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RESUMEN: Los aceites esenciales son una alternativa potencial para el control de bacterias fitopatogenas.
Los objetivos de este trabajo fueron determinar la composicion quimica del aceite esencial de Piper hispidum
Sw. y su actividad antibacteriana sobre Xanthomonas albilineans (Ashby) Dowson y Xanthomonas campestris
pv. campestris (Pammel) Dowson. La composicion del aceite de las hojas de esta especie, obtenido por
hidrodestilacion empleando un equipo Clevenger, se investigd por Cromatografia Gaseosa-Espectrometria de
Masas (CG/EM). El efecto antibacteriano se evalu6 utilizando el método de difusion en agar. El aceite esencial
de P. hispidum (rendimiento 0,17%) es una mezcla compleja de 101 componentes. Como componente principal
se identifico al trans-oi- bisaboleno (11,28%) y se destacan otros como: B-pineno (8,20%), o-pineno (4,76%),
allo-aromadendreno (4,92%), (-) espatulenol (3,65%) y L-linalol (3,61%). El aceite presenté una actividad
antibacteriana ligera sobre X. campestris pv. campestris y marcada sobre X. albilineans, por lo que puede
ser considerado como un candidato para la obtencidon de antimicrobianos destinados al manejo de esta ultima
bacteria.

Palabras clave: aceite esencial, Piper hispidum, Xanthomonas campestris pv. campestris, Xanthomonas
albilineans, composicién quimica, actividad antibacteriana.

Chemical composition of the essential oil of Piper hispidum Sw. and antibacterial activity against
Xanthomonas albilineans (Ashby) Dowson and Xanthomonas campestris pv. campestris
(Pammel) Dowson

ABSTRACT: The essential oils are a potential alternative to the control of phytopathogenic bacteria. The
aims of this work to determine the chemical composition of the essential oil of Piper hispidum Sw. and to
established it’s antibacterial activity against Xanthomonas albilineans (Ashby) Dowson and Xanthomonas
campestris pv. campestris (Pammel) Dowson. The composition of the leaves essential oil of this plant, obtained
by hydrodistillation in a Clevenger-type apparatus, was researched by Gas Chromatography- Mass Spectrometry
(GC/MS). The antibacterial effect of the essential oil was evaluated using the agar diffusion method. The
essential oil (yield 0,17%) is a complex oil that have trans- o.- bisabolene (11,28%) as the principal component
and there are others like: B-pinene (8,2%), o-pinene (4,76%), allo-aromadendrene (4,92%), (-) spatulenol (3,65%)
and L-linalool (3,61%). The oil shown a weak antibacterial activity against X. campestris pv. campestris and
strong against X. albilineans, for that it is may consider as a candidate for the management of this last
bacterium.

Key words: essential oil, Piper hispidum, Xanthomonas campestris pv. campestris, Xanthomonas albilineans,
chemical composition, antibacterial activity.
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INTRODUCCION

La busqueda de nuevos compuestos con accion
plaguicida frente a microorganismos fitopatégenos
constituye una prioridad en el sector agricola, debido a
la baja disponibilidad de productos eficaces, asi como
la aparicion de resistencia y efectos secundarios de
los agentes disponibles actualmente. Esta situacion
es evidente en bacterias como Xanthomonas
albilineans (Ashby) Dowson y Xanthomonas
campestris pv. campestris (Pammel) Dowson, agen-
tes causales de las enfermedades conocidas como
escaldadura foliar de la cafia de azucar y la podredum-
bre negra de las Cruciferas, respectivamente (1,2).

Entre las alternativas a explorar para el manejo de
estas enfermedades se encuentran los productos na-
turales basados en aceites esenciales, debido a su
menor impacto en el medio ambiente y la salud huma-
na, considerados generalmente seguros por la Admi-
nistracion de Drogas y Alimentos de EEUU (U.S. Food
and Drug Administration) (3,4). Estos aceites esencia-
les, recientemente, han recibido mucha atencién por
sus multiples efectos como insecticidas (3,4,5),
acaricidas (6,7), antitumorales (8), antifungicos (9,10)
y antimicrobianos (10,11,12,13). Ademas, se obtienen
por métodos relativamente simples y baratos y algu-
nos de sus principales componentes estan exentos
de registro (3).

Entre las familias conocidas por sus caracteristi-
cas aromaticas se encuentran las Piperaceas, parti-
cularmente el género Piper. Dentro de este, se encuen-
tra la especie Piper hispidum Sw., presente en toda
Cuba (14). Sus extractos se utilizan para el tratamien-
to de problemas estomacales, para el control de
arvenses y como repelente de insectos (15,16). De
esta especie se aislaron amidas con actividad fungicida
(17) y su aceite esencial presenta actividad contra
Bacillus subtilis (Ehrenberg) Cohn, B. cereus Frankland
& Frankland, Staphylococcus aureus Rosenbach, S.
epidermidis (Winslow & Winslow) Evans, S.
saprophyticus (Fairbrother) Shaw et al., Enterococcus
faecalis (Orla-Jensen) Schleifer & Kilpper-Balz,
Escherichia coli (Theodore von Escherich) Migula,
Proteus mirabilis Hauser, Pseudomonas aeruginosa
(Schroeter) Migula y Candida albicans (C.P. Robin)
Berkhout (18).

Los objetivos de este trabajo fueron determinar la
composicion quimica del aceite esencial de P. hispidum
y su actividad antibacteriana sobre X. albilineans y X.
campestris pv. campestris.
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Obtencioén del aceite esencial:

Las hojas de P. hispidum se recolectaron en la pro-
vincia de Guantdnamo, en el mes de mayo del 2009.
El material vegetal fresco se selecciond, de forma tal
que no estuviera dafiado, y se proceso inmediatamen-
te. El aceite esencial se extrajo por el método de
hidrodestilacion durante tres horas, empleando un equi-
po Clevenger (19). El aceite se secé sobre sulfato de
sodio anhidro (puro para analisis, AppliChem) y se al-
macend a 4°C hasta su analisis.

Se calculé el rendimiento mediante la expresion:
R=(V/M)*100; donde: R: rendimiento (%), V: volumen
del aceite esencial (ml) y M: masa fresca del material
vegetal (g).

Determinacién de la composicion quimica:

La composicion quimica del aceite se determino
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 espectrometro de masas
de la serie Agilent 05973; ambos provenientes de la
firma Agilent Technologies. Se utilizé una columna ca-
pilar SPB-5 (L=15 m; DI=0,25 mm; f=0,10 ym) con una
inyeccion de 2 ul. La temperatura del horno fue progra-
mada: 60°C (2 min isotérmicos), seguido de una ram-
pa de calentamiento hasta 100°C a razén de 4°C.min-
', otra rampa de 10°C.min"" desde 100°C hasta 250°C
donde finalmente permanecié durante 5 min
isotérmicos. Se utilizé helio como gas portador con un
flujo constante de 1 ml.min"'. El espectrémetro 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 trabajé en un ran-
go de masas de hasta 800 umay las temperaturas de
la interfase y de la fuente fueron 280°C y 230°C, res-
pectivamente. La identificacion de los compuestos se
llevé a cabo 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), pertenecientes al cepario de bacterias del
Laboratorio de Bacteriologia Vegetal del CENSA. La
bacteria X. albilineans se aislé de muestras proceden-
tes de la Estacion Territorial de Investigaciones de la
Cana de Azucar de Jovellanos y se identifico mediante
métodos moleculares; mientras que X. campestris pv.
campestris, procedente de muestras de tomate, se
aisl6 y caracterizd mediante técnicas morfologicas y



bioquimicas en el Instituto de Investigaciones de Sani-
dad Vegetal (INISAV).

Las bacterias se sembraron en medio Wilbrink (BDH)
y Agar Nutriente (Biocen) respectivamente, y se incu-
baron a 28°C durante 48 horas. A partir de las colonias
obtenidas, se prepararon suspensiones bacterianas en
solucion salina estéril (Cloruro de sodio (Merck) al
0,85%), hasta lograr una concentracién de inéculo de 1-
2 x 10" Unidades Formadoras de Colonias (UFC) .ml,
equivalente a una densidad 6ptica de 1, a una longitud
de onda de 540 nm en un espectrofotometro (T90 +
UV/Vis Spectrometer PG Instruments Ltd). De este
indculo se tomaron alicuotas de 20 ul y se colocaron
en placas Petri estériles de 9 cm con 20 ml del medio
correspondiente para cada bacteria.

Para evaluar la sensibilidad de estos
microorganismos al aceite esencial se empled el mé-
todo de difusion en agar segun la técnica estandarizada
por el Instituto de Estandares de Laboratorios y Clini-
cas (CLSI; 2012) (20). Para ello, 4 discos de papel de
filtro de 6 mm de diametro se depositaron cuidadosa-
mente de forma equidistante sobre el medio inoculado
con las suspensiones bacterianas. Se colocaron dos
papeles tratados con las dosis 10; 5; 2,5y 1 pl del
aceite y dos papeles control (sin extracto) por placa.
Se empled un control del crecimiento bacteriano y un
control positivo de Kanamicina (10 pg.disco™), produ-
cido por el Ministerio de Salud Publica (MINSAP, Cuba),
para ambas bacterias. La temperatura de incubacion
fue de 28°C durante 48 horas. Una vez transcurrido
este tiempo se midié el halo de inhibicion del creci-
miento bacteriano. La evaluaciéon se realizé por
cuatriplicado para cada tratamiento.

RESULTADOSY DISCUSION

El aceite esencial de P. hispidum (rendimiento fres-
co de 0,17%) es una mezcla compleja de 101 compo-
nentes, de los cuales se identificaron el 92,62% de su
abundancia relativa. De ellos, el 16,18% corresponde
a hidrocarburos moterpénicos, el 25,27% son compues-
tos oxigenados y el mayor porcentaje (51,17%) es de
hidrocarburos sesquiterpénicos. Este aceite se carac-
teriza por la presencia de varios compuestos con can-
tidades relativas bajas (entre 2 y 12%); tiene una ma-
yor abundancia relativa el trans-oi- bisaboleno (11,28%)
y se destacan otros como: B-pineno (8,2 %), o--pineno
(4,76%), allo-aromadendreno (4,92%), (-) espatulenol
(3,65%)y L-linalol (3,61 %) (Tabla 1, Figura).

Trabajos precedentes han revelado la presencia de
B-eudesmol (17,5%) y trans-3,6-dimetil-5-isoprenil-6-
vinil-4,5,6,7-tetrahidrobenzofurano (12,9%) como prin-
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TABLA 1. Composicion quimica por CG/EM del aceite
esencial de Piper hispidum./ Chemical composition by
GC/MS of the essential oil from Piper hispidum.

tr Abundancia Identificacion
(min) relativa (%)*
2,71 0,06 tuyeno
2,87 4,76 0- pineno
3,08 0,05 canfeno
3,73 8,20 - pineno
3,96 1,52 6- metil-5-hepten-2-ona
4,01 0,48 mirceno
4,24 0,15 o- felandreno
4,52 0,07 o~ terpineno
4,72 0,32 p-cimeno
4,85 1,65 limoneno
5,57 0,16 Y- terpineno
5,96 0,17 cis-0xido de linalol
6,38 0,28 a- terpinoleno
6,95 3,61 L-linalol
7,01 0,11 endo-fencol
7,80 0,18 iso-pinocarveol
7,91 0,05 (-) alcanfor
8,59 1,94 pinocarvona
8,65 0,10 isoborneol
8,85 0,14 iso-pinocanfona
9,02 0,54 terminen-4-ol
9,45 0,36 a- terpineol
9,66 0,64 mirtenol
9,92 0,60 nopol
10,00 0,06 berbenona
10,34 0,10 trans (+) -carveol
11,05 0,06 L-carvona
11,31 0,08 cis-mirtanol
12,39 0,60 trans-anetol
12,68 0,14 No Identificado
13,41 0,18 metil-geranato
13,61 0,09 bicicloelemeno
13,88 0,06 o- cubebeno
14,30 0,13 a- ylangeno
14,39 0,32 0- copaeno
14,54 0,06 B-burbuneno
14,72 0,19 B-elemeno
14,92 0,09 8,9-dihidro-
neoisolongifoleno
15,00 0,23 0-guryuneno
15,18 0,78 f3- cariofileno
15,34 0,33 calareno
15,49 1,61 -germacreno
15,54 1,03 (+)-aromadendreno
15,59 0,18 (+)-isoseicheleno
15,73 0,15 a- humuleno
15,85 0,45 neo-allo-ocimeno
15,98 0,15 o- muuroleno
16,14 1,48 a-amorfeno
16,30 2,29 (+)-B- selineno
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TABLA 1. Continuacidn./ Continuation

tR Abundancia Identificacion

relativa (%)*

16,47 allo aromadendreno
16,52 2,93 curzereno
16,61 0,23 a-cubebeno
16,71 1,05 B- cubebeno
16,78 0,21 B-guaieno
16,85 1,30 0- cadineno
16,92 0,11 a-copaeno-§8-ol
16,99 1,02 y-selineno
17,09 2,40 a-calacoreno
17,30 1,91 y- elemeno
17,37 0,36 No Identificado
17,41 0,63 B-patchuleno
17,64 3,65 (-)-espatulenol
17,71 2,17 (-)-globulol
17,78 0,80 viridiflorol
17,84 0,37 No Identificado
17,90 1,00 - eudesmol
17,96 0,53 0-guaieno
18,04 1,49 v- cadineno
18,14 0,90 No Identificado
18,26 2,69 eremofileno
18,33 1,75 longifoleno
18,41 1,60 (+)caraleno
18,46 1,89 No Identificado
18,67 11,28 trans- a-bisaboleno
18,73 0,87 1-dioxicapsidiol
18,82 2,89 ledeno
18,88 2,01 No Identificado
18,94 0,91 0- guayeno
19,02 1,03 calameneno
19,08 1,15 a-selineno
19,19 0,38 iso-cariofileno
19,24 0,38 No Identificado
19,34 2,18 9,10-dihidro-isolongifoleno
19,49 0,19 solavetivona
19,58 0,40 No Identificado
19,77 0,81 cariofila-3,8(13)dien-5- a-ol
19,82 0,54 4.4'-difluoro-3-metoxibifenil
19,93 0,08 No Identificado
19,98 0,10 No Identificado
20,09 0,35 No Identificado
20,18 0,21 valerenol
20,26 0,14 cariofila-3,8(13)dien-5- B-ol
20,43 0,13 No Identificado
20,57 0,12 No Identificado
20,68 0,06 No Identificado
20,95 0,09 No Identificado
21,37 0,64 (3S,4R,5S,6R)-4,5-
bishidroximetil -3,6-
dimetilciclohexeno
23,18 0,14 fitol

tg tiempo de retenciéon en una columna capilar SPB-5
(L=15 m; DI=0,25 mm; f=0,10 um)

*se presenta la identificacion de los componentes con una
abundancia relativa mayor que 0,05%
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FIGURA. Componentes principales del aceite esencial de P.
hispidum./ Main components of essential oil from P.
hispidum.

cipales constituyentes del aceite esencial de las ho-
jas de P. hispidum recolectado en Cuba (21). De la
misma especie recolectada en Brasil se informan [3-
pineno (19,7%), a-pineno (9,0%), 6-3-careno (7,4%),
a-cadinol (6,9%), espatulenol (6,2%), 6xido de
cariofileno (4,0%) y B-eudesmol (3,9%) (22). En Brasil
también se identificaron el B-pineno (12%), khusimeno
(12,1%) y y- cadineno (13,2%) como componentes
principales de esta especie (23). Delgado y Cuca (24)
informan como componentes mayoritarios del aceite
de los frutos de la planta recolectada en Colombia al
limoneno, o y B- pineno y en Venezuela se informo
este aceite rico en a-pineno (15,3 %), B-pineno (14,8%),
B-elemeno (8,1 %), 6xido de cariofileno (7,8 %) y 6-3-
carene (6,9 %) (18). Nuestros resultados coinciden con
algunos de los planteados por estos autores en cuan-
to a la presencia de o y B- pineno, espatulenal,
limoneno (1,65%), y- cadineno (1,49%), B-eudesmol
(1,00%) y B-elemeno (0,19%); no asi con el resto de
los componentes principales del aceite.

Estas diferencias se deben fundamentalmente a
factores genéticos, ecoldgicos y de condiciones de
extraccion. En los aceites esenciales, al igual que to-
dos los metabolitos secundarios, su rendimiento, com-
posicion quimica y, por consiguiente, su actividad bio-
l6gica, son muy sensibles a cambios de este tipo (25).

El aceite mostro actividad antibacteriana frente a
X. albilineans, con una inhibiciéon significativamente
superior a la observada en el control positivo de
Kanamicina; sin embargo, X. campestris pv. campestris
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TABLA 2. Inhibicién del crecimiento bacteriano provocada por diferentes dosis del aceite esencial de Piper hispidum./
Bacterial growth inhibition caused by different doses of the essential from Piper hispidum.

Tratamiento (dosis)

X. albilineans

Halo de inhibicién (mm)

X. campestris pv. campestris

Aceite esencial (10 pl) 45,0+0,8 (Inhibicién total) 9,0£0,1 (Ligera)
Aceite esencial (5 ul) 18,0+0,3 (Marcada) 6+0 (No Inhibicion)
Aceite esencial (2,5 ul) 9,0+0,2 (Ligera) 6+0 (No Inhibicion)
Aceite esencial (1 ul) 60 (No Inhibicion) 6+0 (No Inhibicion)
Control positivo
1540 (Marcada 13,0+1,4 (Marcada
(10 ug) (Marcada) (Marcada)

fue mas resistente, con solo una ligera inhibicién a la
maxima dosis evaluada (Tabla 2). Investigaciones an-
teriores demostraron el efecto antibacteriano frente a
X. albilineans y X. campestris pv. campestris de otras
especies de este género (13,26,27,28,29) y coinciden
en cuanto a la mayor sensibilidad de X. albilineans.
En estos casos el efecto antibacteriano estuvo aso-
ciado a los componentes mayoritarios de los aceites
estudiados, todos compuestos oxigenados.

El aceite de P. hispidum esta constituido fundamen-
talmente por hidrocarburos sesquiterpénicos, menos
activos dentro del grupo que compone a los aceites
esenciales (30,31); aunque en algunos estudios se ha
comprobado que un mayor contenido de hidrocarburos
sesquiterpénicos pueden ser mas activos que los
monoterpenos frente a ciertos microorganismos, siem-
pre que tengan mayor cantidad de dobles enlaces (32).
Es probable que la actividad antibacteriana del aceite
esté relacionada con su contenido de compuestos
sesquiterpénicos o, preferiblemente, con la accién com-
binada de todos los componentes del aceite esencial.
Dentro de ellos, existe un grupo que tiene informada
actividad antibacteriana como son el linalol, o-pineno
y B-pineno, B-elemeno, germacreno, p-cimeno, y-
terpineno, mirceno, entre otros (33).

La actividad antibacteriana del aceite de P.
hispidum, considerando su gran variedad de compo-
nentes, no debe ser atribuible a un mecanismo espe-
cifico, sino a la accion combinada de varios de ellos
sobre diferentes dianas en la célula (33,34). Una im-
portante caracteristica de los aceites esenciales y sus
componentes es su hidrofobicidad. Esta incide en la
ruptura de los lipidos en la membrana celular bacteriana
y las mitocondrias; como resultado puede
desestabilizarse la estructura y hacerse mas permeable
(35,36), ocurrir pérdida de iones y otros contenidos de
las células (34,37), afectar la membrana citoplasmatica,

alterar la fuerza motriz protonica, el flujo de electro-
nes, el transporte activo y la coagulacion del conteni-
do celular (38,39).

El aceite esencial de P. hispidum tiene niveles al-
tos de actividad contra X. albilineans, cumpliendo con
uno de los criterios mas importantes para ser escogi-
do en la etapa inicial de investigacion y continuar su
desarrollo hasta la posible obtencién de un producto
antibacteriano. Este aceite esencial, puede ser consi-
derado como principio activo o ser parte de mezclas
de principios activos para el manejo de la escaldadura
foliar de la cafa de azucar. Su compleja composiciéon
quimica aumenta sus posibilidades de tener varios
modos de accidn y por tanto disminuye la aparicion de
resistencia en los organismos diana, elementos im-
portantes para la obtencion de antimicrobianos com-
petitivos en el mercado.
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