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RESUMEN:

El extracto ctandlico de las partes aéreas de Phyllanthus
acuminatus Vahl presenté actividad antifingica. Por medio
de Cromatogralia en capa delgada, en columna y preparativa
se aislaron dos grupos de [racciones activas. De uno de los
cuales sc pudo separar la sustancia activa “Q.1.1.A” que
presentd actividad contra 8 hongos. La Concentracién Mini-
ma inhibitoria fu¢ de 312 mcg/ml contra Zygorrinchus sp,
Penicillivm sp v Aspergillus fumigatus.

SUMMARY.

The cthanolic extract from the aereal parts of Phyllanthus
acuminatis Vahl showed antifungal activity. By means of
column chromatography and preparative thin layer
chromatography two groups ol active fractions were obtained.
From one of the fractions. compound “Q.1.1.A” was isolated.
This compound was active against 8 fungi. The MIC against
Zygorrinchus sp, Penicillium sp y Aspergillus fumigatus. was
312 m/ml.

INTRODUCCION:

Debido o la resistencia cada vez mayor de los
microorganismos ante los antibidticos. es necesario contar
con nucvas sustancias con propicdades antimicrobianas o
encontrar metabdlitos con otras propiedades terapéuticas por
esto cl estudio de extractos de plantas superiores con activi-
dad antimicrobianay productos de origen vegetal es quehacer
de muchos investigadores.

Se pueden destacar los  trabajos de Osborn y col (1)
quicnes investigaron la actividad antimicrobiana de cerca de
2300 especies de 166 familias.resultando 36 géneros activos.
Huddleson y col (2)  estudiaron algunas especies pertene-
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cientesa |5 familiasy los extractos activos fueron especies del
género Allium, Rheum 'y Ribes. Farnsworth y col. ( 3)
realizaron una revision donde determinaron la actividad
antimicrobianaen plantas superiores. En cuanto a especies en
particular, Ferenczy y col.( 4 )  determinaron la actividad
antifingica de un compuesto C-1 aislado de Cynanchum
vincetoxicum L; deSolanum carolinense (5 ) se demostro quc
posecactividad contra bacterias Gram positivas., cnArtemisia
tridentata(6) se encontraron compuestos no voldtiles activos
frente a bacterias, de Sapium japonicum (7) se aisld un
compuesto con actividad antifingica. De las raices de
Euphorbia jalkini |Euphorbiacea] ( 8 ) se aisl6 el galato de
metilo que fué activo contra E. coli y dos hongos.

Del género Phyllanthus: Haicow (9) determind la activi-
dad antibacteriana de un extracto de Ph. urinariae, las
sustancias activas eran compuestos fendlicos. De ph.
acuminathusvahl, PetitG. ycol.(1@)aislaron un antineopldsico
illamado: Phyllantosa y las phyllantostatina 1, 2, 3 (11) quc
presentaron la misma actividad, Hnatyszyn y col. de Ph.
sellowianus (12) usado popularmente como antidiabético
aislaron una flavona. Ueno M. y col. (13) estudiaron los
extractos etandlicos de cerca de 60 ejemplares de Ph. nirure
usada como diurético en el Paraguay y un 70% fueron activos
inhibiendo la Enzima convertidora de angiotensina. De
phillanthus nirure, Satyanarayana y col. (14) aislaron dos
nuevos hidroxy lignanos y una dibenzobutiroacetona. En
colombia, H.GarciaB. (15)dePh. niruri ,reportasuusocomo
diurético, purgante, en algunos casos de diabetis y como
insecticidacontranuchesy piojos de animales, también de Ph.
latryroides (barbasco) como diurético, antiespasmdédico y
estimulante en molestias del aparato urogenital.

De acuerdo a estudios preliminares sobre varias plantas se
reportd la actividad antimicrobianadePhillanthus acuminatus
Vah!l ( 16). En el presente trabajo se evalud la actividad del
extracto alcohdlico, de las fracciones purificadas y sustancias
aisladas mediante la utilizacién de métodos de separacién
corroborados en forma paralela con ensayos microbiolégicos
frente a bacterias y hongos.

N -

No. 24 1995



REVISTA COLOMBIANA DE CIENCIAS QUIMICO-FARMACEUTICAS

PARTE EXPERIMENTAL
Material Vegetal.

El material vegetal se colectdo en el Km 2 de la carretera
que conduce de Villeta a Mabe (Cundinamarca- Colombia) a
1200 mt. de altitud. Un ejemplar se registré en el Herbario
Nacional Colombiano con el N°.316580 y fué determinado
como Phyllanthus acuminatus Vahl [Euphorbiaceae]. En el
presente estudio se emplearon las partes aéreas de la planta
(hojas, lores y tallos ticrnos)

Analisis Fitoquimico Preliminar

Con 50 ¢. dc material vegelal pulverizado se realizo este
cstudio preliminar (17 ) para detectar la presencia de :
alcaloides, esteroles y/o triterpenoides, flavonoides,
antraquinonas. saponinas. taninos, fenoles, lactonasterpénicas,
cumarinas y de glicosidos cardiotonicos.

Estudio de 1a Actividad Antimicrobiana.

Microorganismos de Ensayo.

Para la cvaluacion de la actividad antimicrobiana se em-
plearon las siguientes bacterias:

Sarcina hteaUC 130 (Upjohn Company),Staphylococcus
aureus ATCC 6338 (American Type Culture Colection), S.
epidernicis UC 719, Streprococcus faecalis FUN (Dpto de
Farmacia. Universidad Nacional).Streprococcus. pneumonae
FUN. Bacillus anthracis FUN, B. cereus FUN, Escherichia
coliUC 877 .Salmonellatyphy FUN,Pseudomonas aeruginosa
INS (Inst. Nal de Salud) y la Levadura: Candida albicans
FUN. Sc empleé como medio de cultivo agar soya tripticasa,
sulfato de estreptomicina como sustancia de referencia (40
mcg/ml). 0,4 ml del productlo aensayar (extracto Cy D)en 13
ml de medio. y se siguié ¢l método de dilucién en agar e
inoculacién multiple en superficie modificado por Mantilla y
Sanabria ( 18 ).

La actividad antifungica fué determinada por el método de
difusion en gel perforacion (19 ). en agar sabouraud-destrosa.
Los hongos paraclensayo fucron: Penicillium sp .Penicillium
Steki . Aspergillus niger , Mucor sp, Aspergillus fumigatus ,
Fusariumoxisporium ,Absidia sp .Circinellasp ,Zygorrinchus
sp . Basidiobolus sp . Sandaria sp , Alternaria sp ,
Scopulariapsis sp . Aspergillus flavus y Solucion de nistatina
(250 meg/ml) como patrén y etanol como control de solvente;
y extractos Cy D (0.1 ml). todas las cepas bioquimicamente
tipificadas del laboratorio de microbiolégia de la Universidad
Nacional.

La actividad antimicrobiana de Phyllanthus Acuminatus
vahl se confirmo mediante el ensayo de los extractos Cy D.
frente a los microorganismos citados anteriormente. Dichos
extractos fueron obtenidos por maceracién con etanol de 10
g.de material vegetal con 120 ml. de alcohol, filtrado, lavado.
concentrado al vacio y llevado a un volumen de 10 ml. con
etanol del 95%: extracto C: 1g planta/ml de solvente y a la
dilucion 1:10: extracto D: 0,1 g de planta /ml.

Extraccion De Las Sustancias Responsables
De La Actividad Antimicrobiana.

Con el fin de seleccionar el solvente de extraccion se
ensayaron los extractos de 10 g. de material con etanol del
95%, cloroformo y éter de petréleo efectuados de la manera
descrita antes, para asi obtener los extractos concentrados a
sequedad y luego llevados a 10 ml con etanol para obtener el
extracto C y D, de cada uno de los solventes. Se determiné la
actividad antimicrobiana por duplicado. Se observé que el
extracto etéreo presentd muy poca actividad, el cloroférmico
y el etandlico fueron activos, siendo este tltimo el que did
mayor actividad.

Obtencidn del extracto etandlico desengrasado: Se toma-
ron'10 g. de material se maceraron con 50 ml de éter de
petréleo se agitaron sobre un bafio de marfa a temperatura
menor de 40 ° C, por 5 minutos, se filtré en frid al vacio y s¢
concentrd a presion reducida, y el residuo del material vegetal
secado al aire, se extrajo con etanol, y se le hizo el tratamiento
adecuado para obtener el extracto etandlico C y D. Se evalué
microbiolégicamente el extractoetéreoy el Cy D. Elextracto
etandlico presentd actividad similar al que no habia sido
sometido adesengrase y el etéreo no presentd actividad porlo
tanto este método fué seguido para la extraccion de las
sustancias activas del material vegetal.

Se tomaron 500 g. de material vegetal seco, se maceraron
por 2hcon | It. de éter de petrdleo, se calento sobre bafio de
marfa a temperatura de 40 © C por 60 minutos, se agito
mecanicamente en intervalos de 15 min., se enfrid y se filuré
al vacio, obteniendose el material vegetal "desengrasado™. El
filtrado etéreo fué concentrado a presién reducida y determi-
nada su actividad antimicrobiana. El material vegetal
desengrasado, secado a temperatura ambiente, se macero por
24 h. con 2,5 Lt. de etanol del 95%, se calentd con agitacion
mecdnica a 200 r.p.m. sobre bafio de maria a temperatura dc
60°C por | h, en intervalos de 10 min., se enfrié y filtré al
vacio; en igual forma el residuo fué extraido cada vez con |
It. de etanol del 95% (hasta 6 Lt). Se reunieron los filtrados
se concentrd a presion reducida y se obtuvieron 125 g. de
extracto etandlico desengrasado: extracto "Q", el cual fué
evaluado microbiol6gicamente.
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50 g. del extracto "Q”, fueron absorvidos en 60 g. de silica
gel S paracromatografiaen columna( Ridel De-Haen) (colum-
na N°I) hastaobtener un polvo finohomogéneo; lamuestra asi
preparada lué separada por C. en C. sobre silica gel tipo 60,
se eluyo inicialmente con cloroformo, luego CHCI,-metanol
98:2,95:5. hasta 50:50. Se recolectaron 350 fraccionesde a25
ml, fueron concentradas y controladas por CCD. se combina-
ron de acuerdo a Rf y coloraciones con reveladores,
obteniendose 50 grupos de fracciones. Se redisolvieron en
etanol paralos ensayos microbiolégicos, de acuerdo aresulta-
dos cromatogrificos y actividad antimicrobiana se reunieron
de la 10 ala 20y 24 a 36, las cuales se denominaron "Q,"y
“Q. ,.respectivamente

Purificacion de las Fracciones Activas:

La fraccion activa "Q,” di6 buena separacion por CCD en
Benceno-éleretilico9: 1. setomaron 3 g. del extracto adsorbidos
en silica gel S y sc¢ separaron por CC (columna N° 2) sobre
silica gel 60 (para CC.), se empezd la elucién con Benceno y
se aumento un poco la polaridad con éter etilico hasta 70:30,
se recogicron | [0 fracciones de a 10 ml., se concentraron,
pesarony por CCBYy porevaluacion seginelensayoantifingico

se reunieron cn 13 grupos. Los grupos de la 5 a la 9 con Rf

semejante y actividad antifiingica similar se reagruparon en
una sola: "Q.1.1."

Q.l.1. por CCD. en Benceno-éter etilico 94:6, mostré 2
manchas definidas ((Rf: 0.78, 0,53 ), por bioautografia en
capadelgada ( Kline y Golab (20), modificado por Castrillén
y Fartan (21) sc vid que la mancha de mayor Rf y coloracién
violeta con vainillina-acido o-fosférico era responsable de la
actividad. La sustancia activa se separ6é por Cromatografia
preparativa cn capa delgada (CCDP), en el solvente anterior,
se raspo y s¢ extrajo de la silica con cloroformo, se concentré
y se llamo "Q.1.1.A". de la cual se controld la pureza por C.
bidimensional empleando diferentes solventesenunay en otra
direccién; mostré unasola mancha. Con una cantidad adecua-
dadeesta sustancia se efectud la actividad antifungica, contra
los tres hongos que presentd mayor actividad.

La Fraccion activa Q.27 (fracciones de la 24 ala 36 de la
columna n®1) fué analizada por CCD. con varias mezclas de
solventes, dando 2 manchas bien definidas con: Benceno-
acetato dc ctilo-acetona (60:30:10) y revelador: vainillina-
dcido o-fos{drico..la actividad por Bioautografia se vié bas-
tante disminuida: Sc hizo separacién de las 2 sustancias por
CCDP. lucgocadasustancia fué analizadamicrobolégicamente
contra 3 hongos y también se cfectud una Bioautografia.

Concentracion minima inhibitoria:  Se determind a la
sustancia activa "Q.1.[.A.” por el método de difusion en gel

perforacion (Castrillon, C.E. 22), lasustancia presenta activi-
dad a concentraciones desde 10000 hasta 312 mcg/ml.. utili-
zando como patrén de comparacién Nistatina, y contra los 3
hongos que di6 mayor actividad en todos los ensayos.

RESULTADOS Y DISCUSION.
Analisis Fitoquimico Preliminar.

En el andlisis preliminar efectuado a la planta, se obtuvie-
ron reacciones positivas para flavonoides (shinoda y cloruro
férrico), lactonas terpénicas (CCD, hidroxdmato férrico y
vainillina dcido o-fosfdrico), taninos (gelatina-sal y cloruro
férricoal 10%), antraquinonas (Bortriger-Kraus) y esteroides
y/o triterpeniodes libres (CCD, Lieberman-burchard). Se ob-
servaron reacciones negativas para alcaloides, cumarinas,
saponinas y glicdsidos cardiotdnicos.

Actividad Antimicrobiana del Extracto
Etanolico

ElextractoetandlicoCy D nopresentd actividad contralas
bacterias Gram positivas, Gram negativas ni contra la levadu-
ra. Frente a los hongos, se observo que el extracto C presentd
inhibiciénfrente aPenicillium sp, aspergillus niger, Aspergillus
Sfumigatus, Fusarium oxysporium, Absidia sp, Circinella sp,
Zygorrinchus sp, Basidiobolus y el extracto D inhibié el
crecimiento de Aspergillus fumigatus y Zygorrinchus sp.

Separacion de las sustancias responsables de la
Actividad:

Seleccion del solvente de extraccién: los extractos Cy D
obtenidos en etér de petroleo, cloroformo y etanol, no presen-
taron actividad antibacteriana, pero su actividad antifingica
contra los 14 hongos permitié escoger al etanol del 95% como
mejor solvente ya que se obtuvieron halos nitidos contra los
hongos citados anteriormente. [gualmente el extractode 10 g.
de material desengrasado con etér de petréleo con el objetivo
deempezaraeliminarimpurezas como pigmentos y clorofilas.
que luego fué tratado con etanol di6 actividad comparable al
extracto etandlico sin desengrasar respecto a las bacterias
ensayadas y a los hongos. Y el liquido de desengrase en
concentracion proporcional no presento actividad antiftingica.
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 extraidos con etanol del
95% se produjeron 125 g. de extracto denominado "Q™. 50 g.
fueron separados por CC. (columna N° 1) por elucién con
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cloroformo inicialmente y luego se aumento polaridad con
metanol hasta obtener 350 {racciones. Se reunieron 50 grupos
de acuerdo a R[ similares en varios solventes y con varios
reveladores  (cuyo peso fué de 27% de los 50 g ) y por el
ensayo antiftingico. Los grupos de fracciones de la 10 ala20
en concentraciones de 10.000 a 785 mcg/ml presentan una
actividad antilingica marcada, se presentan halos nitidos
especialmente contra: Penicilliuni sp, Aspergillus fumigatus;
Zigorrinchus sp.. Sandaria sp. y Scopulariapsis sp. Ademas
reduccion de la actividad contra Circinella sp, Sandaria Sp,
Absidia Sp. Fusarium oxysporium; Aspergillus niger y
Penicillivm steki. v de la 24 a la 36 presentan una actividad
antifiingica reducida contra estos mismos microorganismos, y
no hay actividad contra Scopulariapsis sp.

Purificacion de las Fracciones Activas:

De acuerdo a su actividad antifingica semejante y por
CCD. manchas con Rf semejantes, las fracciones activas de la
10 a la 20 fueron reunidas cn la fraccién activa “Q1”. (peso
3,15 @), por CCD sc vio la presencia de mds de 3 manchas no
definidos y por bioautografia se observé que sélo una era
responsable de la actividad. de la separacion de 3 g. por CC.
cluidacon benceno-éieretilico. delas | 10 fracciones (82,54%
de peso). obtenidas se reunieron en 13 grupos debido a
similitud de R por CCD. y a la actividad antitingica contra 2
hongos. Se vio que las {racciones de la 5 a la 9 presentaron
halosnitidos y didametro semejante que los de ensayos anterio-
res. cspecialmente contra Penicillium sp, Aspergillus y
Zygorrinchus sp. Estas se reuniron en una denominda fraccion
activa "Q.1.1.” (1.03 g). por CCD. en Benceno-éter etilico
94:6 y revelado con vainillina-Acido o-fosférico; dié dos
manchas A v B con Rf: .53 (morado ) y Rf: .78 (violeta). Por
bioautografia se vio que l[a mancha con Rf .78 era la responsa-
ble de la actividad. por lo tanto por CCDP (preparativa) se
aislo la sustancia "Q.1.1.A” (peso: 0,20 g), la cual por CCD
bidimensional con 3 sistemas de solventes de diferente pola-
ridad mostré que estaba pura.

El ensayo antifingico de "Q.1.1.A.” en concentracion de
3.000 meg/ml muestra actividad contra Penicillium sp. (19
mm N). Aspereillus fumigatus (25 Nitido), Absidia sp. (15R),
Circinella sp. (14 R), Zvgorrinchus sp. (25N), Basidiobolus
(12N). Sandaria Sp. (14 R). Scopulariapsis sp. (12R). contra
unos microorganismos mayor a la del extracto etandlico
original.(C) v contra otros dié actividad que antes no se
mostraba.

El grupode raccionesde la24 ala 36 eluidasde lacolumna
N° I. mostraron actividad antifiingica pero especialmente
reduccion de la actividad contraAspergillus niger. Circinella
spy Zygorrinchus sp. v por CCD. por RI'se rcagruparon en la
denominada Fraccion activa 7Q.2." (1,7 g). Por CCD, con

Benceno-acetato de etilo- acetona 60:30:10 mostré 2 manchas
AdeRf: 0,62 (azul fluorescente al U.V.y violetacon vainillina)
y B: Rf: 0,54 (azul). y por bioautografia ambas presentan
actividad antifiingica como reduccién del crecimiento. La
separacion por CCDP. con el solvente anterior. produjo dos
sustancias: “Q.2.A” y “Q.2.B”. que fueron evaluadas por el
método de difusion en gel contra 3 hongos dando como
resultado pérdida de la actividad antifingica. Esto hace pensar
que las dos sustancias aisladas no presentan actividad pero
reunidas en la fraccién “Q.2” poseen potenciacién de sus
actividades.

Lasustanciaactiva“Q.1.1.A”, se presentacomo un liquido
amarillo de consistencia viscosa, no cristalizable, soluble cn
etanol, cloroformo, y un poco en agua. Por CCD. desarrollada
en Benceno-éteretilico94:6y revelada con vainillina-acido o-
fosférico dié coloracién violeta al igual que con vainillina
dcido sulftirico y Lieberman Burchard, caracteristica de
esteroides y de triterpenoides libres. Con hidroxamato férrico
da coloraciones caracteristicas de lactonas terpénicas, con 2-
4 Dinitro fenilhidrazina coloracién amarilla caracteristica de
grupos carbonilos y con yodo coloracion amarilla intensa. En
resumen la sustancia posiblemente presenta un grupo lactona,
carbonilo con estructura terpénica pero debido a todos los
ensayos microbiolégicos no alcanzé para continuar su identi-
ficacion por métodos espectroscépicos, ademds se nota que
con el tiempo alcanza a perder un poco de actividad.

Determinacién de la Concentracion Minima Inhibitoria de
la sustancia activa “Q.1.1.A”.

A La sustancia activa “Q.1.1.A” pura se le determing la
CML. pordifusiénen gel, los resultados se pueden observaren
latabla N°. 1.se observa que la sustancia es activa hasta 312
mcg./ml. (menor concentracién que inhibe el crecimiento).

TABLA N° 1. Resultados Del Ensayo Microbioldgico
Para La Determinacién De La Concentracion Minima
Inhibitoria de la sustancia activa “Q.1.1.A".

Concentracion Penicillium Aspergillus Zygorrinchus
meg/ml. Sp. fumigatus Sp.
10000 14R 13R 16 N
5000 I5R 12R I5N
2500 13R 1t R 14N
1250 10R I3R 13N

625 9R IOR 10N
312 9R 10N 1R
156 - - -
78 - - -
39 - - -
19 - - -
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Convenciones: Blanco:etanol 95%. Halo seexpresaen mm.
N: halo nitido. R: halo de reduccion, Noactivo (-), Control
de comparacidn: Nistatina 250 mcg/ml.

De acuerdo con estos resultados esta sustancia “Q.1.1.A”
debido a su actividad antifingica amerita seguir estudiandola
puesto que sustancias con este tipo de actividad son importan-
tes por la resistencia que presentan ¢stos microorganismos.
Ademads su posible utilidad cn la industria agricola como
sustancia prescrvadorade plantas en infecciones causadas por
hongos ya que contra varios de los que presenta actividad son
fitopatogenos. Sc continuard la clucidacion estructural de esta
y de las sustancias que poseen sinergismo en su actividad.
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