (500ppm) 23,39
Tratamiento 2 (600ppm) 28,72
Tratamiento 3 (700ppm) 48,26
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Los resultados presentados en la Figura 9 indicaron el crecimiento de
Fusarium sp. en extracto etandlico de V. patens a diferentes concentraciones
estos tratamientos fueron comparados frente a dos controles: un positivo y un
negativo, el tratamiento 1 y 2 frente al control negativo mostraron una diferencia
significativa, sin embargo, el tratamiento 3 se consider6 como el mas eficiente

debido a la similitud frente al control positivo.
Fusarium sp.
50

40

E2::] ' I

T 2 T3 C + C-
Tratamientos

Figura 9: Medicion de crecimiento Fusarium sp al dia
5 T1: 500ppm, T2: 600ppm, T3: 700ppm, C+: Funguicida, C-
: Medio PDA

La Tabla 8 indica el porcentaje de inhibicion que presenté Fusarium sp.
frente al extracto etanolico de V. patens a diferentes concentraciones pasados
los 10 dias de incubacion de la cepa.

Tabla 8

Porcentaje de inhibicién de Fusarium sp. extracto de V. patens en el dia 10

TRATAMIENTOS % DE INHIICION
Tratamiento 1 (500ppm) 38,70
Tratamiento 2 (600ppm) 38,30
Tratamiento 3 (700ppm) 47,90
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En la Figura 10 se presenta los resultados del crecimiento que se obtuvo
después de 10 dias de incubacién de Fusarium sp. se puede observar como los
tres tratamientos tienen similitud comparado con el control positivo por lo tanto
los tres tratamientos son efectivos, sin embargo, el tratamiento 3 y el control

positivo no tienen diferencias es decir su crecimiento es el mas parecido.

Fusarium sp.
100~

80

E:;;] I I

T 2 T3 C + C-
Tratamientos

Figura 10: Medicion de crecimiento Fusarium sp al
dia 10 T1: 500ppm, T2: 600ppm, T3: 700ppm, C+:
Funguicida, C-: Medio PDA

5.6 Estadistica

En la aplicacion del test de ANOVA de una via el valor p fue <0.05, lo cual
indica una diferencia significativa entre las medias de los tratamiento realizados
con Vernonanthura patens y Kalanchoe pinnata frente a Pseudomonas sp, E.coli
y Fusarium sp. esto se corroboré realizando un test de Tukey con un intervalo de

confianza de 95%.

5.6.1 Vernonanthura patens

En la Figura 11, se refleja como V. patens frente a Pseudomonas sp.,
correspondiente a los Tratamientos 1 y 2 frente al control positivo son similares,
sin embargo, en el Tratamiento 3 se observd una diferencia mas acentuada, es
decir su inhibicion fue mayor que en todos los tratamientos, incluido el Control

positivo.
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Pseudomonas sp.

T3-C+- D —e—
T2-C+- ——
T2-T 37 ——

T1-C+- ———
T1-T3 —e—

T4=T2 e

1 l 1 1
-10 -5 0 5 10
Diferencia de medias entre grupos

Figura 11: Test Tukey de Pseudomas sp
comparacion multiple de tratamientos de V. patens

Al evaluar V. patens frente a E. coli (Figura 12), el comportamiento de los
Tratamientos 1, 2, 3 comparados con el control positivo tuvieron una diferencia

acentuada, ya que su halo de inhibicion reflejé un crecimiento inferior al control.

E. coli
T3-C +- ——
T2« C + ——
T2-T 3 —

T1-C+4 +—e—
T1-T3- ——

T 9 - T8= —

T 1 1 1 l 1
-25 -20 15 -10 -5 0 5
Diferencia de medias entre grupos

Figura 12: Test Tukey de E.coli comparacion mltiple de
tratamientos de V. patens
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De la prueba de antagonismo entre Fusarium sp. y V. patens (Figura 13)
los resultados después del quinto dia de inoculacién se observaron que el
Tratamiento 1 tubo diferencia significativa con los Tratamientos 2, 3 y el control
positivo, esto quiere decir que el crecimiento radial difiere entre los tres
tratamientos mencionados. Es de manifestar que los Tratamientos 2 y 3 se

comportaron de igual forma que el control positivo.

Fusarium sp.

Ta-cod —ein
T s
T2 ~T8 e
i o ———
T1-T34 P
T4 T8 .

1 | | 1 1

-10 -5 0 5) 10 15
Diferencia de medias entre grupos

Figura 13: Test Tukey de Fusarium sp. a los 5
dias comparacion multiple de tratamientos de V. patens.
Al comparar los niveles de antagonismo a los 10 dias de inoculacion entre
Fusarium sp. y V. patens (Figura 14) se observo que hubo diferencia significativa
entre los Tratamientos 1y 2 frente al control positivo, sin embargo, el Tratamiento

3y el control positivo no reflejaron diferencia significativa.

Fusarium sp

T3-C +- I
T2-C +4 -—o—-
T2«T8- NI
T1-C +- ———
T1-T3- : —e—
T1-T24 e
1 1 1 1
-5 0 5 10 15

Diferencia de medias entre grupos

27



Figura 14: Test Tukey de Fusarium sp. a los
10 dias comparacién mdltiple de tratamientos de V.
patens

5.6.2 Kalanchoe pinnata

En lo que respecta a las pruebas de antagonismo entre K. pinnata con
Fusarium sp. (Figura 15) los resultados arrojaron que el Tratamiento 1 tuvo
diferencias significativas con los tratamientos 2, 3 y con el control positivo. Por
otro lado, al comparar los Tratamientos 2 y 3 con el control positivo no se observo

diferencia significativa en los tratamientos mencionados.

Pseudomonas sp.

T3-C +- ——
T2-C +4 -—0—-—'
T2-T3 —
TI-C+{ +—e—
T1- T34 e
T ~T e — !
T i 1
-10 -5 0 5

Diferencia de medias entre grupos

Figura 15: Test Tukey de Pseudomonas sp.
comparacion maltiple de tratamientos de K.pinata.

En la Figura 16 se presentan los resultados de los Tratamientos que se
obtuvieron en la prueba de tukey para K. pinnata frente a E.coli. Los Tratamientos
1, 2 y 3 tuvieron un resultado diferente frente al control positivo, sin embargo, al

comparar los Tratamientos 2 y 3 estos presentaron un comportamiento similar.

28



E. coll
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-25 -20 -15 10 -5 0 &
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Figura 16: Test Tukey de E. coli comparacion
multiple de tratamientos de K.pinata.

Los resultados obtenidos que se evidencian en la Figura 17 son los de el
antagonismo entre Fusarium sp. y K pinnata al quinto dia de inoculacion. Al
comparar el Tratamiento 1 frente a los Tratamientos 2, 3 y el control positivo se
determind que si hubo diferencias significativas. Por otro lado, los Tratamientos
2, 3 y el control positivo tuvieron resultados parecidos, por lo tanto, los

tratamientos no manifestaron diferencia significativa.

Fusarium sp.

T3-C +- ~%0—~
T2-C +- }—o—~
T2-T3H e —
T1-C +- ——
T1-T 34 D —e—
11~T29 ——

1 1 1 1

-10 0 10 20 30
Diferencia de medias entre grupos

Figura 17: Test Tukey de Fusarium sp de 5
dias comparacion multiple de tratamientos de
K.pinata.
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La Figura 18 manifiesta la evaluacion del antagonismo entre K. pinnata y
Fusarium sp. a los 10 dias de inoculacion. Al comparar el Tratamiento 1 con los
Tratamientos 2, 3 y el control positivo se determind diferencia significativa,
mientras que los Tratamientos 2 y 3 no tienen diferencia significativa con
respecto al control positivo.

Fusarium sp.

T3-C+q +—&=

T2-C ++ i
T2-T3 —o—

T1-C+- —o—
T1-T34 o
TH=T2~ —o—

T T T T 1
0 5 10 15 20 25

Diferencia de medias entre grupos

Figura 18: Test Tukey de Fusarium sp de 10 dias
comparacion multiple de tratamientos de K.pinata
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6 DISCUSION
Vernonanthura patens

En el estudio fitoquimico se encontré que el contenido de flavonoides,
taninos y antraquinonas fue abundante; mientras que los alcaloides y saponinas
estuvieron ausentes, estos resultados coinciden con lo reportado por (P.
Manzano et al., 2015; Palchicaza, 2019), es decir, que la presencia de estos

metabolitos otorgaria a V. patens su propiedad antibacteriana y antifungica.

El contenido total de flavonoides presentes en las hojas es de 681,2 mg
CE/ g extracto y de fenoles con un total de 109.68 mg GAE/g extracto. Estos
valores difieren con los presentados por Martinez (2017), que son 309,6 mg CE/
g extracto, sin embargo, en fenoles sus valores cercanos fueron de 232.74 mg
GAE/qg, en el presente trabajo se utilizé extracto etandlico a diferencia del estudio

mencionado la evaluacion fue realizada en extractos acuosos.

La presencia de flavonoides y taninos participan en la actividad
antibacteriana, en este estudio se comprob6 esto con Pseudomonas sp. (500
ppm) y E.coli (700ppm); esta informacion coincide con la presentada por
(Palchicaza, 2019), sin embargo, la ausencia de saponinas difiere con los

estudios realizados por (P. Manzano et al., 2012).

E. coli presento una resistencia frente al extracto y a pesar de que hubo
inhibicién en la comparacion con el antibiético (cefotaxime) este supero por
mucho al extracto se puede inferir que la resistencia de la cepa sea debido a la

procedencia de la misma.

El porcentaje de inhibicion del crecimiento de Fusarium sp. fue de 47.90%,
infiere por la presencia de fenoles, flavonoides, taninos y quinonas, esto se
corrobora con estudios previos realizados por (P. Manzano, Miranda, Abreu-
Payrol, et al., 2013; P. Manzano, Miranda, Orellana, et al., 2013) en estos
también se presenta un porcentaje de inhibicion el cual no coincide con los

expuestos, sin embargo, esto se debe al solvente utilizado al momento de la
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extraccion, debido a que en los mencionados estudios se utilizd6 metanol y

hexanol y en el presente estudio se realizd con el uso de etanol.
Kalanchoe pinnata

En el tamizaje fitoquimico de Kalanchoe pinnata se presentd cantidades
abundantes de flavonoides, taninos, esteroles, las cantidades de saponinas y
terpenoides son bajas, coincidiendo con los estudios realizados por (Ehwarieme
et al., 2021; Kendeson et al., 2021; Tajudin & Asyikin, 2022), a pesar de que en
la presencia de alcaloides difiere con el presente estudio, esto puede inferir

debido a el lugar y tiempo de recoleccion.

El contenido alto de flavonoides, taninos, esteroles son comunes en el
género Kalanchoe, el cual presentd actividad antibacteriana frente a
Pseudomonas sp. (500mg /L), sin embargo, para E. coli (700 mg/L) a pesar de
existir inhibicion esta no es comparable frente al antibiético (cefotaxime), debido
a la gran diferencia que existe entre los tratamientos aplicados, estos resultados
son similares a los presentados por (Singh et al., 2021), ademas se indica que

su eficacia es mucho mejor en bacterias relacionadas con problemas cutaneos.

Las concentraciones de fenoles y flavonoides fueron de 75,75 + 0,13 mg
GAE /g de extracto y 195,9 + 2,83 mg CE/ g de extracto totales difieren con los
resultados expuestos por (Kendeson et al., 2021) esto podria ser causado por la
época en la que se realizo la colecta de material vegetal, asi como también de la

concentracion usada en el estudio.

La eficacia de Kalanchoe pinnata frente a Fusarium sp se ha realizado
escasos estudios previos y se coincide con la eficacia del tratamiento, sin
embargo, existen estudios en los que se han evaluado diferentes tipos de hongos
tanto levaduriformes como Candida albicaens y filamentosos como Aspergillus
niger, de estos los resultados han sido positivos es decir el crecimiento del
microorganismo se mantuvo controlado esto lo indican (Alifa & Pattewar, 2012;
Kendeson et al., 2021; Zakharchenko et al., 2017).
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7 CONCLUSIONES

La presencia de metabolitos secundarios de interés como flavonoides,
fenoles, taninos, antraquinonas y esteroles, se los encontr6 en grandes
cantidades el extracto que mejor efecto obtuvo fue el de Vernonanthura patens,
la incidencia de compuestos activos, sin embargo, las saponinas no estuvieron
presentes en este extracto, pero en el de Kalanchoe pinnata se presenté en

concentraciones bajas.

El extracto con mayor cantidad de fenoles y flavonoides totales fue V.
patens se infiere que esta es una de las razones por las que este extracto
presenta actividad antibacteriana y el tratamiento mas efectivo fue el de 700ppm,

incluso mas efectivo que el antibiético (cefotaxime), frente a Pseudomonas sp.

En cuanto a las propiedades antifungicas los extractos de K. pinnata 'y V
patens, fueron efectivos, se observd codmo el crecimiento de Fusarium sp. se
mantuvo controlado, V. patens fue la que desde 500ppm de concentracion

mantuvo controlado el crecimiento, si la concentracién aumenta la eficacia igual.
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8 RECOMENDACIONES

Al mostrar Vernonanthura patens y Kalanchoe pinnata resultados
efectivos se recomienda evaluarlas en el campo agricolas ya que se puede
utilizar como un sustituto de tratamientos antifingicos y antibacterianos de

sintesis quimica.

A pesar de que Kalanchoe pinnata presento propiedades antibacterianas
y antifingicas, se deberia realizar mas pruebas con concentraciones superiores

a las estudiadas para estandarizar su eficacia.

Se sugiere realizar el aislamiento de metabolitos secundarios presentes
en V. patens y K. pinnata con el fin de conocer sus funciones en el control de

bacterias y hongos para las enfermedades de importancia agricola.
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10 ANEXOS

1

Anexo 1: Anexo 2: Determinacion de
Determinacién de alcaloides: V. patens, Control (A),
terpenoides: V patens, Prueba de Dragendorff (B), Mayer (C).

Control (A), Prueba de
Lieberma Bouchard (B)

.

Anexo 3: Determinacion de Anexo 4: Determinacion
flavonoides: V. patens, Control (A), de esteroles: V. patens, Control
Prueba de Na OH 10% (B), Prueba (A), Prueba Salkowski (B)
de Shinoda.

39



>
@]

\
l ke
b L8 N

Anexo 5: Prueba de
Antraquinonas: V. patens, Control (A),
Prueba Borntrager (B), Prueba &cido
sulfarico (C)

e

A B KC‘}

Anexo 8: Determinacion de
Flavonoides: K. pinnata, Control (A),
Prueba de Na OH al 10%, Prueba
de Shinoda

Anexo 6:
Determinacion de taninos: V.
patens, Control (A), Prueba
cloruro férrico (B).

B

Anexo 7:
Determinacion de
alcaloides: K. pinnata,
Control (A), prueba de
Draguendorff (B).

40



Anexo 9:
Determinacion de
taninos: K.
pinnata, control
(A), Prueba cloruro
férrico (B).

L

Anexo 12:
Determinacion de
triterpenos: K.
pinnata, control (A),
Prueba de
Libiebermar Bouchard

(B).

|
|
|
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|
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' =

Anexo 9:
~Anexo 10 Determinacion de
Determinacion de Saponinas: K.
esteroles: K. pinnata, control (A),
pinnata, control (A), Prueba de espuma

Prueba de (B).
Salkwoski (B).

e

Anexo 11:
Determinacion de
antraquinonas: K. pinnata,
control (A), Prueba de
Brontager (B), Prueba de
acido sulfdrico (C).
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Anexo 14: Prueba antibacteriana Pseudomonas sp.: V. patens 500 ppm (A), 600ppm (B), 700ppm (C).
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Anexo 16: Prueba antibacterial Pseudomonas sp.: K. pinnata 500
ppm (A), 600ppm (B).

Anexo 18: Fusarium sp. V. patens 5 dias, 500ppm (A), 600ppm (B), 700ppm (C)
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Anexo 20: Fusarium sp. Control positivo (A), control Negativo (B)
10 dias

ROULEFONE

Anexo 21: Fusarium sp. V. patens 10 dias, 500ppm (A), 600ppm (B), 700ppm (C).
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Anexo 22: Fusarium sp. K. pinnata 10 dias, 500ppm (A), 600ppm (B), 700ppm (C).
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