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Resumen

La familia Lamiaceae comprende alrededor de 221 géneros y 6000 especies ampliamente distribuidas a nivel mundial. La
especie Hyptis mutabilis (Rich.) Brig. se desarrolla en sabanas y sitios himedos desde el sur de los Estados Unidos hasta
Sudamérica. En Venezuela, las especies del género Hyptis se usan en la medicina tradicional para tratar erupciones de la
piel, escabiosis, Ulceras y como repelente de insectos. Por su parte, el aceite esencial extraido de las hojas de diferentes es-
pecies de este género ha mostrado actividad antiflngica frente a Candida albicans y Aspergillus niger, actividad antibac-
teriana, antioxidante, larvicida, entre otros. El presente estudio tiene como objetivo determinar la composicion quimica del
aceite esencial de la especie Hyptis mutabilis (Rich.) Brig. colectada en la via a Jaji, estado Mérida y evaluar su actividad
frente a bacterias de referencia internacional. El andlisis por cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas
del aceite esencial de la especie en estudio reveld como compuestos mayoritarios [-cariofileno (18,30%), cembreno
(14,78%), cis-muurola-3,5-dieno (11,03%) y biciclogermacreno (7,34%). Los resultados del ensayo de la actividad antibac-
teriana realizados siguiendo el método de difusion en agar con discos mostraron actividad frente a Staphylococcus aureus
(ATCC 25923) y Enterococcus faecalis (ATCC 29212) a una concentracion inhibitoria minima de 180 uL/mL y 300 pL/mL,
respectivamente. La presente investigacién se considera un aporte al estudio del género Hyptis.

Palabras clave: Hyptis mutabilis, Lamiaceae, aceite esencial, S-cariofileno, actividad antibacteriana.
Abstract

Family Lamiaceae comprises around 221 genera and 6000 species distributed worldwide. Hyptis mutabilis (Rich.) Brig.
grows in savannas and humid places from south of United States to South America. In Venezuela, species of Hyptis genus
are used in traditional medicine to treat skin rashes, scabies, ulcers and as insect repellent. In this matter, essential oil ex-
tracted from leaves of different species of this genus have shown antifungal activity against Candida albicans and Aspergil-
lus niger, antibacterial, antioxidant and larvicide activities, among others. Present study aims to determine the chemical
composition of essential oil of Hyptis mutabilis (Rich.) Brig. collected along the way to Jaji, Mérida State and to evaluate
its activity against bacteria of international reference. Gas chromatography coupled to mass spectrometry analysis of es-
sential oil of species under study revealed as major components [-caryophyllene (18.30%), cembrene (14.78 %), cis-
muurola-3,5-diene (11.03%) and bicyclegermacrene (7.34%). Results from the antibacterial activity assay carried out
according to the disk diffusion method showed activity against Staphylococcus aureus (ATCC 25923) and Enterococcus
faecalis (ATCC 29212) at a concentration of 180 puL/mL and 300 pL/mL, respectively. Present investigation is considered
as a contribution to the study of genus Hyptis.

Keywords: Hyptis mutabilis, Lamiaceae, essential oil, -caryophyllene, antibacterial activity.
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1 Introduccion

La familia Lamiaceae comprende alrededor de 221
géneros y 6000 especies (Gottlieb y col., 1981). En
Venezuela las especies de este género se encuentran
distribuidas en todo el territorio nacional desde las sabanas
abiertas de los llanos venezolanos hasta los bosques
secundarios de “El Avila” (Orsini y col., 2006; Anzola
2012).

De acuerdo con la literatura cientifica revisada, los
extractos y aceites esenciales (AE), de algunas especies de
la familia Lamiaceae utilizadas tradicionalmente como
condimento o medicina, han presentado algunas
propiedades bioldgicas, tales como: antioxidante, anti-
inflamatoria, antihipertensiva, antitumoral, gastroprotectora,
insecticida, antibacteriana y antiviral, entre otras (Tafurt y
col., 2014; Pajaro-Gonzalez y col., 2022; Roy y col., 2022).
Estas actividades biolégicas  posiblemente  estan
relacionadas con el contenido y tipo de compuestos
fendlicos presentes en la planta (Tafurt y col., 2014; Pajaro
y col., 2022).

El interés farmacoldgico en las especies del género
Hyptis spp. se fundamenta en que tienen aplicaciones como:
repelentes, insecticidas, antinociceptivos, inflamatorios,
inflamatorios, antihiperglicémicos, antifangicos,
antibacterianos, antimalaricos, gastrointestinales, para
aliviar deficiencias respiratorias y en programas de manejo
integrado de plagas, entre otros (Tafurt y col., 2014; Salawu
y col., 2021; Roy y col., 2022). Adicionalmente, debido a la
diversidad de constituyentes volatiles encontrados en los
AE de varias especies de Lamiaceae, estos resultan de gran
interés en las industrias de perfumes, cosméticos, alimentos
y farmacéutica (Tafurt-Garcia y col., 2014).

El propdsito de la presente investigacion es determinar
la composicion quimica y evaluar la actividad
antibacteriana del aceite esencial de la especie Hyptis
mutabilis colectada en Mérida-Venezuela.

2 Procedimiento Experimental

2.1 Material botanico:

La especie Hyptis mutabilis (Rich.) Brig. fue colectada
en el Municipio Campo Elias (estado Mérida) a 1.753 m.s.
n. m. El material botanico fue determinado por el Dr. Pablo
Meléndez y la muestra testigo fue depositada en el Herbario
MERF "Luis Ruiz Terdn" de la Facultad de Farmacia y
Bioandlisis, Universidad de Los Andes, bajo el nimero
JR66.

2.2 Extraccion del aceite esencial por hidrodestilacion:

Las partes aéreas frescas (950g) se licuaron y
colocaron en un equipo de hidrodestilacion empleando la
trampa de Clevenger durante 4 horas. El aceite obtenido
(1 mL, 0,1% de rendimiento) se secd con sulfato de sodio

anhidro y se guardé en la oscuridad bajo refrigeracion a 4°C
hasta la realizacion de los analisis.

2.3 Cromatografia de gases (CG):

El anélisis por CG se realiz6 en un cromatografo de
gases marca Perkin ElImer modelo AutoSystem, provisto de
una columna capilar AT-5 (60 m de longitud y 0,25 mm de
didmetro interno). Se utilizé helio como gas portador a un
flujo de 1 mL/min., con un volumen de inyeccién de la
muestra de relacion de split de 1:100. Temperatura inicial:
60°C (5 min.); temperatura final: 200°C (20 min.); gradiente
de temperatura: 4°C/ min.; tiempo total de analisis: 60 min.;
temperatura del inyector: 250°C; temperatura de la interfase
280°C. Los Indices de Kovats (1K) fueron calculados en
relacion a una serie de 10 n-alcanos (Cs a Cig) utilizados
como estandares internos y por comparacion con los valores
reportados en la literatura (Davies 1990; Adams, 2007).

2.4 Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas (CG/EM):

El estudio por CG/EM se realizd en un cromatografo
Hewlett-Packard modelo 5973 serie 1l, equipado con
columna capilar HP-5 MS (30 m de longitud, de 0,2 mm de
didmetro interno, con un espesor de pared de 0,25 pm). La
temperatura del puerto de inyeccién fue de 230°C y la del
cuadrupolo 150°C. Se utiliz6 helio como gas portador, a un
flujo de 0,9 mL/min ajustado a una velocidad lineal de 34
m/s. La energia de la fuente de ionizacion fue de 70 ev con
un rango de barrido de 40-500 amu a 3.9 scans/s. Se inyectd
1,0 pL del aceite diluido en n-heptano con una relacién de
split de 1:100. La identificacion de los componentes del
aceite se realizd por comparacion de sus espectros de masas
con los reportados en la base de datos Wiley library data 6%
Edicion y los indices de Kovats reportados en la literatura
(Davies, 1990; Adams, 2007).

2.5 Actividad antibacteriana:

2.5.1 Bacterias usadas en el ensayo de actividad
antibacteriana: Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Escherichia coli
(ATCC 25992), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) y
Klebsiella pneumoniae (ATCC 23357).

2.5.2 Método de difusién de agar con discos de papel:
Este ensayo fue realizado de acuerdo al método descrito por
Velasco y col., 2005. Las bacterias fueron conservadas en
agar a temperatura ambiente. Un volumen de 2,5 mL para
cada indculo bacteriano se incubd en el medio Mueller-
Hinton a 37°C durante 18 h, seguidamente se diluyeron en
solucion salina estéril a 0,85 % hasta obtener una turbidez
visualmente comparable al patrén McFarland N° 0,5 (1068
UFC/mL). Los diferentes cultivos fueron dispersados en
placas que contenian agar Mueller-Hinton y sobre estos se
colocaron discos de papel de filtro (6 mm de didmetro)
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previamente impregnados con 10 puL del aceite esencial.
Estas placas se dejaron en reposo a temperatura ambiente
por 30 min y luego se incubaron a 37°C por 24 h.
Transcurrido este tiempo se midieron las zonas de
inhibicion alrededor del disco y se expresaron en milimetros
(mm). Se usaron los antibidticos; Trimetoprim-
Sulfametoxazol® (23.75/1.25 ug),
Vancomicina® (30 pg), Gentamicina® (10 pg), Aztreonam®
(30 pg) y Cefepime® (30 ug) como controles positivos para
chequear la sensibilidad de las bacterias frente a los
antibidticos de uso comudn. El andlisis de concentracion
inhibitoria minima (CIM) se realiz6 Gnicamente con los
microorganismos que mostraron zonas de inhibicion y fue
determinada por dilucion del aceite esencial en los rangos
comprendidos entre 50 y 250 pg/mL en dimetilsulfoxido
(DMSO), colocando 10 pL de cada dilucion en un disco de
papel. Los valores de CIM se definen como la
concentracion mas baja que inhibe el crecimiento
bacteriano. (CLSI 2022) Como control negativo se us6 un
disco impregnado con DMSO para descartar posible
actividad del solvente contra las bacterias ensayadas. Todos
los analisis se realizaron por triplicado.

3 Resultados y Discusion

Las partes aereas frescas de H. mutabilis mostraron un
rendimiento de 1% m/v de aceite esencial y el analisis por
cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas
reveld la presencia de 22 compuestos representando el
90,01 % del total del aceite analizado (Tabla 1). Entre los
componentes mayoritarios se observaron p-cariofileno
(22,92%), biciclogermacreno (9,19%), y-cadineno (6,84%),
oxido de cariofileno (6,83 %) y a-pineno (4,57%). Es
importante destacar que el aceite esencial de la especie en
estudio mostr6 una elevada proporcién de sesquiterpenos
ciclicos (59%) seguido por los sesquiterpenos ciclicos
oxigenados con 32% de abundancia.

Estudios previos han reportado la presencia de
a-felandreno (18,4%), a-pineno (16,8%), S-pineno (7,1%) y
p-felandreno (7,1%) entre los compuestos mayoritarios en
la especie H. mutabilis recolectada en Mato Grosso-Brazil.
La misma especie recolectada en Alagoas, Brazil mostrd
p-cariofileno  (65,1%) y a-humuleno (13,1%) como
compuestos mayoritarios, mientras que esta misma especie
colectada en Cdrdoba-Argentina presentd  algunas
diferencias observandose a-humuleno (14,3%), y entre los
compuestos minoritarios p-cariofileno (1,4%) (Werner
2006).

De acuerdo a investigaciones previas las especies del
género Hyptis han mostrado abundante prevalencia de mono
y sesquiterpenos, cuyos componentes varian de acuerdo al
sitio de recoleccion. Las especies recolectadas en Malaysia,
Mali y Nigeria presentan pg-cariofileno como compuesto
mayoritario; en regiones como Australia, Aruba, Amazonas
y regiones del noreste de Brasil, California y Venezuela
prevalece el 1,8-cineole mientras que, en Bangladesh,

Cameroon, India y Togo el compuesto mas abundante es el
sabineno (MacNeil y col., 2011). Es importante aclarar que
los aceites esenciales no solo se caracterizan tomando en
cuenta los componentes mayoritarios presentes en su
composicion sino ademas se toman en cuenta los que se
encuentran en menor proporcion, los cuales también pueden
ser catalogados como marcadores quimiotaxondmicos. En
la mayoria de los reportes relacionados a la composicion
quimica del aceite esencial de diferentes especies del género
Hyptis, los monoterpenos, a-pineno y p-cimeno, estan
presentes generalmente entre los compuestos minoritarios
(McNeil y col., 2011).

Con relacion a la diferencia en la composicidn quimica
de los aceites esenciales de una misma especie, pero
recolectada en distintas localidades, diversos reportes han
sefialado que esta variabilidad se puede atribuir a las
diferencias en las  condiciones  climaticas vy
medioambientales entre los que se incluyen temperatura,
suelo y estaciones del afio. Ademas, los reportes previos
también han revelado que existe variacion genética entre la
misma especie lo cual incide en la composicién quimica del
aceite esencial (Ferreiray col., 2005). Sin embargo, también
se ha comprobado que el estadio fenolégico de la planta, su
morfologia, el tipo de material de partida (seco o fresco) y
la técnica de extraccion que se emplee en el estudio también
pueden intervenir en las diferencias observadas en la
composicion quimica de los aceites de una misma especie
(McNeil y col., 2011).

Por otro lado, el aceite esencial de la especie en estudio
fue ensayado para determinar su actividad frente a bacterias
Gram positivas y Gram negativas, los resultados mostraron
inhibicion del crecimiento de Staphylococcus aureus (180
pg/mL) y Enterococcus faecalis (300 pg/mL). Los
resultados de este ensayo se muestran en la Tabla 2. Un
estudio previo realizado a la especie H. suaveolens (L.)
Poit. recolectada en Guasdualito, estado Apure,
Venezuela, mostré6 que este aceite esencial presentd
actividad frente a E. coli, K. pneumoniae y Salmonella
Typhi con valores de concentracion inhibitoria minima
(CIM) que oscilaron entre 300 pL/mL y 450 pL/mL (Rios-
Tesch y col., 2015).

Otro estudio realizado en Nigeria mostro que el aceite
de H. suaveolens presenta actividad frente a E. coli,
S. aureus y P. aeruginosa; mientras que el andlisis del
aceite de la misma especie pero recolectada en la India
seflald6 que fue activo frente a Pseudomonas putida, un
patdégeno reconocido de las plantas (Syamasundar y col.,
2012; Iwalokun y col., 2012; Sharma y col., 2013; Bachheti
y Rai 2015; Mishra y col., 2021).

La actividad antibacteriana que ejercen los aceites
esenciales ha sido atribuida a la presencia de compuestos
del tipo terpenoide, alcoholes, aldehidos y ésteres los cuales
son capaces de formar puentes de hidrogeno con los sitios
activos de las enzimas. Sin embargo, también se ha
mencionado que el mecanismo de accidn podria estar
dirigido a inhibir la sintesis del peptidoglicano, compuesto
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Tabla 1. Composicion quimica del aceite esencial de la especie H. mutabilis (Rich.) Brig.

Compuestos %A IK
a-pineno 4,57 930
fS-pineno 1,61 965
o-elemeno 0,44 1340
a-copaeno 1,36 1377
[-bourboneno 3,46 1386
B-cubebeno 0,93 1390
p-elemeno 0,57 1392
p-cariofileno 22,92 1423
B-gurjuneno 0,62 1432
a-humuleno 1,98 1458
trans-muurola-4(14),5-dieno 14,8 1487
biciclogermacreno 9,19 1502
germacreno A 0,55 1510
y-cadineno 6,84 1520
o-cadineno 3,13 1526
espatulenol 4,66 1575
6xido de cariofileno 6,83 1580
globulol 0,64 1592
epdxido Il de humuleno 0,37 1604
1-epi-cubenol 1,19 1623
a-cadinol 1,24 1651
germacra-4(15), 5,10(14) trien-1-a-ol 2,11 1687
Monoterpenos ciclicos 2 (9%)
Sesquiterpenos ciclicos 13 (59%)
Sesquiterpenos ciclicos oxigenados 7 (32%)

%A: porcentaje de abundacia del

compuesto; IK: indices de Kovat's promedios.

La composicion del aceite esencial se determind por comparacion de los EM de
cada compuesto con la base de datos Wiley 6% edicion y sus tiempos de

retencion.

Tabla 2. Actividad antibacteriana del aceite esencial de Hyptis mutabilis (Rich.) Briq

Zona de inhibicion (mm)*

Microorganismos Aceite Compuestos de Referencia ( E;n’\fL)
esencial  SXT VA GM AZT CEP H |

Staphylococcus aureus " "
(ATCC 25923) 10 40 180
Enterococcus faecalis " -
(ATCC 29212) 10 26 300
Escherichia coli -
(ATCC 25922) NA 34 NP
Klebsiella pneumoniae "
(ATCC 23357) NA 42 NP
Pseudomonas aeruginosa NA 38* NP

(ATCC 27853)

* mm de los halos de inhibicién (discos 6 mm de diametro), promedio de dos ensayos. NA: no activo; NP: no probado; SXT:
Trimetoprim-Sulfametoxazol® (23.75/1.25 pg); VA: Vancomicina® (30 pg); GM: Gentamicina® (10 pg); AZT: Aztreonam
(30 pg); CEP: Cefepime® (30 pg); CIM: Concentracion inhibitoria minima, Rango 900-150 pL/mL
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compuesto principal de la pared celular de este grupo
bacteriano. Esto se debe a la presencia de los extremos
lipofilicos de la membrana celular de las bacterias Gram
positivas que pueden facilitar la penetracion de los
compuestos del caracter hidrofébico (Torrenegra y col.,
2017; Argote y col., 2017; Chouhan y col., 2017).

4 Conclusiones

El andlisis de la composicion quimica del aceite
esencial de la especie H. mutabilis (Rich.) Brig.
(Lamiaceae) realizado por CG y CG/EM mostré entre los
compuestos  mayoritarios  g-cariofileno  (22,92%),
biciclogermacreno (9,19%), y-cadineno (6,84%), 6xido de
cariofileno (6,83%) y a-pineno (4,57 %) evidencidndose
una elevada proporcion de sesquiterpenos (ciclicos 59% vy
ciclicos oxigenados 32% de abundancia, respectivamente).
Por otro lado, el andlisis de la actividad antibacteriana
revel6 que el aceite esencial de la especie en estudio inhibe
el crecimiento de Staphylococcus aureus(180 pg/mL) y
Enterococcus faecalis (300 pg/mL), lo que representa un
aporte al estudio del género Hyptis.
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