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ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE 

Phyllanthus acuminatus vahl. 

RESUMEN: 

CARMEN L!LIA GRACIA DE CiARCIA. *

Y ACKELIN SANCHEZ* 

ERNESTO GüMEZ. *

El extracto etanólico de las partes aéreas de Phyllanthus 

acumi11atus Voh! presentó actividad anti fúngica. Por medio 

de Crornatogr,1fi:1 en capa delgada. en columna y preparativa 

se aislaron dos grupos de l'racciones activas. De uno de los 

cuales se pudo SL'Jl,tr,ir Li sustancia activa "Q.1.1.A" que 

presentó actividad cuntra 8 hongos. La Concentración Míni

ma inhihitori,1 fué de 3 12 mcg/ml contra Zygorrinchus sp, 

Penicilli11111 IJ! .\' \s¡1crgil/11sfumigatus. 

SUMMARY. 

The cthanolic extract from thc aereal parts of Phyllanthus 

acu111ina111s \!uh/ showed antifungal activity. By means of 

column chromatography and preparative thin !ayer 

chrornatography two groups ofactivc f'ractions wereobtained. 

Frorn onc ofthe fractions. compound "Q.1.1.A" was isolated. 

This compound was active against 8 fungí. Thc MIC against 

Zygorri11ch11s .1¡1. l'cn ici ! I iwn sp y Aspergillusfumigatus. was 

312111/11!1. 

INTRODl iCCION: 

Debido ,1 la 1Tsistcncia cada vez mayor de los 

microorganismos ante los antibióticos. es necesario contar 

con nueva., sustancias con propiedades antimicrobianas o 

encontrar mctahóli10s con otras propiedades terapéuticas por 

esto el estudio de extractos de plantas superiores con activi

dad ant imicrohiana y productos de origen vegetal es quehacer 

de muchos invest igadorcs. 

Se pueden destacar los trahajos de Osborn y col ( 1) 

quienes investigaron la actividad antimicrobiana de cerca de 

2300 especies de 1 66 familia�.rcsultando 36 géneros activos. 

Huddlcson y col (2) estudiaron algunas especies pertene-
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cientes a 15 familias y los extractos activos fueron especies del 

género Allium, Rheum y Ribes. Farnsworth y col. ( 3) 

realizaron una revisión donde determinaron la acti,idad 

antirnicrohiana en plantas superiores. En cuanto a especies en 

particular, FL'rcnuy y coL( 4 ) determinaron la actividad 

antifúngica de un compuesto C-1 aislado de Cynanchum 

vincetoxicum L; dcSolanum carolinense (5 ) se demostró que 

posee actividad contra bacterias Gram positivas., cnArtemisio 

tridentata (6) se encontraron compuestos no volátiles activos 

frente a bacterias, de Sapium japonirnm (7) se aisló un 

compuesto con actividad antifúngica. De las raíces de 

Euphorbia jalkini I Euphorbiacea 1 ( 8 ) se aisló el galato de 

metilo que fué activo contra E. coli y dos hongos. 

Del género Phyllanthus: Haicow (9) determinó la activi

dad antibacteriana de un extracto de Plz. urinariae, las 

sustancias activas eran compuestos fcnólicos. De ph. 

acuminathus vahl, PetitG. y col. (1 O)aislaron un antineopLísico 

llamado: Phyllantosa y las phyllantostatina 1, 2. 3 ( 1 1) que 

presentaron la misma actividad, Hnatyszyn y col. de Ph. 

sellowianus (12) usado populaimente como antidiabético 

aislaron una flavona. Ueno M. y col. (13) estudiaron los 

extractos ctanólicos de cerca de 60 ejemplares de Ph. nirure 

usada como diurético en el Paraguay y un 70% fueron activos 

inhibiendo la Enzima convertidora de angiotcnsina. De 

plú!lanthus nirure, Satyanarayana y col. ( 14) aislaron dos 

nuevos hidroxy lignanos y una dibcnzohutiroacctona. En 

colomhia, H. Garcia B. ( 15) deP/i. niruri, reporta su uso como 

diurético, purgante, en algunos casos de diabetis y como 

insecticida contra nuches y piojos de animales, también dePh. 

/atryroides (barbasco) como diurético. antiespasmódico y 

estimulante en molestias del aparato urogenital. 

De acuerdo a estudios preliminares sobre varias plantas se 

reportó la actividad antimicrobiana dePhillanthus acw11inat11s 

Vahl ( 16 ). En el presente trabajo se evaluó la actividad del 

extracto alcohólico. de las fracciones purificadas y sustancias 

aisladas mediante la utilización de métodos de separación 

corroborados en forma paralela con ensayos microbiológicos 

frente a bacterias y hongos. 
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PARTE EXPERIMENTAL 

Material Vegetal. 

El material vegetal se colectó en el Km 2 de la carretera 

que conduce de Vi I kla a M¡¡bc (Cundinamarca- Colombia) a 

1200 1111. de altitud. Un ejemplar se registró en el Herbario 

Nacional Colombiano con el Nº.316580 y fué determinado 

como Phyf/011t/ws arnmi,wtus Vahl [Euphorbiaeeae]. En el 

presente estudio se empicaron las partes aéreas de la planta 

(hojas. J'lores y u1llos tiernos) 

Análisis Fitoquímico Preliminar 

Con "i() g. de material vegetal pulverizado se realizó este 

estudio pre Ji minar ( 17 ) para detectar la presencia de : 

alcaloides. esteroles y/o trilerpcnoides, flavonoides. 

antrac¡uinonas. saponinas. laninos. fenoles, lactonas terpénicas, 

cumari n:1s y de gl ic<ísiclos cardiotónicos. 

Estudio de la Actividad Antimicrobiana. 

Micmoqp111isrno, de Ensayo. 

Para l,1 evaluación de la actividad antimicrobiana se em

plearon las siguientes hacterias: 

Scm i11u /111euUC 130 (lJpjohn Company),Staphylococcus 

aureus ATCC 6338 (American Type Culture Colectíon), S. 

epidermidi I UC 719. Stre¡nococrns jáecalis FlJN (Dpto de 

Farmacia. U ni vcrsi dad Nacional ),Streptococcus. pneumonae 

FUN. B11ci!f11s c11uhrilcis FUN. l3. cereus FUN, Eschcriclzia 

col i UC 877 ,S(1/11w11ellu typ/1y FUN ,Pseudomonas aeruginosa 

TNS (lnst. N,il de Salud) y la Levadura: Candida albicans 

FUN. Se cmpbí como medio de cultivo agar soya tripticasa, 

sulfato de cslrcptomicina como sustancia de referencia (40 

mcg/ml ). 0,4 m I del producto a ensayar (extracto C y D) en 13 

mi de medio. y se sigui(i el método de dilución en agar e 

inoculaci<in múltiple en supcrl'icie modificado por Mantilla y 

Sanabria ( 1 8 ). 

La actividad antifúngica fuédetcrminaclapor el método de 

di fusi6n en gel perl'oración ( 19 ), en agar sabouraucl-destrosa. 

Los hongos para L' i cnsayo fücron: Penicil li wn sp ,Penicillium 

Steki. ,c\.11Jcrgil/11s 111_;.;er, M11cor sp, Aspergillusfumigarus, 

Fusariw11 oxi1¡1oriw11 ,Ahsidia sp, Circinella sp ,Zygorrinchus 

sp . Busidio/Jo/111 s¡J , Swuloria sp , Afrernaria sp , 

Scopularinpsis sp .Aspcrgillusflavus y Solución de nístatína 

( 250 rncg/m l) como patrón y etanol como control de solvente; 

y cxlract()s C y D ( O. 1 rnl ). todas las cepas bioquímicamcnte 

tipi i'icad:1s del bhoralorio de rnicrnbiológia de la Universidad 

Nacional. 

La actividad antímícrobiana de Phyllanthus Acuminatus 

vahl se confirmó mediante el ensayo de los extractos C y D. 

frente a los microorganismos citados anteriormente. Dichos 

extractos fueron obtenidos por maceración con etanol de I O 

g. de material vegetal con 120 mi. de alcohol, filtrado, lavado.

concentrado al vacío y llevado a un volumen de 10 mi. con

etanol del 95%: extracto C: 1 g planta/mi ele solvente y a la

dilucion 1: 1 O: extracto O: O, 1 g ele planta /mi.

Extracción De Las Sustancias Responsables 

De La Actividad Antimicrobiana. 

Con el fin de seleccionar el solvente de extracción se 

ensayaron los extractos de I O g. de material con etanol del 

95%, clorofom10 y éter de petróleo efectuados de la rnanera 

descrita antes, para así obtener los extractos concentrados a 

sequedad y luego llevados a 1 O mi con etanol para obtener el 

extracto C y D, ele cada uno de los solventes. Se dctem1ínó la 

acti vidacl antímicrobíana por duplicado. Se observó que el 

extracto etéreo presentó muy poca actividad, el clorofórmico 

y el etanólico fueron activos, siendo este último el que dió 

mayor actividad. 

Obtención del extracto ctanólico desengrasado: Se toma

ron' 1 O g. de material se maceraron con 50 mi ele éter de 

petróleo se agitaron sobre un baño de maría a temperatura 

menor de 40 ° C, por 5 minutos, se filtró en frió al vacio y se 

concentró a presión reclucicla, y el residuo del material vegetal 

secado al aíre, se extrajo con etanol, y se le hizo el tratamiento 

adecuado para obtener el extracto etanólico C y D. Se evaluó 

microbiológicamenteel extracto etéreo y el C y D. El extracto 

etanólico presentó actividad similar al que no habi"1 sido 

sometido a desengrase y el etéreo no presentó acti viciad por lo 

tanto este método fué seguido para la extracción de las 

sustancias activas del material vegetal. 

Se tomaron 500 g. de material vegetal seco, se maceraron 

por 2 h con 1 lt. ele éter de petróleo, se calentó sobre baño de 

maría a temperatura de 40 º C por 60 minutos, se agitó 

mecanicamcntc en intervalos de 15 rnin., se enfrió y se filtró 

al vacio, obtenienclose el material vegetal ··c1eseng1 _.sado .
.
. El 

filtrado etéreo fué concentrado a presión reducida y determi

nada su actividad antimíerobiana. El material vegetal 

desengrasado, secado a temperatura arn bien te, se maceró por 

24 h. con 2,5 Lt. de etanol del 95%, se calentó con agitación 

mecánica a 200 r.p.m. sobre baño de maria a temperatura de 

60"C por l h, en intervalos ele !O min., se enfrió y J'iltróal 

vacío; en igual forma el residuo fué extraído cada vez con 1 

lt. de etanol del 95% (hasta 6 Lt). Se reunieron los íillrados 

se concentró a presion reducida y se obtuvieron 12'.'i g. de 

extracto etanólico desengrasado: extracto .
. 
Q .. , el cual f'ué 

evaluado microbiológicamente. 
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50 g. del extracto "Q", fueron absorvidos en 60 g. de sílica 
gel S para cromatografía en columna ( Ridel De-Haen) (colum
na Nº 1) hasta obtener un poi vo fino homogéneo: la muestra así
preparada rué scparnda por C. en C. sobre sílica gel tipo 60, 
se eluyó inicialmente con cloroformo, luego CHCl,-metanol 
98:2, 95:5. hasta 50:50. Se recolectaron 350 fracciones de a 25 
mi, fueron concentradas y controladas por CCD. se combina
ron de acuerdo a Rr y coloraciones con reveladores, 
obtenienclose 50 grupos de fracciones. Se redisolvieron en 
etanol para los e11sayos microbiokígicos, ele acuerdo a resulta
dos cromatogrM1cos y actividad anti microbiana se reunieron 
de la 1 O a lé1 20 y 24 a 36, las cuales se denominaron "Q 1 .. y 
"Q., respectivamente 

Purificación de las Fracciones Activas: 

La fracción activa "Qi' dió buena separación por CCO en 
Benceno-éter ctíl ico 9: 1. se tomaron 3 g. del extracto adsorbidos 
en sílica gel S y se separaron por CC (columna Nº 2) sobre
sílica gel 60 (para CC. ). se empezó la elución con Benceno y 
se aument<i un poco la polaridad con éter etílico hasta 70:30, 
se recogieron 1 1 O lú1ccioncs de a I O mi., se concentraron, 
pesaron y por CCO y porevaluación según el ensayo antifúngico 
se reunieron en 13 grupos. Los grupos de la 5 a la 9 con Rf 
semejante y act ividacl anti fúngica similar se reagruparon en 
una sola: "Q.1.1 ... 

Q.1.1. por CCD. en Benceno-éter etílico 94:6, mostró 2
manchas dcl'i 11 idas (.Rf: O. 78, 0,53 ), por bioautografía en 
capa delgada ( Klinc y Golab (20), modificado por Castrillón 
y farfán (21) se vi<i que la mancha de mayor Rf y coloración 
violeta con vainillina-acido o-fosfórico era responsable de la 
actividad. La sustancia activa se separó por Cromatografía 
preparativa en capa delgada (CCDP), en el solvente anterior, 
se raspó y se extrajo de la sílica con cloroformo, se concentró 
y se llamó ··o. 1. I .J\ . de la cual se controló la pureza por C. 
bidimensional empleando diferentes solventes en una y en otra 
dirección: mostró una sola mancha. Con una cantidad adecua
da de esta sustancia se efectuó la actividad antifúngica, contra 
los tres hongos que presentó mayor actividad. 

La Fraccicín activa Q.2". (fracciones de la 24 a la 36 ele la
columna n" 1) rué analizada por CCD. con varias mezclas de 
sol ventes, dando 2 manchas bien definidas con: Benceno
acetato de etilo-acetona (60:30: 10) y revelador: vainillina
ácido o-lúsl'órico . .la actividad por Bioautografía se vió bas
tante disminuida: Se hizo separación ele las 2 sustancias por 
CCDP. luegn cada sustancia fué analizada microbológicamente 
contra 3 hongos y también se efectuó una Bioautografía. 

Conccntré1ción mínima inhibitoria: Se determinó a la 
sustancia activa "().1.1.A .

.. 
por el método ele difusión en gel 

perforación (Castrillón, C.E. 22), la sustancia presenta activi
dad a concentraciones desde 10000 hasta 312 mcg/ml.. uti 1 i
zando como patrón de comparación Nistatina, y contra los 3 
hongos que dió mayor actividad en todos los ensayos. 

RESULTADOS Y DISCUSION. 

Análisis Fitoquímico Preliminar. 

En el análisis preliminar efectuado a la planta, se obtuvie
ron reacciones positivas para ilavonoides (shinoda y cloruro 
férrico), lactonas terpénicas (CCD, hidroxámato férrico y 
vainillina ácido o-fosfórico), taninos (gelatina-sal y cloruro 
férrico al 10% ), antraquinonas (Bortrager-Kraus) y esteroides 
y/o triterpeniodes libres (CCD, Lieberman-burchard). Se ob
servaron reacciones negativas para alcaloides, cumarinas. 
saponinas y glicósidos cardiotónicos. 

Actividad Antimicrobiana del Extracto 

Etanólico 

El extracto etanólico C y D no presentó actividad contra las 
bacterias Gram positivas, Gram negativas ni contra la levadu
ra. Frente a los hongos, se observó que el extracto C presentó 
inhibición frente aPenicilliumsp, aspergillus niger, Aspergillus 

fumigatus, Fusarium oxysporium, Absidia sp, Circinella sp, 

Zygorrinchus sp, Basidiobolus y el extracto D inhibió el 
crecimiento de Aspergillusfúmigatus y Zygorrinchus sp. 

Separación de las sustancias responsables de la 

Actividad: 

Selección del solvente de extracción: los extractos C y D 
obtenidos en etér de petroleo, cloroformo y etanol, no presen
taron actividad antibactcriana, pero su actividad antifúngica 
contra los 14 hongos permitió escoger al etanol del 95% como 
mejor solvente ya que se obtuvieron halos nítidos contra los 
hongos citados anteriormente. Igualmente el extracto ele I O g. 
de material desengrasado con etér de petróleo con el objetivo 
ele empezar a climi nar impurezas como pigmentos y clorofilas, 
que luego fué tratado con etanol dió actividad comparable al 
extracto etanólico sin desengrasar respecto a las bacterias 
ensayadas y a los hongos. Y el líquido de desengrase en 
concentración proporcional no presentó actividad antifúngica. 
y fué el método escogido para preparar el extracto para separar 
las fracciones activas de la planta. 

De acuerdo a ensayos preliminares 500 g. de material 
vegetal desengrasado y seco fueron extraídos con etanol del 
95% se produjeron 125 g. de extracto denominado "Q". 50 g. 
fueron separados por CC. (columna Nº l )  por elución con
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cloroformo inicialmente y luego se aumento polaridad con 
metanol hasta obtener 350 fracciones. Se reunieron 50 grupos 
de acuerdo a Rr similares en varios solventes y con varios 
reveladores ( cuyo peso fué de 27% de los 50 g ) y por el 
ensayo anti l'úngico. Los grupos de fracciones de la I O a la 20 
en conccntracioncs de 10.000 a 785 mcg/ml presentan una 
actividad antifúngica marcada, se presentan halos nítidos 
especial mente contra: Penicilliun, sp, Aspergillus fumigatus; 

Zigorri11ch11s s¡>.: S011dorio sp. y Scopuloriopsis sp. Además 
reducción de la actividad contra Circinella sp, Sandaria Sp, 

Absidio Sp. Fusoriu111 oxysporium; Aspergillus niger y 

Penicilli11111 .1tcki. y de la 24 a la 36 presentan una actividad 
antifúngica reducida contra estos mismos microorganismos, y 
no hay actividad contra Scopulariapsis sp. 

Purificaciún de las Fracciones Activas: 

De acuerdo a su actividad antifúngica semejante y por 
CCD. manchas con Rf semejantes, las fracciones activas de la 
1 O a la 20 fueron rcun idas en la fracción activa "Q l ". (peso
3.15 gl. por CCD se vió la presencia de más de 3 manchas no
definicbs y jl( ,r h,oautografía se observó que sólo una era
responsable de la actividad. de la separación de 3 g. por CC.
el u ida con henceno-éter el íl ico. de las 1 1 O fracciones (82,54%
ele peso). "htcnidas se reunieron en 13 grupos debido a
similitud de R r por CCD. y a la actividad antiúngica contra 12
hongos. Se vió que las fracciones de la 5 a la 9 presentaron
halos níl idos y d iümetro semejante que los de ensayos anterio
res. especial111c111e contra Pe11icilliunz sp, Aspergillus y

Zygorri11ch11s .1p. [si as se rcun iron en una denominda fracción
activa "Q.1.1." ( 1.03 g). por CCD. en Benceno-éter etflico
94:6 y rc\'clado co11 vainillina-Acido o-fosfórico; dió dos
manchas Av (3 cnn Rf: 0.53 (morado) y Rf: .78 (violeta). Por
hioaulograt'ía se \'i<í que la mancha con Rf .78 era la responsa
hle ele la actividad. por lo tanto por CCDP (preparativa) se
aisló la sus1a11cia "Q. 1. 1 .A .. (peso: 0,20 g), la cual por CCD
bielime11sional co11 J sistemas de solventes de diferente pola
ridad mostró que estaba pura.

El ensayo antifúngico de "Q.1.1.A.·' en concentración de 
3.000 mcg/m l rnucslrn acl i vi dad contra Penicillium sp. (19 
mm N ).1\s¡Jergi//11.1,!umigatus (25 Nitido ),Absidia sp. (15 R), 
Circinello sp. ( 14 R). Zrgorrinclws sp. (25N), Basidiobolus 

( 12N). Sonden iu Sp. ( 14 R ). Scopulariapsis sp. ( l 2R). contra 
unos microorganismos mayor a la del extracto etanólico 
original.(C) y contra otrns dió actividad que antes no se 
mostraba. 

El grupo de fracciones ele la 24 a la 36 eluidas de la columna 
Nº 1. rnostraro11 actividad a11tifúngica pero especialmente
reducción de la actividad contraAspergillus niger. Circinella 

sp y Zygnni11ch11.1· .1¡J. y por CCD. por Rf se reagruparon en la 
denominada Fraccit'l11 activa "Q.2.'' ( 1,7 g). Por CCD. con 

Benceno-acetato de etilo- acetona 60:30: 1 O mostró 2 manchas 
Ade Rf: 0,62 (azul fluorescente al U.V. y violeta con vainillina) 
y B: Rf: 0,54 (azul). y por bioautografía ambas presentan 
actividad antifúngica como reducción del crecimiento. La 
separación por CCDP. con el solvente anterior. produjo dos 
sustancias: "Q.2.A" y "Q.2.B". que fueron evaluadas por el 
método de difusión en gel contra 3 hongos dando como 
resultado pérdida de la actividad antifúngica. Esto hace pensar 
que las dos sustancias aisladas no presentan actividad pero 
reunidas en la fracción "Q.2" poseen potenciación de sus 
actividades. 

La sustancia activa "Q.1.1.A", se presenta corno un líquido 
amarillo de consistencia viscosa, no cristalizable, soluble en 
etanol, clorofonno, y un poco en agua. Por CCD. desarrollada 
en Benceno-éter etílico 94:6 y revelada con vainillina-ácido o
fosfórico dió coloración violeta al igual que con vainillina 
ácido sulfúrico y Lieberman Burchard, característica de 
esteroides y de triterpenoides libres. Con hidroxamato férrico 
da coloraciones características de lactonas terpénicas, con 2-
4 Di nitro fenilhidrazina coloración amarilla característica de 
grupos carbonilos y con yodo coloración amarilla intensa. En 
resumen la sustancia posiblemente presenta un grupo lactona, 
carbonilo con estructura terpénica pero debido a todos los 
ensayos microbiológicos no alcanzó para continuar su identi
ficación por métodos espectroscópicos, además se nota que 
con el tiempo alcanza a perder un poco de actividad. 

Determinación de la Concentración Mínima Inhibitoria de 
la sustancia activa "Q. 1 .1 .A". 

A La sustancia activa "Q.1.1.A" pura se le determinó la 
CMI. por difusión en gel, los resultados se pueden observar en
la tabla Nº. 1. se observa que la sustancia es activa hasta 312
mcg./ml. (menor concentración que inhibe el crecimiento).

TABLA N
º l. Resultados Del Ensayo Microbiológico 

Para La Determinación De La Concentración Minima 
Inhibitoria de la sustancia activa "Q.1.1.A". 

Concentración Penicillium Aspergillus Zygorrinchus 
mcg/ml. sp. fumigatus sp. 

10000 14 R 13 R 16N 
5000 15 R 12R 15 N 
2500 13 R 11 R 14 N 
1250 IOR 13 R 13 N 
625 9R IOR ION 
312 9R ION 11 R 
156 -- -- --

78 -- -- --

39 -- -- --

19 -- -- --

����������������-111f--���������������-
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Convenciones: Blanco: etanol 95'fo. Halo se expresa en mm. 

N: halo nítido. R: halo de reducción, No activo(-), Control 

de comparaci<í11: Nistatina 250 mcg/ml. 

De acuerdo con estos rc'.sultados esta sustancia "Q. J. 1 .A" 

debido a su actividad anti fúngica amerita seguir estudiandola 

puesto que sust:lllcias con este tipo de actividad son importan

tes por la resistencia que presentan estos microorganismos. 

Ademüs su posihlc utilidad en la industria agrícola como 

sustancia prescr\'adora de plantas en infecciones causadas por 

hongos ya que contra varios ele los que presenta actividad son 

fitopatógenos. Se continuará la elucidación estructural de esta 

y de las sustancias que poseen si nergismo en su actividad. 
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