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Resumen

Piper pubinervulum C. DC., es una planta medicinal utilizada por los indigenas amazénicos del sur del Ecuador, las
hojas poseen caracteristicas aromaticas. El objetivo de la presente investigacién es la de extraer y analizar las pro-
piedades quimicas y de actividad biolégica del aceite esencial proveniente de las hojas.El estudio de composicién
quimica a través de GC-EM y RMN *H arroj6 la deteccién de 44 constituyentes dentro de los cuales B cariofileno,
isoeugenol-metil éter, asarona y el nerolidol fueron los mayoritarios. La Actividad antioxidante del aceite fue eva-
luada por los métodos DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl), ABTS (2,2’-azinobis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic
acid) diammonium salt) y la fotoquimioluminiscencia (PCL). Adicionalmente se realizaron estudios de actividad em-
pleando (HP)TLC-DPPH bioautograficos. La actividad antimicrobiana fue evaluada por el método de difusion de
disco en dos bacterias Gram+, dos bacterias Gram- y dos levaduras. Los resultados mas interesantes se producen
con las dos levaduras Candida tropicalis (MIC 0,77 mg/ml) y Candida albicans (MIC 0,33mg/ml) donde la actividad fue
similar al aceite esencial de Thymus vulgaris el estindar natural de referencia. Los buenos resultados con respecto a la
actividad antiftingica nos llevan a concluir que el aceite esencial podria ser usado con esta finalidad.

Palabras claves: GC/EM, DPPH and ABTS test, MIC, bioautobiografia.
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Abstract

Piper puvinervulum C. DC. is a medicinal plant used by Amazon Indians in southern Ecuador, the leaves possess
aromatic characteristics. The objective of this research is to extract and analyze the chemical properties and biolo-
gical activity of the essential oil from the leaves. The study of the chemical composition based on analysis GC-MS
and 'H RMN data resulted in the identification of 44 compounds including the main components: B-caryophyllene
(1), isoeugenol methyl ether (2), asarona (3), and nerolidol (4). The antioxidant potential of the oils was assessed
with the DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl), ABTS (2,2’-Azinobis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diam-
monium salt), Photochemiluminescence and bioautographic HPTLC-DPPH methods. The antimicrobial activity was
evaluated by means of disc diffusion method while the antimicrobial effect was evaluated in two Gram+ bacteria,
two Gram- bacteria, and two yeasts. The essential oil was found effective against Candida tropicalis (MIC 0,77 mg/ml)
and Candida albicans (MIC 0,33mg/ml) yeasts in a manner similar to the reference essential oil of Thymus vulgaris. The
positive results in terms of antifungal activity suggest that the essential oil could be used for this purpose.

Keywords: GC/MS, DPPH and ABTS test, bioautography MIC.
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Composicién quimica, actividad antioxidante y antimidasta del aceite esencial proveniente de

la hojas de Piper pubinervulum C. DRiperaceae

1 Introduccion

La Familia Piperaceae cuenta con unas 1919 espe-
cies distribuidas en las zonas tropicales. En la Amé-
rica tropical se tienen alrededor de 700 especies
(Jaramillo y Manos, 2001). En Ecuador se tienen 4
géneros y 441 especies, de las cuales 134 son endé-
micas (Jorgensen y Le6n-Yanez, 1999).

P. pubinervulum estd reducidamente distribuida
en la cordillera oriental en Morona Santiago y la
region del noreste de Pert, en la reserva Santiago-
Comaina (Macbride, 1960). Es un arbusto perenne,
con tallo lefioso de nudos engrosados y de consis-
tencia herbdcea frondosa, que alcanza los 3m de
altura; posee grandes hojas acorazonadas, lanceo-
ladas de olor penetrante, levemente pubescente y
flores blancas rudimentarias; con espigas opuestas
a las hojas se asemejan a espigas como cordonci-
llos que producen un fruto de pulpa pequena (Plant
Caterpillar Parasitoid Interactions, 2013).

Aunque no se encuentra informacién etnofar-
macolégica sobre la planta, los principales usos po-
pulares son antigastrélgico, antireumatico, analgé-
sico y para contrarrestar las mordeduras de serpien-
tes.

Dentro de los estudios de composiciéon quimi-
ca y actividad biolégica de especies de Piperaceae
de origen amazoénico, se destacan aquellos realiza-
dos en Piper aduncum (Oliveira et al., 2013; Guerrini
et al., 2009), en el primera investigaciéon se destaca
la presencia de 1,8 cineol y en la segunda de dilla-
piol, Piper hispidinervum (Sauter et al., 2012) en don-
de el componente principal es el safrol, Piper auri-
tum (Diego, 2012) cuya molécula mayoritaria es el
safrol y se resalta su actividad antifingica, en Piper
holtonii (Diego, 2012) la molécula mds abundante es
el apiol y se observa una muy buena actividad anti-
fangica, y Piper divaricatum (Barbosa et al., 2012) en
donde se observa un elevado contenido de safrol y
una buena actividad antimicrobiana, entre los estu-
dios méas importantes.

El presente estudio centra su investigacion en el
andlisis del aceite esencial proveniente de las ho-
jas de P. pubinervulum debido a que esta parte de
la planta es la usada por las comunidades indige-
nas y a que la misma al igual que otras variedades
de piperdceas posee una aromaticidad caracteristi-
ca. Para la especie en estudio no se encuentra infor-
macién de composicién quimica de su aceite esen-
cial asi como de actividad biolégica, por lo que esta
primera investigacion tiene una importancia funda-
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mental en la valoracién de este recurso bioldgico de
la amazonia ecuatoriana.

2 Materiales y métodos

2.1 Material vegetal

Las hojas de P. pubinervulum fueron recolectadas en
la estacién biolégica Shakaim de la localidad ama-
zonica de Huamboya, situada a 347km al sures-
te de Quito, en la provincia de Morona Santiago.
En las coordenadas, latitud 01°480.26”S; longitud
78°14’60"W, y a una altitud de 1.080 m.s.n.m. El re-
conocimiento botanico estuvo a cargo del Herbario
del Instituto de Investigaciéon y Posgrado de la Uni-
versidad Central del Ecuador.

El aceite esencial se obtuvo mediante destilaciéon
en corriente de vapor de las hojas frescas en un des-
tilador de 250L de capacidad. El rendimiento del
aceite [ % (p/p)] fue calculado considerando el peso
del material vegetal; fue determinada la densidad
empleando el método del picnémetro (Durst y Go-
kel, 1985).

2.2 Andlisis GC/EM

El aceite esencial fue analizado por cromatografia
gaseosa acoplada a espectrometria de masas. Se us6
un gas cromatégrafo Varian 3900, equipado con una
columna Factor four VF-5ms (5 %-fenil-95% dime-
til polixiloxano) de 30 m de largo, con un didmetro
interno de 0,25mm y una pelicula de 0,25 um, di-
rectamente acoplada a un espectrometro de masas
Varian 2100. El gas portador fue helio con un flu-
jo de 1mL/min, y un split ratio de 1:50. El analisis
inicia a los 45°C y llega a los 100°C a una veloci-
dad de 1°C por minuto, posteriormente se eleva a
una temperatura de 250°C a una velocidad de 5°C,
manteniéndose a esa temperatura por 15 minutos,
el tiempo final de anélisis fue de 90 minutos.

Las condiciones del espectrémetro de masas fue-
ron: energia de ionizacién, 70 eV; corriente de emi-
si6n, 10 pJAmp; velocidad de barrido, 1scan/min;
rango de masa, 35-400 Da; temperatura de la trampa
220°C; temperatura de linea de transferencia, 260°C.

2.3 Determinacion de la composicion del
aceite esencial

La identificacién de los compuestos fue efectuada
por comparaciéon de los espectros producidos por
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ionizacién electrénica con la base de datos electré-
nica NIST 2001.

Adicionalmente se calcularon los indices de re-
tencién experimentales que fueron determinados
en relacion a los tiempos de retenciéon de una se-
rie de n-alcanos (C10-C30) estdndar Sigma Aldrich.
Fueron analizados los indices de retencion tedricos
comparados con bases de datos de espectros en mo-
léculas aromaticas (Adams, 2007; Adams, 2012).

2.4 Espectroscopia RNMH

El aceite entero fue analizado por el método RNM
H, con la finalidad de identificar los compuestos
mayoritarios con base en datos descritos (Rossi et
al., 2011; Noriega et al., 2014).

El espectro RNM !H fue obtenido en un es-
pectrofotometro Varian VNMRS-400 que opera a
399.97MHz a una temperatura de 298 K. El acei-
te esencial a una concentracién de 24 mg/ml se di-
solvié en cloroformo deuterado en tubos RMN de
5mm de didmetro, el solvente usado para la ca-
libracién espectral fue cloroformo deuterado (*H
7,26 ppm). El espectro H se corri6 utilizando una
secuencia de pulso standar “s2pul”, con 45.0 grados
de impulso, y 3 segundos como tiempo de adquisi-
cién, con 8 repeticiones, 6400 Hz de ancho espectral,
0,33 Hz Resolucioén Fid. Las sefiales del espectro fue-
ron comparadas con estdndares puros de 3 cariofi-
leno, nerolidol y asarona, presentes en diversas ba-
ses de datos (Predict 'H Proton NMR spectra, 2013;
BioPhat.Explore, 2013).

tas en dimetil sulféxido (DMSO) hasta un volumen
de 100 Y. A cada solucién se le afiadieron 2,9 ml de
1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH; 1 x 10- *M en
etanol), a esta solucion se la agité vigorosamente
por 30 minutos en la oscuridad a temperatura am-
biente. Las absorbancias fueron medidas a 517nm
en un espectrofotémetro Shimadzu UV mini 1240.

De forma similar se procedi6 con el test ABTS, a
cada solucién disuelta en DMSO se afiadié 0,9 ml de
(2,2"-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonic Aaci-
do) diamonio sal) 1 x 10~3M radicalizado previa-
mente con una solucién de K2S,0g7 x 10 2M. Las
absorbancias fueron medidas a 734nm en un es-
pectrofotémetro Shimadzu UV mini 1240. La acti-
vidad antiradicalar para cada mezcla fue calculada
de acuerdo con la siguiente férmula:

Ab — Aa
Ab

IpPDPPH %= x 100, 1)
donde Ab y Aa son las absorbancias del blanco y
de las muestras respectivamente luego de 30 min
(DPPH) y 1 minuto ABTS. La actividad anti radi-
calar del aceite se evalta con el calculo del ICsq, que
equivale al 50 % de la inhibicién de la oxidacién del
DPPH y el ABTS, este se calcul6 de los datos de
las curvas de calibracién obtenidas de los datos de
la concentracién en funcién del porcentaje de inhi-
bicién. Como referentes de actividad se empleé el
aceite esencial de T. vulgaris y el BHA (butilhidro-
xianisol).

Los ensayos se hicieron por cuadruplicado pa-
ra de esta manera calcular la desviacién estdndar
en cada determinacién de la capacidad inhibitoria

2.5 Estudio de las propiedades antioxidan-al 50% (IC50).

tes

Las propiedades antiradicalar y antioxidante del
aceite de P. pubinervulum fueron analizadas por
diversos ensayos: 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl
(DPPH) espectrofotomético (Chen et al., 1999);
DPPH en cromatografia de capa delgada de alta re-
soluciéon (DPPH-(HP)TLC) (Rossi et al., 2011); (2,2'-
azinobis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic,acid)

diammonium salt) (ABTS) espectrofotométrico
(Scartezzini et al., 2006; Miller et al., 1996), y la Foto-
quimioluminiscencia (PCL) (Popov y Lewin, 1996).

2.6 DPPH Yy ABTS espectrofotométrico

Para el ensayo DPPH se tomaron diversas cantida-
des del aceite de P. pubinervulum que fueron disuel-
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2.7 Fotoquimioluminiscencia

La fotoquimioluminiscencia (Photochemilumines-
cence PCL) mide la capacidad antioxidante en sus-
tancia puras o en mezclas complejas sea en fase li-
péfila (ACL) o hidréfila (ACW). Para la medida de
la actividad antioxidante del aceite esencial de P. pu-
binervulum se utilizé la metodologia (ACL) por ser
la méas aconsejable para trabajar con aceites esencia-
les (Ziosi et al., 2010), como control positivo de ac-
tividad se us6 el aceite de Thymus vulgaris y Trolox
como estandar de referencia.

Todos los anélisis realizados tanto en el aceite en
ensayo (P. pubinervulum), como en el patrén natu-
ral (aceite de T. vulgaris) y blanco positivo sintético
BHA, fueron realizados por triplicado usando un
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andlisis de varianza (ANOVA), empleando el pro-
grama STATISTICA 5.5. Un valor de probabilidad
de p<0.05 fue considerado como la significancia es-
tadistica.

2.8 Ensayo de actividad antiradicalar bio-
autografica en cromatografia en ca-
pa delgada de alta resolucion (DPPH-
(HP)TLC)

La TLC bioautografica es un ensayo de actividad
antiradicalar que usa el radical DPPH para reve-
lar la actividad separada de los compuestos en una
mezcla compleja (Rossi et al., 2011).

Para la prueba fueron disueltos 30l de aceite
de P. pubinervulum en 1 ml de metanol, se aplicaron
directamente en una placa de silica gel de alta re-
soluciéon marca Merck 60, con indicador de fluores-
cencia F 254, las bandas fueron diseminadas con un
espesor de 10 mm con la ayuda de un aplicador Li-
nomat V (Camag). La fase mévil utilizada fue de to-
lueno/acetato de etilo/éter de petréleo (97/7/20).

En la placa desarrollada fue diseminada una so-
lucién metandlica de DPPH a una concentracién de
0,5% (p/v), para determinar las fracciones activas
y analizar su composiciéon quimica con un andlisis
posterior de las moléculas en GC/EM.

2.9 Evaluacién de la actividad antibacte-
riana y antifingica

2.9.1 Evaluacién de la minima concentracion inhibi-
toria MIC

Para la evaluacion de la actividad antimicrobia-
na se sigui6é la metodologia de difusién en disco
descrita en varias investigaciones con aceites esen-
ciales (Prabuseenivasan et al., 2006; Adam et al.,
1998; Benkeblia, 2004). Fueron empleadas: Bacterias
Gram+; Staphylococcus aureus subsp. aureus ATCC
6538 y Streptococcus mutans ATCC 25175. Bacterias
Gram-; Escherichia coli ATCC 8739, Pseudomonas ae-
ruginosa ATCC 9027. Levaduras; Candida tropicalis
ATCC 13803, Candida albicans ATCC 10231.

La actividad antimicrobiana se describe como la
minima concentracién inhibitoria (MIC), en mg/ml,

LA GRANJA:Revista de Ciencias de la Vid4(2) 2016:111-123.

se us6 como patrén natural de referencia aceite
esencial de Thymus vulgaris.

La evaluacién se realizé por triplicado, conside-
randose como valor de la minima concentracién in-
hibitoria a aquella que tenia dos coincidencias en te-
ner un halo de inhibicién superior a 1 mm por fuera
del disco estéril.

2.9.2 Ensayo de actividad antimicrobiana bioauto-
grafica en cromatografia en capa delgada de
alta resolucién HP-TLC

Son varios los estudios que detallan la evaluacién
de la actividad antimicrobiana bioautografica (Rossi
et al., 2011; Purkayastha et al., 2012; Sadgrove et al.,
2014), como una metodologia ttil en el estudio in-
dividualizado de las sustancias responsables de la
actividad antimicrobiana.

Para el ensayo se desarroll6 una placa
HPTLC usando como solvente una mezcla de to-
lueno/acetato de etilo/éter de petréleo (97/7/20),
los voltimenes de siembra del extracto fueron di-
versos (20, 15 y 10pl) de una solucién del aceite
en metanol (30mg/ml), realizados con la ayuda
de un aplicador Linomat V (Camag). A la placa
desarrollada se cubri6 con un medio de cultivo que
contenfa una dilucién de microorganismos; S. au-
reus (gram +) ATCC 6538 y E. coli (gram +) ATCC
8739. Ademads el medio contenia una solucién de
colorante TTC (2,3,5-Triphenyltetrazoliumchloride)
para comprobar la vitalidad microbiana.

3 Resultados

3.1 Extraccion del aceite esencial

El rendimiento promedio del aceite fue del 0,049 %
p/p, la densidad del mismo fue de 0,9652 g mL 2.

3.2 Composicion quimica

En el aceite esencial fueron detectados 44 compues-
tos de los cuales fueron identificados 36 que equiva-
len al 94,249 % (Tabla 1) y los compuestos mds abun-
dantes incluyen al B-cariofileno, iso-eugenol metil
éter, asarona y el nerolidol (Figura 1). La mayoria de
los componentes son sesquiterpenos oxigenados.
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Tabla 1. Moléculas presentes en el aceite esencid.qribinervulum.

Nombre del

Porcentaje

Porcentaje no

N Compuesto identificado identificado Kt IKex Método

1 a-Pineno 0,26+0,13% 939 944 GC-MS
2 B-Pineno 0,52£0,23% 979 991 GC-MS
3 linalol 1,4040,15% 1096 1114 GC-MS
4  (-)-o-copaeno 1,480,25% 1376 1387 GC-MS
5 B-cubebeno 0,240,02% 1388 1397 GC-MS
6 (-)B-elemeno 1,63:0,13% 1390 1398 GC-MS
7  (-)-a-gurjuneno 0,35:0,04% 1409 1416 GC-MS
8  B-cariofileno 13,18£2,59% 1419 1430 GC-MS RMNH
9 [B-copaeno 0,56-0,03% 1432 1443 GC-MS
10 a-humuleno 1,18:0,13% 1454 1468 GC-MS
11 (-)-allo-aromadendreno 0,480,13% 1460 1473 GC-MS
12 (+)y-muuroleno 0,52:0,08% 1479 1490 GC-MS
13 germacreno D 3,080,32% 1481 1494 GC-MS
14  (+)B-selineno 1,25:0,10% 1490 1501 GC-MS
15  (E)-muurola-4-(14),5-dieno 0,3%0,03% 1493 1504 GC-MS
16 bicyclogermacreno 3,010,35% 1500 1510 GC-MS
17  (+)-a-muuroleno 0,68:0,03% 1500 1515 GC-MS
18 iso-eugenol metil éter 7,560,41% N.D. 1523 GC-MS
19 (-)-u -bulseneno 2,268-0,56 % 1509 1527 GC-MS
20 (-)-7-epia-selineno 0,940,17% 1522 1531 GC-MS
21 (-)-d-cadineno 3,12:0,04 % 1523 1538 GC-MS
22 elemicina 1,09-0,06 % 1557 1577 GC-MS
23 (E)-nerolidol 8,54-0,97 % 1562 1584 GC-MS RMNH
24  y-asarona 8,810,34% 1574 1592 GC-MS
25 espathulenol 2,430,11% 1578 1599 GC-MS
26  Oxido de cariofileno 4,990,51% 1583 1603 GC-MS
27 N.L 0,52+0,20% N.D. 1608 GC-MS
28 globulol 0,38+0,13% 1590 1618 GC-MS
29 N.L 0,47+0,06% N.D. 1629 GC-MS
30 humuleno epéxido I 0,620,13% 1608 1635 GC-MS
31 N.L 0,38+0,09% N.D. 1654 GC-MS
32 N.L 0,35+0,12% N.D. 1661 GC-MS
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N Compuesio denificado  identfcado <t IKex  Método
33  10-epia-muurolol 0,73+0,10% 1640 1670 GC-MS
34 N.L 0,53+£0,09% N.D. 1675 GC-MS
35 dimetoxi-5-vinil-1,2- 7,37+0,66% 1654 1678 GC-MS
benzodioxido <4,6->
36 a-cadinol 1,78+0,13% 1654 1683 GC-MS
37 N.L 1,944+0,11% N.D. 1687 GC-MS
38 N.L 0,35+£0,16% N.D. 1700 GC-MS
39 asarona 3,56:0,33% 1676 1706  GC-MS RMNH
40 (-)-a-bisabolol 0,66+0,02% 1685 1717 GC-MS
41 N.L 0,59+0,16% N.D. 1724 GC-MS
42  thujopseno <-cis> 0,450,06 % 1708 1739 GC-MS
43  (E)-geranil linalol 4,53t0,77% 2026 2052 GC-MS
44 NI 0,18+0,09% N.D. 2528 GC-MS

Tabla 2. IC50 para el aceite esencial Bepubinervulurnry T. vulgarispor los test DPPH y ABTS.

Aceites esenciales y control positvo DPPH0Ag mL~1  ABTS IC50pg mL—1
P. pubinervulum 20399+ 80 416+ 7,0

T. vulgaris 3884+ 20 24 0,000

BHA 59 4+ 20 1,5+ 0,000

Tabla 3. Fotoquimioluminiscencia (PCL) del aceite esenciaPd@ubinervulumen contraste con el aceite @aymus vulgaris
expresado compmol de equivalentes de trolox por gramos de muestra.

Essential oils

pmol Trolox gt

(P < 0.05)

P. pubinervulum 1,8

272.0
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Figura 1. Constituyentes méas abundantes en el aceite esendrapdéinervulum.

El analisis RMN 1H hecho al aceite esencial evi-
denci6 la presencia de 3 compuestos que tuvieron
los siguientes desplazamientos quimicos en ppm:

cariofileno nerolidol
a) 0,994/0,958 a) 1,595/1,586
b) 1,259 b) 1,666/1,654
c) 1,863/1840y ¢) 5,176/5,173y
d) 5,051/4,994; d) 5219/5,216;y

asarona
a) 3,8064/3,3776 y
b) 6,503,
de los cuales en literatura se tenfan sus respectivos
espectros, los cuales fueron usados para comparar

las sefiales individuales de cada uno de ellos (Figu-
ra 2).
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3.3 Evaluacioén de actividad antioxidante
3.3.1 DPPH and ABTS test

Para evaluar la actividad antiradicalar del aceite
esencial se procedi6 a calcular su IC50 (concentra-
cién necesaria para inhibir el 50 % de la oxidacién),
tanto para el método DPPH, como para el ABTS (Ta-
bla 2). Como patrén de referencia natural se us6 el
aceite esencial de T. vulgaris y como compuesto de
referencia el butil hidroxianisol (BHA).

3.3.2 PCL Test

Los resultados de la actividad antioxidante expre-
sada como micro moles de trolox por gramo nece-
sarios para inhibir la oxidacién del luminol (Tabla
3).

En este test los resultados tienen una relacién
directa es decir a mayor equivalencia pmol Trolox
g_l, mayor es la actividad antioxidante, el valor de
1.2 umol Trolox g1, comparados con los 272 pmol
Trolox g_l, dan a entender de una actividad anti-
oxidante discreta en el aceite de P. pubinervulum.

LA GRANJA:Revista de Ciencias de la Vid#(2) 2016:111-123.
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Figura 2. Espectro RMNH del aceite esencial d@ pubinervulum A: Sefiales del cariofileno, B: Sefiales del nerolidol, C:
Sefiales de la asarona.

3.4 Actividad antiradicalar bioautografica MIC se describen en la Tabla 5. El resultado refle-

en cromatografia en capa delgada deja la concentracién minima necesaria para inhibir el

alta resolucion (HPTLC-DPPH)

La separacién cromatografica en capa fina eviden-
cio la presencia de 5 bandas, 3 de las cuales decolo-
raron al revelador DPPH al 0,5% (p/v), y por ende
manifiestan actividad antiradicalar, se pueden apre-
ciar los resultados en la Tabla 4.

B.a: (HPTLC) del aceite esencial de P. pubinervu-
lum; B.b: (HPTLC-DPPH) del aceite esencial de P.
pubinervulum; B.c: (HPTLC-DPPH) del aceite esen-
cial de T. vulgaris, control positivo. 1: Elemicina, (E)-
nerolidol, y-asarona, dimetoxi 5 vinyl 1,2 benzodio-
xide 4-6, a-bisabolol y geranil linalol. 2: Isoeugenol
metil éter 3: B-cariofileno, a-humuleno, -selineno,
biciclogermacreno, a-bulseno, 7-epi-0-selineno y -
cadineno.

crecimiento de las bacterias y levaduras alrededor
de un disco esteril mayor a 1 mm. Se considera un
valor positivo si en al menos 2 de las 3 repeticiones
la inhibicién es la misma, en algunos casos la inhi-
bicién resulté ser igual a la del patrén natural de
referencia el aceite esencial de Thymus.

3.6 Actividad antimicrobiana bioautografi-
ca

Los resultados confirman actividad tanto para la
bacteria Gram +, S. aureus, en este caso la activi-
dad se denota en las fracciones de Rfs: 1 (Elemici-
na, (E)-nerolidol, y-asarona, dimetoxi 5 vinil 1,2 ben-
zodiéxido 4-6, a-bisabolol y geranil linalol) y 5 (B-

3.5 Evaluacion de la minima concentracién cariofileno, a-humuleno a, B-selineno, bicicloger-

inhibitoria MIC

Los resultados de la actividad antimicrobiana ex-
presada como la minima concentracién inhibitoria

LA GRANJA:Revista de Ciencias de la Vid4(2) 2016:111-123.

macreno, O-bulseno 7-epi-a-selineno y -cadinene)
Tabla 6; y en la bacteria Gram -, E. coli, para las frac-
ciones de Rfs: 1, 2 (isoeugenol metil éter) y 5, evi-
denciables en la Tabla 7.
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Tabla 4. (HPTLC-DPPH) bioautografico del aceite esenciaPdpubinervulum

Numero de fraccion separada

del aceite por HP-TLC Rf  Compuestos

1 0.50 Elemicina, (E)-nerolidoy-asarona, dimetoxi 5
vinyl 1,2 benzodioxide 4-&x-bisabolol y gera-
nil linalol

2 0.66 Isoeugenol metil éter

3 0.73 No presenta coloracion amarilla (compuestos
inactivos)

4 0.83 No presenta coloracion amarilla (compuestos
inactivos)

5 0.98 B-cariofileno,a-humuleno B-selineno, biciclo-
germacrenop-bulseno, 7-epi-selineno yp-
cadineno

Tabla 5. Actividad antibacteriana y antifingica del aceite esdrigaP. pubinervulum.

P. pubinervulum T. vulgaris

Microorganismos MIC (mg mL-1) MIC (mg mL-1)

Bacteria Gram-

Escherichia coli ATCC 8739 6.08 0.39
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 24.13 6.08

Bacteria Gram+

Staphylococcus aureus subsp. aureus ATCC 6538 3.09 1.54
Streptococcus mutans ATCC 25175 6.08 1.54
Levaduras

Candida tropicalis ATCC 13803 0.77 0,77
Candida albicans ATCC 10231 0.39 0.39

Tabla 6. HPTLC-autobiografico antimicrobiano en S. aureus.

Numero de fraccion separada del aceite por HP-TLC  Rf Contpsies

1 0.50 Elemicina, (E)-nerolidoly-asarona, dimetoxi 5 vinyl
1,2 benzodioxide 4-Gy-bisabolol y geranil linalol

0.66 No presenta decoloracion (compuestos inactivos)
0.73 No presenta decoloracion (compuestos inactivos)

0.83 No presenta decoloracion (compuestos inactivos)

a A W N

0.98 B-cariofileno, a-humuleno, 3-selineno, biciclogerma-
creno,a-bulseno, 7-epi-selineno yB3-cadineno
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Tabla 7. HPTLC-autobiografico antimicrobiano & coli.

Numero de fraccion separada del aceite por HP-TLC

Rf Contpsies

1 0.50 Elemicina, (E)-nerolidoly-asarona, dimetoxi 5 vinyl

1,2 benzodioxide 4-6y-bisabolol y geranil linalol

2 0.66 Isoeugenol metil éter

3 0.73 No presenta decoloracién (compuestos inactivos)

4 0.83 No presenta decoloracién (compuestos inactivos)

5 0.98 B-cariofileno, a-humuleno, -selineno, biciclogerma-

creno,a-bulseno, 7-epi-selineno y3-cadineno

4 Discusion

El presente estudio permitié revelar en un buen por-
centaje la composicién quimica del aceite esencial,
para las moléculas mds abundantes la confirmacién
se obtuvo por comparacién del espectro RMN H.
La actividad antioxidante no resulté ser muy ele-
vada en comparacién con el referente natural, debi-
do seguramente a que ninguno de los componen-
tes mayoritarios presentan estudios contundentes
de tener una elevada actividad antioxidante com-
parable con la del timol y el carvacrol presentes en
T. vulgaris. Los resultados de mayor interés se re-
lacionan con la evaluacion de actividad antimicro-
biana en donde se evidencian interesantes resulta-
dos en los respecta a las dos levaduras evaluadas C.
tropicales y C. albicans, en este caso en la literatura
cientifica es posible encontrar varios estudios que
avalan una elevada actividad antiftiingica en varios
de los componentes mayoritarios como por ejemplo
en el cariofileno (Sabulal et al., 2006), y en el neroli-
dol (Lee et al., 2007). De igual manera varios aceites
esenciales ricos en estos componentes han demos-
trado tener una buena actividad como es el caso de
Bidens pilosa (Deba et al., 2008) y Eugenia disentérica
(Costa et al., 2000) en aceites ricos en cariofileno y
M. quinquenervia (Lee et al., 2008) caite rico en nero-
lidol. La especie P. pubinervulum podria constituir-
se en un recurso medicinal antifingico que podria
usarse de forma sostenible por las mismas comuni-
dades indigenas que habitan en la zona sur oriental
del Ecuador y que por lo general sufren de carencia
de insumos médicos.

LA GRANJA:Revista de Ciencias de la Vid4(2) 2016:111-123.

5 Conclusién

El resultado de mayor relevancia se relaciona con la
actividad antifiingica en las dos levaduras en estu-
dio, es importante resaltar que ambas son respon-
sables de muchas afecciones en la salud, y se po-
dria plantear trabajos posteriores para evaluar di-
cha actividad en productos de aplicacion tépica. Co-
mo conclusién final tenemos que con los estudios de
composicion quimica y actividad biolégica hechas
en el aceite esencial de P. pubinervulum, se contribu-
ye a la valoracién de esta planta medicinal de uso
cotidiano en las comunidades indigenas de la ama-
zonia ecuatoriana.
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