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Resumen

Salvia amarissima es una planta mexicana a la que se le atribuyen actividades hipoglicemiantes, 
anti ulcerosas y anti helmínticas. En el presente trabajo se evaluó por primera vez la actividad 
antimicrobiana de los extractos hexánico, metanólico y acuoso obtenidos de la planta, los 
cuales se probaron en 8 cepas de microorganismos de referencia por las técnicas de Kirby-
Bauer y la de dilución del antimicrobiano en agar. No se detectó actividad antimicrobiana 
de los extractos con las técnicas ensayadas. Por último, se llevó a cabo un análisis preliminar 
espectroscópico de los compuestos presentes en cada extracto.
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Abstract

Salvia amarissima is a mexican plant with special use in the traditional medicine that has 
showed biological activity against hypoglycemic, antiulcerant and antihelmintic diseases. 
In this study we evaluated for the first time its antimicrobial activity. A hexanic, methanolic 
and aqueous extracts of the plant were tested against 8 strains of standard microorganisms 
by the techniques of Kirby-Bauer and the antimicrobial dilution in agar. There was not anti-
microbial activity detected on different extracts. Finally, a preliminary spectroscopic analysis 
of the compounds in each extract was done.

Key words: Salvia amarissima, antimicrobial activity, extract, spectroscopy.

Introducción

Las plantas medicinales se han usado desde la 
antigüedad para el tratamiento de diversas en-
fermedades. Su uso terapéutico ha sido sistemáti-
camente estudiado desde hace dos siglos bajo un 
enfoque científico. Con el descubrimiento de la 
penicilina, la fitoterapia pasó a un segundo plano y 
el desarrollo y uso de los antimicrobianos se volvió 
generalizado (Shiva, 2007). Actualmente, existe un 
renovado interés por  lo natural y lo orgánico y ha 
propiciado el surgimiento de los extractos naturales 
generando nuevas líneas de investigación (De Paula 
y Martínez, 2000).

Entre las variadas aplicaciones terapéuticas de los 
vegetales se incluye la acción antimicrobiana. Un 
antimicrobiano es una sustancia que a bajas concen-
traciones tienen la capacidad de inhibir o matar a los 
microorganismos (Ruiloba y Ortigoza-Ferado, 2005).

Los principales efectos de acción de los antimicro-
bianos son:

Bacteriostático: es la mínima concentración no 
tóxica que se alcanza en suero y tejidos, la cual im-
pide el desarrollo y multiplicación de los microorga-
nismos sin destruirlos, pudiendo éstos multiplicarse 
nuevamente al desaparecer el agente antimicrobia-
no. Los agentes bacteriostáticos permiten completar 
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los mecanismos del huésped, como son la síntesis de 
anticuerpos, complemento o citocinas que permiten 
la destrucción final del microorganismo.

Bactericida: Su acción es letal sobre los microorga-
nismos, por lo que éstos pierden irreversiblemente 
su viabilidad.

Los antimicrobianos constituyen la base fundamen-
tal del tratamiento de las enfermedades infecciosas, 
uno de los problemas más frecuentes y causante de 
la mayor mortalidad en cualquier especialidad mé-
dica, como pueden ser neumonías, miocarditis, he-
patitis, tuberculosis, etcétera (Muñoz-Cano, 2007).

Desafortunadamente el uso irracional, la inadecua-
da prescripción médica así como el uso deficiente 
por parte de los pacientes ha conllevado a buscar 
nuevos antimicrobianos debido a la resistencia ad-
quirida por parte de los microorganismos, lo que 
ahora dificulta esta terapéutica infecciosa (Shiva, 
2007).Por ello se ha retomado el conocimiento 
de la medicina tradicional, para detectar nuevos 
metabolitos secundarios en plantas con potencial 
antimicrobiano. 

El género Salvia es el más diverso de las labiadas, con 
alrededor de 900 especies ampliamente distribuidas 
a través del mundo; de éstas, cerca de una cuarta 
parte habita en las montañas de México (Ramamo-
orthy, 2001). De acuerdo con los ejemplares de los 
Herbarios de ENCB, y Mexu, Salvia amarissima se 
distribuye en el Valle de México y en los estados de 
Michoacán, Hidalgo, Guanajuato, San Luis Potosí, 
Oaxaca, Morelos, Chiapas, y crece en forma silvestre 
en pastizales, matorrales, en bosques de pino encino 
y matorrales xerófitos. También crece ampliamente 
en ambientes perturbados a una altitud de 1900 a 
2460 msnm.

Algunas especies han sido estudiadas por sus pro-
piedades antimicrobianas atribuidas a sus aceites 
esenciales como es el caso de Salvia sclarea, de la 
cual se han aislado cuatro diterpenos abiatanos: 
salvipisona, aetiopinona, 1-oxoaetiopinona y ferru-
ginol de sus raíces (Kuz´maa, Ro´ z˙alskib, Walenc-
kac, Ro´ z˙alskac, y Wysokin´ ska, 2007); este último 
diterpeno abiatano también se ha obtenido de S. 
lavandulifolia (Guillén, y Manzanos, 1999) y de S. 
officinalis pineno, cienolo y camfor (Miguel, Cruz, 
Faleiro, Simões, Figueiredo, Barroso y Pedro, 2011; 
Franchomme y Pénoël, 1990).

S. hispanica ha sido considerada como un alimento 
de gran importancia nutricional desde los aztecas y 
de la cual se ha determinado una alta cantidad de 
ácido alfa linolénico, un compuesto que disminuye 
la hipertrigliceridemia (Chicco, D’Alessandro, Hein, 
Oliva y Lombardo, 2009; Paredes, Guevara y Bello, 
2006), mientras la S. microphyla, S. leucantha y S. 
mexicana se ha usado en el tratamiento de proble-
mas digestivos (Martínez, 1991). S. divinorum se 
utilizaba en ciertos rituales en el estado de Oaxaca 
debido a sus propiedades alucinógenas (Schultes 
y Hofmann, 1982), producidas por el compuesto 
Salvinorin A, que es un agonista de los receptores 
de opiodes (Su, Riley, Kiessling, Armstead, y Liu, 
2011) y en Latinoamérica se conoce la actividad an-
timicrobiana de la Salvia rubescens, especie colom-
biana conocida por su uso contra la hepatitis viral 
y en enfermedades cardiacas, entre otras (Muñoz, 
Vergel, Aragón, y Ospina, 2009). 

A partir de los aceites esenciales de S. amarissima 
la especie más estudiada de las salvias, se aisló el 
amarisólido, un neoclerodano glicósido diterpenico 
con actividad antiinflamatoria (Maldonado, 1996). 
Este compuesto se aisló también en S. rubescens 
(Muñoz, et al., 2009). y S. miltiorrhiza Bunge (Es-
quivel, 2005), lo que explica muy probablemente 
su uso contra las enfermedades cardiacas. A pesar 
de los esfuerzos para aislar y caracterizar nuevos 
metabolitos secundarios con potencial uso tera-
péutico, hacen falta estudios farmacológicos y 
químicos de este género. Por lo que en el presente 
trabajo se evaluó la actividad antimicrobiana en tres 
extractos diferentes de S. amarissima, ya que en la 
medicina tradicional se le ha atribuido a este género 
propiedades antimicrobianas, hipoglicemiantes y 
antihelmínticas (UNAM, 2009).

Objetivo

Evaluar la actividad antimicrobiana de los extractos 
hexánico, metanólico y acuoso de Salvia amarissima 
mediante la técnica de difusión en agar (Kirby-
Bauer) y la técnica de dilución del antimicrobiano 
en agar, así como detectar los compuestos respon-
sables de ésta mediante su análisis fitoquímico para 
contribuir en el descubrimiento de compuestos 
bioactivos, que puedan constituir una alternativa 
en el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos 
antimicrobianos de origen natural.

InvEStIgaCIón UnIvErSItarIa MUltIDISC Ipl InarIa - año 9, nº9, DICIEMBrE 2010



69

C i e n c i a  y  t e c n o l o g í a

Método

Identificación de la especie: Salvia amarissima (Lamiaceae)

La planta se adquirió en el mercado de los Viveros de Coyoacán, en el mes de Julio del 2009 (figura 1). Fue 
identificada por la M. en C. María Rosario García Peña. Los ejemplares herborizados se depositaron en el 
herbario del Instituto de Biología de la Universidad Nacional Autónoma de México (Mexu 1269961).

Figura1. Salvia amarissima Ort. Foto. M.G.S.D.

Obtención de los extractos hexánico, metanólico y acuoso

Extracto hexánico

Se colocaron 40 g de la planta seca y triturada en un matraz bola de fondo plano y se adicionaron dos litros de 
hexano. Después de 24 h el disolvente se removió mediante filtración, se colectó en un matraz bola y se evaporó 
a sequedad mediante el uso de un evaporador rotatorio (Navarrete y Reyes, 1991). Se repitió el procedimiento 
una vez más y se obtuvieron cerca de 14.9081 g de extracto, lo que representó un rendimiento del 37.3%.

Del extracto crudo hexánico se tomó una muestra para realizar un análisis en resonancia magnética nuclear 
de protones (RMN-H1) (figura 2).

Extracto metanólico

Al residuo de la planta seca y triturada se le adicionaron cuatro litros de metanol por 48 h (2L X 24 hs). El 
disolvente se removió de la planta, se filtró y se colectó en un matraz balón, se evaporó a sequedad en un 
evaporador rotatorio (Navarrete y Reyes, 1991) obteniéndose cerca de 20 g equivalente a 50% de rendimiento.

Del extracto crudo metanólico se tomó una muestra para el posterior análisis de RMN-H1 (figura 3).

Extracto acuoso

Se colocaron 40 g de la planta seca y triturada dentro de un matraz bola de fondo plano y se les adiciono dos 
litros de agua para realizar una cocción de la planta obteniendo una infusión. De los dos litros de la infusión 
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se tomó una porción de 100 mL y se liofilizó para concentrar la infusión; se obtuvo 5g del liofilizado corres-
pondiente a 12.5% de rendimiento. El otro volumen restante se colocó en un refractario y se le adicionó 50 
mL de cloroformo cubriéndose con un papel aluminio y se concentró a temperatura ambiente a sequedad 
(Navarrete y Reyes, 1991).Se obtuvieron 25 g correspondiente a 62.5%.

Análisis espectroscópico de resonancia magnética nuclear de hidrógeno

Los espectros de RMN- H1 se realizaron a 200 MHz en un espectrómetro analítico JEOL Eclipse-200. Utilizando 
como disolvente cloroformo deuterado (CDCl3) y al tetrametilsilano como referencia interna. Los desplaza-
mientos químicos (d) se expresan en partes por millón (ppm).

Determinación de la actividad antimicrobiana del extracto hexánico, metanólico y acuoso de 
Salvia amarissima

Para demostrar la presencia de compuestos antimicrobianos presentes en los extractos hexánico, metanólico 
y acuoso, se utilizaron las cepas bacterianas del cepario del área de Ciencias Químico-Biológicas de la Facultad 
de Ciencia y Tecnología de la USB, descritas en la tabla 1.

Tabla1. 

Bacterias Gram negativas Bacterias Gram positivas

Escherichia coli ATCC 8739 Staphylococcus aureus ATCC 6538

Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 Micrococcus luteus ATCC 12228

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 Bacillus subtilis ATCC 29212

Salmonella typhi ATCC 6539

Shigella flexneri ATCC 12022

Para determinar la posible actividad sobre el crecimiento microbiano de los extractos de la planta Salvia ama-
rissima se llevaron a cabo dos técnicas microbiológicas desarrolladas en condiciones de esterilidad:

Técnica de difusión del antimicrobiano en agar empleando discos de papel filtro (método de 
Kirby-Bauer). Esta técnica consistió en utilizar discos de papel filtro, impregnados con el extracto. Los discos 
se colocaron en la superficie de la placa en un medio de cultivo sólido sembrado masivamente con los micro-
organismos de prueba señalados anteriormente.

La sensibilidad se observó por la presencia de un halo de inhibición del crecimiento alrededor del disco. El 
tamaño de halo dependerá de la sensibilidad del microorganismo y de la concentración del antimicrobiano 
en el disco.

El inoculo de las cepas de referencia se preparó a partir de placas de BHI que se sembraron con las cepas por 
estría cruzada, de las cuales se tomaron de 3 a 5 colonias y se ajustaron estas cepas jóvenes al tubo 0.5 del 
nefelómetro de MacFarland, correspondiente a una concentración de 1.5 x 108 bacterias/mL.

Una vez ajustado el cultivo bacteriano se sembró masivamente en placas de agar Muller-Hinton Dibico ® 
(AMH) para tener un inoculo uniforme. Posteriormente una cantidad conocida de los extractos acuosos y 
metanólico se disolvieron en 2.5 mL de agua destilada estéril y el extracto hexánico se disolvió en 4.5 mL de 
dimetilsulfóxido. Estas dos soluciones se esterilizaron por filtración utilizando una membrana Millipore® de 
0.45 µm de diámetro.
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Con el extracto ya estéril se hicieron 10 diluciones seriadas con solución salina y se impregnaron con 10 µL los 
discos de papel filtro Whatman® 40 con un diámetro de 5mm estériles, colocándose éstos sobre las placas de 
AMH inoculadas con los cultivos ajustados de los microorganismos de prueba. Ubicándolos en el sentido de 
las manecillas del reloj, utilizando pinzas estériles y presionándolos ligeramente sobre el agar para asegurar 
un contacto completo con la superficie que favorezca la difusión del compuesto a probar. Las placas se incu-
baron a 37°C durante 24 h. Al término de este lapso, se observó si las placas mostraron un halo de inhibición 
alrededor del disco y en caso de presentarlo se midió el diámetro (Ruiloba y Ortigoza-Ferado, 2005).

Técnica de dilución del antimicrobiano en agar y determinación de la concentración mínima inhi-
bitoria (cmi). En condiciones de esterilidad y con el extracto ya estéril se hicieron 10 diluciones seriadas con 
solución salina. Se marcaron 10 cajas de petri y se transfirió 2 mL de cada dilución a la caja correspondiente y 
se añadió posteriormente 18 mL de AMH fundida enfriada a una temperatura próxima a 45°C. Se homogenizó 
el antimicrobiano en el medio de cultivo por rotación de la placa sobre la mesa. Se dejó solidificar. Se trazaron 
sectores en cada caja con el antimicrobiano y se escribió en nombre de las cepas de referencia. Se usó como 
testigo AMH sin extracto. Posteriormente se tomó una asada de cada cepa y se sembró por estría abierta en 
el sector correspondiente. Las placas se incubaron a 37°C durante 24 h y se trató de observar la concentración 
del extracto que posiblemente inhibiera el crecimiento de cada cepa (Ruiloba y Ortigoza-Ferado, 2005).

Resultados

Figura 2. Espectro de 1H RMN del extracto hexánico. En el se muestra los desplazamientos químicos (d) a 0.5-1.5 ppm y a 4.8-5.4 ppm de 

hidrógenos correspondientes a compuestos alifáticos y a dobles enlaces internos en la molécula.

Análisis del espectro de 1h rmn del extracto hexánico (figura 2). El espectro obtenido muestra señales 
correspondientes a compuestos alifáticos principalmente, las señales a  0.5 – 1.5 ppm son indicativas de hi-
drógenos correspondientes a este tipo de compuestos, muy probablemente existan dobles enlaces internos 
debido a la presencia de señales a d 4.8–5.4 ppm complementadas con las que se observan a d 2.0 ppm. No se 
observa la presencia de otras señales que pudieran indicar la presencia de algún otro grupo de compuestos 
con interés farmacológico.
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Figura 3. Espectro de 1H RMN del extracto metanólico. En el se muestra los desplazamientos químicos (d) a 3.0-4.0 ppm, a 5.2-5.4 y a 6.5-

7.5 ppm de hidrógenos correspondientes a compuestos con base de oxígeno, dobles enlaces y anillos aromáticos.

Análisis del espectro de 1hrmn del extracto metanólico (figura. 3). A diferencia del extracto hexánico, el 
extracto metanólico muestra señales por demás interesantes. Además de las señales correspondientes a 
compuestos alifáticos en la región de d 0.5 – 1.5 ppm, la presencia de otras señales indican que algunos 
compuestos interesantes podrían estar presentes en el extracto aunque en concentraciones pequeñas. Estas 
señales las encontramos a d 3.0 – 4.0 ppm correspondiente a compuestos con base de oxígeno, a d 5.2 – 5.4 
señales de dobles enlaces y en la región entre d 6.5 – 7.5 ppm se localizan señales de compuestos aromáticos. 
Estas señales aunque pequeñas, pueden ser importantes pues la mayoría de compuestos con actividad bio-
lógica presentan estas estructuras. Para su posterior análisis se recomienda realizar una fragmentación por 
columna cromatográfica (tabla 2). 

Tabla 2. Determinación de la sensibilidad bacteriana para el extracto hexánico, metanólico y acuoso mediante la técnica de Kirby-Bauer 

(Difusión en placa).

MICROORGANISMO
SENSIBILIDAD

EXTRACTO:
HEXANICO METANOLICO ACUOSO

Escherichia coli ATCC 8739 R R R

Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 R R R

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 R R R

Salmonella typhi ATCC 6539 R R R

Shigella flexneri ATCC 12022 R R R
Staphylococcus aureus ATCC 6538 R R R

Micrococcus luteus ATCC 12228 R R R

Bacillus subtilis ATCC 29212 R R R

R= Resistencia.
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Figura 4. Determinación del efecto del extracto hexánico de S. amarissima sobre el crecimiento de E. coli ATCC8739 (a), Klebsiella 
pneumoniae ATCC 13883 (b), Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027(c), Salmonella typhi ATCC 6539 (d), Shigella flexneri ATCC 12022 (e), 
Staphylococcus aureus ATCC 6538 (f), Micrococcus luteus ATCC 12228 (g), Bacillus subtilis ATCC 29212 (h) por la técnica de Kirby-Bauer. 
Las concentraciones probadas en cada disco fueron: 1) 500.00 µg/mL, 2) 250.00 µg/mL, 3) 125.00 µg/mL, 4) 62.50 µg/mL, 5) 31.25 µg/mL, 
6) 15.62 µg/mL, 7) 7.81 µg/mL, 8) 3.90 µg/mL, 9) 1.95 µg/mL, 10) 0.97 µg/mL, T) Sin extracto. Los otros tres extractos metanólico, acuoso 
liofilizado y secado a temperatura ambiente dieron los mismos resultados. (Datos no mostrados). El experimento se realizó por triplicado.
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Figura 5. Determinación del efecto del extracto hexánico de S. amarissima sobre el crecimiento de Shigella flexneri ATCC 12022 (a), 
Staphylococcus aureus ATCC 6538, (b) Bacillus subtilis ATCC 29212 (c), Salmonella typhi ATCC 6539 (d), Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 
(e), Micrococcus luteus ATCC 12228 (f), E. coli ATCC8739 (g), Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 (h) por la técnica de la dilución del 
antimicrobiano en agar. Las concentraciones probadas en cada placa de AMH fueron: 12) Sin extracto, 11) 500.00 µg/mL, 10) 250.00 µg/
mL, 9) 125.00 µg/mL, 8) 62.50 µg/mL, 7) 31.25 µg/mL, 6) 15.62 µg/mL, 5) 7.81 µg/mL, 4) 3.90 µg/mL, 3) 1.95 µg/mL, 2 ) 0.97 µg/mL, 1) 0.48 
µg/mL. Los otros tres extractos (metanólico, acuoso liofilizado y secado a temperatura ambiente dieron los mismos resultados. Datos no 
mostrados). El experimento se realizó por triplicado.

Discusión

Numerosas investigaciones se realizan con el fin de obtener nuevos compuestos con actividades biológicas 
a partir de fuentes naturales. Dentro de ellos un considerable número de estudios han evaluado actividades 
antimicrobianas en extractos y aceites esenciales de plantas medicinales y aromáticas (Hernández y Rodríguez, 
2001), como por ejemplo, la actividad antibacteriana del alpechín, nombre con el que se le asigna al agua 
residual de la industria de obtención del aceite de oliva (Tafesh, Najami, Jadoun, Halahlih, Riepl, y Azaizeh, 
2011); el yate de los pantanos, un eucalipto con propiedades en contra de Campylobacter jejuni; un arbusto 
africano del género Vernonia, el cual ha demostrado tener un amplio espectro contra bacterias, protozoarios 
y hongos (Aliyu, Musa, Abdullahi, Ibrahimi y Oyewale, 2011). Para la evaluación de estas actividades se han 
empleado las técnicas de dilución seriada en agar y la técnica de difusión en placa (Kirby-Bauer), dadas la 
sencillez y reproducibilidad de las mismas.

Es importante mencionar que la planta conocida popularmente como Hámula de Monterrey en la herbolaria 
mexicana y adquirida en el mercado de Coyoacán no es Brickellia cavanillesi (Asteraceae), sino Salvia amarissima, 
que aun así se le atribuye en el comercio de plantas las mismas propiedades terapéuticas de la especie anterior.

A Salvia amarissima le atribuyen actividades cicatrizantes, propiedades digestivas, desinfectantes, estrogé-
nicas, etcétera (Nuevo Mundo, 2009).

En este trabajo se planteó demostrar que la planta Salvia amarissima podría presentar algunos compuestos 
con actividad antimicrobiana, para ello se obtuvieron tres extractos de la planta seca y molida: dos polares 
(acuoso y metanólico) y uno no polar (hexánico) y se emplearon dos técnicas para demostrar el posible efecto 
de estos extractos, así como cepas de referencia bien caracterizadas.

En el análisis preliminar fitoquímico de la planta para el extracto hexánico, se encontraron estructuras sin 
relevancia, para los objetivos de este estudio, como son carotenoides, clorofilas, entre otras. 
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Para el caso del estudio preliminar del extracto 
metanólico, los espectros de H1RMN nos sugieren la 
presencia de compuestos como los referidos en el 
extracto hexánico, pero no se descarta el hecho que 
en su composición pudiera existir la presencia de molé-
culas como son derivados de sustancias aromáticas que 
podrían no sólo tener una actividad antimicrobiana, 
sino también la presencia de alcaloides, flavonoides, 
cumarinas, etcétera, que fueran importantes para 
otro tipo de actividad terapéutica, por lo que sería 
interesante seguirla estudiando, debido a la amplia 
gama de compuestos aromáticos que las plantas 
biosintetizan y por ser fuente de principios activos de 
diversa acción terapéutica.

Aún no se han analizado los extractos acuosos liofi-
lizado y secado a temperatura ambiente, los cuales 
están en proceso de describirse.

Al determinar la actividad antimicrobiana de los ex-
tractos acuosos, metanólico y hexánico por la técnica 
de difusión en agar, no se observó la presencia de 
halos de inhibición del crecimiento, con las diferen-
tes concentraciones ensayadas y contra las cepas de 
referencia probadas.

Para tratar de confirmar estos resultados, se evaluaron 
los extractos por la técnica de dilución del agar y así 
obtener una posible concentración mínima inhibitoria 
de las sustancias que estaban en ese extracto y así 
inhibir el crecimiento microbiano, pero ninguno de 
los extractos produjo este efecto.

Por lo que podemos decir que por las dos técnicas 
ensayadas para susceptibilidad a antimicrobianos 
la planta Salvia amarissima, no posee la actividad 
antimicrobiana buscada. Cabe destacar que sería útil 
continuar con esta investigación para darle mayor 
certeza al estudio las cinéticas de crecimiento de los 
microorganismos y determinar si hay algún cambio 
en su desarrollo para establecer por completo la no 
inhibición de las sustancias en los microorganismos 
de prueba, pues tal vez es que no haya un efecto 
antimicrobiano evidente por la baja concentración 
de moléculas con posible actividad como lo denota el 
espectro de 1H RMN del extracto metanólico.

Conclusión

Se identificó de forma correcta de la supuesta planta 
Hámula de Monterrey la cual no fue Brickellia cavani-
llesi, sino Salvia amarissima.

La caracterización fitoquímica preliminar determinada 
por (RMN H1) demostró que las moléculas del extrac-
to hexánico no poseen moléculas con actividades 
biológicas.

Así también el estudio demostró que el extracto meta-
nólico presenta moléculas con actividades biológicas, 
que será interesante aislar y caracterizar para corro-
borar las actividades biológicas que se le atribuyen.

Se probaron los extractos acuosos liofilizados y dese-
cados a temperatura ambiente, así como los extractos 
orgánicos hexánico y metanólico de la planta Salvia 
amarissima Ort. y no se observó actividad antimicro-
biana por las técnicas de difusión (Kirby-Bauer) y la de 
dilución en agar.   
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