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RESUMEN

El aceite esencial de las hojas de Clusia minor
L., recolectada en el Estado Mérida-Venezuela, fue
obtenido mediante la técnica de hidrodestilacion
utilizando la trampa de Clevenger y su
composicién  quimica se  determind  por
cromatografia de gases acoplada a espectrometria
de masas. Se obtuvo un rendimiento de 0,047%, los
componentes mayoritarios fueron identificados
como p-cariofileno (14,73%), germacreno-D
(13,41%), o-cadineno (12,95%), a-amorfeno
(10,38%) y 3-hexeno-1-ol (8,49%). La actividad
antibacteriana se evalud por el método de difusion
en agar con disco frente a cepas Gram positivas y
Gram negativas de referencia internacional. Los
resultados evidencian que el aceite esencial puro de
C. minor fue activo frente a todas las cepas
bacterianas evaluadas con halos de inhibicion de 20
mm  (Staphylococcus  aureus), 25 mm
(Enterococcus faecalis), 8 mm (Escherichia coli),
11 mm (Klebsiella pneumoniae) y 12 mm
(Pseudomonas aeruginosa). La concentracion
inhibitoria minima fue de 125 pg/mL para S.
aureus y E. faecalis mientras que para E. coli, K.
pneumoniae y P. aeruginosa fue de 250 pg/mL.

Este es el primer reporte sobre la composicién
guimica y la actividad antibacteriana del aceite
esencial de las hojas de Clusia minor L.

PALABRAS CLAVE

Clusiaceae, Clusia minor L, aceite esencial,
actividad antibacteriana.

ABSTRACT

The essential oil from the leaves of Clusia
minor L., collected in the State of Mérida-
Venezuela, was obtained by the hydrodistillation
technique using the Clevenger trap and its chemical
composition  was  determined by gas
chromatography coupled to mass spectrometry. A
yield of 0.047% was obtained, the majority
components were identified as pg-caryophyllene
(14.73%), germacrene-D (13.41%), o-cadinene
(12.95%), a-amorphene (10.38 %) and 3-hexene-1-
ol (8.49%). The antibacterial activity was evaluated
by the disc agar diffusion method against Gram-
positive and Gram-negative strains of international
reference. The results show that the pure essential
oil of C. minor was active against all the bacterial
strains evaluated with inhibition halos of 20 mm
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(Staphylococcus aureus), 25 mm (Enterococcus
faecalis), 8 mm (Escherichia coli), 11 mm
(Klebsiella  pneumoniae) and 12 mm
(Pseudomonas aeruginosa). The minimum
inhibitory concentration was 125 pg/mL for
S. aureus and E. faecalis while for E. coli,
K. pneumoniae and P. aeruginosa it was 250
pg/mL. This is the first report on the chemical
composition and antibacterial activity of the
essential oil from the leaves of Clusia minor L.

KEY WORDS

Clusiaceae, Clusia minor L, essential oil,
antibacterial activity.

INTRODUCCION

La especie Clusia minor L. es un arbusto
silvestre con escasos estudios fitoquimicos, se ha
identificado en el extracto de hexano de las hojas
metabolitos secundarios como esteroles (sitosterol,
estigmasterol), triterpenos (lupeol, a-amirina,
friedelina, epifriedelinol) y compuestos volatiles
(p-selineno, p-maalieno, espatulenol, J-cadineno y
y-cadineno) [9]. El latex y las hojas de esta especie
son empleados en la medicina tradicional para el
tratamiento de verrugas [10]. En la presente
investigacion se determind la composicion quimica
y la actividad antibacteriana del aceite esencial de
las hojas de Clusia minor L

MATERIALES Y METODOS

La familia Clusiaceae reporta alrededor de 30
géneros y 1150 especies, es endémica de América
del Sur e incluye arboles, arbustos, hierbas y lianas
de interés medicinal, diversas especies han sido
usadas para el tratamiento del céncer, procesos
inflamatorios, infecciones y obesidad [1]. Los
géneros con mayor nUmero de especies son
Neonate, Caraip, Mahurea, Calophyllum, Vismia,
Hypericum, Marila, Clusiella, Symphonia,
Lorostemon, Moronobea, Platonia, Garcinia,
Tovomita, Chrysochlamys y Clusia [2]. EI género
Clusia comprende alrededor de 321 especies
agrupadas en varias secciones taxondmicas, se
caracterizan por ser plantas lefiosas terrestres y
hemiepifitas, se distribuyen a lo largo del
Neotrépico en una amplia gama de habitats, desde
bosques de tierras bajas hasta bosques montafiosos,
asi como paramos de gran elevaciéon [3]. Las
infusiones de las hojas de especies de Clusia son
utilizadas en la medicina tradicional para el
tratamiento de enfermedades reuméticas, como
purgante y para curar heridas [4]. Estudios previos
de varias especies de este género revelan la
presencia de benzofenonas preniladas, flavonoides,
terpenos y esteroles. De igual modo, se ha
reportado versatilidad en cuanto a actividades
bioldgicas, lo que hace de este género una fuente
interesante de compuestos activos que pueden ser
usados con diversos fines [5-8].

Material vegetal: Las hojas de Clusia minor L.
se recolectaron en el sector La Mata, Municipio
Libertador, del Estado Mérida. Una muestra testigo
fue depositada e identificada como Clusia minor L.
por el Dr. Pablo Meléndez en el Herbario MERF
“Dr. Luis Ruiz Teran” de la Facultad de Farmacia
y Bioandlisis de la Universidad de Los Andes
(Voucher YCO1).

Extraccion y analisis del aceite esencial: Las
hojas frescas de C. minor (2549,0 g) se licuaron y
se sometieron a un proceso de extraccion mediante
la técnica de hidrodestilacion durante 3 horas,
empleando la trampa de Clevenger. El analisis por
cromatografia de gases acoplado a espectrometria
de masas (CG/EM), se realizé en un equipo marca
Hewlett Packard 6890, acondicionado con una
columna de fenilmetil-polixilosano de 30 metros de
largo y 0,25 mm de didmetro (HP-5) y un detector
de masas Hewlett Packard MSD 5973. La
identificacion de los componentes se estableci6
utilizando la base de datos Wiley MS Data Library
6th edicion y el calculo del indice de Kovats (1K)
[11,12].

Actividad antibacteriana: La actividad
antibacteriana del aceite esencial puro fue evaluada
por el método de difusién en agar con discos [13]
frente a bacterias Gram positivas: Staphylococcus
aureus (ATCC 25923) y Enterococcus faecalis
(ATCC 29212); y Gram negativas: Escherichia
coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27853), Klebsiella pneumoniae (ATCC
23357) proporcionadas por el Departamento de
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Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de
Farmacia y Bioandlisis de la Universidad de Los
Andes. El ensayo se realiz6 con un cultivo de 18
horas de cada microorganismo en 2,5 mL de caldo
Mieller-Hinton a 37°C. El in6culo bacteriano fue
ajustado con solucioén salina fisioldgica al patrén de
turbidez de Mac Farland N° 0,5 (10%® UFC/mL).
Cada inéculo se disemind sobre la superficie de una
placa que contenia agar Mieller-Hinton y luego se
colocaron los discos (6 mm diametro) previamente
impregnados con el aceite esencial puro, el control
negativo (dimetilsulfoxido) y el disco estandar de
los antibidticos de referencia (Eritromicina®,
Ampicilina® y Piperacilina®) como control positivo
para cada una de las bacterias. EI medio de cultivo
inoculado se sometié a preincubacion durante 18
horas, posteriormente se incubaron las placas por
24 horas y se realizo la lectura de los halos de
inhibicion alrededor del disco y se expreso en mm.
Los ensayos se realizaron por duplicado. La

determino frente a aquellos microorganismos que
mostraron sensibilidad, preparando diluciones del
AE en el rango de concentracion de 10000 pg/mL
a 125 pg/mL.

RESULTADOS Y DISCUSION

Andlisis del aceite esencial: El rendimiento del
aceite esencial (AE) calculado en base al peso del
material fresco fue de 0,047% (1,2 mL), el anélisis
por CG/EM (Figura 1) permitio identificar 28
compuestos, que se clasificaron en sesquiterpenos
hidrocarbonados (84,31%), sesquiterpenos
oxigenados (7,18%) e hidrocarburos oxigenados
(8,49%), lo cual representd la identificacion del
99,98% del total del aceite obtenido (Tabla 1),
siendo los componentes mayoritarios el
pS-cariofileno (14,73%), germacreno-D (13,41%),
o-cadineno (12,95%), a-amorfeno (10,38%) y 3-
hexeno-1-ol (8,49%).

concentracion inhibitoria minima (CIM) se

TABLA1
Composicion quimica del aceite esencial de las hojas de Clusia minor L.

’F\’li::o Nombre del Compuesto (;.iF;) A[)I{Za IKtab IKcal
1 3-hexeno-1-ol 3,71 8,49 850 856
2 J-elemeno 16,94 1,79 1335 1336
3 0-COpaeno 18,16 2,54 1374 1373
4 p-cariofileno 19,57 14,73 1417 1415
5 y-elemeno 19,81 0,80 1436 1429
6 aromadendreno 20,23 1,08 1441 1443
7 a-humuleno 20,49 1,28 1452 1454
8 allo-aromadendreno 20,57 3,29 1460 1455
9 S-muuruleno 21,18 0,93 1479 1474
10 a-amorfeno 21,29 10,38 1483 1478
11 germacreno-D 21,46 13,41 1484 1481
12 S-selineno 21,58 1,10 1490 1487
13 trans muurola-4(14),5-dieno 21,65 1,61 1493 1489
14 a-selineno 21,72 4,28 1498 1491
15 cis-#-guaieno 21,83 4,23 1490 1494
16 o-muuroleno 21,98 1,82 1500 1499
17 S-curcumeno 22,19 1,95 1522 1506
18 y-cadineno 22,39 3,02 1513 1512
19 J-cadineno 22,70 12,95 1522 1522
20 trans cadina-1,4-dieno 22,92 0,64 1534 1533
21 selina-3,7(11)-dieno 23,07 0,85 1546 1538
22 germacreno-B 23,64 1,63 1561 1558
23 cariofilenol 23,81 0,55 1572 1563
24 rosifolio 24,67 0,92 1600 1592
25 junenol 25,41 1,60 1619 1618
26 1-epi-cubenol 25,61 1,24 1628 1626
27 a-muurolol 26,05 1,39 1646 1642
28 o -cadinol 26,41 1,48 1654 1655

T.R: Tiempo de retencion de los componentes (min: minutos). % Area: érea'relativa. IKtab:
Indice de Kovéts tabulado tomado de la bibliografia (Adams, 2007). IKcal: Indice de Kovats

calculado con la temperatura programada en la columna HP-5MS.
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Fig. 1. Cromatograma general del aceite esencial de las hojas de Clusia minor L. (Fuente: CG-HP 6898/EM-HP 5973)

Estudios previos reportan que el AE de los
pétalos de las flores de varias especies de Clusia,
tiene como componentes mayoritarios acidos
grasos y derivados bencénicos [14]. Asimismo, el
AE de las hojas de C. lanceolata contiene entre
90,38-93,0% de sesquiterpenos hidrocarbonados
(p-cariofileno, a-humuleno y germacreno-D) y un
pequefio porcentaje de sesquiterpenos oxigenados
(4,40-6,07%) [4], mientras que para las flores de la
misma especie se reporta un perfil quimico rico en
sesquiterpenos oxigenados (15,20%) [14]. Por otra
parte, la fraccion volatil de los frutos de
C. nemorosa mostr6 un alto porcentaje de
sesquiterpenos, siendo el p-cariofileno (37,3-
48,6%) el componente mayoritario.

Los resultados obtenidos en la presente
investigacién sobre la composicién quimica del AE
de las hojas de C. minor, se asemejan a lo sefialado
por diversos autores que han informado altas
concentraciones de sesquiterpenos
hidrocarbonados en frutos, flores y hojas de varias
especies del género Clusia [14], coincidiendo en el
p-cariofileno como el componente en mayor
proporcion.

Los  sesquiterpenos son  un  grupo
extremadamente  amplio de  metabolitos
secundarios que se encuentran en las plantas. En
particular, los sesquiterpenos biciclicos han
aumentado atencién en el campo
biofarmacolégico. Entre ellos, el S-cariofileno es
uno de los componentes principales de los aceites
esenciales extraidos de especias y plantas
alimenticias. Este compuesto muestra importantes
actividades farmacoldgicas como anticancerigeno,
cardioprotector, hepatoprotector, gastroprotector,
nefroprotector, antioxidante, antiinflamatorio,

antimicrobiano, inmunomodulador y
neuroprotector [15]. En tal sentido, se puede
considerar que el AE de las hojas de C. minor
contiene compuestos biolégicamente activos.

Actividad  antibacteriana: El  ensayo
preliminar del aceite esencial puro de las hojas de
C. minor mostr6 efecto inhibitorio sobre todos los
microorganismos evaluados, con halos de
inhibiciéon de 20 mm (Staphylococcus aureus), 25
mm (Entococcus faecalis), 8 mm (Escherichia
coli), 11 mm (Klebsiella pneumoniae) y 12 mm
(Pseudomonas aeruginosa) (Tabla 2),
evidencidndose que las bacterias Gram positivas
(Figura 2) fueron més susceptibles que las Gram
negativas (Figura 3). La CIM fue de 125 pg/mL
para S. aureus y E. faecalis mientras que para E.
coli, K. pneumoniae y P. aeruginosa fue de 250
pg/mL.

En relacion a lo anterior, se infiere que estos
resultados se deben a la composicién quimica de la
membrana celular de las bacterias Gram negativas
cuya estructura basica es una bicapa lipidica que
contiene fosfolipidos (capa interna),
lipopolisacaridos y proteinas (capa externa), lo cual
restringe la difusion de sustancias hidrofébicas
[16].

Los antibidticos hidréfilos atraviesan la
membrana celular a través de canales acuosos
compuestos por porinas, las bacterias con
deficiencia de dichos canales pueden ser
resistentes. Por otra parte, las bacterias Gram
positivas contienen una capa externa de
peptidoglicano, que es una barrera de
permeabilidad ineficaz, por lo cual tienen una
mayor sensibilidad que las bacterias Gram
negativas [17].
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TABLA?2
Resultados de la actividad antibacteriana del aceite esencial de las hojas de Clusia minor L.
Halo de inhibicién (mm)
- Antibioticos comerciales
Bacterias (ATCC) Cﬁﬁia (Control positivo) CIM
minor E AMP PIP (Mg/mL)
(15 pg) (10ug) | (100 pg)
Staphylococcus aureus
ATCC 25923 20 82 i i 125
Enterococcus faecalis
ATCC 29212 25 i 82 i 125
Escherichia coli
ATCC 25922 8 i i 27 250
Klebsiella pneumoneae
ATCC 23357 1 j i 21 250
Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 12 j i 21 250

AE: aceite esencial. mm: milimetros. CIM: Concentracion Inhibitoria Minima. E: Eritromicina® 15 pg.
AMP: Ampicilina® 10 pg. PIP: Piperacilina® 100 pg.

O

Staphylococcus aureus

Enterococcus faecalis

|Fig. 2. Actividad antibacteriana del aceite esencial de las hojas de Clusia minor L frente a bacterias Gram positivas (Fuente: Propia)

Escherichia coli

Sin embargo, no hay evidencia que concluya
que las bacterias Gram positivas siempre son las
mas sensibles, diversos autores postulan que los
componentes individuales de los AE exhiben
diferentes grados de actividad contra los
microorganismos y se sabe que la composicion
quimica de los AE de una especie de planta
particular puede variar segun el origen geografico
y periodo de recoleccion. Es por tanto posible que
la variacion en la composicion entre AE de una
misma especie es suficiente para causar
variabilidad en el grado de susceptibilidad de
bacterias Gram positivas y Gram negativas [16].

Los resultados de la evaluacion de la actividad
antibacteriana del AE de Clusia minor L obtenidos
en el presente estudio pueden atribuirse al

Klebsiella pneumoniae

Pseudomonas aeruginosa
Fig. 3. Actividad antibacteriana del aceite esencial de las hojas de Clusia minor L frente a bacterias Gram negaitivas (Fuente: Propia)

sinergismo de los componentes mayoritarios, los
sesquiterpenos hidrocarbonados que representan
un 84,31% del total del aceite, en relacion al
mecanismo de accion de los AE como agentes
antibacterianos, se debe considerar que debido a la
composicion quimica de los mismos no presentan
un mecanismo especifico, en este caso se presume
gue podria estar dirigido a inhibir la sintesis del
peptidoglicano de la pared celular de las bacterias
Gram positivas, facilitando de este modo la
penetracion de las sustancias hidrofobas. De
acuerdo con la literatura consultada, este es el
primer reporte sobre actividad antibacteriana del
aceite esencial obtenido de las hojas de Clusia
minor L.
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CONCLUSIONES

El aceite esencial de las hojas de Clusia minor
L. esta constituido por  sesquiterpenos
hidrocarbonados (84,31%), sesquiterpenos
oxigenados (7,18%) e hidrocarburos oxigenados
(8,49%), los componentes mayoritarios estan
representados por el p-cariofileno (14,73%),
germacreno-D (13,41%), oJ-cadineno (12,95%),
a-amorfeno (10,38%) y 3-hexeno-1-ol (8,49%). El
aceite esencial puro presentd actividad
antibacteriana frente a Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa con una
concentracion inhibitoria minima que estuvo entre
125-250 pg/mL. Este es el primer estudio sobre la
composicién quimica y actividad antibacteriana del
aceite esencial de esta planta, constituyendo un
aporte  que  permite incentivar  futuras
investigaciones sobre los aspectos fitoquimicos,
toxicologicos y farmacologicos de especies del
género Clusia.
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