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ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA A PARTIR DE EXTRACTOS DE HOJAS DE SEIS
ESPECIES DEL GENERO Piper L. (PIPERACEAE)

ANTIBACTERIAL ACTIVITY STARTING FROM EXTRACTS OF LEAVES OF SIX
SPECIES OF THE GENUS Piper L. (PIPERACEAE)

Navive Pino Benimez*

En Colombiaty & mundo se han reglizado un consi-

derable nimero de estudios en plantas medicindes
como lo registra CENIVAM-PNP (2007) en los
calculos basados en informacién de la base de da-

tos IS Wos, procesados con MS-Excel (Gréfica
1). Muchos de estos trabgos se han encaminado
hacialaevauacion delaactividad antibacterianade

RESUMEN

Se evallGan los extractos etanodlicos de las especies Piper tricuspe, P. peltatum, P. gorgonillense, P.
multiplinervium, P. tuberculatum y P. hispidum, para determinar su actividad antibacterianain vitrocontra
microorganismos patégenos de interés clinico humano Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Pseudomona aeruginosa, Salmonella tiphy, Klebsiella pneumoniae, mediante los métodos de dilucién
en placas de agar descrito por Mitscher y difusién en agar descrito por Baueret al. Los resultados muestran
gue todas las especies presentan algun tipo de actividad con concentraciones de 40 mg/ml contra
Staphylococcus aureus,Bacillus subtilis y Escherichia coli, excepto P. tuberculatum. La concentracion
minima inhibitoria (MIC) con el método de dilucién en agar esta entre la menor concentracion del extracto
etandlico inhibida y la concentraciéon inmediatamente inferior, siendo los mejores resultados para Piper
tricuspe, P. gorgonillense, y P. hispidum entre <5mg/ml >2,5 mg/ml, con la cepa deBacillus subtilis y Piper
tricuspe ademas con Staphylococcus aureus.

Palabras clave: Plantas medicinales; Piper; Actividad antibacteriana; Bacillus subtilis;
Staphylococcus aureus.

ABSTRACT

The extracts ethanolic of the species Piper tricuspe, P. peltatum, P. gorgonillense, P. multiplinervium, P.
tuberculatum and P. hispidum; they are evaluated to determine their antibacterial activity in vitro against
pathogen microorganisms of human clinical interest Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Pseudomona aeruginosa, Salmonella tiphy, Klebsiella pneumoniae, by means of two methods dilution
in agar badges described by Mitscher and diffusion in agar described by Kirby-Bauer. The results show that
all the species show some activity type with concentrations of 40 mg/ml against Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis and Escherichia coli,except P. tuberculatum. The inhibitory minimum concentration (MIC)
with the dilution method in agar is between the smallest concentration in the extract inhibited ethanolic and
the immediately inferior concentration, being the best results for Piper tricuspe, P. gorgonillense, and P.
hispidum among <5mg/ml, >2,5 mg/ml, with the stump of Bacillus subtilis and Piper tricuspe also with
Staphylococcus aureus.

Keywords: Medicinal Plant; Piper; Antibacterial activity; Bacillus subtilis; Staphylococcus aureus.

INTRODUCCION plantas medicindesy arométicas donde seregistran
importantesinformacionesyasean deextractas, frac-

ciones 0 compuestos puros de plantas medicinales,
como también de aceites esenciaes de plantas con
cuaidadesarométicas, que seven reflg adas en pro-
piedades antisépticas, desinfectanteso bactericidas
entre otras. Lamayor parte de los trabgjos cientifi-
cos sobre las plantas medicindes se han desarrolla
do en Asia Europay Norte América. Seginlamis-
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Grafica 1. Distribucion de los trabajos cientificos sobre plantas medicinales, segun el area de
conocimiento (registros mayores de 100), periodo de 1977-2006.
Fuente: CENIVAM-PNP, calculos basados en informacion de la base de datos ISI Wos, procesados con MS-Excel

ma fuente, los paises que poseen € nlmero de tra-
bajos de investigacion en plantas medicindes mas
alto son India (1,072), Estados Unidos (1,012),
Japon (677) y Bradl (486). A nivel de los paises
suramericanos, Bras| presentalamayor cantidad de
registros. Colombia, aparece con 17 articulosen este
tema, end Ultimo lugar se encuentra Ecuador, con 7
publicaciones sobre plantas medicindesregistradas
en |la base de datos consultada.

En lamismabase de datos, en ColombialaUniver-
sdad Neciond de Colombia registrae mayor ni-
mero de trabg os relacionados con plantas medici-
nalesy laUniversdad Industrid de Santander (UIS)
sobresae por d nimero de registros en aceites esen-
cides. La gran mayoria de los trabgos reaizados
con plantas medicina estiene como area de conoci-
miento la farmacologia y la farmacia, que corres-
ponde a40% del total de registros encontrados en
este tema, como se observa en la Gréfica 2. Otras
gplicaciones de importancia son las éreas relacio-
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nadas con cienciasdelas plantas, quimicamedicina
y lamedicinaintegrd y complementaria

El Grupo de Productos NaturadesdelaUniversdad
Tecnoldgicadd Chocd, havenido incursionando en
estaareadetrabgj o presentando estudioscon algu-
nas especies del género Piper delafamiliaboténica
Piperacese, de la cual muchas de sus especies se
utilizan en lamedicinatradiciond contraagentesin-
fecciosos; ademas, estas Pi peraceae presentan par-
ticular interés en la flora del Pecifico colombiano
porque de las plantas con flores, ese cuarto grupo
mejor representado, sendo € género Piper d me-
jor representado de todos |os géneros de dicotile-
doneas. Esasi como sdlo  departamento del Cho-
cd, cuentacon 52% (93 especies), delas 180 Pipe-
raceae registradas para el Pacifico colombiano
(Rangd y Rivera, 2004). El género Piper = en
cuentraampliamente distribuido en @ departamento
del Chocd enlasocho regionesfitogeogréficas des-
critas por Forero & Gentry (1989). ComUnmente,
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Gréfica 2. Distribucion de los trabajos cientificos sobre plantas medicinales, segun el area de
conocimiento (registros mayores de 100), periodo 1977-2006.
Fuente: CENIVAM-PNP, calculos basados en informacién de la base de datos ISI Wos,
procesados con MS-Excel

el género Piper se caracteriza por ser arbustos o
arboles més 0 menos lefiosos, pero a veces con
maderas blandas'y sub-herbécea, a veces trepado-
ras, tallos usualmente con nudos engrosados, hojas
enteras, amples aternas o lobuladas, nudosidades
e inflorescencia en amento (Steyermark, 1984).

Partiendo del hecho de que la flora silvestre del
Chocd ha sido poco estudiada en su actividad bio-
|6gica, este estudio esrelevante no sblo en lagene-
racion de nuevos conocimientos, Sno para proba-
bles aplicaciones que producen a aprovechamiento
delafloraregiond, porque generan dto vaor agre-
gado alabiodiversdad. Es precisamente lafdtade
este conocimiento, lo que halimitado € mango para
laexplotaciony € gprovechamiento raciond deeste

recurso natural ampliamente distribuido en todo su
territorio, en particular en zonas donde las especies
endémicas a canzan un porcentgje elevado.

Se evaduaron sais especies del género Piper sdlec-
cionadas por la frecuencia de uso medicina dada
por las comunidades de la region, contra dolores
estomacales, afecciones de lapid y fiebres paldi-
cas. Dichas especies son Piper tricuspe (Miq) C.
DC., P. peltatumL., P.gorgonillense Trd & Yurk.,
P. multiplinerviumC. DC., P. tuberculatum Jacq
y P. hispidum Sw.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio. El materia vegeta fue recolecta-
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do en diferentes locdidades de los municipios de
Quibdd y Atrato, en € departamento del Choco,
Colombia. Este departamento estalocaizedo en la
esguina nor-occidental de Ameérica del Sur, entre
los4° 10" y los 8° 10" de latitud norte, y entre los
76° y 78° de longitud oeste. Es la Unica region de
Américade Sur con costas sobre dos océanos, e
Atlantico (0 Mar Caribe) d nortey d Pacifico d
occidente. En Colombialimitada norte con laRepU-
blica de Panama en una extenson de 266 kmy con
e Golfo deUrabdenunos65kmy por e surcond
Valedd Caucaen 118 kmy por € occidentecon €
océano Pacifico en 688 km. Tiene unasuperficiede
46.530 k¥ que corresponden a 4% ddl territorio
colombiano (1'141.748 kn?) clasificandose como
€l noveno departamento de mayor superficiedd pais
(IGAC, 2006).

Recoleccion y procesamiento del material ve-
getal . Enlametodol ogiadetrabgo, setuvo en cuenta
larecoleccion de materid vegeta parasuidentifica

cion taxondmicay registros de herbario, alas cua

les selesrediz6 proceso de secado, montgje, iden-

tificacion einclusion en e Herbario CHOCO dela
Universdad Tecnologica del Choco y Herbario
Naciond Colombiano (COL) dd ingtituto de Cien-

cias Naturaes, de la Universidad Naciond de Co-

lombia, Bogota. Se recolectaron hojas de plantas
fértiles libre de polvo y enfermedades, en horas de
lamafiana; se utilizaron 200 g de hojas, alascudes
se lesredizd secado en horno con aire circulante a
40°C, se molieron, pesaron y etiquetaron en fras-

cos de vidrio de boca ancha. Se maceraron en frio
con etanol a 96% por un periodo de 15 dias, redli-

zando concentraciones sucesivas a presion reduci-

daen un rotaevaporador R-124, vacuun controller
V-800, marca Buchi. El extracto etandlico obteni-

do se envaso en frascos con tapa rosca previamen-

te pesados y etiquetados, los cuaes se dmacena

ron a4°C hadta la realizacion de los ensayos para
determinar su actividad antibacterianain vitro.

Radicacion delas muestras. Lasmuestras sera-
dicaron en los Herbario CHOCO y COL delas-
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guienteforma P. tricuspe CHOCO 007241, COL
519984; P. hispidum CHOCO 11997, COL
493849; P. gorgonillense CHOCO 11990, COL
493854; P. multiplinerviumCHOCO 11991, COL
493855y P. tuberculatum Jacq COL 519983, P.
peltatum COL 520008.

Cepas de microorganismos. Todas las cepas se
adquirieron de los laboratorio de microbiologia de
la Pontificia Universdad Javeriana, de origen au-

téntico y corresponden a American Type Culture
Collection (ATCC USA), marca REMEL vy verifi-

cada su clasificacion taxondmica, corresponden a
microorganismos patdgenos Gram positivosBacillus
subtilis ATCC 6633 (CMDM-PUJ 075), Staphy-
lococcus aureus ATCC 25923 (CDMPUJQ75) y
Gram negativos Escherichia coli ATCC 25922,

Pseudomonaaeruginosa ATCC 13076 (CMDM-

PUJ 111), Salmonella tiphy CMDM-UJ 045,

Klebsiella pneumoniae ATCC 70063 (CMDM-

PUJ 095).

Métodos de ensayos de actividad antibac-
teriana. Para la evauacion de la actividad anti-

bacteriana de los extractos de plantas, se llevan a
cabo dos métodos: dilucion en placas de agar des-

crito por Mitscher et al. (1971) y difusion en agar
descrito por Bauer et al. (1996). En d primer mé-

todo se usadisolucion del organismo 1/100 en so-

lucion salinad 0.9%; cada cgja de petri se prepara
con 10 ml de medio de cultivo que se homogenizan
con 100 pl delos extractos, se sembrapor rayado.

En & segundo método se usaron discos de papel de
5 mm, cantidad de extracto en cadadisco de 20 pl;

en ambos métodos se redizaron tres tratamientos
por triplicado cadauno. Seincuban a37°C durante
24y 48 h, medio de cultivo agar de Mudler-Hinton,

control positivo sulfato de estreptomicina 10 pg/ml

(marca OXOID); control negativo TSA (agar
tri pticasa soya marca MERCK).

Los controles se redizan de la Sguiente manera: a
tres cgjas de petri que contengan tripticasa de soya
agar redizar @ rayado de las bacterias empleadas
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Tabla 1
Evaluacidn antibacteriana por método de diluciéon en agar a extractos de
Piperaceae en lectura a 24 h (40 mg/ml)

Especies Cepas
Staphylococcus Escherichia  Klebsiella Salmonella Pseudomona Bacillus

aureus coli pneumoniae tiphy aeruginosa subtilis
Piper tricuspe 4+ 4+ - - - -
Piper peltatum ++ - - - - -
Piper gorgonillense +++ +++ - = - +++
Piper multiplinervium +++ - - - +++
Piper tuberculatum - - = = = =
Piper hispidum +++ +++ - - - +++
Control cmto - - - - - - -

+++ +++ +++ +++ +++ +++

Estreptomicina

+++ = Inhibicién total ++ = Inhibicién parcial

(esteesd contral de crecimiento bacteriano). A cgas
que contengan agar Mueller Hinton redlizar sembra
measiva con cada uno de los microorganismosy co-

locar en su superficie sengdiscos de estreptomicina
El segundo método es unatécnicasencilladonde se
ensayan diferentes dosi's de extractos (o productos
puros aidados previamente) sobre distintas bacte-

riasy seobservalapresenciao ausenciadeloshaos
de inhibicion. La técnica se puede resumir del S-

guiente modo: diametro delosdiscos. 5 mm, medio
de cultivo agar Mudler-Hinton, espesor del agar 4
mm, tiempo deincubacion entre 18y 24 horas, tem-

peratura de incubacion 37°C, evaporacion del di-

solvente del extracto a 60°C, media hora, cantidad
del extracto en cada disco 40 mg/ml en diluciones
de 20, 10,5y 2,5 mg/ml. Se aplican los discos con
las digtintas dosis de antimicrobiano sobre la placa
sembrada presionando con suavidad sobre la su-

perficie del agar con una pinza estéril. Se invierten
las placas y se incubacion a 37°C entre 18 y 24
horas. Pasado este tiempo se miden los diametros
de los hdos de inhibicién producidos. Todas las
pruebas se realizan por triplicado en los tres trata-

mientos por cada extracto.

RESULTADOS Y DISCUSION

Todas | as especies muestran a guin tipo de actividad

+ = Inhibicién insipiente

- = Crecimiento bacterial

con concentraciones de 40 mg/ml contraS. aureus,
Bacillus subtilisy E. coli, excepto P. tuber-
culatum. En las Tablas 1y 2 aparecen los resulta:
dos de laeva uacion antibacteriana con los dos mé-
todos, redizadaalos diferentes extractos etanolicos
de las hojas de las especies del género Piper evar
luadas. Piper tricuspe, P. peltatum, P. gorgo-
nillense, P. hispidumy P. multiplinervium, P.
tuberculatum. Los resultados de la MIC con €
meétodo de dilucion en agar estdentrelamenor con-
centracion del extracto etandlico inhibiday la con-
centracion inmediatamente inferior, Sendo los me-
jores resultados para Piper tricuspe, P. gorgoni-
llensey P. hispidumque oscilan entre<5mg/ml >2,5
mg/ml, con la cepa de Bacillus subtilisy Piper
tricuspe ademas con S. aureus.

En & Chocd y toda Colombiason muchas|as espe-
cies del género Piper utilizadas como medicindes,
antiinflamatorias o antibidticas. Generdmente sella-
man cordoncillosy deshinchadoras (Garcia, 1974,
Cayon y Arigtizéba, 1980; Weniger y Robineau,
1988; Pérez, 1990, 1996; Blair et al., 1991; Otero
et al., 2000; Pino 2000; Fonnegra 2003, Pino y
Vaois2004; Orjuelaet al., 2004; Pinoy Stashenko,
2006). |gua mente son varios los autores que infor-
man actividad antimicrobiana de extractos de plan-
tas (Vandeny Vlientinck, 1991, Rojaset al., 1992,
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Tabla 2
Evaluacion antibacteriana por método de Kirby-Bauer a extractos (40 mg/ml) de
Piperaceae en lectura a 24 h (diametro en mm)

Extractos Cepas
Staphylococcus Escherichia  Klebsiella Salmonella Pseudomona  Bacillus
aureus coli pneumoniae tiphy aeruginosa subtilis

Piper tricuspe 14n 12n- 15n-
Piper peltatum 10n-
Piper gorgonillense 1ln 10n- 11in-
Piper multiplinervium 10n-
Piper tuberculatum
Piper hispidum 1ln 1in- 1in-
Control cmto
Estreptomicina 15n 16n 20n 15n 11n 15n
>10 mm = Sensible <5 mm = Resistente - = Crecimiento bacterial n = Nitido

Glukoya et al., 1993, Buniato & Lajubutu 1994,
Graciaet al., 1995, Meurer et al., 1996, Meckes
et al., 1997, Lopez et al., 1997, Bazdar et al.,
1998, Martinez et al., 1999, Marquez et al ., 2005),
pero en especies de la familia Piperaceae son més
bien pocos los trabgos informados (Chiapetta et
al., 1983; Alécio et al., 1998; Xuan et al., 2006;
Mesa-Arango et al., 2007). Es por €elo, que los
resultados de este estudio de bioactividad, donde
cas todos los extractos de estas especies estudia-
das son bioactivos contra cepas de gran interés cli-
nico como S. aureusy E. coli, es decir, presentan
accion antibidtica. Lo anterior, es bien interesante
no solo para la vaidacion dd conocimiento de las
comunidades, Sno que le gporta dto vaor agrega:
do a dichas especies, pues las convierte en poten-
cid promisorio paralacontinuidad de estudios més
avanzados. Confirmando con € presentetrabgo, la
vaidacion del conocimiento popular, se contribuye
avdorar € conocimiento y dar vaor agregado ala
flora de la region, lo que puede generar mecanis-
mos 'y estrategias que motiven € mango y conser-
vacion de estos recursos.

Teniendo en cuenta los resultados ddl estudio y de
acuerdo con Carrefio et al. (2006), en los Estados
Unidos, S aureus, seencuentraentre losmicroorge
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nismos méas comunmente aid ados como patdgenos
hospitdarios y d igud que P. aeruginosa son las
encargadas de producir neumoniahospitdaria, ade-
mMé&s Son unas de las principales causantes delasin-
fecciones nosocomides, Sendo S, aureuslassgun-
da causa de bacteriemia. Sugiere este mismo autor
gue en lacomunidad, perd ste como una causa muy
importante de infeccion de piel, de tejidos blandos
y de endocarditisinfecciosa (sobretodo entre usua
rios de drogas inyectadas).

En Colombia, ocurre algo parecido de acuerdo con
lo reportado por Svigila (2003); comenta este au-
tor, que entre las infecciones hospitdarias asocia
das con digpogitivos invasvos, en unidades de cui-
dados intensivos (UCI) en Bogot4, S aureus ocu-
po € primer lugar de frecuencia con un porcentgje
de 64% y una frecuencia de resistencia alos beta-
lactamicos. Es asi como durante € afio 2002, S
aureus fue € principd microorganismo adado en
infecciones hospitalarias en un 25,7% de los casos.
Es de resdtar que las bacteriemias por este micro-
OrganisSmo son unacalisamuy importante de morbi-
mortaidad, no sblo en nuestro medio sino también
anive globd, y se ha reportado un aumento de su
incidenciay resistenciaen las Ultimas décadas. Para
Esoind y Prieto (2006), lasinfecciones son unacausa
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importante de morbi-mortalidad sobre todo en ni-
fios y personas inmunocomprometidas. Ademas,
comentaque en los Estados Unidos afectaentre2y
3 millones de personas y causan entre 500 a 2000
muertes cada afio.

Es de resdtar que, tal como lo comenta Linares y
Martinez (2004), se cdculaque més de 50% delas
prescripciones médicas de antibi6ticos, se ordenan
sn pruebas claras de infeccion o Sn unaindicacion
médica adecuada, creando resistencia a multiples
sugtancias 'y convirtiéndose en un problema de sa
lud pablica que se viene observando anivel mundia
después de la gparicion de los antibidticos. Tam-
bién dice este mismo autor, que durante los Ultimos
20 aios € uso indiscriminado de estos productos
ha hecho que las bacterias dotadas de multiples
mecanismos bioquimicos, genéticos-moleculares y
celulares desarrollen estrategias inherentes y adqui-
ridas, que les permiten evadir con efectividad laac-
Cion de estos compuestos. En ese sentido, América
L atina se encuentra entre |as regiones con més dta
incidencia de brotes nosocomiales producidos por
bacterias que presentan resistencia a multiples
antibidticos (Casdllas et al., 1994).

En concordancia con lo anterior Cabrera et al.,
(2007), comenta que € uso indiscriminado de los
antibidticos y la preson selectivaambientd rediza-

da por antisépticosy desinfectantes hagenerado una
respuestade supervivenciaen los microorganismos,
quelos capacitaparaevadir con eficiencialaaccion
bactericida de dgunos agentes. Teniendo en cuenta
aWadvogd (2000), y en concordancia € trabgo
de Rodriguez y Vesga (2005), Staphylococcus
aureus continlia sendo uno de los patdgenos més
importantesy versdtiles de la epecie humana, ocu-

pando un lugar preponderante en lasinfecciones de
pid y tgidos blandos, osteomidlitis, neumonia, en-

docarditis y bacteriemias, cuyo tratamiento se hace
cadavez mas complegjo debido alagran capacidad
del microorganismo de desarrollar resstenciaalos
antibidticos.

Por Ultimo, se resdtalaimportanciade este tipo de
trabgjo redlizados en la region, por muchas razo-
nes, ademés, hay especies de plantas, que se en-
cuentran en abundancia, pero no selesconocen nin-
gun tipo de uso en las comunidades locales y pasan
desapercibidas, como € caso de Piper gorgoni-
[lense. Iguamente, es importante redizar estudios
de especies botanicas de un mismo género o fami-
lia, para contragtar la informacion de una funcidn
como laactividad biol6gicay los agrupamientos que
por afinidad molecular hace la cladigtica reciente-
mente, donde muchas especies de diferentes géne-
ros se reagrupan en uno solo con base enlafilogenia
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