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sential oil of the leaves of Libanothamnus neriifolius (Asteraceae)

Rosa Aparicio-Zambrano **, Luis Rojas-Fermin?, Judith Velasco?,
Alfredo Usubillaga?, Marcos Sosa?3, Julio Rojas*

Facultad de Farmacia y Bioanalisis, Universidad de Los Andes, Mérida. Venezuela.

Resumen

El aceite esencial de las hojas frescas de Libanothamnus neriifolius (B. ex H) Ernst.,
fue obtenido por el método de hidrodestilacién utilizando la trampa de Clevenger,
obteniendo 1.8 mL (rendimiento 0.087%). El aceite esencial se caracterizo por el
método de cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas (CG-EM),
identificando como compuestos principales 8-felandreno (29.04%), a-felandreno
(19.86%), a-pineno (13.57%) y a-tujeno (12.35%). La actividad antimicrobiana se
determind por el método de difusion en agar con discos, frente a bacterias y leva-
duras de referencia internacional (Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus
faecalis ATCC 29212, Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC
23357, Pseudomonas aureginosa ATCC 27853, Candida albicans CDC-B385, Candida
krusei ATCC 6258). El aceite esencial inhibié el desarrollo de S. aureus, C. albicans
y C. Krusei, con un valor de Concentracién Inhibitoria Minima (CIM) de 50 pL/mL,
700 pL/mLy 500 pL/mL, respectivamente. Este es el primer reporte sobre actividad
antimicrobiana para L. neriifolius y para el género Libanothamnus.

Abstract

The essential oil of the fresh leaves of Libanothamnus neriifolius (B. ex H) Ernst.
was obtained by the hydrodistillation method using the Clevenger trap, obtaining
1.8 mL (0.087% vyield). The essential oil was characterized by the method of gas
chromatography coupled to mass spectrometry (GC/MS), identifying as main com-
pounds, that 8-phelandrene (29.0%), a-phelandrene (19.9%), a-pinene (13.6%), and
a-tujene (12.4%) were the most abundant constituents. Antimicrobial activity of
the oil was tested Staphylococcus aureus ATCC25923, Enterococcus faecalis ATCC
29212, Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 23357, Pseudo-
monas aureginosa ATCC 27853, Candida albicans CDC-B385, Candida krusei ATCC
6258 by the agar difusion method. It showed activity against S. aureus with MIC of
50 pL/mL. With respect to antifungic activity it was active against C. albicans and
C. krusei with MIC of 700 uL/mL and 500 pL/mL respectively. This is the first report
on the antimicrobial activity of this L. neriifolius and for the genere Libanothamnus.
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Introduccion

En la familia Asteraceae se reconocen un gran niime-
ro de especies (23000), con una amplia distribucién en
todo el planeta, convirtiendo a esta familia en una fuente
de recursos alternativos y renovables para la humanidad,
siendo muchas de sus especies utilizadas en agricultura,
industria, medicina, comercio, entre otras (Izco 2004).

La subtribu Espeletiinae, descrita por Cuatrecasas
(1976), es un grupo representativo de la familia Astera-
ceae, conformado por ocho géneros (Carramboa, Espele-
tiopsis, Coespeletia, Espeletia, Libanothamnus, Ruilopezia,
Tamania y Paramiflos) y 146 especies conocidas como
frailejones, inciensos, trementinos o tabaqueros; sus es-
pecies se extiende desde la cordillera de Mérida, Tachira
y Trujillo en Venezuela, en las 3 cordilleras en Colombia,
y la parte media y norte de Ecuador (Cuatrecasas 1976).

Libanothamnus neriifolius (B. ex H) Ernst. es conoci-
da como frailejon o tabacote, distribuida principalmente
en los Andes venezolanos, no obstante en Colombia se
presentan poblaciones aisladas en el norte de la Sierra
de Perija y en la Sierra Nevada de Santa Marta, entre los
1500 y 1800 m de altitud (Schnee 1960).

Los aceites esenciales de especies de Espeletiinae son
usados en la medicina tradicional en afecciones respira-
torias, bronquitis, gripe, tos, asma y problemas digesti-
vos, entre otras (Giraldo et al. 2009, Lopez-Palacios 1984,
Garcia-Barriga 1975, Otaiza 1999, Albornoz 1997). Sin
embargo, es importante resaltar las escasas investigacio-
nes de estas especies y principalmente de L. neriifolius.
En tal sentido, Usubillaga et al. (2001) caracterizaron a
partir del aceite esencial los constituyentes volatiles de
las hojas de cuatro especies de Libanothamnus proce-
dentes de los Andes venezolanos: de L. neriifolius, del Pa-
ramo del Batallon, encontraron los siguientes compues-
tos mayoritarios: sabineno (25.6%), limoneno (18.6%)
y a-tujeno (18.1%), con un rendimiento de 0.013% y un
total de 95.9% de identificacion de los componentes del
aceite esencial extraido. Asi mismo, de L. humbertii, re-
colectado de la Laguna Negra, se identificaron limoneno
(19.40%), a-tujeno (18.10%), a-felandreno (18.50%).
De L. lucidus procedente de la segunda estacion del Te-
leférico, La Aguada, se identificaron a-tujeno (30.20%),
a-pineno (22.20%), a-felandreno (18.50%). Por tultimo,
de L. occultus recolectado en el Paramo del Batalldn, los
componentes mayoritarios fueron el a-pineno (31.30%)
Mirceno (17.10%), S-pineno (13.00%). En las cuatro es-
pecies estudiadas, los hidrocarburos monoterpénicos
fueron los mas abundantes. Por otra parte, en el géne-
ro Libanothamnus se reporta la presencia de diterpenos
tipo kaureno que son interesantes tanto desde el punto
de vista quimico como farmacoldgico (Bohlmann et al.
1980, Badillo 2001, Khouri et al. 2000).

Con la finalidad de contribuir con el estudio quimico y
actividad bioldgica del género Libanothamnus, en el pre-
sente estudio se caracteriz6 el aceite esencial obtenido de
las hojas de la especie L. neriifolius y se evalué su actividad
antimicrobiana por el método de difusién en agar con dis-
cos frente a bacterias y hongos de referencia internacional.

Material y métodos

Recoleccion del material vegetal.- Las hojas frescas
de L. neriifolius, fueron recolectadas en la carretera via
San José de Acequias a 10 km de la poblacién, Municipio
Campo Elias del Estado Mérida, a una altitud de 2500 m.
El género y especie fue identificado por el profesor Pablo
Meléndez y el Ing. Juan Carmona, adscritos al Herbario
de la Facultad de Farmacia y Bioandlisis, un voucher N2
R.A. 01, fue depositado en el herbario MERF Ruiz Teran
de la Facultad de Farmacia y Bioandlisis de la Universi-
dad de Los Andes.

Extraccion del aceite esencial.- Para la extraccion
del aceite esencial se utilizaron las hojas frescas (2050 g)
de L. neriifolius, las cuales fueros sometidas a un proce-
so de hidrodestilacion utilizando la trampa Clevenger. Al
aceite obtenido se le adicion6 sulfato de sodio anhidrido
para eliminarle la humedad, fue almacenado a 4 °C res-
guardado de la luz y el oxigeno.

Cromatografia de Gases Acoplada a Espectrome-
tria de Masas (CG-EM).- Para la separacion e identi-
ficacion de los componentes del aceite esencial de la
hojas de L. neriifolius, se empled un cromatégrafo de
gases marca Heweltt Packard modelo 6890 con una co-
lumna de fenil-metil-polixilosano (HP-5 MS), ademas
un detector de masa marca Heweltt Packard MSD 5973.
Se preparé una solucién al 2% (20 pL del aceite en 1
mL de éter dietilico) y se inyect6 1 pL en el equipo, el
tiempo del analisis fue de 50 minutos. Con un programa
de temperatura inicial de 60 °C, siguiendo intervalos
de aumento de 4 °C/min hasta una temperatura final
de 260 °C con un split de 100:1. La caracterizacion e
identificacién de los compuestos obtenidos se realizé
utilizando la base de datos Wiley MS Data Library 6th
ediciéon (Adams 2007).

Calculo de los indices de Kovits.- Se determinaron
los indices utilizando una columna de metil-fenil-silico-
na de 30 metros y 0.25 mm de didmetro utilizando una
serie de patrones de n-parafinas desde la C, hastala C,,
(Kovats 1958).

Evaluacion de la actividad antimicrobiana del
aceite esencial.- La actividad antibacteriana se realiz6
por el método de difusion en agar con discos descritos
por Velasco et al. (2007), y la actividad antiftingica por el
mismo método de acuerdo a Contreras et al. 2016. Adi-
cionalmente en los ensayos antimicrobianos se colocé un
disco estandar del antibidtico y antimicético de referen-
cia como control positivo (Tabla 2).

Determinacién de la concentracién inhibitoria
minima (CIM).- Solo se determiné la CIM contra los mi-
croorganismos que mostraron susceptibilidad al aceite
esencial. Para la determinacién de la CIM se prepara-
ron diluciones del aceite esencial con dimetilsulféxido
(DMSO) en un rango de concentraciéon de 10-900 pL/
mL, y se impregnaron discos con 10 pL de cada dilu-
cién. La CIM fue definida como la concentracién mas
baja capaz de inhibir el crecimiento del microorganis-
mo visible (CLSI 2016). Los ensayos se realizaron por
duplicado.
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Resultados y discusion

Del proceso de hidrodestilacién de las hojas frescas
de L. neriifolius se obtuvo 1.8 mL del aceite esencial para
un rendimiento de 0.087%, con las siguientes caracte-
risticas: aspecto transparente, olor caracteristico y color
verde claro.

En la Tabla 1 y Figura 1 (cromatograma general), se
muestran los compuestos identificados del aceite esen-
cial con sus indices de Kovats de tabla y los calculados,
ademas del porcentaje de area.

El andlisis CG-EM, revel6 que el aceite esencial obteni-
do de las hojas de L. neriifolius, contiene 19 compuestos
quimicos, entre los cuales se destacan por su abundancia
el f-felandreno con 29.04%, a-felandreno con 19.86%,
a-pineno con 13.57 %y el a-tujeno con 12.3 %. Los com-
ponentes volatiles identificados representan el 90.73%
del total del aceite estudiado, porcentaje que difiere del
reportado por Usubillaga et al. (2001) donde lograron la

Abundance

identificacion de compuestos en un 95.9% del total del
aceite esencial.

En relacién a los componentes no identificados (NI)
a través de las bases de datos Wiley y NIST representa
un 7.88%, lo que indica la presencia de nuevos compo-
nentes en el aceite esencial de las hojas de L. neriifolius,
incluso del género, en tal sentido se requieren futuras
investigaciones para dilucidar los compuestos mencio-
nados y contribuir de esta manera con el estudio fitoqui-
mico de esta especie en particular.

Enrelacion ala naturaleza de los compuestos del aceite
esencial de las hojas de L. neriifolius, se observa un predo-
minio de hidrocarburos monoterpénicos (87.28%), segui-
do de monoterpenos oxigenados (1.49%) y sesquiterpe-
nos (1.69%), resultados similares a lo reportado para esta
especie por Usubillaga et al. (2001). Al comparar los tipos
de compuestos mayoritarios de nuestros resultados con
los de Usubillaga et al. (2001), se observan semejanzas,
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Figura 1. Cromatograma general y compuestos mayoritarios del analisis del aceite esencial de Libanothmnus neriifolius (B. ex H) Ernst.
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Tabla 1. Componentes identificados en el aceite esencial obtenido de las hojas de Libanothamus neriifolius (B. ex H) Ernst.

N° Pico T.R. % Area NOMBRE DEL COMPUESTO I.K. Tab. 1.K. Calc.
1 5.12 12.35 a-tujeno 930 918
2 5.27 13.57 a-pineno 939 925
3 6.20 0.71 Sabineno 975 958
4 6.29 3.50 B-pineno 979 961
5 6.62 2.17 Mirceno 990 972
6 7.03 19.86 a-felandreno 1002 984
7 7.17 0.29 A-3-careno 1011 988
8 7.57 5.03 o-cimeno 1026 1000
9 7.74 29.04 B-felandreno 1029 1007
10 9.47 0.76 a-terpinoleno 1088 1080
11 10.67 0.46 a-canfolenal 1126 1123
12 11.07 0.41 Trans-pinocarveol 1139 1137
13 11.26 0.62 Trans-verbenol 1144 1143
14 20.14 0.95 B-cariofileno 1408 1423
15 21.89 0.74 a-amorfeno 1484 1484
16 30.42 191 139 (100 %), 109 (49.7 %), 276 (43.4 %), 191 (22.2 %) PM: 276 NI 1783
17 31.51 2.57 139 (100 %), 278 (18.8 %), 153 (12.4 %), 140 (12.2 %) PM: 278 NI 1828
18 39.18 3.40 167 (100 %), 109 (39.8 %), 306 (26.8 %), 191 (23.5 %) PM: 306 NI 2144
19 40.90 0.27 Kaurenal* 2244 2233

T. R: Tiempo de retencién de los componentes. % Area: area relativa. IK ¢ indice de Kovats tomado de la bibliograffa (Adams. 2007). IK e indice de Kovats
calculado con la temperatura programada en la columna HP-5 MS. PM: Peso molecular; NI: No identificado (Wiley, NIST).

*|dentificado por comparacidn directa con una muestra autentica.

sin embargo los porcentajes varian, ademas en nuestra
investigacion se identific6 fS-felandreno, esta diferencia
podria atribuirse a cambios en las condiciones fisicas (cli-
ma, temperatura, depredadores, variaciones fisiolégicas, y
factores genéticos, entre otros) que contribuyeron con la
evolucion de esta especie para adaptarse y poder sobre-
vivir en el medio ambiente que la rodea (Figueiredo et al.
2008). Por otra parte Gobbo-Neto y Lopes (2007) estu-
diaron en plantas medicinales los siguientes factores que
influyen en el contenido de metabolitos secundarios: es-
tado, afos, temperatura, agua, radiacién UV, nutriente del
suelo, altitud, composicién atmosférica, entre otros.

En cuanto a la actividad bioldgica, el aceite esencial
de las hojas de L. neriifolius mostré accién antibacteriana
solo contra Staphylococcus aureus ATCC 25923, con un

halo de inhibicién de 10 mm y un valor de CIM de 50 pL/
mL (Tabla 2). Este resultado revela que el aceite esencial
de esta especie vegetal posee buena actividad contra este
microorganismo, este efecto podria adjudicarse a los com-
ponentes a-pineno (13.57 %) y B-pineno (3.50 %). Al res-
pecto, Magiatis (1999) y Filipowicz (2003) determinaron
que los compuestos a-pineno, S-pineno y limoneno pre-
sentan actividad antibacteriana al ejercer efectos téxicos
sobre la membrana, debido a la interrupcién del transpor-
te de iones y la respiracion, contra este tipo de microorga-
nismos. Esta actividad ubica al aceite esencial obtenido de
las hojas de L. neriifolius como una fuente natural para la
investigacion de nuevas moléculas a cargo de la industria
farmacéutica y lograr un tratamiento eficiente de infeccio-
nes ocasionadas por S. aureus, bacteria que representa un
grave problema de salud publica sobre todo a nivel hospi-

Tabla 2. Actividad antimicrobiana del aceite esencial de las hojas de Libanothamnus neriifolius (B. ex H) Ernst.

Zona de Inhibicion (mm)* cm

Microorganismos Control Positivo uL/mL
AE P VA NN CXM FEP FLU VOR

Staphylococcus aureus ATCC 25923 10* 37* 50
Enterococcus faecalis ATCC 29212 NA 18* NE
Escherichia coli ATCC 25922 NA 26* NE
Klebsiella pneumoniae ATCC 23357 NA 22% NE
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 NA 30* NE
Candida albicans CDC B-385 8* 50* 700
Candida krusei ATCC 6258 10* 20* 500

AE: Aceite esencial; P: Penicilina® (10 U); VA: Vancomicina® (30 pg); NN: Tobramicina® (10 pg); CXM: Cefuroxima® (30 pg); FEP: Cefepima® (30 pg); FLU:
Fluconazol® (100 pg); VOR: Vorcum® (Voriconazol) (400 pg/mL); NA: No activo, NE: no ensayado.

*Zona de inhibicién en mm, diametro del disco 6 mm, media tomada de dos ensayos consecutivos. CIM: Concentracion inhibitoria minima, rango de

concentraciéon 10-900 plL/mL.
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talario, debido a la resistencia que expresa a los antibioti-
cos comerciales (Armas et al. 2015, Gémez-Gamboa et al.
2016, Saba et al. 2017).

Solo se han realizado estudios sobre identificacion
de componentes volatiles y actividad antimicrobiana en
especies de la Subtribu Espeletiinae, destacando la acti-
vidad frente a bacterias grampositivas como lo describen
Alarcén et al. (2015), quienes sefialan para Ruilopezia
bracteosa (Standl.) Cuatrec., tiene actividad contra S. au-
reus 'y Enterococcus faecalis, con una CIM entre 100 y 600
pg/mL, respectivamente. De igual manera, en el estudio
de la composicion quimica y actividad antibacteriana del
aceite esencial de Espeletia nana Cuatrec (Standl.), sefia-
lan actividad antibacteriana contra S. aureus y E. faecalis,
con una CIM entre 100-600 pg/mL. La identificacién de
compuestos como a-pineno y f-pineno, confirma la ac-
tividad antibacteriana en los aceites esenciales de estas
plantas (Magiatis 1999, Filipowicz 2003).

El aceite esencial obtenido de las hojas de L. neriifo-
lius, fue activo contra ambas levaduras ensayadas, con
valores de CIM de 700 puL/mL para Candida albicans y
de 500 pL/mL para C. krusei (Tabla 2). Resalta la activi-
dad frente a C. krusei, agente etiologico de importantes
infecciones fliingicas y que expresa resistencia natural al
fluconazol, antimicético de eleccion para tratar la candi-
diasis (Sanabria et al. 2014). De acuerdo con la literatu-
ra consultada, este es el primer estudio sobre actividad
antifingica del aceite esencial obtenido de las hojas de
L. neriifolius. Aunque, se han realizado investigaciones
sobre la actividad antifingica en otras especie de Espe-
letiinae, asi, Cordero et al. (2017) evaluaron la actividad
antifingica del aceite esencial de Coespeletia moritziana
Sch. Bip., Espeletia Schultzii Wedd., y Coespeletia timoten-
sis Cuatrecasas., encontrando actividad de C. moritziana
y C. timotensis contra C. albicans con una CIM entre 200
y 600 pL/mLy contra C. krusei con una CIM entre 100 y
600 pL/mL. Con base en estos resultados, se puede in-
ferir que la presencia del S-felandreno como compuesto
mayoritario en C. moritziana y C. timotensis, al igual que
en el aceite esencial de las hojas L. neriifolius, o el siner-
gismo entre los compuestos identificados, en su mayoria
hidrocarburos monoterpénicos, podrian guardar rela-
cién con la actividad antiftingica. Actualmente no se han
estandarizado criterios para definir la actividad antimi-
cotica de productos naturales como los aceites esenciales
(Zapata 2010). Al respecto, Holetz et al. (2002) estable-
cieron los siguientes parametros para establecer la ac-
tividad antimicrobiana de extractos hidroalcohélicos de
la siguiente manera con base a la CIM: actividad antimi-
crobiana buena si el valor de CIM era menor de 100 ug/
mL, moderada de 100 a 500 pg/mLy débil de 500 a 1000
pg/mlL, inactivo valor superior a 1000 pug/mL. Tomando
en cuenta la mencionada categorizacion se considera la
actividad antiftingica débil para C. albicans (CIM de 700
uL/mL) y moderada para C. krusei (CIM de 500 puL/mL).

Conclusiones.- El rendimiento del aceite esencial
obtenido por el método de hidrodestilacién con tram-
pa de Clevenger a partir de las hojas frescas de L. nerii-
folius fue del 0.087%. El andlisis del aceite esencial de

las hojas de L. neriifolius realizado por CG-EM, permitié
identificar 20 compuestos, con un 87.28% de hidrocar-
buros monoterpénicos, siendo los principales compo-
nentes f-felandreno (29.04%), a-felandreno (19.86%),
a-pineno (13.57%) y a-tujeno (12.35%). El aceite esen-
cial de las hojas de L. neriifolius inhibi6 el desarrollo de
S. aureus, C. albicans y C. krusei con valores de CIM de 50
puL/mL, 700 pL/mL y 500 pL/mL, respectivamente, acti-
vidad que podria atribuirse al alto contenido de mono-
terpenos hidrocarbonados. Este es el primer reporte so-
bre actividad antibacteriana y antifiingica descrita para
L. neriifolius y para el género Libanothamnus.
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