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Resumen

Se determiné la composicién quimica y la actividad antimicética del aceite esencial y extracto alcohdlico de las hojas y tallos del
tomillo (Thymus vulgaris) planta de la familia Lamiaceae, por medio del método de Concentracién Minima Inhibitoria [CMI], Norma
Icontec NTC 2455. Empleando cepas de Fusarium oxysporum sp.Cpl 10070282-80; Cp2 25001242-80; Cp3 6300132-80 aisladas de
muestras de ufias de pacientes con onicomicosis. Los resultados mas favorables para la actividad fungicida y fungistatica, se
obtuvieron en el timol (componente quimico del tomillo), en concentracién de 25 mg/L y el aceite esencial, el cual comparado con el
componente antetior presenté menor efectividad con la actividad fungicida de concentracién 6250 mg/L y fungistitica de 1560
mg/L. Entre tanto el extracto alcohdlico presenté una actividad intermedia entre las dos anteriores, con concentraciones de 12500
mg/L vy 6250 mg/L de actividad fungicida y fungistitica respectivamente. Por lo cual, el timol y el aceite esencial del tomillo se
plantean como una posible alternativa para el control de esta especie de hongo.

Palabras Clave
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Abstract

We determined the chemical composition and antifungal activity of essential oil and alcoholic extract of the leaves and stems of
thyme (Thymus vulgaris) plant in the family Lamiaceae, by the method of Minimum Inhibitory Concentration (MIC), Icontec NTC
2455. Fusarium oxysporum strains using sp.Cp1 10070282-80; 25001242-80 Cp2, Cp3 6300132-80 nail samples isolated from patients
with onychomycosis. The most favorable results for fungicidal and fungistatic activity were obtained in thymol (thyme chemical
component) in a concentration of 25 mg / L and the essential oil, which compared with the previous component showed less
effectiveness with fungicidal activity concentration 6250 mg / L and fungistatic of 1560 mg / L. Meanwhile alcoholic extract showed
intermediate activity between the two, with concentrations of 12,500 mg / L and 6250 mg / L respectively fungicidal and fungistatic.
Therefore, thymol and thyme essential oil are proposed as a possible alternative for the control of this species of fungus.

Keywords
Antifungal; fungicidal; fungistatic; onychomycosis; thyme; Micoter.

Universidad Santiago de Cali / Facultad de Ingenieria — Facultad de Ciencias Basicas |29


mailto:juanferbm@hotmail.com
mailto:leoramj@yahoo.es
mailto:luz.caicedo@correounivalle.edu.co

Balanta, J.F., Ramirez, L., & Caicedo, L.D. (2013)

I. INTRODUCCION

Los hongos constituyen un grupo importante entre los

agentes causales de tipo infectivo que provocan

enfermedades no solo en las plantas y animales sino

también en seres humanos.

El nimero exacto de hongos patégenos se desconoce,

pero se estima superior a las diez mil especies

pertenecientes a  diversas taxonoémicas

(Asocolflores, 1995).

categorias

El diagnéstico de la onicomicosis causada por especies
de Fusarium sp, se ha incrementado en los dltimos afios
gracias a la adecuada correlaciéon de los hallazgos del
laboratorio con la epidemiologia y manifestaciones clinicas
del paciente (Relloso et al., 2012; Pérez, Cardenas, &
Hoyos, 2011).

Este hongo es de gran importancia en clinica, debido a
que responde de una manera muy pobre a los tratamientos
antimicoticos convencionales, con una tasa de respuesta
del 30% en onicomicosis, llegando a causar una micosis
diseminada de muy mal pronédstico en pacientes que sufran
algin grado de inmunosupresién (Castro-Lopez, 2009;
Guilhermetti, Takahachi, Shinobu, & Svidzinski, 2007).

Por otra parte, la utilizacién de plantas con fines
medicinales para el tratamiento de enfermedades ha
ocurrido a lo largo de la historia de la humanidad, lo que
ha generado que los productos de origen vegetal sean
mayormente estudiados en su parte quimica con énfasis en
los metabolitos secundarios, los cuales estan implicados en
el control biolégico contra patdégenos o plagas (Kagale,
Marimuthu, Thayumanavan, Nandakuman, & Samiyappan,
2004), como es el caso de Thymus vulgaris 1, la cual es una
planta que pertenece a la familia Lamiaceae (Ken, 1951;
Yazdani, Ali, & Nazari, 2004) y presenta diversas
actividades bioldgicas con accion antiséptica, expectorante,
carminativa y antiespasmodica relacionadas con el
contenido de timol y carvacrol, que constituyen entre el 40
y el 50% de su aceite esencial (Siatis et al., 2005; Daferera,

Ziogas, & Polissiou, 2000).

Comparados con el fenol, el timol y el carvacrol
presentan mayor actividad antibacteriana y fungicida, pero
menos toxicidad (Guillén & Manzanos, 1998)-

Los

enfermedad son de largo plazo y alto costo y, en muchas

tratamientos médicos para control de esta
ocasiones, poco eficaces —como es el caso del itraconazol—

(Carrillo-Mufoz et al., 2001; por ello, como alternativa
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al control quimico de este hongo patégeno con
medicamentos se propone un manejo natural integrado del
extracto alcohdlico y del aceite esencial de plantas
aromaticas,  especificamente de  tomillo

(Thymns

vulgaris), planta que no ha sido evaluada.

El presente trabajo presenta los resultados de una
investigacion en la cual se evalta la actividad antimicética y
la relacién de la composicion quimica del aceite esencial y
el extracto alcohdlico del tomillo (Thymus vulgaris L)
contra varias cepas de Fusarium oxyspornm aisladas de

pacientes con onicomicosis.

II. METODOLOGIA

Mediante analisis fitoquimicos y fisicoquimicos se
caracterizaron hojas y tallos de tomillo (Thymus vulgaris)
obtenidos de una plantaciéon en la vereda La Dolores del

Municipio de Palmira.

Las propiedades antimicrobianas se analizaron por el
método de concentracion inhibitoria minima [CMI] frente
a cepas de Fusarium  oxysporum aisladas de pacientes con
onicomicosis, empleando alcohol etilico al 96% como
muestra de control y como muestras patrones Itraconazol
y un medicamento homeopatico (Micoter). La Tabla 1
presenta los antimicoticos cepas de

agentes y las

microorganismos analizados.

Tabla 1. Agentes antimicéticos y cepas de microorganismos
analizados

Agentes antimicéticos Cepas del microorganismo

o Aceite esencial de tomillo e Cepal. N°de referencia:
(Thymus vulgaris) 10070282 -80

e Extracto alcohdlico de tomillo e Cepa2. N°de referencia:
(Thymus vulgaris) 35001242 -80

e Alcohol etilico 96% e Cepa3. N°de referencia:

e Timol 6300132 -80

e ltraconazol

e Micoter, medicamento
homeopatico

Las cepas de Fusarium oxysporum utilizadas en esta
investigaciéon se obtuvieron de ufias de pacientes con
Onicomicosis de una clinica de la ciudad de Cali, y se
encuentran etiquetadas con un ndmero de referencia

interno de la clinica.

A. Extraccion y preparacion de las soluciones de trabajo

Previo a la extraccién y preparacion de soluciones, se
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realizé la limpieza, desinfeccion, secado y caracterizacion
de la planta recolectada. Esta ultima estuvo a cargo del
Doctor Philip Silverstone, Ph.D en Biologfa, Ecologia y
Taxonomia Vegetal de la Universidad de Southern,
Carolina (Estados Unidos) y actual Director del Herbolario
de la Universidad del Valle.

1) Extracto alcohélico

Se mezclo 14 g de tomillo con 170 g de alcohol etilico
al 96% por 8 dias, posteriormente se filtré y el tomillo
separado se dejé en maceraciéon por 8 dias mas con la
misma cantidad de alcohol al 96 %. La unién de ambos
extractos se llevé al rotavaporador donde se obtuvo un
extracto crudo (Lourido & Castillo 2009).

2) Extraccion del aceite esencial del tomillo

Se utiliz6 el proceso de hidrodestilacion para el cual se
pesaron 200 g de tomillo finamente picado y se mezclaron
con 250 mL de agua destilada en un balén aforado de
1000 mL. Posteriormente se calenté esta mezcla a una
80°C durante

donde finalmente se obtuvo un volumen aproximado de

temperatura promedio de 90 minutos

0,3 mL de aceite esencial.

3) Solucion Itraconazol (1%)

Se disolvié 1,000 g de tabletas de Itraconazol trituradas
en 100 mL de agua destilada; Las tabletas utilizadas vienen
en una presentacion de 100 mg cada una y son elaboradas
por el Laboratorio Suiphar de Colombia.

4) Solucion de timol

Se utilizé 1,000 g de Thymol (Sigma-Aldrich) con una
pureza del 99,9% el cual se diluyé en 1000 mL de etanol
para obtener una solucién al 0,1 %.

5) Medicamento homeopatico

El producto antimicético usado responde bajo el
nombre comercial de Micoter solucion externa fabricado

por el laboratorio Hemaro. Se utilizé a una concentracion
del 100%.

B.  Caracterizacion fitoquimica de la muestra de tomillo, Thynus

vulgaris 1

Para el estudio fitoquimico del tomillo se realiz6 la

marcha representada en el flujograma de la Figura 1.

Figura 1. Caracterizacion fitoquimica de la muestra de tomillo

T

C.  Andlisis fisicoguimico del extracto

En este anilisis se realizo la caracterizacion del extracto
del tomillo por cromatografia de capa fina utilizando como
fase estacionaria silica y como fase moévil cloroformo.
realizaron analisis

Igualmente se organolépticos, de

densidad e indice de refraccién.

D. Concentracion minina inhibitoria

Esta prueba se desarrollé segin la Norma Icontec
NTC2455 (2000), realizando previamente la preparacion
del inoculo y el medio de cultivo con sus trespectivas
diluciones. Posteriormente, se realizé el ensayo de CMI
adicionando 0,2 ml de agente antimicético en el primer
tubo de las 12 diluciones; de este primer tubo se transfirié
1 ml al segundo tubo, proceso que se repiti6 hasta
completar los doce tubos, descartando 1 ml del tubo final,

tal como se observa en la Figura 2.

Figura 2. Pruebas CMI en caldo Sabouraud dextrosa
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— ml

Para la inoculacién se depositaron 0,1 ml del inoculo en
cada tubo y se incubo a 37°C durante 7 dias. Igualmente se
llevé un control positivo y negativo que consistia en dos
tubos de ensayo inoculados con el medio sin el agente para
el control positivo y un tercer tubo solo con el medio para
el control negativo.

III. RESULTADOS Y DISCUSION

A. Caracterizacion fitoquinrica del tonillo

Los resultados obtenidos en la marcha fitoquimica
coinciden con la composiciéon de metabolitos secundarios

de la planta, y se relacionan en la Tabla 2. Estos
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compuestos quimicos encontrados en la planta de tomillo
son congruentes con resultados de reportes previos. En el
extracto de éter de petréleo (compuestos no polares) y el
extracto metandlico (compuestos medianamente polares),
se encontraron triterpenos y esteroides que son
compuestos derivados de la ruta del acido mevalénico
(Avalos & Pérez, 2009). Igualmente se evidenci6 la
presencia de fenoles y taninos en el extracto acuoso

(compuestos polares) y en el extracto metanolico.

Por otra parte, se detecto un fuerte aroma caracteristico
del tomillo en el extracto acuoso (compuestos polares)
proveniente de los compuestos volatiles mayoritarios (Diaz
& Perez, 2006) o aceites esenciales que son mezclas de
alcoholes, aldehidos, cetonas y terpenoides, responsables
de los olores y sabores caracteristicos de estas plantas,
algunos de los cuales actian como repelentes de insectos o

insecticidas.

Los terpenos que se encuentran en los aceites esenciales
son generalmente monoterpenos (derivan de la via
metabdlica del acido mevalénico) con diez atomos de
carbono como por ejemplo el timol, carvacrol, p-cimeno y
linalol, caracteristicos del Thymus vulgaris y su aroma esta

relacionado con su contenido.

Tabla 2. Caracteristicas fitoquimicas del tomillo

Extracto Prueba fitoquimica  Resultados obtenidos
utilizada
CHClz inicial (derivado  Triterpenos y Positivo: color violeta,
del extracto de éterde  Esteroides presencia de triterpenos
petréleo).
Metandlico Flavonoides y Negativo: no se observa
Antocianinas, coloracion roja al adicionar
octanol
Antraquinonas Negativo: no se observa color
rojo purpura al adicionar el
amoniaco
Extracto Acuoso Saponinas Negativo para saponinas:

capa de espuma<a5mme
inestable

Positivo: coloracion verde con
FeCls, fenoles y taninos de
catecol

Positivo: se detecta fuerte
aroma caracteristico del
tomillo

Negativo: no se produjo
ningdn color rojo

Taninos y Fenoles

Aceites Volatiles

Acetato de Etilo Flavonoides y

alcaloides

MeOQH/H20 Fenoles y taninos

verde al adicionarle FeCls.

CHCls producto de Triterpenos, El resultado fue igual que el
extraccion fraccion esteroides tratado con el extracto de éter.
metandlica antraguinonas Positivo para triterpenos y

negativo para antraquinonas.

Positivo: Se obtuvo coloracion

32 | Universidad Santiago de Cali

B.  Caracterizacion del tomillo por cromatografia de capa fina

La de
componentes diferentes de los cuales uno corresponde al

cromatografia capa fina presentd tres

timol dado su similitud con el estandar respectivo.

Rf extracto tomillo: 4.4/6.5= 0.68
Rf estandar: 4.3/6.5= 0.66

Entre tanto, la Figura 3 muestra la separaciéon de dos

componentes organicos principalmente (dietil ftalato y
timol) de 25 Donde el
timol por ser el compuesto de menor peso molecular

en  menos minutos.

presenta un menor tiempo de retencién (19,30 minutos),

comparado con el dietil ftalato (21,20 minutos).

Figura 3. Cromatograma del extracto de tomillo
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La identificacién por espectroscopia de masas del timol
en el extracto alcohdlico de tomillo separado mediante
cromatograffa de gases (Figura 4) mostré los principales
fragmentos de masas, donde el timol es un compuesto tipo
fenol con picos moleculares intensos por estabilidad el
sistema aromatico ionizado y de caracteristicas similares al
tipo fenil-alcano C¢Hs (CHz)a* (m/z 77, 91, 105,119). La
intensidad de M* es grande y la tendencia a la protonacion,
menor que en los alcoholes. El espectro tiene un caracter
aromatico pronunciado, y, debido a la presencia de
oxigeno, los nimeros de masa de los miembros superiores
de la secuencia de los fragmentos tipicamente aromaticos

son una o dos unidades de masa mayores.

Figura 4. Espectro de masas para la muestra del extracto de

tomillo
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C.  Andlisis organolépticos, densidad e indice de refraccion

Los analisis organolépticos de aspecto, color, olor y
densidad obtenidos se relacionan en la Tabla 3:

Tabla 3. Analisis organolépticos

Caracteristica Observacion

Aspecto liquido ligeramente turbio
Color Verde

Densidad a 25°C g/ml 0,860

indice de refraccion a 25°C 1,325

D. Concentracion minima inhibitoria
1) Aceite esencial del tomillo 50%

La propiedad antifingica del aceite esencial de tomillo
tue igual para las cepas de Fusarium oxysporum 10070282 -
80 y 35001242 -80, donde se observé el crecimiento de la
a partir del tubo 7 (actividad fungistatica) a una
1560 ppm o 0,16 % (ver Figura 5),

mientras que la cepa 6300132 -80 presenté mas resistencia

cepa
concentracion de

al antimicético; el crecimiento de la cepa se dio a partir del
tubo 6 a una concentracién de 3120 ppm o 0,31 %.

Figura 5. CMI de la cepa de Fusarium oxysporum 10070282 -80

en aceite esencial de Thymus vulgaris

Sin embargo, al corroborar el crecimiento del hongo en
medios sélidos, como el agar Sabouraud, se pudo
determinar que la actividad fungicida se dio a partir del
tubo 4 a una concentracién de 6250 ppm o 0,63% para
cada una de las cepas de Fusarinm oxysporum, como muestra
la Figura 6.

De lo anterior se logré comprobar que la propiedad
fungicida del aceite esencial de tomillo, depende del
porcentaje de timol (Giordani et al., 2004; Segvié¢-Klari¢,
Kosalec, Masteli¢, Pieckova, & Pepeljnak, 2007; Pina-Vaz
et al, 2004; Kumar, Shukla, Singh, Prasad, & Dubey,

2008).

Tal
variedades de la planta (Fonnegra & Jiménez, 2006), que

propiedad se puede optimizar utilizando otras

contengan un mayor porcentaje de estos metabolitos, ya
que las concentraciones en que estos componentes
presentan una importante variabilidad debido a numerosos
parametros significativos que afectan la composicion
quimica de esta planta, principalmente la localizacién
geografica y las condiciones climaticas y ambientales.

Figura 6. Crecimiento de la muestra de los tubos 5y 6 de la cepa
F. oxysporum 10070282-80 proveniente del ensayo de CMI

2) Extracto alcohdlico de Thymus vulgaris 50%

Este presenté un nivel intermedio en la inhibicion del
microorganismo, arrojando una concentracién de 6250
ppm de actividad fungistatica para las cepas Fusarium
oxcysporum 10070282 -80 'y 6300132 -80, observandose
crecimiento a partir del tubo 5, a diferencia de la cepa
35001242 -80 en donde se evidencid a partir del tubo 4 a
una concentraciéon de 12500 ppm. Por otra parte, el medio
solido, permitié observar que la capacidad fungicida
también disminuyé en el extracto alcohdlico con respecto
al aceite esencial.

La Tabla 4 presenta un resumen de los resultados de
CMI de los antimicéticos utilizados contra las cepas de

Fusarinm oxysporum.

En ella se puede observar que, tanto el aceite esencial,
como el extracto alcohdlico de tomillo, son una buena
alternativa para inhibir el crecimiento del hongo, ya que la
via de inhibicién viene dada por las concentraciones de
timol que los constituyen, mientras que otras fuentes
antifingicas como el medicamento homeopatico (Micoter)
—que demostré un tener efecto inhibitorio— y el itraconazol
—que no presenté ningun tipo de actividad fungicida y
fungistatica—, indican que los antifingicos compuestos por

timol generan mejores resultados.
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Tabla 4. Resumen de los estudios de CMI de los antimicoticos
utilizados contra las cepas de Fusarium oxysporum

CMI en ppm (mg/L)

Actividad fungistatica Actividad fungicida

Antimicético CepaA CepaB CepaC CepaA CepaB CepaC
Timol 0,1% 25 25 25 25 25 25
Aceite esencial 50% 1560 1560 3120 6250 6250 6250
Extracto alcohdlico 6250 12500 12500 12500 25000 25000
de tomillo 50%

Medicamento 25000 25000 25000 25000 25000 25000
homeopatico 100%

Etanol 96 % 100.000 100.000 100.000 Negativa Negativa Negativa
Itraconazol 1 % Negativa Negativa Negativa Negativa Negativa Negativa

IV. CONCLUSIONES

La planta analizada corresponde a la especie Thymus
valgaris, la cual en su composicion quimica presentd
metabolitos secundarios tales como el timol y carvacrol,
que demostraron tener propiedades fungicidas probadas
sobre cepas de Fusarium oxysporum sp., causantes de la
onicomicosis. La accién antifingica depende de la
concentraciéon de dichos metabolitos, presentes en mayor
cantidad en el aceite esencial de tomillo (40 a 50%) el cual
demostr6 actividad antimicética con una dosis de 1560 a
6250 ppm.

Los agentes antimicéticos utilizados presentaron en su
composicion quimica compuestos y principios activos que
tuvieron efectos inhibitorios sobre el crecimiento de
Fusarium sp., estos fungicidas se muestran de acuerdo a su
efectividad en el siguiente orden: Timol > aceite esencial
de tomillo >

homeopatico > etanol > Itraconazol.

extracto alcohdlico > medicamento

Los agentes antimicéticos utilizados en este estudio

bajo condiciones In vitro tuvieron efectos inhibitorios
significativos frente a el crecimiento de microorganismos
y dada su variada composicién quimica se podrian
aprovechar en mezclas para su uso en tratamientos

clinicos y fitopatologicos.

Como complemento al trabajo realizado se recomienda
realizar un estudio sobre la concentracién de timol en el
aceite esencial y en el extracto alcohdlico para determinar
un protocolo normalizado para la concentraciéon de timol y
comparatlo con respecto a un estindar del mismo, para asi
poder establecer con certeza si otros constituyentes del
aceite y/o del extracto generan actividad antimicética.

Los estudios aqui realizados y los proyectados pueden
ser extensivos a otras especies del genero Thymus, se
recomienda su realizacién para analizar el porcentaje de
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metabolitos secundarios con efectos antimicOticos

presente en otras especies, algo que podria permitir la
seleccidon de la mas eficiente o costo efectiva.

Los métodos de extraccion desempefian un papel
importante en la composicién quimica de los aceites
esenciales, razén por la cual se recomienda probar con
otros métodos de extraccidn diferente a la hidrodestilacion,
para medir de qué manera se afectan los resultados
obtenidos en esta investigacion.

La variacién en la composicién quimica de la planta
depende del momento de su recoleccion, puesto que, por
ejemplo, en su etapa de floracién se incrementa la
produccién de metabolitos secundarios; dada la escasa
literatura al respecto, se recomienda replicar este estudio
en diferentes estadios de crecimiento de la planta, con el
mismo propésito de identificar aquellos que ofrecen mayor
eficacia.

Para terminar, dado que los diferentes antimicoticos
utilizados presentaron buenas propiedades fungicidas en
condiciones Iz vitro, se sugiere la elaboracion de un
producto que permita probar su efectividad I vivo.
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