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AISLAMIENTO DE SUSTANCIAS CON ACTIVIDAD 

ANTOMICROBIANA DE Raimondia quinduensis. 

RESUMEN 

De la parle aérea de Raimondia quinduensis (H.B.K.) 
Safford, se aislaron dos fracciones principales: Una de 
alcaloides, activa contra I O bacterias Gram positivas a 
nivel de 62,5-1.000 mcg/ml, y otra de flavonoides, ac­
tiva conlra 8 bacterias Gram positivas y 6 Gram nega­
tivas a 2.50-1. 000 mcg/ml. 

SUMMARY 

From the aerial part of Raimondia quinduensis 
(H.B.K) Safford, were isolated 2 principal fractions:. 
one of alkaloids, with activity against 10 Gram posi­
tive bacterias to 62,5-1.000 mcg/ml and other of fla­
vonoids, active against 8 Gram positive and 6 Gram 
negative bacterias to 250-1.000 mcg/ml. 

INTRODUCCION 

Las plantas se han utilizado desde hace mucho 
tiempo como agentes antimicrobianos en la cura­
ción de enfermedades infecciosas y por esta razón 
se han realizado muchas investigaciones con el fin 
de determinar la actividad antimicrobiana de nu­
merosas especies. Por ejemplo, Farnsworth y col. 
( 1) efectuaron una revisión sobre un gran número
de trabajos que tuvieron como objetivo encontrar
plantas con actividad antimicrobiana. Igualmente,
vale la pena resaltar estudios preliminares masivos
como el de Osborn (2), quien encontró que de
2.300 especies de plantas superiores, 63 presenta­
ron actividad contra Staphylococcus aureus o Es­
cherichia coli.

* Universidad Nacional. Departamento d� Farmacia. A.A. 14.489, 
Bogotá, COLOMBIA 

44 

Antonio Sanabria Galindo, *
Sonia A. Ospina, *

Jairo A. Cerón *
y José Ramón Mantilla* 

Se conocen pocas investigaciones sobre la actividad 
biológica de especies pertenecientes a la familia 
Annonaceae, se destacan la acción insecticida del 
aceite de Annona reticulata (.'3) y de Annona squa­
mosa ( 4 ), la actividad citotóxica de liriodenina 
aislada del tallo de Annona glabra ( 5 ), de coridina 
obtenida de Annona squamasa (6) y de uvaretina e 
isouvaretina aislada de Vvaria chamae (7). Con rela­
ción a actividad antimicrobiana en especies de esta 
familia solo se conoce el estudio realizado por Yia­
dom y col. ( 8) sobre Xilopia aethiopica, de la cual se 
obtuvieron ácido xilópico, un diterpeno activo con­
tra Staphylococcus aureus, bacillus subtilis, candi­
da albaicans y Psudomonas aeruginosa. 

PARTE EXPERIMENTAL 

MATERIAL VEGETAL 

Se utilizaron hojas y tallos tiernos de Raimondia 
quinduensis (H. B. K.) Safford ( Annonaceae) reco­
lectada en Santandercito (Cundinamarca - Colom­
bia). En el Herbario Nacional Colombiano (COL) 
reposa un ejemplar del material estudiado. 

MICROORGANISMOS DE ENSAYO 

Con el fin de determinar el espectro de acción de la 
planta se seleccionaron microorganismos represen­
tativos de bacterias Gram positivas, Gram negativas 
y ácido resistentes (Tabla 1 ), los hongos filamento­
sos Aspergillus niger, Mucor sp. y Penicillum sp. y 

la levadura Gandida albicans, Lodos suministrados 
por el Instituto Nacional de Salud (lNS). 

La actividad antibacteriana se determinó por el mé­
todo de inoculación en superficie estandarizado 
por Mantilla y Sanabria (9) y empleando como me­
dio de cultivo agar soya tripticasa. La actividad 
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TABLA l. BACTERIAS EMPLEADAS EN LA DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE 
Raimondia quinduensis 

No. 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

1.1 

14 

15 

16 

Nota: ATCC 

INS 

uc 

FUN 

Microorganismo 

Mycobacteriun1 fortuitum 

Brucella sp. 

Bacillus anthracis 

Bacillus subtilis 

Micrococcus flevus 

Sarcina lutea 

Streptococcus pneumoniae 

Streptococcus faecalis 

Staphylococcus epidennidis 

Staphylococcus aureus 

Shiguella sp. 

Pseudomonas aeruginosa 

Serretia marcescens 

Klebsiella pneumoniae 

�scherichia coli 

Salrn onella typhi 

American Type Culture Collection 

lnstitu to Nadonal de Salud 

Upiohn Company 

Departamento de Farmacia, Universidad Na<'ional 

frente a mohos y levaduras se determinó por el 
método de difusión en gel-perforación (10, 11) en 
agar Saboraud-dextrosa. 

Con el propósito de determinar la presencia de al­
gunos grupos de metabolitos secundarios, se llevó a 
cabo el estudio fitoquímico preliminar establecido 
por Sanabria (12). En este estudio se encontró que 
la planta contenía como principales constituyentes 
alcaloides y flavonoides, por lo cual se adoptó el si­
guiente procedimiento con el fin de separar estos 
dos grupos de sustancias: 

Se extrajeron 900 g. de material vegetal seco y pul­
verizado con 10 1 de etanol del 95%, obteniéndose 
1 78 g. de extracto. El extracto etanólico se adsor­
bió en 400 g. de celita, se empacó en una columna 
y se eluyó con HCl al 5% en etanol-agua (1:7) has­
ta prueba negativa para alcaloides (Dragendorff y 
Valser) y para flavonoides (Shinoda). El eluato se 
alcalinizó con NaOH al 10% hasta pH 8 y se extra­
jo con cloroformo; la fase clorofórmica se deshidra­
tó con sulfato de sodio anhídro y la evaporación 
del solvente a presión reducida produjo un residuo 
de 3,8 g. ( A) que presentó reacción positiva para al­
caloides y negativa para flavonoides. La fase acuo­
sa alcalina se llevó a pH 5 con HCl al 10°/o y se ex­
trajo primero con acetato de etilo y luego con iso­
butanol; las dos fases se deshidrataron, se evaporó 

Procedimiento Tiempo de 

Incubación 

!NS 72 horas 

FUN 72 horas 

l•"UN 16 horas 

ATCC 86633 16 horas 

ATCC 10240 16 horas 

ATCC 9341 A 16 horas 

FUN 16 horas 

�-UN 16 horas 

uc 719 16 horas 

ATCC 6538 P 16 horas 

INS 7 horas 

FUN 7 horas 

FUN 7 horas 

FUN 7 horas 

llC 877 7 horas 

FUN 7 horas 

el solvente y se obtuvieron residuos de 5,2 g. a par­
tir de la capa de acetato de etilo (B) y de 1 O g. a 
partir del isobutanol ( C ). Los dos residuos B y C 
dieron reacción positiva para flavonoides y negativa 
para alcaloides. 

A las fracciones A, B y C se les determinó la activi­
dad antimicrobiana a concentraciones de 1.000, 
500, 250, y 62,5 mcg/ml y se comparó con la acti­
vidad del extracto etanólico total de la planta a 
concentraciones de 4.000, 2.000, I .000, 500 y 250 
mcg/ml de medio de cultivo. 

La fracción A con alcaloides se separó por croma­
tografía en capa delgada (CCD) sobre sílica gel al 
desarrollada con CHC13-MeOH-NH40H (90:10:1)
y revelada con reactivo de Dragenddorff según Mu­
nier y Macheboeuf (13). 

También se intentó la separación por CCD de las 
fracciones con flavonoides (B y C) utilizando como 
soportes sílica gel G, celulosa microcristalina y po­
liamida, y por cromatografía descendente en papel, 
ensayando un gran número de eluentes. Debido a la 
alta polaridad de los flavonoides, sólo se obtuvo al­
guna separación sobre placas cubiertas con celulosa 
microcristalina y desarrolladas con AcOH al 15°/o. 
Ante la dificultad para separar los extractos B y C, 
se sometieron a una hidrólisis por reflujo durante 
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4 horas con HCl al 5% en metanol del 50% , se 
concentró y se extrajeron los flavonoides con ace­
tato de etilo. Ambas capas acuosas (de B y C) die­
ron reacción positiva para azúcares reductores con 
reactivo de Fehling. Una CCD sobre sílica del gel G 
desarrollada con C6H6-AcOEt-MeOH-AcOH-HOH
(40:30:20:5:5) y revelada con FeC13-K3Fe(CN)6,
mostró que los flavonoides presentaron valores de 
Rf muy superiores después de la hidrólisis. 

Finalmente, se comparó la actividad antimicrobia­
na de las fracciones con flavonoides (B y C) antes y 
después de la hidrólisis y se efectuaron ensayos de 
bioautografía en capa delgada ( 14) empleando co­
mo organismo de prueba Serratia marcescens con el 
propósito de determinar las características croma­
tográficas de los flavonoides activos. 

RESULTADOS Y DISCUSION 

El análisis fitoquímico preliminar (12) mostró re­
sultados positivos para flavonoides, alcaloides, ter­
penoides y taninos, y negativos para antraquinonas, 
saponinas, lactonas terpénicas y cardiotónicos. 

El extracto etanólico de Raimondia quinduensis 

en una proporción de 1 g. de planta por 1 mi. de 
etanol, probado por el método de difusión en agar, 
no presentó actividad contra ninguno de los hongos 
y la levadura probados. En cambio este mismo ex­
tracto probado por el método de inoculación en su­
perficie, mostró actividad en una proporción de 1 O 
mg. de planta por mi. de medio de cultivo contra 
las bacterias 2, 3, 4, 5, 9, 10, 12, 13 y 15 de la Ta­
bla 1, a 20 mg/ml frente a 6, y fue inactiva contra 
las bacterias 1, 7, 8, 11, 14 y 16. En estas mismas 
condiciones, un patrón de sulfato de estreptomici­
na presentó actividad frente a la mayoría de bacte­
rias a concentraciones comprendidas entre 2,5 y 
40 mcg/ml. 

De los anteriores resultados se destaca la actividad 
de la planta contra bacterias Gram negativas como 
Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcescens y Es­
cherichia coli, por esta razón se procedió a obtener 
las fracciones con las sustancias responsables de di­
cha actividad. 

Al someter el extracto etanólico al proceso de sepa­
ración descrito, se obtuvieron las fracciones A (al­
caloides solubles en cloroformol, B (flavonoides so­
lubles en acetato de etilo) y C ( flavonoides solubles 
en isobutanol), las cuales se evaluaron microbioló-
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gicamente (9) a concentraciones de 1.000, 500, 
250, 125 y 62,5 mcg/ml. Como blanco se empleó 
etanol del 95% y como patrón sulfato de estrepto­
micina a 40, 20, 10, 5 y 2,5 mcg/ml. En el ensayo 
también se incluyeron el extracto etanólico total 
(ET), el residuo final de la extracción (RE) y la ca­
pa acuosa que al final se extrajo con AcOEt (CAF) 
a concentraciones de 4.000, 2.000, 1.000, 500 y 
250 mcg/ml. La hidrólisis ácida de las fracciones 
con aglicones de los flavonoides HB y HC, las cua­
les también se evaluaron microbiológicamente a las 
mismas concentraciones de 1.000, 500, 250, 125 y 
62,5 mcg/ml. 

Los resultados del anterior ensayo se muestran en 
la Tabla 2, en donde se observa que el extracto eta­
nólico total (ET) presenta un amplio espectro de 
actividad antibacteriana frente a los organismos 
probados a concentraciones de 1.000, 500, 250 y 
62,5 mcg/ml. 

La fracción A de alcaloides mostró actividad selec­
tiva contra todas las bacterias Gram positivas a 
concentraciones comprendidas entre 62,5 y 1.000 
mcg/ml., incluso contra Staphylococcus epidermi­
des que resultó resistente al patrón de estreptomici­
na y de todas las fracciones ensayadas, fue la única 
que inhibió a Gandida albicans. 

La fracción B de flavonoides solubles en acetato de 
etilo presentó un espectro de acción similar al ex­
tracto etanólico (ET), pero con una potencia incre­
mentada notablemente (entre 2 y 4 veces). La acti­
vidad frente a bacterias Gram positivas es menor 
que la fracción A, pero a diferencia de esta última, 
la fracción es activa contra todas las bacterias Gram 
negativas probadas. El producto de la hidrólisis áci­
da de estos flavonoides (HB), conservó y aún incre­
mentó ligeramente la actividad frente a las 10 bac­
terias Gram positivas con respecto a los flavonoides 
sin hidrolizar ( B ), pero a las concentraciones del 
ensayo, perdió totalmente la actividad contra las 6 
bacterias Gram negativas. 

Por otra parte, la fracción con flavonoides solubles 
en isobutanol ( C) únicamente mostró actividad 
contra Brucella sp. a 1.000 mcg/ml. y fue inactiva 
contra los demás organismos ensayados. En cambio 
el producto de la hidrólisis ácida (HC), presentó ac­
tividad a concentraciones comprendidas entre 500 
y 1.000 mcg/ml. contra 8 de las 10 bacterias Gram 
negativas y la levadura. 
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TABLA 2. RESULTADOS DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE DISTINTAS FRACCIONES DE Raimondia 

quinduensis 

No. Microorganismo Nivel de actividad (mcg./ml.) 

Pat. A B HB e HC RE CAF ET 

1 M. fortuitum 20 62,5 1000 500 1000 500 4000 

2 Bnicella sp. 5 125 125 250 1000 500 500 

:J B. anthracis 5 125 500 500 500 1000 

4 B. subtilis 2,5 250 500 500 1000 2000 

5 M. flavus 2.5 125 1000 1000 1000 4000 

6 S. lutt'a 5 125 1000 1000 1000 4000 

7 S. pnt•umoniat! 20 500 

8 S. faecalis 40 1000 

9 S. epid,•rmidt'S 125 1000 500 1000 2000 

10 S. aun�us 2,5 500 1000 500 1000 200 

ll Shigut>lla sp. 5 1000 4000 

12 P. at>ru.�inosa 1000 2000 

14 K. pneunioniae 10 1000 1000 

15 E.coli 40 1000 4000 

16 s. typhi 40 500 1000 2000 

17 C.albicans 1000 

Nota: �:n el texto se explican los significados de todas las abreviaciones 

Finalmente, en la Tabla 2, se observa que el residuo 
RE y la capa acuosa final CAF, prácticamente no 
presentaron actividad a las concentraciones proba­
das frente a los organismos ensayados. 

Los resultados preliminares obtenidos en el presen­
te trabajo indican que la especie Raimondia quin­

duensis como mecanismo de defensa frente a bacte­
rias, sintetiza dos grupos de sustancias estructural­
mente muy diferentes: alcaloides, activos contra 
bacterias Gram positivas e inactivos contra Gram 
negativas y flavonoides con mayor actividad sobre 
bacterias Gram negativas. Desde el punto de vista 
ecológico, no es habitual que en una misma especie 
se encuentren dos gruiros de metabolitos secunda­
rios estructuralmente distintos con acción biológica 
similar, pero para el caso de Raimondia quinduen­
sis, posiblemente en el ambiente en que se desarro­
lla, es una especie muy atacada por bacterias y por 
esta razón requiere de dos grupos de sustancias que 
le permitan completar un amplio espectro de activi­
dad antibacteriana. Cuando se aislen puros e identi­
fiquen los distintos compuestos será posible enten­
der la relación entre la estructura química y la ac­
ción antimicrobiana de dicha especie. 

Vluy al contrario de la creencia generalizada que la 
·presencia del azúcar en un glicósido influye más
desde el punto de vista cuantitativo que cualitati­
vo, en el presente trabajo se demostró que al hidro-

!izar los flavonoides solubles en acetato de etilo
(B) se conserva y aún incrementa ligeramente la
actividad frente a bacterias Gramnegativas. Igual­
mente, los flavonoides solubles en isobutanol (C),
incrementaron notablemente sus espectros de ac­
ción contra Gram positivas cuando se hidrolizaron.
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