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RESUMEN: El objetivo de este trabajo fue identificar e(los) componente(s) del aceite esencial de Piper
auritum asociado(s) al efecto antibacteriano sobre Xanthomonas albilineans y Xanthomonas campestris
pv. campestris. El aceite esencial de P. auritum se obtuvo por hidrodestilacion empleando un equipo Clevenger.
Se realiz6 la determinacidn de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracion Minima
Bactericida (CMB) por d méodo de las diluciones seriadas frente a ambas bacterias. Se identificaron los
componentes responsables de la actividad biol6gica mediante & andlisis por CG/EM y evaluacion dela actividad
antibacteriana de las fracciones dd aceite esencial, obtenidas por cromatografia seca. El aceite mostré una
fuerte actividad antibacteriana con CM1 y CMB de 0,12 y 0,25 mg.ml* frente a X. albilineans y X. campestris
pv. campestris, respectivamente. El principal componente responsable de la actividad biolbgica observada fue
e safrol; sin embargo, € aceite esencial en su conjunto redine todos los requisitos para ser utilizado como
antibacteriano promisorio.

Palabras clave: aceite esencial, Piper auritum, Xanthomonas albilineans, Xanthomonas campestris pv.
campestris, productos naturales.

Effect of theessential oil of Piper auritum Kunth and itscomponents against Xanthomonas
albilineans (Ashby) Dowson and Xanthomonas campestris pv campestris (Pammel) Dowson

ABSTRACT: The aim of this study was to identify the component (s) of the essential oil of Piper auritum
associated with the antibacterial effect against Xanthomonas albilineans and Xanthomonas campestris pv.
campestris. The essential oil of P. auritum was obtained by hydrodistillation in a Clevenger type apparatus.
The Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and the Minimum Bactericidal Concentration (MBC) against
both bacteria were determined by the method of serial dilutions. The components responsible for the biological
activity were identified by fractionating the essential oil by dry chromatography, and the fractions were
investigated by GC / MS and tested against the above mentioned bacteria. This oil has a strong antibacterial
activity with MIC and MBC of 0,12 and 0,25 mg.ml* against X. albilineans and X. campestris pv. campestris,
respectively. The principal component responsible for the observed biological activity was safrole; however,
the whole essential oil met all the requirements for being used as a promissory antibacterial agent.

Key words: essential oil; Piper auritum; Xanthomonas albilineans; Xanthomonas campestris pv. campestris;
natural products.

INTRODUCCION con la actividad antimicrobiana de las especies de Piper,
pero generalmente encaminados al control de agentes
etioldgicos de enfermedades infecciosas importantes en

humanos, como Staphylococcus aureus Rosenbach,

El género Piper ha sido objeto de estudios
fitoquimicos y biol6gicos, motivados por sus numero-

sas aplicaciones etnobotanicas (1) y por ser particu-
larmente Gtiles como antivirales, antimicoticos y
antibacterianos (2,3,4). Existen estudios relacionados

Bacillus subtilis (Ehrenberg) Cohn, Pseudomona
aeruginosa (Schroeter) Migula, Pseudomonas putida
Trevisan, Escherichia coli (Theodore von Escherich)
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Migula y los hongos Candida albicans (C.P. Robin)
Berkhout, Aspergillus niger P.E.L. Van Tieghem,
Aspergillus flavus Link y Aspergillus fumigatus
Fresenius (5,6).

Dentro de este género se destaca la especie Piper
auritum Kunth, natural de México, América Central,
América del Sury las Antillas y naturalizada en toda
Cuba (7). Se estudio extensamente la actividad insec-
ticida, antibacteriana y antifingica de diferentes ex-
tractos de la planta, dentro de ellos, sus aceites esen-
ciales (8,9,10). Existe informacion relacionada con las
propiedades antibacterianas de esta especie sobre
Mycobacterium tuberculosis Koch, Mycobacterium
smegmatis Lehmanny Neumanny B. subtilis (11,12).
La accion de su aceite esencial frente a bacterias
fitopatdgenas fue menos estudiada, aunque se infor-
mo su efecto sobre Xanthomonas albilineans (Ashby)
Dowson (los serovares | y 1ll) y Acidovorax avenae
subsp. avenae (Manns) Willems et al. (4,9).

X. albilineans es la responsable de la escaldadura
foliar, considerada la enfermedad bacteriana mas im-
portante del cultivo de la cafia de azlcar (13), mientras
gue Xanthomonas campestris pv. campestris (Pammel)
Dawson es la responsable de la pudricién negra de las
cruciferas; enfermedad de relevancia en estos cultivos
(14). Resultan insuficientes aun las opciones para el
control de estas enfermedades bacterianas, y la bus-
gueda de alternativas, basadas en productos natura-
les, especificamente en aceites esenciales y sus com-
ponentes; podria ofrecer solucion a algunos de los pro-
blemas que actualmente existen, lo que resultara de
inestimable valor para la proteccion fitosanitaria de los
sistemas afectados.

El objetivo de este trabajo fue identificar el(los)
componente(s) del aceite esencial de P. auritum
asociado(s) al efecto antibacteriano sobre X. albilineans
y X. campestris pv. campestris; responsables de da-
fios en los cultivos de cafia de azucar y cruciferas,
respectivamente, en Cubay el resto del mundo.

MATERIALESY METODOS

Obtencidon del aceite esencial

Las hojas de P. auritum se recolectaron en la pro-
vincia de Mayabeque entre los meses de enero a octu-
bre del 2009. El material vegetal se proceso fresco. El
aceite esencial se extrajo por el método de
hidrodestilacion, empleando un equipo Clevenger se-
gun lo establecido en la norma ISO 65-71:84 (15), du-
rante tres horas. El aceite se secd sobre sulfato de
sodio anhidro (puro para andlisis, AppliChem) y se al-
maceno a 4°C hasta su analisis.
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Determinacion de la Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI) y Concentracién Minima
Bactericida (CMB) del aceite esencial

Se utilizaron las bacterias fitopatégenas X.
albilineans (J) y X. campestris pv. campestris (X_,)
pertenecientes al cepario del Laboratorio de Bacterio-
logia Vegetal del CENSA. La bacteria X. albilineans
se aislé de muestras procedentes de la Estacion Terri-
torial de Investigaciones de la Cafia de Azlcar de
Jovellanos y se identific6 mediante métodos
moleculares (16); mientras que X. campestris pv.
campestris, procedente de muestras de tomate, se
aislo y caracterizdé mediante técnicas morfolégicas y
bioguimicas en el Instituto de Investigaciones de Sani-
dad Vegetal (INISAV).

X. albilineans se sembr6 en medio Wilbrink (BDH)
y se incubo a 28°C durante 48 horas, mientras que X.
campestris pv. campestris se sembré sobre placas de
agar nutriente (Biocen) y se incubd a igual temperatu-
ra durante igual periodo de tiempo. Una vez activadas
las bacterias, se prepararon suspensiones bacterianas
en solucién salina estéril (Cloruro de sodio (Merck) al
0,85%), hasta lograr una concentracion de in6culo de
1-2 x 10* Unidades Formadoras de Colonias (UFC)/ml,
equivalente a una densidad Optica de 1, a una longitud
de onda de 540 nm en un espectrofotémetro
(T90 + UV/Vis Spectrometer PG Instruments Ltd).

Se determind la Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI) y la Concentracién Minima Bactericida (CMB)
del aceite. La CMI se estableci6 usando el método de
las diluciones seriadas (17). Las pruebas se realizaron
en medio liquido Wilbrink, utilizando Tween 80 (Merck)
(0,5%) como agente solubilizante. Diluciones dobles
seriadas del aceite se prepararon en tubos de ensayo,
a partir de una solucién madre al 0,4% (rango de con-
centraciones de 0,025 a 0,4%).

Los tubos se inocularon con las suspensiones
bacterianas, ajustando la concentracion para que cada
tubo contuviera aproximadamente 1-2 x 106 UFC.m|*
después de la inoculacion. Cada prueba se realiz6 por
triplicado y se incluyeron controles de crecimiento
bacteriano que contenian Tween 80 en igual concen-
tracion. La temperatura y tiempo de incubacion fueron
los establecidos para el crecimiento de las bacterias.
La CMI se determind como el primer tubo, en orden
ascendente de concentraciones, en el cual no se ob-
servé cambio de turbidez.

La confirmacién de las CMl y el establecimiento de
la CMB se realizaron removiendo 20 pl de cada tubo
donde no se observo crecimiento e inoculandolos en
placas frescas de medio sélido. La CMB se determiné
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como la concentracion capaz de inhibir el 99,9% o
més de las bacterias.

Fraccionamiento del aceite esencial

El aceite esencial (1 ml) se fraccioné usando una
columna seca de Silica Gel 60H (Merck) (30 g) empa-
guetada en un embudo con frita (porosidad 3, diametro
40 mm). Como fase movil se utilizaron combinaciones
de Hexano y EtOAc de polaridad creciente: Hexano
(100%), EtOAc/Hexano (2,5%; 5% y 10% de EtOAc
en Hexano) y EtOAc (100%); sistema de fase movil
Optimo para lograr un perfil de separacién de los com-
ponentes del aceite segun un analisis de CCD ante-
rior, finalmente la columna se lavd con metanol. Los
reactivos utilizados fueron de calidad puro para andli-
sis, provenientes de la firma Merck. Se recolectaron 6
fracciones de 25 ml. Estas fracciones se secaron por
separado y se determind su masa y rendimiento.

Determinacion de la composicién quimica

La composicion quimica del aceite y sus fracciones
se determind en un cromatografo de gases de la serie
Agilent 6890 con un inyector del tipo «split splitless»
(relacion de split 20:1), acoplado con un espectrémetro
de masas de la serie Agilent 05973; ambos provenien-
tes de la firma Agilent Technologies. Se utilizé una co-
lumna capilar SPB-5 (L=15m, DI=0,25mm, f=0,10um)
con unainyeccion de 2 pl. La temperatura del horno se
program®: 60°C (2 min isotérmicos), seguido por una
rampa de calentamiento hasta 100°C arazén de 4°C.min
1y otra de 10°C.min* desde 100°C hasta 250°C, donde
finalmente permanecio durante 5 min isotérmicos. Se
uso helio como gas portador con un flujo constante de
1,0 ml.min, El espectrémetro de masas trabajé en modo
scan de adquisicién a 70 eV. Se utiliz6 un analizador
cuadrupolar a 150°C de temperatura del cuadrupolo. El
detector trabajé en un intervalo de masas hasta 800
uma, las temperaturas de la interfase y de la fuente
fueron 280°C y 230°C respectivamente. La identifica-
cion de los compuestos se realiz6 mediante el uso com-
binado de las bases de datos automatizadas NBS-
NISTASCIly Wiley 275.

Ensayo de actividad antibacteriana del aceite y
sus fracciones

Para evaluar la sensibilidad de estos
microorganismos al aceite esencial y sus fracciones
se empled el método de difusién en agar, segun la
técnica estandarizada por el Comité Nacional para
Normas de Laboratorios Clinicos (18), basada en el
método de Kirby-Bauer.

Discos de papel de filtro Whatman de 6 mm de
diametro se depositaron cuidadosamente de forma
equidistante sobre el medio inoculado con 20 pl de las
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suspensiones bacterianas (concentracion de indculo
de 1-2 x 10 UFC.ml?) y posteriormente se les adicio-
né 10; 5y 2,5 ul del aceite y sus fracciones. Se colo-
caron dos papeles impregnados en cada dosis de los
extractos y dos papeles control (sin extracto) en cada
placa. Las bacterias se incubaron durante 48 horas a
28°C. Una vez transcurrido este tiempo se midio el
halo de inhibicion del crecimiento bacteriano. La eva-
luacién se realizé por cuatriplicado y se empled un
control del crecimiento bacteriano y controles positi-
vos de Kanamicina (10 pg/disco) y Gentamicina (10
pg/disco), producidos por el Ministerio de Salud Publi-
ca (MINSAP, Cuba), para X. albilineans y X. campestris
pv. campestris respectivamente.

En el bioensayo se emplearon las soluciones obte-
nidas al disolver por separado los residuos correspon-
dientes a cada fraccion en el mismo volumen de acetona
(puro para analisis, Merck). Se utilizé un control de
acetona. Los resultados de las diferentes dosis del
aceite evaluadas y sus fracciones, se compararon a
través de un analisis de varianza, empleando la prueba
de rangos multiples de Duncan, paquete estadistico
SAS 9.0.

RESULTADOSY DISCUSION

Aligiannis et al. (19) consideraron que la actividad
antibacteriana es fuerte cuando los valores de CMI se
encuentran entre 0,05-0,5 mg.ml*, moderada para va-
lores entre 0,6- 1,5 mg.ml*y valores superioresa 1,5
mg.ml* corresponden con una actividad débil. La ac-
tividad del aceite de P. auritum sobre las dos bacte-
rias estudiadas es fuerte, con CMI, que coincide con
la CMB en ambos casos, de 0,12y 0,25 mg.ml™* fren-
te a X. albilineans y X. campestris pv. campestris
respectivamente.

Este resultado es importante desde el punto de vis-
ta practico, si se consideran las afectaciones ocasio-
nadas por estas bacterias en la agricultura. Ademas,
las medidas fitosanitarias y la disponibilidad de pro-
ductos eficaces para su manejo, son insuficientes, lo
gue aumenta la necesidad de nuevas alternativas para
la disminucidn de las pérdidas que ellas ocasionan.

Las fracciones de P. auritum con mayor actividad
frente a X. albilineans fueron F4 y F5, con una inhibi-
cion total del crecimiento bacteriano a la maxima do-
sis evaluada. En el caso de X. campestris pv.
campestris solamente fue ligeramente activa la frac-
cion F4. Se destacan ademas, con una actividad ele-
vada frente a X. albilineans las fracciones F3y F6 (Ta-
bla 1). Estas fracciones coinciden con el mayor conte-
nido de compuestos oxigenados en el fraccionamien-
to, especificamente safrol (Figura).
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TABLA 1. Actividad antibacteriana del aceite esencial de Piper auritum y sus fracciones sobre Xanthomonas
albilineans y Xanthomonas campestris pv. campestris./ Antibacterial activity of the essential oil of Piper auritum and
its fractions on Xanthomonas al bilineans and Xanthomonas campestris pv. campestris.

Dosis

) __ _ _
W) AE F1 F2 F3 F4

Halo deinhibicién (mm)

Bacteria

10 90+0a 6+0c 6+0c | 38,5+2,8b 90+0a 90+0a 41,3+1,3b

X. albilineans 5 90+0a 6+0c 6+0c | 37,5+1,2b | 54,0+20,8b | 27,8+11,5bc | 7,8+0,5c
25 90+0a 6+0c 6+0c 6+0c 12,3+1,7b 6+0c 6+0c

X, campestris py. 10 24,3+42a | 6x0c 6+0c 6+0c 10,5+0,7b 6+0c 6+0c
campestris 5 14,5+0,5a | 6+0b 6+0b 6+0b 6+0b 620b 6+0b
2,5 12,7+1,6a | 6+0b 6+0b 6+0b 6+0b 620b 6+0b

Letras diferentes, en una mismafila, indican diferencias significativas (p<0,05)
AE: aceite esencia de Piper auritum; F1, F2, F3, F4, F5 y F6: fracciones del aceite esencia obtenidas en columna seca
empleando como fases moviles Hexano (100%), EtOAc/Hexano (2,5%; 5% y 10% de EtOAc en Hexano), EtOAc

(100%) y Metanol (100%) respectivamente.

EHM HS®mCO®ES

F6 216 89
F5 100 FIGURA. Composicion quimicadelasfrac-
- ciones de Piper auritum referida a hidro-
F4 100 carburos monoterpénicos (HM), hidrocar-
i buros sesquiterpénicos (HS), safrol (S) y
otros compuestos oxigenados (CO)./
F3 B4 9z Chemical composition of the fractions of
Piper auritum referred to monoterpene
F2 NSER— 35 7 hydrocarbons (HM), sesquiterpene
hydrocarbons (HS), safrole (S), and other
F1 [I0N2 82 oxygenated compounds (CO).

La actividad antimicrobiana presentada por los acei-
tes esenciales se debe, en gran medida, a la presen-
cia de terpenoides (20), fundamentalmente los que
contienen grupos oxigenados (21,22). De igual forma,
se demostr6 el efecto antimicrobiano de
fenilpropanoides presentes en aceites esenciales (10),
su cardcter lipofilico es capaz de afectar la fluidez y
permeabilidad de las membranas celulares (23) y pue-
den inhibir enzimas o procesos celulares especificos
(24).

En todas estas fracciones, al igual que en el aceite
puro, el componente mayoritario es el fenilpropanoide
safrol; en el caso de las fracciones F4 y F5, estan
constituidas por un 100 % de safrol y coinciden con
una mayor inhibicién del crecimiento bacteriano (Tabla
2). Lafraccion 4 resultd ser la mas activa frente a am-

bas bacterias. Esta diferencia se debe a que esta frac-
cién es la de mayor rendimiento en el fraccionamiento,
por lo que la cantidad de safrol es superior a la del
resto de las fracciones. La fraccion F1, a pesar de
tener un contenido de safrol de aproximadamente 82%,
su rendimiento fue tan bajo que la cantidad total no
resulté suficiente para provocar la inhibicién a las do-
sis evaluadas.

El safrol es uno de los componentes a los que se le
atribuyen propiedades antibacterianas (9,25,26), pero
no es el Unico, existen otros como el linalol, timol,
carvacrol, eugenol, a-pinene y B-pinene, a-humuleno,
B-cariofileno, B-elemeno, germacreno, p-cimeno,
y-terpineno, mirceno, entre otros (27,28), algunos de
los cuales se encuentran en el aceite de caisimon de
anis evaluadoy sus fracciones.
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TABLA 2. Rendimiento y composicion quimica del aceite esencial de Piper auritum y sus fracciones/ Yield and
chemical composition of the essential oil of Piper auritum and its fractions.

Cantidad Relativa (%)

it F1 F2 F3 F4 F5 F6
Componentes ) 0A4E0 . | 0014y, | 0084g81| 0195 | 03lg | 0O2lg | 020g,
' 1,41 % % 19,1 % 30,5 % 20,6% 20,3 %
a -tuyeno 2,36 0,12 0,31
a-pineno 2,46 1,59 15 4,32 0,05
canfeno 2,7 0,08
B-pineno 3,19 2,41 2,12 8,84 0,14
mirceno 35 0,24 1,13 0,11
a-terpineno 4,02 1,04 1,19 5,58 0,43
p-cimeno 4,20 0,12 0,39 0,13
limoneno 4,29 0,23 1,23
trans- - 456 | 012 0,71
ocimeno
Cis-ocimeno 4.8 0,16 0,79
y-terpineno 5,04 2,77 3,03 18,69 1,32
a-terpinoleno 5,79 2,13 2,27 15,03 1,2
linalol 6,17 0,82 151
safrol 12,02 84,38 81,51 6,71 92,21 100 100 88,76
o -Copaeno 13,89 0,53 6,53 0,2
B-cariofileno 14,7 1,56 1,61 17,65 1,66
a -humuleno 15,28 0,14 0,69 04
B-cubebeno 15,74 0,57 4,68 1,51
biciclo 1597 | 0,30 0,72 0,52
germacreno
d-cadineno 16,4 0,20 1,82 0,45 0,48
nerolidol 17,0 0,39 3,36
fitol 22,88 0,12 1,52

tr: tiempo de retencion; AE: aceite esencial de Piper auritum; F1, F2, F3, F4, F5 y F6: fracciones del aceite esencial
obtenidas en columna seca empleando como fases moviles Hexano (100%), EtOAc/Hexano (2,5%; 5% y 10% de
EtOAc en Hexano), EtOAc (100%) y Metanol (100%) respectivamente.

El aceite sin fraccionar logra una mayor inhibicion
del crecimiento bacteriano que sus fracciones por se-
parado, lo que sugiere que existen otros componen-
tes que potencian la accion del safrol dentro del acei-
te. Se plantea que algunos compuestos que no pre-
sentan actividad antimicrobiana de manera indepen-
diente, incrementan la accion cuando se mezclan con
otros (29).

Ademas de las propiedades antibacterianas del
safrol, se demostro que puede actuar como sinergizante
(30,31) y esta pudiera ser la causa de la mayor activi-
dad antibacteriana del aceite inicial, pues es capaz de
potenciar la actividad de otros agentes antimicrobianos
presentes en el aceite. Se reconoce que en mezclas
de compuestos como los aceites esenciales, la
interaccion entre los componentes resulta importante
en la determinacién de la actividad biolégicay por lo
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general son varios los constituyentes responsables del
efecto (29,32).

Teniendo en cuenta todos estos antecedentes en-
contrados en la literatura consultada y los resultados
obtenidos, se pudiera atribuir al safrol la mayor contri-
bucion a la accién bactericida y/o bacteriostatica del
aceite esencial de P. auritum. Esto permite disponer
de un conocimiento sobre la composicién quimica de
los aceites que se correlaciona con el efecto bioldgico
deseado, aspecto importante para enfrentar el reto que
representa la estandarizacion de mezclas complejas
de materiales vegetales.

Sin embargo, la mayor actividad del aceite en com-
paracion con sus fracciones resultaimportante desde
el punto de vista econdmico. En la practica, la adicion
de pasos de fraccionamiento en el proceso de obten-
cién de principios activos para el desarrollo de
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plaguicidas, encarece el proceso de produccion; y re-
sulta conveniente que en estos casos el principio acti-
VO sea precisamente la mezcla de componentes que
constituyen el aceite y no uno o varios de ellos por
separado. El conocimiento de los componentes res-
ponsables de la actividad representa un elemento cla-
ve a tener en cuenta para el monitoreo del principio
activo del antibacteriano a desarrollar, pues permite
contar con indicadores especificos para el control de
la calidad en la obtencion de productos eficaces y
confiables.

Todo esto, unido a la posibilidad de produccién de
este aceite en cantidades adecuadas sobre bases
sostenibles, tanto por la disponibilidad de materia pri-
ma (biomasa abundante silvestre y cultivable), como
por el proceso de obtencién (relativamente simple),
hacen del aceite esencial de P. auritum un candidato
promisorio para el desarrollo de antibacterianos desti-
nados al control de la escaldadura foliar de la cafia de
azlcar y la podredumbre negra de las cruciferas.
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