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Resumen

Se evalué la composicion quimica y la actividad antibacteriana del aceite esencial Minthostachys mollis cultivado en el de-
partamento de Norte de Santander, Colombia. El aceite esencial fue obtenido por hidrodestilacion convencional, a partir
de las hojas; se determiné densidad relativa a 20°C, indice de refraccién; solubilidad de los aceites esenciales en etanol
(70% v/v) y rotacién éptica. La composicion quimica se evalué mediante cromatografia de gases/espectrometro de masa.
La actividad se realizé sobre tres bacterias: Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228
y Escherichia coli ATCC 25922. Para determinar la sensibilidad antibacteriana y la concentracion minima inhibitoria, los
aceites se diluyeron hasta la concentracion deseada (1000-50 ug/mL) empleando el método de microdilucién en caldo,
y se empled el lector de microplacas para la cuantificacion del crecimiento bacteriano. El rendimiento fue de 0,6%. Los
resultados de la prueba de sensibilidad mostraron que las bacterias fueron sensibles al aceite esencial de Minthostachys
mollis; ademas, este aceite presenté un elevado contenido de monoterpenos oxigenados con reconocida actividad anti-
bacteriana, como son el carvacrol y el timol. En funcion de los resultados obtenidos, concluimos que la especie vegetal

evaluada es promisoria para el control del componente bacteriano.

Palabras clave: Mufa, aceite esencial, actividad antibacteriana.
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Abstract

The chemical composition and antibacterial activity of essential oil from Minthostachys mollis were evaluated; the plants
were grown in the Norte de Santander department, Colombia. The essential oil was obtained by conventional hydrodisti-
llation from Minthostachys mollis leaves; relative density was determined at 20°C, as were the refraction index, essential
oil solubility in ethanol (70% v/v) and optical rotation. Chemical composition was evaluated by gas chromatography/mass
spectrometry (GC-MS). Three bacteria were used for evaluating antibacterial activity: Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 and Escherichia coli ATCC 25922. The oil was diluted to the desired concentra-
tion (1,000-50 pg/mL) for determining antibacterial sensitivity and minimum inhibitory concentration, using the broth micro-
dilution method, and a microplate reader was used for quantifying bacterial growth. Yield was 0.6%. Sensitivity test results
revealed that bacteria were sensitive to essential oil from Minthostachys mollis; furthermore, this oil had a high content of
oxygenated monoterpenes (i.e. carvacrol and thymol) having recognised antibacterial activity. It can thus be concluded that
the vegetal species evaluated here is promising for controlling bacteria.

Key words: Muna, essential oil, antibacterial activity.

Resumo

Avaliou-se a composicao quimica e atividade antibacteriana do 6leo essencial Minthostachys mollis cultivada no departamen-
to de Norte de Santander, Colombia. O 6leo essencial foi obtido por destilacao convencional das folhas; determinada
densidade relativa a 20°C, indice de refracao; solubilidade de 6leos essenciais em dlcool etilico (70% v/v) e rotacao optica.
A composicdo quimica foi avaliada utilizando o espectrometro de massa/cromatégrafo. O evento foi realizado para trés
bactérias: Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 e Escherichia coli ATCC 25922.
Para determinar a sensibilidade antibacteriana e a concentracao inibitéria minima, 6leos sdo diluidos para a concentragcao
desejada (1000-50 pg/mL), utilizando o método de microdiluicao em caldo, e usado o leitor de microplacas para a quanti-
ficacdo do crescimento bacteriano. O rendimento foi de 0,6%. Os resultados do teste de sensibilidade mostraram que as
bactérias foram sensiveis para o 6leo essencial de Minthostachys mollis; Além disso, este 6leo apresenta um alto teor de
monoterpenos, oxigenados com atividade antibacteriana conhecida, tais como o carvacrol e timol. Dependendo dos re-
sultados, podemos concluir que as espécies de plantas avaliadas é promissora para o controle do componente bacteriano.

Palavras-chave: Muha, 6leo essencial, atividade antibacteriana.

Introduccién

Colombia es un pais que posee una gran diversidad
de ecosistemas y microclimas, lo cual hace que su ve-
getacion sea muy variada, enriquecida con especies
endémicas y diversidad genética muy alta, entre las
cuales se tienen algunas que poseen aceites esencia-
les (AE) con principios activos con potencial actividad
biol6gica e industrial, que convierten a nuestro pais
en una regiéon muy interesante para la investigacion y
desarrollo de nuevos productos naturales (Granados
etal,, 2012; Torrenegra et al.,, 2015a).

Los aceites esenciales (AE) de plantas aromaticas y medici-
nales contienen principios activos que exhiben bioactivi-
dades como la antioxidante, antifiingica, antimicrobiana,
entre otras (Matiz et al, 2012a). En particular, el AE de
la especie vegetal Minthostachys mollis Griseb pertene-
ciente al género Minthostachys conocida cominmente
como muna, es una especie de planta arbustiva lefosa,
oriunda de Argentina, Bolivia, Colombia, Ecuador, Perid y
Venezuela, utilizada en medicina popular para tratar los
colicos estomacales y ciertos trastornos gripales (Carhua-
poma et al,, 2009;Torrenegra et al,, 2015a).

Adicionalmente, hoy por hoy, la tendencia de los
pacientes se inclina hacia el consumo de “fitotera-

péuticos”, libres de productos de sintesis y aditivos
quimicos por lo que resulta interesante estudiar la ac-
tividad antibacteriana de los aceites esenciales (AE) de
plantas nativas.

En este trabajo, se obtuvo el AE, mediante hidrodes-
tilacion de la especie vegetal Minthostachys mollis,
cultivada en el departamento de Norte de Santander
(Colombia); y se determiné la composicién quimica, la
sensibilidad antibacteriana y la concentracién minima
inhibitoria (CMI) in vitro del AE sobre tres bacterias: Sta-
phylococcus epidermidis, Escherichia coli y Staphylo-
coccus aureus.

Materiales y métodos

Las muestras de muna fueron recolectadas en el mu-
nicipio de Pamplona en Norte de Santander - Colom-
bia (7°22'34"N 72°38’54”0). Cabe resaltar que la
etapa de muestreo de la especie vegetal, se llevd a
cabo durante la puesta del sol, para evitar que las altas
temperaturas pudieran volatizar algunos componen-
tes presentes en las muestras. El material vegetal se
empaco en un contenedor de poliestireno expandido
y se preservo a 25°C (Granados et al., 2012). El mate-
rial vegetal fue identificado en el Herbario Regional
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Catatumbo-Sarare (HECASE) de la Universidad de Pam-
plona, registro nacional de colecciones biolédgicas. El
ndmero de coleccion de dicha planta fue conservado
con N¢ de coleccién Granados C. N°0O1.

Procesamiento del material vegetal

Las hojas colectadas fueron lavadas con agua y selec-
cionadas para garantizar buen estado; seguidamente
se trocearon, pesaron y procesaron inmediatamente.
La extraccion del AE de las hojas se realizé por hidro-
destilacion convencional (HD). Se emple6 un equipo
de hidrodestilacion con capacidad para 4 L, 500 g del
material vegetal, seleccionado y troceado, se introdu-
jeron en el balén de extraccion, el cual contenia 500
mL de agua destilada; el tiempo de extraccion fue de
3-4 horas. El AE se colecté en un recipiente tipo Dean
Stark. El AE se separ6 por decantacion e inmediata-
mente fue almacenado en un vial ambar de 4 mL (To-
rrenegra et al,, 2015b).

Determinacion de propiedades fisicas del AE

A cada muestra de AE se le midieron las siguientes pro-
piedades fisicas: a) densidad relativa a 20 °C; b) indice de
refraccion; c) solubilidad del AE en etanol (70 % v/v): en
un tubo de plastico con tapa de 1,5 mL se adicionaron
100 L de etanol al 70 % (v/v) y 2 uL del AE. La mezcla se
homogeniz6 en un vortex a 200 rpm hasta obtener una
solucion homogénea (Torrenegra et al, 2015b).

Andlisis del AE por cromatografia de gases/
espectrometro de masa (CG/EM)

Se empled un equipo CG/EM 7890A/5975C Agilent
(Estados Unidos) en interfase con un detector selec-
tivo de masas HP5973 Network conectado en linea
con un sistema HP-MS ChemStation y la base de datos
NIST-2008. Las condiciones de operacion fueron: co-
lumna capilar HP-5MS (5% phenyl methyl silox, 30 m
x 250 ym x 0,25 ym), temperatura inicial 45°C, tem-
peratura de la linea de transferencia de 280°C y vo-
lumen de inyeccion 1,0 yuL en modo split (20:1), con
temperatura del inyector de 250°C. La deteccion de
los compuestos se realizé por comparacion del espec-
tro de masas, en cada tiempo de retencion, con los
reportados en la base de datos NIST-2008 (Tomy et al.,
1997; Baharum et al., 2010; Leo6n et al.,, 2015; (Torre-
negra et al,, 2015b).

Actividad antibacteriana in vitro

Los in6culos bacterianos se prepararon de acuerdo a
las indicaciones establecidas por el Instituto de estan-

dares clinicos y de laboratorio (CLSI, 2011), tomando
entre 3-4 colonias bien diferenciadas y morfol6gi-
camente similares de las bacterias previamente sem-
bradas en placas Petri con el agar especifico, y luego
suspendiéndolas en tubos de ensayo en caldo homo-
logo estéril, para S. aureus, S epidermidis y E. coli se
utilizé Tripticasa Soya (TSA). La incubacién se realizo
a 352 °C y se verificd sistematicamente la densidad
Optica (DO) a 620 nm en lector de microplacas (Multis-
can EX Thermo®, Estados Unidos) hasta que la suspen-
sion bacteriana alcanzara una DO620 entre 0,08-0,1
unidades, equivalente a 0,5 en la escala de McFarland
(1x108 UFC/mL); la suspensién fue diluida a fin de ob-
tener una suspensién de trabajo de 5x10° UFC/mL en
los ensayos biologicos. Las cepas se inocularon en el
momento de mayor densidad 6ptica. Para ello, 0,1 mL
de in6culo diluido fue adicionado a 9,9 mL del caldo
especifico, e incubado a 35%2 °C y verificando, a inter-
valos regulares la DOe620 de la suspensién bacteriana
en lector de microplacas. El tiempo en el que se logré
el mayor valor, se emple6 como tiempo de incuba-
cion en todos los ensayos. Debido a la insolubilidad
en agua de los AE, se utilizaron mezclas de caldo: eta-
nol: Tween-80. Para este estudio, diferentes mezclas
de etanol: caldo:tween-80 se incubaron con las cepas
bacterianas en placas de 96 pocillos a 35%2 °C por el
tiempo definido para cada bacteria segin las curvas
de crecimiento; posteriormente, se determinaron los
porcentajes de viabilidad frente al blanco de maximo
crecimiento (caldo con indculo), con el objeto de se-
leccionar la mezcla més adecuada. Para la evaluacion
de la sensibilidad antibacteriana se prepararon solucio-
nes de AE a concentracion de 1000 pg/mL, acorde
con el criterio de Gibbons que considera como pro-
misorios los productos que presenten valores de CMI
inferior a 1 000 pg/mL. Estas soluciones se incubaron
con las suspensiones bacterianas a 35%2 °C, utilizando
gentamicina sulfato (0,016 mg/mL) como control po-
sitivo de actividad antibacteriana. Al final del periodo
de incubacion, las placas se agitaron durante 5 min a
100 rpm, se determiné la DOe20 en lector de micro-
placas y se estimo la viabilidad por comparacion frente
al blanco de méaximo crecimiento (Gibbons 2005; Ra-
mirez et al., 2009; Matiz et al., 2015b; (Torrenegra et
al, 2015b).

Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

Cincuenta pL de las suspensiones de las cepas fue-
ron incubadas en placas de 96 pozos, con 50 yL de
concentraciones seriadas entre 1 000 y 50 partes por
milléon (ppm) de los aceites esenciales evaluados. Las
placas fueron selladas durante la incubacion para redu-
cir la evaporacion. Al finalizar, se agitaron (100 rpm, 5
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min) y se determiné la DOs620 en lector de micropla-
cas. La CMI (ppm) se calculé como la minima concen-
tracion del aceite esencial que inhibié completamente
el crecimiento, comparando contra pozos de caldo
puro. Pozos con caldo inoculado (maximo crecimien-
to) y con gentamicina (30 ppm) se emplearon como
control (Matiz et al., 2015b; (Torrenegra et al., 2015b).

Andlisis estadistico

Todos los ensayos se realizaron por triplicado. Los
resultados se expresaron como la media + DE (des-
viacion estandar). Las diferencias significativas se de-
terminaron mediante andlisis de t de student.

Resultados y discusién

La eficiencia de la extraccion, las propiedades fisicas
del AE se presenta en la tabla 1.

Tabla 1. Rendimiento y propiedades fisicas del AE de M.
mollis

Analisis M. mollis
Rendimiento del AE 0,6£0,05%
Densidad especifica 20°C 0,90+0,05g/mL
indice de refraccién 20°C 1,4774+0,02
Solubilidad en etanol al 70% Positiva

El AE de la especie vegetal obtenido por el método de
extraccion presento un olor intenso y caracteristico, Ii-
quidos a temperatura ambiente, arrastrable por vapor
de agua e insolubles en ella, coloraciéon amarillo palido.

Cano et al., 2008, obtuvieron un rendimiento del
0,19% por el método de arrastre con vapor de agua,
muy inferior al reportado en el presente estudio (0,6%)
esto se debe principalmente a los siguientes factores:
métodos de cultivo, condiciones geobotanicas: clima,
altitud, tipo de suelo, luminosidad, pluviosidad, tem-
peratura; época de recoleccion y edad de las plantas.

Torrenegra et al., 2015a, indicaron que a mayor indice
de refraccion el AE contendrda mayores terpenos ben-
cénicos. Segln este criterio el aceite esencial posee
ligeramente mas compuestos terpénicos.

La literatura cientifica menciona que valores mayores
a 1,00 indican la presencia de terpenos aromaticos, ni-
trogenados y azufrados; en cambio, valores menores,
incluso cercanos a 0,840, atestiguan la presencia de
hidrocarburos aromaticos. Estos datos muestran que

el aceite esencial posee mayores terpenos oxigenados
(Torrenegra et al., 2015a).

La prueba de solubilidad en etanol al 70% fue positiva
para los diferentes AE obtenidos ambos métodos. El
comportamiento de solubilidad es semejante al repor-
tado por Torrenegra et al., 2015a; lo anterior, se debe
principalmente al contenido de compuestos oxigena-
dos en los AE. La presencia de compuestos oxigenados
aumenta la afinidad por el solvente y, adicionalmen-
te, los aldehidos y alcoholes poseen la capacidad de
formar puentes de hidrégeno; por tal razén, el conte-
nido de compuestos oxigenados, ademas de proveer
las notas aromaticas agradables a los AE, aumentan su
solubilidad en etanol haciéndolos mas aptos para su
aplicacion en la industria.

La identificacion de los componentes, los tiempos de
retencion y porcentajes de abundancia del AE de M.
mollis (mufa) por CG/EM son reportados en la tabla 2.
El compuesto mayoritario encontrado es el carvacrol
con un porcentaje de abundancia relativa de 21,24 %.

Tabla 2. Componentes mayoritarios detectados en el AE de
M. mollis.

% Abundancia
Compuesto relativa, (tr, min)
M. mollis
a-pineno 1,73 (7,34)
Limoneno 0,56 (10)
Carvacrol 21,24 (10,07)
Eucaliptol 10,04 (10,07)
Timol 13,11 (13)
Pulegona 9,84 (41)
Germacreno-D 11,85 (44,36)
Biciclogermacreno 1,83 (44,803)
Acetato de cariofileno 1,83 (45,7)
Longifolol 1,77 (46,11)
Acetato de a-Eudesmol 11,32 (47,588)
Acetato de (-)-Isolongifolol 10,94 (48,75)
Acetato de exo-Norbornanol 3,94 (49,87)

Tiempo de retencion (tr) y abundancia relativa (%) de
los aceites esenciales, identificados por comparacion
con espectro de masas de referencia de la base de
datos NIST - 2008.
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Cano et al, 2008, encontraron como componente
mayoritario del aceite esencial de Muna al pulegona
(36,68%). Resaltado que este compuesto esta presen-
te en el perfil cromatografico mostrados en la tabla 2.

Sin embargo, es visible una pequena variaciéon con
respecto a los componentes minoritarios encontrados
por Cano et al., 2008, ocasionado por el efecto de di-
ferentes factores ambientales sobre el contenido de
compuestos en plantas medicinales. La intensidad de
laluz y el fotoperiodo, que varian de regién en region;
época de recolecciéon y edad de las plantas afectan la
composicion del aceite esencial.

Los ensayos de crecimiento revelaron que las cepas
de S. aureus, S. epidermidis y E. coli alcanzaron la ma-
yor DOe20 a las 20 horas, estos fueron los tiempos
de punto final de incubacién en los bioensayos de ac-
tividad antibacteriana. Para solubilizar los aceites, se
demostré que las mezclas que contenian etanol al 4
% y polisorbato-80 al 1 % no inhibieron el crecimiento
de ninguna de las cepas, por tanto, se eligio utilizar un
sistema caldo: etanol: polisorbato-80 en proporcion
95:4:1, para solubilizar el aceites esenciales evaluado
en este trabajo.

Los resultados de la evaluacién de la sensibilidad anti-
bacteriana del AE (tabla 3), permitié escoger el aceite
en estudio, tomando como criterio de seleccién, que
fuera capaz de inhibir en mas de un 90% a las tres
cepas. La cepa menos sensible a los aceites fue la S.
epidermidis.

La CMI se determina con la utilizacién de caldo inocu-
lado y estandarizado, al que se adicionan soluciones
de aceites a diferentes concentraciones, provocando

una dilucion; esto explica el por qué la absorbancia
(DO620) del caldo puro es mayor que la de los demas
pozos al tiempo inicial de incubacion. Al final de la
misma, se leen las absorbancias de todos los pozos.
Se considera inhibicion total, en aquellos con valores
inferiores al del caldo puro. La mayor concentracién
de aceite capaz de lograr esto, se denomina CMI. Los
valores se presentan en la tabla 4.

Se reconoce que los AE dependen de sus propieda-
des lipofilicas o hidrofilicas. Los terpenoides pueden
servir como un ejemplo de agentes liposolubles, los
cuales afectan la actividad de las enzimas catalizado-
ras a nivel de membrana, por ej. Ciertos componentes
del AE pueden actuar como desacopladores, los cua-
les interfieren en la translocacién de protones sobre
la membrana y subsecuentemente interrumpir por la
fosforilacion del ADP (Cano et al., 2008).

En particular, este AE presento la mayor concentracion
relativa del compuesto carvacrol, el cual puede pene-
trar la membrana del citoplasma, causando una deses-
tabilizacion de esta; igualmente podria actuar como
intercambiador de protones, reduciendo el gradiente
de pH a lo largo de la membrana (Xu et al., 2008).

De esta manera se sigue sumando evidencia soste-
niendo que los AE, son una buena fuente natural y dis-
ponible que posibilitara desarrollar diferentes formas
farmacéuticas con actividad farmacolégica definida.
Por otro lado, estos resultados pueden servir para
comenzar a entender las razones del extenso uso de
los aceites esenciales, ya sean en la medicina tradicio-
nal o en la aromaterapia, al mismo tiempo podemos
acercarnos cada vez mas a la utilizacion de las plantas

Tabla 3. Porcentajes de inhibicién de crecimiento obtenidos en la prueba de sensibilidad bacteriana del aceite esencial (1000 pg/

mL) frente a tres cepas bacterianas.

Cepas bacterianas
Aceite esencial
S. aureus S. epidermidis E. coli
Gentamicina (Control) 98,5+0,05 98,3+0,02 98,9+0,03
M. mollis 92,8+0,90 90,5+0,33 91,8+0,50
Tabla 4. Concentracién minima inhibitoria (CMI) del aceite esencial frente a tres cepas bacterianas.
Concentracion minima inhibitoria (CMI)
Aceite esencial (ng/mL)
S. aureus S. epidermidis E. coli
M. mollis 500 600 500
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aromaticas, que contienen AE, como terapia comple-
mentaria de las convencionales.

Conclusiones

Las cepas bacterianas de S. aureus, S. epidermidis y E.
coli, resultaron susceptibles a la accién antibacteriana
del AE de M. mollis extraido por el método de hidro-
destilacion; lo cual, convierte a este AE, cuyo principal
constituyente es el agente antimicrobiano carvacrol,
como promisorio para el control del componente bac-
teriano.
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