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RESUMEN 

 

El presente trabajo de investigación de naturaleza descriptiva, transversal y 

experimental tuvo por finalidad determinar la actividad antimicrobiana in vitro de 

los aceites esenciales y extractos etanólicos de hojas de Piper acutifolium Ruiz 

& Pav., Piper carpunya Ruiz & Pav., Piper callosum Ruiz & Pav. y Piper amalago 

L., recolectadas en los departamentos de Cajamarca, Loreto y Amazonas, y la 

elucidación estructural de los componentes de sus aceites esenciales. La 

actividad antimicrobiana se evaluó mediante el método de difusión en agar y se 

determinó la Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) por el método de 

microdilución colorimétrica frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923, 

Staphylococcus aureus meticilina resistente ATCC 33591, Staphylococcus 

epidermidis ATCC 12228, Bacillus subtilis cepa ambiental, Bacillus cereus cepa 

alimentaria, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 

25922 y Candida albicans ATCC 10231. Los aceites esenciales de P. acutifolium 

Ruiz & Pav., P. callosum Ruiz & Pav. y P. amalago L. presentaron actividad 

antimicrobiana significativa frente a S. epidermidis y B. cereus, mientras que el 

extracto etanólico de P. acutifolium Ruiz & Pav. mostró actividad frente a B. 

subtilis (halos de inhibición > 18 mm). Por el método de microdilución, los aceites 

esenciales y los extractos etanólicos mostraron actividad antimicrobiana con una 

CMI de 0.12 ± 0.06 a 0.26 ± 0.09 µL/mL y una CMI de 5.86 ± 2.76 a 145.83 ± 

95.47 µg/mL solo frente a las bacterias Gram positivas en estudio. Además todos 

los aceites esenciales y el extracto etanólico de P. callosum Ruiz & Pav. 

presentaron buena actividad frente a C. albicans. La elucidación estructural se 

realizó mediante Cromatografía de Gases/ Espectrometría de Masas (CG/EM) y 

reveló que los sesquiterpenos fueron los componentes mayoritarios, seguidos de 

los monoterpenos y fenilpropanoides. 

 

Palabras clave: Piper acutifolium, Piper carpunya, Piper callosum, Piper 

amalago, actividad antimicrobiana, microdilución colorimétrica, concentración 

mínima inhibitoria, elucidación estructural, aceite esencial, extracto etanólico. 



 

SUMMARY 

 

This descriptive, transversal and experimental research aims to determine the in 

vitro antimicrobial activity of essential oils and ethanolic extracts of leaves of Piper 

acutifolium Ruiz & Pav., Piper carpunya Ruiz & Pav., Piper callosum Ruiz & Pav. 

and Piper amalago L., collected in the departments of Cajamarca, Loreto and 

Amazonas, and structural elucidation of the components of its essential oils. The 

antimicrobial activity was evaluated by the method of agar diffusion and the 

Minimum Inhibitory Concentration (MIC) by colorimetric microdilution method 

against Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus methicillin 

resistant ATCC 33591, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Bacillus 

subtilis environmental strain, Bacillus cereus food strain, Pseudomonas 

aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 25922 and Candida albicans 

ATCC 10231. The essential oils of P. acutifolium Ruiz & Pav., P. callosum Ruiz 

& Pav. and P. amalago L. showed significant antimicrobial activity against S. 

epidermidis and B. cereus, while the ethanolic extract of P. acutifolium Ruiz & 

Pav. showed activity against B. subtilis (inhibition halos > 18 mm). Using the 

microdilution method, essential oils and ethanolic extracts showed antimicrobial 

activity with a  MIC from 0.12 ± 0.06 to 0.26 ± 0.09 µL/mL and a MIC from 5.86 ± 

2.76 to 145.83 ± 95.47 µg/mL only against the Gram positive bacteria in study. In 

addition all essential oils and ethanolic extract of P. callosum Ruiz & Pav. showed 

good activity against C. albicans. The structural elucidation was performed by 

Gas Chromatography/Mass Spectrometry (GC/MS) and found that 

sesquiterpenes were the major components followed by monoterpenes and 

phenylpropanoids. 

 

Keywords: Piper acutifolium, Piper carpunya, Piper callosum, Piper amalago, 

antimicrobial activity, colorimetric microdilution, minimum inhibitory 

concentration, structural elucidation, essential oil, ethanolic extract. 
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I INTRODUCCIÓN 

 

El Perú, considerado el tercer país más megadiverso del planeta, ha proveído 

importantes aportes de especies y variedades para el mundo. La flora peruana 

comprende alrededor de 50 mil especies (20% de las existentes en la Tierra) de 

las que 2000 han sido utilizadas con fines curativos. Actualmente, esta riqueza 

de promisorios agentes terapéuticos vegetales aunada al conocimiento 

ancestral de su uso etnofarmacológico constituyen un valioso recurso ofreciendo 

grandes posibilidades para el descubrimiento de nuevos compuestos con 

actividad antimicrobiana (1). 

 

Por otro lado, las enfermedades infecciosas representan un problema crítico de 

salud pública y una de las principales causas de morbilidad y mortalidad a nivel 

mundial (2). La Organización Mundial de la Salud ha alertado sobre la existencia 

de tasas muy altas de resistencia a los agentes antimicrobianos por parte de las 

bacterias causantes de infecciones comunes adquiridas en la comunidad 

(infecciones del tracto urinario, infecciones de heridas, infecciones del torrente 

sanguíneo y neumonía), en todas las regiones del planeta (3). Los fármacos 

disponibles actualmente no siempre son eficaces debido a que poseen una 

toxicidad importante, producen recurrencia o causan resistencia (4). Por esta 

razón hay una necesidad de búsqueda de agentes alternativos derivados de 

plantas medicinales que puedan inhibir los microorganismos por mecanismos 

diferentes a los de uso actual,  los cuales comprenden sustitutos más seguros o 

más eficaces para agentes antimicrobianos producidos sintéticamente (5). 

 

Aproximadamente entre 25 y 50% de los fármacos son derivados de plantas. A 

pesar de los avances en química médica, que han permitido la síntesis de 

compuestos químicos, algunos medicamentos importantes de la medicina 

científica son todavía derivados directamente de las plantas por ser más 

económicos o por su complejidad. Las plantas son ricas en una gran variedad 
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de metabolitos secundarios como taninos, terpenoides, alcaloides y flavonoides, 

los cuales han demostrado poseer propiedades antimicrobianas in vitro (6). 

 

La susceptibilidad in vitro a los aceites esenciales y extractos de plantas ha sido 

probada ante una amplia gama de bacterias patógenas (6,7) siendo éstas 

importantes en la salud humana, lo que convierte a esta investigación en una 

oportunidad para aprovechar nuestra biodiversidad biológica y el potencial 

invaluable de las plantas medicinales como fuente de desarrollo de nuevos 

agentes antimicrobianos y/o fitomedicinas estandarizadas. 

 

Asimismo, aunque la actividad biológica de los aceites esenciales y extractos  ha 

sido confirmada en muchos estudios, los datos recogidos muestran una gran 

variabilidad. Las causas de ese comportamiento parecen ser las diferencias en 

la composición de las materias de estudio debido a factores genéticos, 

geobotánicos y ambientales principalmente. Es por eso que resulta de interés la 

identificación de los principales constituyentes responsables de la actividad 

antimicrobiana de las especies en estudio (8,9). 

 

El presente trabajo de investigación fue realizado en el Instituto de Investigación 

de Química Biológica, Microbiología y Biotecnología “Marco Antonio Garrido 

Malo” y gracias a la colaboración de la Cátedra de Farmacognosia y Medicina 

Tradicional de la Facultad de Farmacia y Bioquímica de la Universidad Nacional 

Mayor de San Marcos.  
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1.1 Objetivo general 

 

Determinar la actividad antimicrobiana in vitro de cuatro especies del género 

Piper y la elucidación estructural de los componentes de sus aceites esenciales. 

 

1.2 Objetivos específicos 

 

Determinar la actividad antimicrobiana in vitro de los aceites esenciales y 

extractos etanólicos de Piper acutifolium Ruiz & Pav, Piper carpunya Ruiz & 

Pav., Piper callosum Ruiz & Pav. y Piper amalago L. por el método de difusión 

en agar y microdilución en placa frente a ocho microorganismos de importancia 

en salud pública. 

 

Realizar la elucidación estructural mediante Cromatografía de Gases/ 

Espectrometría de Masas (CG/EM) de los componentes de los aceites 

esenciales de Piper acutifolium Ruiz & Pav, Piper carpunya Ruiz & Pav., Piper 

callosum Ruiz & Pav. y Piper amalago L. 

 

1.3 Hipótesis 

 

Los aceites esenciales y extractos etanólicos de Piper acutifolium Ruiz & Pav, 

Piper carpunya Ruiz & Pav., Piper callosum Ruiz & Pav. y Piper amalago L. 

poseen actividad antimicrobiana in vitro. 
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II GENERALIDADES 

2.1 Familia Piperaceae 

 

La familia Piperaceae se caracteriza porque sus especies son hierbas, arbustos 

o pequeños árboles. Posee un tallo con haces vasculares y nudos articulados o 

engrosados. Presenta hojas alternas rara vez opuestas o verticiladas, 

pecioladas, enteras, con estípulas adheridas al peciolo cuando existen, 

palmatinervias o penninervias, a menudo carnosas. Sus flores son muy 

pequeñas, con brácteas, generalmente bisexuales o a veces unisexuales, 

aclamídeas, por lo común reunidas en espigas densas y carnosas, o espigas 

umbeladas. Tienen un androceo de 1-10 estambres, hipóginos de filamentos 

cortos, generalmente libres, a veces adheridos a la base del ovario; anteras con 

2 lóculos distintos o confluyentes hasta parecer uniloculares, con dehiscencia 

longitudinal; fruto con drupa pequeña (a menudo equivocadamente descrita 

como baya); semillas menudas con endosperma y embrión pequeño (10). 

 

La familia Piperaceae pertenece al orden Piperales, el orden más rico en 

especies entre las angiospermas basales. Este orden comprende cinco familias 

(Aristolochiaceae, Hydnoraceae, Lactoridaceae, Piperaceae, Saururaceae) con 

más de 3610 especies (11). La familia Piperaceae es reconocida en el Perú por 

presentar tres géneros y 830 especies (12). 

 

Se encuentra en las regiones tropicales y subtropicales del mundo (13). En el 

Neotrópico la familia se encuentra especialmente bien representada en los 

bosques andinos de media a baja elevación y es poco común en la selva tropical 

de la Amazonia central. Su utilización es muy diversa habiendo especies como 

especias: pimienta negra y blanca (frutos de Piper nigrum), como ornamental 

(Peperomia) y en medicina tradicional popular (Piper). 

 

El género más rico en especies es Piper. Esta familia requiere mayor atención 

tanto en su taxonomía como en la representación en los herbarios. Los taxones 
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endémicos se encuentran principalmente en las regiones Bosques Húmedos 

Amazónicos, Bosques Muy Húmedos Montanos y Bosques Muy Húmedos 

Premontanos, entre los 100 y 2700 m de altitud (12). 

 

2.2 Género Piper 

 

Este género comprende, arbustos, hierbas o enredaderas y raras veces árboles. 

Son conocidos como “cordoncillos” debido a la presencia de diminutas flores 

agrupadas en una inflorescencia en forma de espiga o en racimos, con androceo 

formado entre 1-10 estambres y gineceo de 1-4 carpelos, poseen tallos 

elongados nudosos. Hojas alternas, pecioladas, simples, enteras o lobuladas 

solo en la base, iguales en la base foliar o desiguales con un lado más corto en 

el pecíolo, a veces peltada unidas al pecíolo, variando en textura desde 

membranosas hasta gruesas y coriáceas, de superficie lisa, rugosa en el haz 

hasta alveolada en el envés, mostrando a menudo, especialmente en el envés, 

puntos glandulares pálidos u oscuros o conspicuamente alados, más o menos 

vaginados, en la base diminutos puntos translúcidos. Pecíolo con márgenes 

usualmente angostos o con trayecto hasta la base foliar. Inflorescencia 

pedunculada con una espiga solitaria, sencilla opuesta a la hoja, lineal-cilíndrica, 

erecta, ascendente, o péndula, recta o raramente recurvada o arqueada. Flores 

numerosas, usualmente agrupadas densamente o con menos frecuencia, más 

aisladas y distantes, principalmente sésiles. Fruto con una semilla, carnoso o 

seco, globoso, piramidal invertido, cilíndrico o turbinado, redondo o anguloso, a 

veces comprimido lateralmente, trígono o cuadrangular, liso glabro, apilado-

pulverulento o hispiduloso, especialmente hacia arriba y alrededor del ápice 
(14,15). 

 

El género Piper se caracteriza por tener un gran número de especies 

ampliamente distribuidas a nivel mundial  tendiendo alrededor de 2000 especies 

identificadas, principalmente en las regiones tropicales y subtropicales (16). El 

Perú,  por sus aspectos de ubicación, clima y suelo especiales, posee diversos 
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tipos de bosques y otras formas de vegetación con un gran número de especies 

vegetales, entre las que se encuentran alrededor de 483 especies del género 

Piper (17). 

 

 

Figura 1: Distribución geográfica del género Piper. El número de especies son 

las estimaciones para cada uno de los centros de diversidad del grupo (16). 

 

Las especies del género Piper tienen importancia comercial, económica y 

medicinal (18). En el Perú, varias especies de Piper conocidas con el nombre 

popular de “matico”, “nudillo” o “palo soldado”, son empleadas en la medicina 

tradicional en el tratamiento de constipados y neumonía, como antiinflamatorio, 

antiséptico, en el tratamiento de infecciones vaginales, dolencias digestivas y 

bronquiales (19). 
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2.3 Aspectos botánicos de las especies en estudio  

 

A continuación describimos las especies vegetales utilizadas en la presente 

investigación. 

 

2.3.1 Piper acutifolium Ruiz & Pav. 

 

Clasificación taxonómica: 

DIVISION :  MAGNOLIOPHYTA 
CLASE :  MAGNOLIOPSIDA 
SUBCLASE :  MAGNOLIIDAE 
ORDEN :  PIPERALES 
FAMILIA :  PIPERACEAE 
GENERO :  Piper 
ESPECIE :  Piper acutifolium Ruiz & Pav. 

 

Sinónimos: Artanthe acutifolia (Ruiz & Pav.) Miq., Piper acutifolium var. Stuebelii 

Trel. in J.F.Macbr., Piper mandonii C. DC., Piper mandonii C. DC., Steffensia 

acutifolia (Ruiz & Pav.) Kunth., Piper acutifolium var. acutifolium (20-22). 

 

Nombres comunes: Matico, Hierba del soldado (23). 

 

Descripción: Planta delgada erecta de 4 m de alto, tallos verdes, glabros, los 

nudos hinchados, hojas con corto peciolo, la superficie escabrosa, ovada, de 

15x9 cm oblicuamente redondeada en la base, largamente atenuada en el ápice, 

glabra; nervadura secundaria mayor, levantada desde la mitad inferior de la vena 

medial, flores aclamídeas, inflorescencia en espiga o racimosa, de hasta 4 mm 

de grosor y 18 cm de largo, curvada, blancal (24). 

 

Distribución geográfica: En el Perú la especie se encuentra en los 

departamentos de Amazonas, Apurímac, Cajamarca, Cuzco, Huánuco y 

Pasco (25). En Sudamérica se encuentra además en Ecuador y Bolivia (17,22). 

 

http://www.tropicos.org/Name/25004517?projectid=5
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Usos de la especie: En el lugar de recolección la infusión de las hojas es 

utilizada como desinfectante y desinflamante de heridas, para lograr mayor 

efecto se aplican las hojas ligeramente calentadas sobre las heridas y abscesos. 

El cocimiento de las hojas es también utilizado para lavados íntimos. También 

es utilizada para tratamiento de la dispepsia (23). 

 

Tabla 1. Ficha de recolección de Piper acutifolium Ruiz & Pav. 

Nombre científico: Piper acutifolium Ruiz & Pav. 
Lugar de 
recolección  

Distrito de Pulán, Provincia de Santa Cruz, 
Departamento de Cajamarca. 

Geografía Matorrales y en bosque Nublado (bosque montano 
bajo). 

Altitud 2000 msnm. 

Hábitat 
Bosque nublado donde las lluvias están ausentes solo 
en  los meses de julio a setiembre. Prospera en suelos 
húmedos de preferencia cerca a los arroyos. 

Usos medicinales 
en la zona de 
recolección  

Desinfectante y desinflamante de heridas, antiséptico 
de uso íntimo, cicatrizante en gastritis y úlcera gástrica. 

Fecha de 
recolección Mes de mayo en época lluviosa. 

 

 

 

 

Figura 2. Piper acutifolium Ruiz & Pav. (26).  
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2.3.2 Piper carpunya Ruiz & Pav. 

 

Clasificación taxonómica: 

DIVISION :  MAGNOLIOPHYTA 
CLASE :  MAGNOLIOPSIDA 
SUBCLASE :  MAGNOLIIDAE 
ORDEN :  PIPERALES 
FAMILIA :  PIPERACEAE 
GENERO :  Piper 
ESPECIE :  Piper carpunya Ruiz & Pav. 

 

Sinónimos: Carpunya lessertiana (Miq.), Carpunya peruviana Presl., Carpupica 

odorata Rafin., Ottonia carpunya (Ruiz & Pav.) Miq., Ottonia lessertiana Miq., 

Piper cocherense Trel., Piper colombianum C. DC., Piper glabrirameum C. DC., 

Piper nieblyanum C. DC., Piper pallidirameum C. DC., Schilleria carpunya (Ruiz 

& Pav.) Kunth. (20,25). 

 

Nombres comunes: Carpundia, Condorcillo, Cordoncillo aromático u oloroso, 

Guaviduca, Guabiduca Dulce (23,27–29). 

 

Descripción: Planta de unos 2-3 m. de alto con tronco nudoso, corteza externa 

con anillos horizontales. Hojas simples, alternas y dísticas, de lanceoladas hasta 

elípticas, con ápice acuminado, base aguda, de 9-14 cm de longitud y 4-7 cm de 

ancho, peciolo de 8-10 mm de longitud vaginado en la base. Inflorescencias en 

espigas de color blanco a verde, erguidas, de 7 a 11 cm de longitud y 3 mm de 

diámetro, se agrupan densamente en bandas transversales con pedúnculo de 6-

8 mm de longitud. Flores pequeñas rodeadas por brácteas ovoides hasta 

redondas, corta y fuertemente fimbriadas en los márgenes; anteras con tecas de 

0.2 mm de longitud, poseen estigmas largos y sésiles (27). 

 

Distribución geográfica: En el Perú la especie se encuentra en los 

departamentos de Amazonas, Huánuco y Cajamarca. Posee una amplia 

distribución en Ecuador en las provincias de Azuay, Chimborazo, Napo, Pastaza 

y Pichincha. Además se encuentra en Colombia y Costa Rica (28–30). 
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Usos de la especie: Las hojas de Piper carpunya Ruiz & Pav. son ampliamente 

utilizadas en la medicina popular de los países tropicales y subtropicales de 

América del Sur como antiinflamatorio, antiulceroso, antidiarreico y 

antiparasitario, así como para las dolencia de irritaciones de la piel (31). En el 

lugar de recolección, las hojas molidas son aplicadas sobre heridas actuando 

como un desinflamante, adicionalmente con éstas se puede preparar un “caldo 

de carpundia” que es utilizado como digestivo, carminativo y antiflatulento. La 

infusión de las hojas es tomada por los pobladores como tratamiento para 

resfríos y constipados. También es utilizada para el tratamiento de bronquitis (23). 

 

Tabla 2. Ficha de recolección de Piper carpunya Ruiz & Pav. 

Nombre científico: Piper carpunya Ruiz & Pav. 
Lugar de 
recolección 

Distrito de San José de Lourdes, Provincia de San 
Ignacio, Departamento de Cajamarca. 

Geografía Bosque montano, en suelos secos con vegetación 
secundaria 

Altitud 1112 msnm. 

Hábitat Bosque montano. Prospera en suelos secos, de tipo 
franco arcilloso. 

Usos medicinales 
en la zona de 
recolección 

Digestivo, carminativo, antiflatulento, desinflamante. 

Fecha de 
recolección Mes de mayo en época lluviosa. 

 

 

 

Figura 3. Piper carpunya Ruiz & Pav. (32). 
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2.3.3 Piper callosum Ruiz & Pav. 

 

Clasificación taxonómica: 

DIVISION :  MAGNOLIOPHYTA 
CLASE :  MAGNOLIOPSIDA 
SUBCLASE :  MAGNOLIIDAE 
ORDEN :  PIPERALES 
FAMILIA :  PIPERACEAE 
GENERO :  Piper 
ESPECIE :  Piper callosum Ruiz & Pav. 

 

Sinónimos: Oxodium callosum (Ruiz & Pav.) Rafin., Peltobryon callosum (Ruiz 

& Pav.) Miq., Peltobryon poeppigii Klotzsch ex Miq., Piper benianum Trelease, 

Piper callosum var. franciscoanum C. DC., Piper poeppigii (Klotzsch) C. DC., 

Piper scabrum Poepp. ex Kunth,, Schilleria callosa (Ruiz & Pav.) 

Kunth. (20-22,25,33). 

 

Nombres comunes: Huayusa macho, Guayusa, Condorcillo, Condorcillo 

guayusa (27). Elixir paregórico, Ventre-livre, Erva de soldado y Oleo-elétrico 

(portugués) (33). 

 

Descripción: Planta de unos 3 m de alto, perenne y con tronco nudoso. Corteza 

externa con anillos horizontales en todo el tronco. Hojas simples, alternas y 

dísticas, elípticas a veces lanceoladas, con ápice acuminado, la base aguda y 

equilátera, de 8 a 13 cm de longitud y de 4.5 a 7 cm de ancho; nervios 

secundarios pinnados, oblicuos. Peciolo calloso, glabro y corto, de 8 a 10 mm de 

longitud, vaginado en la base. Inflorescencias en espigas de color blanco o 

crema, erguidas, de 2- 2.5 cm de longitud y 2-3 mm de diámetro, se agrupan 

densamente en bandas transversales, pedúnculos glabros de unos 7 mm de 

longitud. Flores pequeñas, rodeadas por brácteas redondas, cortas y 

densamente fimbriadas en los márgenes; anteras con tecas de 0.3 mm de 

longitud, lateralmente dehiscentes con estimas alargados (27). 
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Distribución geográfica: En el Perú la especie se encuentra en los 

departamentos de Amazonas, Ayacucho, Huánuco, Junín, Pasco, Loreto, Madre 

de Dios, San Martín, Ucayali (21,25,25,33). Posee una amplia distribución en Bolivia 

incluyendo las provincias de Beni, Cochabamba, La Paz, Pando y Santa Cruz 
(22,34). Además puede encontrarse en Ecuador y Brasil (35,36). 

 

Usos de la especie: La especie es utilizada ampliamente en medicina popular 

en la región Amazónica (35). En el lugar de recolección la infusión de las hojas es 

utilizada como antidiarreico, energético, estimulante del apetito, diurético, 

digestivo y depurativo. Según conocimiento popular los pobladores suelen 

utilizar la especie para baños de florecimiento. 

 

Tabla 3. Ficha de recolección de Piper callosum Ruiz & Pav. 

Nombre científico: Piper callosum Ruiz & Pav. 
Lugar de 
recolección 

Distrito de Iquitos, Provincia de Maynas, Departamento 
de Loreto. 

Geografía 
Planta silvestre y en proceso de domesticación 
alrededor de las casas de algunas comunidades 
nativas de la selva amazónica. 

Altitud 120 msnm. 

Hábitat Bosque siempre húmedo de la selva baja, en zonas no 
inundables. 

Usos medicinales 
en la zona de 
recolección 

Antidiarreico, energético, estimulante del apetito, 
diurético, digestivo y depurativo. 

Fecha de 
recolección 

Mes de mayo en época que va disminuyendo las lluvias 
en la selva baja. 

 

 

Figura 4. Piper callosum Ruiz & Pav.(37). 
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2.3.4 Piper amalago L. 

 

Clasificación taxonómica: 

DIVISION :  MAGNOLIOPHYTA 
CLASE :  MAGNOLIOPSIDA 
SUBCLASE :  MAGNOLIIDAE 
ORDEN :  PIPERALES 
FAMILIA :  PIPERACEAE 
GENERO :  Piper 
ESPECIE :  Piper amalago L. 

 

Sinónimos: Artanthe plantaginea (Lam.) Miq., Artanthe saururoides (Desv. ex 

Ham.) Miq., Enckea amalago (L.) Griseb., Enckea amalago var. hirtella Griseb., 

Enckea ceanothifolia Kunth, Enckea sieberi Miq., Enckea vernicea Miq., Ottonia 

plantaginea (Lam.) Endl., Piper amalago f. ceanothifolium (Humb., Bonpl. & 

Kunth) J.A. Steyermark, Piper amalago var. medium (Jacq.) Yunck., Piper 

berlandieri C. DC., Piper calvescens Trel., Piper ceanothifolium Kunth, Piper 

cobanense Trel., Piper cobanense var. sarculatum Trel., Piper 

cojimaranum Trel., Piper comayaguanum Trel., Piper commutatum Steud., Piper 

cubilquitzianum C. DC., Piper decrescens (Miq.) C. DC., Piper gaumeri Trel., 

Piper henshenii C. DC., Piper hispaniolae Trel., Piper lundellianum Trel., Piper 

lundellii Trel., Piper macintoshii Trel. & Stehle, Piper 

medium var. ceanothifolium (Kunth) Trel. & Yunck., Piper plantagineum Schltdl., 

Piper realgoanum C. DC., Piper reticulatum Vell., Piper richardianum C. DC., 

Piper richardianum var. glabrifolium C. DC., Piper richardianum var. latilimbum 

C. DC., Piper saururoides Ham., Piper siguatepequense Trel., Piper 

syringifolium Balb. ex Kunth, Piper tiguanum C. DC., Piper vaccinum Standley & 

Steyerm., Piper victorianum C. DC., Piper wilsonii Trel., Piper wulfschlaegelii C. 

DC., Steffensia plantaginea Kunth. (20,21,38–41,41). 

 

Nombres comunes: Matico, Palo soldado, Condorcillo Chico. Lum Pom, 

Puchuch, Tzac al bak (Maya) (42). 
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Descripción: Planta de unos 5 m de altura, con tronco nudoso que le otorga una  

apariencia articulada a la planta. Flores en espigas erectas como colas de ratón, 

no se curvan, oponiéndose a las hojas. Hojas lanceoladas, elípticas u oblongas, 

acuminadas en la punta, con 4 a 14 cm de largo y 2 a 7 cm de ancho, con nervios 

principales derivados de la base de la hoja. Flores pequeñas, de color blanco a 

amarillo, acomodadas a manera de cordón cubriendo los picos más corto o más 

largo que las hojas (43). 

 

Distribución geográfica: Posee una amplia distribución en Centroamérica 

incluyendo los países de Guatemala (44), El Salvador (45), Honduras (38), Panamá 
(39) y Costa Rica (46); en Guatemala la planta puede encontrase en los 

departamentos de Alta Verapaz, Baja Verapaz, Chimaltenango, Escuintla, 

Guatemala, Huehuetenango, Izabal, Petén, Quetzaltenango, Retalhuleu, 

Sacatepéquez, San Marcos, Sololá, Suchitepéquez y Zacapa (44); en El Salvador 

puede encontrase en los departamentos de Ahuachapán, La Libertad, La Paz, 

La Unión, Mozarán, San Miguel, San Salvador, Santa Ana, Sonsonate y Usulatán 
(45). En el Perú la especie se encuentra en los departamentos de Amazonas y 

San Martín (25). Además puede encontrarse en Ecuador, Brasil, Bolivia, México, 

Jamaica, Venezuela y Surinam (21,45,47). 

 

Usos de la especie: Se ha utilizado en la medicina popular como un 

antiinflamatorio, analgésico, antipirético, diurético, cicatrizante, antihemorrágico, 

antimicrobiano y para aliviar problemas de pecho y estómago  (27,48–50). En el 

lugar de recolección el jugo de las hojas verdes se utiliza como cicatrizante, 

desinfectante y antihemorrágico. El jugo de las hojas y peciolos se escurre sobre 

las heridas para cicatrizarlas. 

Adicionalmente es utilizada tradicionalmente por los curanderos mayas para el 

tratamiento de "susto", un síndrome cultural. Esto ha generado recientes 

investigaciones que demuestran que la especie presenta actividad ansiolítica (51). 
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Tabla 4. Ficha de recolección de Piper amalago L. 

Nombre científico: Piper amalago L. 
Lugar de 
recolección  

Distrito de Camporredondo, Provincia de Luya, 
Departamento de Amazonas. 

Geografía Planta silvestre que está asociada a la selva tropical en 
bosque seco espinoso del valle del marañón. 

Altitud 1400 msnm. 

Hábitat 

Bosque seco y bosque montano bajo, se encuentra en 
los cercos de chacras y zonas alteradas por la 
agricultura, de preferencia  en suelo franco arenoso, en 
vegetación secundaria influenciado por la humedad del 
agua de los ríos, quebradas  o arroyos permanentes 

Usos medicinales 
en la zona de 
recolección  

Cicatrizante, desinfectante y antihemorrágico.  

Fecha de 
recolección Mes de julio en  época de verano con lluvias atípicas.  

 

 

 

Figura 5. Piper amalago L. (42).  
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2.4 Plantas medicinales 

 

El empleo de las plantas medicinales con fines curativos es una práctica que 

data desde tiempos inmemoriales. El hombre siempre ha buscado y encontrado 

en las plantas los remedios contra las enfermedades. Descubrió que algunas 

plantas son buenas como alimentos y otras tienen propiedades curativas. Ese 

fue el primer paso en el largo proceso de selección y separación de especies 

medicinales de las tóxicas (52). Durante mucho tiempo los remedios naturales, y 

sobre todo las plantas medicinales, fueron el principal e incluso el único recurso 

del que disponían los médicos. Esto hizo que se profundizara en el conocimiento 

de las especies vegetales que poseen propiedades medicinales y se amplíe sus 

experiencias en el empleo de los productos que de ellas se extraen, como lo son 

los aceites esenciales y los extractos (53). 

 

Las plantas medicinales constituyen un recurso valioso en los sistemas de salud 

de los países en desarrollo. Aunque no existen datos precisos para evaluar la 

extensión del uso global de plantas medicinales, la Organización Mundial de la 

Salud (OMS) ha estimado que más del 80% de la población mundial utiliza 

rutinariamente la medicina tradicional para satisfacer sus necesidades de 

atención primaria de salud y que gran parte de los tratamientos tradicionales 

implica el uso de extractos de plantas, aceites esenciales o sus principios activos 
(54,55). 

 

En el Perú, la riqueza de las plantas medicinales es muy amplia y está 

enmarcada dentro de más de 4400 especies con usos conocidos por las 

poblaciones locales (19). Nuestro país presenta una riqueza y megadiversidad de 

plantas medicinales nativas, que es uno de los pilares de la etnofarmacología y 

la medicina tradicional desde la época del Incanato hasta la actualidad, siendo 

estas utilizadas en forma empírica por sus bondades terapéuticas en el cuidado 

y restauración de la salud (56). 
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2.5 Métodos para evaluar la actividad antimicrobiana 

 

Los ensayos de evaluación de la actividad antimicrobiana hace unas décadas 

eran inconsistentes, no contaban con métodos estandarizados y eran muy poco 

reproducibles ya que muchos factores influían en el resultado de éstos, como el 

tamaño del inóculo, la composición y el pH del medio, la temperatura y duración 

de la incubación, etc. (57,58). 

 

El Comité Nacional de Normas de Laboratorio Clínico (National Committee for 

Clinical Laboratory Standards, NCCLS), actualmente el Instituto de Estándares 

Clínicos y de Laboratorio (Clinical and Laboratory Standards Institute, CLSI) 

durante más de 40 años ha desarrollado y promovido el uso de guías de 

prácticas clínicas y de laboratorio manteniendo los estándares e impulsando las 

prácticas de calidad. A continuación se describen los tres métodos aceptados 

por el CLSI que han demostrado proporcionar de forma coherente resultados 

reproducibles y repetibles (59). 

 

a. Difusión en agar 

Difusión de un agente antimicrobiano a una concentración conocida desde 

discos, tabletas, tiras, o pozos que sirven como reservorio en el medio de cultivo 

sólido que ha sido sembrado con un inóculo seleccionado aislado en un cultivo 

puro. La difusión en agar se basa en la determinación de una zona de inhibición 

proporcional a la susceptibilidad bacteriana del antimicrobiano presente en el 

disco o pozo. El diámetro de esta zona de inhibición alrededor del disco o pozo 

se correlaciona inversamente con la concentración mínima inhibitoria (CMI) de 

la bacteria de ensayo. En general, cuanto mayor sea la zona de inhibición, menor 

es la concentración de agente antimicrobiano necesario para inhibir el 

crecimiento de los organismos. Sin embargo, esto depende de la concentración 

de antibiótico en el disco o pozo y su capacidad de difusión en el agar (60). 
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Este método es frecuentemente utilizado para investigación, pero tiene la 

desventaja de ser poco representativo en casos en los cuales la muestra difunde 

con dificultad en el medio debido a la inexistente relación entre el poder de 

difusión y la actividad antimicrobiana lo cual fue demostrado por Pellecuer et al. 
(61,62). 

 

b. Dilución en caldo 

Técnica en la que una suspensión de bacterias a una concentración óptima o 

adecuada predeterminada se comprueba frente a concentraciones variables de 

un agente antimicrobiano (por lo general diluciones dobles seriadas) en un medio 

líquido de la formulación predeterminada. El método de dilución en caldo se 

puede realizar ya sea en tubos que contienen un volumen mínimo de 2 mL 

(macrodilución) o en volúmenes más pequeños utilizando placas de 

microtitulación (microdilución). El uso de estas placas, con un protocolo de 

pruebas documentado, incluyendo la especificación de los organismos de 

referencia adecuados, facilitará la comparabilidad y la reproducibilidad de los 

resultados (63,64). 

Las ventajas de este método son su simplicidad, sensibilidad, reproducibilidad, 

rapidez, facilidad de estandarizar y de procesar una gran cantidad de muestras; 

además de ofrecer la posibilidad de utilizarla en el estudio de antimicrobianos 

solubles en agua o muestras insolubles como aceites esenciales (61). 

 

c. Dilución en agar 

El método de dilución en agar implica la incorporación de concentraciones 

variables de un agente antimicrobiano en un medio de agar, por lo general 

utilizando diluciones dobles seriadas, seguido de la aplicación de un inóculo 

bacteriano definido a la superficie de agar de la placa (63,64). 
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2.6 Metabolitos secundarios como agentes antimicrobianos 

 

Muchas de las propiedades terapéuticas que se les atribuyen a las plantas 

provienen principalmente de los metabolitos secundarios, los cuales son 

compuestos químicos derivados de la biosíntesis, transformación y degradación 

de éstos en proteínas de especialización y que resultan de procesos de 

diferenciación, clasificándose de acuerdo a su significado biológico y función en 

la planta (65). 

 

Los efectos medicinales beneficiosos de materiales vegetales típicamente 

resultan de las combinaciones de metabolitos secundarios presentes en la 

planta. Algunos de los metabolitos presentan actividad biológica contra agentes 

patógenos de humanos ofreciendo una fuente alternativa de los recursos 

disponibles en el combate de enfermedades infecciosas (66,67). Los grupos de 

metabolitos más importantes que se han reportado como agentes 

antimicrobianos, de acuerdo a Daciana & Bara (68), son los siguientes: 

 

a. Fenoles, polifenoles simples y ácidos fenólicos. El ácido caféico es un 

ejemplo de estos compuestos y es efectivo contra virus, bacterias y 

hongos. Se cree que los grupos hidroxilo que tienen este tipo de 

compuestos son los que son responsables de su toxicidad contra 

microorganismos patógenos.  

 

 

Figura 6. Estructura del ácido caféico (68). 

 

b. Quinonas. Grupo de compuestos aromáticos altamente reactivos con dos 

sustituciones de cetonas. Son ubicuos en la naturaleza y se caracterizan 

por ser altamente reactivos. Se caracterizan por su compleja 

irreversibilidad al combinarse con los aminoácidos de las proteínas, con 

lo cual las inactivan provocando que pierdan sus funciones. Los probables 
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objetivos en la célula microbiana son adhesinas expuestas en la 

superficie, polipéptidos de la pared celular, y las enzimas unidas a la 

membrana.  

 

Figura 7. Estructura de Quinonas (68). 

 

c. Flavonoides, flavonas, y flavonoles. Compuestos fenólicos con un 

grupo carbonilo. Los flavonoides también contienen grupos hidroxilo y se 

agrupan generalmente a un anillo aromático. Su actividad antimicrobiana 

probablemente se deba a su capacidad para formar complejos con las 

proteínas extracelulares y para formar complejos con las paredes 

celulares bacterianas, como se describió anteriormente para quinonas.  

Los flavonoides que son lipofílicos también pueden romper las 

membranas microbianas. Adicionalmente se ha demostrado que los 

flavonoides presentan efectos inhibidores contra múltiples virus.  

 

 

 

Figura 8. Estructura general de las flavonas (68). 

 

d. Taninos. Grupo de compuestos fenólicos poliméricos que poseen la 

capacidad de unirse a proteínas y desnaturalizarlas (astringencia). Se 

dividen en dos grupos: hidrolizables y condensados. Los taninos 

hidrolizables se basan en el ácido gálico, por lo general como múltiples 

ésteres con D-glucosa, mientras que los más numerosos taninos 

condensados (a menudo llamadas proantocianidinas) se derivan a partir 

de monómeros de flavonoides. Los taninos también se pueden formar por 

la polimerización de unidades de quinonas. 



21 

 

A . B.  

Figura 9. Estructuras de taninos. A: Tanino condensado.  

B: Tanino hidrolizable (68). 

 

Se le atribuyen capacidades biológicas tales como estimulación de las 

células fagocíticas, la actividad tumoral mediados por el huésped,  y una 

amplia gama de acciones antiinfecciosas contra bacterias, levaduras, 

hongos filamentosos, etc. Su capacidad antimicrobiana proviene de su 

habilidad para inactivar adhesinas, enzimas, proteínas de transporte, etc.  

 

e. Cumarinas. Compuestos fenólicos resultado de la fusión de anillos 

bencénicos y pironas. Las actividades más representativas que tiene son 

antiinflamatorias, vasodilatadoras y antitrombóticas. Los reportes sobre su 

actividad antimicrobiana son escasos por lo que se necesita mayor 

información de éstos. Adicionalmente, se ha reportado que algunos 

compuestos de este grupo tienen actividades fungicidas.  

 

Figura 10. Estructura de las cumarinas (68). 

 

f. Terpenos, terpenoides y aceites esenciales. Los aceites esenciales 

contienen metabolitos secundarios que están altamente enriquecidos en 

compuestos basados en una estructura de isopreno. Entre ellos se 

encuentran los hemiterpenos (C5), terpenos (C10), sesquiterpenos (C15), 

diterpenos (C20), sesterpenos (C25), triterpenos (C30), tetraterpenos (C40) 
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y politerpenos (>C40). Cuando los compuestos contienen elementos 

adicionales, por lo general el oxígeno, se denominan terpenoides. La 

fragancia de las plantas se realiza en la fracción denominada quinta 

esencia o aceite esencial. Estos aceites esenciales se encuentran 

reportados como antibacterianos, fungicidas, antivirales y antiparasitarios.  

 

 
 

 

 

Figura 11. Estructura del mentol (68). 

 

g. Lecitinas y polipéptidos: Se encuentran reportados como 

antimicrobianos tóxicos ante levaduras, bacterias Gram negativas y Gram 

positivas. Generan un reciente interés por su acción antiviral. 

 

h. Alcaloides. Grupo de compuestos muy diversos que se consideran uno 

de los grupos de metabolitos más eficientes y terapéuticamente más 

significativos. Las actividades biológicas más representativas que tienen 

son como analgésicos, antiespasmódicos y antibacterianos. 

Generalmente son muy tóxicos por lo que cuando se les utiliza como 

agentes terapéuticos, la cantidad empleada debe ser mínima. 

 

Figura 12. Estructura de un alcaloide (Berberina) (68). 
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III PARTE EXPERIMENTAL 

3.1 Materiales y equipos  

 

Material vegetal 

 Piper acutifolium Ruiz & Pav. 

 Piper carpunya Ruiz & Pav. 

 Piper callosum Ruiz & Pav. 

 Piper amalago L. 

 

 

Material biológico 

 Staphylococcus aureus ATCC 25923 

 Staphylococcus aureus meticilina resistente ATCC 33591 

 Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 

 Bacillus subtilis cepa ambiental 

 Bacillus cereus cepa alimentaria 

 Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

 Escherichia coli ATCC 25922 

 Candida albicans ATCC 10231 

 

 

Materiales 

 Pipetas de vidrio 2 mL, 5 mL y 10 mL 

 Probetas de vidrio 100 mL y 500 mL 

 Beakers de vidrio 250 mL 

 Frascos ámbar de vidrio 150 mL 

 Tips de 100 μL y 1000 μL 
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 Sacabocados 

 Placas Petri de plástico 

 Tubos de ensayo de vidrio 

 Baguetas de vidrio 

 Micropipetas (Eppendorf) 

 Micropipeta multicanal (Eppendorf) 

 Viales de vidrio 

 Microplaca estéril de 96 pozos con fondo en U (Brand) 

 

 

Reactivos 

 Etanol Q.P. (Merck) 

 Sulfato de sodio anhidro (Merck) 

 Dimetilsulfóxido (Merck) 

 Resazurina (Sigma-Aldrich) 

 Ketoconazol (Potencia: 100.50%, Laboratorios Induquímica)  

 Ciprofloxacino (Potencia: 94.10 %, Laboratorios Induquímica) 

 Agua destilada 

 

 

Medios de cultivo 

 Medio RPMI 1640 con glutamina sin bicarbonato (Sigma-Aldrich) 

 Buffer ácido morfolino propanosulfónico (MOPS) (Sigma-Aldrich) 

 Agar Dextrosa Sabouraud al 4% (Merck) 

 Agar Mueller Hinton (Merck) 

 Agar Tripticasa Soya (Merck) 

 Caldo Mueller Hinton (Merck) 
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Equipos  

 Autoclave (Chincan LDZX-50KBS) 

 Equipo de destilación por arrastre de vapor de acero inoxidable  

 Balanza analítica (Sartorius CPA224S) 

 Estufa (Memmert) 

 Picnómetro (Lasany) 

 Refrigeradora (Bosch) 

 Cromatógrafo de Gases/ Espectrometría De Masas (CG/EM) modelo CG: 

Trace / EM: Trace 

 Incubadora (INCUCELL) 
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3.2 Metodología 

3.2.1 Tipo de estudio 

 

Descriptivo, transversal y experimental. 

 

3.2.2 Recolección e identificación de las especies 

 

Las plantas maduras y en estado de fructificación fueron recolectadas en los 

departamentos Cajamarca, Loreto y Amazonas durante los meses mayo - junio 

del 2015 (Tabla 5) utilizando la técnica descrita por Cerrate (69).  

 

Se recolectaron 5 Kg de cada especie y se sometieron a un proceso de secado 

con la finalidad de facilitar el proceso de extracción y así mismo lograr un mayor 

tiempo de almacenaje ya que la extracción de todas las especies  no fue de forma 

inmediata (70). El secado de las hojas se realizó mediante secado natural en un 

lugar ventilado a luz difusa. Se transportaron por medio terrestre en envases 

cerrados y etiquetados para evitar la contaminación. 

 

La identificación y clasificación taxonómica de las especies vegetales fue 

realizada por el biólogo José Campos de la Cruz, consultor botánico 

(Anexos 1-5). 

 
Tabla 5. Plantas seleccionadas y datos de recolección. 

Especie Nombre 
Común 

Lugar de Recolección 
Distrito, Provincia, Dpto. 

Parte 
usada 

Piper acutifolium 
Ruiz & Pav. Matico 

Pulán, Santa Cruz, 
Cajamarca Hojas 

Piper carpunya 
Ruiz & Pav. 

Carpundia San José de Lourdes, San 
Ignacio, Cajamarca 

Hojas 

Piper callosum 
Ruiz & Pav. Huayusa macho Iquitos, Maynas, Loreto Hojas 

Piper amalago L. Palo soldado Camporredondo, Luya, 
Amazonas 

Hojas 
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Figura 13: Ubicación geográfica de los departamentos de recolección de las 

especies vegetales en estudio en el Perú. 

 

3.2.3 Extracción de aceites esenciales 

 

Para la extracción de los aceites esenciales se utilizó el método de destilación 

por arrastre de vapor de agua con un equipo de acero inoxidable según la técnica 

descrita por Rodríguez (71) modificada. Se emplearon 4 Kg de hojas secas de 

cada especie vegetal estudiada, utilizándose aproximadamente 1 Kg de hojas 

secas por ciclo de destilación.  

Los aceites esenciales obtenidos se deshidrataron con sulfato de sodio anhidro 

para luego filtrarlos, conservarlos y refrigerarlos a una temperatura que no 

supere los 4 C° en frascos ámbar herméticos.  

 

3.2.4 Análisis preliminar de los aceites esenciales 

 

Para el análisis organoléptico se utilizó el método adaptado de Dixit (72), el cual 

constó de una inspección visual del aceite esencial. Además se midió la densidad 

utilizando el método descrito en la United States Pharmacopeia 38 <841>- 

Metodo I (73). El rendimiento (Rae) se determinó por el método gravimétrico - 

volumétrico mediante la siguiente expresión (74): 
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Rae = Vol.ae (mL) / Pmuestra (g) x 100 

 

Donde: Vol.ae : Volumen del aceite esencial obtenido; en mL.  

Pmuestra: Peso de la muestra a destilar; en g. 

 

3.2.5 Preparación de los extractos 

 

Se realizó una maceración a temperatura ambiente con hojas molidas de cada 

especie en estudio en la proporción de 10 g por 90 mL de etanol Q.P siguiendo 

la técnica descrita por Ruiz J. (75). El solvente fue luego evaporado a sequedad 

en una estufa a una temperatura que no supere los 40 ºC. Para los ensayos 

correspondientes, los extractos secos fueron resuspendidos con dimetilsulfoxido 

(DMSO) a una concentración de 25 mg/mL. 

 

3.2.6 Marcha fitoquímica preliminar de los extractos  

 

Las reacciones de identificación de metabolitos secundarios se realizaron  

mediante las técnicas de Lock de Ugaz O., las cuales se basan en la 

caracterización química de los diferentes grupos funcionales que integran las 

estructuras de los metabolitos (76). 

 

3.2.7 Método de difusión en agar 

 

Esta prueba se basa en la inhibición del crecimiento de bacterias y hongos 

mediante la difusión de las sustancias activas en un medio sólido y se evidencia 

por la formación de halos claros alrededor de la sustancia activa (77-79). 
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 Microorganismos de estudio 

 

Para determinar la actividad antimicrobiana se utilizaron las siguientes 

bacterias: Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus 

meticilina resistente ATCC 33591, Staphylococcus epidermidis ATCC 

12228, Bacillus subtilis cepa ambiental , Bacillus cereus cepa alimentaria, 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 25922 y la 

levadura Candida albicans ATCC 10231 del Laboratorio de Microbiología 

del Instituto de Química Biológica, Microbiología y Biotecnología “Marco 

Antonio Garrido Malo” de la Facultad de Farmacia y Bioquímica, UNMSM. 

 

 Preparación del inóculo 

 

Las bacterias y la levadura fueron reactivadas en agar Mueller Hinton y en 

agar dextrosa Sabouraud respectivamente. Se suspendieron los 

microorganismos en solución salina 0.9% estéril y se ajustó la turbidez al 

equivalente al tubo 0.5 de la escala de McFarland equivalente a una 

concentración aproximada de 1 - 1.5 x 108 UFC/mL y equivalente a 1.5 x 

106 UFC/mL para la levadura (59,77). 

 

 Preparación de la muestra 

 

Los aceites esenciales de las especies en estudio se trabajaron a las 

siguientes concentraciones: 10%, 50% y 100% utilizando como medio 

diluyente DMSO. Los extractos secos fueron resuspendidos con DMSO 

hasta alcanzar una concentración de 25 mg/mL. 

 

 

 



30 

 

 Preparación de las placas 

 

Se utilizó el agar Mueller Hinton para las bacterias y el agar dextrosa 

Sabouraud para la levadura, previamente reconstituidos, esterilizados, 

enfriados y mantenidos a 45 °C. Estos fueron inoculados con 1 mL de 

suspensión del inóculo por cada 100 mL de medio de cultivo para su 

posterior homogenización y distribución en placas Petri de vidrio estériles 

de 90 mm de diámetro, a razón de 25 mL por placa. Se dejó solidificar y se 

rotuló con el nombre del microorganismo testigo. Finalmente se hicieron 

pozos con la ayuda de un sacabocado de acero de 10 mm de diámetro 

externo.  

 

 Adición de las muestras e incubación de las placas 

 

Se agregó 100 μL de los respectivos aceites esenciales (100%, sus 

diluciones al 50% y 10%) y extractos etanólicos (25 mg/mL) de las 

diferentes muestras en los pozos, se dejó reposar por 60 minutos para 

difusión a temperatura ambiente y se llevó a incubación en estufa a 37 ºC 

por 24 h. 

 

 Preparación de los controles 

 

Para el ensayo se utilizó como controles positivos Ciprofloxacino (5 

µg/disco) y Ketoconazol (0.2 mg/mL) disuelto en DMSO. Como control 

negativo se utilizó DMSO. Las pruebas se realizaron por triplicado. 

 

 Lectura de resultados 

 

Se observaron las zonas de inhibición del crecimiento (halos) y se midieron 

los diámetros en mm (59). La medida de los halos de inhibición incluyó la 



31 

 

medida de 10 mm del pozo. Se consideró que tiene una actividad 

antimicrobiana significativa a un halo de inhibición mayor a 18 mm (78). 

 

3.2.8 Método de microdilución 

 

Se realizó una prueba de microdilución colorimétrica de las muestras y 

controles para determinar la menor concentración capaz de inhibir el 

crecimiento de las bacterias y hongos (CMI). Para las pruebas con Candida 

albicans se usó el protocolo CLSI M27- A3 (64), y las modificaciones de Liu 

M y col. (80); mientras que para las bacterias se usó el protocolo CLSI M07-

A10 modificado (63). 

 

 Microorganismos de estudio 

 

Para determinar la Concentración Mínima Inhibitoria se utilizaron las 

siguientes bacterias Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus 

aureus meticilina resistente ATCC 33591, Staphylococcus epidermidis 

ATCC 12228, Bacillus subtilis cepa ambiental, Bacillus cereus cepa 

alimentaria, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli 

ATCC 25922 y la levadura Candida albicans ATCC 10231 del laboratorio 

de Microbiología del Instituto de Química Biológica, Microbiología y 

Biotecnología “Marco Antonio Garrido Malo” de la Facultad de Farmacia y 

Bioquímica, UNMSM. 

 

 Preparación de las muestras 

 

Aceites 

En la prueba de microdilución se diluyó mililitros del aceite esencial en 

DMSO en diluciones dobles seriadas adaptando el esquema de diluciones 

de drogas insolubles en agua de los protocolos CLSI M27-A3 y CLSI M07-
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A10; obteniendo 10 diluciones doblemente concentradas finales, que están 

en el rango de 0.157 - 40 μL/mL de los cuatro aceites esenciales trabajados. 

Para realizar la conversión a p/v se multiplicó por la densidad de cada aceite 

esencial (Tabla 11). La concentración final de DMSO fue igual o inferior al 

5% (v/v). Se siguió el esquema de la siguiente tabla.  

 

Tabla 6. Dilución de los aceites esenciales. 

Dilución de los aceites esenciales 

Paso 
Concentración 

(µL/mL) 
Fuente 

Volumen  
(mL) 

+ 
DMSO 
(mL) 

solvente 
= 

Concentración 
intermedia 

(µL/mL) 
= 

Concentración 
final 2X a 1:50 

(µL/mL) 

1 1000 Stock     1000µL/mL  80 (1:12.5) 

2 1000 Stock     1000  40 (1:25) 

3 1000 Stock     1000  20 

4 1000 Stock 0.5  0.5  500.00  10 

5 1000 Stock 0.5  1.5  250.00  5 

6 1000 Stock 0.5  3.5  125.00  2.5 

7 12.5 Paso 6 0.5  0.5  62.5  1.25 

8 12.5 Paso 6 0.5  1.5  32.25  0.625 

9 12.5 Paso 6 0.5  3.5  16.125  0.313 

10 16.125 Paso 9 0.5  0.5  8.063  0.157 

 

 

Extractos 

En la prueba de microdilución, una solución de los extractos secos 

resuspendidos en DMSO a la concentración de 25 mg/mL fue diluida en 

diluciones dobles seriadas, adaptando el esquema de diluciones de drogas 

insolubles en agua de los protocolos CLSI M27-A3 y CLSI M07-A10; 

obteniendo 10 diluciones doblemente concentradas finales, que están en el 

rango de 0.977 - 250 μg/mL, de los cuatro extractos etanólicos trabajados. 

La concentración final de DMSO fue igual o inferior al 5% (v/v). Se siguió el 

esquema de la siguiente tabla. 
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Tabla 7. Dilución de los extractos. 

Dilución de Extractos 

Paso Concentración 
(µg/mL) 

Fuente Volumen  
(mL) 

+ 
DMSO 
(mL) 

solvente 
= 

Concentración 
intermedia 

(µg/mL) 
= 

Concentración 
final 2X a 1:50 

(µg/mL) 

1 25000 Stock     25000 µg/mL  500 (1:12.5) 

2 25000 Stock 0.5  0.5  12500  250 (1:25) 

3 25000 Stock 0.5  1.5  6250  125 

4 25000 Stock 0.5  3.5  3125  62.5 

5 3125 Paso 4 0.5  0.5  1562.5  31.25 

6 3125 Paso 4 0.5  1.5  781.25  15.625 

7 3125 Paso 4 0.5  3.5  390.625  7.813 

8 390.62 Paso 7 0.5  0.5  195.3125  3.906 

9 390.62 Paso 7 0.5  1.5  97.65625  1.953 

10 390.62 Paso 7 0.5  3.5  48.828125  0.977 

 

 

 Preparación de los controles 

 

Los controles positivos utilizados para las pruebas fueron Ketoconazol y 

Ciprofloxacino. El Ketoconazol se solubilizó en DMSO y fue preparado a 

1600 μg/mL, siguiendo las normas del CLSI a una concentración mínima 

100 veces mayor a la concentración a ser probada, en este caso 16 μg/mL. 

El Ciprofloxacino se solubilizó en agua y fue preparado a 6400 μg/mL 

siguiendo las mismas normas, 100 veces mayor a la concentración a ser 

probada, en este caso 64 μg/mL. La concentración de los controles fue 

desde 0.0γβ a 16 μg/mL y desde 0.1β5 a 64 μg/mL para Ketoconazol y 

Ciprofloxacino respectivamente. Se utilizó como control de esterilidad el 

medio RPMI 1640 con resazurina de acuerdo al protocolo de Liu M y col. 

en el caso de Ketoconazol (80) y el caldo Mueller Hinton con resazurina en 

el caso del Ciprofloxacino (63). 
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Tabla 8. Dilución del Ketoconazol. 

Dilución de Ketoconazol 

Paso 
Concentración 

(µg/mL) Fuente 
Volumen  

(mL) + 
DMSO 
(mL) 

solvente 
= 

Concentración 
intermedia 

(µg/mL) 
= 

Concentración 
final 2X a 1:50 

(µg/mL) 

1 1600 Stock     1600 µL/mL  32 
2 1600 Stock 0.5  0.5  800  16 
3 1600 Stock 0.5  1.5  400  8 
4 1600 Stock 0.5  3.5  200  4 
5 200 Paso 4 0.5  0.5  100  2 
6 200 Paso 4 0.5  1.5  50  1 
7 200 Paso 4 0.5  3.5  25  0.5 
8 25 Paso 7 0.5  0.5  12.5  0.25 
9 25 Paso 7 0.5  1.5  6.25  0.125 

10 25 Paso 7 0.5  3.5  3.125  0.063 

 

Tabla 9. Dilución del Ciprofloxacino. 

Dilución de Ciprofloxacino 

Paso 
Concentración 

(µg/mL) 
Fuente 

Volumen  
(mL) 

+ 
H2O 
(mL) 

solvente 
= 

Concentración 
intermedia 

(µg/mL) 
= 

Concentración 
final 2X a 1:50 

(µg/mL) 

1 6400 Stock     6400 µg/mL  128 
2 6400 Stock 0.5  0.5  3200  64 
3 6400 Stock 0.5  1.5  1600  32 
4 6400 Stock 0.5  3.5  800  16 
5 800 Paso 4 0.5  0.5  400  8 
6 800 Paso 4 0.5  1.5  200  4 
7 800 Paso 4 0.5  3.5  100  2 
8 100 Paso 7 0.5  0.5  50  1 
9 100 Paso 7 0.5  1.5  25  0.5 

10 100 Paso 7 0.5  3.5  12.5  0.25 

 

 

 Preparación del inóculo 

 

Con la finalidad de obtener un mayor número de células viables se realizó 

un repique de los microorganismos en estudio 24 horas antes de la prueba 

de determinación de la CMI en agar tripticasa soya, incubado a condiciones 

aerobias a 37 °C. El día del ensayo, una pequeña alícuota del 
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microorganismo fue transferida a un tubo de ensayo conteniendo solución 

salina estéril 0.9%, hasta alcanzar un grado de turbidez semejante al tubo 

0.5 de la escala de McFarland, que equivale a 1 - 1.5 x 108 UFC/mL para 

bacterias y 1 - 1.5 x 106 UFC/mL para levaduras (inóculo concentrado). En 

seguida se realizó una doble dilución de 1:50 utilizando el medio RPMI 1640 

en el caso de Candida albicans y de 1:20 con caldo Mueller Hinton en el 

caso de las bacterias en estudio para obtener un inóculo de 1 - 5 x 105 

UFC/mL (inóculo 2x).  

Para la prueba de microdilución se procedió teniendo en cuenta que por 

cada 20 mL de la suspensión del inóculo 2x se agregó 0.1 mL de la solución 

de resazurina 20 mg/mL previamente preparada (80). 

 

 Procedimiento de la prueba de microdilución colorimétrica 

 

La prueba de microdilución fue realizada en microplacas de 96 pozos 

estériles, de fondo en U (81). De manera general la distribución de las 

muestras se realizó teniendo en cuenta el diseño de la bandeja de 

microdilución (Tabla 10). 

 

En cada pozo se colocó 100 µL de la dilución 2x de la muestra o control 

correspondiente y luego se agregó 100 µL del inóculo 2x con el indicador 

resazurina. Por otro lado también se considera pozos de control de 

esterilidad (RPMI 1640 o caldo Mueller Hinton, según corresponda) y pozos 

de control de crecimiento (caldo Mueller Hinton con inóculo de las bacterias 

en estudio o RPMI 1640 con inóculo de Candida albicans ATCC 10231). 

Las microplacas se incubaron a 37 °C por 24 h en condiciones aerobias. 
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 Lectura de resultados 

 

La lectura de resultados se hizo visualmente. Cualquier cambio de color de 

púrpura a rosado o incoloro se registraron como positivos. Los valores de 

CMI se definen como la concentración más baja de aceite esencial o 

extracto en estudio que impide un cambio de color de la resazurina (82). El 

promedio de tres valores fueron calculados y se reportaron como la CMI.  

 

Tabla 10. Diseño de la bandeja de microdilución.  

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12  

A CE 250 125 62.5 31.25 15.625 7.813 3.906 1.953 0.977 0.489 CP E1 

B CE 250 125 62.5 31.25 15.625 7.813 3.906 1.953 0.977 0.489 CP E2 

C CE 250 125 62.5 31.25 15.625 7.813 3.906 1.953 0.977 0.489 CP E3 

D CE 250 125 62.5 31.25 15.625 7.813 3.906 1.953 0.977 0.489 CP E4 

E CE 40 20 10 5 2.5 1.25 0.625 0.313 0.157 0.079 CP A1 

F CE 40 20 10 5 2.5 1.25 0.625 0.313 0.157 0.079 CP A2 

G CE 40 20 10 5 2.5 1.25 0.625 0.313 0.157 0.079 CP A3 

H CE 40 20 10 5 2.5 1.25 0.625 0.313 0.157 0.079 CP A4 

Leyenda: CE: Control de esterilidad, CP: Control positivo 

 E1. Extracto de Piper acutifolium Ruiz & Pav. 

 E2. Extracto de Piper carpunya Ruiz & Pav. 

 E3. Extracto de Piper callosum Ruiz & Pav. 

 E4. Extracto de Piper amalago L. 

 A1. Aceite esencial de Piper acutifolium Ruiz & Pav. 

 A2. Aceite esencial de Piper carpunya Ruiz & Pav. 

 A3. Aceite esencial de Piper callosum Ruiz & Pav. 

 A4. Aceite esencial de Piper amalago L. 
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 Interpretación de resultados 

 

Para la interpretación de los resultados se tomó en cuenta los parámetros 

de Paredes. y col. (83). Se consideró que los extractos etanólicos y aceites 

esenciales tenían una actividad antimicrobiana cuando el CMI ≤ 1000 

μg/mL. La actividad antimicrobiana se clasifica de la siguiente manera. 

 
 

 

 

 

 

 

3.2.9 Cromatografía de gases/ espectrometría de masas (CG/EM) de 

aceites esenciales 

 

Los cuatro aceites esenciales estudiados se analizaron utilizando un  

Cromatógrafo de Gases/ Espectrómetro de Masas (CG/EM) modelo CG: Trace / 

EM: Trace, utilizando una columna Restek (low-polarity phase; Crossbond 

diphenyl dimethyl polysixolane). Este análisis se llevó acabo en el Instituto de 

Medicina Legal – Sub Gerencia de Laboratorio de Toxicología y Química Legal 

(Anexo 6). 

  

Actividad antimicrobiana CMI 

Débil actividad 500 a 1000 μg/mL 

Moderada actividad 100 a < 500 μg/mL 

Buena actividad < 100 μg/mL 
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3.3 Flujograma de trabajo experimental 
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IV RESULTADOS 

 

4.1 Análisis preliminar de los aceites esenciales 

 

La Tabla 11 muestra las características sensoriales, densidad y rendimiento de 

los aceites esenciales en estudio  

 

Tabla 11: Propiedades físicas y rendimiento de los aceites en estudio: 

 
Piper 

acutifolium 
Ruiz & Pav. 

Piper carpunya  
Ruiz & Pav. 

Piper 
callosum  Ruiz 

& Pav. 

Piper 
amalago L. 

Aspecto Líquido oleoso 
traslúcido 

Líquido oleoso 
traslúcido 

Líquido oleoso 
traslúcido 

Líquido oleoso 
traslúcido 

Color Incoloro a 
amarillo pálido Amarillo pálido Amarillo pálido 

Amarillo pálido 
a amarillo 
intenso 

Olor Fuerte olor 
aromático 

Fuerte olor 
aromático 

Fuerte olor 
aromático 

Fuerte olor 
aromático 

Sabor Acre Acre Acre Acre 
Densidad 

(25°C) 0.8030 0.8672 0.8106 0.7952 

Rendimiento 0.42% 0.14% 0.08% 0.27% 
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4.2 Marcha fitoquímica preliminar de los extractos 

 

La Tabla 12 muestra los resultados de la marcha fitoquímica realizada a los 

extractos etanólicos de las especies en estudio. 

Tabla 12. Marcha fitoquímica de los extractos etanólicos 
  

Reactivo 
Metabolito 
secundario 

Piper 
acutifolium 

Ruiz & 
Pav. 

Piper 
carpunya  

Ruiz & 
Pav. 

Piper 
callosum  

Ruiz & 
Pav. 

Piper 
amalago 

L. 

Shinoda Flavonoide (++++) (+) (++) (+++) 
Sulfato de Cerio Flavonoide (++++) (+++) (+++) (+++) 
Bortrangër Antraquinonas (++) (++) (-) (+++) 
Dragendorff Alcaloide (-) (-) (-) (-) 
Wagner Alcaloide (-) (-) (-) (-) 
Bertrand Alcaloide (-) (-) (-) (-) 
Indice afrosimétrico Saponina (-) (-) (-) (-) 
Gelatina Tanino (+) (+) (++) (+) 

Cloruro férrico Compuestos 
fenólicos 

(+++) (+++) (+) (+) 

Lieberman-Bouchardat 
Triterpenoides y 
esteroides 

(-) (+++) (-) (+) 

Leyenda: (++++) muy abundante; (+++) abundante; (++) regular; (+) poca cantidad; (-) ausente 
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4.3 Actividad antimicrobiana 

 

4.3.1 Método de difusión en agar 

Los resultados de este estudio se muestran en las Tablas 13-18 y Figuras 14-17. 

 

Tabla 13. Actividad antibacteriana y antifúngica mediante el método de difusión 

en agar de aceites esenciales y extracto de Piper acutifolium Ruiz & Pav. 

Microorganismos 
Zona de Inhibición (mm) 

Aceites esenciales Extracto 

100% 50% 10% 25 mg/ml 

Bacterias 
Gram (+) 

Staphylococcus aureus  ATCC 25923 15.25 ± 0.35 15.25 ± 1.77 13.5 ± 0.71 18 ± 0 

Staphylococcus aureus meticilina 
resistente ATCC 33591 

13 ± 0 13.75 ± 1.06 12 ± 0 16 ± 0 

Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 16.25 ± 0.35 22 ± 5.66 15 ± 1.41 17 ± 0 

Bacillus subtilis ambiental 12 ± 0 12.5 ± 0.71 13.5 ± 0.71 24.5 ± 0.71 

Bacillus cereus alimentario 13.75 ± 1.06 18.25 ± 2.47 13 ± 0 19 ± 0 

Bacterias 
Gram (-) 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 10 ± 0 10 ± 0 10 ± 0 10 ± 0 

Escherichia coli ATCC 25922 10 ± 0 10 ± 0 10 ± 0 10 ± 0 

Hongo Candida albicans ATCC 10231 10 ± 0 11.5 ± 2.12 14.5 ± 0.71 15.75 ± 3.18 

Leyenda: Los resultados están expresados en Prom. ± DE.  

 

Tabla 14. Actividad antibacteriana y antifúngica mediante el método de difusión 

en agar de aceites esenciales y extracto de Piper carpunya Ruiz & Pav. 

Microorganismos 

Zona de Inhibición (mm) 

Aceites esenciales Extracto 

100% 50% 10% 25 mg/ml 

Bacterias 
Gram (+) 

Staphylococcus aureus  ATCC 25923 13.5 ± 0.71 13.25 ± 1.06 13 ± 1.41 13 ± 1.41 

Staphylococcus aureus meticilina 
resistente ATCC 33591 

11.75 ± 0.35 11.5 ± 0 11.5 ± 0 14 ± 0 

Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 15 ± 0 15 ± 0 14.5 ± 0.71 14 ± 2.83 

Bacillus subtilis ambiental 12.5 ± 0.71 14 ± 1.41 13.5 ± 2.12 14.25 ± 1.77 

Bacillus cereus alimentario 12.5 ± 2.12 11.5 ± 2.12 11.5 ± 2.12 12.75 ± 0.35 

Bacterias 
Gram (-) 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 10 ± 0 10 ± 0 10 ± 0 10 ± 0 

Escherichia coli ATCC 25922 10 ± 0 10 ± 0 10 ± 0 10 ± 0 

Hongo Candida albicans ATCC 10231 16 ± 1.41 16 ± 1.41 13.75 ± 2.47 13.75 ± 0.35 

Leyenda: Los resultados están expresados en Prom. ± DE.  
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Tabla 15. Actividad antibacteriana y antifúngica mediante el método de difusión 

en agar de aceites esenciales y extracto de Piper callosum Ruiz & Pav. 

Microorganismos 

Zona de Inhibición (mm) 

Aceites esenciales Extracto 

100% 50% 10% 25 mg/ml 

Bacterias 
Gram (+) 

Staphylococcus aureus  ATCC 25923 16 ± 2.83 16.5 ± 0.71 15.5 ± 2.12 12.75 ± 1.06 

Staphylococcus aureus meticilina 
resistente ATCC 33591 

14.25 ± 0.35 15 ± 0 13 ± 0 13.5 ± 0.71 

Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 20.5 ± 0.71 25.5 ± 7.78 17.5 ± 0.71 14.5 ± 0.71 

Bacillus subtilis ambiental 13.5 ± 2.12 16.5 ± 3.54 14 ± 1.41 16 ± 1.41 

Bacillus cereus alimentario 16.75 ± 1.77 19 ± 4.24 16.75 ± 4.6 15.75 ± 0.35 

Bacterias 
Gram (-) 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 10 ± 0 10 ± 0 10 ± 0 10 ± 0 

Escherichia coli ATCC 25922 10 ± 0 10 ± 0 10 ± 0 10 ± 0 

Hongo Candida albicans ATCC 10231 10.5 ± 0.71 12 ± 2.83 14.25 ± 0.35 13.25 ± 1.06 

Leyenda: Los resultados están expresados en Prom. ± DE.  

 

Tabla 16. Actividad antibacteriana y antifúngica mediante el método de difusión 

en agar de aceites esenciales y extracto de Piper amalago L. 

Microorganismos 

Zona de Inhibición (mm) 

Aceites esenciales Extracto 

100% 50% 10% 25 mg/ml 

Bacterias 
Gram (+) 

Staphylococcus aureus  ATCC 25923 15 ± 1.41 17.25 ± 1.77 14 ± 1.41 10 ± 0 

Staphylococcus aureus meticilina 
resistente ATCC 33591 

15 ± 0 17.25 ± 0.35 12.5 ± 0 16 ± 0 

Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 17.5 ± 0.71 20.25 ± 1.77 15 ± 0 10.5 ± 0.71 

Bacillus subtilis ambiental 12.5 ± 3.54 15 ± 1.41 13.5 ± 0.71 11.5 ± 2.12 

Bacillus cereus alimentario 15.5 ± 0.71 20.25 ± 5.3 13.25 ± 1.06 11 ± 0 

Bacterias 
Gram (-) 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 10 ± 0 10 ± 0 10 ± 0 10 ± 0 

Escherichia coli ATCC 25922 10 ± 0 11 ± 1.41 10 ± 0 10 ± 0 

Hongo Candida albicans ATCC 10231 10.5 ± 0.71 11.75 ± 2.47 14 ± 0 13.5 ± 0.71 

Leyenda: Los resultados están expresados en Prom. ± DE.  
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Tabla 17. Actividad antibacteriana y antifúngica mediante el método de difusión 

en agar de los controles Ciprofloxacino y Ketoconazol. 

Microorganismos 

Zona de Inhibición (mm) 

Ciprofloxacino 
5µg/disco 

Ketoconazol 
2µg/mL 

Bacterias 
Gram (+) 

Staphylococcus aureus  ATCC 25923 26.6 ± 0.57 N.A. 

Staphylococcus aureus meticilina 
resistente ATCC 33591 20 ± 0 N.A. 

Staphylococcus epidermidis ATCC 
12228 

32.5 ± 2.12 N.A. 

Bacillus subtilis ambiental 40.5 ± 0.71 N.A. 

Bacillus cereus alimentario 30.5 ± 2.12 N.A. 

Bacterias 
Gram (-) 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 39 ± 0 N.A. 

Escherichia coli ATCC 25922 43.67 ± 2.52 N.A. 

Hongo Candida albicans ATCC 10231 N.A. 23.75 ± 1.06 

Leyenda: Los resultados están expresados en Prom. ± DE, N.A: No aplica. 
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Figura 14. Determinación de la actividad antimicrobiana de los aceites 

esenciales de las especies en estudio por el método de difusión en agar. 
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 Figura 15. Determinación de la actividad antimicrobiana de los extractos 

etanólicos de las especies en estudio por el método de difusión en agar. 
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Figura 16. Actividad antimicrobiana de los aceites esenciales de las especies en 

estudio a las concentraciones de 100%, 50% y 10% por el método de difusión en 

agar contra cinco microorganismos. 

Leyenda: E.c (Escherichia coli ATCC 25922), B.s (Bacillus subtilis ambiental), P.a (Pseudomonas 

aeruginosa ATCC 27853), S.a (Staphylococcus aureus ATCC 25923), C.a (Candida albicans 

ATCC 10231). 

 1. Aceite esencial de Piper acutifolium Ruiz & Pav. 

 2. Aceite esencial de Piper carpunya Ruiz & Pav. 

 3. Aceite esencial de Piper callosum Ruiz & Pav. 

 4. Aceite esencial de Piper amalago L.  

Las concentraciones en las  placas están distribuidas de la siguiente manera: La concentración 

de 100% se encuentra en el extremo superior izquierdo, la de 10% en el extremo superior 

derecho y la concentración del 50% debajo de ellas.  

   

  

1. 2. 

3. 4. 
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Figura 17. Actividad antimicrobiana de los extractos etanólicos de las especies 

en estudio a la concentración de 25 mg/mL por el método de difusión en agar 

contra cuatro microorganismos. 

Leyenda: B.s (Bacillus subtilis ambiental), S.a (Staphylococcus aureus ATCC 25923), S.e 

(Staphylococcus epidermidis ATCC 12228), C.a (Candida albicans ATCC 10231). 

 1. Extracto etanólico de Piper acutifolium Ruiz & Pav. 

 2. Extracto etanólico de Piper carpunya Ruiz & Pav. 

 3. Extracto etanólico de Piper callosum Ruiz & Pav. 

 4. Extracto etanólico de Piper amalago L. 

 

 

 

1. 2. 

3. 4. 

S.a 

S.e C.a 

B.s 

S.a 

S.e 

S.a 

S.e 

B.s 

B.s 
B.s 

C.a 

C.a 
C.a 

S.a 

S.e 



49 

 

4.3.2 CMI por el método de microdilución colorimétrica en microplaca 

 

Para la interpretación de los resultados se tomó en cuenta los parámetros de De 

Lima E. Se consideró que los aceites esenciales y extractos etanólicos tenían 

una actividad antimicrobiana cuando el CMI ≤ 1000 μg/mL (84). 

 

Los resultados de la determinación de la CMI por el método de microdilución 

colorimétrica de los aceites esenciales y extractos etanólicos en estudio se 

presentan en las Tablas 19-22 y las Figuras 18-22. 

 

Tabla 19. Valores de la Concentración Mínima Inhibitoria de aceites de las 

especies en estudio sobre ocho microorganismos. 

Microorganismos 

Concentración Mínima Inhibitoria (µL/mL) 

Aceites esenciales 

Piper 
acutifolium 

Ruiz & 
Pav. 

Piper 
carpunya 

Ruiz & 
Pav. 

Piper 
callosum 

Ruiz & 
Pav. 

Piper 
amalago L. 

Bacterias 
Gram (+) 

Staphylococcus aureus  ATCC 25923 0.16 ± 0 0.26 ± 0.09 0.21 ± 0.09 0.16 ± 0 

Staphylococcus aureus meticilina 
resistente ATCC 33591 

0.12 ± 0.06 0.16 ± 0 0.12 ± 0.06 0.16 ± 0 

Staphylococcus epidermidis ATCC 
12228 

0.16 ± 0 0.16 ± 0 0.16 ± 0 0.16 ± 0 

Bacillus subtilis ambiental 0.12 ± 0.06 0.16 ± 0 0.16 ± 0 0.16 ± 0 

Bacillus cereus alimentario 0.16 ± 0 0.16 ± 0 0.16 ± 0 0.16 ± 0 

Bacterias 
Gram (-) 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 
27853 

>40 >40 >40 >40 

Escherichia coli ATCC 25922 >40 >40 >40 >40 

Hongo Candida albicans ATCC 10231 3.16 ± 4.02 0.82 ± 1.12 0.31 ± 0 2.81 ± 3.09 

Leyenda: Los resultados están expresados en Prom. ± DE.  

 

 

 

 

 



50 

 

Tabla 20. Valores de la Concentración Mínima Inhibitoria de los extractos 

etanólicos de las especies en estudio sobre ocho microorganismos. 

Microorganismos 

Concentración Mínima Inhibitoria (µg/mL) 

Extractos 

Piper 
acutifolium 

Ruiz & 
Pav. 

Piper 
carpunya 

Ruiz & Pav. 

Piper 
callosum 

Ruiz & 
Pav. 

Piper 
amalago 

L. 

Bacterias 
Gram (+) 

Staphylococcus aureus  ATCC 25923 15.63 ± 0 52.08 ± 18.04 26.04 ± 9.02 >250 

Staphylococcus aureus meticilina 
resistente ATCC 33591 

23.44 ± 11.05 9.77 ± 8.29 15.63 ± 0 5.86 ± 2.76 

Staphylococcus epidermidis ATCC 
12228 

31.25 ± 0 145.83 ± 95.47 57.29 ± 59.16 >250 

Bacillus subtilis ambiental 15.63 ± 0 78.13 ± 66.29 15.63 ± 0 15.63 ± 0 

Bacillus cereus alimentario 7.81 ± 0 31.25 ± 0 15.63 ± 0 15.63 ± 0 

Bacterias 
Gram (-) 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 
27853 

>250 >250 >250 >250 

Escherichia coli ATCC 25922 >250 >250 >250 >250 

Hongo Candida albicans ATCC 10231 >250 >250 187.5 ± 88.39 >250 

Leyenda: Los resultados están expresados en Prom. ± DE.  

 

 

Tabla 21. Valores de la Concentración Mínima Inhibitoria de los controles 

Ketoconazol y Ciprofloxacino sobre ocho microorganismos. 

Microorganismos 
Concentración Mínima Inhibitoria (µg/mL) 

Ciprofloxacino Ketoconazol 

Bacterias 
Gram (+) 

Staphylococcus aureus  ATCC 25923 1.33 ± 0.58 N.A 

Staphylococcus aureus meticilina 
resistente ATCC 33591 1.5 ± 0.71 N.A 

Staphylococcus epidermidis ATCC 
12228 

0.13 ± 0 N.A 

Bacillus subtilis ambiental 0.19 ± 0.09 N.A 

Bacillus cereus alimentario 1.25 ± 1.06 N.A 

Bacterias 
Gram (-) 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 12 ± 5.66 N.A 

Escherichia coli ATCC 25922 1.06 ± 1.33 N.A 

Hongo Candida albicans ATCC 10231 N.A 1 ± 0 

Leyenda: Los resultados están expresados en Prom. ± DE, N.A: No aplica. 
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Figura 18. Concentración Mínima Inhibitoria de los aceites esenciales de las 

especies en estudio. 
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Figura 19. Concentración Mínima Inhibitoria de los extractos etanólicos de las 

especies en estudio. 
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Figura 20. Determinación de la Concentración Mínima Inhibitoria del control 

Ciprofloxacino por el método de microdilución colorimétrica contra seis 

microorganismos.  

Leyenda: CE (Control de esterilidad), CP (Control Positivo), S.a (Staphylococcus aureus ATCC 

25923), S.e (Staphylococcus epidermidis ATCC 12228), B.s (Bacillus subtilis ambiental), B.c 

(Bacillus cereus alimenticio), E.c (Escherichia coli ATCC 25922), P.a (Pseudomona aeruginosa 

ATCC 10231). 
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Figura 21. Determinación de la Concentración Mínima Inhibitoria de aceites 

esenciales y extractos etanólicos de hojas de las especies en estudio contra 

Candida albicans. 

Leyenda:  

 E1. Extracto de Piper acutifolium Ruiz & Pav. 

 E2. Extracto de Piper carpunya Ruiz & Pav. 

 E3. Extracto de Piper callosum Ruiz & Pav. 

 E4. Extracto de Piper amalago L. 

 A1. Aceite esencial de Piper acutifolium Ruiz & Pav. 

 A2. Aceite esencial de Piper carpunya Ruiz & Pav. 

 A3. Aceite esencial de Piper callosum Ruiz & Pav. 

 A4. Aceite esencial de Piper amalago L. 
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Figura 22. Determinación de la Concentración Mínima Inhibitoria de aceites 

esenciales y extractos etanólicos de hojas de las especies en estudio por el 

método de microdilución colorimétrica contra cuatro microorganismos.   

Leyenda:  

 1. Candida albicans ATCC 10231 

 2. Bacillus cereus cepa alimentaria 

 3. Staphylococcus aureus ATCC 25923 

 4. Bacillus subtilis cepa ambiental 
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4.1 Cromatografía de gases/ espectrometría de masas (CG/EM) de 

aceites esenciales 

 

Las Tablas 23-26 muestran los resultados de la elucidación estructural de los 

componentes de los aceites esenciales (Anexos 7-10): 

 

Tabla 23. Elucidación estructural de los componentes del aceite esencial 

extraído de hojas de Piper acutifolium Ruiz & Pav. por el método de CG/EM. 

N° Compuesto  RT* 
1 1,7-Octadiyne 1.28 
2 Ylangene 2.06 
3 Copaene 2.52 
4 α-Caryophyllene 2.56 
5 δ-Neoclovene 2.66 
6 12-Hydroxy-14-methyl-oxa-cyclotetradec-6-en-2-one 3.07 
7 (+)-Longifolene 3.17 
8 Apiol 3.36 
9 Limonene oxide, trans- 3.73 

10 1,9-Decadiyne 3.97 
11 Tropenol 4.11 
12 Limonene 4.23 
13 ȕ-Pinene 4.30 
14 Caryophyllene 7.74 

Leyenda: RT = Tiempo de Retención: tiempo característico que necesita cada compuesto de la 

mezcla química para pasar a través del sistema, bajo las condiciones establecidas 
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Tabla 24. Elucidación estructural de los componentes del aceite esencial 

extraído de hojas de Piper carpunya Ruiz & Pav. por el método de CG/EM. 

N° Compuesto  RT* 
1 2-Oxobicyclo[2.2.1]heptane-1-carbonitrile 1.12 
2 1R-α-Pinene 1.14 
3 ȕ-Pinene 1.28 
4 ȕ-Santanol acetate 1.30 
5 m-Cymene 1.42 
6 trans-4-Thujanol 1.45 
7 Safrole 1.72 
8 Methyl eugenol 2.13 
9 9-Borabicyclo[3.3.1]nonane, 9-cyclooctyl- 2.59 

10 cis-Asarone 2.73 
11 Isosafrol 2.92 
12 Spathulenol 2.95 
13 Asarone 3.15 
14 α-Cubebene 3.36 
15 Copaene 3.58 
16 Methyl isoeugenol 4.50 
17 τ-Elemene 4.57 
18 Cadina-3,9-diene (ȕ-Cadina) 4.72 
19 Elemicin 4.93 
20 (-)-Spathulenol 5.24 
21 Eudesm-7(11)-en-4-ol 5.32 
22 5,6-Dimethoxybenzimidazole 8.15 
23 α-Copaen-11-ol 8.85 

Leyenda: RT = Tiempo de Retención: tiempo característico que necesita cada compuesto de la 

mezcla química para pasar a través del sistema, bajo las condiciones establecidas 
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Tabla 25. Elucidación estructural de los componentes del aceite esencial 

extraído de hojas de Piper callosum Ruiz & Pav. por el método de CG/EM. 

N° Compuesto  RT* 
1 4-Methoxy-2-methylaniline 1.02 
2 11-Dodecenol 1.06 
3 9-Borabicyclo[3.3.1]nonan-9-amine, dimer 1.09 
4 1R-α-Pinene 1.14 
5 Camphene 1.19 
6 2(10)-Pinene 1.28 
7 ȕ-Linalool 1.71 
8 Borneol 2.13 
9 1,4-Methanoazulene 2.56 

10 Bornyl acetate  2.88 
11 Safrol 2.92 
12 Copaene  3.58 
13 α-Pinene 3.73 
14 α-Gurjunene 3.85 
15 ρ-Menth-8-en-1-ol 3.87 
16 Caryophyllene 3.96 
17 τ-Muurolene 4.01 
18 Azulene 4.06 
19 Humulen-(v1) 4.18 
20 α-Cubebene 4.42 
21 D-Limonene 4.52 
22 Isocaryophillene 4.59 
23 Eudesma-3,7(11)-diene 4.72 
24 Spathulenol 5.18 
25 Caryophyllene oxide 5.25 
26 Guaiene 5.32 
27 Eudesm-7(11)-en-4-ol 5.80 
28 (-)-Spathulenol 5.90 
29 Longifolenaldehyde 6.29 
30 Phytol 8.99 

Leyenda: RT = Tiempo de Retención: tiempo característico que necesita cada compuesto de la 

mezcla química para pasar a través del sistema, bajo las condiciones establecidas 
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Tabla 26. Elucidación estructural de los componentes del aceite esencial 

extraído de hojas de Piper amalago L. por el método de CG/EM. 

N° Compuesto  RT* 
1 2-methyl-p-anisidine 1.01 
2 1R-α-Pinene 1.14 
3 3-Carene 1.16 
4 ȕ-Pinene 1.28 
5 α-Phellandrene 1.36 
6 ȕ-Phellandrene 1.47 
7 N-Methyl-ρ-anisidine 1.89 
8 (+)-Longifolene 2.59 
9 δ-Neoclovene 2.66 

10 Copaene 3.19 
11 Ylangene 3.29 
12 α-Cubebene 3.38 
13 Caryophyllene 3.70 
14 Germacrene D 4.43 
15 D-Limonene 4.53 
16 τ-Elemene 4.57 
17 (+)-Ledene 4.57 
18 Cadina-1(10),4-diene 4.74 
19 (-)-Spathulenol 5.20 
20 Globulol 5.32 
21 Santalol, E-cis,epi-ȕ- 8.28 

Leyenda: RT = Tiempo de Retención: tiempo característico que necesita cada compuesto de la 

mezcla química para pasar a través del sistema, bajo las condiciones establecidas 
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Figura 23. Estructuras frecuentes entre los componentes elucidados. 

Leyenda: A: 1R-α-Pinene, B: ȕ-Pinene, C: Copaene, D: Safrole 
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V DISCUSIÓN 

 

Se demostró que el aceite esencial y extracto de Piper acutifolium Ruiz & Pav. 

presentaron actividad antimicrobiana significativa frente a las bacterias Gram 

positivas en estudio. El aceite esencial a la concentración de 50% inhibió el 

crecimiento de Bacillus cereus (18.25 ± 2.47 mm) y Staphylococcus epidermidis 

(22 ± 5.66 mm), mientras que el extracto etanólico inhibió el crecimiento de 

Bacillus cereus (19 ± 0 mm), Bacillus subtilis (24.5 ± 0.71 mm) y Staphylococcus 

aureus  (18 ± 0 mm). Ninguna de las concentraciones de aceite esencial y 

extracto estudiados presentaron actividad significativa frente a Pseudomonas 

aeruginosa y Escherichia coli (Tabla 13). Por lo tanto se obtuvieron resultados 

similares a los obtenidos por De la Cruz J., quién realizó un estudio sobre la 

actividad antimicrobiana, antioxidante y composición química de aceites 

esenciales de 3 especies nativas del Perú, entre las que destaca Piper 

acutifolium. Sus resultados de la prueba de difusión mostraron una actividad 

significativa de los aceites a las concentraciones de 50% (20 mm) y 75% (23 

mm) frente a Staphylococcus aureus y sensibilidad del aceite al 75% (16 mm) 

frente a Bacillus subtilis, mientras que ninguna concentración mostró actividad 

significativa frente a Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli (85). Los 

resultados obtenidos en el presente estudio también son similares a los 

obtenidos por Salleh et al. quien realizó un estudio sobre la composición y 

actividad antimicrobiana del aceite esencial de Piper arborescens Roxb., cuyos 

resultados, tanto del aceite esencial obtenido del tallo como del aceite obtenido 

de las hojas, revelaron que la especie estudiada no inhibe el crecimiento de 

Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli, además el aceite de hojas mostró 

actividad frente a las bacterias Gram positivas Bacillus subtilis y Staphylococcus 

aureus (86).  

 

En relación a la Concentración Mínima Inhibitoria, el aceite esencial de Piper 

acutifolium Ruiz & Pav. presentó buena actividad antimicrobiana frente a todas 

las cepas en estudio, excepto Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa. Por 

ejemplo, frente a Staphylococcus aureus presentó una CMI de 0.16 ± 0 µL/mL 
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(Tabla 19), equivalente a 0.13 x 10-3 ± 0 mg/mL, este resultado es bastante 

menor al obtenido por De la Cruz J., quien determinó una CMI de 97.83 mg/mL 

frente a Staphylococcus aureus (85). El extracto etanólico de Piper acutifolium 

Ruiz & Pav. presentó buena actividad antimicrobiana frente a todas las cepas en 

estudio excepto Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Candida albicans 

(Tabla 20). En el estudio realizado por Ruiz J., quien determinó la CMI del 

extracto etanólico de Piper spp. (Piper acutifolium) se obtuvo una débil actividad 

con una CMI de 500 µg/mL frente a Candida albicans (77). En el presente estudio, 

la mayor concentración probada fue de 250 µg/mL, lo cual podría explicar el por 

qué no se presentó inhibición del crecimiento microbiano.  

 

El aceite esencial y extracto etanólico de Piper carpunya Ruiz & Pav. 

presentaron halos de inhibición entre 13 y 16 mm frente a las cepas 

Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Bacillus subtilis y Candida 

albicans (Tabla 14). De la Cruz J. también demostró que el aceite esencial a las 

concentraciones de 10%, 50% y 75% de esta planta presentó ligera sensibilidad 

frente a Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis (85). En cuanto al extracto 

etanólico, los resultados pueden ser comparados con los obtenidos por Ruiz J. y 

Roque M. quienes realizaron un estudio sobre la actividad antimicrobiana de los 

extractos de Piper lineatum y obtuvieron buena actividad del extracto etanólico 

frente a Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis y Candida albicans 

con halos de 20 mm, 18 mm y 22 mm respectivamente (87). En el presente estudio 

ninguna de las concentraciones de aceite esencial y extracto etanólico 

estudiados presentaron actividad significativa frente a Pseudomonas aeruginosa 

y Escherichia coli. Otros estudios similares demostraron la inactividad de los 

extractos y aceites esenciales de esta especie vegetal frente a las mismas cepas 
(85,88,89). 

 

En relación a la Concentración Mínima Inhibitoria, el aceite esencial de Piper 

carpunya Ruiz & Pav. presentó buena actividad antimicrobiana frente a todas las 

cepas en estudio excepto Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa. Por 

ejemplo, frente a Candida albicans presentó actividad antimicrobiana a una CMI 
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de 0.82 ± 1.12 µL/mL (Tabla 19), esta actividad es sumamente superior a la 

obtenida por De la Cruz J. quien obtuvo una CMI de 6.25 µL/mL frente a Candida 

albicans utilizando el método de dilución en agar (85). Rath C. y Mohapatra S. 

realizaron un estudio sobre la caracterización de la susceptibilidad de Candida 

spp. de cuatro aceites esenciales. El aceite esencial extraído de hojas de Piper 

betle mostró moderada actividad antimicrobiana contra Candida albicans con 

una CMI de β50 μL/mL (90), una actividad menor a la determinada en el presente 

estudio. El extracto etanólico de Piper carpunya Ruiz & Pav. presentó buena 

actividad antimicrobiana frente a todas las cepas en estudio excepto Escherichia 

coli, Pseudomonas aeruginosa y Candida albicans (Tabla 20). 

 

Se demostró que el aceite esencial de Piper callosum Ruiz & Pav. presentó 

actividad antimicrobiana significativa frente a Staphylococcus epidermidis y 

Bacillus cereus ya que a la concentración de 50% obtuvo halos de inhibición de 

25.5 ± 7.78 mm y 19 ± 4.24 mm respectivamente, mientras que al 100% inhibió 

el crecimiento de Staphylococcus epidermidis (20.5 ± 0.71 mm). Ninguna de las 

concentraciones de aceite esencial y extracto etanólico estudiados presentaron 

actividad significativa frente a Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli. El 

extracto etanólico de esta especie no presentó actividad significativa frente a las 

cepas estudiadas; sin embargo, presentó sensibilidad ante las cepas Bacillus 

cereus y Bacillus subtilis con halos de 15.75 ± 0.35 mm y 16 ± 1.41 mm 

respectivamente (Tabla 15). Estos resultados contrastan con los obtenidos por 

Ahmad et al. quien evaluó la actividad antibacteriana del extracto etanólico de  

Piper nigrum L. Por el método de difusión en agar obtuvo halos de 23.6 mm 

contra Bacillus cereus y de 23.5 mm contra Bacillus subtilis (91). Esto demuestra 

la variabilidad de la actividad antimicrobiana entre las diferentes especies del 

género Piper. 

 

En relación a la Concentración Mínima Inhibitoria, el aceite esencial y el extracto 

etanólico de Piper callosum Ruiz & Pav. presentaron buena actividad 

antimicrobiana frente a todas las cepas en estudio excepto Escherichia coli y 

Pseudomonas aeruginosa (Tablas 19 y 20). Por ejemplo, se obtuvo una CMI de 
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0.13 ± 0 µg/mL para el aceite esencial frente a Staphylococcus epidermidis, 

Bacillus subtilis y Bacillus cereus y una CMI de 0.25 ± 0 µg/mL frente a Candida 

albicans. El resultado obtenido en el presente estudio es mayor al determinado 

por Morales et al. quien evaluó la actividad antimicrobiana del aceite esencial de 

Piper hispidum Sw. y obtuvo una CMI de 12.5 - 6.β5 μg/mL frente a 

Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis y Bacillus 

cereus y una CMI de 200 - 100 μg/mL frente a Candida albicans (92). El extracto 

etanólico de Piper callosum Ruiz & Pav. demostró moderada actividad con una 

CMI de 187.5 ± 88.39 µg/mL frente a Candida albicans. En otro estudio realizado 

por Regasini et al. se determinó la CMI de diferentes extractos de Piper arboreum 

y Piper tuberculatum frente a levaduras oportunistas mediante la prueba de 

microdilución en placa. Sus resultados mostraron una moderada actividad de los 

extractos etanólicos de frutos y hojas de las especies mencionadas frente a 

Candida albicans, mientras que los extractos obtenidos de ramas y aquellos 

extractos a base de los solventes hexano, hidrometanol y etil acetato no 

presentaron actividad alguna (93). 

 

Se demostró que el aceite esencial de Piper amalago L. presentó actividad 

antimicrobiana significativa frente a Staphylococcus epidermidis y Bacillus 

cereus ya que a una concentración del 50% obtuvo halos de 20.25 ± 1.77 mm y 

20.25 ± 5.3 mm respectivamente. Además el aceite esencial al 50% y el extracto 

etanólico poseen sensibilidad frente a Staphylococcus aureus meticilina 

resistente con halos de 17.25 ± 0.35 mm y 16 ± 0 mm respectivamente. Destacó 

también la sensibilidad del aceite esencial al 50% frente a Staphylococcus 

aureus (17.25 ± 1.77 mm). Ninguna de las concentraciones de aceite esencial y 

extracto etanólico estudiados presentaron actividad significativa frente a 

Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli (Tabla 16). Estos resultados de la 

actividad antimicrobiana por el método de difusión en agar son los primeros 

reportados, por lo que podríamos compararlos con estudios similares realizados 

en otras especies del género Piper como el realizado por Fernandez et al. quien 

determinó la actividad antimicrobiana de un extracto metanólico de hojas de 

Piper sarmentosum frente a diversos microorganismos. Obtuvo una actividad 
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inferior en comparación con el presente estudio frente a Staphylococcus aureus 

meticilina resistente y no presentó actividad frente a Escherichia coli (94). 

 

En relación a la Concentración Mínima Inhibitoria, el aceite esencial de Piper 

amalago L. presentó buena actividad antimicrobiana frente a todas las cepas en 

estudio excepto Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa. El extracto 

etanólico de Piper amalago L. presentó buena actividad antimicrobiana frente a 

las bacterias Gram positivas Staphylococcus aureus meticilina resistente (5.86 ± 

2.76 μg/mL), Bacillus subtilis (15.63 ± 0 μg/mL) y Bacillus cereus (15.63 ± 0 

μg/mL) (Tabla 20). La CMI frente a Staphylococcus aureus meticilina resistente 

es menor a la que obtuvo Valle et al. quien evaluó la actividad antimicrobiana de 

los extractos de Piper betle L. y demostró que su extracto etanólico posee una 

actividad moderada con una CMI de 156 μg/mL (95). 

 

En resumen, los resultados de la prueba de difusión en agar demostraron que 

el aceite esencial de Piper callosum Ruiz & Pav. al 50% y el extracto etanólico 

de Piper acutifolium Ruiz & Pav. tuvieron mayor actividad antimicrobiana que los 

demás aceites y extractos en estudio, con halos de 25.5 ± 7.78 mm frente a 

Staphylococcus epidermidis y 24.5 ± 0.71 mm frente a Bacillus subtilis 

respectivamente (Tabla 18). En relación al método de microdilución, los mejores 

resultados de los aceites esenciales fueron los obtenidos de Piper acutifolium 

Ruiz & Pav. y Piper callosum Ruiz & Pav., porque presentaron la mayor 

efectividad en la inhibición de Staphylococcus aureus meticilina resistente 

representando el 1250% de la CMI del control positivo Ciprofloxacino, y el de 

Piper callosum Ruiz & Pav. porque representó el 322.58% de la CMI del control 

positivo Ketoconazol. En relación a los mejores resultados de la CMI de los 

extractos, el obtenido de Piper acutifolium Ruiz & Pav. representó el 16% de la 

CMI del Ciprofloxacino frente a Bacillus cereus y el único resultado obtenido de 

Piper callosum Ruiz & Pav. representó el 0.53% de la CMI del Ketoconazol. La 

variabilidad de los resultados de la actividad antimicrobiana obtenida puede 

deberse a la naturaleza de los antimicrobianos, aceites y extractos utilizados en 

el presente estudio ya que los controles positivos son patrones secundarios 
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altamente concentrados y purificados, mientras que los aceites y extractos son 

una mezcla de componentes fitoquímicos no purificados que pueden interactuar 

individualmente, en sinergismo o antagonismo. Por otro lado, la CMI de los 

aceites esenciales y los extractos etanólicos de las especies en estudio evidenció 

la presencia de actividad antimicrobiana frente a las bacterias Gram positivas 

Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus meticilina resistente, 

Staphylococcus epidermidis, Bacillus cereus y Bacillus subtilis, mientras que no 

se obtuvo actividad frente a las Gram negativas Pseudomonas aeruginosa y 

Escherichia coli (Tabla 22). Se obtuvo mejores resultados que los reportados en 

otros estudios con diferentes especies del género Piper como el realizado por 

Salleh et al. quien determinó la actividad antibacteriana de aceites esenciales de 

Piper porphyrophyllum cuyo aceite esencial de hojas mostró una CMI de 125 

μg/mL frente a Bacillus subtilis y Staphylococcus aureus (96); Salleh et al. evaluó 

la actividad antimicrobiana de Piper arborescens Roxb. cuyo aceite esencial de 

hojas mostró una CMI de β50 μg/mL frente a Staphylococcus aureus y de 500 

μg/mL frente a Bacillus subtilis (86); Silva et al. evaluó la actividad antimicrobiana 

de Piper ovatum cuyo extracto hidroalcohólico de raíz y hojas presentó una CMI 

de β50 μg/mL contra Bacillus subtilis (5); Steenkamp et al. determinó la actividad 

antibacteriana de Piper capense L.f cuyo extracto metanólico mostró una CMI de 

5β0 μg/mL frente a Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis (97). De 

acuerdo a lo citado anteriormente, todos los aceites esenciales y extractos 

etanólicos de las especies estudiadas no demostraron actividad frente a 

Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli. Esto contrasta con múltiples 

estudios realizados con otras especies del género Piper, como los hechos con 

Piper porphyrophyllum (96), Piper hymenophyllum (98) y Piper officinarum (99) que 

demostraron actividad frente a Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa, 

mientras que los realizados con Piper aduncum (100), Piper interruptum, Piper 

longum, Piper sarmentosum (88), Piper arborescens Roxb. (86) y Piper ovatum (5) 

no demostraron actividad frente a Escherichia coli. Esto demuestra la variabilidad 

de la actividad antimicrobiana entre las diferentes especies del género Piper. 
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Múltiples estudios adicionales reportaron que las bacterias Gram positivas 

pueden ser más susceptibles que las bacterias Gram negativas (86,99–102). Se 

conoce que el rasgo distintivo de las bacterias Gram negativas es la presencia 

de una doble membrana que las rodea. Aunque todas las bacterias tienen una 

membrana celular interna, las bacterias Gram negativas tienen una membrana 

externa que las caracteriza que restringe la difusión de compuestos hidrófobos 

a través de su revestimiento de lipopolisacáridos. Las bacterias Gram positivas 

al no tener membrana externa son más susceptibles a la penetración de ciertas 

drogas y antibióticos, lo que podría explicar por qué las bacterias Gram negativas 

son generalmente más resistentes a los antibióticos que las Gram positivas (103), 

como lo observado en el presente estudio.  

 

Los resultados de los análisis de actividad antimicrobiana para aceites 

esenciales y extractos etanólicos presentaron diferencias entre los métodos 

utilizados; la evaluación por el método de microdilución colorimétrica mostró 

mayor inhibición que el método de difusión en agar, como en otros 

estudios (61,88,104), debido a que la alta volatilidad de los aceites esenciales causa 

que algunos componentes químicos se evaporen durante la incubación; además 

su hidrofobicidad impide la difusión de todos los componentes del mismo (104). 

 

El análisis fitoquímico preliminar de los extractos etanólicos investigados 

mostró la abundancia de flavonoides y la presencia de antraquinonas, taninos, 

compuestos fenólicos, triterpenoides y esteroides. En relación a la abundancia 

de los metabolitos secundarios encontrados destaca la presencia de flavonoides 

en Piper acutifolium Ruiz & Pav., antraquinonas en Piper amalago L., 

compuestos fenólicos en Piper acutifolium Ruiz & Pav. y Piper carpunya Ruiz & 

Pav. y triterpenoides y esteroides en Piper carpunya Ruiz & Pav. Estos 

resultados coinciden con lo reportado en otros trabajos de investigación 

fitoquímica realizados con otras especies del género Piper (105-109). Se le puede 

atribuir la actividad antimicrobiana de los extractos etanólicos del presente 

estudio a los flavonoides, taninos y triterpenoides. Los principales tipos de 

flavonoides han sido relacionados con la actividad antifúngica y antibacteriana 
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de diferentes extractos del género Piper (110). También se ha demostrado la 

toxicidad de los taninos frente a hongos filamentosos, levaduras y bacterias, y la 

actividad de los terpenoides frente a bacterias, hongos, virus y protozoarios (6).  

 

Respecto a la elucidación estructural del aceite esencial de Piper acutifolium 

Ruiz & Pav., se determinó 14 compuestos (Tabla 23). Los sesquiterpenos 

representaron el 50%, seguidos de los monoterpenos con un 21.43%, en su 

mayoría hidrocarburos monoterpénicos, los hidrocarburos no oxigenados 

representaron el 14.29% mientras que un derivado del fenilpropano y un 

alcaloide el 7.14% respectivamente. Los resultados obtenidos en el presente 

estudio contrastan con los reportados por De la Cruz J. quien elucidó los 

componentes del aceite esencial de Piper acutifolium en donde los 

fenilpropanoides representaron el  42.45%, los monoterpenos el 36.21% y los 

sesquiterpenos un 15.42%. A diferencia del presente estudio, De la Cruz J. 

reportó que los monoterpenos oxigenados fueron más abundantes que los 

monoterpenos hidrocarburos (85). Lognay et al. realizó un estudio acerca de la 

composición química por GC capilar y GC/MS del aceite esencial de hojas secas 

de Piper acutifolium. Entre los principales constituyentes identificados destacó la 

presencia mayoritaria de sesquiterpenos al igual que en el presente estudio, 

teniendo como componente común copaene, un sesquiterpeno tricíclico (111). 

Otros estudios realizados en aceites esenciales de especies vegetales del 

género Piper mencionan al copaene como un ingrediente mayoritario como 

ocurre con los aceites de Piper boehmeriaefolium (112), Piper porphyrophyllum 

(96), Piper ovatum (5), Piper lanceaefolium (113), Piper hispidum (92) y Piper regnellii 

(114). Otras investigaciones mencionan que la actividad antimicrobiana 

presentada por los aceites esenciales se debe en gran medida a la presencia de 

terpenos y terpenoides; siguiendo en orden de actividad los que contienen 

grupos alcoholes, luego los que poseen aldehídos y por último los que tienen 

grupos cetónicos (9,101). Teniendo en cuenta los antecedentes encontrados en la 

literatura consultada y los resultados obtenidos, se pudiera atribuir la acción 

antimicrobiana del aceite esencial de Piper acutifolium Ruiz & Pav. a sus 

componentes terpénicos. 
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Del aceite esencial de Piper carpunya Ruiz & Pav. se identificó un total de 23 

compuestos (Tabla 24). Los sesquiterpenos representaron el 43.48%, los 

derivados del fenilpropano el 30.43%, los monoterpenos el 17.39% mientras que 

un derivado imidazólico y un compuesto aminado representaron el 4.35% 

respectivamente. Los resultados obtenidos en el presente estudio contrastan con 

los reportados por De la Cruz J. quien elucidó los componentes del aceite 

esencial de Piper carpunya y determinó que los monoterpenos con un 10.86% 

predominaron ligeramente sobre los sesquiterpenos con un 8.41%, siendo los 

hidrocarburos monoterpénicos más abundantes que los monoterpenos 

oxigenados (85). Dentro de los fenilpropanoides encontrados en el aceite esencial 

de Piper carpunya Ruiz & Pav. destacó la presencia de safrole, isosafrole y metil 

isoeugenol, resultados similares a los obtenidos por Valverde P.  quien reportó 

como principal componente identificado del aceite esencial de Piper carpunya el 

safrole con un porcentaje de 12.26% (89) y a los reportados por De la Cruz quien 

determinó que los componentes mayoritarios encontrados en el aceite de la 

misma especie fueron safrole y pentadecano + E-metil isoeugenol los cuales 

representaron más del 70% de su composición (85). Otro estudio sobre la 

composición de aceite esencial obtenido de las hojas de Piper carpunya Ruiz et 

Pavón recolectada en la Amazonía peruana demostró que el aceite esencial 

contenía safrol como principal componente con un 14.9%, también destacó la 

presencia de α-terpineno (12.1%), p-cimeno (10.9%), 1,8-cineol (13.0%) y 

spatulenol (9.8%) (115), obteniendo como componentes similares con el presente 

estudio el m-cimeno, spatulenol y (-)-spatulenol. Otros estudios refieren que el 

compuesto spatulenol destacó como componente mayoritario en el aceite 

esencial de otras especies de Piper como Piper abbreviatum, donde el 

compuesto mencionado representó un 11.2% del total de constituyentes (102) 

mientras que en el aceite esencial de Piper hispidum Sw representó un 3.65% 

dado que este aceite se caracterizó por las cantidades bajas de sus compuestos, 

este destacó como uno de los principales encontrados (116). Otras investigaciones 

mencionan que las propiedades antimicrobianas de los aceites esenciales están 

asociadas a sus compuestos oxigenados (86). Entre los compuestos a los que se 
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les atribuyen propiedades antibacterianas podemos citar terpenos como safrol, 

ȕ-elemeno, p-cimeno, entre otros (9). Compuestos similares a estos se 

encontraron en el aceite esencial de Piper carpunya Ruiz & Pav. a los que se les 

puede atribuir su acción antimicrobiana. 

 

Del aceite esencial de Piper callosum Ruiz & Pav. se identificó 30 compuestos 

(Tabla 25). Los sesquiterpenos representaron el 50%, los monoterpenos el 30%, 

en su mayoría oxigenados, los hidrocarburos oxigenados el 6.67%, mientras que 

un derivado del fenilpropano, terpenoide, compuesto organoborano y un 

compuesto aminado el 3.33% respectivamente. Entre los monoterpenos 

encontrados se encontraron α-pinene, 1R-α-pinene, 2(10)-pinene, ȕ-linalool, d-

limonene, entre otros. Estos resultados podrían compararse a los obtenidos por 

Marcel et al. quien determinó la composición del aceite esencial de Piper 

callosum y destacó también la presencia de linalool, α-pinene, limonene, entre 

otros (117). Al igual que en el aceite esencial de Piper carpunya Ruiz & Pav. 

estudiado, se encontró la presencia de safrole. Otros estudios también 

coincidieron que el aceite esencial de esta especie vegetal representa una nueva 

fuente de safrol (117,118). Múltiples investigaciones sobre la composición de 

aceites esenciales de otras especies de Piper determinaron como mayor 

constituyente al monoterpeno oxigenado safrol, entre ellos destacan los 

realizados en Piper hispidinervum donde el compuesto representó el 85.08% de 

todos los componentes de dicho aceite (119), en Piper auritum donde representó 

el 74.29% de los compuestos identificados (9) y  en Piper caninum con un 

porcentaje de 17.1% (120). Un estudio realizado por Dognini et al. relacionó al 

componente safrol como responsable de la actividad antimicrobiana del aceite 

esencial obtenido a partir de hojas de Piper xylosteoides ya que representó un 

84.1% de la composición de dicho aceite (121), a este hecho podemos sumarle la 

actividad antibacteriana atribuida a este compuesto (9) para suponer que su 

presencia y sinergismo con otros componentes, también conocidos por sus 

propiedades biológicas, son los responsables de la significativa acción 

antimicrobiana obtenida en el presente estudio.  
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Del aceite esencial de Piper amalago L. fueron elucidados un total de 21 

compuestos (Tabla 26). Los sesquiterpenos representaron el 61.9%, los 

monoterpenos el 28.57%, en su mayoría hidrocarburos monoterpénicos, y los 

compuesto aminados el 9.52%. Estos resultados son similares a los obtenidos 

por Ferraz et al. quien determinó que en el aceite esencial de Piper amalago 

predominaron los sesquiterpenos con un 46.68% y los monoterpenos con un 

38.27%, asimismo de los sesquiterpenos los más abundantes fueron 

zingiberene, δ-elemene y ȕ-caryophyllene mientras que limonene fue el 

monoterpeno más abundante seguido de α-pinene (122). Los componentes en 

común con este estudio fueron τ-elemene, caryophyllene, d-limonene ,1R-α-

Pinene y ȕ-Pinene. Los resultados del presente estudio también son similares a 

los reportados por Mota el al. quién determinó la composición de los aceites 

esenciales de hojas, tallo, flores y raíces de Piper amalago e igualmente 

concluyó que los sesquiterpenos predominaron sobre los monoterpenos (123). El 

predominio de sesquiterpenos y monoterpenos también se evidenció en otros 

estudios de aceites esenciales de otras especies del género Piper que 

corroboraron sus propiedades antimicrobianas, antioxidantes, antiinflamatorias, 

antiespasmódicas, relajantes, entre otras (124,125). Este predominio de 

sesquiterpenos y monoterpenos se puede indicar como responsable de la buena 

actividad antimicrobiana del aceite esencial de Piper amalago L. obtenida en el 

presente estudio. 

 

En resumen, la elucidación estructural de los componentes de los aceites 

esenciales reveló que los sesquiterpenos son los componentes mayoritarios. Se 

encontró también la presencia de monoterpenos, derivados del fenilpropano, 

hidrocarburos oxigenados y no oxigenados y en su minoría derivados 

imidazolicos, alcaloides, compuestos aminados y organoboranos. Todos los 

componentes de los aceites esenciales elucidados presentaron diversos 

isómeros de pineno. También destacan safrole, d-limonene, copaene, 

spathulenol, linalool, τ-elemene, α-cubeben y (+)-longifolene por su presencia 

repetida en varios de los aceites esenciales estudiados. Se podría atribuir la 

actividad antimicrobiana de los aceites esenciales a su contenido de 
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sesquiterpenos o a su acción combinada con otros compuestos. Dentro de ellos, 

existe un grupo que tiene informada actividad antibacteriana como son el safrol, 

linalol, α-pineno, ȕ-pineno, ȕ-elemeno, germacreno, p-cimeno, Ȗ-terpineno, 

mirceno, entre otros (126). Algunos de estos se encuentran en los aceites 

esenciales investigados en el presente estudio. 

 

Las diferencias cualitativas y cuantitativas entre la composición de los aceites 

esenciales de la presente investigación y otros estudios pueden explicarse 

debido a las variaciones en las condiciones ecológicas en el lugar de recolección 

como el clima, tipo de suelo y estación del año en que se desarrolla la planta 
(8,9,79). Esto se evidenció en la variabilidad de resultados de múltiples estudios 

realizados en Brasil que determinaron la composición del aceite esencial de 

hojas de Piper amalago recolectadas en diversos lugares del país. En la especie 

vegetal recolectada en el Distrito Federal se reveló el predominio de α-pinene, 

camphene, limonene, borneol, δ-cadinene y spathulenol (127); por otro lado en el 

estado de Minas se reveló el predominio de aryophyllene oxide, E-caryophyllene, 

α-pinene, germacrene y bicyclogermacrene (128); mientras que en el Campus de 

la Universidad de Sao Paulo se reveló la predominancia de Ȗ-muurolene,  

germacrene  D, biclyclogermacrene y spathulenol (129). Además en la especie 

vegetal recolectada en el estado de Rio Grande se reveló la predominancia de 

limonene, δ-elemene y zingiberene (122). También existen variaciones dadas por 

el método de extracción tanto de los aceites esenciales como de los extractos. 

Es así como Khan J. y Kumar N. realizaron una evaluación sobre las propiedades 

de extractos etanólicos y metanólicos de Piper betlle. Concluyeron que el tipo de 

solvente utilizado para la extracción influye en los resultados de la actividad 

antimicrobiana (130). Estudios similares respaldan la conclusión anterior (93,131,132). 

Asimismo Navas M. y Morales G. obtuvieron variaciones en los resultados de la 

actividad antimicrobiana de los extractos de Piper nigrum L. atribuidos al equipo 

de reflujo utilizado y al tipo de solvente extractor. Además concluyeron que aun 

cuando el tiempo de extracción fue igual en ambos equipos, se puede inferir que 

existe una especificidad de los extractos la cual está influenciada por la cantidad 

de muestra empleada y el volumen de solvente utilizado (133). 
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VI CONCLUSIÓN 

 

1. En relación a la prueba de difusión en agar, los aceites esenciales de Piper 

acutifolium Ruiz & Pav., Piper callosum Ruiz & Pav. y Piper amalago L. 

presentaron actividad antimicrobiana significativa frente a Staphylococcus 

epidermidis y Bacillus cereus. Además el extracto etanólico de Piper 

acutifolium Ruiz & Pav. mostró actividad frente a Bacillus subtilis (halo de 

inhibición > 18 mm).  

 

2. En relación al método de microdilución, los aceites esenciales (CMI 

0.12 ± 0.06 a 0.26 ± 0.09 µL/mL) y los extractos etanólicos (CMI 5.86 ± 2.76 

a 145.83 ± 95.47 µg/mL) mostraron actividad antimicrobiana frente a las 

bacterias Gram positivas en estudio, mientras que no se obtuvo actividad 

frente a las Gram negativas en estudio. Además todos los aceites esenciales 

(CMI 0.82 ± 1.12 a 3.16 ± 4.02 µL/mL) y el extracto etanólico de Piper 

callosum Ruiz & Pav. (CMI 187.5 ± 88.39 µg/mL) presentaron buena actividad 

frente a Candida albicans. 

 

3. Los componentes elucidados de los aceites esenciales de Piper acutifolium 

Ruiz & Pav. Piper carpunya Ruiz & Pav Piper callosum Ruiz & Pav. y Piper 

amalago L. fueron mayoritariamente sesquiterpenos con 50%, 43.48%, 50% 

y 61.9%, seguidos de monoterpenos con 21.43%, 17.39%, 30% y 28.57% y 

finalmente fenilpropanoides con 7.14 %, 30.43%, 3.33% y 0% 

respectivamente. 
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