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RESUMEN: EIl uso de antimicrobianos de origen natural es una alternativa que esta en via de
desarrollo y explotacion y, dentro de ellos, los aceites esenciales tienen grandes potencialidades.
El objetivo de este trabajo fue determinar la composicién quimica del aceite esencial de Piper
marginatum Jacg. y evaluar su actividad antibacteriana y antifungica frente a microorganismos de
importancia en la esfera agricola. El aceite esencial de P. marginatum se obtuvo por hidrodestilacion
empleando un equipo Clevenger. Se determiné su rendimiento y su composicion quimica se investigd
por cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de masas (CG/EM). La actividad antibacteriana
se evalud por el método de difusion en agar frente a Xanthomonas albilineans (Ashby) Dawson,
Xanthomonas campestris pv campestris (Pammel) Dawson, Pseudomonas solanacearum Smith,
Pseudomonas celebensis Gaumann, Pseudomonas syzygii Roberts et al. y Pseudomonas fluorescens Migula.
El efecto antifungico del aceite se determind sobre Alternaria solani Sor. El aceite esencial (2,18 %
v/p) esta constituido fundamentalmente por compuestos oxigenados y dentro de €ellos los componentes
mayoritarios resultaron ser e isosafrol y e notosmirnol. El aceite mostro un efecto bactericida frente
a X. albilineans y X. campestris pv campestris y efecto fungistético frente a A. solani. Existen enormes
posibilidades de desarrollo del aceite esencial de P. marginatum como agente antimicrobiano,
considerando su elevado rendimiento y su actividad frente a los microorganismos estudiados.
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CHEMICAL CHARACTERIZATIONANDANTIMICROBIALACTIVITY OFTHE
ESSENTIAL OIL OF Piper marginatum Jacq.

ABSTRACT: The use of natural antimicrobials is an alternative that is in development and exploitation
and, among them, the essential oils have a great potential. The aim of this work was to determine
the chemical composition of essential oil of Piper marginatum Jacq. and evaluate its antibacterial
and antifungal activities against microorganisms of importance in the agricultural sphere. The
essential oil of P. marginatum was obtained by hydrodistillation using an apparatus type Clevenger.
Its yield was determined and its chemical composition was investigated by gas chromatography/
mass spectrometry (GC/MS). The antibacterial activity was evaluated by the agar diffusion method
against Xanthomonas albilineans (Ashby) Dawson, Xanthomonas campestris pv campestris (Pammel)
Dawson, Pseudomonas solanacearum Smith, Pseudomonas celebensis Gaumann, Pseudomonas syzygii
Roberts et al. and Pseudomonas fluorescens Migula. The antifungal effect of the oil was deter mined
on Alternaria solani Sor. The essential oil (2,18% v/p) is constituted mainly of oxygenated compounds
with isosafrole and nothosmyrnol as the major components. The oil showed a bactericidal effect
against X. albilineans and X. campestris pv campestris and a fungistatic effect against A. solani. There
are great opportunities for the development of the essential oil of P. marginatum as an antimicrobial
agent, considering its high yield and activity against the microor ganisms studied.
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INTRODUCCION

La resistencia de los microorganismos a los
farmacos y plaguicidas existentes, es un problema que
tiende a incrementarse, razon por la cual se mantiene
la busqueda de nuevos antimicrobianos para combatir
las enfermedades, superar los problemas de resisten-
cia bacteriana y los efectos secundarios de algunos
agentes disponibles (1,2). Desde el punto de vista
fitosanitario, la demanda creciente de nuevos
antimicrobianos responde también a la poca disponibi-
lidad y/o eficacia de los productos existentes para el
control de algunos patdgenos. Estos problemas han
llevado ala busqueda de alternativas de control y una
de las opciones que esta en via de desarrollo y explo-
tacion es el uso de antimicrobianos de origen natural
y, dentro de ellos, los aceites esenciales tienen gran-
des potencialidades.

Piper marginatum Jacg., perteneciente al género
Piper, familia Piperaceae, es una especie aromatica
gue se encuentra distribuida a lo largo de toda laisla.
Se le atribuyen propiedades medicinales: antiséptico,
astringente, antihemorragico y hemostatico. Sus ho-
jas contienen gran cantidad de aceite esencial, sus-
tancias tanicas y sustancias de naturaleza alcaloidal
de las cuales se derivan fundamentalmente sus pro-
piedades medicinales (3). Sin embargo, el aceite esen-
cial de esta especie constituye una alternativa prome-
tedoray poco explorada en nuestro pais como fuente
de antimicrobianos y su futura aplicacion requiere del
desarrollo de investigaciones basicas sobre la quimica
y la actividad bioldgica de estos compuestos que per-
mitan establecer sus potencialidades, especificamente
para el control de enfermedades microbianas de inte-
rés agricola. El objetivo de este trabajo fue determinar
la composicion quimica del aceite esencial de P.
marginatum, asi como su actividad antimicrobiana frente
a las bacterias Xanthomonas albilineans (Ashby)
Dawson, Xanthomonas campestris pv campestris
(Pammel) Dawson, Pseudomona solanacearum Smith,
Pseudomona celebensis Gaumann, Pseudomona
syzygii Roberts et al. y Pseudomona fluorescens Migula
y frente al hongo Alternaria solani Sor.

MATERIALESY METODOS

Obtencion del aceite esencial

Las hojas de P. marginatum se recolectaron en la
provincia de Guantanamo en el mes de mayo del 2009.
El material vegetal se selecciond, de forma tal que no
estuviera dafiado, y se proceso fresco. El aceite esen-
cial se extrajo por el método de hidrodestilacién em-
pleando un equipo Clevenger segun lo establecido en
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lanormalSO 65-71:84 (4), durante tres horas. El acei-
te se seco sobre sulfato de sodio anhidro y se guardé
en frio hasta su analisis.

Se calculé el rendimiento mediante la expresion:

R = (V/M)*100; donde: R: rendimiento (%), V: volu-
men del aceite esencial (mL) y M: masa del material
vegetal (9).

Determinacién de la composicidon quimica

La composicion quimica del aceite se determiné
en un cromatégrafo de gases de la serie Agilent 6890
con un inyector del tipo «split splitless» (relaciéon de
split 20:1), acoplado con un espectrometro de masas
de la serie Agilent 05973; ambos provenientes de la
firma Agilent Technologies. Se utilizé una columna ca-
pilar SPB-5 (L=15m; DI=0,25mm; f=0,10um) con una
inyeccion de 2 pL. La temperatura del horno fue pro-
gramada: 60°C (2 min isotérmicos), seguido de una
rampa de calentamiento hasta 100°C a razén de
4°C.min%, otrarampa de 10°C.min* desde 100°C has-
ta 250°C donde finalmente permanecié durante 5 min
isotérmicos. Se usé helio como gas portador con un
flujo constante de 1 mL.min. El espectrometro de
masas trabajé en modo scan de adquisicién a 70 eV.
Se utilizé un analizador cuadrupolar a 150°C de tem-
peratura del cuadrupolo, el detector trabaj6 en un ran-
go de masas de hasta 800 uma, las temperaturas de
la interfase y de la fuente fueron 280°C y 230°C res-
pectivamente. La identificacion de los compuestos se
realizé mediante el uso combinado de las bases de
datos automatizadas NBS-NISTASCI y Wiley 275.

Ensayos de actividad antibacteriana

Se utilizaron las bacterias fitopatégenas X.
albilineans (cepa JR), X. campestris pv campestris
(cepa XC2), P. solanacearum (cepas 653, 888, 890 y
155), P. celebensis (cepas 223y 224), P. syzygii (ce-
pas 001y 008) y P. fluorescens (cepa 042), pertene-
ciente al cepario de bacterias del Laboratorio de Bac-
teriologia Vegetal del CENSA.

Las bacterias se sembraron en medio Agar Nutriente
(Biocen), con excepcion de X. albilineans, que se sem-
bré en medio Wilbrink (BDH) y se incubaron a 28°C
durante 48 horas. Una vez activadas se prepararon
suspensiones bacterianas, hasta lograr una concen-
tracion de inéculo de 1-2 x 10*° UFC.mL™. De este
inodculo se tomaron alicuotas de 20 uL y se colocaron
en placas estériles con 20 mL del medio agarizado.

Para evaluar la sensibilidad de estos microorganismos
al aceite esencial se empled el método de difusion en
agar segun la técnica estandarizada por el Comité Na-
cional para Normas de Laboratorios Clinicos (5), basada
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en el método de Kirby-Bauer. Pequefios discos de papel
de filtro de 6 mm de didmetro fueron cuidadosamente
depositados de forma equidistante sobre el medio inocu-
lado con las suspensiones bacterianas y posteriormente
se les adiciond 10 pL del aceite. Se colocaron cuatro
papeles impregnados con esta dosis del aceite por pla-
ca. Las bacterias fueron incubadas durante 48 horas
(28°C). Una vez transcurrido este tiempo se midio el halo
de inhibicién del crecimiento bacteriano y la inhibicion se
clasifico segln la escalade Toda et al. (6). La evaluacion
se realiz6 por cuatriplicado y se emple6 un control del
crecimiento bacteriano.

Posterior a este experimento se procedi6 a la eva-
luacion de la actividad antibacteriana de aquellas es-
pecies que mostraron sensibilidad. Se utiliz6 el mis-
mo método y se adicion6 10; 5; 2,5y 1 pL del aceite.
Se colocaron dos papeles impregnados en cada dosis
de los extractos y dos papeles control (Sin extracto)
en cada placa. La temperatura y tiempo de incubacién
coincidieron con el experimento anterior. La evaluacion
se realizo por cuatriplicado, se emple6 un control del
crecimiento bacteriano para cada bacteria y controles
positivos de Kanamicina (10 pg/disco) (MINSAP) y
Gentamicina (10 pg/disco) para X. albilineans y X.
campestris pv. campestris respectivamente.

Determinacion de la actividad antifungica

Se utiliz6 el hongo fitopatégeno A. solani pertene-
ciente al cepario del Laboratorio de Micologia Vegetal
del CENSA. El hongo se sembr6 en medio Agar Papa
Dextrosa (Biocen) y se incub6 a 28°C (72 horas).

El efecto antifungico por contacto directo del aceite
se determind empleando el método de discos de
micelio. En cada placa se vertieron 10 mL de Agar
Papa Dextrosa y a continuacion se depositaron cuatro
discos de papel de filtro de 6 mm de diametro de forma
equidistante sobre el medio solidificado. A cada disco
se le afladieron 10 pL del aceite esencial y se empled
agua destilada estéril como control negativo. Por ulti-
mo, se colocd sobre cada disco de papel de filtro un
disco de micelio. La temperatura y el tiempo de
incubacion fueron de 28°Cy 72 horas respectivamen-
te. Una vez transcurrido este tiempo se midio el dia-
metro de crecimiento del micelio.

Posteriormente, los discos de micelio se invirtieron
y transcurridos 10 dias se observé si existia crecimiento
del fitopatégeno.

RESULTADOSY DISCUSION

El rendimiento del aceite de P. marginatum fue de
2,18 % (v/p). Se plantea que aceites esenciales con
mas de 1% de rendimiento se pueden obtener en can-

Rev. Proteccion Veg. Vol. 26 No. 3 (2011)

tidades suficientes para su comercializacion a gran
escala (7). Teniendo en cuenta este criterio, el aceite
evaluado tiene potencialidades para el desarrollo de un
producto cuya obtencidn sea econdmicamente facti-
ble, por el elevado valor del rendimiento obtenido.

Desde el punto de vista quimico, de los 33 compo-
nentes detectados fueron identificados total o parcial-
mente 28, lo que representa un 99,9 % de la composi-
cion del aceite (Tabla 1).

En este aceite los compuestos oxigenados repre-
sentan el 98,28 %y el resto corresponde a hidrocarbu-
ros sesquiterpénicos. Dentro de esta cantidad conside-
rable de compuestos oxigenados los principales desde
el punto de vista de cantidades relativas son el isosafrol
(37,31 %) y el notosmirnol o isosmorizol (22,72 %), se
encuentran ademas el metil eugenol (7,32 %) y un deri-
vado de este (7,5 %), el safrol (7,02 %), la trans- o-
asarona (5,88 %) y la miristicina (4,33 %) (Figura 1, 2).

La composicion quimica del aceite de esta especie
muestra gran variabilidad en cuanto a los componen-
tes principales; asi tenemos que se informé 80,5% de
trans-anetol como componente mayoritario de este
aceite (8). Ramos et al. (9) determinaron la composi-
cion quimica de los aceites esenciales extraidos de
hojasyy tallos de P. marginatum de la region amazdénica
de Brasil e informaron como componentes mayorita-
rios de las hojas 3,4-metileno-dioxi propiofenona
(8,01%) y p-cariofileno (4,01%) y como componentes
mayoritarios de los tallos: miristicina (9,23%), 3,4-
metileno-dioxi propiofenona (8,92%) y p-cariofileno
(5,57%).

Mas recientemente en un estudio realizado con di-
ferentes quimiotipos de la especie informaron safrol y
3,4-metileno-dioxi propiofenona como principales cons-
tituyentes del quimiotipo I. En el quimiotipo Il predomi-
na 3,4-metileno-dioxi propiofenonay p-menta-1,8 dieno.
Los mayores componentes identificados en el
qguimiotipo Il fueron 3,4-metileno-dioxi propiofenona,
miristicina, E-B-ocimeno y y-terpineno. En el quimiotipo
IV los principales constituyentes fueron -cariofileno,
o-copaeno y 3,4-metileno-dioxi propiofenona; por su
parte, en el quimiotipo V predomind E-isosmorizol y E-
anetol; en el quimiotipo VI se encontré fundamental-
mente 2-metoxi-4,5-metileno-dioxi propiofenonay E-
isosmorizol, mientras que en el quimiotipo VII se iden-
tific6 como componentes mayoritarios B-cariofileno,
biciclogermacreno y E-asarona (10).

Los resultados obtenidos coinciden con los infor-
mados por estos autores en cuanto a la presencia de
algunos de los componentes separados e identifica-
dos, aunque difieren en las cantidades relativas; sin
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TABLA 1. Composicion quimica del aceite esencial de Piper marginatum./ Chemical composition of Piper
marginatum essential oil

Pico tg (mMin) Abundancia relativa (%) I dentificacion
1 8,97 0,88 estragol
2 10,64 0,83 trans-anetol
3 12,22 37,31 isosafrol
4 12,25 7,02 safrol
5 12,85 0,02 trans-isosafrol
6 13,06 0,24 bicicloelemeno
7 14,21 0,05 B- elemeno
8 14,41 0,02 No identificado
9 14,69 7,32 metil eugenol
10 14,86 0,06 No identificado
11 15,02 0,02 No identificado
12 15,52 4,33 miristicina
13 15,68 0,04 a-Copaeno
14 15,72 0,03 No identificado
15 15,98 0,94 biciclogermacreno
16 16,01 0,28 isocroweacina
17 16,37 22,72 notosmir nol
18 16,53 7,5 derivado del metileugenal
19 16,65 0,17 triciclo [5.3.2.0(1,7)]-2-dodecanon-11-eno
20 16,83 0,74 elemol
21 16,92 0,18 elemecina
22 16,99 0,17 nerolidol
23 17,17 1,33 euasarona
24 17,23 0,04 1,4-dihidro-3,6-dimetilfenantreno
25 17,74 0,2 dilapiol
26 17,78 0,28 3,4-4cido dimetoxicinamico
27 17,88 0,26 1-cicloheptanaftaleno-(2H)-ona
28 17,99 0,02 No identificado
29 18,03 0,05 B3- eudesmol
30 18,07 0,06 a-eudesmol
31 18,48 1,01 asarona
32 18,93 5,88 trans- a-asarona
33 19,16 0,05 4,6-dimetoxi-5-metilftalida
tr: tiempo de retencion
|
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FIGURA 2. Componentes principal esdel aceite esencial deP. marginatum./ Main components of

P. marginatum essential oil.

embargo, el perfil guimico del aceite evaluado no pue-
de ser asociado con ninguno de estos quimiotipos.

Las diferencias encontradas en cuanto a la compo-
sicion del aceite esencial estudiado y la informada por
otros autores para esta especie, pueden estar asocia-
das a varios factores, entre ellos: las condiciones
geobotanicas del medio (clima, altitud, tipo de suelo,
precipitaciones, etc), método de cultivo, época de re-
coleccién y parte de la planta recolectada, manejo y
almacenamiento del material vegetal (seco, fresco, etc),
edad y estado fenolégico de la planta, asi como el
método de obtencion del aceite (11,12).

La composicion quimica de los aceites se encuen-
tra estrechamente relacionada con su actividad biol6-
gicay el aceite de P. marginatum mostré una activi-
dad antibacteriana promisoria frente a X. albilineans
y X. campestris pv. campestris, con una inhibicion
total del crecimiento de ambas bacterias al emplear
10 pL del aceite puro, no asi para el resto de las bac-
terias estudiadas.

Para profundizar mas en el estudio del aceite frente
a las bacterias que mostraron sensibilidad se disminu-
yeron las dosis a evaluar. Frente a X. albilineans se
observo una marcada inhibicion del crecimiento

bacteriano; con un ligero crecimiento en el borde de
las placas hacia la parte de los discos controles. Esta
inhibicion fue significativamente superior a la observa-
da en el control positivo de Kanamicina (10pg/disco)
(didmetro halo de inhibicién= 18 mm). En el caso de
X. campestris pv. campestris, a las dosis evaluadas,
hubo un crecimiento total de la bacteria (Figura 3). Estos
resultados demuestran que X. albilineans es la bacte-
ria més sensible a la accidn del aceite esencial.

El efecto de la esencia sobre A. solani se puso de
manifiesto por la inhibicion del crecimiento del micelio
en el caso del contacto directo en la primera etapa de
evaluacion (Figura 4). Sin embargo, al invertir los dis-
cos de micelio, no se observé actividad, lo que indica
un efecto fungistatico y no fungicida del aceite. Estos
resultados abren nuevas perspectivas para el manejo
de este fitopatdgeno.

En general, las propiedades antimicrobianas de los
aceites esenciales han sido reconocidas durante mu-
chos afios y particularmente, existen estudios relacio-
nados con la actividad antimicrobiana de las especies
de Piper; generalmente encaminadas al control de en-
fermedades infecciosas importantes en humanos
como:

Staphylococcus aureus Rosenbach,

FIGURA 3. Inhibicion del crecimiento de las bacterias 1) Xanthomonas albilineas y 2) Xanthomonas campestris pv.
campestris./ Growth inhibition of 1) Xanthomonasalbilineas and 2) Xanthomonas campestris pv. campestris bacteria.
A: contol positivo: Kanamicina (10 pg.disco?) para X. albilineas y Gentamicina (10 pg.disco™) para X. campestris pv.
campestris; B: control de crecimiento bacteriano; C: aceite(5 pL); D: aceite (2,5 pL); E: aceite (1 pL).
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FIGURA 4. Actividad antifingicafrentea Alternaria solani./
Antifungal activity against Alternaria solani.
A: Testigo, B: aceite esencial de Piper marginatum (10pL).

Pseudomona aeruginosa Schroeter, Escherichia coli
Migula y los hongos Candida albicans (C.P. Robin)
Berkhout, Aspergillus flavus Link y Aspergillus
fumigatus Fresenius (13). En cuanto a larelacion es-
tructura actividad de estos aceites, existe poca infor-
macion pero algunos autores coinciden en que la acti-
vidad antimicrobiana presentada por los mismos se
debe, en gran medida, a la presencia de terpenoides
(14,15); fundamentalmente los que contienen grupos
alcoholes, aldehidosy ceténicos (16, 17,18). El aceite
de P. marginatum esté constituido en un 99,9 % por
compuestos oxigenados y se pudiera atribuir la activi-
dad bioldgica observada a sus componentes fundamen-
tales: el notosmirnol, con dos grupos alcohdlicos y el
fenilpropanoide safrol, a quien se le atribuyen propie-
dades antimicrobianas.

A pesar del volumen de informacién existente sobre
las caracteristicas quimicas y las propiedades
antimicrobianas de especies de este género, la compo-
sicién quimica del aceite esencial de P. marginatum, se
informa por primera vez en nuestro pais. De igual forma,
no existen precedentes de su accion frente a las bacte-
rias y el hongo en estudio. Estos resultados son parti-
cularmente importantes si consideramos que X.
albilineans y X. campestris pv. campestris provocan
enfermedades de importancia para el cultivo de la cafia
de azlcar y hortalizas, respectivamente. X. albilineans
provoca la enfermedad llamada escaldadura foliar, con-
siderada la enfermedad bacteriana mas importante del
cultivo de la cafia de azlcar y causante de pérdidas
millonarias en la produccion cafiera de Cubay el mun-
do (19), mientras que X. campestris pv. campestris,
es la responsable de la pudricién negra de las
cruciferas, enfermedad de mayor importancia en estos
cultivos (20). Por otra parte, A. solani afecta varios
cultivos de importancia econémica entre ellos la papa
y el tomate, provocando la enfermedad conocida como
tizon temprano, que puede llegar a causar estragos
desbastadores (21).
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Nuevos antimicrobianos, basados en el aceite esen-
cial de P. marginatum, podrian constituir una alternativa
para el manejo de plagas de importancia agricola, to-
mando en consideracion la amplia disponibilidad y facili-
dad de cultivo de la especie, el elevado rendimiento de
extraccién de su aceite esencial y actividad biologica frente
amicroorganismos, asi como la gravedad de las afecta-
ciones provocadas por los fitopatégenos estudiados.
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