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RESUMEN  

Introducción: Siparuna sessiliflora Kunth A. DC. es una especie vegetal 
comúnmente conocida en Colombia como limoncillo, utilizada por parte de varias 
comunidades indígenas para tratar diferentes problemas de salud. A pesar de 
contar con diversos registros de usos etnobotánicos, esta especie ha sido poco 
estudiada desde el punto de vista fitoquímico o de su actividad biológica.   
Objetivos: evaluar la actividad antibacteriana de los extractos y las fracciones 
obtenidos a partir de las hojas de Siparuna sessiliflora sobre Bacillus subtilis, 
Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa.   
Métodos: el material vegetal fue extraído por maceración en frío con éter de 
petróleo y etanol 96 %; estos extractos se fraccionaron por métodos 
cromatográficos y partición líquido/líquido; su actividad antibacteriana se evaluó 
por el método de difusión en gel por perforación en placa. Posteriormente, se 
identificaron los principales compuestos responsables de la bioactividad por medio 
de cromatografía de gases acolada a espectrometría de masas.   
Resultados: se encontró que las fracciones de alcaloides Alk 1 y Alk 2 presentaron 
actividad frente a B. subtilis, S. aureus y E. coli. Adicionalmente, la subfracción Alk 
2A fue la más activa frente a B. subtilis. Se identificaron sobre todo alcaloides 
isoquinolínicos y un derivado del ácido cinámico como posibles compuestos 
responsables de la bioactividad.   
Conclusiones: se reportó la actividad antibacteriana de S. sessiliflora frente a 
bacterias grampositivas y gramnegativas, y se generó nuevo conocimiento sobre su 
fitoquímica que corrobora su uso tradicional en la cura de cuadros infecciosos.  

Palabra clave: actividad antibacteriana, alcaloides isoquinolínicos, Siparuna 
sessiliflora, Siparunaceae.  

 



Revista Cubana de Plantas Medicinales. 2012; 17(1)65-72 

  
http://scielo.sld.cu 

66

ABSTRACT  

Introduction: Siparuna sessiliflora Kunth A. DC. is a plant species popularly known 
in Colombia as «limoncillo» and used by several indigenous communities for 
treating different health disorders. Despite the many records of its ethnobotanical 
uses, this species has been poorly studied from a phytochemical or biological 
standpoint.  
Objectives: to evaluate the antibacterial activity of the extracts and fractions 
obtained from Siparuna sessiliflora´s leaves against Bacillus subtilis, 
Staphylococcus aureus, Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa.   
Methods: the plant material was extracted by cold maceration with petroleum 
ether and 96% ethanol. Those extracts were fractionated by chromatographic 
methods and liquid-liquid partitioning; additionally, its antibacterial activity was 
assessed by gel diffusion. Subsequently, there were identified the main bioactive 
compounds by gas chromatography-mass spectrometry.   
Results: it was found that the alkaloidal fractions Alk 1 and Alk 2 were active 
against B. subtilis, S. aureus and E. coli. Additionally, the subfraction Alk 2A was 
the most active against B. subtilis. Isoquinoline alkaloids and a cinnamic acid 
derivative were identified as possible compounds responsible for bioactivity.   
Conclusions: the antibacterial activity of S. sessiliflora against Gram positive and 
Gram negative bacteria was reported, so the new knowledge about its 
phytochemistry endorses its traditional use in the treatment of infections.  

Key words: antibacterial activity, Isoquinoline alkaloids, Siparuna sessiliflora, 
Siparunaceae.  

 

  

   

INTRODUCCIÓN  

El género Siparuna (Familia Siparunaceae) comprende un diverso grupo de 235 
especies vegetales ampliamente distribuidas en el hemisferio sur, máxime en 
regiones tropicales de Centro y Suramérica.1 Este género se caracteriza por 
biosintetizar compuestos tales como sesquiterpenos, flavonoides y alcaloides 
isoquinolínicos, sobre todo del tipo aporfinicos;2 compuestos a los cuales se les ha 
identificado importantes actividades biológicas, tales como antibacterianas, 
antimalaricas y antileishmaniasis, entre otras.3-5  

S. sessiliflora (Kunth) A. DC. (sin. Citriosma mollicoma Mart. ex Tul., Citriosma 
radiata Poepp. ex Endl., Citrosma dubia Kunth) conocida comúnmente en Colombia 
como limoncillo, limón de monte o limón cimarrón, se encuentra distribuida en 
claros de zonas boscosas, en alturas desde los 50 hasta los 1 700 m sobre el nivel 
del mar.6 Esta especie presenta diversos registros de usos etnobotánicos por parte 
de comunidades indígenas que habitan en Colombia, Ecuador y Perú, como son los 
Huitoto, Nukak, Maraña, Quichua y Aguaruna, para tratar problemas de salud como 
la fiebre y el dolor de cabeza; igualmente, las hojas de esta especie son utilizadas a 
manera de cataplasma para aliviar el reumatismo y curar infecciones como el 
herpes o las generadas por picaduras de insectos.6  

 



Revista Cubana de Plantas Medicinales. 2012; 17(1)65-72 

  
http://scielo.sld.cu 

67

Esta planta a pesar de contar con varios registros de usos etnobotánicos, ha sido 
muy poco estudiada desde el punto de vista fitoquímico, debido a lo cual, la 
presente investigación tuvo por objetivo evaluar la actividad antibacteriana que 
presentan los extractos y las fracciones obtenidas a partir de las hojas de esta 
especie.  

   

MÉTODOS  

Se colectaron 5 000 g de hojas frescas de S. sessiliflora en el municipio de Viotá 
Cundinamarca, Vereda Brasil (Sendero ambiental Mogambo), y un ejemplar de esta 
especie fue identificado por García N. e incluido en la colección del Herbario de la 
Pontificia Universidad Javeriana, con el número de colección 013690.  

Obtención de extractos y fracciones  

El secado de las hojas se llevó a cabo a temperatura ambiente y después fueron 
pulverizadas en un molino de cuchillas, obteniéndose un peso de 1 025 g. Estas 
fueron sometidas a maceración en frío con éter de petróleo y con etanol por 72 h 
continuas, en 3 repetidas ocasiones. Ambos extractos se llevaron a sequedad en un 
rotoevaporador Büchi R-208 (extracto etanólico 84,5 g y extracto de éter de 
petróleo 20,5 g) y posteriormente se hizo su floculación y fraccionamiento.  

Se tomó 1 g del extracto de éter de petróleo floculado (15,42 g) para su 
fraccionamiento por cromatografía en columna al vacío, utilizando una fase 
estacionaria de sílica gel 60H, en una relación de muestra: fase estacionaria de 
1:30. Como eluyentes se emplearon éter de petróleo, CH2Cl2, AcOEt, EtOH y 
diferentes combinaciones de estos solventes en proporción 1:1. A partir de ese 
fraccionamiento se obtuvieron 9 fracciones denominadas F1,1 a F1,9, a las cuales se 
les evaluó su actividad antibacteriana.  

El extracto etanólico floculado (52,48 g) fue sometido a un fraccionamiento líquido-
líquido continuo con éter de petróleo, CH2Cl2, AcOEt y ButOH; se obtuvieron 4 
fracciones a las cuales se les evaluó su actividad antibacteriana. Debido a que la 
fracción de CH2Cl2 (10,2 g), fue la más activa, se hizo un subfraccionamiento 
biodirigido orientado a la extracción de los alcaloides presentes. Este se llevo a 
cabo disolviendo parte de esta fracción (3 g) en CH2Cl2 y en EtOH (7 g). Una vez 
obtenidas estas subfracciones, se extrajeron los alcaloides mediante partición 
ácido/base y extracción con solventes. A partir de este fraccionamiento se 
obtuvieron 2 fracciones de alcaloides Alk 1. (0,218 g) solubles inicialmente en 
CH2Cl2 y Alk 2 (0,480 g) solubles antes en EtOH. A continuación, se evaluó la 
actividad antibacteriana a estas fracciones.  

Finalmente, 100 mg la subfracción Alk 2 fue separada por medio de cromatografía 
en columna al vacio, utilizando como fase estacionaria sílica gel 60H, en una 
relación muestra: fase estacionaria de 1:10. Como eluyentes se empleó 
CH2Cl2:MeOH en diferentes proporciones, obteniéndose 4 subfracciones 
denominadas: Alk 2A (21,4 mg) eluida con CH2Cl2:MeOH (9:1); Alk 2B (4,8 mg) 
con CH2Cl2:MeOH (8:2); Alk 2C (37,5 mg) con CH2Cl2:MeOH (1:1); y Alk 2D (30,0 
mg) con CH2Cl2:MeOH (1:9). A estas fracciones se les evaluó su actividad 
antibacteriana.  
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Pruebas antibacterianas  

Los microorganismos utilizados para la determinación de la actividad 
antibacteriana, procedieron de cepas control de acuerdo con la clasificación de la 
American Type Culture Collection (ATCC). Para el presente estudio se utilizaron: 
Staphylococcus aureus (ATCC 6535) y Bacillus subtilis (ATCC 6638), Escherichia coli 
(ATCC 8739) y Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027).  

En la evaluación de la actividad antibacteriana se empleó el método de difusión en 
gel por perforación en placa, usando como medio de crecimiento Agar Müeller 
Hinton. Como control positivo se utilizó el antibiótico gentamicina (Schering-
Plough), en una concentración de 3 mg/mL y como control de crecimiento negativo 
se usó dimetilsulfóxido (DMSO), solvente en el cual se disolvieron las fracciones.  

La preparación del inóculo bacteriano se llevó a cabo en tubos de ensayo con 10 mL 
de caldo Müeller Hinton, haciendo la suspensión de las bacterias en estos, hasta 
alcanzar una concentración de 0,5 en la escala de Mac-Farland. Se sembraron 50 
µL de cada una de las fracciones de la planta disueltas en DMSO, en 
concentraciones de 20 y 40 mg/mL.  

Determinación de compuestos activos  

Una vez identificadas las fracciones que presentaron la mayor actividad 
antibacteriana, se hizo la determinación de los posibles compuestos responsables 
de esa actividad, por medio de cromatografía de gases acoplada a espectrometría 
de masas (GC-MS). Esta se llevo a cabo en un equipo Agilent Technologies 6850 
series II, acoplado a un detector selectivo de masas Agilent Technologies MSD 
5975B, equipado con un puerto de inyección split/splitess (260 ºC, relación de split 
15:1), y un inyector automático Agilent 6850 series.  

Se utilizó una columna capilar TR-50MS de 30 m x 0,25 mm (d.i.) x 0,25 ìm (df), 
con fase estacionaria 50 % fenilpolisilfenilenesiloxano. La programación de 
temperatura del horno fue de 80 ºC (1 min), luego se incrementó hasta 320 °C (2 
min) @ 10 °C/min. Los espectros de masa se obtuvieron por impacto de electrones 
(EI); 70eV. Gas de arrastre helio (99,995 %, Aga Fano, S.A), con flujo constante de 
1 mL/min.  

Los espectros de masas y corrientes iónicas reconstruidas (TIC) fueron adquiridos 
usando un analizador cuadripolar, por medio de barrido automático de frecuencia 
(full scan). El reconocimiento de los componentes presentes en las fracciones se 
realizó sobre la base de la comparación de espectros de masas adquiridos, 
confrontados con los reportados en la base de datos Willey.7  

   

RESULTADOS  

Pruebas antibacterianas  

Las fracciones F1,1 a F1,9 (extracto de éter de petróleo) y éter de petróleo, CH2Cl2, 
AcOEt y ButOH (extracto etanólico), sometidas pruebas de actividad antibacteriana 
en concentraciones de 20 y 40 mg/mL, evidenciaron que únicamente F1,6 (21 mg), 
F1,7 (16 mg), F1,9 (19 mg), éter de petróleo (1,2 g) y CH2Cl2 (10,2 g), resultaron 
activas inicialmente solo contra B. subtilis. La fracción que presentó la mayor 
actividad fue la de CH2Cl2, con un porcentaje de inhibición de 46,7 % a 20 mg/mL. 
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Sin embargo, al subfraccionar esta fracción en Alk 1 (0,218 g) y Alk 2 (0,480 g) y 
evaluar su actividad antibacteriana, se encontró que a una concentración de 20 
mg/mL estas no solo lograron inhibir mayormente el crecimiento de B. subtilis 
(73,3 y 66,7 % respectivamente), sino que también presentaron actividad positiva 
frente a S. aureus y E. coli (tabla 1).  

 

Finalmente, las pruebas antibacterianas hechas a las subfracciones Alk 2A, Alk 2B, 
Alk 2C y Alk 2D, en concentraciones de 10, 5 y 2,5 mg/mL frente a B. subtilis, 
permitieron identificar a la fracción Alk 2A como la mas activa, con un porcentaje 
de inhibición de 73,3 % a una concentración de 10 mg/mL (tabla 2), el cual 
correspondió con el porcentaje de inhibición más alto presentado por las fracciones 
evaluadas. Así mismo, se encontró que a una concentración incluso menor que la 
del control positivo, esta fracción logró inhibir el crecimiento bacteriano en más de 
50 % (tabla 2).  

 

Determinación de compuestos activos  

El análisis cromatográfico de las fracciones Alk 2A, Alk 2B, Alk 2C y Alk 2D, permitió 
identificar como principales picos cromatográficos diferentes alcaloides de tipo 
isoquinolínico, al igual que otros compuestos como es indicado en la tabla 3.  
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DISCUSIÓN  

Los resultados de este estudio evidencian la actividad antibacteriana de S. 
sessiliflora, la cual puede ser atribuida a los alcaloides aislados a partir de las hojas 
de esa planta. Estos resultados aportan nuevo conocimiento a la fitoquímica de esta 
especie, al reportar alcaloides isoquinolínicos, los cuales son compuestos 
característicos del género Siparuna, y la familia Siparunaceae es rica en estos 
compuestos del tipo aporfinicos.2,4  

Los alcaloides isoquinolínicos están dotados de diferentes actividades biológicas 
dentro de las cuales se destacan importantes actividades antimicrobianas, 
principalmente contra bacterias grampositivas.7 Sin embargo, se ha encontrado que 
algunos de estos alcaloides presentan también una menor actividad contra algunas 
bacterias gramnegativas,8 lo cual corrobora los resultados, porque en las pruebas 
antibacterianas se encontró menor susceptibilidad por parte de bacterias 
gramnegativas.  

Según estudios realizados a otra especie del género Siparuna (S. guianensis), se 
encontró que el extracto metanólico presentó actividad antimicrobiana frente a 
Streptococcus faecalis, Mycobacterium phlei, Bacillus subtilis y Staphylococcus 
aureus.3 Adicionalmente, se ha encontrado que el extracto etanólico total de 
Siparuna echinata, presenta actividad antibacteriana de 50 % sobre Staphylococcus 
aureus, Staphylococcus epidermidis, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, 
Escherichia coli, Salmonella typhy, Proteus vulgaris.9 Esto ratifica en cierta medida 
los resultados, teniendo en cuenta la proximidad taxonómica de las especies 
evaluadas.  

Dentro de los posibles compuestos responsables de la bioactividad encontrados en 
las hojas de S. sessiliflora, se destaca la asimilobina, la cual es un alcaloide 
aporfinico que ha sido aislado también en las hojas de Siparuna apiosyce, Siparuna 
griseo-flavescens y Siparuna tonduziana.10 Este compuesto presenta comprobada 
actividad bactericida contra algunas bacterias grampositivas.11  

Cabe resaltar que en las fracciones que presentaron la mayor bioactividad (Alk 2A y 
Alk 2B), se determinó también la presencia de un derivado del ácido cinámico, el 
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cual ha sido reportado previamente en la corteza de S. apiosyce.2 Adicionalmente, 
estudios científicos han demostrado que el acido cinámico presenta actividad 
bactericida contra E. coli.12 Debido a esto, es posible que exista algún tipo de 
sinergismo entre este compuesto y los alcaloides de la planta, teniendo en cuenta 
que estas fueron las fracciones que presentaron mayor actividad. Sin embargo, es 
necesaria la realización de estudios científicos a fin de validar esta hipótesis.  

Los resultados obtenidos además de reportar la actividad antibacteriana de las 
hojas de S. sessiliflora frente a bacterias grampositivas y gramnegativas, generan 
nuevo conocimiento sobre su fitoquímica, y corroboran su uso tradicional en la cura 
de cuadros infecciosos. También revelan la viabilidad de investigaciones futuras 
encaminadas hacia el aislamiento de compuestos presentes en esta especie, en 
busca de nuevas alternativas terapéuticas basadas en productos naturales.  
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