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Resumen

La familia Asteraceae comprende alrededor de 1911 géneros y 32913 especies ampliamente distribuidas a nivel mundial,
por lo cual se considera la familia de la division Agiospermae con mayor riqueza y diversidad biologica. Se caracterizan
por presentar las flores dispuestas en una inflorescencia compuesta denominada capitulo la cual se halla rodeada de una o
mas filas de bracteas. El género Hinterhubera Sch. Bip. ex Wedd estd compuesto por nueve especies distribuidas entre Co-
lombia y Venezuela, las cuales crecen a una altitud superior a los 3250 m s. n. m. El presente estudio tiene como objetivo
determinar la composicidn quimica del aceite esencial de la especie Hinterhubera imbricata Cuatrec. et Aristeg. colectada
en la via a Pifiango, estado Mérida y evaluar su actividad frente a bacterias de referencia internacional. El analisis por
cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas del aceite esencial de la especie en estudio revelé como com-
puestos mayoritarios o-felandreno (27,2%), a-pineno (23,4%,), p-felandreno (12,3%) y p-cimeno (11,1%). Los resultados
del ensayo de la actividad antibacteriana realizados siguiendo el método de difusion en agar con discos, mostraron activi-
dad frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923 a la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) de 320 uL/mL y Enteroco-
ccus faecalis ATCC 29212 a una CIM de 520 pL/mL, asi como, inhibi6 el crecimiento de la bacteria Gram negativa, Es-
cherichia coli ATCC 25922, con un valor de CIM de 820 pL/mL. La presente investigacion se considera un aporte al
estudio del género Hinterubera.
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Abstract

The Asteraceae family comprises around 1911 genus and 32913 species, widely distributed around the world, thus, it is
considered the family of the Agiospermae division with the greatest richness and biological diversity. They are character-
ized by having the flowers arranged in a compound inflorescence called capitula, which is surrounded by one or more rows
of bracts. Hinterhubera Sch. Bip. ex Wedd genus is composed by nine species distributed between Colombia and Venezuela,
growing at altitudes above 3250 m.a.s.l. Present study aims to determine the chemical composition of the essential oil of
Hinterhubera imbricata Cuatrec. et Aristeg. species collected in Pifiango road, Mérida State and to evaluate its activity
against international reference bacteria. Gas chromatography and gas chromatography coupled to mass spectrometry
analysis of the essential oil of species under investigation revealed as major components: a-phellandrene (27.2%), a-pinene
(23.4%), p-phellandrene (12.3%) and p-cymene (11.1%). Results of antibacterial activity assay carried out by the disk dif-
fusion agar method showed activity against Staphylococcus aureus ATCC 25923 at MIC value of 320 uL/mL and Entero-
coccus faecalis ATCC 29212 with a MIC value of 520 pL/mL, likewise, inhibited the growth of Gram-negative bacteria,
Escherichia coli ATCC 25922, with a MIC value of 820 pL/mL. Present investigation is considered as a contribution to the
Hinterubera genus.

Keywords: Hinterhubera imbricata, Asteraceae, essential oil, monoterpenes, antibacterial activity.
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1 Introduccion

En la actualidad, las investigaciones se enfocan en
buscar nuevas terapias antibacterianas como una opcion
alternativa a los tratamientos con antibidticos
convencionales, debido al incremento de la resistencia
bacteriana, considerada como un importante problema de
salud publica. Diversos grupos de investigacion se han
enfocado en la blisqueda de moléculas activas provenientes
de fuentes naturales debido a los beneficios que poseen los
metabolitos secundarios biosintetizados por las plantas.
(Rodriguez, 2020; Gallegos, 2019; Lo6pez, 2012). Estudios
previos han demostrado que los terpenos, compuestos
fendlicos, alcaloides y flavonoides, poseen actividad como
antiflngico, antibacteriano, citotoxico, antioxidante, entre
otros (Rojas, 2023; Buitrago, 2021; Rojas, 2020).

Por su parte, el género Hinterubera Sch. Bip. ex Wedd.
perteneciente a la familia Asteraceae estd compuesto por
nueve especies distribuidas entre Colombia y Venezuela, las
cuales crecen a una altitud superior a los 3250 m s. n. m.
(Carrillo y col., 2016; Badillo y col., 2008). En Venezuela
se han identificado seis especies que son consideradas
endémicas: H. adenopetala Cuatrec. et Aristeg, H.
columbica Sch. Bip. ex Wedd., H. ericoides Wedd., H.
imbricata Cuatrec. et Aristeg., H. lanuginosa Cuatrec. et
Aristeg. y H. laseguei Wedd (Carrillo, 2018; Vivas, 2010;
Badillo, 2008; Morillo, 2000).

La presente investigacion tiene como objetivo
determinar la composicion del aceite esencial de la especie
Hinterubera imbricata Cuatrec. et Aristeg y evaluar su
accién inhibitoria frente a bacterias de referencia
internacional, utilizando el método Kirby Bauer también
conocido como método de difusién en agar con discos de

papel.
2 Procedimiento Experimental

2.1 Material botanico:

La especie Hinterubera imbricata Cuatrec. et Aristeg
fue colectada en la via hacia Pifiango, Municipio Miranda,
(estado Mérida) a 2320 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 Teran" de
la Facultad de Farmacia y Bioandlisis, Universidad de Los
Andes, Mérida — Venzuela, bajo el nimero JR36.

2.2 Extraccion del aceite esencial por hidrodestilacion:

Las partes aéreas frescas (1200 g) se licuaron y
colocaron en un equipo de hidrodestilacion empleando la
trampa de Clevenger durante 4 horas. El aceite obtenido
(2,6 mL, 0,22% 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 analisis por CG se realiz6 en un cromatografo de
gases marca Perkin Elmer 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 inyeccion 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 (Ce.Cig) utilizados
como estandares internos y por comparacion con los valores
reportados en la literatura (Adams, 2007; Davies, 1990).

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 um). La
temperatura del puerto de inyeccién fue de 230°C y la del
cuadrupolo 150°C. Se utilizé 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 relacion de
split de 1:100. La identificacion de los componentes del
aceite se realiz6 por comparacion de sus espectros de masas
con los reportados en la base de datos Wiley library data 6%
Edicidn y los indices de Kovats reportados en la literatura
(Adams, 2007; Davies, 1990).

2.5 Actividad antibacteriana:

2.5.1 Cepas bacterianas: 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 difusion de agar en discos de papel:
Este ensayo fue realizado de acuerdo al método descrito por
Velasco y col., 2007. 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 por 18 h., seguidamente se diluyeron en
solucion salina estéril a 0,85 % hasta obtener una turbidez
visualmente comparable al patrén McFarland N° 0,5 (1058
CFU/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)
previamente impregnados con 10 pL del aceite esencial.
Estas placas se dejaron en reposo a temperatura ambiente
por 30 min y luego se incubaron a 37°C durante 24 h.
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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 pg) Vancomicina® (30 pg),
Gentamicina® (10 pg), Aztreonam® (30 pg) y Cefepime®
(30 pg) como controles positivos para chequear la
sensibilidad de las bacterias frente a los antibidticos de uso
comln. El andlisis de concentracion inhibitoria minima
(CIM) se realizd Unicamente con los microorganismos que
mostraron zonas de inhibicién y fue determinada por
dilucién 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 concentracién mas baja
que inhibe el crecimiento bacteriano. (CLSI, 2024). Como
control negativo se usd 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

El aceite esencial obtenido por hidrodestilacion de las
hojas de la especie H. imbricata dio un rendimiento de 5,6
mL (0,81% wi/v). Veintidés compuestos fueron
determinados (Tabla 1) a traves de las técnicas de CG y

CG/EM, lo que representa el 99% de identificacion. Los
resultados mostraron que el aceite estd compuesto
principalmente por o-felandreno (27,2%), a-pineno
(23,4%), p-felandreno (12,3%) y p-cimeno (11,1%). De
acuerdo con estos resultados, los monoterpenos mostraron
una presencia significativa en la composicion del aceite
(63,63%). Segun la literatura, los monoterpenos son los
compuestos mas abundantes en los aceites esenciales
logrando alcanzar hasta un 90% (Radice y col., 2022).

Estudios previos han demostrado que la composicion
quimica de los aceites esenciales presenta una amplia
diversidad de compuestos, los cuales pueden variar de una
especie a otra 0 en una misma especie, pero recolectada en
distintas localidades. Incluso se ha sefialado que esta
variabilidad puede atribuirse a las condiciones climaticas y
medioambientales donde crecen las especies, entre los que
se incluyen temperatura, suelo y estaciones del afio.
Ademas, los estudios también han revelado que existe
variacion genética entre la misma especie lo cual incide en
la composicion quimica del aceite esencial (Ferreira y col.,
2005). Por otro lado, se ha comprobado que el estadio
fenoldgico de la planta, su morfologia, el tipo de material de
partida (seco o fresco) y la técnica de extraccidon 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, 2011).

Tabla 1. Composicion quimica del aceite esencial de la especie H. imbricata Cuatrec. et Aristeg.

Compuestos

a-pineno
sabineno
S-pineno
-mirceno
a-felandreno
J-3-careno
a-terpineno
p-cimeno
p-felandreno
trans-$-ocimeno
y-terpineno
a-terpinoleno
4-terpineol
a-camfolenol
1-trideceno
a-curcumeno
y-curcumeno
a-zingibereno
p-ionono
J-guaieno
a-selineno
J-cadineno
Monoterpenos aciclicos
Monoterpenos ciclicos

Monoterpenos ciclicos oxigenados

Sesquiterpenos ciclicos
Otros hidrocarburos

%A IK
234 932
05 969
1,9 974
05 988
27,2 1002
2.1 1008
02 1014
111 1020
12,3 1025
03 1044
04 1054
03 1086
1,0 1174
18 1186
1,6 1290
1,9 1479
38 1481
33 1493
37 1494
03 1495
11 1498
1,2 1522
2 (9,09%)
10 (45,45%)
2 (9,09%)
6 (27,27%)
2 (9,09%)

%A porcentaje de abundacia del compuesto; IK: indices de
Kovat's promedios. La composicion del aceite esencial se
determiné por comparacion de los EM de cada compuesto
con la base de datos Wiley 6% edicion y sus tiempos de

retencion.
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El andlisis de la actividad antibacteriana realizado en la
presente investigacion (Tabla 2), reveld6 que el aceite
esencial de la especie H. imbricata inhibid el crecimiento de
de los microorganismos Gram positivos, Staphylococcus
aureus y Enterococcus faecalis, con valores de CIM de
320 pL/mL y 520 pL/mL, respectivamente, asi como de la
bacteria Gram negativa, Escherichia coli, con una CIM de
820 pL/mL.

De acuerdo a la clasificacion sugerida por Kuete
(2010), donde los valores de CIM menores de 100 pg/mL
se consideran como actividad significativa; valores de CIM
entre 101 y 625 pug/mL se consideran como moderados,
mientras que los valores superiores a 625 pg/mL se conside-
ran como de baja capacidad inhibitoria; los resultados obte-
nidos en la presente investigacion muestran que el aceite
esencial de la especie H. imbricata presenta actividad mo-
derada frente a las bacterias S. aureus y E. faecalis, siendo
su efecto bajo frente a E. coli.

Por otro lado, es importante mencionar que los
monoterpenos, a-pineno y p-cimeno observados como
mayoritarios en el aceite esencial de la especie en estudio,
presentan un amplio rango de actividades farmacoldgicas
entre las que se tienen antibacteriana, anticoagulante,
antitumoral, antimaldrica, antioxidante, antinflamatoria y
analgésica. (Balahbib, 2021; Winnacker, 2018; da Silva,
2012). Ademés, son conocidos por presentar diversas
propiedades tales como, antifingica, hepatoprotector,
sedante, entre otros. (Wojtunik-Kulesza, 2019; Tan, 2016).
Por su parte, el o-felandreno, obervado también como
compuesto mayoritario en el aceite esencial analizado en el
presente estudio, es un monoterpeno comunmente usado en
fragancias, jabones, detergentes, cremas y lociones, pero su
actividad bioldgica también es de interés en la agricultura al
igual que sus propiedades farmacoldgicas son de interés en
las industrias farmacéutica y de cosmética (Adams, 2011).

Tabla 2. Actividad antibacteriana del aceite esencial de H. imbricata Cuatrec. et Aristeg.

Microorganismos Zona de inhibicion (mm)* CIM
pL/mL
Aceite Compuestos de Referencia
esencial SXT VA GM AZT CEP |
Staphylococcus aureus " "
(ATCC 25923) 10 40 320
Enterococcus faecalis " -
(ATCC 29212) 8 26 520
Escherichia coli « -
(ATCC 25922) 10 34 820
Klebsiella pneumoniae "
(ATCC 23357) NA 42 NP
Pseudomonas aeruginosa "
(ATCC 27853) NA 38 NP

* mm de los halos de inhibicion (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: Gentamici-
na® (10 pg); AZT: Aztreonam® (30 pg); CEP: Cefepime® (30 pg); CIM: Concentracion inhibitoria minima,

Rango 900-150 pL/mL.

4 Conclusiones

El aceite esencial de las hojas de H. imbricata esta
compuesto principalmente por monoterpenos siendo
a-felandreno, a-pineno, p-felandreno y p-cimeno los
compuestos observados como mayoritarios. Los analisis de
la actividad antibacteriana revelaron que el aceite presenta
actividad frente a S. aureus, E. faecalis y E. coli a
concentraciones que oscilaron entre 320 y 802 pL/mL. De
acuerdo a los resultados observados, el aceite de esta
especie podria representar una alternativa para la industria
farmacéutica en el desarrollo de un antimicrobiano de
amplio espectro.
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