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1.1 Radicales libres

Un radical libre es aquella sustancia quimica que tiene en su estructura uno o mas
electrones no apareados. Es altamente reactiva y clave para formar otros radicales
libres en cadena, ademas por la vida media que es de microsegundos, ocurre una
rapida propagacion con moléculas aledafias y mayor dafio potencial. De hecho, un
radical libre puede afectar 1 millébn de moléculas durante la reaccion en cadena.
Los compuestos en cuestion forman parte de las llamadas especies reactivas del
oxigeno ERO (Especies reactivas de oxigeno). Los radicales libres se liberan
durante el metabolismo humano, y también se producen por contaminantes
ambientales, (atmosféricos, acuaticos, de suelos), radiaciones (ultravioleta,
gamma, hertziana), entre otros. Se pueden relacionar con el consumo o uso de
toxicos como el alcohol, tabaco y drogas o debido a una alimentacion no
adecuada, exposicion a fertilizantes o pesticidas. Se incluye ademas el
metabolismo de algunos quimicos y elevado estrés fisico o psicoldgico.*

La energia vital de nuestro cuerpo se concentra en unas pequefas estructuras
celulares llamadas mitocondrias y que queman el oxigeno que respiramos. El
problema es que el mismo elemento que permite nuestra vida, el oxigeno es el
principal generador de radicales libres, ya que son las responsables del
envejecimiento y de la mayor parte de los procesos degenerativos. Por otra parte,
absorbemos también radicales libres que se generan en el exterior. Por ejemplo,
con el tabaco, la contaminacién y rayos solares.?

1.2 Estrés oxidativo

El estrés oxidativo es un término asociado a las células y a la accion de un radical
libre que le afecta, asi en condiciones normales se da un equilibrio entre la
produccion de radicales libres u otras especies reactivas con los mecanismos
antioxidantes (exogeno y enddgeno). Este equilibrio permite que la toxicidad por
oxidacion sea menor y con menos dafio celular. Cuando se rompe el equilibrio,
éste se podra asociar con un déficit en el sistema antioxidante o por la
proliferacién descontrolada de los radicales libres.?

1.3 Definicién de un antioxidante

Un antioxidante dietético es una sustancia que forma parte de los alimentos de
consumo cotidiano, puede prevenir efectos adversos de especies reactivas sobre
las funciones fisioldogicas normales de los humanos. Las propiedades
antioxidantes no solo deben estudiarse por sus interacciones quimico-bioldgicos,
sino en funcion del deterioro oxidativo que afecta a los alimentos. Se utilizan en la
industria alimentaria adicionados a grasas u otros productos para retrasar
procesos de oxidacion, en tanto previenen el comienzo de la rancidez oxidativa.
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Asociado a la funcién antioxidante se considera el proceso de 6xido-reduccion que
remite a dos momentos basicos: a) oxidacién que implica pérdida de electrones de
hidrogeno con la ganancia de oxigeno en la molécula b) reduccion que significa
ganancia de electrones de hidrégeno con la pérdida de oxigeno. Asi el oxidante se
reduce al reaccionar con aquella molécula que oxida. Este proceso es cotidiano en
el organismo humano y representa el conocido balance rédox.*®

En el caso de la diabetes los posibles mecanismos de accion de los antioxidantes
se relacionan con la inhibicion en el intestino de la digestion de los carbohidratos,
en particular la glucosa, cuya liberacion se halla modulada también por el higado.
Asimismo, podrian estimular la secrecién de insulina en el pancreas y activar los
receptores de esta. Otros efectos pueden ser la modulacién de las rutas genéticas.
Un dato relevante es que la metformina que se utiliza para el tratamiento de
pacientes diabéticos resulta un poderoso antioxidante que disminuye la formacion
de radicales libres.

Respecto al cancer se sefala que si los radicales libres afectan el DNA (acido
desoxirribonucleico) pueden ocurrir mutaciones que en su momento se
transforman en células cancerosas. Se sefala la relacion entre cancer gastrico
derivado de la presencia de Helicobacter pylori, bacteria que causa gastritis
cronica y que puede conducir a lesiones precancerosas relacionadas con el estrés
oxidativo.En el caso del cancer de mama aumenta la evidencia de que el riesgo de
esta enfermedad, asociada con los genotipos humanos relacionados al estrés
oxidativo, pueden modificarse con el consumo de frutas y vegetales. Se estudia la
variacion genética de diversas enzimas que participan en la proteccion endogena
del proceso de Oxidoreduccién del organismo y su respuesta hacia el consumo
exogeno de antioxidantes provenientes de frutas y vegetales.

Es posible que las enfermedades neurodegenerativas sean de las mas estudiadas
en el contexto del estrés oxidativo. Se ha advertido el aumento del deterioro de
proteinas especificas por la presencia elevada de las especies reactivas del
oxigeno. De igual manera en algunas zonas del cerebro ocurre la disminucion de
algunos metales de transicién propias del efecto oxidativo (Fe*’—Fe*®), lo cual
agrava la enfermedad.

De igual manera se ha estudiado la relacion de los antioxidantes y sus niveles,
como se muestra en la Figura 1 con la artritis reumatoide, anemia, sindrome
metabdlico, esclerosis multiple, trastornos nefrolégicos, pancreatitis, arrugas
prematuras, resequedad de la piel, dermatitis y asma entre otros padecimientos
que en la actualidad abordan las investigaciones en curso.’
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Figura 1. Relacién entre las especies reactivas de oxigeno (ROS), los niveles de
actividad antioxidante.®

1.4 Fuentes exdgenas de antioxidantes

Entre los antioxidantes hay varias familias de principios activos como los
polifenoles y los fitoestrogenos. Entre los primeros se encuentran los flavonoides y
los taninos, ampliamente estudiados.

Respecto de los flavonoides se pueden sefalar s6lo como ejemplo las
antocianidinas (rojo-azulado de las fresas), catequinas (t& verde y negro),
citroflavonoides (naranjina, que da sabor amargo a lo naranja, limén, toronja),
isoflavonoides (genisteina y daidzaina presentes en soya y sus derivados),
protoantocianidinasen semillas de uva y vino tinto. Otro tipo de antioxidantes son
los taninos (polifenoles) presentes en el vino, con su caracteristica de astringencia.
No sélo son utiles a la industria alimentaria sino también en la de cosméticos.

En lo que respecta a los fitoestrogenos (isoflavonas, lignanos, flavonoides) se
encuentran particularmente en las proteinas de la soya o sus derivados. Su uso
mMas importante se asocia con la terapia de reemplazo hormonal para mujeres con
sintomas de menopausia y osteoporosis durante el climaterio. Los compuestos
relevantes son la genisteina y daidzeina que también se biosintentizan en
abundancia en la cascarilla de semillas de linaza y centeno.

Los Terpenos son productos naturales que contienen de unidades de isopreno. Su
estructura tipica contiene esqueletos carbonados, clasificados en hemiterpenos,
monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos. Los terpenos pueden encontrarse en
fuentes vegetales libres o formando glucésidos.

Las saponinas son glicésidos hidrosolubles, con propiedades tensoactivas y
hemoliticas. Estos metabolitos también ejercen una actividad biologica y
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farmacoldgica, destacandose su efecto pesticida, insecticida, anti-protoozoarios,
antiinflamatorio, asi como su actividad citotoxica frente a varias neoplasias.

Los Esteroides desde un punto de vista quimico, son lipidos derivados del
colesterol, el cual proviene a su vez de tejidos animales. Las plantas no lo
sintetizan, pero los animales producen su propio colesterol y es indispensable para
la estructura y funcionamiento celular.®**

Los Carbohidratos, son moléculas que tienen como funcién primordial dotar de
energia al cuerpo humano, a través de la formacion de glucosa.*

Los Glucoésidos, incrementan la fuerza y velocidad de las contracciones cardiacas.
Su efecto en el miocardio se produce tanto en los pacientes enfermos como en los
de corazén sano. En los pacientes con fallo cardiaco congestivo, los glucdsidos
cardiotonicos producen disminucion refleja de resistencia periférica por aumento
de la contraccibn miocardica. Esta accion compensa el efecto directo
vasoconstrictor del farmaco y la resistencia periférica se reduce. Los efectos seran
maximos en insuficiencia cardiaca sistolica, pero no esta aconsejado su uso en
insuficiencia diastélica.'?

Las Cumarinas son probablemente los metabolitos mas comunes derivados de
diversas rutas biosintéticas.

Los Alcaloides representan un grupo de compuestos quimicos complejos e
interesantes, los cuales son producidos por el metabolismo secundario de
organismos vivientes en diferentes biotipos, estos compuestos quimicos son
relativamente comunes en el reino de los seres vivos y en el medio ambiente.™

Las Proteinas son biomoléculas mas versatiles y diversas de la célula. Estan
presentes en todos los procesos bioldgicos, indicativo de la capacidad que tienen
para desarrollar un amplio espectro de funciones, la estructura de una proteina es
la forma espacial mas estable que adopta en cierto ambiente, el cual depende
directamente de una secuencia de aminoé&cidos.**

Las Antocianinas representan el grupo mas importante de pigmentos hidrosolubles
detectables en la region visible por el ojo humano. Estos pigmentos son
responsables de la gama de colores que abarcan desde el rojo, hasta el azul de
varias frutas y vegetales. El interés de estos pigmentos antocidnicos en
investigacion cientifica, ha incrementado, debido no solamente al color que
confieren, sino a su probable papel en la reduccion de enfermedades como el
cancer, diabetes; a sus efectos antiinflamatorios y mejoramiento de agudeza visual
y comportamiento cognitivo.*®
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1.5 Actinobacterias

Las Actinobacterias son un grupo de bacterias Gram positivas, con alto contenido
de guanina y citosina caracteristicas por la formacién de hifas filamentosas que
normalmente no se fragmentan y producen esporas asexuales. Taxondmicamente
conforman el orden de Actinomycetales de la clase Actinobacteria.®

Son conocidos desde hace mas de cien afos y fueron considerados durante gran
parte de este tiempo como un grupo de organismos “exoticos” con rasgos
morfolégicos parecidos tanto a bacterias como a hongos. De esta forma, las
Actinobacterias fueron clasificadas en un principio como hongos, puesto que
compartian la existencia de hifas aéreas. Actualmente y sobre la base de la
composicién quimica de la membrana celular, en particular su composicién en
lipidos y peptidoglicanos, estos microorganismos forman parte del dominio
Bacteria.*®

1.6 Morfologia

Su morfologia los distingue de los demas organismos procariotas. A lo largo de su
ciclo de vida presentan una morfologia muy variada que puede comprender desde
formas unicelulares cilindricas y cocoidales hasta una compleja organizacion
micelial. En algunos casos presentan estructuras de diferenciacion especiales
como esporangios, que han jugado un papel fundamental en la identificacion y
clasificacion de estas bacterias. Su desarrollo se traduce en un proceso
multicelular que conduce a la diferenciacion en estructuras organizadas. Sin
embargo, la colonia madura no es el producto final del desarrollo sino una parte de
su ciclo de crecimiento, formacién y germinacién de esporas y expansion.*’

El crecimiento comienza con la germinacion de una espora sobre un sustrato
sélido que genera hifas que se ramifican a intervalos mas o menos regulares y que
se extiende radialmente. El micelio resultante, o micelio vegetativo, consiste en
hifas que o bien penetran en el sustrato o bien crecen sobre su superficie. Cuando
crecen en un sustrato sélido como el agar, la red ramificada de hifas que
desarrollan crece tanto sobre la superficie del sustrato como en su interior,
formando un “micelio de sustrato”. Los tabiques dividen habitualmente las hifas en
células largas (20um o mas) que contienen varios nucleoides. A veces, se forma
una masa analoga a un tejido, que recibe el nombre de talo. Muchas
Actinobacterias tienen un micelio aéreo que se extiende por encima del sustrato y
forma esporas asexuales, de pared fina, llamadas conidios o conidiosporas, en las
puntas de los filamentos. Si estan situadas en un esporangio, reciben el nombre
de esporangiosporas. La formacion de esporas se desarrolla en respuesta a la
privacién de nutrientes. La mayoria no son especialmente termorresistentes, pero
soportan la desecacion, por lo tanto, tienen un considerable valor adaptativo.’
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Este tipo de crecimiento representa una de las caracteristicas principales de las
Actinobacterias y ha sido relacionado con su habilidad para degradar la materia
organica insoluble presente en el medio ambiente mediante enzimas
extracelulares.Posteriormente, se desarrollan ramificaciones aéreas del micelio
vegetativo que dan lugar al micelio aéreo. Estas hifas aéreas sufren un proceso de
diferenciacion que incluye por un lado diferentes cambios morfolégicos segun la
especie y por otro la formacion de las esporas. El ciclo de desarrollo se completa
con la germinacion de las esporas y la expansion de la colonia.’

La formacién de esporas en el micelio vegetativo se ha descrito frecuentemente en
varios géneros como, por ejemplo: Saccharopolyspora, Micromonospora,
Thermoactinomyces y ocasionalmente el género Streptomyces. Sin embargo,
aunqgue en ciertos géneros esté solo asociada al micelio vegetativo, la formacion
de esporas es una caracteristica normal del micelio aéreo. La mayoria de las
Actinobacterias son inméviles, cuando existe movilidad, se limita a las esporas
flageladas. La composicion de la pared celular de los actinomicetos varia mucho
segun los grupos y tiene una importancia taxonémica considerable.’

1.7 Habitat

Las Actinobacterias son microorganismos generalmente saproéfitos y como tales,
comparten su entrono con otras bacterias y hongos filamentosos, formando una
comunidad ecolégica interconectada. Descritos en una amplia variedad de
entornos, tanto naturales como modificados por el hombre, pueden desarrollarse
sobre un amplio rango de substratos como tierra, material vegetal vivo o en
descomposicién, agua salada, agua dulce, estiércol o composta.*®

Algunas especies pueden formar asociaciones ecoldgicas beneficiosas con
plantas 0 animales o bien se han descrito como agentes causales de ciertas
enfermedades en humanos y animales. De esta forma, se ha demostrado que
algunas especies de actinomicetos que estan presentes en la rizosfera de diversas
plantas son efectivos antagonistas de hongos patdgenos. En una interrelacion mas
estrecha, colonizan los tejidos internos de la planta como patégenos, como es el
caso de Streptomyces scabies, S. acidiscabies y S. turgidiscabies; o bien con un
balance favorable para ambos como sucede en la simbiosis Franki-plantas
actinorricicas.®

1.8 Importancia de las Actinobacterias

Las Actinobacterias tienen una importancia practica considerable. Son
fundamentalmente habitantes de la tierra y estan ampliamente distribuidos,
pueden degradar una enorme cantidad y variedad de compuestos organicos y son
muy importantes en la mineralizacion de la materia orgéanica. Las Actinobacterias
producen la mayor parte de los antibioticos naturales de importancia en medicina.
Aunque la mayoria de las Actinobacterias son organismos de vida libre, algunos
son patdgenos para los seres humanos, ciertos animales y algunas plantas.'® Una
de las caracteristicas que distinguen a estas bacterias del resto es la capacidad de
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producir un amplio espectro de metabolitos secundarios que son utilizados con
fines terapéuticos por su actividad como antineoplasicos, antibidticos,
inmunomoduladores, inhibidores enzimaticos, etc.

La busqueda de compuestos a partir de microorganismos continda siendo hoy dia
la principal fuente de nuevos antimicrobianos, y son las Actinobacterias aisladas
del suelo, las principales bacterias productoras de los metabolitos conocidas hasta
hoy. De cultivos de éstas se han aislado importantes agentes terapéuticos como
aminoglucésidos, macrolidos y tetraciclinas. Las bacterias del suelo siguen siendo
estudiadas, pero hay una notable merma en el hallazgo de nuevos productos,
estimandose que mas del 90% de los cultivos bioactivos descubiertos producen
agentes ya informados o son variaciones menores de uno ya descrito. Por ello, se
han reorientado estudios hacia otros ambientes, como sedimentos de rios, lagos y
océanos, asi como plantas y animales, que ofrecen la posibilidad de encontrar
cepas silvestres no descritas que produzcan nuevos metabolitos secundarios
farmacol6gicamente activos.*®

Estos microorganismos resultan ser abundantes en suelos, tanto 0 mas que las
micobacterias, sin embargo, también se encuentran en ambientes acuaticos,
dulces y marinos. Dentro de sus caracteristicas particulares presentan un olor
tipico a suelo humedo por la produccion de un metabolito llamado geosmina,
adicionalmente presentan una actividad metabdlica alta, producen terpenoides,
pigmentos y enzimas extracelulares con las que son capaces de degradar la
materia organica de origen vegetal y animal. Como la gran mayoria de bacterias
que son abundantes en suelo, presentan un importante papel ecolégico en el
mismo.?*#*

1.9. Gordonia

El género Gordonia ha atraido mucho interés en los ultimos afios por una variedad
de razones. La mayoria de las especies se aislaron debido a su capacidad para
degradar xenobidticos, contaminantes ambientales o polimeros naturales
lentamente biodegradables, asi como para transformar o sintetizar compuestos
posiblemente Utiles. La variedad de compuestos quimicos transformados,
biodegradados y sintetizados por Gordonia hace que estas bacterias sean
potencialmente Utiles para la biotecnologia ambiental e industrial.

Sin embargo, debido a que algunas especies de Gordonia son patégenos
oportunistas, su aplicacion en el medio ambiente puede estar restringida en
algunos casos. Las caracteristicas fenotipicas valiosas de las especies de
Gordonia pueden transferirse genéticamente a otros microorganismos. Estudios
recientes han revelado vectores de clonacion mejorados que permiten la
transferencia de genes entre diferentes especies de Gordonia o la transferencia de
genes extraflos de Escherichiacoli a Gordonia sp. y la expresion de dichos
genes.?
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La investigacion actual también se centra en varias especies que se sabe que
causan infecciones, especialmente en los seres humanos. Las especies de
Gordonia se han aislado de diversos biotipos nativos, como la rizosfera del suelo o
del manglar, de habitats de gran influencia industrial, como los pozos productores
de petréleo o el suelo contaminado con hidrocarburos, de fuentes artificiales como
biorreactores o biofiltros de tratamiento de aguas residuales y de humanos
enfermos. El género Gordonia pertenece filogenéticamente al suborden
Corynebacterineae, el grupo de acido micolico dentro del orden Actinomycetales, y
su clasificacion ha cambiado drasticamente en los dUltimos afios, se han
reclasificado varias especies y se han descrito muchas especies novedosas.*

1.10 Taxonomia de Gordonia

En 1971, Tsukamura,k S., 2006,23 propuso a Gordonia como un nuevo género

para bacterias corineformes aisladas de esputos de pacientes con enfermedad
pulmonar o de suelo. El nombre de este género novedoso fue elegido para rendir
homenaje a la bacteridloga estadounidense Ruth E. Gordon. Los miembros de
este género se distinguen de las micobacterias de rapido crecimiento por su ligera
resistencia a los acidos y la ausencia de arilsulfatasa, y del género Nocardia por su
capacidad para reducir el nitrato y la ausencia de un micelio. Solo seis afios
después, Goodfellow J., Alderson C., 1999%* descartaron este taxén y transfirieron
Mycobacterium rhodochrous y el "complejo de rodochrous”, incluidos los
representantes del género Gordonia, al género Rhodococcus. Sin embargo, los
estudios sobre el acido micolico (acido 3-hidroxi-graso a-ramificado de alto peso
molecular) y la composicion de la menaquinona revelaron variaciones
heterogéneas dentro del género Rhodococcus: mientras que Rhodococcussp. por
lo general contienen acidos micoélicos con 34 a 52 atomos de carbono, las
menaguinonas con 8 unidades de isopreno y 2 atomos de hidrégeno agregados a
la doble cadena lateral de isopreno [MK-8 (H2)] como la forma principal de
menaquinona.®

Se encontrd que el género Gordonia (Gordonia bronchialis, Gordonia rubripertincta
(anteriormente Gordonia rubra y Gordoniaterrae) contenian acidos micélicos de 48
a 66 atomos de carbono y menaquinonas dihidrogenadas con 9 unidades de
isopreno [MK-9 (H2)] como la menaquinona predominante. El analisis adicional de
las similitudes de 16S rRNA condujo a un renacimiento del género Gordonia por
Stackebrandt con las tres especies mencionadas anteriormente y, ademas,
Rhodococcus sputi como Gordonia sputi. Después de la reclasificacion de
Rhodococcus aichiensis y Nocardia amarae al género Gordonia como Gordonia
aichiensis y Gordonia amarae, este taxon se convirtio en un género bien definido
dentro del orden Actinomycetales.®

En 1997, el nombre correcto etimolégicamente de Gordonia fue propuesto por
Stackebrandt, 2007.?° De acuerdo con su nuevo sistema de clasificacion
jerarquica, Gordonia es el género tipo de Gordoniaceae (la familia Gordonia)
dentro del suborden Corynebacterineae. Este suborden incluye también las
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familias Corynebacteriaceae, Dietziaceae, Mycobacteriaceae, Nocardiaceae,
Tsukamurellaceae y Williamsiaceae. Desde el informe de Gordonia hydrophobica
como una nueva especie, el numero de miembros validamente descritos de este
género ha aumentado considerablemente. En la actualidad, el género Gordonia
comprende 19 especies validamente publicadas y al menos 2 especies adicionales
estdn en proceso de clasificacion. Mientras tanto, se ha demostrado que las
gordonias estan distribuidas de forma ubicua en la naturaleza.*>%

1.11 Determinacion de la actividad antioxidante

Existen diversos métodos para evaluar la actividad antioxidante, ya sea in vitro o in
vivo. Una de las estrategias mas aplicadas en las medidas in vitro de la capacidad
antioxidante total de un compuesto, mezcla o alimento, consiste en determinar la
actividad del antioxidante frente a sustancias cromégenas de naturaleza radical; la
pérdida de color ocurre de forma proporcional con la concentracion. No obstante,
las determinaciones de la capacidad antioxidante realizadas in vitro nos dan tan
s6lo una idea aproximada de lo que ocurre en situaciones complejas in vivo. La
capacidad antioxidante de una mezcla no viene dada solo por la suma de las
capacidades antioxidantes de cada uno de sus componentes; también depende
del microambiente en que se encuentra el compuesto. Los compuestos interactlian
entre si pudiendo producirse efectos sinérgicos o inhibitorios. Por otra parte, es
necesario considerar que los ensayos in vivo pueden presentar algunos
inconvenientes, como la adaptabilidad en respuesta al aumento del estrés
oxidativo.

Los métodos mas utilizados son ABTS (2,2 -azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfarico) y DPPH (2,2-Difenil-1-hidracilpicril).Ambos presentan una excelente
estabilidad en ciertas condiciones, aunque también muestran diferencias. El DPPH
es un radical libre que puede obtenerse directamente sin una preparacion previa,
mientras que el ABTS tiene que ser generado tras una reaccién que puede ser
quimica (dioxido de manganeso, persulfato de potasio, ABAP), enzimatica
(peroxidasa, mioglobulina), o también electroquimica. Con el ABTS se puede
medir la actividad de compuestos de naturaleza hidrofilica y lipofilica, mientras que
el DPPH solo puede disolverse en medio organico. El radical ABTS tiene, ademas,
la ventaja de que su espectro presenta maximos de absorbancia a 414, 654, 754 y
815 nm en medio alcohdlico, mientras que el DPPH presenta un pico de
absorbancia a 515 nm, y otro método es el DMPD (Dimetil-4-fenienediamina) a
505 nm.?"?8
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1.12 Método de DPPH

Los radicales libres son moléculas o fragmentos de moléculas caracterizadas por
tener uno o mas electrones desapareados en su orbital externo, condicion que los
torna altamente reactivos. En el ser humano se generan radicales libres en la
cadena respiratoria mitocondrial, cuando reacciona el peroxido de hidrégeno con
el ion ferroso, por la accion catalitica de la ciclooxigenasa, la reaccién de vitamina
C con el ion ferroso, por accion de la NADPH reductasa, etc. En los seres vivos
existen sistemas de defensa antioxidante que tienen la propiedad de impedir la
accion nociva de los radicales libres, habiendo antioxidantes de naturaleza
enzimatica como la catalasa, superdxido dismutasa, glutation peroxidasa, etc., asi
como, sustancias no enzimaticas: ascorbato, ferritina, ceruloplasmina, polifenoles,
antocianinas.?**

Se han descrito diversas técnicas para evaluar la capacidad antioxidante de
alimentos y plantas medicinales, pero aquella que ha recibido una preferencial
atencion es la técnica que utiliza el radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo conocido
por las siglas DPPH. Este radical libre es susceptible de reaccionar con
compuestos antioxidantes a través de un proceso caracterizado por la cesion de
un atomo de hidrogeno proporcionado por el agente antioxidante. Los estudios
cinéticos muestran que este proceso ocurre a través de una reaccion de pseudo
primer orden la que puede seguirse midiendo la disminucion de absorbancia en
funcién del tiempo. Esta medicion permite observar una primera fase muy rapida,
seguida anteriormente por una reaccion lenta, lo que podria atribuirse a un
proceso de dimerizacién de los productos de la reaccién.?**

La reaccion antes descrita, entre el DPPH y un antioxidante, podemos
representarla de la siguiente manera, en la figura 2:

[DPPH*] + [AOH] ——» [DPPH-H] + [AO*]

Figura 2. Reaccion entre el DPPH y un antioxidante®

Por cuyo motivo, las condiciones de ensayo en que se mide la capacidad
antioxidante puede describirse por la siguiente ecuacion que se muestra en la
figura

3:

d[DPPH]

=k ... [DPPH],
di

Figura 3. Ecuacion para la determinacion de la capacidad antioxidante®
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La determinacion de la concentracion de compuestos antioxidantes utilizando la
técnica del DPPH ha sido descrita hace mas de cincuenta afos, pero se ha
observado que distintos autores no utilizan la misma concentracion de DPPH en
los medios de reacciéon y por ello no permite realizar una evaluacion precisa,
considerando especialmente que los resultados experimentales se expresan como
el valor de la concentracion inhibitoria méxima media (ICso), es decir, la
concentracion de la muestra problema que produce una inhibicion del 50% del
radical libre DPPH. En tal sentido, podemos considerar que el valor ICs, es
dependiente de la concentracion del DPPH, asi como, de la naturaleza del
compuesto antioxidante.?**

El tiempo de medida necesario para realizar las medidas de DPPH (30 minutos) en
comparacién con el método ABTS (1 minuto), supone una desventaja en su
aplicacion, en adicién también al elevado costo de la DPPH. Debe sefalarse que,
a pesar de las diferencias metodoldgicas, los resultados que se obtienen con los
métodos ABTS y DPPH permiten alcanzar conclusiones practicamente similares.
Los resultados obtenidos con el método DMPD, no son consistentes con los
obtenidos mediante los ensayos de la ABTS y DPPH. Dichos valores son bajos,
poco reproducibles y en algunos casos incoherentes, Es importante buscar
técnicas alternativas para la medicion antioxidante debido a los altos costos de las
pruebas ya conocidas.?’
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2. Objetivo

Validar la técnica de DPPH-CLAR como método para medir la actividad

antioxidante de metabolitos secundarios hidrofilicos.

2.1 Objetivos especificos.
1.- Crecimiento y fermentacion de Gordonia sp en medio GYEA
2.- Extraer los metabolitos secundarios hidrofilicos de Gordonia sp
3.- Analisis de los metabolitos secundarios hidrofilicos de Gordonia sp

4. Analizar la actividad antioxidante de los metabolitos secundarios hidrofilicos de
Gordonia sp
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3. Metodologia

3.1 Crecimiento de Gordonia sp por fermentacion en medio GYEA

El crecimiento se lleva a cabo sembrando por estria cruzada en cajas Petri de
plastico estéril con el medio sélido GYEA (glucosa 10 g/L extracto de levadura 10
g/L, agar 12 g/L). Las cajas Petri se incuban aerdobicamente durante 10 dias a
30°C.31

En matraces Erlenmeyer de 250 mL, conteniendo 125 mL del medio liquido GYEA
(glucosa 10 g/L, extracto de levadura 10 g/L), se inoculan con la cepa de
Gordoniasp. (Con crecimiento o desarrollo en placas de agar por 10 dias) a
2830°C, 150 rpm, durante 6 dias. El medio se centrifuga a 4500 rpm por 15
minutos, para separar la biomasa (B) y el sobrenadante (S).**

3.2 Extraccion selectiva de metabolitos secundarios hidrofilicos de
Gordonia sp

Se llevan a cabo la extraccion de los metabolitos hidrofilicos de la biomasa
(previamente a esta biomasa se le extrajeron los metabolitos hidrofébicos) con
disolventes de mediana a alta polaridad tales como acetato de etilo (Extracto 1) y
metanol (Extracto 2). La técnica consistio en aplicar la extraccion de la biomasa
usando primero acetato de etilo para posteriormente terminar con una extraccion
con metanol. De esta forma aseguramos obtener extractos con cierta
selectividad.®

3.3 Caracterizacion preliminar de los metabolitos secundarios

A los extractos 1 y 2 se les realizo el analisis de los metabolitos secundarios
hidrofilicos usando protocolos estandarizados para la determinacion de
compuestos hidrofilicos, los cuales se encuentran en la Tabla 1.

Tabla 1. Pruebas para el andlisis preliminar de metabolitos secundarios hidrofilicos

Metabolitos Pruebas Observaciones
Taninos (Prueba de 2 mL de extracto + 2 mL Precipitado verde
Braymer) de H,O + 2-3 gotas de
FeCl; (5%)
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Flavonoides 1 mL de extracto + 1 mL Coloracién amarilla
de Pb (OAc), (10%)
Terpenos 2 mL de extracto + 2mL Coloracion rojo intenso

de (CH3CO),+ 2-3 gotas
de H»,SO,4 concentrado.

Saponinas (Prueba de
espuma)

(@ 5 mL de extracto +
5 mL de H,O + calor

(b) 5 mL de extracto +
Aceite de oliva (pocas
gotas)

Aparece espuma

Formas de emulsién

Esteroides (Prueba de
Salkowski)

2 mL de extracto + 2 mL
de CHCI3; + 2 mL de
H,SO4 (concentrado)

Anillo marrén rojizo en la
unién

Pholobatannis (Prueba de
Precipitacion)

2 mL de extracto+ 2 mL
de CI (1%) + calor

Precipitado rojo

Carbonhidratos (Prueba de
Molisch)

2 mL de extracto + 10 mL
de H20 + 2 gotas de
anaftol (20%) + 2 mL de
H,SO4 (concentrado)

Anillo violenta en la union

Glucésidos (Prueba de
Liebermann)

2 mL de extracto + 2 mL
de CHCI3; + 2 mL de
CH;COOH

Violeta a azul a coloracion
verde

Cumarinas

2 mL de extracto + 2 mL
de NaOH (10%)

Coloracién amarilla

Alcaloides (Prueba de
Hager)

2 mL de extracto + pocas
gotas de reactivo de
Hager

Precipitado amarillo

Proteinas (Prueba de
Xanthoproteic)

1 mL de extracto + 1 mL
de H,SO,4 (concentrado)

Precipitado blanco

Emodinas

2 mL de extracto + 2 mL
de NH,OH + 3 mL de
Benceno

Coloracion roja

Antraquinonas (Prueba de
Borntrager)

3 mL de extracto + 3 mL
de benceno + 5 mL de
NH3 (10%)

Rosa, violeta o coloraciéon
roja en capa amonica
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Antocianinas

2 mL de extracto + 2 mL
de HCI (2N) + NH3

Rojo rosaceo a violeta
azulado en capa amonica

Leucoantocianinas vueltas

5 mL de extracto + 5 mL
de Alcohol Isoamilo

Capa organica dentro de
rojo

Monosacaridos (Prueba
de Barfoed)

En cada 0.5 g de los
extractos y disolver en
agua destilada, luego

filtrar- A 1 mL de filtrado
mezclar con 1 mL de
agente Barfoed en un
tubo de ensayo calentar a
bafio Maria por 2 minutos.

Un precipitado rojo de
Oxido de cobre es
considerado un resultado
positivo

Azucares reductores
libres (Prueba de Fehling)

En cada tubo de ensayo
agregar 0.5 g de los
extractos disolver en
agua destilada y filtrar. Al
filtrado calentarlo en bafio
Maria y agregar reactivo
de Fehling.

La formacion de un
precipitado rojo de 6xido
de cobre indica la
presencia de azucares
reductores

3.4 Desarrollo del método analitico

Para definir los parametros adecuados para el analisis por CLAR se realizaron las
siguientes pruebas ver Tabla 2, en donde se observan todas las condiciones
empleadas para este analisis. Los flujos se analizaron con cada fase movil y con
los tres diferentes volumenes de inyeccion.

Tabla 2. Variables evaluadas en la determinacion del método analitico.

Columna Flujos

mL/min

Temp.
columna(°C)

Longitud
de onda
(nm)

Fase movil
ACN:H,0O

Volumen de
inyeccion
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Waters 0.3 25°C 210 60:40 20 pL
Symetry 05 275 70:30 50 pL
0.8 300 95:5 80 pL
1 450
1.2 510
Columna Flujos Temp. te Longitud | Fase movil| Volumen
mL/min columna(°’C)| de onda H,O:ACN de
(nm) inyeccion
Waters 0.3 25°C 210 50:50 20 pL
Symetry 05 275 70:30 50 ulL
0.8 300 95:5 80 uL
1 450 98:2
1.2 517

3.5 Realizar la prueba de actividad antioxidante usando la técnica de
DPPH- CLAR

La actividad antioxidante se evalGa a cada uno de los extractos (1 y 2) con una
proporciéon DPPH:extracto 1:1, la reaccion se calienta a 36°C durante media hora,
se determinara la cantidad de radical DPPH consumido mediante CLAR-DAD,
para determinar el porcentaje de actividad antioxidante se utiliza la siguiente
féormula.

A inicial-A final Vhdct Antiox = A inicial —A final

pAct Antiox = A ineial 4 incial X 100

Donde A inicial es el area del pico del blanco de DDPH y A final es el area del pico
de DPPH con los extractos 1 y 2. Se realiza una regresion Probit para determinar
la concentracién inhibitoria 50 (Clso) de los extractos.>

3.6 Diagrama de flujo del procedimiento desarrollado.
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Se obtuvo un crecimiento favorable en el medio de cultivo sélido, de acuerdo con
lo reportado por Pefia C., 2016,* las colonias presentaron una coloracién naranja,
superficie lisa y borde irregular, el crecimiento en el medio liquido, se obtuvo 9.972
g de biomasa de tres lotes realizados. La cual se usé para realizar la extraccion de
los metabolitos secundarios generados con disolventes de mediana a alta
polaridad.

4.2 Extraccion selectiva de metabolitos secundarios hidrofilicos de
Gordonia sp.

La obtencidbn de la biomasa para realizar la extraccion de los metabolitos
secundarios hidrofilicos se realizd a partir de los tres lotes, estos gramos se
usaron para realizarlas pruebas de extraccion y un perfil cualitativo de metabolitos
secundarios.

En lo que respecta a los disolventes seleccionados para la extraccion de
metabolitos secundarios polares se seleccioné al acetato de etilo como disolventes
de mediana polaridad y metanol como disolvente de alta polaridad. Esto permitio la
obtencion selectiva de los diferentes metabolitos generados por la bacteria
estudiada. En la tabla 3 se muestran las cromatografias en capa fina (CCF) en
diferentes fases moviles de las extracciones con acetato de etilo (Ext. 1) y con
metanol (Ext. 2).

Tabla 3. CCF realizada a los extractos 1y 2
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Metanol (Ext. 2) y acetato de etilo Metanol (Ext. 2) y acetato de etilo
(Ext. 1) (Ext. 1)
70:30 ACN:H,0O 50:50 ACN:H,0

Se realizaron cromatoplacas para la extraccion de metabolitos secundarios con
metanol y acetato de etilo, la cantidad total de la biomasa analizada fue de 9.15 g.
Se obtuvieron diversos compuestos con la extraccion de los diferentes disolventes,
se observan 3 compuestos por extracto, se realizaron pruebas con diferentes
fases moviles: etanol: acetato de etilo 60:40 y éter de petréleo:metanol:trietilamina
15:1:1, sin embargo la mejor separacion de los compuestos la obtuvimos con una
mezcla de ACN:H,O de 70:30 ya que al aumentar la polaridad lo que observamos
fue que no se separaban los compuestos.

Una vez realizadas las cromatoplacas con el fin de identificar preliminarmente la
cantidad de compuestos presentes en los extractos 1 y 2 usando los diferentes
disolventes se les realizé la prueba de actividad antioxidante por cromatografia en
capa fina, con el fin de obtener desde esta etapa una aproximacion hacia una
actividad farmacologica favorable por parte de los compuestos extraidos en la
Tabla 4 se muestra la prueba con los extractos 1y 2.

Tabla 4. Resultados de la técnica de DPPH-CCF con los extractos 1y 2
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Metanol (Ext. 2) y acetato de etilo | Metanol (Ext. 2) y acetato de etilo (Ext.
(Ext. 1) 1)

70:30 ACN:H,O 70:30 ACN:H,O

_ Metanol = AcEt Metanol Ac Et

En las pruebas de DPPH en los Ext. 1 y Ext. 2, se obtuvo un compuesto con
actividad antioxidante para cada uno de ellos.

Con los resultados en la prueba de DPPH para los extractos 1 y 2 se observo una
actividad antioxidante positiva al menos en uno de metabolitos extraidos (1) por la
reaccion con el DPPH dando una coloracion amarilla. Este hecho es importante ya
que a pesar de ser una prueba preliminar ya nos permite dar un acercamiento de
la actividad antioxidante ampliamente reportada en metabolitos extraidos de este
género.

El radical libore DPPH es susceptible a reaccionar con los compuestos
antioxidantes de los metabolitos obtenidos porque ceden un atomo de hidrégeno
proporcionado por el agente antioxidante de acuerdo con Guija E., 2015,
originando la coloracion amarilla en los metabolitos antioxidantes de la placa,
generalmente son compuestos fendlicos y flavonoides totales los que forman parte
de esta actividad segtn Castafieda B., 2008,* aunque también la ausencia de los
metabolitos antioxidantes pueden estar relacionados con las condiciones
ambientales (temperatura externa, cantidad de luz) y con el tiempo de
almacenamiento a que se sometié la solucién de acuerdo con Nifio J., 2005.%°
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4.3 Caracterizacion de metabolitos por screening fisicoquimico

Se procedio a realizar las pruebas preliminares a los extractos 1 y 2 en donde se
corroboré la presencia de algunos metabolitos secundarios los cuales se resumen
en la Tabla 5. Se obtuvieron: extracto 1, cumarinas, alcaloides y monosacaridos y
en el extracto 2, flavonoides, saponinas y alcaloides.

Tabla 5. Screening fisicoquimico de las pruebas preliminares de los extractos 1y 2

Metabolitos Extracto 1 Extracto 2
Taninos (Prueba de Braymer) Negativo Negativo
Flavonoides Negativo Positivo
Terpenos Negativo
Negativo
Saponinas (Prueba de Negativo Positivo
espuma)
Pholobatannis (Prueba de Negativo Negativo

Precipitacion)

Carbohidratos (Prueba de Negativo Negativo
Molisch)
Cumarinas Positivo Negativo
Alcaloides (Prueba de Hager) Positivo Positivo
Proteinas (Prueba de Negativo Negativo

Xanthoproteic)

Monosacaridos (Prueba de Positivo Negativo
Barfoed)
Azucares reductores libres Negativo Negativo

(Prueba de Fehling)

4.4 Desarrollo del método analitico

La pruebas realizadas con la fase mévil ACN:H,O, mostraron una poca eficiencia
en la separacion de los picos y por lo tanto una resolucion inadecuada, el ACN en
mayor proporcion, no mejoraba la resolucion, siendo esta la finalidad en un
método, descartandose las fases con mayor proporcién de ACN, ver figura 4,
donde se observa un cromatograma con proporcion 95:5, ACN:H,O con poca
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resolucion. Se eligié la longitud de onda de 210 nm debido a que es la absorbancia
donde se obtiene la mayor absorcion UV de la mayoria de los compuestos, sin
embargo, se realizd6 un barrido espectral figuras 5 y 6-donde se aprecia el
espectro de los picos correspondientes a 10.68 y 12.66 minutos obteniendo
similaridad en los espectros y concluyendo que es el mismo compuesto.

DAD E, Sig=218,15 Ref=360,100 (CECTYINIG.
mAl 2
380 4
300 4
280 1

200 4

180

1.702

100

50

1] 2 4 5} g 10 12 14 1IB 1|8 min
Figura 4. Cromatograma del extracto 1, fase movil ACN: H,O (95:5), 0.8 mL/ min, 50 uL
de inyeccion.

Se contrasta en el espectro UV de los picos 10.679 y 12.658 que los picos
observados provienen del mismo compuesto
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Figura 5.Espectro UV pico 10.68 min.
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Figura 6.Espectro UV pico 12.658 min.

Al aumentar la proporcibn de agua, aumenta la resolucion pero afecta la
viscosidad y aumentan los tiempos de retencion, se perjudica el andlisis
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ocasionando que este sea mas largo, en algunos cromatogramas se observa que
hay componentes después de los 20 minutos aunque puede que no sean
significativos, de acuerdo con Alba M. 2010, menciona que la concentracion en
estos analisis cromatograficos es un parametro importante al momento de definir
las condiciones adecuadas, el efecto de la concentracion de muestra (ug de
muestra/g de relleno) afecta en la eficacia de la columna. Para las aplicaciones
con columnas de reparto y adsorcién, la eficacia decrece notablemente con la
cantidad de muestra, como se muestra en la figura 7, sin embargo, se observa
mayor cantidad de compuestos.*’

DAl A, $ig=210,15 Ref=350,100 (CECYWOS-0G01.0)
mau 7
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Figura 7. Cromatograma del extracto 1, fase movil H,O:ACN (98:2), 1.2 mL/ min, 50 uL
de inyeccion.

En el espectro UV de los siguientes picos (6.135, 37.4 y 40.319 min) se puede
observar que se trata de compuestos diferentes, los cuales presentan un grado de
pureza espectral bueno, por lo que se determina que una mayor proporcion de
agua mejora nuestra separacion ver figuras 8, 9y 10.

.

e e e T e [ e e o Mo [ M P
200 300 <00 a00 GO0 nm

Figura 8. Espectro UV pico 6.135 min.
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Figura 9. Espectro UV pico 37.4 min.
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Figura 10. Espectro UV pico 40.319 min.

EL analisis realizado al extracto 2, se obtuvo un comportamiento similar al del
extracto 1, en la figura 11, se observa que, al aumentar la proporcidon de agua, se
obtienen mas compuestos al tener una mejor separacion.
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2

I

c
2088
&

b2
(vgﬂsm’*

T T T T T T T T
= a & [} 10 1z 14 15 12

mi

Figura 11. Cromatograma del extracto 2 fase movil H,O:ACN (70:30), 0.3 mL/ min

Ademas, se comprueba en el espectro UV que el pico de 4.298 min en una
proporcion H;O:ACN (70:30), no es un solo compuesto, sino que hay
solapamiento de al menos dos compuestos. Esto pone en evidencia que nuestra
resolucién no es adecuada ver figura 12.
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I I | |
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Figura 12. Espectro UV pico 4.298 min.

Se puede constatar que el mejor método es el de H,O:ACN (98:2), figura 13 ya
que se separan mejor los compuestos en ambos extractos, entre mas se aumenta
la proporcion de agua en la fase mévil, mejor resolucion se tendran en los picos, al
tener una alta proporcion de ACN no mejord la resolucion, por lo que los tiempos
de retencion fueron demasiado largos, siendo extractos crudos es importante
comentar que la resolucion en los picos no sera perfecta, se recomienda realizar
una purificacibn por cromatografia en columna de los extractos crudos para
reanalizar las muestras por CLAR.
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Figura 13. Cromatograma del extracto 2 fase movil H,O:ACN (98:2), 1.2 mL/ min, 80 pL
de inyeccion

En la figura 14, se presenta el espectro de absorcion UV correspondiente al pico
10.4 min., notando que es un pico bastante puro, o que nos indica que solo se
trata de un solo compuesto.

Harm. =
100—3
80—5
EiEI—E
a0
20—5

o-

f ’ ! ! I ’ ! f ’ [ f f ’ f I ’ ! f ’ f f ! !
200 200 400 00 GO0 nm

Figura 14. Espectro UV, pico 10.401 min.
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4.5 Resultado de estandares y asignacion de picos

ACIDO CUMARICO

Algunas bacterias tienen comportamiento lactico, es decir que producen enzimas
necesarias para llevar a cabo su crecimiento, se ha demostrado que poseen un
potente efecto inhibitorio para el desarrollo de otras bacterias de acuerdo con
Zavaleta J., 2005.®® En el extracto 2, se presenta un pico de 1.347 min.,
comparado con el cromatograma del acido cumarico, hay una probabilidad de que
se presente este tipo de metabolito en el extracto, coincidiendo con el pico 1.409
min. del estandar.

TADT &, Sig=2 103 Fat=a0n, 100 (AR TARAE TS 07
L

Figura 15. Cromatograma del acido cumarico, columna water symetry, H,O:ACN (98:2),
1.2 mL/min, 50 pl, longitudes de onda 210, 200, 218, 275 y 280 nm

a0 : z0

ASTAXANTINA

Segun Quinata A., 2008,* la astaxantina figura 16, debido a sus caracteristicas
fisicoquimicas se encuentra en la familia de los carotenoides, los cuales son
responsables de dar una coloracion amarillenta roja y anaranjada a las bacterias.
En los extractos 1 y 2, se tienen picos de 0.717 min. y 0.737 min,,
respectivamente, los cuales concuerdan con los tiempos de retencion encontrados
desde 0.706 min. a 1.042 min. en el estandar con ello se puede inferir la presencia
de carotenoides o compuestos con estructura similar a la astaxantina.

La presencia de compuestos de esta indole es evidente desde el crecimiento
bacteriano en donde se evidencia una generacién de coloraciébn asociada a
compuestos como los carotenoides, los cuales ademas de presentar diversas
actividades farmacolégicas estan ligados a realizar una actividad antioxidante.
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Figura 16. Cromatogréma de éstaxantina, coluhna water symetry, H,O:ACN (98:2), 12
mL/min, 50 ul, longitudes de onda 210, 200, 218, 275 y 280 nm

FLAVONOIDES

Los flavonoides se encuentran en vegetales, semillas y metabolitos que producen
las bacterias, considerandose con actividad antioxidante y eliminadores de
radicales libres, de acuerdo con Martinez S., 2002.° El pico de 0.737 min del
extracto 2, se pueden asociar a flavonoides acorde con el Screening fisicoquimico
y con el cromatograma del estandar de flavonoide (figura 17)

En el extracto 1, se obtuvieron cumarinas, alcaloides y monosacaridos y en el
extracto 2 flavonoides, saponinas y alcaloides.
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Figura 17. Cromatograma de Flavonoides, columna water symetry, H,O:ACN (98:2), 1.2
mL/min, 50 ul, longitudes de onda 210, 200, 218, 275 y 280 nm

Al comparar con los estandares de ambos extractos se corrobora que los
resultados obtenidos en el screening metabdlico concuerdan, encontrandose
igualmente flavonoides y cumarinas que son compuestos antioxidantes,
eliminadores de radicales libres y con efectos inhibitorios para otras bacterias.
Respecto de los demas metabolitos encontrados seria conveniente realizar una
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determinacibn mas precisa realizando una purificacion por columna de los
extractos crudos y contar con una bateria mas amplia de estandares.

4.6 Prueba de DPPH-CLAR

En la prueba de DPPH, no se obtuvieron los cromatogramas deseados, debido al
tiempo y a la cantidad de muestra para poder realizar estas pruebas. Desde la
determinacion de la actividad antioxidante por CCF, se evidencio la presencia de
dicha actividad muy asociada a los metabolitos secundarios que se infieren
presenta la cepa. Se recomienda la obtencion de una mayor cantidad de biomasa
y con ello incrementar la concentracion de los diferentes metabolitos secundarios
generados por esta cepa bacteriana.

5. CONCLUSIONES

Se obtuvo el crecimiento y fermentacion de Gordonia sp. en medio GYEA. Se
extrajeron los metabolitos secundarios hidrofilicos de Gordonia sp. con disolventes
de mediana a alta polaridad, los cuales se identificaron por el screen fisicoquimico
y se analizo la actividad antioxidante de éstos por CCF-DPPH. El metabolismo
bacteriano de Gordonia sp. podria ser de gran ayuda para la innovacion y
desarrollo de farmacos nuevos y diversos compuestos antioxidantes utiles para el
tratamiento de diversas afecciones.

6. OBJETIVOS Y METAS ALCANZADAS

El objetivo del proyecto fue la determinacion de la actividad antioxidante y los
parametros analiticos que permitieran realizar la validacién del método.

Los objetivos especificos fueron:

1.- Crecimiento y fermentacion de Gordonia sp en medio GYEA

2.- Extraer los metabolitos secundarios hidrofilicos de Gordonia sp

3.- Analisis de los metabolitos secundarios hidrofilicos de Gordonia sp

4. Analizar la actividad antioxidante de los metabolitos secundarios hidrofilicos de
Gordonia sp.

Cuando se realizan este tipo de proyectos es determinante contar con condiciones
adecuadas en el laboratorio, como esterilidad en el manejo de cepas y
fermentacion, asi como un cromatégrafo calibrado y adecuado para el mismo.

El método para cuantificar y determinar la actividad antioxidante de DPPH, es
economico, factible y facil de realizar en un laboratorio de investigacion, sin
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embargo, se debe considerar la correcta preparacion del reactivo, lo que permite
apreciar los compuestos antioxidantes tanto por CCF como por CLAR.

El uso de disolventes como el acetato de etilo y metanol en las técnicas de
extraccidon nos permitio obtener Unicamente metabolitos secundarios producidos
por la cepa en estudio de mediana a alta polaridad. Gordonia sp. contiene
metabolitos antioxidantes de diversas familias principalmente flavonas vy
cumarinas, este resultado se corroboré tanto por CLAR como por el screen
fisicoquimico realizado y de acuerdo con los estandares analizados se pudo
realizar una identificacion de estos compuestos en la cepa de Gordonia sp.
estudiada.

Por lo cual los cuatro objetivos especificos del proyecto se alcanzaron, es evidente
que por lo complejo de trabajar con bacterias no se realizaron una mayor cantidad
de pruebas, sin embargo, en el proyecto se logré el desarrollo del método
analitico.

7. RECOMENDACIONES

Se sugiere que en posteriores servicios sociales se realicen mas pruebas para
realizar la validaciéon del método analitico como esta marcado en la normatividad
vigente.
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