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1. RESUMEN

Los extractos acuosos proteicos de las hojas de Pentacalia nitida fueron obtenidos por
medio de dos solventes agua desionizada y Buffer Tris HCI a pH 7; estos extractos se
precipitaron a diferentes porcentajes de saturacion con sulfato de amonio, (20,40, 50, 60,
80 y 90 %), siendo el porcentaje de saturacion del 20% el mejor para la precipitacion de
proteinas en el extracto de agua y 80 % para la precipitacion proteica con Buffer Tris HCI,
Estos resultados se confirman tras realizar pruebas cualitativas y cuantitativas, revelando
que la concentracion mas alta fue de 1.141 mg/mL de proteinas, halladas en el extracto

con Buffer Tris HCI; siendo éste el mejor agente extractor.

Posteriormente, se realizé un corrido en gel SDS — PAGE al 12% que evalud el peso

molecular de las proteinas obtenidas.

Se evalud la capacidad antagénica de las proteinas obtenidas con las cepas bacterianas,
Gram-negativas: Pseudomonas sp. y Escherichia coli y Gram-positivas: Staphylococcus
aureus y Bacillus subtilis, utilizando el método de “difusion en agar, medio Mueller Hinton”.
Las bacterias fueron resistentes a los extractos proteicos por lo tanto no se encontro

actividad antimicrobiana.



2. INTRODUCCION

Desde tiempos antiguos, las plantas han sido utilizadas como agentes terapéuticos,
debido a su facil disponibilidad, bajo costo y efectos secundarios minimos. (Saska et al
2008). Las especies del género Pentacalia, familia Asteraceae, se caracterizan por ser
arbustos aproximadamente de 3 m de altura, presenta inflorescencia, de hojas anchas y
se encuentran en los paramos andinos colombianos, habitat con altitudes entre los 2.500
y los 3.800 m.s.n.m. Son consideradas ricas en la produccion de metabolitos secundarios.
(Cortes et al 2001)

Estudios de fitoquimica han revelado que las plantas despliegan diferentes barreras o
mecanismos de defensa contra ciertos patdgenos, entre los que destacan la participacion
de proteinas de defensa que actuan inhibiendo el desarrollo de microorganismos en la
planta huésped. (Alvarez et al 2003; Broekaert et al 1995; Carvalho et al 2000; Saska et al
2008; McCown et al 1967). El Grupo de Investigacion de Fitoquimica de la Universidad
Javeriana (GIFUJ) ha venido extrayendo proteinas, de diferentes especies de Pentacalia,
principalmente de las hojas; con dos solventes: agua desionizada y Tris HCL. Evaluando
posible actividad antimicrobiana en estas plantas (Tobo 2009).

La industria de alimentos se ve afectada por microorganismos que alteran el alimento o
pueden causar enfermedades entéricas, tales como los bacilos Gram negativos
Escherichia coli y Pseudomonas sp, el bacilo Gram positivo Bacillus subtilis y el coco
Gram positivo Staphylococcus aureus; productores de exotoxinas y endotoxinas que
causan dafos a nivel gastrointestinal, son resistentes a muchos antibiéticos, ocasionan
intoxicacion y alteraciones en los alimentos (Doyle 1997). Los microorganismos
mencionados anteriormente generan grandes problemas en la industria de alimentos ya
que pueden ocasionar perdidas econdmicas muy altas.

Por lo tanto se requiere la busqueda de nuevos productos naturales que permitan el
control de tales microorganismos y la prevencion de las enfermedades que generan,
beneficiando a los consumidores y a la industria de alimentos; en este trabajo se
pretendio extraer la fraccién proteica utilizando dos solventes (agua y Tris HCL) para la
determinacion de su actividad antimicrobiana sobre las cepas Escherichia coli, Bacillus
subtilis Pseudomonas sp y Staphylococcus aureus, a partir de hojas de Pentacalia nitida,
(Fam. Asteraceae)



3. JUSTIFICACION

El paramo es un ecosistema que genera aportes en cuanto a las reservas de especies
endémicas de gran diversidad. La investigacion y adquisicidon de conocimientos sobre la
flora de este bioma ofrece mayores alternativas para la obtencién de productos naturales

con actividad farmacolégica (Cortes et al 2001)

Los estudios de los diferentes componentes de las plantas del genero Pentacalia, han
demostrado ser de interés, con fines experimentales ya que se sabe que este género
contiene metabolitos secundarios importantes con actividad citotdéxica (Pedrozo, 2006)
contra lineas tumorales, inhibidores de antagonistas, compuestos con actividad anti-
inflamatoria y antibacteriana, (Romero 2008; Cortes et al 2001; Pedrozo 2001; Torrenegra,
2000) evaluados por otros estudios realizados por el grupo de investigacion fitoquimica de

la universidad Javeriana (GIFUJ).

Esta investigacion evalua los extractos proteicos acuosos obtenidos de Pentacalia nitida, lo
cual, persiguié reconocer el potencial de dichos extractos, asi como su acciéon sobre
patdgenos que dan lugar a las denominadas Enfermedades Transmitidas Por Alimentos
(ETAS) ocasionadas por los microorganismos Escherichia coli, Bacillus subtilis,

Pseudomona sp y Staphylococcus aureus.



4. MARCO TEORICO
4.1 Pentacalia nitida Cuatr. (Asteraceae)

Son arbustos autéctonos de los paramos andinos colombianos (altitudes entre 2500-3800
m.s.n.m.), principalmente, de los que circundan a la ciudad de Bogota; se les utiliza en la
medicina tradicional como: vulnerarias, antisifiliticas, para tratar forunculos rebeldes,
contra Ulceras y también ha sido usado para curar la faringitis (Garcia 1975; Cuatrecasas
1969)

4.2 Principales compuestos antimicrobianos derivados de plantas

Las plantas originan una gran cantidad de metabolitos secundarios como proteccion
contra ataques microbianos y de insectos. Muchos de estos compuestos se han utilizado
de forma pura o extractos vegetales como alimento o aplicaciones médicas para el
hombre (Lizcano et al 2008). Sin embargo, no todos los componentes quimicos
elaborados por la planta poseen igual interés para la Fitoquimica. Los denominados
principios activos son frecuentemente alcaloides, glucidos, grasas y proteinas, que
presentan importancia dietética y muchos como los almidones y las gomas, se emplean
en la industria farmacéutica, aunque carecen de presentar accion farmacoldégica.

4.2.1 Proteinas

Las proteinas son polimeros lineales de a - aminoacidos, éstos estan unidos por enlaces
peptidicos y tienen amplia variabilidad estructural y funcional. Estas biomoléculas estan
formadas basicamente por carbono, hidrogeno, oxigeno y nitrdgeno. Pueden ademas
contener azufre y en algunos tipos de proteinas, fosforo, hierro, magnesio y cobre entre
otros elementos. Debido a su gran tamafo, cuando estas moléculas se dispersan en un
solvente adecuado, forman soluciones coloidales, con caracteristicas que las distinguen
de las soluciones de moléculas mas pequenas. (Yabar 2005).

La organizacion de una proteina viene definida por cuatro niveles estructurales
denominados: estructura primaria, estructura secundaria, estructura terciaria y estructura
cuaternaria. Cada una de estas estructuras informa de la disposicion de la anterior en el
espacio. Se pueden clasificar segun su funcién, su composicion, y su conformacion. Las
funciones que cumplen son muy variables; las mas destacadas son, estructurales,
enzimaticas, hormonales, reguladoras, defensivas, de transporte y de reserva, entre otras
(Prescott 2004).

Los investigadores de la universidad Catdlica de Leuven han aislado y caracterizado una
nueva clase de péptidos antimicrobianos en la planta Mirabilis jalapa, cuyo articulo titula
“Aislamiento y caracterizacién de una nueva clase de péptido antimicrobial de la planta
Mirabilis jalapa L.”; donde destaca que los péptidos tienen un amplio espectro en las
bacterias Gram positivas pero no son toxicos para la bacterias Gram negativas. (Cammue
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1991), muchos articulos se encuentran hoy en dia sobre el estudio de aislamiento de
proteinas y péptidos que generan respuesta contra diversos tipos de microorganismos
que son nocivos, por lo tanto es de gran interés investigar plantas nativas las cuales
pueden presentar una actividad de amplio espectro antibacterial o antifungica que afectan
el entorno donde habitan estas plantas.

4.2.2 La extracciéon de proteinas

Es un proceso que cuenta con varias etapas cuyo objetivo es lograr la concentraciéon
diferencial de la proteina o péptidos de interés. Los factores a tener en cuenta en cada
etapa del fraccionamiento son solubilidad, pH, grado de oxidacion, presencia de metales
pesados, polaridad y fuerza iénica de la solucién, presencia de proteasas, temperatura y
actividad de la molécula. (Paxton 1991)

En cuanto a la precipitacion de proteinas con sulfato de amonio, las proteinas son
solubles gracias a su interaccion con el agua, al anadir el sulfato de amonio se unen al
agua formando puentes de hidrogeno, la proteina se deshidrata y las biomoléculas
interactian hidrofébicamente entre ellas y forman el precipitado, la proteina menos
soluble en solucion se une a las sales presentes (sulfato de amonio). (Allen 2004.)

El objetivo principal es remover una cantidad importante de remanentes que pueden ser
acidos nucleicos, toxinas y otros compuestos. Existen varias estrategias para precipitar
las proteinas, como el cambio de pH, el incremento en la temperatura, la adiciéon de
solventes, las moléculas cargadas, etc., pero, el método mas comunmente empleado es
la precipitacion por salado con (NH;).SO4. (Allen 2004.).

La solubilidad de una proteina es sensible a la concentracion de una sal la concentraciéon
de sal se expresa en términos de fuerza idénica. La solubilidad de una proteina a baja
fuerza ionica generalmente aumenta con la concentracion de sal. El salting in es el
fendmeno por el cual la concentracion de sal aumenta la solubilidad de la proteina. A altas
fuerzas idnicas, la solubilidad de las proteinas disminuye, este fenbmeno es conocido
como salting out. Este fendbmeno se da basicamente por la competencia por las moléculas
de agua que forman parte de la capa de solvatacion (Larrahondo 2001).

La mayor parte de las proteinas presentan una capa de agua (capa de solvatacion) que
se encuentra asociada y cercana a su superficie. Al incrementar la concentracion de los
iones de sal la capa de solvatacion disminuye. Las interacciones de tipo hidrofébico entre
los residuos apolares de la proteina, se presentan gracias al plegamiento o bien por la
asociacion entre proteinas, produciendo su precipitacién. Debido al uso extensivo de este
método, que ademas es econdmico, se han disefado tablas y formulas en las que se
pueden determinar las cantidades a anadir de (NH,;).SO, sélido o en solucién, a una
mezcla de proteinas para obtener una concentracion dada. (Allen 2004.).



Después de la precipitacién, la proteina es resuspendida en el solvente y las trazas de
agente precipitante se retiran por diferentes formas que pueden ser la dialisis, la
ultrafiltracion o bien el paso por una columna de exclusion molecular. (Allen 2004.)

4.2.3 Cuantificacién de las proteinas

El contenido proteico dependiendo de la naturaleza de la molécula puede ser determinado
mediante el “Método de Bradford” el cual se basa en la unién del colorante azul de
Comassie G250, a los residuos de los aminoacidos arginina y lisina de la proteina (Walker
2002). Esto es usualmente realizado para medir la absorbancia de la solucién en el
espectrofotometro.

4.3 Enfermedades trasmitidas por alimentos

Las enfermedades de origen alimentario, se pueden presentar en cualquier lugar,
predominando aquellos donde se practican malos habitos higiénicos y/o sanitarios y en
lugares en condiciones de hacinamiento. Constituyen una causa importante, de
mortalidad en paises industrializados y en via de desarrollo (Vasquez 2003).

4.3.1 Microorganismos asociados
4.3.1.1 Staphylococcus aureus

Figura | Caracteristicas microscopicas de Staphylococcus aureus (Quintin 2010)

Son coco Gram positivos de 0.5 -1 uym de diametro, inmoviles, aerobios o anaerobios
facultativos, caracterizados por su agrupacion en forma de racimo. Crecen a una
temperatura 6ptima de 37°C y se desarrollan mejor en un pH ligeramente alcalino de 7.6.
Tiene la capacidad de fermentar glucosa lo cual favorece a su crecimiento, también
fermenta maltosa, manitol y trehalosa. Para su identificacion son catalasa positiva,
oxidasa negativo, poseen una enzima, la coagulasa, que los diferencia del resto de las
especies del género; esta tiene la facultad de reaccionar con el fibrindgeno dando lugar a
un coagulo de fibrina. Poseen igualmente una desoxirribonucleasa (DNAsa ) que es una
nucleasa que depolimeriza el ADN. A esta enzima se la denomina termonucleasa por ser
termoresistente en las cepas de S. aureus. (Pefiaranda 2003).
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Poseen una pared celular que contiene peptidoglucano y acido teicoicos, son sensibles a
la B- lactamasa, a las tetraciciclinas, a los macrdlidos, a la novobiocina y al cloranfenicol.
Elaboran diversas enzimas: proteasas, lipasas, fosfatasas, gelatinasas, catalasas y
coagulasas. (Doyle 1997).

S. aureus ha sido caracterizado ampliamente. Este organismo produce una diversidad de
productos extracelulares. Varios de éstos, que incluyen las enterotoxinas estafilocécicas
(SEs), son factores de virulencia que han sido implicados en enfermedades de las
personas como la gastroenteritis en todo el mundo. (Doyle 1997)

4.3.1.2 Escherichia coli

Figura Il Caracteristicas microscdépicas de E. coli (Quintin 2010)

Bacilo Gram negativo de 1 — 3 pym por 0.5 ym, en general es movil (flagelos peritricos),
aunque existen variantes inmdviles no flageladas. No forman esporas y por lo general no
tiene capsula. Su temperatura éptima de crecimiento es de 37°C; el pH favorable es de 7.
(Penaranda 2003)

Fermenta lactosa, glucosa, indol positiva, rojo de metilo positiva, Voges Proskauer (VP)
negativa y no utiliza el citrato. Produce H,S en determinados medios. (Pefiaranda 2003)

Las cepas de E. coli son una parte comun de la microflora anaerdbica facultativa normal
del tracto intestinal de las personas y animales de sangre caliente. Los aislamientos se
diferencian en base a tres antigenos de superficie principales que permiten el serotipado:
los antigenos O (somaticos), H (flagelos) y K (capsula). La mayoria de los organismos de
las cepas de E. coli son comensales inofensivos; sin embargo, algunas cepas son
patogenas y provocan enfermedades diarreicas. (Doyle 1997)

Las cepas de E.coli que provocan enfermedad diarreica por la ingesta de alimentos
contaminados, se clasifican en grupos especificos basados en propiedades de virulencia
como la produccion de enterotoxinas y algunas tiene genes de invasion, E. coli O157: H7
produce factores citotdxicos, la verotoxina que produce dafio en la sintesis del mRNA.
(Doyle 1997).
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4.3.1.3 Bacillus subtilis

Figura lll Caracteristicas microscdpicas de B. subtilis (Quintin 2010)

Son bacilos Gram positivos de tamafio de 1 por 8 um, inmoviles, aerobios o anaerobios
facultativos, formadores de endosporas. Habitan en el suelo, agua y aire. (Lizcano et al
2008).

Se encuentra con frecuencia en tierra y en vegetales, también se encuentra en diversos
productos alimenticios, produciendo infecciones aéreas o por contacto, se considera un
microorganismo perjudicial pero no peligroso en carne en la cual ataca las proteinas. Este
bacilo hidroliza el almidén y reduce los nitritos, no produce indol a veces forma una
escasa cantidad de acido sulfurico, sus esporas son resistentes a temperaturas mayores
a 180°C. (Lizcano et al 2008).

4.3.1.4 Pseudomonas sp.

Figura IV Caracteristicas microscopicas de Pseudomonas sp. (Quintin 2010)

Pseudomonas Bacilo Gram negativo es psicrotréfica que con mayor frecuencia se
encuentras en las leches en refrigeracion (Cortes et al 2001). Pseudomonas constituye
uno de los grupos mas complejos, son cosmopolitas y su ubicuidad les permite colonizar
cualquier sustrato imaginable, son colonizadoras de las raices de las plantas hasta casi
formar una simbiosis, son capaces de poner en forma asimilable el hierro, imprescindible
en la funcion clorofilica vegetal, algunas tienen un marcado caracter antagonista frente a
otros microorganismos. Pseudomonas es una bacteria que posee células en forma de
varillas rectas o ligeramente curvadas y moévil mediante uno o varios flagelos polares,
aerobio. Se describe como una bacteria asociada al fotoplano y a la rizésfera, si la
bacteria es introducida en la semilla o material de siembra, puede controlar enfermedades
patogénicas del suelo y promover el crecimiento al suprimir otros organismos dafiinos
(Botero M. 1999).
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Extraer la fraccién proteica utilizando dos solventes (agua y Tris HCL) para la
determinacion de su actividad antimicrobiana sobre las cepas Escherichia coli, Bacillus
subtilis, Pseudomonas sp y Staphylococcus aureus a partir de hojas de Pentacalia nitida,
(Fam. Asteraceae)

5.2 Objetivos Especificos

a.

Obtener los extractos acuosos proteicos (fraccion polar) utilizando dos
solventes agua y buffer Tris HCI a partir de hojas de Pentacalia nitida
perteneciente a la familia Asteraceae.

Determinar la concentracién de sulfato de amonio adecuada para la
obtencion de un mayor precipitado a partir de los extractos proteicos de
hojas de Pentacalia nitida (Fam. Asteraceae).

Cuantificar las proteinas precipitadas de los extractos proteicos.

Comparar los corridos electroforéticos de los extractos proteicos obtenidos
con los solventes agua y Tris HCI.

Determinar la actividad antimicrobiana sobre las cepas Escherichia coli,
Bacillus subtilis, Pseudomonas sp y Staphylococcus aureus de la fraccién
proteica.

Determinar la concentracién minima inhibitoria (CMI) de los extractos de
Pentacalia nitida (Fam. Asteraceae), que presenten mayor inhibiciéon ante
las cepas de Escherichia coli, Bacillus subtilis, Pseudomonas sp y
Staphylococcus aureus.



6. MATERIALES Y METODOS

Las variables que se utilizaron en el presente trabajo de grado contribuyeron a determinar
si los extractos proteicos obtenidos de Pentacalia nitida tienen propiedades
antimicrobianas.

¢ Independiente: concentracion en mg/mL de proteinas extraidas con agua
desinozada y Tris HCl y, tipo de microorganismo.
e Dependiente: absorbancias obtenidas en la técnica de Bradford modificado,

para cada extracto obtenido y tamano de Halo de inhibicion medido en mm.

6.1 Recoleccion de muestras

Las muestras vegetales de las especies Pentacalia nitida pertenecen a la familia
Asteraceae se recolectarén en el paramo de “Choachi”, al Sureste de la Ciudad de
Bogota, a una altitud de (3.115 m.s.n.m.); la muestra se tomdé en Optimo estado
fitosanitario y de desarrollo vegetativo, el material se secé a temperatura ambiente,
posteriormente se realizé una separacién de las hojas, para utilizarlas como la muestra de
interés. Cada una de las muestras fueron picadas en un molino eléctrico marca Salvato
(tamiz de poro 0.3 cm). Un ejemplar de la especie vegetal fue determinado por el Sr.
Santiago Diaz, en el Herbario de Nacional de Colombia de la ciudad de Bogota D.C., con
numero de coleccion N° 531038.

6.2 Separacion de la fraccion apolar con los solventes: bencina de petréleo y
diclorometano de las hojas de Pentacalia nitida (fam: Asteraceae)

La fraccion lipidica a partir de las hojas de Pentacalia nitida fue extraida mediante el
proceso de maceracion en frio, en una proporcion 1:3, material vegetal — bencina de
petrdleo, la extraccion se realizé durante 48 horas a temperatura ambiente, repitiendo tres
veces consecutivas este proceso; para separar totalmente la fase lipidica contenida en el
material de partida se realiz6 una nueva extraccibn de 48 y otra de 24 horas
posteriormente con diclorometano. El solvente se separé utilizando papel de filtro poro de
0.45 ym y con ayuda del rotaevaporador se concentréo el material solubilizado y se
recupero la bencina de petroleo y el diclorometano.

El material se secé a temperatura ambiente, se distribuy6é en un area cerrada y amplia
para permitir el flujo de aire y protegerlo de los rayos del sol. Una vez seco, el material se
molid, este es un paso importante que permite el rompimiento de la pared celular para
exponer los compuestos intracelulares y extracelulares (Scopes. 1994) para ser extraidos
posteriormente.



Se efectuaron tres extracciones consecutivas de la fraccién apolar con un volumen inicial
de 3.4 L de bencina de petréleo. En seguida se hizo una nueva serie de extracciones con
diclorometano, el cual generé un cambio de color.

Los extractos acuosos del género Pentacalia nitida, se conservaron en frasco ambar para
evitar la oxidacion de los compuestos fendlicos, los extractos se filtraron dos veces al
vacio con papel de poro de 0.45 um y posteriormente se realizé una centrifugacion de
3250 rpm por 20 minutos todo esto para eliminar material grueso o contaminante.

Después de la centrifugacién, los compuestos susceptibles pueden acidificarse y
oxidarse, en la mayoria de las plantas. Estas contienen compuestos fendlicos que se
oxidan, principalmente bajo la influencia endégena de la enzima fenol oxidasa, dando un
pigmento de color oscuro; estos pigmentos se unen a la proteina y reaccionan
covalentemente. Para evitar este tipo de reacciones es util usar compuestos con tiol, tales
como el B- mercapto etanol, que minimiza la accion de la enzima fenol oxidasa. La adicién
de polivinilpirrélico es frecuentemente utilizada ya que absorbe los compuestos fendlicos.
(Scopes 1994).

6.3 Obtencidn de la fraccién polar con los solventes agua y Tris HCI pH 7 (extracto
proteico) a partir de las hojas de Pentacalia nitida

El material vegetal residual, se dejé secar a temperatura ambiente y luego se dividié en
dos partes iguales para continuar con el proceso de maceracion en frio, para luego
obtener la fraccién polar se utilizé los solventes agua desionizada o Buffer Tris HCI a pH
de 7 en una proporcion 1:4. Esto se prepard en frascos de vidrio ambar a temperatura
ambiente con agitacion suave durante 24 horas, para obtener el extracto acuoso proteico.
El material se filtré para separar el material vegetal residual del solvente acuoso.

6.4 Concentracion de los extractos mediante precipitacion con sulfato de amonio.

Se precipitd las proteinas de los extractos acuosos mediante la técnica conocida como
“salting-out” o precipitacion con sulfato de amonio, segun la metodologia propuesta por
Harris y Angal, 1994. Se tomé seis alicuotas de 10 mL del extracto acuoso de hojas de
Pentacalia nitida tanto en solucién con Buffer Tris HCL como con H,O desionizada.
Después se calculardon los gramos de sulfato de amonio necesarios para obtener un 20,
40, 50, 60 y 80 y 90 % de saturacion, se adicion6 poco a poco el sulfato de amonio para
cada alicuota agitando durante una hora a 4°C. Posteriormente se centrifugd cada
alicuota a 4500 rpm durante 30 minutos, se retird el sobrenadante y los pellets obtenidos
fueron resuspendidos en 1mL de Buffer Tris HCL o H,O desionizada segun fuera el caso.
A continuacién se determiné la cantidad de proteina presentes utilizando el método de
Bradford para determinar la proporcion de sulfato de amonio adecuada. Esta
determinacion se realizé por duplicado.
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Con los extractos acuosos obtenidos se realizaron ensayos con diferentes
concentraciones de sulfato de amonio al 20, 40, 50, 60, 80 y 90%; para determinar en cual
de éstas, era el agente precipitante mas adecuado para obtener la mayor cantidad de
proteinas. Una de las sales comunmente utilizadas es el sulfato de amonio, porque causa
precipitacion selectiva, es econdmico, y es suficientemente soluble (Bollag 1996).

Con el fin de determinar los gramos necesarios para alcanzar el porcentaje de saturacién
con sulfato de amonio para un litro de agua, se utilizé la férmula publicada en purification
methods: a practical approach de la Universidad de Oxford (Harris et al. 1994), donde
S es la concentracion inicial y S, es la concentracién final de sulfato de amonio, ésta
ecuacioén permite el aumento de volumen que se produce sobre la adicion de sal (Harris et
al 1994).

G =533 (Sz— 81)
100- (0.3*Sy)

Estos valores fueron corroborados teniendo en cuenta las publicaciones Protein
Purification de Robert Scopes y Protein Methods de Daniel Bollag, en donde se hallaron
iguales condiciones de trabajo; adicional se hizo la revision en la péagina web
(http://www.encorbio.com/protocols/AM-SO4.htm) donde se ratifica valores de la ecuacién
utilizada.

6.5 Cuantificacion proteica de los extractos concentrados.

La cuantificacion proteica total de los extractos utilizados, se realizé6 por medio de la
técnica de Bradford modificada, que se elaboré en placas de Elisa. El montaje de la placa
se efectud, adicionando 20 pL de cada uno de los extractos por duplicado, utilizando los
pozos consecutivamente, posteriormente se elaboré dos curvas de calibracion, utilizando
suero de albumina bovina (BSA) 0.15M con Buffer Tris HCl y agua desionizada. Todas las
muestras seran sometidas a la accion de 100 uL de reactivo de Bradford (0.01%
Coomasie Blue G-250, 4.75% Etanol, 85% H3;PQO,) luego se homogenizara y se dejara 15
minutos de reposo. Finalmente se evaluara la concentracion del compuesto coloreado
midiendo a 620 nm en un Lector de Microplaca - Anthos 2020 version 2.0.5.

Teniendo en cuenta los resultados anteriores que evidencian la proporcion de sulfato de
amonio adecuado se procedera a la precipitacion de la proteina contenida en el extracto
total y su cuantificacion.
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6.6 Electroforesis

La electroforesis se realizé en gel de acrilamida (12% p/v) de acuerdo a la tabla I,
teniendo en cuenta la concentracion final de acrilamida y bisacrilamida 6 %T que en este
estudio se utilizé a una concentracion peso/volumen de 12%, metodologia proporcionada
en el Laboratorio de Errores Innatos del Metabolismo. Para los dos extractos proteicos
(Agua y Tris HCI) por duplicado.

Gel de separacion para 12%

Agua desionizada 3.35mL
Buffer Tris HCI pH 8.8 2.5 mL
SDS 10% 0.1 mL
Acrilamida / Bisacrilamida 3.3 mL
Persulfato de amonio’ 60 pL.
Temed’ 20 pL.

* Se agrega al final y al mismo tiempo

Los geles son polimerizados entre superficies de vidrio con una separacion entre si de
0.75 mm. La mezcla disolucién de acrilamida se vierte en la cavidad entre los cristales con
ayuda de una pipeta, dejando aproximadamente 1.5 cm al borde superior, se adicioné
agua destilada para evitar el contacto con el aire. Se formaron los pocillos donde
posteriormente se depositdé las muestras con un volumen final de 16 pL primero la
muestra concentradas, después el patrén de peso molecular, posteriormente las
diluciones 1/5 y 1/10, se revisé que no hallan quedo huecos ni burbujas con aire que
ofrezcan resistencia al paso de la corriente y produzca efectos indeseados en la migracién
de las proteinas. Para los dos extractos proteicos obtenidos se hizo por duplicado.

6.6.1 Tincion de geles con azul de Coomassie: tras la electroforesis los geles se
sumergieron completamente en solucion de fijacion. A continuacién se lavaron tres veces
durante 10 minutos en agua destilada. Seguidamente, los geles se sumergieron durante
toda la noche en la solucion de tefiido que contiene azul brillante de Coomassie (G-250).
Por ultimo los geles se destifien con ayuda de un agitador y utilizando cambios frecuentes
de agua destilada hasta que las bandas se evidencien claramente.

6.7 Evaluacion de la actividad antimicrobiana

La actividad de los extractos proteico se realizd por el método de pozos en agar la cual
consiste en abrir pozos de 5.5 mm en agar Mueller Hinton El agar favorece de manera
considerable el crecimiento de los microorganismos exigentes, por su composicién de
infusion de carne, hidrolizado de caseina y almidon se coloco en una caja control positivo
con el antibiotico de amplio espectro el Cloranfenicol y control negativo se coloco agua, se
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realizé por duplicado. Se prepard la suspension de cada una de las cepas en caldo
nutritivo, de acuerdo al tubo 0.5 del patrén de Mac Farland, posteriormente se inocularon
0.1mL de las suspensiones en las cajas de Petri con medio Mueller Hinton y se sembré
masivamente. Cada caja contenia los pozos correspondientes a las muestras
concentradas de los extractos proteicos provenientes de los solvente Tris HCl y agua
desionizada. Esto se realizé por duplicado. Se incubaron las cajas a temperatura 37 +/-
2°C por 24 horas. Se midieron halos de inhibicion frente a los microorganismos. Se
considera como positivo cuando el halo supera 1 mm de inhibicion (kalemba et al 2003).
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

La muestra del material recolectado fue enviada al Herbario Nacional Colombiano (COL),

que confirmé la especie de la planta.

Nombre: Pentacalia nitida (Kunth) Cuatrec.
Familia: Asteraceae

N° COL: 531038

Colector: Alvaro Granados Guzman

Determinado: Santiago Diaz

Fig. 1. Nombre: Pentacalia nifica (Kunth) Cuatrec.
Familia: Asteracese
N°COL: 531038
Colector: Alvaro Granados Guzman
Determinado: Santiago Diaz

Figura 1. Identificacién taxondmica de Pentacalia nitida (Kunth) Cuatrec (Pedrozo 2001)



Figura 2. Cambio de color de los extractos después de la extraccion de la fraccién apolar (Quintin
2010)

La figura 2 indica como la clorofila es extraida por disolventes de baja polaridad, con la
bencina de petréleo y el dicloromentano. La clorofila se adhiere a los solventes y da como
resultado un pigmento de color oscuro. Las sustancias extraibles en solventes de baja
polaridad varian en cuanto a su cantidad y composicion, segun el disolvente que se utilice
para su extraccion, se ha demostrado la presencia de aceites esenciales, pigmentos

verdes (clorofila), carotenoides, vitaminas liposolubles y lipidos neutrales” (Diaz.1998).

La fraccién lipidica extraida se entregd al grupo de investigacion de Fitoquimica de la

Universidad Javeriana (GIFUJ), para posteriores estudios y aplicaciones.

La solubilidad, es una propiedad que permite la clasificacion de las proteinas, depende de
la distribucién de los sitios hidrofilicos e hidrofébicos en la superficie de la proteina. Una
molécula tipica de proteina en solucion tiene sitios hidrofébicos en la superficie (cadena
lateral de Phe, Tyr, Trp, Leu, lle, Met, Val), obligando a éstos a entrar en contacto con el
solvente acuoso, causando un ordenamiento en la moléculas y adhiriéndolas alrededor de
las cadenas laterales, creando nucleos hidrofébicos. (MacCown et al 1967). Los sitios
hidrofilicos de las proteinas entran en contacto con el agente extractor, segun sea el caso,
agua o Buffer Tris HCI; formando puentes de hidrogeno y facilitando de esta forma la
extracciéon. El Tris HCL es utilizado habitualmente como buffer con capacidad de
atravesar la membrana celular, manteniendo su pH y las condiciones para evitar cambios

drasticos en el medio circundante (Bollag et al 1996)(Fig. 3).



areas
hidrofabicas

Figura 3. Distribucién de las cargas y sitios hidrofébicos sobre la superficie de una proteina
(MacCown et al 1967)

20 % agua 40 % agua

50 % agua

Figura 4. Precipitacion con sulfato de amonio al 20 40 Y 50 % en el extracto proteico con el agua
desionizada. (Quintin 2010)



50 % Tris 60 % Tris 80 % Tris

Figura 5. Precipitacion con sulfato de amonio al 50, 60, 80 y 90% en el extracto proteico con Buffer
Tris HCI (Quintin 2010)

Los resultados cualitativos obtenidos muestran que la concentracion de sulfato de amonio
al 20 % en el extracto de agua desionizada fue la mejor (figura 4), mientras que el mejor

porcentaje de saturacion para buffer Tris HCI es del 80% (figura 5).

Las proteinas fueron precipitadas por el método de “salting out”’, en donde la mayoria de
las proteinas presentan una capa de agua alrededor (capa de solvatacion) que se
encuentra cercana a su superficie, a altas concentraciones de sal, la capa de solvataciéon
interactua con los iones de sulfato y amonio, permitiendo que la solubilidad de las

proteinas disminuyan drasticamente hasta producir su precipitacién (Allen T 2004).

Estos resultados fueron confirmados con las pruebas cualitativas y cuantitativas para

proteinas que se realizaron posteriormente.



Figura 6. Prueba de Biuret.

A. blanco B. muestra del extracto proteico C. control positivo con suero de albumina Bovina (BSA)
(Quintin 2010)

En la figura 6 se observa que la reaccion de biuret es negativo; debido a que el sulfato de
amonio es un interferente en ésta reaccion, el sulfato de amonio forma complejos con el
cobre impidiendo la claridad del resultado. Esta reacciéon se emplea de acuerdo con las
necesidades del investigador pero no es usualmente utilizada debido a su baja

sensibilidad (rango 1 -5 mg de proteina/mL). (Scopes. 1994).

La prueba de Biuret fue utilizada para detectar la presencia de enlaces peptidicos, el
reactivo contiene el ion cobre (Il) que al unirse al enlace péptico, produce un complejo
cobre-proteina que se evidencia con una coloracion purpura en una solucion fuertemente
alcalina (fig. 6 C). (Harris et al 1994)



Prueba cualitativa de Bradford con el reactivo de azul de Coomassie.

Figura 7. Prueba cualitativa con reactivo azul de Coomassie G-250.
A. muestra del extracto proteico, B. control positivo BSAy C. Blanco

La figura 7 evidencia que la prueba con el reactivo azul de Coomassie G-250 para
proteinas, es positiva. Funciona por la accion del colorante azul de Coomassie, éste
contiene seis grupos fenilo y dos grupos sulfonato que interacciona con la proteina
débilmente, no covalentemente y se produce hidrofébicamente (triptéfano, tirosina, leucina

y fenilalanina) o electrostaticamente (arginina y lisina) (Ahmed.2000).

Este método colorimétrico es confiable por su sensibilidad (rango desde 0.2 mg de
proteina/mL), y analisis rapido. El reactivo no se ve afectado por muchos productos
quimicos como la sacarosa, la urea, la glicerina, ni el Tris en concentraciones menores a
2 M, (Ahmed 2000). El agente extractor Burffer Tris Hcl para este estudio se le calculé la

concentracion molar y se obtuvo que es de 0.2M para evitar interferencia en las pruebas.

La cuantificacion de las proteinas se realizé posteriormente por el método de placa
Bradford modificado (Ahmed.2000).



Tabla 1. Curva patrén con Suero de Albumina Bovina (BSA) disuelto en agua

mg/mL Abs. Obtenidas Abs.
BSA H,O totales
0 0,401 0
0,0063 0,406 0,005
0,05 0,415 0,014
0,101 0,421 0,02
0,203 0,442 0,041
0,406 0,484 0,083
0,8125 0,568 0,167

Abs. totales

0,18
0,16
0,14
0,12

0,1
0,08
0,06
0,04
0,02

Curva Patron Agua

.
/
- y=0,205x
// R2=0,998
/
0 0,2 0,4 0,6 0,8
Mg/ml {BSA)

Grafico 1. Curva patron BSA diluido en agua desionizada




Tabla 2. Curva patrén con Suero de Albumina Bovina (BSA) resuspendido en Buffer
Tris HCI (pH 7.032)

Abs.
mg/mL
Obtenidas Abs Totales
BSA
Tris HCI
0 0,417 0
0,026 0,426 0,009
0,053 0,436 0,019
0,107 0,455 0,038
0,214 0,503 0,086
0,428 0,560 0,143
0,857 0,707 0,29

Curva Patron Tris HCI

0,35
0,3
0,25 /
0,2 /
vy =0,340x

0,15 R*=0,997
0,1

0,05 /

0 /

0] 0,2 0,4 0,6 0,8 1

Abs. Totales

Mg/ml (BSA)

Grafico 2. Curva patron BSA diluido en Buffer Tris HCI (pH 7.032)



Los puntos en las curvas patrén de los graficos 1 y 2 indican el promedio de los
duplicados realizados a cada una de las concentraciones de suero de albumina bovina
(BSA), correspondientes a las Tablas 1y 2, resuspendiendo las concentraciones de BSA

en los respectivos solventes (agua desionizada y Tris HCI).

Las curvas patrén presentaron un coeficiente de correlacion (R?) de 0.998 grafica 1 y
0.997 grafica 2 que revelan una correlacion superior al 99% conforme a la ley de Lambert
Beer, exhibiendo una relacidn directamente proporcional entre el color y las

concentraciones seleccionadas de proteina dando como resultado la ecuacion de la recta.

Tabla 3. Concentracion de proteinas en mg/mL de la fraccidn proteica extraida con

agua
% saturacion Abs. agua 1/5 mg/mL
40 0,082 0,400
50 0,057 0,278
60 0,073 0,356
80 0,061 0,298
90 0,05 0,244

La tabla 3 presenta las diferentes concentraciones en mg/mL de proteina precipitada a los
distintos porcentajes de saturacién con sulfato de amonio. Estas concentraciones fueron
obtenidas a partir de la ecuacion de la recta proporcionada por la curva patrén (grafica 1),
reemplazando los valores de absorbancia generados para cada porcentaje de saturacion,
en el extracto proteico a partir de agua. Estos ensayos se hicieron por duplicado para
cada muestra. En esta tabla se evidencia que el mejor porcentaje de saturacion, que
permite una mayor cantidad de proteinas para el extracto en agua, es del 20%, con una
concentracion proteica de 0.468 mg/mL, dicha concentracion se resalta en color azul en la

tabla. Este resultado confirma lo previsto con la prueba cualitativa de la figura 4.



Tabla 4. Concentracidn proteica en mg/mL de la fraccion proteica extraida con Tris

HCI pH 7.032.
Abs. Tris HCI
% saturacion 1/5 mg/mL
20 0,062 0,182
40 0,054 0,159
50 0,378 1,112
60 0,276 0,812
80 0,388 1,141
90 0,289 0,85

En la tabla 4 se exhiben las absorbancias promedio del extracto proteico en Buffer Tris
HCI, obtenidas de los diferentes porcentajes de sulfato de amonio, por el ensayo en
microplaca de Bradford. Estas se reemplazaron en la curva patrén (grafico 2), revelando
las concentraciones en mg/mL de proteina. En la tabla se resalta con amarillo que la
precipitacion con sulfato de amonio al 80% generd una mayor concentracion de proteinas,
de 1.141 mg/mL para éste extracto. Se reafirmd con esta prueba cuantitativa lo discutido

anteriormente en la figura 5 prueba cualitativa.

Como se puede observar, los datos cuantitativos en el proceso de obtencidn de extractos
acuosos proteicos determinan, que de los dos agentes extractores utilizados en éste
estudio, el mejor extractor fue el Buffer Tris HCI (pH 7). Adicionalmente, el porcentaje de
saturacion mas adecuado para la extraccion de proteinas fue del 80%, debido a que se

alcanzo una concentracion de proteina precipitada estimable.

La concentracion de proteinas precipitadas con sulfato de amonio, nos devela un proceso
bastante eficiente. Pues al no existir una cantidad considerable de concentracién de
proteina encontrada en el sobrenadante. Por lo tanto se pone de manifiesto que esta

técnica es confiable y segura para la recuperacion de proteinas en los extractos acuosos.

10



La técnica de Bradford es la mas apropiada para identificar la concentracién de proteinas
por su sensibilidad, ésta puede detectar un rango de concentracion proteica de 25 a 200
pg/mL. Esto se debe al acoplamiento que tiene el colorante con la proteina y se determina
colorimétricamente a 480 nm. Existe una relacion directa entre el desarrollo del color y la

concentracion de proteinas.(Ahmed 2000).

Siguiendo con la trayectoria del trabajo de grado en esta etapa, se realizé la electroforesis
que permitio la separacion de las proteinas de acuerdo a su peso molecular frente a los
patrones de peso, para cada uno de los extractos y su posterior comparacién. Esta

tecnica ofrece ventajas como el bajo costo y su reproducibilidad.

Las muestras fueron desnaturalizadas por calor en presencia de agentes
desnaturalizantes como el beta-mercaptoetanol, que rompe los puentes disulfuro y SDS
que desnaturaliza las proteinas, dandoles una carga neta negativa proporcional a su

masa.

Se prepararon geles al 12% que corresponde al porcentaje T, el cual indica el tamafo del
entrecruzamiento entre la acrilamida y la bisacrilamida. Este porcentaje permite
visualizar un amplio rango de proteinas, entre 10 a 200 kilo Dalton, lo que quiere decir que
a un menor porcentaje de T, mayor es el tamafio del poro, permitiendo visualizar
proteinas de alto peso y que a un porcentaje T menor, el tamafio del poro es mayor,

permitiendo separar proteinas de bajo peso molecular.?

2 http://webpages.ull.es/users/acasti/docencia/practicas/9.pdf 11



Figura 8. Electroforesis del extracto proteico en agua

Extracto proteico concentrado
Patron de peso molecular
Extracto proteico dilucién 1/5
Patron de peso molecular

Extracto proteico dilucion 1/10

2B o

Extracto proteico concentrado

La figura 8 A y B son réplicas de la muestra proteica extraida en agua a diferentes
concentraciones. La figura 8 A presenta una serie de bandas no muy bien definidas por lo
tanto, se decidio realizar una segunda prueba. Figura 8 B donde se confirmd lo visto en la

primera réplica.

En la figura 8 B se sefializaron con flechas los carriles 1 y 6, donde se encuentran las
muestras de mayor concentracién y se distingue una tendencia de formacién de bandas
que no se definen claramente. Estos resultados podrian corresponder a la concentracién
de sal en las muestras del extracto de agua, que no permite una definicion de las bandas,
sino por el contrario, un ensanchamiento y desvanecimiento de éstas sin una tendencia
compacta. Se ratifican los resultados obtenidos tanto cuantitativos como cualitativos

durante el estudio.
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Figura 9. Electroforesis del extracto acuosos proteico en Tris HCI

Extracto proteico concentrado
Patron de peso molecular
Extracto proteico dilucién 1/5

Extracto proteico dilucién 1/10

o > b=

Extracto proteico concentrado

Las figuras 9 A y B se realizaron paralelamente con las anteriores figuras. Son réplicas
confirmativas que prentedieron demostrar la presencia de proteina. En estas figuras ya se
envidencia de manera mas clara la formacién de bandas, tanto en el extracto protéico
concentrado como en sus diluciones 1/5 y 1/10. Para la discusion se tomaron como
referencia los carriles 1 y 5, donde se encuentra la muestra concentrada y las bandas se

ven con mayor claridad.

Se establece que el extracto protéico de las hojas de Pentacalia nitida extraidas con
Buffer Tris HCI, revela una mayor cantidad de este metabolito primario que, al ser
comparada con el marcador de peso molecular, permite inferir la presencia de un amplio

rango de proteinas, que van desde un bajo hasta un alto peso molecular.

Este método permite evaluar la pureza de la proteina. Cuando dicha pureza no es la
apropiada, tiene un efecto adverso en la formacion de bandas. Se presume que las
concentraciones de sulfato de amonio lograron generar interferencia en la electroforesis u
ocasionar una modificacién en la proteina, lo que impide su deteccién faciimente. (Scopes
1994; Ahmed 2000)
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Por lo tanto se recomienda el uso de la didlisis para eliminar la acumulacion de sulfato de
amonio ya que este es un interferente bastante fuerte en las diferentes etapas del proceso

de cuantificacion y deteccion de proteinas.

Tras identificar la presencia de proteinas en los extractos, se continué con la obtencién de
las cepas bacterianas para establecer el potencial de inhibiciéon de los extractos proteicos.
Las cepas bacterianas inicialmente fueron reactivadas en agar y caldo nutritivo. Se
conservaron a temperatura éptima de crecimiento para cada microorganismo, siendo de
37+/-2°C.

Se realiz6 la técnica de pozos en agar Mueller Hinton, que es utilizada para ensayos de
resistencia en agentes patdgenos, frente a antibidticos o sustancias inhibitorias. (Merck,
1994).

La técnica de pozos se basa en colocar la sustancia de interés dentro de los pozos que se
hicieron en el agar, como control positivo se tomé el antibidtico de amplio espectro
cloranfenicol, que inhibe todos los microorganismos escogidos para este estudio,
microorganismos que tienen alto impacto en la industria de alimento causando

enfermedades a los consumidores.

Escherichia coli

FIGURA 10 A. control positivo con cloranfenicol y control negativo, By C duplicado de los extractos
proteicos obtenidos de los solventes Tris HCL y Agua desionizada frente a la cepa E. coli (Quintin
2010)
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Staphylococcus aureus
I

FIGURA 11 A. control positivo con cloranfenicol y control negativo, B y C duplicado de los extractos

proteicos obtenidos de los solventes Tris HCL y Agua desionizada frente a la cepa S. aureus (Quintin
2010)

Pseudomona sp.

FIGURA 12 A. control positivo con cloranfenicol y control negativo, B 'y C duplicado de los extractos
proteicos obtenidos de los solventes Tris HCL y Agua desionizada frente a la cepa Pseudomona sp.
(Quintin 2010)
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Bacillus subtilis

FIGURA N° 13 A. control positivo con cloranfenicol y control negativo, By C duplicado de los
extractos proteicos obtenidos de los solventes Tris HCL y Agua desionizada frente a la cepa B.
subitilis (Quintin 2010)

Las pruebas microbioldgicas realizadas con las cepas bacterianas Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Pseudomona sp. y Bacillus Subitilis, fueron negativas debido a
que las proteinas obtenidas no presentaron actividad antibacteriana (figura 10, 11, 12, y
13). La resistencia de las bacterias al caracter inhibitorio de las proteinas extraidas de las
hojas de Pentacalia nitida, podria estar relacionada con la complejidad de la envoltura
celular de estas bacterias, la cual es de naturaleza altamente lipofilica, caracteristica que

dificulta el paso de las moléculas al interior de las células bacterianas.

Los bacilos Gram negativos como E. coli y Pseudomonas sp. poseen una pared celular
compuesta peptidoglicano, una capa adicional de liposacaridos y una segunda bicapa
lipidica que contiene polisacaridos y proteinas. La membrana externa de las bacterias
Gram negativas tiene propiedades excepcionales de impermeabilidad, ademas posee
proteinas denominada porinas, que actian como canales de entrada y salida de
sustancias hidrofilicas de bajo peso, convirtiéndolas en bacterias con alta resistencia al
poder bactericida (Doyle, 1997).
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Staphylococcus aureus, coco Gram positivo y Bacillus subtilis, bacilo Gram positivo,
generan mecanismos de proteccion mediante su pared celular que esta formada por un

50% de mureina de su peso seco y acidos teicoicos. (Doyle, 1997).

Es probable, que el efecto antagdnico no se presentara, debido a que las concentraciones
proteicas utilizadas no fueron las mas adecuadas para la inhibicion de las bacterias. En
segundo lugar, las altas concentraciones de sulfato de amonio no hayan permitido que las
proteinas entraran en contacto con la pared celular para causar la lisis de ésta. Es posible
que las proteinas inhibitorias se modificaran con el tratamiento de extraccion y

precipitacién que se realiz6 en este trabajo.

Estudios sobre la participacion de proteinas de defensa demuestran que actian
inhibiendo el desarrollo de microorganismos en la planta huésped. (Alvarez et al 2003;
Carvalho et al 2000; Saska et al 2008). En este estudio es verosimil que las proteinas de

defensa se expresen en condiciones de estrés.

Estos resultados no concuerdan con los reportados por Tobo (2009), quien sefal6 en su
trabajo de grado que los extractos proteicos si tenian actividad antimicrobiana con cepas
diferentes a las expuestas en este trabajo, con respecto a esto, es importante sefialar que
este autor utilizé diferentes cepas (Samonella typhimurium, Listeria monocytogenes vy
Pseudomonas fluorescens), diferentes porcentajes de saturacion con sulfato de amonio y

realizo el estudio microbiolégico con prueba del antibiograma en agar tripticasa soya.

Otros factores que pudieron influir son: la fuente botanica, la época de recoleccion, la
etapa de desarrollo, la técnica de extraccion, el tratamiento de la planta seca, y por ultimo
la metodologia utilizada en las pruebas, pueden afectar la susceptibilidad bacteriana
(Vuorelaa et al. 2004). Por todo lo anterior los resultados de estos estudios no se pueden

generalizar a otras bacterias y a otras especies vegetales.
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8. CONCLUSIONES

Se extrajo la fraccion apolar con solventes de baja polaridad (bencina de petréleo y
diclorometano).

Se obtuvieron los extractos protéicos (polares) utilizando los solventes agua y buffer Tris
HCI, a partir de hojas de Pentacalia nitida perteneciente a la familia Asteraceae.

Se determiné la concentracion de sulfato amonio adecuada para cada extracto proteico.
donde el mejor agente extractor de proteinas fue el Buffer Tris HCI, con un porcentaje de
saturacion del 80% y una concentracion proteica de 1.141 mg/mL

Se compararon los corridos electroforéticos de los extractos proteicos obtenidos a partir
de agua y Buffer Tris HCI. Donde en el Buffer exhibe una mayor formacion de bandas
claras y definidas de un amplio rango de proteinas de bajo y alto peso molecular.

No se obtuvieron halos de inhibiciéon en las pruebas microbiolégicas, debido a posibles
interferentes, como las altas concentraciones de sulfato de amonio.

No se pudo determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) de los extractos de
Pentacalia nitida debido a que no se presenté actividad antimicrobiana.

La pared celular de las bacterias estudiadas genero resistencia a los extractos protéicos
obtenidos.

Es posible que la planta Pentacalia nitida necesite condiciones extremas o de estrés para
expresar proteinas que tengan funcion antagénica.

8.1 RECOMENDACIONES

Para evitar la oxidacion de los compuestos fendlicos, se recomienda usar compuestos con
tiol, tales como el B- mercapto etanol, que minimiza la accién de la enzima fenol oxidasa
(Scopes.1994). La adicion de polivinilpirrélico es frecuentemente utilizada ya que absorbe
los compuestos fendlicos”. (Scopes 1994).

Para eliminar el exceso de sales, se recomienda el uso de la dialisis o la ultracentrifugacion, a fin
de eliminar la acumulacion de sulfato de amonio, pues éste es un interferente bastante fuerte en
las diferentes etapas del proceso de cuantificacién y deteccion de proteinas.

Para identificar una minima cantidad de proteinas en los geles de electroforesis, se

recomienda tefirlo con plata, ya que esta tincién permite detectar hasta 2.0 ng de proteina
en una sola banda.
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