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RESUMEN: El género Piper, perteneciente a la familia Piperaceae, ha sido objeto de estudios fitoquimicos
y bioldgicos, motivados por sus numer osas aplicaciones etnobotanicas. L os aceites esenciales, obtenidos
de diferentes plantas pertenecientes a este género, inhiben el crecimiento de un amplio grupo de
microor ganismos que causan infecciones importantes al hombre, las plantas y los animales. El objetivo
del trabajo fuerealizar € estudio quimico y microbiolégico del aceite esencial de Piper auritum (Caismén
de anis). La composicién dd aceite de las hojas y tallos de esta planta, obtenido por hidrodestilacién
empleando un equipo Clevenger, fue investigada por CG/EM. El efecto antibacteriano del aceite esencial
se evaluo utilizando e método de difusién en agar sobrelosserovares| y |11 de Xanthomonas albilineans
y Acidovorax avenae subsp. avenae. EI componente mayoritario identificado en el aceite fue el
monoter peno oxigenado safrol (74,29 %). El aceite presenté una actividad antibacteriana marcada,
observandose una inhibicién del crecimiento bacteriano de las especies evaluadas. El aceite esencial de
caismon de anis es un candidato botanico con actividad microbioldgica promisoria.

(Palabras clave: aceite esencial; Piper auritum; Xanthomonas albilineans; Acidovorax avenae subsp.
avenae)

CHEMICAL AND MICROBIOLOGICAL STUDY OF THE ESSENTIAL OIL OF Piper
auritum KUNTH (CAISIMON DE ANI S)

ABSTRACT: The Piper genus, belonging to the Piperaceae family, has been the objective of phytochemical
and biological studies because of its several etnobotanical applications. The essential oils of Piper species
have been used with many purposes. One of them is that they inhibit the growth of a large number of
human, animal and plant pathogens. The aim of this work was to carry out the chemical and
microbiological study of the essential oil of Piper auritum (Caismén de anis). The composition of the
essential il of leaves and stems of this plant, obtained by hydroditillation in a Clevenger -type appar atus,
was resear ched by GC/M S. The essential oil wastested against Xanthomonas albilineans and Acidovorax
avenae subsp. avenae for antibacterial properties by using the agar diffusion method. The main
congtituent of the oil was safrole (74,29%). The bioassay showed that the essential oil had a strong
bactericidal activity.

(Key words: essential oil; Piper auritum; Xanthomonas albilineans; Acidovorax avenae subsp. avenae)

INTRODUCCION ductos de origen botanico que con mayor probabili-
_ _ _ dad tendran el impacto més notable en la proteccién
En los ultimos afios se ha evidenciado un extraor- de plantas en la proxima década se encuentran los

dinario auge de la quimica de los productos naturales aceites esenciales y sus constituyentes, provenien-
en el ambito mundial. Entre los tres grupos de pro- tes de diferentes especies vegetales (1).
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Los aceites esenciales son usados como agentes
carminativos, estimulantes, diuréticos y antireuma-
ticos; algunos poseen propiedades insecticidas,
antifingicas y antibacterianas frente a microorga-
nismos patdgenos y han sido considerados como in-
gredientes activos en algunos plaguicidas botanicos,
debido a su eficacia frente a un nimero considerable
de plagas, su toxicidad minima en mamiferos y su
disponibilidad general (1,2,3,4).

Aunque la actividad biolégica de los aceites esen-
ciales ha sido confirmada en muchos estudios, los
datos recogidos en esos materiales muestran una gran
variabilidad. Las causas de ese comportamiento pa-
recen ser las diferencias en la composicion del aceite
esencial debido a factores genéticos y ambientales y
es por eso que resulta de interés la identificacion de
los principales constituyentes responsables de la ac-
tividad del aceite estudiado (2,5).

Las plantas del género Piper son ampliamente utili-
zadas en la medicina tradicional para el tratamiento de
vaginitis, desordenes intestinales y como citotoxico y
antimicrobiano (6,7). Los metabolitos secundarios en-
contrados en extractos, obtenidos de diferentes partes
de estas plantas, muestran actividad antifingica, in-
secticida, antialimentaria, estimulante, bactericida y
citotoxica (6,8,9). Sus aceites esenciales en particular
inhiben el crecimiento de un amplio grupo de
microorganismos que causan infecciones importantes
en el hombre, las plantas y los animales, siendo parti-
cularmente Utiles como antivirales, antimicéticos y
antibacterianos (9). En este contexto el CENSA ha in-
vestigado un grupo de plantas cubanas pertenecien-
tes a este género y el objetivo de este trabajo fue rea-
lizar el estudio quimico y microbiolégico del aceite esen-
cial de Piper auritum Kunth (Caisimén de anis).

MATERIALESY METODOS

Las hojas y tallos de P. auritum se colectaron du-
rante el mes de abril de 2008 en San José de las
Lajas, provincia La Habana. Se partio del material
vegetal fresco y no dafiado y la extraccion se realizé
por el método de hidrodestilacién empleando un equi-
po Clevenger segun lo establecido en la norma ISO
65-71:84 (10). El tiempo de destilacion fue de tres
horas. El aceite esencial se sec6 sobre sulfato de sodio
anhidro y se guardoé en frio hasta su andlisis. Fue ca-
racterizado determinandose su olor, color, composi-
cién quimica y actividad biolégica frente a bacterias
fitopatdgenas.

La composicion quimica del aceite se determind
en un cromatégrafo de gases de la serie Agilent 6890
con un inyector del tipo “split splitless” (relacion de
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split 20:1), acoplado con un espectrémetro de masas
de la serie Agilent 05973; ambos provenientes de la
firma Agilent Technologies. El espectrometro de ma-
sas trabajo en modo scan de adquisicion a 70eV. Se
utilizé un analizador cuadrupolar a 150°C de tempe-
ratura del cuadrupolo, el detector trabajé en un rango
de masas de hasta 800 uma, las temperaturas de la
interfase y de la fuente fueron 280°Cy 230°C respec-
tivamente. Se utiliz6 una columna capilar SPB-5
(L=15m, DI=0,25mm, f=0,10mm) con una inyeccion
de 2 mL. La temperatura del horno fue programada:
60°C (2 min isotérmicos), seguido de una rampa de
calentamiento hasta 100°C a razon de 4°C.min%, otra
rampa de 10°C.min* desde 100°C hasta 250°C don-
de finalmente permanecié durante 5 min isotérmicos.
Se utilizé Helio como gas portador con un flujo cons-
tante de 1,0 mL.min?. La identificacion de los com-
puestos se realizd mediante el uso combinado de las
bases de datos automatizadas NBS-NISTASCI y Wiley
275y el Atlas Registry of Mass Spectra Data (11).

Las bacterias fitopatdgenas utilizadas para la eva-
luacién de la actividad antibacteriana del aceite esen-
cial fueron: Xanthomonas albilineans (Ashby) Dowson
(los serovares | y lll) y Acidovorax avenae subsp.
avenae (Manns) Willems et al., ambas aisladas de
muestras procedentes de la Estacion Territorial de
Investigaciones de la Cafia de Azucar de Jovellanos
e identificadas mediante métodos moleculares (12).
Para preparar el inéculo, ambos serovares de la es-
pecie X. albilineans fueron sembrados en medio de
cultivo Wilbrink (BDH) e incubados a 28°C durante 48
horas, mientras que A. avenae subsp. avenae se sem-
bro sobre placas de agar nutriente (Biocen) y se incu-
b6 a igual temperatura durante 24 horas. Una vez
activadas las bacterias en estudio, se prepararon sus-
pensiones bacterianas, hasta lograr una turbidez com-
parable al patron de turbidez 0,5 Mc Farland. Esta
comparacion se realiz6 visualmente y, mediante lec-
turas en el espectrofotometro, a una longitud de onda
de 625 nm, se ajustd en el rango de 0,08 a 0,1 que
equivale a 1-2 x 108 UFC.mL™. De este indculo se to-
maron alicuotas y se colocaron en placas estériles
con 20 mL del medio agarizado correspondiente para
cada caso.

Para evaluar la sensibilidad de estos
microorganismos al aceite esencial se emple6 el mé-
todo de difusion en agar segun la técnica
estandarizada por el National Committee for Clinical
Laboratory Standards (NCCLS) (13), basada en el
método de Kirby-Bauer. Se depositaron 20, 10y 5 pL
del aceite puro en discos de papel de filtro Whatman
1 de 6 mm de diametro que, posteriormente, fueron
centrados sobre el medio inoculado con las suspen-



siones bacterianas. La temperatura de incubacion fue
de 28°C, la primera bacteria fue incubada durante 24
horas y la Ultima durante 48 horas. Una vez transcu-
rrido este tiempo se midié el halo de inhibicién del
crecimiento bacteriano. La actividad de las concen-
traciones del aceite se clasifico en marcada, modera-
da, ligera o sin actividad, segun los rangos de la es-
cala utilizada por Toda et al. (14). En todos los casos
la evaluacion se realizd por triplicado y se empled un
control del crecimiento bacteriano y un control positi-
vo de Cloranfenicol (30 pg.disco?) (Imefa) para cada
bacteria en estudio.

RESULTADOSY DISCUSION

El aceite esencial extraido de las hojas y tallos de
P. auritum tiene un olor penetrante, caracteristico y
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un color amarillo claro. La identificacion de los com-
ponentes del aceite esencial y sus cantidades relati-
vas se informan en la Tabla 1.

De los 32 componentes separados en el aceite
esencial, 24 fueron plenamente identificados y repre-
sentan aproximadamente el 99,45 % de la composi-
cion relativa; de ellos, 12 constituyen hidrocarburos
monoterpénicos (20,17%), siete hidrocarburos
sesquiterpénicos (3,54 %) y cinco compuestos oxige-
nados (75,73%), los que representan la mayor pro-
porcion desde el punto de vista cuantitativo en el aceite
esencial. El componente mayoritario fue el
monoterpeno oxigenado safrol (74,29%) y se puede
considerar la presencia de g terpineno (6,21%), a-
terpinoleno (4,96 %), b- pineno (2,99 %), a- terpineno
(2,65%), a- pineno (1,79%) y trans-cariofileno (1,43%).

TABLA 1. Composicién quimica del aceite esencial de Piper auritum./ Chemical composition of the essential oil of

Piper auritum

Pico Tiempo deretencién (min) Cantidadesrelativas (%) I dentificacion
1 1,338 0,12 tuyeno
2 1,393 1,79 a- pineno
3 1,473 0,05 canfeno
4 1,742 2,99 [3- pineno
5 1,874 0,52 mirceno
6 1,984 0,09 a- felandreno
7 2,179 2,65 a- terpineno
8 2,236 0,08 p- cimeno
9 2,292 0,34 limoneno
10 2,446 0,21 trans- - ocimeno
11 2,623 0,16 sin identificar
12 2,865 6,21 g terpineno
13 3,347 4,96 a- terpinoleno
14 3,383 0,03 sin identificar
15 3,594 0,85 linalol
16 9,275 74,29 safrol
17 10,417 0,61 a- copaeno
18 10,549 0,03 sin identificar
19 10,778 0,06 sin identificar
20 10,852 0,05 [3- elemeno
21 11,48 1,43 trans-cariofileno
22 11,98 0,08 sinidentificar
23 12,245 0,09 a- humuleno
24 12,789 0,04 sin identificar
25 12,973 0,59 germacreno
26 13,269 0,19 biciclogermacreno
27 13,416 0,73 germacreno+muroleno
28 13,743 0,12 sin identificar
29 13,886 0,16 miristicina
30 14,721 0,37 nerolidol
31 15,058 0,02 sin identificar
32 20,737 0,06 fitol
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Se han efectuado estudios acerca de la composi-
cién quimica de varios aceites esenciales del género
Piper, encontrandose como constituyentes principa-
les fenilpropanoides, monoterpenoides vy
sesquiterpenoides (8,9,15). Los trabajos relacionados
con la composicion de P. auritum coinciden con la pre-
sencia de safrol como componente mayoritario. Por
ejemplo Castro y Poveda (16) y Gupta et al. (17) in-
formaron como constituyente principal del aceite esen-
cial de caisimon el safrol, encontrandose en un rango
de 70 a 85 % de la composicidn total. Recientemente,
Blanco et al. (18) plantearon que el aceite esencial de
esta especie contiene una fraccién oxigenada como
componente mayoritario, la cual es rica en safrol, b-
linalol, cineol y acetato de terpineol, asi como una frac-
cién hidrocarbonada rica en sesquiterpenos.

En nuestro pais, el aceite esencial de las hojas de
P. auritum, obtenido mediante hidrodestilacién con
equipo Clevenger a partir del material vegetal seco,
presentd un 64,5% de safrol como principal compo-
nente. Se destaca ademas la presencia de b-
cariofileno (4,65 %), germacreno (3,11 %), cis-nerolidol
(2,8%), linalol (2,29%), g terpineno (2,19%),
terpinoleno (1,87 %), a- terpineno + p- cimeno (1,79%),
b- pineno (1,45%) y biciclogermagreno (1,26%) (19);
la mayoria de ellos presentes en el aceite evaluado,
aunque en diferentes proporciones.

Las discrepancias relacionadas con la composi-
cion del aceite, en cuanto al contenido de safrol y la
abundancia relativa de los otros componentes pre-
sentes como componentes minoritarios, pueden ex-
plicarse considerando que variaciones en las condi-
ciones ecoldgicas (clima, tipo de suelo, estacion del
afio, lugar geogréfico) en que se desarrolla la planta;
asi como las condiciones de extraccion (método de
extraccion, tiempo, condiciones de la materia prima),
pueden producir en el aceite cambios cualitativos y
cuantitativos (2, 5). Por ejemplo: en un estudio reali-
zado en la costa colombiana con el aceite esencial de
P. auritum obtenido mediante hidrodestilacion asisti-
da por microondas (MWHD) durante 30 min, se infor-
moé un contenido de 93,2% de safrol y 4,3% de
miristicina y 90,3% de safrol y 5,8% de miristicina para
los aceites de hojas e inflorescencias de esta planta,
respectivamente (20). En otra localidad colombiana,
bajo iguales condiciones de extraccion, se informé una
composicién quimica de 91,4% de safrol y 4,8% de
miristicina como componentes mayoritarios del acei-
te esencial de las hojas de caisimén de anis (3).

Al evaluar la accion antimicrobiana del aceite fren-
te a las bacterias estudiadas, cuando se usaron 20
uL del aceite puro, se observo una inhibicién total del
crecimiento bacteriano, y no la formacién de halos de
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inhibicion alrededor del disco; sin embargo, el em-
pleo de 5 pL del aceite no mostré actividad frente a
ninguna de las bacterias tratadas. A la dosis de 10 pL
se observé una inhibicidn total del crecimiento de
ambos serovares de X. albilineans y no se evidencid
actividad frente a A. avenae subsp. avenae (Fig. 1).

Estos resultados evidencian que la bacteria X.
albilineans resulta mas sensible a la accion del aceite
de caisimén de anis que A. avenae subsp. avenae;
igual ocurre con el control de Cloranfenicol, que mos-
tr6 una marcada actividad frente a X. albilineans y una
ligera actividad frente a A. avenae subsp. avenae, lo
gue indica las potencialidades antimicrobianas del
candidato evaluado y su posible uso en el tratamiento
de enfermedades bacterianas.

En estudios realizados se ha encontrado que la
actividad antimicrobiana presentada por los aceites
esenciales se debe, en gran medida, a la presencia
de terpenoides; siguiendo en orden de actividad los
terpenoides que contienen grupos alcoholes, luego
los que poseen aldehidos y por ultimo los que tienen
grupos cetoénicos (21,22,23,24,25). Asi mismo, algu-
nos autores plantean que los aceites con un alto por-
centaje de compuestos terpenoides del tipo fendlicos
poseen notables propiedades antimicrobianas
(26,27,28). Por ejemplo, el aceite esencial de
Cymbopogon citratus Stapf. (Lemon grass o hierba
limén) posee cantidades considerables de a-citral, b-
citral, citronelol, citronelal, linalool y geraniol, los cua-
les han mostrado poseer actividad antimicrobiana ante
Escherichia coli (Theodore von Escherich) Migula,
Bacillus subtilis (Ehrenberg) Cohn y Staphylococcus
aureus (Rosenbach) (29). Estudios con extractos de
canela, tomillo, clavo y orégano demostraron su acti-
vidad contra Clostridium perfringens (Veillon & Zuber)
Hauduroy et al. y contra Salmonella sp. (30,31,32,33).
Ademas, se encontr6 que el carvacrol y el timol, com-
ponentes del aceite esencial de Poliomintha longiflora
Gray. (orégano orejon), fueron los responsables del
efecto antibacteriano frente a S. aureus, Streptococcus
pneumoniae (Klein) Chester, Salmonella typhimurium
(Kauffmann & Edwards) Le Minor & Popoff,
Hemophylus influenzae (Lehmann & Neumann)
Winslow et al. y E.coli (34).

En general, las propiedades antimicrobianas de los
aceites esenciales han sido reconocidas durante mu-
chos afos y particularmente el género Piper ha sido
objeto de estudios fitoquimicos y biolégicos, motiva-
dos por sus numerosas aplicaciones etnobotanicas
(8). Este género es bien conocido como fuente de
compuestos biolégicamente activos como
monoterpenos, sesquiterpenos y fenilpropanos (35).



Xanthomonas albilineans (serovar 1)

FIGURA 1. Inhibicién del crecimiento bacteriano provo-
cada por el aceite esencia de P. auritum./ Inhibition of
bacterium growth caused by P. auritum essential ail.

A. Control de crecimiento bacteriano

B. Control positivo (Cloranfenicol)

C. 10 pL del aceite esencial puro

D. 5L del aceite esencial puro
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Entre los compuestos a los que se le atribuyen
propiedades antibacterianas, podemos citar: terpenos
como el safrol, a- humuleno, b-cariofileno, b-elemeno,
germacreno, p- cimeno, g terpineno, mirceno, entre
otros (19,21); alguno de los cuales se encuentran en
proporcién considerable en el aceite de caisimén de
anis evaluado, que tiene como componente principal
al safrol, fenilpropanoide que representa el 74,29%
de su composicion total. El safrol, ademas, tiene una
alta demanda en la industria de insecticidas y
plaguicidas en sentido general (9).

Teniendo en cuenta los antecedentes encontrados
en la literatura consultada y los resultados obtenidos,
se pudiera atribuir la accién bactericida y/o
bacteriostatica del aceite esencial de P. auritum a sus
componentes terpenoides, fundamentalmente los
oxigenados, y la mayor contribucion a este efecto co-
rresponde especificamente al safrol.

Considerando la gran variedad de compuestos
quimicos presentes en los aceites esenciales, es muy
probable que su actividad antimicrobiana no sea atri-
buible a un mecanismo especifico, sino a la accion
combinada de varios de ellos sobre distintas localiza-
ciones de la célula (24). Sin embargo, el mecanismo
de accion especifico de estos compuestos aun hoy
no ha sido claramente caracterizado. Algunos auto-
res plantean que su actividad bacteriostatica y/o
bactericida se debe, fundamentalmente, a la sobre-
carga a la que es sometida la membrana celular de
los microorganismos de forma tal que la hace perder
el control y la integridad (23,26,29). Uno de los princi-
pales mecanismos de accién propuestos para los
terpenoides consiste en la disrupcion de la membra-
na celular bacteriana mediante tres posibles vias:
aumentando la permeabilidad de la membrana a iones
pequenios, afectando la estabilidad estructural de la
membrana y desestabilizando el empaquetamiento de
la bicapa lipidica, cualquiera de estos efectos produ-
ce la muerte en la célula bacteriana (23).

Los compuestos fenolicos por ejemplo producen
efectos a dos niveles, sobre la integridad de la pared
celular y la membrana citoplasmatica y sobre la res-
puesta fisiolégica del microorganismo, sensibilizan a
la membrana celular y cuando se saturan los sitios
sobre los cuales actian se produce un grave dafio a
la membrana citoplasmatica. Ademas pueden desna-
turalizar las enzimas responsables del inicio de la
germinacion de las esporas o interferir con el uso de
aminodcidos para iniciar el proceso de germinacion
(36,37). Se pudo demostrar concretamente que deri-
vados fendlicos tales como el carvacrol y el eugenol
provenientes de clavo y tomillo causan la desintegra-
cion de la membrana de E. coliy S. typhiurium. El
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eugenol (componente mayoritario del aceite de cla-
vo) y el cinamaldehido (componente de la canela)
actlan inhibiendo la produccidon de enzimas
intracelulares, tales como amilasas y proteasas, lo que
provoca el deterioro de la pared y un alto grado de
lisis celular (30,33).

Aungue ha sido extensamente estudiada y com-
probada la actividad antibacteriana de diferentes ex-
tractos de P. auritum (18), la accién de sus aceites
esenciales frente a las bacterias en estudio se infor-
ma por primera vez; estas bacterias provocan enfer-
medades de importancia para el cultivo de la cafia de
azucar. A. avenae subsp. avenae y X. albilineans son
responsables de las enfermedades conocidas como
larayarojay la escaldadura foliar respectivamente, esta
ultima considerada la enfermedad bacteriana mas im-
portante de este cultivo y que provoca pérdidas millo-
narias en la produccion cafiera de Cuba y el mundo.

Resulta necesario realizar nuevas evaluaciones
gue permitan determinar la concentracion minima
inhibitoria del aceite frente a cada bacteria; pero es-
tos resultados sirven de punto de partida para experi-
mentos posteriores, ademas de demostrar la activi-
dad antibacteriana promisoria del aceite esencial de
caisimoén de anis frente a las bacterias evaluadas.

Nuevos plaguicidas basados en este aceite podrian
constituir una alternativa eficaz y ambientalmente se-
gura para el control de enfermedades bacterianas en
el cultivo de la cafia de az(car, tomando en considera-
cion la amplia disponibilidad y facilidad de cultivo de
esta especie vegetal, asi como la gravedad de las afec-
taciones provocadas por los fitopatdgenos estudiados.
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