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Resumen

El objetivo fue determinar el efecto inhibitorio de extractos acuoso, etandlico
y cloroférmico de Piper nigrum L. (pimienta negra) sobre el crecimiento de
bacterias Gram negativas. Los extractos se elaboraron utilizando dos métodos:
Goldfish y Soxhlet. La actividad antibacteriana fue evaluada por el método de
difusién en placa de agar. El extracto acuoso no tuvo efecto antimicrobial. Se
evaluaron cuatro tratamientos (dos métodos x dos solventes). Se aplicé un ané-
lisis de Kruskal-Wallis y prueba de Tukey (P<0,05). El mayor halo de inhibi-
ci6n (15 mm) lo presentd E. coli con Goldfish etandlico y Proteus sp. (12 mm)
con Soxhlet cloroférmico. Goldfish fue mejor para la extraccién etandlica y
Goldfish etandlico provocd mayor efecto inhibitorio sobre las bacterias. E. coli
obtuvo el mayor halo de inhibicién.
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Abstract

The purpose of this research was to evaluate the antimicrobial activity of
aqueous, ethanolic and chlorophormic extracts of Piper nigrum L (Black Pepper)
on the growth of Gram negative bacteria. Extracts were obtained by using two
methods: Goldfish and Soxhlet. Microbial activity was evaluated by agar-plate
diffusion method. Aqueous extract didn’t have any antimicrobial effect. Four
treatments were evaluated (two methods x two solvents). An analysis of Kruskal-
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Wallis and Tukey’s Test were applied (P<0.05). The greater inhibition haul (15
mm) was showed by E. coli with ethanolic Goldfish and Proteus sp. (12 mm)
with the chlorophormic Soxhlet. Goldfish method was better for ethanolic
extraction and ethanolic extract by Goldfish produced the greater antimicrobial
effect on the evaluated bacteria. E. coli had the biggest inhibition haul.

Key words: Piper nigrum, plant extract, antibacterial activity.

Introduccién

La Dbusqueda de nuevos
farmacos antibidticos que contrarres-
ten la resistencia de microorganismos
a los ya existentes se identificaron en
extractos etéreos, acetona y etanol de
Melia azedarach L., Syzygium
aromaticum (L.) Merr. et L. M. Perry)
y Cinnamomun zeylanicum Blume)
por Soxhlet, observandose actividad
antimicrobiana contra Salmonella
typhi 'y Bacillus cereus (2),
microorganismos causantes de
salmonelosis y gastroenteritis seve-
ras. Entre otras de las propiedades
atribuidas a los compuestos presen-
tes en plantas pueden sefialarse, efec-
tos antioxidantes, regulacién del sis-
tema hormonal, actividad
antibacteriana y antiviral (5). Los gru-
pos funcionales de aceites volatiles,
entre ellos, carvacrol, eugenol,
geraniol, citral, en diferentes géneros
de plantas, como Piper nigrum,
inhibieron el crecimiento de bacterias
patégenas como Salmonella (1). La
presencia de compuestos fenolicos,

como los flavonoides extraidos de
Zuccagnia punctata Cav., se ha deter-
minado que son responsables de la
inhibicién de bacterias Gram negati-
vas (6). En un experimento se obser-
v6 que los polvos de especias tales
como Piper nigrum L. y Capsicum
annuum indujeron una mayor vida
util en chorizos frescos (3).

Plantas con actividad
antibacteriana se emplean como con-
dimento en alimentos y bebidas, como
las carnes, embutidos y salsas, entre
los que se usan mas comtunmente es-
tan el aji picante (C. annun) y aji dul-
ce (C. chinensi.). Debido a los pocos
trabajos que existen en la aplicacién
de extractos antibacteriales y consi-
derando el uso de esta especia en pro-
ductos manufacturados, en el presen-
te trabajo se plantea determinar el
efecto inhibitorio de los extractos
acuoso, cloroférmico y etandlico de
pimienta, aplicados a bacterias Gram
negativas.

Materiales y métodos

Las semillas de Piper nigrum L.
(pimienta negra) variedad Singapur se
recolectaron de plantas cultivadas en
la localidad de Rio Caribe, Estado
Sucre. Fueron secadas a temperatura
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ambiente, bajo sombra por 8 dias, has-
ta obtener semillas de color negro y se
molieron en un molino Willy. Se prepa-
raron los extractos, acuoso, cloroférmico
y etandlico por los métodos Goldfish y
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Soxhlet, utilizando 3 y 30 g de pimien-
ta negra molida, respectivamente, asi
como 30 y 200 mL de cada uno de los
solventes, respectivamente. El reflujo
se realizé por 6 horas con una tempe-
ratura de extraccién de 100°C para los
extractos obtenidos por Goldfish y 100,
60 y 78°C para los extractos acuosos,
clorofémico y etandlico, respectivamen-
te obtenidos por Soxhlet. La evaluacién
antimicrobiana de los extractos se rea-
liz6 sobre bacterias Gram negativas
(Escherichia coliy Proteus sp.), median-
te el método de difusion en placa de agar
y utilizando 30 ul del extracto para im-

pregnar discos de papel de filtro
Whatman 1 de 10 mm de didmetro. Se
evaluaron cuatro tratamientos (la com-
binacién de los dos métodos, id est,
Goldfish y Soxhlet y dos solventes, id
est, cloroformo y etanol, debido a que el
extracto acuoso por ambos métodos no
presentd actividad antimicrobiana). Se
realiz6 un analisis no paramétrico de
Kruskal-Wallis con tres repeticiones.
Las diferencias entre los cuatro trata-
mientos se detectaron mediante la
Prueba de Comparaciones Multiples de
Tukey. El nivel de significaciéon fue 5%.

Resultados y discusion

En el cuadro 1 se observa el efec-
to de los métodos de extraccidén
(Goldfish y Soxhlet) empleando dos
solventes (cloroformo y etanol), medi-
do como halo de inhibicién sobre el cre-
cimiento de bacterias Gram negativas
(E. coli y Proteus sp.). La prueba de
promedios determiné que el método
Goldfish empleando etanol tuvo un
mayor efecto inhibitorio del crecimien-
to de ambas bacterias superando a los
métodos Goldfish con extracto
cloroférmico y Soxhlet con extracto
etanodlico (P<0,05), pero similar a aquel
de Soxhlet con extracto cloroférmico.

En el cuadro 2 se expresan los
resultados obtenidos en la evaluacién
de actividad antibacteriana de los ex-
tractos acuoso, cloroférmico y etandélico
de P. nigrum L., los cuales refieren una
mayor actividad antibacteriana del
extracto etandlico obtenido por
Goldfish, observandose un mayor halo
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de inhibicién (15 mm) para E. coli,
mientras que para Proteus sp. fue 13
mm. Cuando se utilizé el método
Soxhlet el mayor halo de inhibicién lo
presentaron E. coli con el extracto
etandlico (12 mm) y Proteus sp. con el
extracto cloroférmico (11 mm). Aunque
el método Goldfish reportd los mayo-
res halos de inhibicién, solo se obtu-
vieron con etanol mientras que con el
método Soxhlet se logré obtener inhi-
bicién tanto con etanol como con cloro-
formo. El extracto acuoso obtenido por
ambos métodos de extraccién no repor-
t6 inhibicién sobre E. coli y Proteus sp.
Los resultados de esta investigacién
estan en concordancia con estudios
anteriores realizados con Piper auritun
H.B.K, donde no se observé actividad
inhibitoria sobre E. coli, Bacillus
subtilis, y Pseudomonas aeruginosa
cuando se evaluaron extractos acuosos
de hojas de esta especie (4).
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Cuadro 1. Prueba de Kruskal - Wallis y prueba de comparacion de
Tukey para el halo de inhibiciéon de Escherichia coli y
Proteus sp., bajo dos métodos de extraccion de metabolitos
de Piper nigrum L. (pimienta).

Escherichia coli Proteus sp.
Método Rango Ambito T
Goldfish etanodlico 21,0 19,33 A
Soxhlet cloroférmico 16,0 12,67 AB
Goldfish cloroférmico 6,50 9,00 B
Soxhlet etandlico 6,50 9,00 B
H de Kruskal-Wallis (P<0, 05 ) 21,78 13, 44

FComparaciéon Multiple de Tukey. Letras diferentes indican promedios estadisticamente
diferentes (P<0, 05).

Cuadro 2. Diametro de inhibicién maxima (mm) de extractos de Piper
nigrum L (pimienta) sobre las bacterias Gram negativas
Escherichia coli y Proteus sp. utilizando dos métodos de
extraccion y tres solventes.

Didmetro de inhibicién maxima (mm)*

Método Goldfish Método Soxhlet Solvente
(sin extractos)

Bacteria EA EC EE EA EC EE A C ET
FEscherichia coli — — 15 — 11 12 — — —
Proteus sp — — 13 — 12 — _ _ _

EA: Extracto Acuoso, EC: Extracto Cloroférmico, EE: Extracto EtandlicoA: Agua destilada,
C: Cloroformo al 99,4%, ET: Etanol al 99,8%- : Negativo (Sin halo de inhibicién).

Conclusiones
El extracto etandlico por gativas Escherichia coli y Proteus sp.
Goldfish caus6 mayor efecto de inhi- y el mayor halo de inhibicién fue ob-
bici6n sobre las bacterias Gram ne- tenido en E. coli.
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