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Resumen

Mediante la Concentracién Critica (C.C.) se determiné la actividad antimicrobiana de
los extractos etanélicos de Chromolaena odorata, Mangifera indica, Sida rhombifolia, Equisetum
bogotense, Thymus vulgaris, Musa paradisiaca, Phytolacca bogotensis y una muestra de propéleo
frente a dos bacterias Gram(+), tres Gram(-), una levadura y tres hongos filamentosos.
Se encontré que el propéleo, C. odorata y E. bogotense tienen una potente actividad frente
a las bacterias Gram(+) (C.C. entre 10y 175 ug/mL); C. odorata inhibi parcialmente a
C. albicans y P. bogotensis a Aspergillus niger.

Palabras clave: Antimicrobianos en plantas — Examen fitoquimico preliminar.

Summary
Antimicrobial activity and phytochemical screening
of seven angiosperms and a propolis sample

Antimicrobial activity of ethanolic extracts from Chromolaena odorata, Mangifera indica,
Sida rhombifolia, Equisetum bogotense, Thymus vulgaris, Musa paradisiaca, Phytolacca bo-
gotensis and a propolis sample, was established by measuring the critical concentration (CC)
in two Gram(-) bacteria, three Gram(+) bacterias, a yeast and three filamentous fungi. The re-
sults showed a high activity of propolis, C. odorata, and E. bogotense against Gram(+) bacte-
ria (CC between 10 and 175 pg/mL). C. odorata and P. bogotensis exhibited partial inhibition
of C. albicans and Aspergillus niger respectively.
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Introduccion

Continuando con los estudios iniciados en
1985 sobre actividad antibacteriana (1) y en
1986 sobre accién antifiingica (2) de especies
de Angiospermas colombianas, en el presente
trabajo se informa sobre el estudio de 7 espe-
cies vegetales y una muestra de propéleo en ra-
z6n de su reputacién de ser utilizadas en
medicina popular como antiinfecciosas. A con-
tinuacién se presenta los aspectos méds notorios
sobre las especies estudiadas.

Sida rhombifolia (Malvaceae), n.v.: “Esco-
ba babosa” o “escoba negra”. Segin Gar-
cfa-Barriga (3) es un gran desinfectante y
desinflamante, Gupta (4) también informa so-
bre su actividad frente a Bacillus antracis, E. coli,
Klebsiella  pneumonie, Pseudomona  aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Salmonella typhi y Ascaris
lumbricoides y que las hojas contienen saponinas
y la raiz efedrina; en medicina ayurvédica se uti-
liza para el tratamiento de inflamaciones (5).

Mangifera indica L. (Anacardiaceae), n.v.:
“Mango”. La decoccién de la raiz se utiliza
como antihelmintico y en afecciones bronco-
pulmonares (3). De la rafz se han aislado cro-
monas como 3-hidroxi-2(4’-metoxibenzoil)
cromona y 3-metoxi-2(4’metoxibenzoil)cro-
mona (6) y triterpenoides (7).

Phytolacca bogotensis H.B.K. (Phytolacca-
ceae), n.v.: “Guaba”, “yerba de culebra”. En
muchas regiones de Colombia se utiliza en esta-
dos inflamatorios de encias, para el tratamiento
de mastitis, parotiditis y el extracto fluido en
casos de faringitis (3); P bogotensis y otras espe-
cies del mismo género contienen triterpenos
como el dcido serjénico y el dcido
3-acetiloleandlico (8).

Musa paradisiaca (Musaceae), n.v.: “Pli-
tano hartén”. Segin Bejarano y Vejarano (9) en
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“la cascara del plitano hartén maduro estin
presentes butirato de isoamilo e isovaleriato de
isoamilo, que son sustancias que retardan el
crecimiento de algunos hongos”.

Chromolaena odorata (L.) Kin & H. Ro-
binson (Asteraceae), n.v.: “Sanalotodo”. Biller
(10) informa sobre la presencia de lactonas ses-
quiterpénicas, triterpenoides, flavonoides y 5
alcaloides derivados de la pirrolidina y por me-
dio de cromatografia de gases se identificaron
mds de 40 componentes volatiles (11).

Equisetum bogotense (Equisetaceae), n.v.:
“Cola de caballo”. Es una especie muy utilizada
en medicina popular especialmente como diu-
rético y astringente y en afecciones pulmonares
por via oral (3).

Thymus vulgaris (Lamiaceae), n.v.: “Tomi-
llo”. Se utiliza popularmehte para preparar tisa-
nas sudorificas y calmantes de la tos ordinaria y
de la tosferina; también se utiliza para conservar
las carnes y como condimento (3). Ademds de
timol y carvacrol, de esta especie se aislaron fla-
vonoides (12) con importantes actividades
farmacolégicas.

Propéleo. El propéleo es una sustancia
resinosa constituida por bdlsamos y resinas
(55%), ceras (30%), aceites esenciales (10%) y
polen (5%) que las abejas producen como pro-
teccién de la colmena y de la miel a infecciones
(13). La composicién del propéleo es muy va-
riada y depende del tipo de abeja y de la clase de
plantas que visitan las abejas y en el mismo se
han encontrado 4cidos diterpénicos (14), flavo-
noides (15) y otras sustancias. El propéleo se
reconoce universalmente por sus efectos desin-
fectantes y se encontré que su extracto etanoli-
co aumenta la potencia de algunos antibiéticos
frente a Staphylococcus aureus (16).
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Parte experimental

Material vegetal

Las especies se seleccionaron con base en infor-
maciones sobre el uso popular recogida en dife-
rentes plazas de Bogotd (Paloquemao, 7 de
Agosto y Corabastos) y complementada con re-
ferencias bibliogréficas que confirmaron su uso
como antiinfecciosas. De la especie M. indica se
utiliz6 la raiz, de M. paradisiaca se procesé la cor-
teza del fruto maduro y de las demds especies la
parte aérea. Todas las especies fueron determi-
nadas en el Herbario Nacional Colombiano
(COL) y en sus archivos reposa un ejemplar de
las mismas. .

El material vegetal se sec6 en una estufa
con aire circulante a 50°C durante 48 horas, se
molid, se pasé por un tamiz No. 30 (USP) y se
almacené en recipientes herméticos a 3°C. De
propdleo se utilizé una muestra comercial (ob-
tenido en la tienda “Apinal”), se pulverizé en
mortero y se almacené igual que el material
vegetal.

Microorganismos de ensayo

Para la realizacién de los ensayos para determi-
nar la actividad antimicrobiana se utilizaron el
bacilo Gram(+) Bacillus subtillis ATCC663 3, los
bacilos Gram(-) Escherichia coli ATCC13706,
Salmonella typhi ATCC19430 y Klebsiella pneumo-
niae, el coco Gram(+) Staphyllococcus aureus
ATCC65380, la levadura Candida albicans
ATCC10231 y los hongos filamentosos Aspergi-
llus niger, Mucor sp. y Fusarium oxysporum, todos
del cepario del Departamento de Farmacia de la
Universidad Nacional de Colombia.

Andlisis Fitoquimico preliminar

A cada una de las 8 muestras (7 especies vegeta-
les y el propéleo) se les practicé un anilisis
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fitoquimico preliminar para evaluar la presencia
de alcaloides (reacciones de Mayer, Valser,
Dragendorff y Reineckato de amonio), flavo-
noides (Reaccién de Shinoda y calentamiento
con HCI para leucoantocianidinas), taninos
(Reaccién con gelatina-sal), nafto y antraquino-
nas (Reaccién de Borntriger-Kraus), saponinas
(Reacciones de espuma y de hemdlisis), esteroi-
des y/o triterpenoides (CCD y reaccién de Lie-
bermann-Burchard), lactonas terpénicas (CCD
y reaccién con vainillina-sulfdrico), cumarinas
(CCD, UV, hidroxamato férrico) y cardioténi-
cos (CCD, reaccién de Raymond), siguiendo
estrictamente la metodologfa descrita por Sana-

bria y col. (17).

Actividad antibacteriana
y antifingica

Obtencion de los extractos

Los extractos para la evaluacién de la actividad
antimicrobiana se obtuvieron por maceracion
de 10 g de material (plantas o propéleo) secoy
pulverizado en 80 mL de etanol del 95% duran-
te 12-14 horas, se agité magnéticamente a
40°C durante | hora, se filtré al vacio, se lavé el
residuo con 40 mL de etanol y se destil6 el sol-
vente en un evaporador rotatorio a una tempe-
ratura inferior a 40°C. El residuo seco se utilizé
para los ensayos.

Mantenimiento del Cepario

Las cepas de mantenimiento se obtuvieron por
incubacién de las bacterias en agar Miie-
ller-Hinton a 37°Cy la levadura y los hongos en
agar Sabouraud-dextrosa al 2% (18).

Preparacién de los in6culos

Las distintas bacterias se sembraron por estrias
en placas con agar Mieller-Hinton, se
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incubaron por 24 horas a 37°C, luego se tomé
una colonia y se sembré en 25 mL de caldo
Miieller-Hinton, se agité en vortex, se tomaron
40 uL de este indculo y se resembré en 25 mL
de caldo Mieller-Hinton, se incubé a 37°C por
24 horas y se realizaron las siguientes dilucio-
nes: 1:100.000 para las bacterias Gram(-) y
1:100 para las bacterias Gram(+) y para Candi-
da albicans, condiciones en las cuales se obtuvie-
ron entre 107 y 108 UFC (Unidades Forma-
doras de Colonias), nimero recomendado para
estos ensayos (2,18). Para C. albicans se utilizé el
mismo procedimiento sustituyendo el caldo
Miiller-Hinton por caldo Sabouraud-dextrosa
al 2%.

Los indculos para hongos se prepararon por
la siembra de 2 rodajas de agar Sabouraud-dex-
trosa al 2% (didmetro 10 mm y altura 3 mm) en
4 puntos equidistantes con el hongo correspon-
diente y luego se incub6 a 27°C durante 72 ho-
ras; luego se suspendieron las rodajas en 10 mL
de solucién salina estéril y se homogenizé por un
minuto en un agitador vortex (18).

Evaluacién de la actividad
antibacteriana por el método
de perforacién y difusién en gel

Las diluciones indicadas antes para las bacterias y
la levadura se homogenizaron en un vortex y se
tomaron 500 iL, los cuales se inocularon en via-
les con agar Miiller-Hinton (M-H) fundido a
42°C, se homogenizé en vortex y se vertieron so-
bre cajas de Petri estériles de 150 mm de didme-
tro, se dejé solidificar y se hicieron 10
perforaciones equidistantes de 7 mm de didme-
tro. En dichas perforaciones se agregaron 100
(L de: etanol del 95%, sulfato de estreptomicina
a 40 ug/mL, y diluciones de los extractos secos
en alcohol a 24.000, 12.000, 6.000, 3.000,
1.500, 750, 375y 187,5 g/mL; se dejé en pre-
difusién durante 30 minutos a temperatura

)
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ambiente, se incubé a 37°C durante 24 horas y al
cabo de este tiempo se midieron los didmetros
de inhibicién; los resultados son el promedio de
2 determinaciones. Para C. albicans se siguié el
mismo procedimiento sustituyendo el agar M-H
por agar Sabouraud-dextrosa al 2% (S-D), se in-
cubé a 25°C y como control se utilizé una solu-
cién de nitrato de isoconazol a 62,5 pg/mL.

Evaluacién de la actividad
antifingica por el método
de perforacién y difusién en gel

Se sigui6 el mismo procedimiento descrito para
la evaluacién de la actividad antibacteriana con
las siguientes modificaciones: Se utilizé agar
S-D en lugar de agar M-H; sobre los viales con
agar fundido se adicionaron 500 wL del inéculo
para E oxysporun (Eo.) y Mucor sp. (M.) y 100 uL
para A. niger (A.n.); como patrén se utilizé nitra-
to de isoconazol a 500 wg/mL para Fo y M. y
100 pg/mL para A.n.; la incubacién se llevé a
cabo a 25°C durante 48 horas.

Determinacion de la
Concentracién Critica (C.C.)

Una vez realizadas las lecturas, se grafico el lo-
garitmo natural de las concentraciones contra el
cuadrado de los didmetros de inhibicién; se tra-
26 la recta y el punto de interseccién sobre la
ordenada corresponde al valor de la Concentra-
cién Critica (2,19).

Resultados y discusion
Andlisis fitoquimico preliminar

Enla Tabla | se resumen los resultados de prac-
ticar una marcha fitoquimica preliminar (17) a
las 7 especies de plantas y la muestra de
propdleo.
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Tabla 1. Resultados de los anilisis fitoquimicos preliminares practicados a 7 especies de

Angiospermas.
. Ensayopara Co. M.p. ‘ Mi. | S _P.b. _E.b. } T.v. | Prop.
1 Alcaloides (++H) =) | (=) () ++) (++) | =) (=)
Flwvonoides | () | () | (vt | (B | @) | (k) (k) | (h)
_Nafto y/o antraquinonas | ()| () () O 0o 0 o
Taninos IS W R S T B o W B T B S T B ¢S B B G o' &
 Saponinas e CEER SN N N ICE = IS NS )
Lactomasterpénicas | (4) | () O | O | O O O | 6
Cumarinas Q) ©) } ©) &) CEEENCENENC ©)
Cadioténicos () | O O G e o ©) )
| Esteroides y/o () () \ +4H) |+ D O+ | D
| triterpenoides | | f - E

Notas: Presente en abundancia (++ +), mediana cantidad (+ +), pequefia cantidad (+), ausente (-). C.0.= Chromolaena

odorata; M.p.=Musa paradisiaca; M.i.= Mangifera indica; S.r. = Sida rhombifolia; P.b. = Phytolaca bogotensis; E.b. = Equisetum bogo-

tense; Tv.=Thymus vulgaris.

Evaluacion de la actividad
antimicrobiana

Siguiendo la metodologfa descrita, se determi-
n6 la Concentracién Critica (C.C.) de dilucio-
nes en etanol del 95% (24.000, 12.000, 6.000,
3.000, 1.500, 750, 375y 187,5 ug/mL) de los
residuos de extractos etanélicos de las 7 espe-
cies de plantas frente a los 9 organismos de
ensayo.

Inicialmente se determiné la C.C. de los
patrones sulfato de estreptomicina para bacte-
rias y nitrato de isoconazol para la levadura y los
hongos, cuyos resultados se expresan entre
corchete en g/mL: Bacillus suubtillis 6], Escheri-
chia coli [15], Salmonella typhi [26], Klebsiella
pneumoniae [20], Staphyllococcus aureus [8], Can-
dida albicans [8], Aspergillus niger [14] Mucor sp.
[32] y Fusarium oxyxporum[48].

Respecto a la actividad antibacteriana, se
encontré que en las condiciones de los ensayos,
los extractos sélo presentaron actividad frente a

40

las dos bacterias Gram(+), resultados que se
muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Concentracién Critica (en sg/mL) de
los extractos etandlicos de 7 especies de
Angiospermas frente a B. subtilis y S. aureus.

Especie B. subtilis S. aureus
C. odorata L 108 175
M. indica : 880 | 430
S. rthombifolia * 10
_E. bogotense 122 110
T. vulgaris 790 680
M. paradisiaca ©) ©)
P. bogotensis * =)
Propéleo 10 17

*=Resultados insuficientes para calcular la C.C., (-) =
Resultado negativo
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En relacién con la accién antiftngica y
frente a C. albicans, la actividad de los 8 extrac-
tos fue muy baja. Frente a C. albicans la especie
C. odorata present6 halos de reduccién a con-
centraciones comprendidas entre 12000 y 750
wg/mL; contra A. niger, la especie P bogotensis
present6 halos de reduccién del crecimiento
entre 3000 y 750 ug/mL.

De todos los resultados obtenidos se desta-
ca una significativa actividad del propéleo fren-
te a B. subtilis y S. aureus (C.C. de 10y 17 ug/mL
respectivamente), resultados comparables con
la actividad del patrén de sulfato de estreptomi-
cina (6 y 14 ug/mL) que ameritan una investi-
gacion posterior orientada a la identificacién de
los constituyentes activos. De las especies de
plantas se destaca la actividad de C. odorata y de
E. bogotense frente a las dos bacterias Gram(+)
con C.C. comprendidas entre 175 y 108
g/mL, valores para un extracto etanélico total
que permiten necesariamente el posible aisla-
miento de sustancias con potencia muy similar
a los antibidticos de uso clinico actual.

Si comparamos los resultados del andlisis
fitoquimico preliminar (Tabla 1) con la activi-
dad antibacteriana frente a B. subtilis y S. aureus
(Tabla 2), se observa que en Jos 3 extractos mas
activos (propdleo, C. odorata y E. bogotense) tie-
nen en comun la presencia de flavonoides. El
extracto de C. odorata que produce una inhibi-
cién parcial de C. albicans, da reacciones positi-
vas para flavonoides, alcaloides, lactonas
terpénicas, taninios y esteroides y/o triterpe-
noides; el extracto de P bogotensis, que inhibi6
parcialmente a A. niger, produjo reacciones po-
sitivas para alcaloides, saponinas y esteroides
y/o triterpenoides.
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