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ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA IN VITRO DE VOLATILES Y NO VOLATILES DE
LIPPIA ALBA Y EXTRACTOS ORGANICOS Y ACUOSO DE JUSTICIA PECTORALIS
CULTIVADAS EN DIFERENTES PISOS TERMICOS DEL DEPARTAMENTO DEL

TOLIMA

RESUMEN

Los hidrodestilados y extractos metandlicos de I. alba sin hidrodestilar y
destiladas, ademas de extractos acuoso y organicos (acetato de etilo, etanol) de j.
pectorales fueron evaluados para su actividad antimicrobiana mediante el
método de difusidn en agar con disco y diluciones dobles seriadas en medio
liguido. Todos los extractos mostraron una insignificante actividad (leve o
inactivo), mientras que los volatiles de I. alba mostraron fuerte actividad contra
Candida albicans seguido de Staphylococcus aureus y Escherichia coli. En lo
concerniente a la evaluacién antimicrobiana de plantas cultivadas en diferentes
altitudes, no se observo diferencia significativa en ninguno de los casos.

PALABRAS CLAVES: Actividad antimicrobiana, staphylococcus aureus,
candida albicans, escherichia coli, Justicia pectoralis, Lippia alba.

ABSTRACT

On the one hand hydro-distilled and methanol extracts from both non distilled
and distilled L. alba and the other hand, water and organic (ethyl acetate,
ethanol) from J. pectoralis were evaluated for their antimicrobial activity by
means of the agar disk diffusion and broth dilution (two-fold serial dilutions).
All the extracts showed insignificant antimicrobial activity (weak or inactive).
Otherwise, essential oils of L. alba exhibited strong activity against Candida
albicans followed by Staphylococcus aureus and Escherichia coli. Concerning
the antimicrobial evaluation of plants growing in different altitudes, no
significant difference was observed in any of these cases.

KEYWORDS: Antiomicrobial, staphylococcus aureus, candida albicans,
escherichia coli Justicia pectoralis, Lippia alba.
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Desde la antigiedad el hombre ha utilizado las plantas
como materia prima para la elaboracién de preparaciones
tradicionales (infusiones, tes o jugos), con la finalidad de
controlar la prevalencia de ciertas enfermedades
infecciosas, resolver problemas de resistencia de los
microorganismos Yy los efectos colaterales de algunos
antimicrobianos sintéticos [1]. Muchos extractos y aceites
esenciales obtenidos de plantas han mostrado ser
bioactivos in Vitro e in Vivo, por lo que se justifica la
investigacion enfocada a evaluar la actividad
antimicrobiana de estos vegetales [2]. En Colombia, se
considera que Justicia pectoralis (amansa toros) y Lippia
alba (pronto alivio) son fieles representantes de la
medicina tradicional, en la cual se les ha conferido
diversas propiedades, muchas de ellas validadas
cientificamente en otros paises, como analgésica y
expectorante, [3]; sedativo, antidiabético [4];
carminativa, espasmolitica [5], entre otras, para el caso de
Lippia alba. A J. pectoralis, se le atribuye accion
analgésica, antiinflamatoria [6] y broncodilatadora [7].
Todo lo anterios pone en evidencia el gran potencial
fitoterapéutico de estas plantas y el interés por estudiarlas.
En esta investigacion se evalu6 la actividad
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antimicrobiana de extractos organicos y acuoso de J.
pectoralis y volatiles y no volatiles de L. alba cultivadas
en diferentes pisos térmicos del departamento del Tolima,
reconociendose que la diversidad climatica y topografica
del pais, puede generar diferentes quimiotipos [8]. Los
microorganismos (MO) empleados fueron Staphylococcus
aureus, Candida albicans y Escherichia coli, los cuales
son de importancia clinica por las patologias que originan
y la actual resistencia que han mostrado a los antibidticos
convencionales.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Material vegetal

El material vegetal en estado Optimo de desarrollo
vegetativo y fitosanitario se recolecté en el municipio de
Chaparral (830 m.s.n.m) y el area urbana y rural del
municipio de lIbagué (1050 y 1265 m.s.n.m) en el
departamento del Tolima, durante el mes de abril,
correspondiente al periodo de lluvias. Los especimenes de
ambas plantas se llevaron al Herbario Toli de la
Universidad del Tolima para su identificacion. Las partes
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aereas de Justicia pectoralis se secaron a 50 + 2 °C y las
de Lippia alba se secaron a temperatura ambiente.

2.2 Obtencion de extractos y aceites esenciales

El material vegetal seco y triturado de J. pectoralis se
sometio a maceracion hasta agotar la matriz utilizando
etanol y acetato de etilo (1:10). Los diferentes extractos se
concentraron a presion reducida en un rotavapor. El
extracto acuoso se obtuvo por decoccion, tratando de
simular lo realizado por las comunidades. Para L. alba se
obtuvieron dos macerados metandélicos: uno a partir del
material vegetal seco (pre) y otro a partir del residuo del
hidrodestilado (post). Los aceites esenciales fueron
obtenidos por hidrodestilacion de 100g de material
vegetal, durante 2 h en un equipo Clevenger. El aceite se
seco sobre sulfato de sodio anhidro y se almacené a 4 °C
protegido de la luz.

2.3 Tamizaje fitoquimico

Se evaluaron los principales componentes quimicos
presentes en las especies estudiadas, siguiendo la
metodologia sugerida por Sanabria [9] y Dominguez [10],
con algunas modificaciones.

2.4 Actividad antimicrobiana

Se emplearon S. aureus (Gram. +) (ATCC 6538), E. coli
(Gram. -) (ATCC 25992) y la levadura C. albicans
(ATCC 14053). Las cepas suministradas por el
laboratorio de microbiologia de la Pontificia Universidad
Javeriana (Bogota), se mantuvieron en medio liquido
tripticasa de soya (oxoid), incubadas durante 24 h a 37 °C.
Se implemento el método de difusién en agar, utilizando
discos estériles de papel Whatman No.1 de 1.25 cm. de
didmetro, los cuales se colocaron sobre medio de cultivo
solido Muller-Hinton, previamente inoculado con los
microorganismos. Los discos se impregnaron por 5
minutos con c/u de los extractos, aceites esenciales, los
distintos controles negativos (etanol 96%, acetato de etilo,
agua destilada y metanol) ademas de los diferentes
controles positivos para cada uno de los microorganismos
(tabla 1). Se incubaron las placas a 37 °C por 24 h y
después de este periodo se midieron los halos de
inhibicion en cm. Las pruebas se consideraron negativas
cuando se presentd crecimiento microbiano alrededor del
disco; en los ensayos en los que el halo de inhibicién fue
similar o mayor a alguno de los controles positivos se
procedi6 a evaluar concentraciones de 50, 25 y 12,5 %.
Mediante la microdilucion en medio liquido (caldo
CASO) se determind la concentracion minima inhibitoria
(CMI), en un rango de concentraciones doblemente
seriadas de 1 — 500 pg/ml; después de 18 horas de
incubacion a 37 °C se midid la transmitancia a 580 nm
mediante un espectrometro UV PERKIN - ELMER
lamda 1 UV / Vis, de los diferentes tratamientos y se
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comparo con los siguientes controles: tubos con medio sin
inéculo, medio inoculado. Dada la insolubilidad del aceite
en agua, se utiliz6 etanol 95 % como solvente, por lo que
fue necesario realizar paralelamente con la serie problema
una serie blanco a fin de conocer el efecto del solvente; en
ningdn caso se encontrd efecto del solvente sobre las
células microbianas. La concentracion minima bactericida
(CMB) se determind mediante la inoculacién del medio
solido con una alicuota proveniente de los medios
liquidos en donde se registro inhibicién del crecimiento.
Todas las pruebas se llevaron a cabo por triplicado. Se
realizaron andlisis de correlacion lineal, andlisis de
varianza (ANOVA) y una prueba LSD para los diferentes
tratamientos mediante el empleo del software estadistico
ESM - EST.

Antimicrobianos
(controles positivos)
Gentamicina (12mg/ml)
Cloranfenicol (15mg/ml)
Eritromicina (12mg/ml)

Microorganismos

S. aureus (Sa)

eritromicina (10mg/ml)

Cloranfenicol (15mg/ml)
Gentamicina (12mg/ml)
Cloranfenicol (mg/ml)

Fluconazol (15mg/ml)

E. coli (Ec)

C. albicans (Ca)

Ketoconazol (10mg/ml)
Tabla 1. Controles positivos de susceptibilidad antimicrobiana de
los microorganismos

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Tamizaje fotoquimico

En todos los extractos se evidencié la presencia de
flavonoides, esteroides, taninos, saponinas, cumarinas y
lactonas terpénicas. Sin embargo, en los macerados
metandlicos de L. alba las quinonas se detectaron tan solo
en el extracto pre de la meseta.

3.2 Actividad antimicrobiana

Como se evidencia en la tabla 2, los halos de inhibicidn de
todos los extractos fueron inferiores al de sus respectivos
controles. En J. pectoralis, se registré una Gnica inhibicién
(S. aureus) correspondiente al extracto de acetato de etilo
obtenido de de la muestra de la meseta. Por consiguiente,
los metabolitos secundarios responsables de dicha accién
en esta especie, son en su mayoria de caracter apolar y
ademés sugiere una posible diferencia en la composicion
fitoquimica, relacionada con el sitio de recoleccion. En el
caso de los extractos metandlicos de L. alba, los resultados
coinciden con la ineficacia mostrada en otros estudios de
actividad antimicrobiana, aunque con extractos etandlicos,
realizados por Holetz et al., (2002) y Teixeira et al., (2005)
con la misma especie [11, 12].
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Trat Extractos J. pectoralis Extractos (MOH) |. alba Controles positivos
Meseta Gaviota Meseta Chaparral Gen Eri Clo Flu Ket
AE E A|AE | E| A | Pre | Pos | Pre | Pos
MO t t
S 0 0o [o] o Jo|o|17 |14 ] 15] 15 3 31 53
a +0° | +0* | +0° | +0° | +0.2° | +0.9° | +0.3°
2.1 15 1.6 15 17 3.3 34 6.1
Be | 402 | O O] O [ OO0 v | vo2 | 407 | 40° | +06 | +0 | +04°
15 18 14 1.6 2.5 2.7 2.6
Ca | O 0 |0 0 10 0] 400 | +02 [ 40° | +0* | ] 40 | +03* | +08°

Tabla 2. Promedio de los halos de inhibicion (cm) de extractos de J. pectoralis y L. alba (A.E) Acetato de etilo; (E) Etanol; (A) Agug;
(MOH) Metanol. (Gen) gentamicina; (Eri) eritromicina; (Clo) cloranfenicol; (Flu) fluconazol; (Ket) ketoconazol. * Datos con letra
diferente indican diferencias significativas en cada microorganismo. P < 0,05.

Jrat Aceite esencial (Meseta) Aceite esencial (Chaparral) Controles positivos
MO\ 100 50 25 | 125 |CMI| 100 | 50 | 25 |125|CMI| Gen | Eri | Clo | Flu | Ket
3.6 2.2 1.8 | 1.8 34 | 23 | 17 | 17 3 3.1 5.3
Sa +0.35° | +0.1 | +0.1 | +0 500 +0.3° | +0,2 | +0 | +0 500 +0.2° | +0.9° | +0.38 | T
Ec 1.9 1.7 16 | 16 ) 2.0 18 | 1.7 | 17 i 3.3 3.4 6.1
+0.1° | +0.1 | +0 +0 +0.2° | #0.1 | +0 | +0 +0.6 | +0 | +0.4°
8.4 3.8 29 | 26 8.0 31 | 28 | 25 25 2.7 2.6
Ca | 1057 | +0.2° | +01° | +0° | 7200 | 4012 | 402 | 404 | 0 | 200 | 7| 400 | +03° | +05°

Tabla 3. Promedio de los halos de inhibicién (cm) de las concentraciones (%) y los controles positivos: (Gen) gentamicina; (Eri)
eritromicina; (Clo) cloranfenicol; (Flu) fluconazol; (Ket) ketoconazol. Concentracion minima inhibitoria (CMI) pg/ml de los aceites
esenciales de L. alba; * Datos con letra diferente indican diferencias significativa en cada microorganismo. P < 0,05.

A diferencia de los extractos, los aceites esenciales de
L.alba fueron activos contra todos los microorganismos
ensayados, mostrando una zona de inhibicion superior o
similar a la de los controles positivos, en mayor medida
contra C. albicans seguido de S. aureus, siendo el efecto
contra E. coli el menor de todos (tabla 3). La mayor
actividad antimicdtica méas que antibacterial fue también
reportada por Oliveira et al., (2006) [13]. Respecto a las
especies bacterianas, de igual forma Pino et al., (1996)
encontraron mayor sensibilidad al aceite esencial de L.
alba colectada en cuba, por parte de bacterias Gram
positivas [14]. Esta diferencia entre las respuestas de las
bacterias a los tratamientos, podria deberse a la
composicién de la pared celular, que presentan Gram
positivas y Gram negativas segin Pessini et al., (2003)
[15].

En cuanto a las concentraciones evaluadas para los
aceites de L. alba, se determino que la actividad es
dependiente de la concentracion (r = 0,98). Al
compararse el efecto anticandida de los aceites de L.
alba, con respecto a los controles positivos es evidente
que la eficacia de la concentracion mas baja en disco
(12.5%), se aproxima a la accion mostrada por los
controles positivos, dado que no se presentan diferencias
significativas respecto a éstos. Esta similitud representa
una posible alternativa para el control de la candidiasis
bajo estudios detallados que permitan determinar la
dosificacion del aceite disminuyendo los posibles efectos
colaterales que pueda presentar. Ademas, se evidencid
que no hay diferencias significativas de la actividad de

estos segun el sitio de recoleccion, lo que sugiere que
posiblemente no existen diferencias sustanciales en
cuanto a la composicion de los fitoquimicos bioactivos a
pesar de encontrarse diferentes quimiotipos de L. alba
(en estudio).

Diversas investigaciones han sido realizadas para evaluar
la actividad antimicrobiana de diferentes aceites
esenciales y muchos de sus componentes, especialmente
mono y sesquiterpenos. El efecto inhibitorio de varios
terponoides sobre el consumo de oxigeno de los
microorganismos y la fosforilacion oxidativa ha sido
demostrada. En particular alcoholes fendlicos y no
fendlicos (de origen terpenoide) exhibieron fuertes
efectos inhibitorios seguidos por aldehidos y cetonas
[16].

La menor concentracion a la cual se registro una marcada
inhibicion del crecimiento microbiano, fue de 500 pg/mli
para S. aureus; la accién a esta concentracion fue
bacteriostatica al registrarse crecimiento en medio sélido,
lo que permite decir que la CMB es mayor a dicha
concentracion. Para el caso de la levadura, la CMI no se
encuentra en el rango evaluado (1 — 500 pg / ml).

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Los resultados sugieren un potencial terapéutico de los
aceites esenciales de L. alba debido a su actividad frente
a los diferentes MO; por lo que se deberian realizar
estudios de las condiciones agronémicas y de
rendimiento y calidad del aceite esencial.
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Se sugieren estudios in Vivo de la aplicacién de los
aceites esenciales para tratar la candidiasis asi como
desarrollar estudios del mecanismo de accién en cuénto
al agente causal de esta patologia.

Se recomienda ensayar solventes de menor polaridad
para evaluar la actividad antimicrobiana de J. pectoralis.
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