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RESUMEN

Mediante métodos de extraccién y de sepa-
racién bioguiados utilizando bacterias Gramposi-
tivas (Staphylococcus aureus), Gramnegataivas
(Salmonella typhi, Klebsiella pneumoniae, Pseu-
domonas aeruginosa y Escherichia coli), hongos
filamentosos (Aspergillus niger, Mucor sp. y Fusa-
rium oxysporum) y una levadura (Candida albi-
cans), s¢ logré el aislamiento e identificacién por
métodos espectroscopicos de timol y carvacrol co-
mo principales sustancias responsables de la acti-
vidad antibacteriana y antifingica de Ageratina
ibaguensis.

Palabras claves: Actividad antibacteriana -
Actividad antifingica - Actividad antimicrobiana -
Ageratina ibaguensis.

SUMMARY

THYMOL AND CARVACROL:
COMPOUNDS FROM Ageratina ibaguensis
WITH ANTIMICROBIAL ACTIVITY

By means of extraction and bioguided separation,
using antimicrobial test with Gram positive
(Staphylococcus aureus), Gram negative (Salmo-
nella typhi, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa and Scherichia coli), filamentous
fungus (Aspergillus niger, Mucor sp, and
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Fusarium oxysporum) and the yeast (Candida
albicans), thymol and carvacrol were isolated and
identified by spectroscopic methods. Thymol and
carvacrol are the main compounds with antibac-
terial and antifungal activity of Ageratina iba-
guensis.

Key words: Antibacterial activity -
Antifungal activity - Antimictobial activity -
Ageratina ibaguensis.

INTRODUCCION

No obstante los innegables triunfos de la qui-
mioterapia antimicrobiana, la cual ha revolucio-
nado la practica farmacéutica y médica y, muy
probablemente, represente el principal logro de las
ciencias biomédicas, los “microbios” no han sido
en absoluto “vencidos”, pues s¢ ha visto un aumen-
to en la prevalencia de cepas resistentes a medica-
mentos, lo que ha motivado la bisqueda de agentes
antimicrobianos mas eficaces, a partir de fuentes
naturales y de sintesis (1).

Debido a lo anterior y a la necesidad de en-
contrar sustancias con actividad antimicriobiana
que puedan ser aplicadas no solo en el campo
terapéutico, sino también en agricultura, se inicid
la evaluacién de la actividad antibacteriana y
antifiingica del extracto etanélico de 56 especies de
Angiospermas colombianas por los métodos de
inoculacién en superficie para bacterias y
levaduras y de perforacién y difusién en gel para
hongos. Entre las especies que presentaron
actividad antimicrobiana significativa en estos
estudios se encuentra Ageratina ibaguensis (2, 3 ).
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Posteriormente Sanabria-Galindo y col. (4)
comprobaron dicha actividad, ademas de lograr la
caracterizacion preliminar de una sustancia con
actividad antimicrobiana en dicha especie. Por este
motivo con el presente trabajo se pretende separar
¢ identificar las sustancias responsables de la
actividad antimicrobiana, mediante diferentes mé-
todos cromatogréficos utilizados en estrecha rela-
cién con la evaluacion de la actividad antibacte-
riana y antifiingica de las diferentes fracciones.

PARTE EXPERIMENTAL

Material Vegetal

La especie analizada se colecté en Colombia,
Cundinamarca, municipio de Chipaque, a 18 Km.
de Bogota y una altitud de 2.800 metros sobre el
nivel del mar. Un especimen de herbario se deter-
mind como Ageratina ibaguensis (Schultz Bip. Ex
Hieron) R.M. King & H. Robinson (Asteraceae), el
cual reposa en COL bajo el nimero 364799. Para
el desarrollo del trabajo se utiliz la parte aérea
(hojas y flores); el material se sec6 en una estufa
con aire circulante a 50°C, se moli6 y se almacené
a 4 °C hasta su utilizacién.

Microorganismos de Ensayo

Los microorganismos para las pruebas se
seleccionaron teniendo en cuenta su empleo en
ensayos de susceptibilidad a antibiéticos y el ser
representativos de grupos microbianos de impor-
tancia clinica y agricola (5). Se emplearon bacilos
Gram negativos: Salmonella typhi ATCC 19430,
Klebsiella pneumoniae ATCC 10031, Pseudo-
monas aeruginosa ATCC 10145 y Escherichia coli
ATCC 13706; el coco Gram positivo Staphylo-
coccus aureus ATCC 13706; la levadura Candida
albicans ATCC 10231; los hongos filamentosos
Aspergillus niger, Mucor sp. y Fusarium oxys-
porum del cepario del Departamento de Farmacia
de la Universidad Nacional.
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Ensayos microbiolégicos

Los microorganismos se mantuvieron en el
cepario, cada uno, en tubos de taparrosca que
contenian agar en cufia, utilizando agar Mueller-
Hinton y agar Sabouraud-dextrosa al 2% para
bacterias y hongos respectivamente. Se conser-
varon bajo refrigeracién a 4°C y a estos cultivos se
les denomin cepas de mantenimiento (6).

Preparacion de los indculos de bacterias
y de levaduras

Las cepas de mantenimiento de cada bacteria
se sembraron por estrias en placas con agar
Miieller-Hinton, se incubaron a 37 °C por 24
horas. Una colonia del anterior cultivo se sembrd
en 25 mL de caldo Miieller-Hinton, se incubd a 37
°C por 24 horas, s homogenizé y se hizo una
resiembra de 40 mcL de este cultivo en 25 mL del
mismo caldo y se incub6 por 18 horas a la misma
temperatura y se hicieron las siguientes diluciones
en solucién salina: bacterias gramnegativas
1:100.000 y para las bacterias grampositivas y
Candida albicans 1:100, con lo cual se obtuvo una
poblacién entre 10’ y 10® UFC (unidades for-
madoras de colonias) por caja, nimero reco-
mendado en la literatura para este tipo de ensayos
(7). Para Candida albicans se llevé a cabo el
mismo procedimiento cambiando unicamente
caldo Miieller-Hinton por caldo Sabouraud-
dextrosa al 2%.

Preparacion del inoculo de hongos

Para la preparacién de cada indculo se realizé
previamente un microcultivo, con dos rodajas de
agar Sabouraud-dextrosa al 2% (didmetro 1 cm. y
altura 3 mm), a las cuales se les realiz6 un repique
en cuatro puntos equidistantes con el hongo
correspondiente; se incubd a 27° C por 72 horas,
se suspendieron las rodajas en 10 mL de solucién
salina 0.9% estéril y se homogeniz6 por un minuto
en agitador Vortex.
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Evaluacion de la Actividad Antibacteriana
y Antiflingica

Método de perforacién y difusién en gel. Este
método permite hallar la Concentracién Critica,
que es el cdlculo tedrico de la concentracién a la
cual se inicia la formacién de la zona de inhibi-
cién. Esta representa una medida de la suscep-
tibilidad de un organismo prueba (8).

Para evaluar la actividad antimicrobiana de
las distintas fracciones de Ageratina ibaguensis se
tomaron 0.5 mL de las diluciones indicadas antes
para cada microorganismo y se inocularon sobre
25 mL del agar correspondiente mantenido a 42°C,
se homogenizé en Vortex y se vertié en cajas de
Petri estériles de 90 mm de diametro, se dejé soli-
dificar y se hicieron 7 perforaciones equidistantes
de 7 mm de didmetro; en las perforaciones se
aplicaron 100 mcL del solvente (etanol), del patr6n
y 5 concentraciones del extracto o fracciones, se
dejoé en predifusién por 30 minutos a temperatura
ambiente, se incubd a 37°C y se hicieron lecturas a
las 24 y 48 horas. En el caso de las bacterias se
empled agar Miieller-Hinton y la sustancia patrén
sulfato de estreptomicina a 400 mcg/mL frente a
Pseudomonas aeruginosa y 40 mcg/mL contra las
demas bacterias; en el caso de los hongos y la leva-
dura se siguié el mismo procedimiento, cambian-
do agar Miieller- Hinton por agar Sabouraud-dex-
trosa al 2% y la temperatura de incubacién a 27°C,
se utilizd como patrén isoconazol a 500 mcg/mL
para Fusarium oxysporum y Mucor sp. y 62.5
mcg/ml. para Candida albicans y Aspergillus ni-
ger, las lecturas se realizaron a las 48 y 72 horas.

Una vez realizadas las lecturas de los halos de
inhibicién, se graficé el logaritmo natural de las
concentraciones contra el cuadrado de los halos de
inhibicién; se trazé la recta y el punto de inter-
seccion con el eje de las ordenadas correspondié al
valor de la Concentracion Critica (CC) (4,8,9).

Método del tubo pequeiio. Mediante este
método es posible determinar la Concentracién
Minima Inhibitoria (CMI) (8, 10). Se emplearon
las siguientes concentraciones de sustancias para
los distintos microorganismos de ensayo:
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Bacterias: Sulfato de estreptomicina 10, 20,
40, 80 mcg/mL.

Candida albicans 'y Aspergillus niger:
Nitrato de isoconazol 15.6, 31.25, 62.5, 125
mcg/mL.Mucor sp. y Fusarium oxysporum.
Nitrato de isoconazol 62.5, 125, 250, 500 mcg/mL

Para los extractos y fracciones: 200, 400, 800,
1600, 3200, 6400 mcg/ml. disueltos en etanol del
95%.

En estas condiciones la Concentracién
Minima Inhibitoria (CMI) del sulfato de estrepto-
micina para las distintas bacterias oscil6 entre 30
y 80 mcg/mL y el Nitrato de isoconazol 62.5
mcg/mL para Candida albicans y Aspergillus
niger y 500 mcg/mL para Fusarium oxysporum y
Mucor sp.

El ensayo se hizo en viales de 4.2 cm de
altura x 2 cm de diametro de la base, que contienen
1.5 mL del medio, el cual produce un espesor de
la capa de agar de 3 mm. A un vial con 1.5 mL de
agar Miieller-Hinton a 42 + 2°C se le adicionaron
50 mcL de las diferentes concentraciones de la
muestra (blanco, extracto o patrén), se homogenizo
en un vortex, se dejé solidificar y sobre la
superficie se agregaron 40 mcL de la suspensién
del microrganismo previamente homogenizado, se
incubé a 37°C y se observo el crecimiento a las 24
y 48 horas.

Para Candida albicans y hongos se cambid
agar Miieller-Hinton, por agar Sabouraud-dextrosa
al 2%, temperatura 27°C y las lecturas se
realizaron a las 48 y 72 horas.

Extraccion y separacion

1.5 Kg de material vegetal seco y pulverizado
se extrajeron por percolacion durante tres semanas
con 10 litros de etanol al 95%. El extracto etand-
lico (EE) se concentré en evaporador rotatorio a
40°C y se obtuvieron 266 g de residuo.

258 g del residuo del extracto etandlico se
redisolvieron en la minima cantidad de etanol
hirviendo y se precipitaron las clorofilas con-
(AcO),Pb al 4 % que contenia 0.5 % de AcOH. El
filtrado se concentro a 2/3 del volumen y se extrajo
con CHCl,, la fase cloroférmica se deshidraté con
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Na,SO,, se evapord el solvente y se obtuvieron 13
g del extracto cloroférmico (EC).

Los extractos etandlico (EE) y clorof6rmico
(EC) se evaluaron microbiol6gicamente frente a los
microorganismos mencionados, mediante los
métodos de perforacién y difusién en gel y del tubo

pequeiio.

Purificacion del extracto cloroférmico (EC)
por cromatografia “flash”.

El extracto cloroférmico (8g) se separd en
una columna (105x420 mm) con 560 g de silica
gel H tipo 60. La columna se eluyé con CH,Cl,-
hexano-AcOEt 40:55:5 (fracciones A, B y O),
40:50:10 (D) y 40:30:30 (E). Se recogieron
fracciones de 100 ml, se inspeccionaron por
cromatografia en capa delgada (CCD) utilizando
como ecluyente diclorometano-hexano-acetato de
etilo 40:55:5 y como reveladores vapores de yodo y
vainillina (1%)-acido sulfiirico (5%)-acido acético
(20%)-etanol del 95% (45%)-agua (29%) seguido
de calentamiento a 100 °C. Se combinaron las
fracciones similares cromatograficamente y al final
se obtuvieron S5 fracciones: A(1.5 g, Rf 0.67);
B(2.0 g, Rf 0.67; 0.54); C(0.2 g, Rf 0.67; 047,
0.36); D(0.3 g, Rf 0.33); E(0.3, Rf 0.45; 0.25). Se
determiné la actividad antimicrobiana de estas 5
fracciones.

Cromatografia en Columna de las
Fracciones A y B

Las fracciones A (1 g) y B (1.7 g), las cuales
presentaron las mayor actividad antimicrobiana, se
separaron en columnas con 40 y 60 g de silica gel
H tipo 60, se inici6 la elucién con hexano-acetona
98:2 y se finaliz6 con la misma mezcla en pro-
porcién 95:5; se obtuvieron 54 fracciones de 10
mL de A y 53 de B. Las fracciones se reunieron
con base en sus semejanzas cromatograficas obte-
niéndose siete fracciones mayores de A (A1-A7 )y
cinco fracciones mayores de B ( B1-B5 ), las que
se evaluaron microbiolégicamente.
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Cromatografia Preparativa

Como la fraccién B4 present6é la mayor acti-
vidad antimicrobiana, se purific6 por CCD pre-
parativa, utilizando como soporte silica gel 60
GFys4 de 0.5 mm de espesor y eluyente CH,Cl,-
hexano-AcOEt (40:55:3) en doble recorrido. La
elucién de las bandas con CHCl;-MeOH 90:10
produjo 9 mg de Bda (Rf = 0.65), 112 mg de B4b
(Rf = 0.52) y 6 mg de B4e (Rf = 0.26).

Identificacion

En un espectrémetro Bruker WM de
250MHz, se registr6 el espectro de RMN'H de
20mg de la fraccion mayoritaria B4b disuelta en
CDCl;. El anilisis de dicho espectro permitid
observar que la fraccion B4b correspondia a una
mezcla de sustancias y por esta razén se intentd
separarla e identificarla mediante cromatografia de
gases acoplada a un espectrémetro de masas. Este
andlisis se realizé en un cromatografo HP 5890A
serie II, columna DB-5 (5% fenil-metil polisi-
loxano) de 30m; inyector 250°C; detector FID
(250°C); split 1:10; gas de arrastre helio; voltaje de
ionizaci6én de 70 eV de impacto electrénico.

RESULTADOS Y DISCUSION

Como se muestra en la Tabla 1, las CMI
obtenidas por el método del tubo pequeiio y las CC
por el método de difusiébn en agar del extracto
cloroférmico (EC) son inferiores a las del extracto
etandlico (EE), lo cual indica que mediante el
proceso de purificacién llevado a cabo se logra una
mayor concentracion de principios activos en EC.
En términos generales, se observa que la CC es
entre 5 y 10 veces menor que el intervalo de CMI y
el poder calcular un valor preciso de CC es
ventajoso en la apreciacién cuantitativa de la
actividad antibacteriana y antifiingica, resultados
que son itiles cuando se pretende aislar las
sustancias con mayor actividad bioldgica en una
especie vegetal. Por lo anterior, en el proceso de
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separacion se evalué la CC de las distintas
fracciones utilizando los microorganismos mas
sensibles a los extractos EE y EC.

La separacion por una columna rapida
(“flash”) del extracto cloroférmico dié lugar a 5

fracciones A, B, C, D y E entre las cuales Ay E
produjeron los menores valores de CC frente a los
6 microor-ganismos de ensayo que se muestran en
laTabla2.

Tabla 1. Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) y Concentracién Critica (CC)
de los extractos etanélico (EE) y cloroférmico (EC) de A. Ibaguensis

w ETANOLICO CLOROFORMICO
MICRO. CMI CC CMI CC
S. typhi 3200-6400 533 1600-3200 135
K. pneumoniae ° * 3200-6400 473
P. aeruginosa . * 3200-6400 602
E. coli . * 3200-6400 528
S. aureus 1600-3200 242 200400 239
A. niger 3200-6400 1465 800-1600 735
F. oxysporum 1600-3200 1274 1600-3200 403
Mucor sp. 3200-6400 796 800-1600 411
C. albicans 1600-3200 720 1600-3200 821

® No se determin a las concentraciones trabajadas. * No se tienen los datos necesarios para hallar la CC

Las fracciones A y B se separaron por
cromatografia en columna, obteniéndose después
de combinar las fracciones iniciales, 7 fracciones
de A (A1-A7) y S de B (B1-B5) entre las cuales A6
y B4 presentaron la mayor actividad antimi-
crobiana; como se¢ aprecia en la Tabla 2, la
fraccion B4 muestra mayor actividad que A6
(menores valores de CC) y por esta razén sus
constituyentes se separaron por CCD preparativa
dando lugar a las fracciones B4a, B4b y B4c, entre
las cuales B4b mostré una significativa actividad
antibacteriana y antifingica (Tabla 2).

En las Tablas 1 y 2 se aprecia claramente
como a través del proceso de purificacién se incre-
menta gradualmente la actividad antibacteriana y
antifingica (disminuye la CC) de las distintas
fracciones, a excepcion de la actividad sobre Can-
dida albicans en donde se observa que la fraccion
B4 tiene mayor actividad (CC=110 mcg/mL) que
B4b (CC=320 mcg/mL).

Como se expuso antes, el espectro de RMN'H
de B4b puso en evidencia que esta fraccién
correspondia a una mezcla de por lo menos 2
sustancias. El cromatograma de gases de B4b
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muestra dos sustancias mayoritarias con tiempos
de retencién de 33.77 min. (B4b-1) y de 34.38
min. (B4b-2) y sus dreas son de 20,9 y 35,1 % res-
pectivamente. Los espectros de masas de estas dos
sustancias son iguales y en ellos se observa un M*
(i6n molecular) a m/z 150 (37%), el pico base a
m/z 135 (M-CH;), un pico a m/z 117 (9%; 135-
H;0), uno a m/z 91 (18%) que corresponde al ién
tropilio. De acuerdo con la base de datos
WILEY138.L, con una probabilidad del 90 % estos
2 espectros corresponden al carvacrol y también
son iguales al publicado por Budzikiewicz (11)
para el timol

Lo expuesto antes lleva a concluir que B4b-1
y B4b2 corresponden al timol y al carvacrol, pero
no se tuvo la oportunidad de aplicar patrones
internos para establecer cual tiempo de retencién
corresponde a cada una de estas 2 sustancias.

Con base en los anteriores resultados se
evalud la actividad antimicrobiana de un patrén de
timol frente a los mismos 6 microorganismos; co-
mo se muestra en la Tabla 2, la actividad antimi-
crobiana del timol no difiere significativamente de
la actividad de la fracciéon B4b, resultado que
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insinda que el timol puede ser el componente ma-
yoritario responsable de la actividad antimicro-
biana de Ageratina ibaguensis. Desde el punto de
vista filogenético, de Ageratina glechonophylla
también se aislaron derivados del timol y cromenos
(12,13).

OH

HO

CARVACROL TIMOL

Tabla 2. Concentraciones Criticas de fracciones
aisladas de Ageratina ibaguensis y del timol

CC (mcg/mL)
m A | B | A6 | B4 | B4b | Timol

S. typhi 4781347 | 432 | 67| 67 65
P. aeruginosa | 252 ] 157 ] 164 | 130 | 67 57
S. aureus 37 | 148 | 148 | 75 | 23 33
Mucor sp. 6451 418 | * 61 | 80 75

F. oxysporum | 403 | 314 | 361 | 213 | 270 | 270

C. albicans 206 | 608 11086 ] 110 | 320 | 317

* Datos insuficientes para calcular la CC
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