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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la
composicién quimica y la actividad bioldgica de
los aceites esenciales de las partes vegetativas de
Piper marginatum Jacq. y P. tuberculatum Jacq.,
especies pertenecientes a la familia Piperaceae,
colectados en la costa ecuatoriana. Los aceites
esenciales fueron extraidos por hidrodestilacion y
caracterizados mediante CG-EM. La actividad
antimicrobiana fue evaluada mediante la técnica de
microdilucién en caldo frente a las bacterias
Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Enterococcus faecalis ATCC 29212, Escherichia
coli ATCC 25922 Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, Klebsiella pneumoniae ATCC
700603 y la levadura Candida albicans ATCC
10231. La actividad antioxidante se evalud
empleando el método de DPPH (1,1-difenil-2-
picril-hidrazil). EI componente mayoritario en el
aceite esencial de P. marginatum fue el curzereno
(22,4%), vy el del aceite de P. tuberculatum fue el
dilapiol (49,15%). EIl aceite esencial de P.
tuberculatum inhibid el crecimiento de S. aureus

(CMI=50-100 pg/mL) y E. coli (CMI= 200-400
png/mL), mientras que el aceite esencial de P.
marginatum resulté ser moderadamente activo
frente a dichas cepas (CMI= 400-800 pg/mL). Los
porcentajes de inhibicion del DPPH fueron muy
limitados, menores al 50%. Este es el primer
reporte de la composicién quimica, actividad
antimicrobiana y antioxidante de los aceites
esenciales de P. marginatum y P. tuberculatum
recolectados en las costas ecuatorianas. Estos
resultados indicarian el potencial significativo de
los aceites esenciales evaluados para el desarrollo
de productos antibacterianos.
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ABSTRACT

The aim of this work was to determinate the
chemical composition and evaluate the biological
activity of the essential oils of the vegetative parts
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of Piper marginatum Jacg. and P. tuberculatum
Jacq., species belonging to the Piperaceae family,
collected in the Ecuadorian coast. The essential oils
were extracted by hydrodistillation and
characterized by GC-MS. The antimicrobial
activity was evaluated using the broth
microdilution technique against Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC
29212,  Escherichia coli ATCC 25922
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Klebsiella
pneumoniae ATCC 700603 and Candida albicans
yeast ATCC 10231. The antioxidant activity was
evaluated using the DPPH (1, 1-diphenyl-2-picryl-
hydrazyl) method. The major component in the
essential oil of P. marginatum was curzerene
(22.4%), and in P. tuberculatum was dillapiol
(49.15%). The essential oil of P. tuberculatum
inhibited the growth of S. aureus (MIC = 50-100
pg/mL) and E. coli (MIC =200-400 pg/mL), while
that the essential oil of P. marginatum showed
moderate activity against these strains (MIC = 400-
800 pg/mL). Very limited inhibition percentages
were obtained, less than 50%. This is the first report
of the chemical composition, antimicrobial and
antioxidant activities of the essential oils of P.
marginatum and P. tuberculatum collected from
Ecuadorian coast. These results would indicate the
significant potential of the essential oils evaluated
for the development of antibacterial products.

KEY WORDS

Essential oil, Piper marginatum, Piper
tuberculatum, antimicrobial activity, antioxidant
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INTRODUCCION

caracteristicas aromaticas, son empleadas en
perfumeria y en las industrias alimenticia y
farmacéutica [5].

En la medicina tradicional de América Latina,
Piper marginatum es frecuentemente utilizada en
América Central, América del Sur y las Antillas
como analgésico, contra  enfermedades
gastrointestinales y urinarias [6], mientras que P.
tuberculatum se emplea como diurético,
analgésico, para tratar desordenes digestivos y
mordeduras de serpientes [7].

Algunos de estos efectos son atribuidos a los
componentes quimicos presentes en los aceites
esenciales de este género, entre ellos
fenilpropanoides, como el safrol, dilapiol, trans
anetol y miristicina; ademas monoterpenos o
sesquiterpenos [4].

El estudio de la actividad farmacoldgica de los
aceites esenciales de Piper [8,9,10], esta dirigido
hacia el descubrimiento de nuevas alternativas
terapéuticas Utiles en el tratamiento de
enfermedades infecciosas, muchas de estas con
resultados satisfactorios. Ademas, se han realizado
investigaciones basadas en las actividades larvicida
e insecticida de los fenilpropanoides presentes en
los aceites esenciales de estas plantas [11].

El objetivo del presente estudio fue analizar los
aceites esenciales obtenidos de las partes
vegetativas de P. marginatumy P. tuberculatum de
la costa ecuatoriana y evaluar sus actividades
antimicrobiana y antioxidante.

MATERIALES Y METODOS

Piper L. y Peperomia Ruiz & Pav., son los
géneros mas grandes y conocidos dentro de la
familia Piperaceae [1]. El género Piper comprende
alrededor de 2000 especies ampliamente
distribuidas en las regiones tropicales vy
subtropicales del mundo [2]. Su presencia es
mayoritaria en los Neotrdpicos, donde se han
registrado hasta 1804 especies, desde el norte de
México hasta Chile y Argentina [3,4]. Por sus

Material vegetal: Las hojas de P. marginatum
Jacg. y P. tuberculatum Jacq., fueron colectadas en
el canton Cumanda en la provincia de Chimborazo
y en el canton El Triunfo, provincia del Guayas,
Ecuador, respectivamente. La identificacion de las
muestras botanicas se realiz6 en el Herbario GUAY
de la Facultad de Ciencias Naturales de la
Universidad de Guayaquil, Ecuador, donde se
depositaron los vouchers de los especimenes bajo
los cédigos MERO6 (P. marginatum) y MERO7 (P.
tuberculatum).

Extraccion del aceite esencial: Las hojas
frescas (300 g) de cada especie de Piper se
sometieron a hidrodestilacion, utilizando la trampa
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de Clevenger durante cuatro horas. Los aceites
obtenidos se secaron con Na;SO. anhidro y se
conservaron en viales herméticamente cerrados a 4
°C protegidos de la luz hasta su analisis.

Cromatografia de gases acoplada a
Espectrometria de Masas: El analisis cualitativo
y cuantitativo de los aceites fue realizado por CG-
FID/CG-EM [12]. La temperatura de inyeccion fue
de 250°C. La temperatura del CG fue programada
como se describe a continuacion: temperatura
inicial de 60°C (1,0 min) con incremento de 4°C a
200°C y luego a 10°C/min hasta una temperatura
final de 280°C. El gas portador fue He a 1,0
mL/min, valor constante. El analisis CG-EM fue
obtenido en un equipo cromatografico Hewlett
Packard 6890 series Il, acoplado a un sistema de
espectrometria de masas Hewlett Packard 5973
equipado con un inyector automatico. Se utilizé
una columna capilar HP-5 de 30 m de longitud,
0,25 mm de diametro y 0,25 um de espesor de
pelicula. La energia de ionizacion fue de 70 eV.
Una muestra de 1 uL de la solucion al 2% del aceite
en n-heptano fue inyectada con reparto de 100:1.
La identificacion de los componentes volatiles de
los aceites esenciales obtenidos se hizo a través de
las bases de datos Wiley y Nist y por calculo de los
indices de Kovats. Los indices de Kovats fueron
calculados en relacion con una mezcla de n-alcanos
Cs-Ca4 y comparados con valores en la literatura. El
método de normalizacién para los picos que
representan el area fue usado para calcular el
porcentaje de composicién del aceite esencial
[12,13].

Actividad antioxidante: Para determinar la
actividad antioxidante de los aceites, se realizo el
ensayo de eliminacion de radicales libres descrito
por Lai y col. con menores modificaciones [14],
empleando el radical libre 2,2-difenil-1-
picrilhidracilo (DPPHe). Se prepard una solucion
metanodlica de cada aceite a una concentracion de
40 mg/mL. A 0,2 mL de cada una de las soluciones
de aceite esencial se le adiciond 2,8 mL de una
solucién de DPPH- (6 x 102 mM). La mezcla fue
agitada vigorosamente y conservada en oscuridad a
temperatura ambiente durante 30 minutos. La
absorbancia fue medida en un espectrofotometro
UV-visible Genesys 10 BIO a 517 nm. Como
control negativo se utilizé una solucién compuesta
de 2,8 mL de DPPH y 200 uL de metanol y como

estandar antioxidante de referencia, una solucion
metanodlica de &cido ascorbico a una concentracion
de 176 pg/mL. Los ensayos se realizaron por
triplicado. Todos los reactivos empleados en el
analisis fueron de grado analitico. El radical libre
2,2-difenil-1-picrilhidracilo, el metanol y el acido
ascorbico fueron suministrados por Sigma-Aldrich.
La actividad antioxidante fue expresada como el
porcentaje de inhibicion de la absorciéon de los
radicales (% 1), el cual se calculé siguiendo la
siguiente ecuacion: [15,16]:

Abs DPPH - Abs muestra
% I= X

Abs DPPH

Actividad antimicrobiana: La actividad
antimicrobiana fue evaluada frente a las bacterias
Gram positivas: Staphylococcus aureus (ATCC
25923) y Enterococcus faecalis (ATCC 29212); y
las Gram negativas: Escherichia coli (ATCC
25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853),
Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603) y frente a
la levadura Candida albicans (ATCC 10231).

Las cepas microbianas se conservaron a 4°C
realizando siembras periddicas en agar cerebro
corazon (agar BHI) para el mantenimiento de E.
faecalis debido a sus exigencias metabdlicas, en
agar nutritivo (AN) para S. aureus, P. aeruginosa,
K. pneumoniae y E. coli, y en agar Dextrosa
Sabouraud (ADS) para la levadura C. albicans.
Todos los medios fueron adquiridos en Oxoid. Los
ensayos de la deteccibn de actividad
antimicrobiana se ejecutaron a partir de cultivos
desarrollados a 37 °C durante 24 h en agitacion
orbital en caldo nutritivo (CN), caldo infusion
cerebro corazon (BHI) y medio liquido Sabouraud
(MLS), segin el  microorganismo. La
concentracion minima inhibitoria (CMI), la
concentracion minima bactericida (CMB) vy
concentracion minima fungicida (CMF) de los
aceites esenciales frente a cada microorganismo
fueron determinadas por triplicado, usando el
método de microdilucién en caldo [17]. Las
soluciones concentradas de los aceites fueron
preparadas en DMSO (50.000 pg/mL), a partir de
las cuales se realizaron diluciones en medio de
cultivo (CN, BHI o MLS) y se distribuyeron a
concentraciones seriadas en los pozos de la
microplaca, donde la proporcion de DMSO nunca
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excedio el 1% v/v. La concentracién inicial de
microorganismos en todos los pozos fue de 1-5 x
10% UFC/mL, excepto en aquellos que se usaron
como control negativo que solo contenian medio
liquido. Para garantizar el crecimiento microbiano
se usaron pozos como controles con células
disueltas en el medio de cultivo, algunas carentes
de aceites y otras tratadas con DMSO a la maxima
concentracion usada, para evidenciar la inocuidad
de este disolvente. Las placas de 96 pozos fueron
incubadas durante 24 h a 37 °C en agitacion orbital
y tras ese tiempo el crecimiento fue monitoreado
por medicién del incremento de la densidad Optica
a 550 nm utilizando un lector de microplacas
(Biotek). De todos los pozos sin crecimiento visible
se sacaron alicuotas de 100 pL que fueron
subcultivadas en placas con AN, agar BHI o ASD
e incubadas durante 24 h a 37 °C. Finalmente, el
establecimiento de la CMI definida como la
minima concentracion del aceite a la cual no hubo
crecimiento y la CMB o CMF como la minima
concentracion del aceite que produjo la muerte del
99,9 %, de la poblacidn inicial, se realizé mediante
los recuentos de células viables.

Andlisis estadistico: Los resultados obtenidos
fueron analizados utilizando el programa
estadistico Statgraphics Centurion version 17. Las
diferencias estadisticas entre las muestras se
determinaron mediante el anélisis de varianza
(ANOVA) a un nivel de confianza del 95%,
utilizando la prueba de diferencia honestamente
significativa (HSD) de Tukey.

RESULTADOS Y DISCUSION

Andlisis del aceite esencial: Los rendimientos
de los aceites esenciales fueron 0,2% para P.
marginatum y 0,8% para P. tuberculatum,
calculados en base al peso fresco del material
vegetal utilizado. Ambos aceites esenciales
presentaron color amarillo claro.

En la Tabla 1, se muestra la composicién
quimica de los aceites esenciales de P. marginatum
y P. tuberculatum, la cual indica el porcentaje de
area de cada compuesto, asi como sus tiempos de
retencion e indices de Kovats. Se logro determinar
un 93,83% de los componentes en el aceite esencial
de Piper marginatum, el cual se caracterizé por su

alto contenido de sesquiterpenos oxigenados
(49,61%) tales como curzereno (22,44%) y
atractilona  (18,15%), representando los
compuestos mayoritarios, seguido por
sesquiterpenos hidrocarbonados (25,18%),
especialmente germacreno D  (6,50%) vy
p-cariofileno (5,07%). Mientras que, en el aceite
esencial de P. tuberculatum, se identificé el
97,85% de los componentes quimicos, en su
mayoria de naturaleza fenilpropanoide (51,70%)
dentro de los cuales se determind dilapiol como
compuesto principal en un 49,15%.

Los compuestos curzereno Yy atractilona
detectados como principales en el aceite de P.
marginatum, también se han reportado en los
aceites esenciales de otras especies del género
Piper, pero con menor frecuencia [18,19]. El
sesquiterpeno curzereno ha mostrado propiedad
anticancerigena frente a distintas lineas celulares
tanto en ensayos In Vitro como In Vivo [20] y se le
ha atribuido una significativa actividad frente al
melanoma [21].

Estudios previos reportan que el curzereno se
forma a través de una reaccién [3.3]-sigmatrépica
o rearreglo de Cope [22], a partir de 1,4-dienos,
tales como el furanodieno, presentes en los aceites
esenciales. Estas reacciones pueden ocurrir durante
el proceso de extraccion de aceite y/o durante un
analisis de cromatografia de gases, en las cuales se
han empleado temperaturas superiores a 200 °C,
debido a la sensibilidad térmica del furanodieno
[23].

Estudios previos sefialan a los sesquiterpenos
dentro de los componentes predominantes en la
composicién quimica del aceite esencial de P.
marginatum. Asi, se identificaron
mayoritariamente  sesquiterpenos como el
germacreno D (36,6%), p-elemeno (12,6%),
germacreno B (12,4%), en el aceite esencial de P.
marginatum recolectado en el municipio de
Turbaco, Colombia [24], mientras el aceite esencial
de las raices de P. marginatum recogidas en Porto
Velho en Brasil, tuvo en su mayoria compuestos
sesquiterpénicos como el biciclogermacreno
(9,4%), germacreno D (8,33%), germacreno B
(8,07%) [25].
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TABLA 1.
Composicién quimica de los aceites esenciales de P. marginatum y P. tuberculatum

TR Area (%) ’ IKcal Area (%) ’ IKcal
Compuestos " . IKtab
(min.) P. marginatum P. tuberculatum
a-Pineno 541 2,34 930 1,01 930 932
Sabineno 6,31 0,12 962 0,29 962 969
-Pineno 6,41 2,93 965 0,43 965 974
S-Mirceno 6,69 0,10 974 0,51 984 988
a-Felandreno 7,09 - - 0,48 996 1002
a-Terpineno 7,41 - - 0,85 1005 1014
p-Cimeno 7,62 0,15 1002 1,16 1020
Limoneno 7,74 1,79 1007 4,40 1018 1024
1,8 Cineol 7,85 - - 0,37 1023 1026
(2)-p-Ocimeno 7,94 1,39 1017 0,98 1027 1032
(e)-p-Ocimeno 8,25 2,58 1030 2,30 1041 1044
y-Terpineno 8,59 - - 0,89 1055 1054
Linalool 9,80 0,10 1093 1,32 1093 1095
Terpinen-4-ol 12,30 0,11 1175 0,92 1175 1174
Cuminaldehido 14,30 - - 0,60 1239 1246
Piperitona 14,80 291 1256 19,57 1259 1249
o-Terpinen-7-al 15,76 - - 0,52 1286 1281
Safrol 15,88 - - 0,54 1290 1285
Z-Isosafrol 15,96 - - 0,48 1292 1282
Carvacrol 16,26 - - 0,28 1302 1298
S-Elemeno 19,20 3,02 1392 - - 1406
p-Cariofileno 20,07 5,07 1421 1,14 1421 1417
trans-a-Bergamoteno 20,53 - - 0,41 1437 1432
a-Humuleno 21,12 1,50 1458 0,54 1458 1452
Alloaromadendreno 21,34 111 1465 - - 1461
Germacreno D 21,96 6,50 1486 2,60 1486 1484
Germacreno A 22,37 3,16 1510 0,50 1499 1508
Biciclogermacreno 22,42 - - 0,73 1501 1500
Curzereno 22,45 22,44 1502 - - 1499
Valenceno 22,71 - - 0,32 1510 1499
§-Cadineno 22,98 - - 1,34 1519 1522
Miristicina 23,13 - - 1,53 1524 1523
Elemol 23,97 6,29 1550 - - 1548
Germacreno B 24,21 4,82 1557 0,37 1557 1559
trans-Nerolidol 24,34 - - 0,30 1561 1569
Espatulenol 24,81 1,92 1574 - - 1577
Oxido de cariofileno 24,98 0,22 1579 - - 1582
Viridiflorol 25,23 - - 1,02 1587 1592
Dilapiol 26,12 4,52 1618 49,15 1624 1620
S-Eudesmol 26,86 0,31 1648 - - 1649
a-Eudesmol 26,95 0,28 1652 - - 1652
Atractilona 28,10 18,15 1697 - 1657
Monoterpenos hidrocarbonados 11,25 12,14
Monoterpenos oxigenados 3,12 22,70
Sesquiterpenos hidrocarbonados 25,18 7,95
Sesquiterpenos oxigenados 49,61 1,32
Fenilpropanoides 4,52 51,7
Otros compuestos 0,15 2,04
Total de componentes identificados 93,83 97,85
TR= Tiempo de retencion; I1Kcal= indice de Kovats calculado; IKtab= indice de Kovats tabulado
Por el contrario, otras investigaciones de aceites esta especie de Brasil revelé como principal
de P. marginatum realizadas en paises de América compueto a Z-asarona (30,4%), mientras que
Central y otros de Sudamérica reportan los E-asarona fue mayoritario en la inflorescencia

compuestos  fenilpropanoides como los (22,1%) y tallo (32,6%) [26].
mayoritarios. Asi, el aceite esencial de las hojas de
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Ademés, en el analisis del aceite esencial de 22
muestras de hojas de P. marginatum colectadas en
diferentes areas de la Amazonia brasilefia, se
encontraron  siete  quimiotipos  ricos  en
fenilpropanoides o sus derivados [27]. P.
marginatum de Costa Rica exhibi6 anetol (45,9%)
como compuesto mayoritario [28], mientras que, el
aceite esencial de esta especie de Piper colectada
en el municipio de Acandi, en Colombia, presentd
cis-p-anetol (46,3%) y estragol (28,9%) como
principales [24].

La comparacion de los resultados obtenidos en
el andlisis quimico del aceite esencial de P.
marginatum colectada en la provincia de Guayas
que se sefialan en este trabajo con los reportados
previamente en la literatura cientifica, permite que
se aprecie una diferencia significativa en cuanto a
los compuestos determinados y su proporcion. Es
bien conocido que la ubicacion geogréfica y la
condicién del habitat afectan significativamente la
composicion quimica de los aceites esenciales [24],
en este sentido, Moraes y col. (2014) [29]
investigaron el efecto del tiempo de coleccion de
las hojas de P. marginatum sobre el rendimiento
del aceite esencial y sus componentes quimicos, e
indicaron un cambio en el ritmo circadiano, ya que
la  proporcion de las clases quimicas
predominantes, fenilpropanoides y sesquiterpenos,
variaron significativamente en las muestras
colectadas en diferentes tiempos durante 24 h.

Estudios sobre la composicion quimica del
aceite esencial de P. tuberculatum de Venezuela,
reportan un  predominio del  compuesto
fenilpropanoide dilapiol [30], lo cual coincide con
lo encontrado en la presente investigacion. Sin
embargo, estos datos difieren de la composicion
quimica de aceites esenciales de las hojas de esta
especie colectadas en otras regiones, ya que los
sesquiterpenos  fueron el grupo quimico
predominante. Asi, el aceite esencial de las hojas
de P. tuberculatum colectadas en Brasil, contenian
mayoritariamente  S-cariofileno  (40,2%) vy
espatulenol (15,77%) y los tallos, p-cariofileno
(32,1%) [31,32]; en Colombia, el compuesto
mayoritario fue p-farneseno [33]; mientras en
Venezuela, fue el espatulenol (15,77%) [34].
También se ha informado de la presencia de
monoterpenos como el a-pineno (26,54%) y

S-pineno (27,74%) en el aceite esencial de los
frutos de P. tuberculatum [35].

Esta variabilidad intraespecifica  puede
responder a la ubicacion geografica, las
condiciones ambientales y a las diferencias
genéticas [7]. La presencia de dilapiol en las
muestras colectadas en Ecuador, indicaria que P.
tuberculatum  pertenece a una  variedad
quimiotaxondmica diferente a las de otras regiones.
El dilapiol se ha reportado como constituyente
principal del aceite esencial de P. aduncum y posee
una excelente capacidad insecticida y fungicida
[36].

Actividad antioxidante: La aplicacién del
método del radical libre DPPH es una manera
relativamente simple de evaluar la actividad
antioxidante de extractos naturales debido a su
fuerte capacidad donadora de hidrdgeno. La
capacidad antioxidante de los aceites esenciales se
determind a una concentracion de 40 mg/mL. Los
porcentajes de inhibicion (% 1) fueron 21% para P.
marginatum y 45% para P. tuberculatum (Tabla 2).
Para calcular la concentracién inhibitoria media
(ICs0), el % I debe ser superior a 50% [37]. Estos
resultados indican que la capacidad antioxidante de
estos aceites esenciales es muy limitada. No se
encontraron diferencias significativas entre los
porcentajes de inhibicion de los aceites esenciales
de las especies evaluadas y el control (p < 0,05).

TABLA?2.

Actividad antioxidante de los aceites esenciales por el método
DPPH

Aceites esenciales  Porcentaje de inhibicion”

P. marginatum 21,16 £ 0,58°
P. tuberculatum 44,67 +0,39°
Control positivo

84,01 £ 0,25°

Acido ascorbico

“Los valores se muestran como la media + desviacion
estandar (n=3). Valores con letras distintas difieren
estadisticamente en el test de Tukey (p < 0.05)

Es conocido que las propiedades antioxidantes
de los aceites esenciales se deben particularmente a
la capacidad que poseen algunos de sus
componentes, como los fenoles y terpenoides, para
retrasar el estrés oxidativo en el sistema bioldgico.
Sin embargo, algunos mecanismos propuestos
explican que, mientras los compuestos fendlicos
reaccionan rapidamente con los radicales peroxilo
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blogueando la cadena oxidativa, los compuestos
terpenoides presentes en el aceite esencial,
principalmente los insaturados, pueden ser
degradados por autooxidacion, de manera similar a
los lipidos insaturados, produciendo mas especies
reactivas capaces de propagar la cadena oxidativa
[38]. Este hecho puede explicar la escasa capacidad
antioxidante (21,16%) que presentd el aceite
esencial de P. marginatum, ya que el analisis de la
composicién  quimica  arroj6  porcentajes
importantes de monoterpenos hidrocarbonados,
sesquiterpenos hidrocarbonados y sesquiterpenos
oxigenados, en un 11,25%, 25,18% y 49,61%,
respectivamente. La presencia de curzereno como
compuesto mayoritario (22,44%) pudo haber
limitado la actividad antioxidante del aceite, lo que
es similar a lo reportado en el estudio del aceite
esencial de Eugenia uniflora L. que con un
contenido de curzereno de 50,6% mostro un % | de
42,8% [21].

Podria esperarse una buena actividad
antioxidante de los aceites esenciales con un gran
contenido en compuestos fenolicos y un contenido
modesto en terpenos insaturados. P. tuberculatum
probablemente no mostr6é actividad antioxidante
(% 1<50), a pesar de que dilapiol fue el compuesto
mayoritario (49,15%), ademas safrol, Z-isosafrol y
carvacrol también estaban presentes, esto debido a
la presencia de terpenos insaturados minoritarios
en el aceite esencial, los que podrian causar una
reduccion de la capacidad antioxidante de estos
compuestos fendlicos [39].

Una investigacion realizada en Colombia en la
gue se determind la actividad antioxidante de los
aceites esenciales de dos especimenes de P.
marginatum, mostré que uno de los aceites con
elevado contenido de fenilpropanoides, present6
una actividad antioxidante de 60% a una
concentracion de 2,5 pg/mL y el otro con
germacreno D como componente mayoritario, tuvo
una actividad de 90% a una concentracion de 2
pg/mL [24]. En Brasil, el aceite esencial de las
raices de P. marginatum con el compuesto
fenilpropanoide (E-anetol) predominante, mostrd
una actividad antioxidante de 93% a una
concentracion de 200 pg/mL [25]. En adicién, este
es el primer reporte sobre la actividad antioxidante
del aceite esencial de P. tuberculatum.

Actividad antimicrobiana: La actividad
antimicrobiana de los aceites esenciales de P.
marginatum y P. tuberculatum fue evaluada frente
a  cepas bacterianas Gram positivas
(Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis),
Gram negativas (Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa y Klebsiella pneumoniae) y frente a la
levadura Candida albicans.

La Tabla 3 muestra las concentraciones
minimas inhibitorias (CMIs), las concentraciones
minimas bactericidas (CMBs) vy las
concentraciones minimas fungicidas (CMFs) de los
aceites esenciales frente a las estirpes microbianas
determinadas por el método de microdilucion en
caldo. El analisis estadistico indicd que no existen
diferencias significativas entre la actividad
antimicrobiana de los aceites esenciales evaluados
(p=0,9482).

El aceite de P. tuberculatum ejercié un potente
efecto inhibitorio sobre el crecimiento de S. aureus
y E. coli, ya que se registraron CMIs de 50-100
pg/mL y de 200-400 pg/mL, respectivamente;
ademas, se evidencié una accion bactericida a la
concentracion de 200 pg/mL frente S. aureus y de
800 pg/mL frente E. coli. Sin embargo, ambas
estirpes bacterianas exhibieron una sensibilidad
moderada al aceite esencial de P. marginatum
(CMls de 400-800 pg/mL y CMBs de 800 pg/mL).

Ambos aceites esenciales mostraron una
actividad antimicotica moderada frente a
C. albicans (CMI de 800-1600 pg/mL y CMF de
3200 pg/mL), pero inhibieron débilmente el
crecimiento de las bacterias Gram negativas P.
aeruginosa (1600-3200 pg/mL) y K. pneumoniae
(3200-6400 pg/mL). E. faecalis resultd ser
insensible a la accion de los dos aceites hasta la
concentracion de 6400 pg/mL.

Resultados similares fueron publicados en un
estudio realizado en Brasil por Duarte y col (2007)
[39], quienes mediante ensayos de microdilucion
evaluaron la actividad antibacteriana del aceite
esencial de P. marginatum frente a dos serotipos de
E. coli y reportaron CMIs de 700y 900 pg/mL para
los serotipos STEC0157 'y EPEC0312,
respectivamente. Sin embargo, estos autores
sefialaron que el aceite de P. marginatum no
exhibié actividad frente a C. albicans a
concentraciones inferiores de 2000 pg/mL [40].
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TABLA3
Actividad antimicrobiana de los aceites esenciales de P. marginatum y P. tuberculatum expresada como Concentracién minima inhibitoria

(CMI pg/mL)

Aceites esenciales (ug/mL)

Microorganismo P. marginatum P. tuberculatum
CMI CMB/CMF CMI | CMB/CMF

Bacterias Gram positivas

S. aureus ATCC 25923 400-800 800 50-100 200

E. faecalis ATCC 29212 >6400 >6400 >6400 >6400

Bacterias Gram negativas

E. coli ATCC 25922 400-800 800 200-400 800

P. aeruginosa ATCC 27853 1600-3200 6400 1600-3200 3200

K. pneumoniae ATCC 700603 3200-6400 >6400 3200-6400 >6400

Levadura

C. albicans ATCC 10231 800-1600 3200 800-1600 3200

CMI: concentracion minima inhibitoria; CMB: concentracién minima bactericida; CMF: concentracion minima

fungicida; ATCC: American type culture collection

La investigacién sobre la determinacion de la
actividad antimicrobiana, por el método de
microdilucién, frente las bacterias ATCC
Salmonella enterica ser. Typhimurium, P.
aeruginosa, Bacillus subtilis y S. aureus de aceites
esenciales extraidos (usando dioxido de carbono
supercritico) de las semillas de P. tuberculatum,
mostré un efecto inhibitorio pero no letal de los
aceites sobre el crecimiento de S. aureus y B.
subtilis en TBS, pero estos aceites no tuvieron
ningun efecto antibacteriano frente a P. aeruginosa
y S. enterica Typhimurium [33].

Estos resultados avalarian los usos tradicionales
de P. marginatum y P. tuberculatum en casos de
afectaciones dermatolégicas y en trastornos
gastrointestinales, entre ellos, diarrea [6,7].

Una de las propiedades de los aceites esenciales
responsable de su actividad antimicrobiana, es su
caracter hidrofébico, por el cual, pueden romper las
cadenas lipidicas presentes en las membranas
celulares de los patdgenos, permeabilizandolas y
causando la pérdida de componentes intracelulares
vitales [41].

La capacidad antimicrobiana de los aceites
esenciales podria estar condicionada por la
actividad de sus componentes mayoritarios, sin
embargo, hay evidencia del papel fundamental que
desempefian los compuestos minoritarios, al
producir un efecto sinérgico entre componentes
[41]. Aceites esenciales ricos en curzereno y en
dilapiol como los de esta investigacion han
demostrado su efectividad antibacteriana [42,43].

Asi mismo, algunos de los compuestos minoritarios
identificados como a y f pineno, piperitona, safrol,
limoneno, S—cariofileno poseen probada actividad
antibacteriana [41,44,45].

CONCLUSIONES

Los principales constituyentes quimicos
encontrados en el aceite esencial de P. marginatum
fueron los sesquiterpenos oxigenados, curzereno y
atractilona, mientras que el aceite esencial de P.
tuberculatum se caracterizd por la presencia del
fenilpropanoide dilapiol. La actividad antioxidante
de los aceites esenciales de las especies de Piper
estudiadas fue limitada, con un porcentaje de
inhibicion menor al 50%. Los resultados
demuestran la capacidad inhibitoria de los aceites
contra bacterias de importancia clinica como E.
coli y S. aureus, lo cual avalaria sus aplicaciones
etnoboténicas en casos de enfermedades
dermatolégicas y gastrointestinales,
considerandolos una fuente significativa de nuevos
productos antibacterianos.
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