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Resumen

La pimienta negra (Piper nigrum) es popular en la industria alimentaria como especie para
condimentar los alimentos pero de igual manera se ha utilizado como inhibidor de crecimiento de
microorganismos no deseados en los alimentos, pero los estudios sobre el efecto antibacteriano
de esta planta son reducidos, por lo tanto, en este proyecto se determiné el efecto inhibitorio del
alcaloide mayoritaria de esta siendo la piperina, la cual fue obtenida por el método de Soxhlet y
por maceracion con etanol, el cual se alcalinizd y por ultimo se recristalizd. Se realizaron
pruebas como la cromatografia por capa fina, prueba de dragendorff, espectroscopia IR y UV.
Para la evaluacion de la actividad antibacteriana se utilizaron placas con agar Mueller-Hinton y
cultivo de la sepa de Staphyloccocus aureus, en las que se obtuvo 20mm como halo méaximo de

inhibicion para las diluciones realizadas y 23mm para la crema elaborada al 2% de piperina.

Abstract

Black pepper (Piper nigrum) is popular in the food industry as a species to flavor food but has
also been used as an inhibitor of growth of unwanted microorganisms in food, but studies on the
antibacterial effect of this plant are small. , therefore in this project was determined the inhibitory
effect of the major alkaloid of this being the piperine, which was obtained by the Soxhlet method
and by maceration with ethanol, which was alkalized and finally recrystallized. Tests were
carried out such as thin layer chromatography, dragendorff test, IR and UV spectroscopy. For the
evaluation of antibacterial activity were used with plates with Mueller-Hinton agar and culture of
the Staphylococcus aureus, in which 20mm was obtained as maximum inhibition halo for the

dilutions made and 23mm for the cream made at 2% of piperine.



21

CAPITULO I. INTRODUCCION

En este capitulo se desarrollara el planteamiento del problema, la hipétesis de la
investigacion, los objetivos, tanto el general, como los especificos, la justificacion y por Gltimo
los antecedentes nacionales e internacionales. Se utilizaron articulos y estudios obtenidos de la
base de datos de la Universidad Iberoamericana, del Binass y de las bibliotecas de la Universidad

Internacional de las Américas.

Planteamiento del problema

Las lesiones cutaneas ocurren muy comunmente en personas de cualquier edad, las cuales
se pueden presentar desde lesiones simples, hasta lesiones mas complicadas que se pueden
inclusive infectar con microorganismos como bacterias y llegar a producir padecimientos mas
graves que ameriten la utilizacién de medicamentos hasta la hospitalizacion del paciente por

complicacion de la infeccidn de la lesion.

El impétigo es una patologia que se caracteriza por la infeccion de la piel, esta se da
comunmente en los nifios. Dicha patologia es molesta, porque esta provoca comezon en el area
afectada y al rascarse la lesion ayuda a la diseminacion de la misma, ya que aumenta la puerta de
entrada de la bacteria Staphylococcus aureus, un agente provocador de la enfermedad. Como
menciona Cole, y Gazewood, en "Diagndstico y tratamiento del impétigo™ (2007), el impétigo se
transmite mediante el contacto directo, se puede diseminar una vez que las escoriaciones han sido

infectadas y los nifios se infectan frecuentemente por el contacto con otros nifios infectados.

El uso de plantas medicinales a través de la historia es muy reconocido, aun en la

actualidad la utilizacién de estos mismos es muy popular, como lo mencionan Bidyasagar,
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Tripathi y Mishra(2017), "En los ultimos afos, los usos de plantas medicinales son cada vez mas
solicitados a través de los tradi-practioners para el tratamiento de diferentes dolencias de las
comunidades”, tanto que muchas personas tienden a obtener sus productos “naturales” con
distribuidores que no tienen permisos ni verificacion de calidad del producto. Por lo que el
impulso de la elaboracion de productos naturales con fines medicinales pero con conocimientos

probados puede ser una alternativa positiva.

Por esta razon se presenta la siguiente pregunta: ¢cudl sera la efectividad de la piperina
obtenida de la pimienta negra contra la bacteria Staphylococcus aureus como tratamiento del

impétigo?

Hipotesis
La piperina obtenida de piper nigrum presenta actividad antibidtica frente al

Staphylococcus aureus.

Objetivos
Objetivo general

Evaluar la actividad antibidtica de la piperina frente al S. aureus, para la elaboracién de

una crema de uso topico contra el impétigo.
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Objetivos especificos.

Extraer piperina de la pimienta negra mediante el método de Soxhlet y maceracion para

elegir el mejor método para elaborar una crema de uso tépico.

Formular una crema con la piperina obtenida por destilacion con equipo Soxhlet o

maceracion.

Identificar el componente principal de Piper nigrum al comparar respecto de un patron de

piperina mediante espectroscopia IR y UV.

Determinar la posible actividad de la piperina obtenida de la pimienta negra en el

impétigo con una prueba de sensibilidad de antibidticos contra Staphylococcus aureus.



24

Justificacion

El presente proyecto es importante, ya que debido al incremento en la resistencia a los
farmacos, ha aumentado de igual manera la basqueda de tratamientos alternativos. Segun Kigigha
y Kalunta.(2017), el desarrollo de agentes antibacterianos es necesario debido a la aparicién de
organismos resistentes a los medicamentos, esto debido al uso irracional y excesivo de

antibidticos, la falta de completar un tratamiento y la versatilidad genética de los microbios.

Segun el articulo de la nacion ~ Bacterias infectan a 5.000 al afio en hospitales de CCSS",
unas 5.000 personas se infectan cada afio con bacterias que atacan en los centros hospitalarios de
la Caja Costarricense de Seguro Social (CCSS). Dentro de las cuales aproximadamente 630 casos
se le atribuyen a S. aureus, por lo tanto, al prestar atencion se nota que esta bacteria es una de las
mas frecuentes que se encuentra en los hospitales, por lo cual los tratamientos alternativos son

importantes para considerarlos dentro de las posibilidades.

De igual manera es importante mencionar que los beneficiarios del estudio de estas
bacterias y por ende de los resultados de la presente investigacion seran los pacientes que se
encuentran en hospitalizacidn y también los pacientes que tengan una infeccién en la piel que se
pueda complicar por la resistencia del S. aureus al tratamiento, ya que segun el articulo de La
Nacion "OMS revela lista de las superbacterias mas peligrosas por su resistencia a los

antibidticos” la bacteria anteriormente mencionada figura entre las resistentes.

Staphylococcus aureus es una patologia muy infecciosa que se encuentra dentro de la
flora bacteriana habitual del ser humano y animal, esta puede colonizar algunas zonas como la

piel y el tracto gastrointestinal cuando las barreras mecanicas son destruidas. Por lo cual el
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estudio de esta bacteria tiene implicaciones trascendentales para otros problemas como podrian
ser las infecciones asociadas a esta misma que pueden provocar endocarditis, neumonia

necrotizante, destruccion tisular e infecciones metastasicas, impétigo y sepsis.

Con esta investigacion se puede generalizar los resultados a principios mas amplios, ya
que el Staphylococcus aureus no es solo es patdgeno causante del impétigo, sino que esta bacteria
es la causal de otras patologias mucho mas graves y preocupantes que pueden conllevar a la
perdida de la vida del portador, por lo tanto se podrian extrapolar los resultados para realizar

terapias en otras presentaciones farmacéuticas con el fin de utilizarlos como nuevas alternativas.

Se espera obtener con los resultados de esta investigacion cual serd la efectividad de la
piperina obtenida de la pimienta negra contra la bacteria Staphylococcus aureus, ya que esta
planta es conocida mayormente por sus efectos antiespasmodicos, antiflatulentos, digestivos,
antioxidantes y de utilidad gastronémica, pero es muy poco conocida por sus propiedades

antibioticas.

Cabe destacar que Aparicio. (2012, p.2), hace mencion de como una atencion ambulatoria
o primaria que no es suficientemente eficiente conlleva a una posible hospitalizacion. La cual en
un principio pudo ser corregida desde el primer nivel si se hubiera prevenido desde un inicio la
enfermedad, si se detecta desde un principio la patologia del paciente y con esto utilizar el
tratamiento mas eficaz en cada caso. Por lo cual con la presente investigacion se podria conocer
en mayor medida el comportamiento de la patologia que presenta el S.aureus, los lugares mas
frecuentes donde se encuentra y los cuidados que pueden tener los pacientes para no infectarse

con esta misma y asi prevenir desde el primer nivel la infeccidn con esta bacteria.
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La evaluacidn del funcionamiento de la atencién primaria se basa en diversos estudios que
han demostrado la hipdtesis de que las tasas elevadas de hospitalizacion por “Problemas de Salud
Susceptibles de Cuidados Ambulatorios” (PSSCA), son indicacién de una atencion ambulatoria
suboptima. Es decir, una atencion inadecuada en tipo, localizacion, intensidad u oportunidad para

el problema de salud que esta siendo tratado (Aparicio, 2012.p.2).

El presente funcionard como aporte de datos a futuras investigaciones relacionadas al
tema, ya que relaciona la utilidad del piper nigrum (pimienta negra) contra la bacteria
Staphylococcus aureus, esta misma es de comun aparicion en infecciones dentro de los hospitales
y el uso de este material vegetal es poco conocido a nivel nacional para esta utilidad, por ende la
informacidn recolectada en este proyecto ayudaran a futuros investigadores a tener una referencia

para elaborar otros productos con piperina que tengan efecto contra esta misma sepa.

Por los motivos anteriormente expuestos, se ha planteado evaluar las propiedades
antibidticas que puede presentar la piperina obtenida de la pimienta negra (piper nigrum) al
utilizarlo por via tépica como posible alternativa para el tratamiento del impétigo, frente a la
bacteria Staphylococcus aureus, mediante la formulacion de la forma farmacéutica de una crema

y se comprueba su actividad mediante pruebas de eficacia en agar.
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Antecedentes
Internacionales

Cabello, Belloso, Clivet y Méndez (2007). Investigaron la “Actividad antimicrobiana de
los extractos acuoso, etanolico y cloroférmico de Piper nigrum L. (pimienta) sobre el crecimiento
de bacterias Gram negativas’, en la Universidad de Oriente, escuela de agronomia, en Venezuela.
El objetivo fue determinar el efecto inhibitorio de extractos acuoso, etanolico y cloroférmico de
Piper nigrum L. (pimienta negra) sobre el crecimiento de bacterias Gram negativas. Se
recolectaron plantas de Rio Caribe, se utilizé extractos por método Goldfish y Soxhlet. Se evalu6
la actividad antimicrobiana con el método de difusién en placa de agar. En conclusién el extracto

que tuvo un efecto mayor de inhibicién fue el etandlico.

De igual manera, en la misma universidad, Cabello y Belloso en el 2009 realizaron la
investigacion “Comparacion de dos equipos de extraccion por reflujo en la actividad
antibacteriana de los extractos acuoso, etandlico y cloroférmico de Piper nigrum L” con el
objetivo de comparar el efecto inhibitorio de los extractos acuoso, etanélico y cloroférmico de
Piper nigrum, contra el crecimiento de bacterias Gram positivas. Se utilizé dos equipos de
extraccion (Goldfish y Soxhlet) y se midié el efecto antibacteriano mediante el método de
difusion en placa de agar. Se concluyd que el extracto etandlico tuvo mas eficacia frente Gram

positivas.

Gracias a estas dos investigaciones anteriormente citadas se logré observar una buena
opcidn para elegir el solvente para extraer el componente antibacterial del Piper nigrum con

mucho mejor eficacia.
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Zarringhalama, Zaringhalam, Shadnoush, Safaeyan y Tekieh (2012). Investigaron el
“Efecto Inhibidor de los Extractos de Pimienta (negra y roja), Tomillo y de sus Aceites Esenciales
sobre Escherichia coli Enterohemorragica y Actividad de la DNasa de Staphylococcus aureus.”,
en la Universidad de Ciencias Médicas, Iran. Se tenia como objetivo determinar la actividad
antibacteriana contra E.coli y S.aureus, para este se utilizé el material vegetal hecho polvo con
etanol y luego se destild, por Gltimo se probd la actividad antimicrobiana en una prueba de
dilucion inhibitoria minima. Se determind que ambos extractos tuvieron efecto importante sobre
ambas bacterias pero los aceites esenciales tuvieron mayor potencia de inhibicion y también

fueron eficaces en la inhibicién de la actividad DNasa.

Shanmugapriya, Savaravana, Payal y Williams (2012). Observaron el Potencial
antioxidante de las hojas de pimienta y su potencial contra algunos microbios patdégenos.” en la
Escuela de biotecnologia, India. Tuvo como objetivo evaluar la actividad antioxidante,
antimicrobial, los constituyentes fisico-quimicos de la pimienta negra en tres distintos solventes.
Para esta se utilizé etanol, metanol y acetona, las hojas se secaron a la sombra y luego con cada
solvente se colocaron en el equipo Soxhelt y luego en el Rotavapor. Estos extractos se probaron
contra S.aureus, E.coli, Enterobacter y Haemophilus. Estos se colocaron en placas de agar para
hacer la prueba por difusién, donde se concluy6 que la pimienta negra es un agente de amplio
espectro ya que actla tanto sobre bacterias Gram negativas como Gram positivas y también en

hongos.

Ejazl, Ashfag e Idrees (2014). Estudiaron la =~ Antimicrobial potential of Pakistani
medicinal plants against multi-drug resistance Staphylococcus aureus”. (Potencial antimicrobiano
de las plantas medicinales paquistanies contra la resistencia a maltiples farmacos Staphylococcus

aureus), en la Universidad de Gobierno Universidad Faisalabad, Pakistan. Se determind patrones
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de resistencia de Staphylococcus aureus aislados de diferentes areas de Pakistan y para identificar
agentes antimicrobianos que son resistentes a multiples farmacos. Se tomaron muestras de
diferentes areas de Pakistan las cuales dieron positivo a S.aureus, estas se evaluaron y
presentaron resistencia a los antibidticos, luego se evalud el efecto de 29 plantas medicinales
frente a esta bacteria usando discos de agar. Se concluyd que 5 plantas presentaron actividad

antibacterial frente S.aureus dentro de las cuales se encuentra la pimienta negra.

Aziz, Tehreem y Ghufrana (2016). Estudiaron la”~ Evaluacién de la Actividad
Antimicrobiana del Extracto Metanélico de Curcuma (Curcuma longa) y Pepper (Piper nigrum).”
(Evaluation of Antimicrobial Activity of Methanolic Extract of Turmeric (Curcuma longa) and
Pepper (Piper nigrum)). El objetivo del estudio es evaluar la actividad antimicrobiana de las dos
especias "Pepper (Piper nigrum)" y "Curcuma (Curcuma longa)"”, que pueden utilizarse en
diferentes medicinas y terapias con base en hierbas. Se utilizaron ambas plantas para evaluar la
actividad contra Pseudomonas aeroginosa, Escherichia coli y Staphylococcus aureus, estas se
comprobaron por método de difusion en agar. Donde se observé que para P. aeroginosa el mas
eficaz fue la pimienta negra, en E.coli fue el extracto de circuma y en S.aureus fue la pimienta

negra.

Estas ultimas cuatro investigaciones son de gran ayuda para la presente, ya que afirman el

efecto inhibitorio de la pimienta negra contra el S. aureus.

Gbmez, Borrego, Lavin, Valdés, Battistoni, Guiametm. (2012). Observaron “Productos
ambientalmente amigables de origen vegetal empleados en el control de microorganismos
intervinientes en el biodeterioro del patrimonio cultura”, en el Instituto de Investigaciones

Fisicoquimicas Teoricas y Aplicadas (INIFTA), Cuba. El objetivo de esta investigacion fue
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obtener los aceites esenciales y extractos vegetales de varias plantas y con estos hacer pruebas
para observar la inhibicidn bacteriana y fangica de estas mismas. Las plantas se secaron en estufa
y luego se maceraron. Luego se obtuvieron extractos y aceites por hidrodestilacion con un equipo
de destilacion tipo clevenger, estos se analizaron por cromatografia gaseosa acoplada a
espectroscopia de masas. Por Gltimo se utilizé la técnica de los hoyos y se midieron los halos de
inhibicidn en milimetros. Se concluyo6 en que la mayoria de aceites utilizados frente a bacterias y
hongos tuvieron un efecto biocida, por ende se deduce el uso prometedor de productos amigables

con el ambiente para el control de microorganismos.

Sepehri, Bagheri, mohasseli, Javadian, Anbari, Nasiri, Kiani,Shahi and Sohil (2014)
Analizaron la "Antibacterial Activity of Cuminum cyminum and Piper nigrum against antibiotic
resistant Klebsiella pneumonia.” (Actividad antibacteriana de Cuminum cyminum y Piper nigrum
contra la neumonia por Klebsiella resistente a los antibioticos). El presente estudio se realizo para
determinar el efecto antibacteriano potencial de extractos de etanol y de Cuminum cyminum y
Piper nigrum contra Klebsiella pneumoniae que es resistente a los antibidticos. Se recolectd fruta
y esta se sec0, luego se pulverizo y se introdujo en etanol, por ultimo se filtré y se evaporo el
solvente. Se tomd muestra de los cultivos de orina de pacientes hospitalizados con K.pneumonie
y con este se prepararon tres cultivos. Se obtuvo que el extracto de piper nigrum presente un
efecto inhibitorio mayor cuando el extracto se hizo con etanol. Por lo cual esta investigacion es

de importancia porque muestra una opcion de solvente adecuado para extraer la pimienta negra.

Sotelo (2016). Indago sobre el ~ Estado del arte en el uso potencial de extractos vegetales
del género Piper para el control de plagas agricolas”, en la Universidad Nacional Abierta y a
Distancia Escuela de Ciencias Agricolas, Pecuarias y del Medio Ambiente, Colombia. Esta

investigacion tiene como objetivo realizar una recopilacion de la base documental, en el uso
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potencial de los extractos vegetales con actividad biologica del género Piper, en el control de
plagas agricolas. La informacion del tema fue obtenida de articulos en revistas, textos
académicos, tesis y trabajos de investigacion e informacion de internet. En este se concluyé que
las especies de Piper tienen diferentes metabolitos secundarios, con actividad bioldgica contra
plagas, insectos, larvas, virus, hongos, bacterias y enfermedades causadas por estas. La
importancia de este estudio es que confirma la actividad bactericida de la pimienta negra y que

esta podria convertirse en una alternativa para productos menos toxicos.

Drotman (2017). Averiguo sobre “ Enfermedades Infecciosas Emergentes™ Centro para
enfermedades, control y prevencién, Atlanta. EI objetivo de este libro es recopilar informacion de
las enfermedades infecciosas emergentes. Estos recopilaron articulos e informacion en temas
como el ebola, neumonia, influenza, seguridad alimentaria, zika entre otras, estas. En cada tema
se concluyd por aparte, pero en general ultiman diciendo que de cada tema expuesto se debe dar
mas informacion a la poblacién para que puedan prever una de estas enfermedades y como actuar
si alguien fue infectado. Esta investigacion es de ayuda puesto que menciona como el

staphylococcus aureus es una de estas patologias infecciosas mas frecuentes.
Nacionales

Zamora, Herrera y Arguedas (1997). Examind en un ~ Estudio Abierto No Comparativo
con Mupirocina en el Tratamiento de Pacientes Pediatricos con Infecciones de la Piel y Tejidos
Blando™, en el Acta Pediatrica Costarricense. En la investigacion se tuvo como objetivo analizar
la eficacia clinica y bacterioldgica de la mupirocina en el tratamiento de pacientes pediatricos con
infecciones de piel y tejidos blandos. Se incluyeron pacientes con edades entre 6 meses y 12 afos

que eran atendidos en la consulta externa del Hospital Nacional de Nifios. Fueron candidatos



32

nifios que presentaban signos locales compatibles con un proceso infeccioso en la piel o tejido
subcutaneo, se les tomd una muestra para cultivo del area afectada y a estas se le realizaron
pruebas de susceptibilidad a la mupirocina. Se concluy6 que de 32 pacientes 29 casos tuvieron un
diagnostico de impétigo y 3 de piodermitis, las bacterias obtenidas al inicio del estudios fueron S.
aureus en 14 pacientes. Al final del tratamiento 87% de los pacientes tuvo mejora y 13% tuvieron
fallo terapéutico. Este estudio es significativo porque demuestra la alta incidencia de la bacteria
S.aureus en nifios, que esta provoca la patologia del impétigo en la mayoria y que estas pueden

Ilegar a ser resistentes a tratamientos actualmente utilizados.

Marin (2008), Explord las * Causas y Efectos de la Saturacion del Servicio de
Emergencias de la Clinica de Chomes, Puntarenas’, en el Instituto Centroamericano de
Administracion Publica — ICAP, Costa Rica. Se tuvo como objetivo analizar las causas que
producen la saturacion del servicio de emergencias de la Clinica de Chomes y su efecto en la
atencion medica de este servicio en un periodo de tres meses. Se tomd como poblacion de estudio
a los pacientes que asisten a la consulta de emergencias, el estudio se hizo en seis meses de
consulta. Se utilizaron las hojas de puerta de atencion al usuario, cuestionarios y entrevistas,
ademas de las estadisticas mensuales del total de consultas. Se concluyd que el servicio tiene
consultas que en su mayoria no son consideradas emergencia, también que la falta de equipos
necesarios para atender urgencias enlentece el proceso. Este antecedente es importante ya que

gracias a este se logro observar cuales son las patologias que mas se consultan en esta clinica.

Aparicio (2012), Sondeo una  Serie sobre hospitalizaciones evitables y fortalecimiento de
la atencién primaria en salud”, en el Sector Social Divisién de Proteccion Social y Salud. Costa
Rica. El objetivo fue calcular el nimero de hospitalizaciones por condiciones sensibles a atencion

primaria asociadas a cada uno de los grupos diagndésticos establecidos y la proporcion de estas en
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relacion al total de hospitalizaciones en el afio. Para obtener informacion se calcularon las tasas
de hospitalizacion por ACSC para el periodo 1997-2010 para cada grupo de codigo diagndstico.
Los datos por area de salud se separaron por sexo y se agruparon en 15 intervalos de cinco afios y
tres categorias adicionales: menor de un afio, 1-4 afios y una ultima categoria que agrupa las
hospitalizaciones de personas de 80 afios y mas. Se concluyd que los resultados del estudio
aportan informacion para establecer estrategias y priorizar intervenciones para disminuir las tasas
de hospitalizacién evitables, dado que se identificaron los seis grupos de enfermedades que
concentran el 68.7% de las hospitalizaciones evitables, las zonas con patrones persistentes de

sobrehospitalizacidn y las areas de salud con riesgo creciente de hospitalizacion.

Castillo y Gonzales (2014). Determiné el * Aislamiento y cuantificacion de la piperina a
partir de la pimienta negra (Piper nigrum) un alcaloide en el tratamiento para la pigmentacién de
la piel”, en la Universidad de Iberoamericana. Esta investigacion tiene como objetivo demostrar
que los frutos de la pimienta negra que se cultivan en Costa Rica, por el alto contenido de
piperina, deben ser aprovechados para elaborar formas farmacéuticas Gtiles para tratar el vitiligo,
dejar el fumado, mejorar la dificultad de tragar en pacientes que sufren apoplejia y prevenir
varios tipos de cancer. Se aplicaron dos tipos de extraccion: maceracidn y extraccién continla
con equipo de Soxhelt. Una vez que se obtuvo el extracto se hicieron pruebas con el
cromatografo y luego con la espectroscopia IR y UV/VIS identificaron los componentes, por
ultimo se prepard una crema con posibles efectos sobre el vitiligo. Se concluyd que los métodos
que se utilizaron de extraccion usando un solvente de creciente polaridad fueron muy eficaces en

extraer la piperina.

Garita y Hernandez (2015). Realizd la” Investigacion de piperina en frutos de Piper

nigrum y su impacto como droga medicinal”, en la Universidad de Iberoamericana. Tiene como
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objetivo obtener y evaluar el contenido porcentual de piperina presente en la pimienta negra. En
este utilizaron un rota vapor para obtener el extracto y luego con la espectroscopia IR y UV/VIS
identificaron los componentes. Se obtuvo que la piperina es el principal alcaloide de la pimienta
negra. También que la piperina se concentra Unicamente en el hexano y el cloroformo. Este
alcaloide estimula la proliferacion de melanocitos y formacion de dendritas in-vitro y tiene ejerce

efectos carminativos, tonico estomacal, insecticida y como antibacterial.

Estos estudios son importantes para la investigacion ya que nos dan informacion de las
posibles actividades que tiene la piperina y también de los métodos de extraccion que pueden ser

utilizados para obtener esta de la pimienta negra eficazmente.

Proyecciones

Con los resultados de esta investigacion se pretende realizar un articulo cientifico con la
ayuda de los datos obtenidos de la misma, con el fin de ser publicado en la revista de la

Universidad Internacional de las Américas.
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CAPITULO II: MARCO TEORICO

En este capitulo se dard una breve explicacion de algunos temas principales como lo son
piper nigrum, métodos de extraccion, métodos de identificacion, piperina, piel, emulsiones,

infecciones, antibioticos, impétigo, Staphylococcus aureus.

Piper nigrum

Habitat

La planta de la pimienta negra o Piper nigrum, es una planta ampliamente utilizada y
conocida a nivel mundial, segin CIMED (2002) se ha utilizado de manera popular como
condimento, ademas de ser conocido en medicina sus efectos como antioxidante, antibacterial,

antiinflamatorio entre otros.

Segun Pavithra (2014), esta planta es una hierba trepadora, nativa del sur de India y se
cultiva en regiones tropicales. Tiene hojas simples, alternadas, de un verde oscuro, tiene solo una
semilla y tiene longitudes variadas. También es una planta que se adapta muy bien a los cambios

climaticos y tipos de tierra, lo que crea diversidad entre especies.

Damanhouri y Ahmad (2014) explican que la planta Piper nigrum crece en muchas
regiones tropicales como Brazil, Indonesia e India. Esta es usada en diferentes comidas y también
como medicamento, es una de las especies mas famosas y comunes utilizadas a través del mundo

entero, se considera el rey de las especies por su valor medicinal y por sus usos culinarios.
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Clasificacion
El autor anterior expone la clasificacion taxondmica de la planta de la siguiente manera:
Reino: Plantae
Nombre cientifico: Piper nigrum L
Familia: Piperaceae.
Nombre comun: pimienta negra
Descripcion de la planta

El CIMED (2002) refiere que la piperina se puede extraer de sus partes, tales como: frutos
maduros y no maduros del todo, tallo, hojas. Dice que los lugares que contienen mas

concentracion de piperina son las hojas y los frutos de la planta.

Damanhouri y Ahmad (2014), describe que el principal componente de la Piper nigrum es
la piperina, a la cual se le atribuyen diversas actividades farmacoldgicas y se ha utilizado en la
medicina tradicional con diferentes funciones como: analgésico, antiinflamatorio,
hepatoprotector, antidiarreico, antiespasmodico, antioxidante, antitumoral, antimutagénico,

insecticida y antibidtico.

También segin Damanhouri y Ahmad (2014), la planta Piper nigrum es una vid
trepadora que crece facilmente en la sombra en los arboles, los enrejados o los postes de soporte
hasta la altura maxima de 4 metros. La longitud de los picos va hasta 7-15 cm. Los frutos de la
pimienta negra son pequefios (de 3 a 4 mm de diametro) llamados drupa. Una fruta contiene

unasola semilla. Un solo tallo contiene 20-30 espigas de frutas.
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Tabla 1.Partes que constituyen a la pimienta negra.

Pericarpio Semilla

Epicarpio Tegumentos Seminales
Mesocarpio externo Perispermo

Mesocarpio Interno Cavidad seminal +/- desarrollada
Haces Albumen

Libero Embrion con 2 cotilenoides
Lefioso

Endocarpio

Seudo pedanculo

Micropilo

Fuente: Cano, Chavez, Godinez y Monzén (2002).

Ademas, Rani (2013), refiere que investigaciones fitoquimicas de la planta demuestran
que esta contiene acido tartarico, acido acético, acido citrico, acido succinico, pectina, azucares,
taninos, alcaloides, flavonoides, glucésidos y sesquiterpenos. Donde el picante de la pimienta
segun este autor se da por la presencia de la piperina que es un alcaloide bioactivo que se

acumulan en la piel y en las semillas de la fruta.

Carretero (Sf), describe que aproximadamente un 3% de los frutos de pimienta contienen
aceite esencial, responsable de su aroma. Este esta formado principalmente hidrocarburos
terpénicos: 50-74% de monoterpenos (beta-pineno, limoneno, etc.) y 20-35% de sesquiterpenos

(beta-cariofileno, etc.) y ademas una proporcion mucho menor de terpenoides oxigenados (13 %).

Carmona (2013) comenta “que la actividad biocida del género Piper (insecticida,

fungicida y bactericida) asociada a la toxicidad, radica en los diferentes metabolitos secundarios
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(flavonoides, terpenos, cumarinas, compuestos fenolicos, saponinas y esteroles) es atribuible a la

presencia de 22 alcaloides, a las piperamida”.

Figura 1. Componentes volatiles y aromaticos en el Piper Nigrum

Monoterpenes

Sesquiterpenes

Other compounds

o-Thujene
a-Pinene
Sabinene
pB-Pinene
1,8-Cineole
Limonene
Camphene
83-Carene
Myrcene
Cis-Ocimene
c-Phellandrene
p-Phellandrene
o-Terpinolene
v-Terpinene
Terpinolene

a-Copaene
p-Caryophyllene
B-Bisabolene
Caryophyllene oxide
o-Cis-Bergamotene
a-Trans- Bergamotene
B-bisabolene
o-Cadinene
v-Cadinene
Calamenene
a-Copaene
a-Cubebene

p- Cubebene
ar-Curcumene
B-Elmenes
x-Selinenes

Eugenol

Methyleugenol
Myristicin

Safrole

Benzaldehyde
trans-Anethole
Piperonal

m-Methyl acetophenone
p-Methyl acetophenone
n-Butyrophenone
Phenyl acetic acid
Cinnamic acid
Piperonic acid

Fuente: Meghwal y Goswami (2013).

Usos

Segun Ahmad, Fazal, Haider, Farooq, Ali y Khan (2012), el componente activo de esta
planta, que es la piperina puede simular a las enzimas digestivas del pancreas y de los intestinos,
también se le atribuye aumentar la secrecion de acidos biliares cuando se administra de manera
oral. Y se ha sefialado que el consumo humano de esta incrementa el tiempo del transito

oralcecal.
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Karsha y Lakshmi (2009), menciona que los extractos de la planta y sus metabolitos
secundarios tienen actividad antifungica, antibacteriana y antiviral. De igual manera alude que el
aceite esencial de la pimienta negra se utiliza para tratar el vértigo, asma, indigestion cronica,

obesidad, sinusitis, fiebre y diarrea

En el estudio de Shanmugapriya, Savaravana, Payal y Williams (2012), dice que la
pimienta negra es una fuente importante de nutrientes en la dieta del ser humano, ya que aporta
vitamina A y C, componentes fendlicos acidos y neutros, los cuales son antioxidantes
importantes. Los extractos de esta planta son conocidos por sus propiedades antimicrobiales y

son de uso terapéutico significante.

También Zarringhalama, Zaringhalam,Shadnoush , Safaeyan, y Tekieh (2012), afirma que
los extractos de la pimienta negra son tradicionalmente utilizados para tratamiento de
enfermedades infecciosas. Este contiene algunos componentes antimicrobiales como terpenos, a-

pineno, B-pineno, Linalool and Terpineol.

Cabe destacar que segin Damanhouri y Ahmad (2014), uno de los mayores usos de esta planta
es como condimento en los alimentos, los frutos de esta misma se secan al sol para separar los
granos de pimienta de donde estan adheridos, las frutas verdes maduras recién cosechadas pueden
secarse al sol para hacer la pimienta negra o la piel roja de los frutos de maduracion se elimina y

las semillas se secan al sol para hacer pimienta blanca
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Figura 2. Estructura de la pimienta y sus isbmeros
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Fuente: Gorgani, Mohammadi, Najafpour y Nikzad (2016).

La pimienta negra, debido a su aceite esencial y sus componentes, se describen varios

posibles efectos beneficiosos, ademas de los usos ya mencionados previamente.

Se ha descrito que puede utilizarse como estimulante del apetito por su olor agradable y la
digestion, asi como puede funcionar como carminativo, otorgando beneficios ante cdlicos para la

disminucion de gases en el sistema gastrointestinal.

Entre ellos, se ha descrito la capacidad antiséptica, principalmente ante bacterias y

hongos, aunque también se cree que posee cierta eficacia contra virus.



Figura 3. Usos tradicionales y modernos de la pimienta negra
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Fuente: Meghwal y Goswami (2013).
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Piperina

La pimienta negra son los frutos secos que estan totalmente desarrollados pero sin llegar a
estar maduros, que han pasado por un proceso de secado ya sea al sol, en hornos o tostados. Estos
frutos contienen al menos 2,5% de piperina cuando es calculado segin la materia seca. (USP 38.

2015).

Segun Rani (2013), la piperina es el componente mayoritario de la pimienta negra y esta
es la responsable del sabor amargo que contiene, también dice que el extracto proveniente de las

hojas de esta planta ha presentado actividad antimicrobiana.

Ahmad, Fazal, Haider, Farooq, Ali y Khan (2012), describe que la piperina previene y
minimiza la diarrea provocada por varios aceites y quimicos. Estimula la secrecion de &cidos

gastricos, la produccion de saliva y la activacion de la amilasa de la saliva.

Damanhouri y Ahmad (2014), refiere que el alcaloide principal de la pimienta negra es la
piperina (1-peperoil piperidina) que tiene actividades farmacoldgicas como lo es:
antihipertensivo,  antiagregante,  antioxidante, antitumoral, antipirético, analgésico,
antiinflamatorio, antidiarreico, antiespasmadico, ansiolitico, hepato-protector,

inmunomoduladore, Antibacteriano, anti flngico.
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Cabe destacar que Pavita (2014), comprueba que la actividad bactericida de la piperina

sobre bacterias Gram positivas y Gram negativas dio un resultado positivo. Los alcaloides como

la piperina pueden tener una gran responsabilidad de la actividad antibacterial.

Figura 4. Estructura molecular de la piperina.

Fuente: Carretero (Sf).

Métodos de destilacion

La destilacion es un proceso que consiste en calentar un liquido hasta que sus
componentes mas volatiles pasan a la fase de vapor y luego, enfriar el vapor para recuperar

dichos componentes en forma liquida por medio de la condensacion. Se tiene como objetivo
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separar mezclas utilizando la diferencia de volatilidad de cada componente. (Tenorio, 2007,

p.43).

Esta misma autora describe que cuando el material vegetal son semillas o frutos estos
deberian de ser triturados para que la superficie de contacto sea mayor y sea mas facil obtener el

aceite.

También segin Villalobos (2012) este sistema se emplea para purificar sustancias
contaminadas por grandes cantidades de impurezas resinosas y para separar disolventes de alto

punto de ebullicion de solidos que no se arrastran.

Soxhlet

Segun Wiley (2004), “el Soxhlet es la técnica méas antigua para la extraccion de
compuestos organicos en matrices solidas. Esta se lleva acabo con un disolvente orgéanico que
refluye a través de la muestra”. Dentro de las limitaciones que tiene este método es el tiempo
necesario para completar la extraccion y que el material vegetal quede agotado, ya que en

comparacion con otros métodos es elevado.
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Para este tipo de extraccion se toma una muestra del material vegetal y se coloca en el
sistema de destilacion pertinente que tiene el disolvente que se elige previamente, este se calienta
y el vapor se condensa, cayendo gota a gota donde se encuentra el material vegetal, este proceso
pasa hasta que se extrae el compuesto bioactivo completamente. (Gorgani, Mohammadi,

Najafpour y Nikzad (2017).

Figura 5. Equipo Soxhlet

Fuente: Sella (2007)
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Método de extraccion

Maceracioén

La técnica de maceracion se puede clasificar en: agotamiento sin agitacién o sea solo por
difusion de los metabolitos de la droga vegetal inmdvil al solvente (maceracion estatica) y el otro
método es procurar el agotamiento por la agitacion de la droga vegetal en el seno del solvente
(maceracion dinamica) obviamente esto dependera de disponer de un medio de agitacion

continuo (mecénico) o discontinuo (manual). (Cano, Chavez, Godinez y Monzon, 2002).

El mismo autor describe que la selectividad del etanol es mas relevante por su naturaleza
polar (es miscible en hexanos como en agua) lo que permite la extraccién absoluta de materiales
hidrofilos e hidrofobos con lo que ayuda a agotar la droga vegetal de una mejor manera. Un
aspecto a considerar es que su punto de ebullicion es relativamente mayor que otros solventes
organicos, debido a ser un liquido asociado por los puentes de hidrégeno que se establecen entre

las moléculas de etanol.
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Métodos de identificacion
Cromatografia por capa fina

La cromatografia en capa fina permite una identificacion cualitativa de metabolitos
especificos asi como una confirmacion por la propiedad de su relacién de recorrido (rf) que
resulta siendo una propiedad caracteristica dependiente de la fase inmoévil y del solvente
transportador. Ademas, se puede lograr una separacion de otros metabolitos mediante retirar de la
cromatoplaca la mancha especifica y realizar un microanalisis en posterior proceder. (Cano,

Chavez, Godinez y Monzon, 2002).
Figura 6. Razén de frentes

Se calcula entonces la razon:

(distancia recorrida por el sustrato) _
(distancia recorrida por el disolvente)

F

Fuente: Walton y Reyes (2005).

Esta esta constituido por una fase estacionaria que normalmente es una hoja de papel filtro
y una capa de absorbente, tambien por una fase movil o revelador. ElI metodo consiste en colocar

una gota del material a identificar en el borde de la fase estacionaria, se deja secar y por ultimo se
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introduce este borde dentro de la capa movil hasta que este este cerca de llegar al borde superior.

(Walton y Reyes. 2005).

Figura 7. Cromatografia ascendente en capa fina.
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Fuente: Herraez (2000).
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Espectroscopia

Skoog (2001), menciona que la espectroscopia es una ciencia que estudia las interacciones
que suceden entre la radiacion y la materia, ademas también mide la cantidad de radiacion
producida o absorbida por las especies atobmicas o moleculares que se analizan. Y se puede
clasificar segun la region del espectro electromagnético en que se utiliza para hacer la medicion,
esta division es: Rayos Ultravioleta (UV), Visible, Infrarrojo (IR), Gamma, Rayos X, microondas

y radiofrecuencias (RF) (P.567).

El autor anterior menciona la clasificacion del espectro de radiacion electromagnética en
diferentes intervalos segiin su longitud de onda en: “la region ultravioleta se encuentra desde los
180nm hasta los 380nm aproximadamente, la region visible de los 380nm a los 780nm, el
infrarrojo cercano de los 0.78um hasta los 2.5um y por ultimo el infrarrojo medio de los 2.5um a

los 50pm”. (P.571)

La espectroscopia identifica atomos o moléculas por medio de sus espectros, esto se
determina mediante el uso de las longitudes de onda a las cuales la especie pueda absorber la

mayor cantidad de luz o radiacién posible.

Otro aspecto importante a tomar en cuenta a la hora de realizar las determinaciones
analiticas, es el grado de absorbancia mas 6ptimo. Entre valores de absorbancia de 0,4 a 0,8
corresponden al margen mas adecuado para una determinacion por espectroscopia en quimica

analitica.

Para la identificacion de especies moleculares se utiliza la resonancia magnética nuclear
(RMN), la cual utiliza estas regiones del espectro de radiacion electromagnética comiunmente

aunque el espectro completo es mucho mas complejo y clasificado.
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Esta es una de las técnicas de analisis mas comunmente empleadas en quimica organica.

Segun Skoog (2008) la absorcién de radiacion en la region IR puede dar informacion sobre la

naturaleza o identidad de los compuestos, a partir de la presencia de grupos funcionales y

estructura de las moléculas.

Figura 8. Bandas de absorcion de algunos grupos funcionales.
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Fuente: Hans y Wolfgang (1987).

Segun Hart, Hart y Craine. (1999), la frecuencia infrarroja se expresa en unidades de
numero de onda, o en nimero de ondas por centimetro, esta se utiliza principalmente para
determinar el tipo de enlace que estd presente en la molécula a analizar. Normalmente es una

prueba rapida que se obtiene con muy poca cantidad de muestra.

Este mismo autor describe que los instrumentos corren una frecuencia aproximadamente
de 700 a 5000cm™ y que estas frecuencias pueden aportar de 2 a 12kcal/mol, cantidad que es

suficiente para afectar las vibraciones de los enlaces (alargamiento y flexidn de los enlaces).

Figura 9. Espectro IR de la Acetofenona.
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Figura 10. Vibraciones moleculares causadas por radiacion infrarroja.
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Fuente: Bailey y Bailey. (1998, p.426)

Skoog (2008) destaca que el espectro IR es un instrumento para determinar la identidad de
un compuesto, donde la region comprendida entre los 3600cm™ a 1250cm™ se utiliza para
identificar grupos funcionales comunes, y la region que se encuentra entre los 1200cm™ a 600cm
1

es conocida como “huella dactilar”, donde pequenas diferencias en la estructura y la

constitucion de las moléculas dan lugar a cambios significativos en el espectro IR.
Espectroscopia ultravioleta.

Segun Hart, Hart y Craine. (1999), menciona que el espectro de region visible para los
humanos es de 400nm a 800nm y que la luz ultravioleta tiene una longitud de onda menor de
200nm a 400nm. La cantidad de energia que emite esta region esta de 75 a 150kcal/mol para la
ultima mencionada. Estos espectros son utilizados para determinar las conjugaciones de las

moléculas a evaluar.

Los datos de absorcion se pueden presentar en forma de gréfica, donde se coloca la

absorbancia o log del coeficiente de extincion frente a longitud de onda. Se representa por la
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ecuacion de la figura 11, donde lo es la intensidad de la luz incidente, | es la intensidad de la luz
transmitida, € es el coeficiente de extincion, b el espesor de la cubeta en centimetros y ¢ es la

concentracion en moles por litro. (Pasto y Johnson, 2003. p, 114).

Figura 11. Ecuacion de absorbancia.
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Fuente: Pasto y Johnson (2003).

Figura 12. Espectro ultravioleta del tolueno en hexano.
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La piel es el 6rgano mas extenso del cuerpo humano, pues cubre toda su superficie. Se

compone de varias capas como lo es la epidermis, dermis y la capa de tejido graso subcutaneo,

esta funciona como una barrera de proteccion entre el exterior y el interior del cuerpo contra

agentes como lo pueden ser hongos, bacterias, virus y parasitos. (Velazquez, 2008, p. 1047).

Segun Port y Grossman (2015), la piel corresponde casi al 16% del peso total corporal,

su grosor puede cambiar de 1mm hasta mas de 5mm dependiendo de la zona del cuerpo, como

cubierta del cuerpo en ocasiones muestra lo que sucede en el interior del organismo y lo

manifiesta de distintas maneras como por ejemplo trastornos cutaneos.

Figura 13. Capas de la piel y estructuras en ella.

Poro
sudoriparo

Glandula Glandula
sudoripara sebacea

Melanocito

Epidermis”|

Capade
células
escamosas

_}Capade

células
basales



55

Fuente: Centro para el control y prevencién de enfermedades (2017).

La piel en condiciones éptimas tiene un pH de 5 la cual ayuda a evitar el ingreso de
muchos microorganismos al interior del cuerpo humano. Dentro de estos microorganismos se
encuentran los estafilococcos, entero bacterias y levaduras como la Candida son parte de la
microbiota habitual de la piel y estos contribuyen en el fortalecimiento de esta barrera. Aungue el
Staphylococcus epidermis se encuentra en la piel habitualmente también puede producir dese
infecciones leves de la piel y las mucosas hasta algunas sepsis, endocarditis, neumonia,
osteomielitis y también es una de las causas principales de infecciones hospitalarias. (Cardenas,

2014).

Velazquez (2008), menciona que para que un medicamento tépico tenga una buena
eficacia terapéutica hay una relacion entre la potencia y la capacidad de atravesar hasta la piel
enferma en concentraciones optimas. Estas se ven influenciadas por etapas como lo puede ser la
correcta aplicaciéon, paso de la capa cornea y luego la continuidad de la penetraciéon del
tratamiento hacia las siguientes capas como epidermis, dermis, tejido celular subcutaneo hasta los
vasos sanguineos si es que logra traspasar las capas anteriores. Por lo que para formular un

tratamiento tépico optimo se debe de tomar en cuenta estos factores.

La epidermis, segun Swarbrick (2007), consta de varias subcapas, las cuales son: el

estrato basal o germinativo, el estrato espinoso, el estrato granuloso, el estrato licido y el estrato
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cérneo. De dichos estratos de la epidermis, y en general de la piel, estas capas poseen muchos
componentes de tipo grasos, los cuales brindan proteccion. La droga presente en un formulado
para uso topico, debe ser capaz de atravesar dichos estratos, sin ocasionar una alteracion o dafio

en la misma; en otras palabras, no ser irritante.

Al ser el estrato corneo, la primera capa por atravesar, resulta importante la composicion quimica
general, que esta posee, ya que ayuda a entender, que caracteristicas quimicas debe de poseer un

farmaco por utilizar de forma topica.

Infecciones

Mosby (2003), describe a las infecciones como la “invasién del organismo por
microorganismos patdgenos que se reproducen y multiplican, causando un estado morboso por
lesion celular local, secrecion de una toxina o al provocar una reaccion antigena — anticuerpo en

el huésped".

También estas se pueden observar como cambios que existen en distintas partes del
cuerpo que al producirse permiten que las bacteriana o virus colonicen el organismo, estas
pueden ser agudas o cronicas. Para causar estas infecciones se deben de sobrepasar las barreras
fisicas e inmunes del cuerpo, por lo tanto puede ser que se den por falla de algin sistema de

defensa. (Beers y Flectcher, 2003).

Algunas bacterias se consideran que son parte de la flora habitual de la piel por lo tanto no
se observan como si fueran patdgenos o dafiinos para esta misma, sin embargo algunas de estas

en situaciones de exposiciones abiertas de la piel son oportunistas y la infectan. Estas infecciones
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se catalogan segun la extension o penetracion de la bacteria, estas son las primarias y secundarias,
donde en las primarias son infecciones cutaneas superficiales como por ejemplo el impétigo, y las
secundarias son infecciones mucho mas profundas como una ulcera infectada. (Port y Grossman,

2015).

Impétigo

El impétigo es una infeccion estreptococica o estafilococica de la piel que ocupa una
puerta de entrada para que la bacteria logre colonizar (un corte, abrasion, puncion, etc.), inicia
con un eritema focal y progresa hasta producir vesiculas pruriginosas, erosiones y costras

melicéricas. La lesion suele localizarse en la cara y se extiende localmente. (Mosby ,2003).

Dentro de las infecciones bacterianas cutaneas, superficiales mas comunes se encuentra el
impétigo, el cual es causado normalmente por estafilococos, estreptococos B- hemolitico del
grupo A o ambos. Se da frecuentemente en nifios pequefios y menos frecuente en nifios mayores
0 adultos aunqgue si se encuentran casos de estos. EI momento en que se presenta mas casos es en

épocas de clima caliente y himedo. (Port y Grossman, 2015).

Se puede distinguir dos tipos de impétigo, el ampolloso que es causado por la toxina
exfoliativa o epidermolitica de Staphylococcus aureus, y el no ampolloso o contagioso, que
puede ser causado por el mismo patdgeno y el streptococcus o por los dos en el mismo momento.
El primero se manifiesta con la aparicion de ampollas grandes que se pueden persistir por 3 a 4
dias, luego estas se rompen y cuando estas se secan aparece unas costras de color miel, se

propaga por autoinoculacién. Mientras que el no ampolloso como su nombre lo dice no produce
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ampollas, este tipo produce unas vesiculas que se rompen y repiten la patologia del anterior.

(Guerra, 2007).

Figura 14. Impétigo en fosa nasal y area superior del labio.

Fuente: Barco,L (2000).

Staphylococcus aureus

Segln Negroni (2009), “las bacterias son microorganismos que pertenecen al reino
procariota, presentan una estructura celular simple y sin membrana nuclear, integrantes al
dominio Bacteria. Se reproducen por division simple o fisién binaria, lo que da origen a

agrupaciones caracteristicas’. (p.11)
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Pahissa (2009) describe que "El género Staphylococcus estd ubicado en la familia
Micrococaceos, que son cocos Gram positivos, que se disponen en grupos a modo de racimos
irregulares (del griego staphylé, racimo de uvas), aunque se pueden encontrar aislados o
formando parejas”. Este mismo autor describe que los requerimientos nutricionales de estos son
poco estrictos, pero que las condiciones en que crecen mejor son entre 30 y 37°C y un pH
cercano a 7. Son microorganismos no maviles, aerobios o anaerobios facultativos, crecen en

cualquier medio de cultivo pero tienen més crecimiento en medio sal manitol y en agar sangre.
(p.15).

Las infecciones causadas por S. aureus van desde enfermedades menores de la piel , que
pueden ser superficiales como infecciones de una herida, furinculos e impétigo ampolloso, a
enfermedades mas graves que son invasivas locales como celulitis, osteomielitis, sinusitis y
neumonia, hasta septicemia y meningitis potencialmente mortales. (Zarringhalama, Zaringhalam,

Shadnoush, Safaeyan y Tekieh, 2012).

Una vez que S. aureus invade las estructuras mas profundas, a menudo se propaga a
otros sistemas de organos, dando lugar a una infeccion metastasica. La endocarditis y la
septicemia tienen morbilidad y mortalidad importantes a pesar de la terapia antimicrobiana
agresiva. La intoxicacion por estafilococos ocurre con un corto periodo de incubacion de 2 a6 h
y se caracteriza por nauseas y vomitos, seguidos por calambres abdominales y diarrea, que

pueden ser hemorragicas. (Zarringhalama, Zaringhalam, Shadnoush, Safaeyan y Tekieh, 2012).

Esta bacteria es también una causa frecuente de infecciones intrahospitalarios que estan
relacionadas con dispositivos médicos y a cirugias. Aunque las infecciones cutdneas menores

pueden resolverse de forma natural sin intervencién antibiotica. (Ejaz, Ashfaq y Idrees, 2014)



Figura 15. Staphyloccocus aureus, tincion de gram.

Fuente: Sabalete (2010).

Figura 16. Staphyloccocus aureus: cultivo en Agar sangre.

Fuente: Sabalete (2010).
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Antibidticos

Montoya (2008), refiere que “un antibidtico es cualquier agente que interfiera con el
crecimiento y la actividad de las bacterias, estas pueden ser bactericidas si su fin es matar la

bacteria y bacteriostatico si produce la supresion del desarrollo de las bacterias.

Segun Chambers (2007). “Los antibidticos son sustancias antimicrobianas producidas
por diversas especies de microorganismos (baterias, hongos y actinomicetos) que suprimen el
crecimiento de otros microorganismos, sin embargo, también se abarca a los antibidticos
sintéticos como las sulfonamidas y quinolonas™. Cada antibidtico tiene su mecanismo de accion,
propiedades fisicas, quimicas y su espectro antimicrobiano distinto, lo que es de suma

importancia para combatir la gamma de microorganismos existentes.

Los antimicrobianos deberian presentar ciertas caracteristicas como lo son una
especificidad elevada, minima toxicidad en las células humanas y que sea activo a
concentraciones bajas, esto se expresa como la concentracion minima inhibitoria (CMI) y se
define como la concentracién minima de un agente antimicrobiano que es capaz de inhibir el

crecimiento del microorganismo (Garcia, Bermejo, Corrales y Cifredo, 2006, p, 165).

La CMI puede cuantificar la resistencia de una cepa frente a un antibiotico, esta puede ser
causada comunmente por mutaciones en las bacterias. Estos cambios generan una disminucion en
la efectividad del farmaco y se requiere una concentracion de medicamento mas elevada para
realizar el mismo efecto. Mientras que la tolerancia es la capacidad de una bateria para ser

expuesta de manera temporal a antibioticos, sin importar que la CMI sea superada en gran
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cantidad. Por lo tanto para eliminar una bacteria tolerante se requiere exponer durante mas tiempo

al farmaco para eliminar el microorganismo. (Brauner, Fridman, Gefen y Balaban,2016, p,320).

Para que un tratamiento sea satisfactorio debe alcanzar una concentracion suficiente en el
lugar de infeccidn para lograr inhibir el crecimiento del microorganismo al que se enfrenta. Esta
concentracion debe ser los suficientemente alta para parar el crecimiento de la bacteria pero al
mismo tiempo que esté por debajo de los niveles toxico para las células humanas sino inhibiria

ambas Y traeria repercusiones graves en el paciente. (Chambers, 2007).

Las bacterias en la actualidad estan generando resistencia a los antibioticos actuales, mas
del 70% de las bacterias que producen infecciones intrahospitalarias como lo es S.aureus son
resistentes a mas de un farmaco que se utilizaba anteriormente para eliminarlas. Se dice que las
razones para que se cree la resistencia hacia un antibiotico pueden ser que el farmaco no se
distribuya de manera correcta y no llegue al lugar que se necesita, que el farmaco no sea
correctamente utilizado y no sea activo frente a la bacteria que enfrenta y por Gltimo que el

objetivo esté alterado, es decir que tenga algun tipo de mutacion. (Chambers, 2007).

Gran cantidad de padecimientos cutaneos tienen como tratamiento de relevancia los
antibidticos topicos. Dentro de estos medicamentos se tiene la mupirocina, la cual se utiliza para
infecciones bacterianas superficiales, este es activo frente a bacterias Gram positivas
especialmente estafilococcus y la mayoria de estreptococcus, tiene presentacion de unguento y la

principal indicacidn es el impétigo vulgar localizado. (Velazquez ,2008).
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Prueba de sensibilidad a antibidticos (PSA)

Segun Fernandez, Lépez, Ponce y Machado (2003), en la actualidad la produccion de
antibidticos nuevos ha ido en disminucion y en consecuencia la resistencia a estos por la
aparicion de mecanismos de defensa de las bacterias, virus, hongos y protozoarios para evitar su
destruccion. Por lo que se realizan la PSA, con el fin de utilizar el f&rmaco adecuado segun la

sensibilidad del microorganismo a eliminar.

La capacidad de las bacterias para modificar su material genético ya sea por cambios
reales o por su expresion ante circunstancias adversas le permite adaptarse cuando hay un medio
hostil y de esta manera crear resistencia a los antibiéticos que se utilizan para intentar destruir

estos microorganismos. (Negroni, 2009, p. 60)

Dentro de las pruebas que se deben de hacer para conocer el farmaco adecuado a utilizar
frente a distintas bacterias es la de sensibilidad antimicrobiana de las cepas bacterianas, dentro de
las pruebas existentes para medir la sensibilidad de las bacterias se encuentran la de difusién en

disco, agar o caldo y pruebas automatizadas. (Chambers, 2007).

Segun Malbran (2001), la prueba de difusion en disco es de las mas utilizadas para
probar la sensibilidad de las bacterias, el método utiliza un reservorio que viene en discos de

papel donde se encuentra una cantidad constante de antimicrobianos, este se aplica sobre la
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superficie del agar donde se encuentra cultivado el microorganismo en cuestion, entonces por
difusion se observard el grado de inhibicion que tiene el reservorio al microorganismo que los

rodea.

Figura 17. Antibiograma por difusién con discos en el que se observa presencia de halos de

inhibicidn.

Fuente: Cercenado y Saavedra (2009).

De las razones por las cuales se recomienda realizar una prueba de sensibilidad se tiene la

orientacion para elegir un tratamiento eficaz contra un microorganismo, cuando se tiene una
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especie en estudio que puede presentar resistencia a los antibioticos que se utilizan normalmente,
cuando un paciente es alérgico a algun antibiotico, con fines epidemioldgicos de resistencia y por

ultimo cuando se esta estudiando nuevos antibioticos. (Malbran ,2001).

Emulsiones

Segun Remington (2003), las emulsiones “Son sistemas de dos fases formados por dos o
mas liquidos inmiscibles que no se separan gracias a un emulgente. Uno de los liquidos esta
disperso dentro del otro, denominado dispersante, pero requiere de un emulgente que disminuya
la tension superficial”. Este también menciona que en algunas situaciones como lo es para las

cremas la fase externa es oleosa y la fase dispersa es acuosa (W/O). (p,861).

Este mismo autor menciona que la eficacia terapéutica de un farmaco de aplicacién topica
esta relacionada con la potencia y capacidad de penetrar las capas de la piel hasta donde se
necesite en concentracién adecuada. Para la mayoria de los compuestos la barrera que limita la
absorcion cutanea se encuentra en la capa cornea (lugar donde se absorben y por gradiente de

concentracion se difunden los solutos a través de la membrana)



Figura 18. Permeabilidad y absorcién percutanea de los farmacos.
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CAPITULO I1l. METODOLOGIA

En este capitulo se hara mencidn sobre el tipo de enfoque que muestra la investigacion, se
especificara el disefio de esta misma, de igual manera se puntualizaran los objetos de estudio y las
variables de este. Se mencionara paso a paso los procedimientos para obtener los cristales de

piperina de la pimienta negra hasta la preparacion de la crema preparada con estos mismos.
Enfoque

El enfoque de la presente investigacion es de caracter cuantitativo, ya que segun
Hernandez, Fernandez y Baptista (2014), este tipo de enfoque representa una serie de procesos
los cuales se pueden medir y estimar. Se plantean diferentes fendmenos y se pretende demostrar

con métodos estadisticos los resultados de estos.

Por lo tanto, esta investigacion tiene un enfoque cuantitativo ya que se pretende recolectar
informacién y con esta misma corroborar la hipotesis que se planted en un principio sobre el

efecto de la eficacia de la piperina del Piper nigrum frente al Staphylococcus aureus.
Disefio
Hernandez, Fernandez y Baptista (2014), menciona que un disefio consiste en in plan para
obtener informacion con el fin de responder al planteamiento del problema. En los disefios

experimentales el autor plantea que se manipula intencionalmente las variables para analizar las

consecuencias de esa accion.

El disefio de esta investigacion es de tipo experimental, ya que se pretende evaluar la
accion antibiotica del piper nigrum sobre el Saureus, lo que implica el analisis de varias variables

y con esto medir el efecto de estas.
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Instrumentos

Para la extraccion de la piperina y la formulacion de la forma farmaceéutica se utilizan
materiales y reactivos encontrados en los laboratorios de quimica de la Universidad Internacional
de las Américas, ademas, para realizar las pruebas microbioldgicas se utilizan los materiales y

reactivos del laboratorio Microlabs.

El material vegetal utilizado fue obtenido en una finca en Sarapiqui, Heredia. Dicho

material es distribuido por una pequefia empresa local.
Equipo y materiales para extraccion de pimienta negra por maceracion.

e Beakers de 100mL, 200mL y 500ml
e Pastilla de agitacion

e Espatula metalica

e Etanol absoluto.

e Hidrdxido de potasio

e Mortero
Método para la extraccion de pimienta negra por maceracion.

Se procedi6 a morterizar 50g del material vegetal y este se sumergié en 300ml de etanol
absoluto, el cual se mantuvo en agitacion durante 5 horas seguidas y luego se dejo reposar
durante 24horas. Después de un dia en el proceso se procede a filtrar y luego a concentrar en un
bafio de agua a 100 rpm y con una temperatura de 78°C .Una vez concentrado el extracto se
procede a mezclar con un gramo de hidréxido de potasio y pequefias cantidades de agua hasta

que toda la solucidon se torne color crema, esta solucion se deja reposar por 24 horas en
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refrigeracion y pasado este tiempo se filtra obteniendo una pasta la cual se diluye con la menor

cantidad posible de etanol caliente para recristalizar.

Figura 19. Mortero con pimienta negra.

Fuente: Autora

Figura 20. Pimienta negra en maceracion con etanol absoluto.
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Fuente: Autora.



Figura 21. Filtracion con embudo de espiga.

Fuente: Autora.
Equipo y materiales para la destilacion de pimienta negra con equipo Soxhlet.

e Baldn de 500mL

e Mortero

e Calentador/ agitador

e Mangueras para conexiones
e Balanza

e Espétula metélica

o Pizeta

e Soportes

70
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e Prensas universales

e Condensador para la destilacion

e Beakers de 100mL, 200mL y 500mL
e Probeta de 50mL

e Embudo de separacién 500mi

o Papel filtro

e Embudo de espiga

e Equipo Soxhlet

e Gaza

e Pimienta negra : 50g

e Etanol absoluto

Método para la destilacion de la pimienta negra por equipo Soxhlet.

Se colocaron 50 gramos del fruto seco y morterizado de piper nigrum envuelto en una
gaza, esto se introdujo dentro del cartucho del equipo, luego en un bal6n de 500 ml limpio y seco

se agrega aproximadamente 300ml de etanol absoluto.

Posteriormente se procede a armar el sistema de destilacion y a reflujar durante 5h,
seguido de filtrar el extracto obtenido y se repite el procedimiento que se utilizo en la maceracion

desde la filtracion hasta la recristalizacion.



Figura 22. Equipo de extraccion Soxhlet.

Fuente: Autora.

Figura 23. Extracto con KOH y agua.

Fuente: Autora.
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Prueba de identificacion de alcaloides en la pimienta negra.

Esta prueba consiste en evaluar la presencia de la piperina, ya que esta es la molécula a la

cual se le atribuye la propiedad de antimicrobiano.
Equipo y materiales para prueba de identificacion de alcaloides.

e Tubos de ensayo

e Gradilla para tubos de ensayo
e Goteros

e Reactivo Dragendorff

e Extracto de pimienta negra.
Meétodo para analisis cualitativo de presencia de compuestos alcaloides en lapimienta negra.

En un beaker se coloca 10ml de HCI 5% a 60°C junto con una punta de espatula de los
cristales de piperina y se coloca en un tubo de ensayo junto con 2 gotas de reactivo de

Dragendorff. La prueba es positiva cuando se forma un precipitado de color anaranjado o rojizo. .

Equipo y materiales para cromatografia por capa fina.

e Beaker 600ml

e Céamara de luz ultravioleta
e Placas de silica gel 60 F2sa
e Capilares

o Cristales de piperina.

e Acetato de etilo
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Metodo para analisis cualitativo con cromatografia de capa fina para la identificacion de

unidades aromaticas y / u otros sistemas insaturados.

En placas de silica gel 60 F2s4 aluminio de 3cm X 8m se coloca una muestra de piperina
con un solvente de acetato de etilo como fase movil, para observar el resultado se utiliza una

lampara UV a una longitud de onda de 365nm.

Figura 24. Camara ultravioleta y material para la cromatografia por capa fina.

Fuente: Autora.
Equipo y materiales para espectroscopia UV

e Espectrofotometro UV-Vis
e Gotero
e Balanza analitica

e Beaker 250ml microespatula
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e Patrdn de referencia de piperina
e Piperina obtenida

e Etanol absoluto

e Balones aforados de 50mL

e Pipetade 1ImL,2ml, 3mL,4mly 5ml

Evaluacion cualitativa y cuantitativa por espectroscopia UltravioletaVisible

Meétodo para la determinacion cuantitativa de piperina en la pimienta negra por

espectroscopia ultravioleta

Preparacion de la solucion estandar y patrones de referencia

Se debe pesar 40mg del estandar de piperina en una balanza analitica, el cual se depositd
en un balén aforado de 50mL. Se disuelve con etanol llevandolo hasta la marca de aforo con el
mismo solvente. Seguidamente se pipeteo6 de la solucién anterior 2mL y se deposit6 en otro balon
aforado de 50mL, se llevd a marca de aforo y por ultimo se etiqueta como solucion madre

(concentracion 0,032mg/ml).

Posteriormente se toma con pipeta de la solucién madre, ImL y se depositd en baldn
aforado de 50mL. Este Gltimo proceso se repite con pipetas de 2, 3, 4 y 5mL respectivamente, de
manera que se obtuvieron 5 soluciones patrdn para realizar la curva de calibracion y asi calcular

la ecuacion de la recta.
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Figura 25. Vial con estandar de piperina.

Fuente: Autora.

Figura 26. Balanza analitica con 40mg de estandar de piperina.
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Fuente: Autora.
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Figura 27. Espectrofotometro UV, con soluciones patrén.

Fuente: Autora.

Preparacion de la muestra para la determinacién de piperina en la pimienta negra por

espectroscopia ultravioleta

Se pes6 40mg de la piperina obtenida por maceracion y este se deposita en un balon
aforado de 10mL. Se disolvi6 con etanol y la solucion se colocé 15min en ultrasénico, por Gltimo

se aford con el mismo disolvente.

De la solucion anterior, se pipeted exactamente 2mL y se deposito la cantidad tomada, a
un balon aforado de 100mL. Se disolvié y aforo con etanol. Seguidamente se toma una Gltima
alicuota de 3ml en un balon de 100ml (0,0024mg/ml). Este procedimiento se realiza por

triplicado y también con la piperina obtenida por el método de Soxhlet.
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Figura 28. Equipo ultrasénico.

Fuente. Autora.

Determinacion de la absorbancia de los patrones de referencia de piperina y la piperina

obtenida por ambos métodos.

Para el analisis, se utiliza como longitud de onda 270nm y etanol como blanco. Luego se
realizan lavados a la celda con el patron 1 y se llené con este mismo, por ultimo se midié la
absorbancia. De igual manera se realiz6 para los patrones restantes y las muestras de piperina

obtenida.
Equipo y materiales para espectroscopia IR

e Microespatula
e Acetona

e Piperina obtenida por ambos métodos.
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e Estandar de piperina.

Identificacién de la piperina en el extracto de pimienta negra mediante espectroscopia

infrarroja

Para dicho anélisis se utilizé una sustancia patrén de piperina con una pureza de 98,0% y
la piperina previamente obtenida por método de maceracion y el método de Soxhlet; luego se
procedié a colocar las muestras en el equipo infrarrojo de la Universidad Internacional de las
Américas para obtener los espectros y poder comparar las sefiales obtenidas segin los grupos

funcionales presentes.

Figura 29. Equipo de lectura de espectroscopia IR.

Fuente: Autora.

Evaluacion de la capacidad inhibitoria de la piperina obtenida mediante la prueba

de sensibilidad a antibidéticos

Para evaluar la posible actividad de la piperina frente al Staphylococcus aureus se
realizaron diluciones de la piperina obtenida por el método de maceracion y seguidamente se

formulo la crema con la que tiene mejor inhibicion.
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Las concentraciones realizadas fueron al 0.1, 0.5, 1 y 2% con aceite mineral como
diluyente. Este andlisis se realiza en el laboratorio Microlabs, en Guadalupe, en placas con el
medio de cultivo Mueller-Hinton a las que se le realizaron agujeros donde se colocd 5SuL las

diluciones realizadas.

Figura 30. Medio de cultivo Mueller-Hinton y la sepa Staphyloccocus aureus.

Fuente: Autora.

Figura 31. Placas con una pipeta de 5microlitros.

Fuente: Autora.
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Formulacion de una crema con la piperina obtenida previamente

A partir de la piperina obtenida del material vegetal de la pimienta negra, se describe a

continuacion la formulacion de una crema al 2% de la piperina obtenida.

Materiales y equipo necesario para la formulacion de una crema al 2% de la piperina

obtenida de pimienta negra.
Fase I

Alcohol cetilico 2,009
Alcohol estearico 7,009
Aceite mineral liviano 20,009
Fase 11

Trietanolamina 2,00g
Glicerina 10,09
Metilparabeno 0,15g
Propilparabeno 0,059

Agua destilada csp 100g
Fase 111

Piperina 2,009

Dos calentadores-agitadores
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Dos pastillas magnéticas

Dos termometros

Espatula

Probeta

Dos beaker de 600ml

Meétodo de preparacion de la crema con la piperina obtenida.

Se procede inicialmente a fundir los ingredientes de la fase I, a una temperatura de 70°C
en un beaker de 400ml, con una agitacion constante junto con la fase Ill, luego disolver el
propilparabeno y continuar calentando hasta una temperatura de 75°C durante 35 minutos. Al

mismo tiempo calentar la fase 11 a 80°C y se mezcla por 30min.

Se afiade la fase | a la fase Il con agitacion constante, para formar la emulsion y se agita

por 30minutos. Una vez transcurrido el tiempo se disminuye la temperatura entre 40 y 45°C.

Figura 32. Reactivos pesados en beakers de manera separada.

Fuente: Autora.



Figura 33. Fase | y Il para la elaboracion de la crema.

&%

Fuente: Autora
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CAPITULO IV. ANALISIS DE RESULTADOS

Obtencidn de piperina por el método de maceracion.

Tabla 2. Proceso de extraccion por maceracion.

Morterizar el

material vegetal

-

Sumergir en etanol
absoluto

Agitar durante 5hrs

S
-
aiar e
9
EZ=E
et
S
g
o
t
oo
et
T

Dejar reposar
durante 24hrs

Filtrar cn umbudo
de espiga

Concentrar muestra

Agregar KOH+ H,0

Recristalizar

El método de extraccion seleccionado es eficaz, ya que logra de una manera muy féacil
arrastrar la piperina hacia el extracto obtenido. Pero el tiempo que se toma para realizar todo el
preoceso es bastante largo, ya que se inicia con 3 horas de agitacion, seguidas de 24 horas de

reposo, luego por el filtrado, concentrar el extracto, alcalinizar y por dltimo por una

recristalizacion.
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Cabe destacar que con este método no se empled calor, la maceracion fue de tipo
dindmica continua por las primeras 5 horas y por las ultimas 24 horas fue maceracién de tipo
estatica, lo que es beneficiaoso para que la muestra no se afecte por un proceso de oxidacion o de

una transformacion de la molécula deseada siendo esta la piperina en otra no deseada.

De esta extraccion se obtuvo una solucién de aspecto verde musgo Yy liquida
inmediatamente al momento que se sumergio en el etanol, el cual después de las 24horas se torno
mucho mas oscuro con olor lefioso, picante; caracteristicas que se agudizaron al concentrar la
muestra y la solucion se tornd mas viscosa hasta que con el tiempo lleg6 a ser un solido. Lo que
concuerda con Tenorio (2007), que describe “el aroma como fresco, seco, lefioso y picante, con

una textura liquida movil que se pone mas viscosa con el tiempo™.(p.56).

El extracto obtenido fue de 250ml de los cuales al momento de concentrar la muestra se
conviertieron en 6ml de oleoresina, los que se solidificaron y pesaron 7g, esta muestra fue

recristalizada donde se obtuvé un peso de 4g de cristales de piperina.

Tabla 3. Resumen de las caracteristicas organolépticas del extracto obtenido por método de

maceracion.

Olor lefioso, picante

Color Verde musgo

Textura Muy viscosa
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Tabla 4. Resumen de los extractos obtenidos por el método de maceracion,

Volumen inicial 250ml
Volumen final 6ml
Peso de la oleorresina 79
Peso cristales de piperina 49

Figura 34. Piperina obtenida por el método de maceracion.

Fuente: Autora.

Con los valores de la tabla 4, se calcul6 el porcentaje de rendimiento de la piperina en la
pimienta y de esta misma en la oleorresina. Segun los valores tedricos que establece Cano, T,
Chavez, B, Godinez, J y Monzén, D (2002), el porcentaje de piperina en la pimienta negra es de

2-9% vy el de piperina en la oleorresina es de 53-57%, lo cual al calcular ambos porcentajes se
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obtuvo para la muestra un porcentaje de piperina en la pimienta de 8% y de piperina en la

oleorresina se obtuvo un 57%.

Figura 35. Célculos de porcentajes de rendimiento de piperina obtenida por método de maceracion.

Porcentaje de piperina en la muestra de pimienta negra para el método de maceracion.

peso de la piperina obtenida (g)
% de rendimiento = — ¥ 100
peso de la muestra de pimienta(g)

4(g)
50(g)

04 de rendimiento = % 100 = 804

Porcentaje de piperina en la oleorresina para el método de maceracion.

peso de la piperina obtenida (g)

U de rendimiento = , % 100
peso de la oleorresina(g)
o 4 (g) _
% de rendimiento = ——— X 100 = 5?%'
7(g)

Fuente: Autora

Tabla 5. Resumen de porcentajes de rendimiento de la piperina obtenida por método de

maceracion.

Muestra Porcentaje obtenido (%)

Piperina en la pimienta negra 8

Piperina en la oleorresina 57
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Obtencion de piperina por el método de Soxhlet

Tabla 6. Proceso de extraccion con equipo Soxhlet.

Morterizar el material
vegetal

Colocar el material en la
gazay luego dentro del
cartucho.

Reflujo durante 5hrs con
etanol absoluto

Filtrar la solucion

Concentar muestra

Agregar KOH+ H,0O

Recristalizar

I.I.I.I

La extracion con el equipo Soxhlet es un procedimiento que cumple con la mayoria de los
parametros de un metodo de extracion optimo segun Gorgani, Mohammadi,Najafpour y Nikzad
(2017), los cuales son que este debe de facil de entender, debe ser simple al utilizarlo y barato,
tanto el equipo como los reactiivos a utilizar. Pero su mayor desventaja es que el tiempo de

extraccion es muy lento.
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Con el equipo utilizado no es necesario realizar una filtracion al finalizar el proceso, sin
embargo para asegurar que no quede ninguna particula de la pimienta por el proceso inicial de
morterizado se decidid filtrar todo el contenido y luego guardarlo en un envase de vidrio color

ambar para que la molécula no se isomerize.

El extracto obtenido fue de 280ml los cuales al momento de concentrar la muestra se
conviertieron en 5ml de oleoresina, estos se cristalizaron y pesaron 6g. Una vez que se cristalizd

la muestra fue recristalizada y se obtuvé un peso de 3g de cristales de piperina.

Tabla 7. Resumen de los extractos obtenidos por el método Soxhlet.

Volumen inicial 280ml
Volumen final 5ml
Peso de la oleorresina 69
Peso cristales de piperina 39

Gracias a los datos de la tabla 7 se calcul6 el rendimiento de la piperina en la pimienta y
de esta misma en la oleorresina. lo cual al calcular ambos porcentajes se obtuvo para la muestra

un porcentaje de piperina en la pimienta de 6 % Yy de piperina en la oleorresina se obtuvo un 50%.
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Figura 36. Calculos de porcentajes de rendimiento de la piperina obtenida por método de Soxhlet.

Porcentaje de piperina en la muestra de pimienta negra para el metodo de Soxhlet.

peso de la piperina obtenida (g)
peso de la muestra de pimienta(g)

3(9)
50(g)

% 100

% de rendimiento =

%X 100 = 6%

% de rendimiento =

Porcentaje de piperina en la oleorresina para el metodo de Soxhlet.

eso de la piperina obtenida
14 pip (9) « 100

% de rendimiento = .
’ peso de la oleorresina(g)

. 3(g)
% de rendimiento = ——— x 100 = 50%

6(g)

Fuente: Autora.

Tabla 8. Resumen de porcentajes de rendimiento de la piperina obtenida por el método de

Soxhlet.

Muestra Porcentaje obtenido (%)

Piperina en la pimienta negra 6

Piperina en la oleorresina 50
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Prueba de identificacion de alcaloides.

Figura 37. Prueba positiva para la identificacion de alcaloides en pimienta negra.

Fuente: Autora.

Esta prueba de identificacién de alcaloides consisti6 en afadir el reactivo de dragendorff a
la piperina obtenida, primeramente acidificando el medio con acido clorhidico y con esto se
forma una sal doble lo que se manifiesta como un cambio de coloracion. Como se puede observar
en la figura 37 al afadir una punta de espatula de piperina junto con el HCI en caliente y por

altimo el reactivo de dragendorff se produjo un precipitado de una coloracion de tonalidad
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anaranjada lo que se puede describir como positiva y confirma la presencia de alcaloides en la

piperina extraida.

Prueba de identificacion con Cromatografia por capa fina.

Figura 38. Cromatografia por capa fina por método de Soxhlet.

Fuente: Autora.

Figura 39. Cromatografia por capa por método de maceracion.

Fuente: Autora.
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La prueba de cromatografia se realizd con la finalidad de calcular el valor de R de las
muestras , para esto las placas se corrieron utilizando como fase movil el acetato de etilo y se
observaron con una ldmpara UV a una longitud de onda de 365nm, las muestras expusieron una
fluorescencia azul la cual al realizar los calculos correspondientes los valores obtenidos fueron de
0,38 para el metodo de soxhlet y 0,35 para el método de maceracion, esto comparado con los
datos teoricos descritos en la literatura por Reshmi, Sathya y Suganya(2010), el cual ubica la

piperina entre el 0,35-0,41.

Figura 40. Célculo de la relacion de frentes de las muestras.

distancia gue recorre la muestra desde el punto de aplicaion

Rf =

" distancia gue recorre el disolvente hasta el frente del eluyvente

2.3cm
Rf Soxhlet = o = 0,38

O
. 2,1lcm
Rf maceracion = ——— = 0,35
bcm
Fuente: Autora.
Tabla 9. Resumen de los célculos Rf
Muestra obtenida por maceracion 0,35

Muestra obtenida por Soxhlet 0,38
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Figura 41. Estructura 3D de piperina.
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Figura 42. Espectro infrarrojo obtenido del estandar de piperina.
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Figura 43. Espectro infrarrojo de la piperina obtenida por el método de Soxhlet.
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Figura 44. Espectro infrarrojo de la piperina obtenida por método de maceracion.
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Con base en las figuras anteriores obtenidas por el equipo infrarrojo de la Universidad

Internacional de las Americas se elaboro la tabla 10, en donde se enlista las sefiales detectadas y

se organizd estas dentro del

rango de posiciones tedricas de bandas que establece

McMurry(2004), para identificacar el grupo funcinal al cual corresponde dichas sefiales.

Tabla 10. Sefales obtenidas en los espectros infrarrojos del estandar de piperina y la piperina

obtenida por los métodos elegidos.

Tipo de grupo

Posicion  tedrica

Sefial detectada (cm™)

Intensidad

funcional de la banda (cm™) de absorcion
Patron Soxhlet Maceracioén

2.850-2.970 2 861,851 2854,340 2852,516 Fuerte
Alcano C-H 1.340-1.470 1446,434 1442,166 1437,503 Fuerte
Alqueno C-H. 3.010-3.095 3034,481 - 3065,695 Media
-C=C-H- 675-995 928,260 928,057 927,382 Fuerte
Anillos 3.010-3.100 3066,09 3068,082 3065,695 Media
aromaticos 690-900 Fuerte

C-H
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Alquenos C=C 1.610- 1.680 1632,66 1630,407 1631,070 Variable
Anillos 1.500-1.600 1581,235 1577,466 1580,714 Variable
aromaticos
Cc=C
Amidas N-H 3.300-3.500 3567,330 - 3567,043 Media
C-O
Sp? 1200 1251,170 1249,503 1248,928 Medio

Observando las figura 42,43 ,44 y la tabla 10 se puede evidenciar que los 3 espectros IR

contienen sefiales que coinciden entre si, esto se da porque el componente a evaluar, en este caso

la piperina obtenida por ambos métodos y esta misma fue el patron de referencia con la que se

realiz6 la comparacion.

Segun el orden de la tabla anterior la primera sefial a mencionar es la de los alcanos(C-H),

la cual segin McMurry(2004), se puede encontrar entre 2.850-2.970 cm™ para las sefiales de

vibracion de tension y entre 1.340-1.470 cm™ para las sefiales de vibracion de flexion. Para el

patron se obtuvo 2 861,851 cm™ y 1446,434 cm™ | en la piperina obtenida por el método de
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Soxhlet 2854,340 cm™ y 1442,166 cm™ y por Gltimo para la piperina obtenida por el método
de maceracion se observd a 2852,516 cm™ y 1437,503 cm™ respectivamente en todos los
datos, los cuales son caracteristicos de las sefiales de enlaces sp® que se encuentran en el ciclo de

la amida de la piperina.
Luego la sefal para los alquenos (C-H) segun la teoria se encuentra entre 3.010-3.095cm

y 675-995 cm™ para los enlaces de tipo sp? los cuales estan presentes en la molécula de la
piperina. Las sefiales correspondientes para el patron son de 3034,481cm™ y 928,260 cm™, en la
piperina obtenida por el metodo de Soxhlet se obtuvo solo una sefial de flexion a los 928,057 cm’

!y para la piperina obtenida por el metodo de maceracion se observo a 3065,695 cm™
y 927,382 cm™.

De manera similar se encuentran las sefiales del anillo aromatico (C-H), surgiendo entre
3.010-3.100 cm™ y 675-995 cm™, rango similar al de los alquenos ya que, estos tambien tienen
una hibridacion sp?. Por lo tanto, las sefiales adquiridas para el patron fueron de 3066,09 cm™, en
la piperina conseguida por el metodo de Soxhlet fue de 3068,082 cm™ y para la piperina lograda
por el método de maceracion se manifestd a los 3065,695 cm™, estas sefiales son caracteristicas

del benceno presente en la molécula de piperina.

Ademas, se detectd una sefial para el patron a 1632,66 cm™, para la piperina lograda por
Soxhlet en 1630,407 cm™ y para la piperina a conseguida por el método de maceracion es de
1631,070 cm1, estas sefiales son caracteristicas de los alquenos y corresponden al movimiento
vibracional de flexion del enlace carbono —carbono con hibridacion sp? , las cuales se encuentran
tedricamente entre 1.610- 1.680 cm™ por lo tanto se identifica el alqueno en la molécula de la

piperina.
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Otra de las sefales detectada en los tres espectros fue la de C=C de anillos aromaticos,
enlaces que tienen hibridacion sp?, los cuales tedricamente se encuentra entre 1.500-1.600 cm™.
Los datos que se mostraron para el patron fue de 1581,235 cm, para el Soxhlet fue de 1577,466
cmt y por altimo la sefial de la maceracion fue de 1580,714 cm™, los cuales coinciden con los
resefias establecidos para este tipo de sefial, afirmando la presencia de un anillo aromatico dentro

de las muestras.

Cabe destacar que tambien se detectaron sefiales para cada espectro entre el rango 3.300-
3.500 cm, las cuales son caracteristicas para el grupo amida(N-H), estas sefiales fueron para el
patron a 3567,330 cm™, para la muestra de Soxhlet no se observd sefial yaque en rango donde
esta debe aparecer se tiene una banda ancha e intensa caracteristica de los alcoholes la cual
aparece entre 3400 y 3650 cm™, por lo tanto, esta se puede atribuir a reciduos de etanol en la
muestra y por Gltimo la banda de absorcion para la muestra obtenida por el método de

maceracion fue de 3567,043 cm™.

Como ultima banda a mencionar en la tabla se encuentra el enlace Carbono-Oxigeno con
hibridacion sp?, esta sefial aparece tipicamente a los 1200 cm™ |, en el caso de la piperina se tiene
dos oxigenos dentro de un ciclo los cuales estan enlazados al benceno. La banda correspondiente
para el patron se encuentra a 1251,170 cm™ , en el caso de la muestra obtenida por Soxhlet se

present6 a 1249,503 cm™ y la muestra alcanzada por maceracion se logro a los 1248,928 cm™.
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Metodo para la determinacion cuantitativa de piperina en el extracto de pimienta negra por

espectroscopia ultravioleta.

Figura 45. Curva de calibracion de la piperina determinada por espectroscopia ultravioleta a una

lonaitud de onda de 270nm.

Curva de calibracion de la piperina

0,9
0,8
0,7
0,6 R2 =0,9965
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1
0 T T T T T T )

0 0,0005 0,001 0,0015 0,002 0,0025 0,003 0,0035

Concentracién g/ml

y = 153,55x + 0,3245

Absorbancia

Fuente: Autora.

Tabla 11. Coeficiente de correlacion, pendiente e interseccion de la curva de calibracion de la

piperina obtenida por espectroscopia ultravioleta a 270nm.

R 0,9965

m 153,55

b 0,3245
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El cuadro muestra los resultados obtenidos de la curva de calibracion de la piperina
analizada a 270 nm, en donde se obtuvo entre los datos, un coeficiente de correlacion de 0.9965,

el cual se puede considerar como un valor que indica una linealidad de los datos alta.

El valor de linealidad permite determinar la confianza que se puede tener
cuantitativamente de la cantidad de piperina presente en la muestra obtenida de pimienta negra y

con esto se procede a calcular la concentracion que se tiene en cada muestra.

Tabla 12. Concentracion de los patrones de referencia, junto con sus absorbancias.

Patrén Concentracion (mg/mil) Absorbancia
1 6,30x10* 0,431
2 1,20x10-3 0,501
3 1,90x10-3 0,612
4 2,50 x10-3 0,701
5 3,10 x10-3 0,810

Figura 46. Célculos para la cuantificacion de la piperina por espectroscopia.

Pureza del estandar: 98,0%




Factor de dilucin:'m:? #= 50 = 1250ml

Concentracion de Solucion madre =

102

0,04g x980 "9/,

1250ml

Concentracion patron 1: 3,1x1072 mgfmlx

Concentracién patron 2: 3,1x102 m‘g;"mlx

Concentracién patron 3: 3,1x102 m‘g;"mlx

Concentraciom patron 4: 3,1x1072 mgfmlx

Concentraciom patron 5: 3,1x1072 m‘gfmlx

Fuente: Autora.

1ml
50ml

2ml
50ml

3ml
50ml

4ml
50ml

5ml
50ml

=1, 2x1073 ™M/,

=1,9x1073 M/,

=2 5x103 m‘gfml

=3, 1x10°3 M9/

Tabla 13. Concentracion y absorbancias de las muestras de piperina obtenidas por método de

maceracion.

Muestra

Concentracion (mg/ml)

Absorbancia

1 2,28x10°3 0,6741
2 2,22x10°3 0,6649
3 2,34x1073 0,6833
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Figura 47. Calculo de la concentracion de las muestras diluidas de piperina obtenida por método
de maceracion.
y=mx+b
¥ = 153,55(x) + 0,3245

y —0,3245,
c tracién = 12 F2mg
oncentiracion 153}33 X I

0,6741 —0,5245
153,33

Concentracion muestra 1 = = 2,28x1073 mg/zml

0,6649 —0,3245
153,33

Concentracion muestra 2 = = 2,22x1073 mg/}ml

0,6833 —0,3245
153,33

Concentracion muestra 3 = = 2,34x1073 mgfml

Fuente: Autora.

Tabla 14. Concentracion y porcentaje masa/masa de las muestras de piperina obtenida por el

método de maceracion.

Muestra Concentracion(mg/mL) de

muestra diluida % m/m de piperina

1 2,28x10° 95
2 2,22x10° 92,5
3 2,34x10° 97,5
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Promedio 2,28x10°° 95

Figura 48. Célculo del porcentaje masa/masa de piperina obtenida por método de maceracion.

. m —
concentracion muestra (ﬁ?) % Factorde dilucion(ml)

% 100

Yom/m =
o/ masamuestra (mg)

100ml  100ml
2ml — 3ml . 100 = 95,09

2,28 % m-s{%} x 10ml x
40mg

% m,/m Muestra 1l =

2,22 x m-z{mf} x 10ml x 220mt . 100mi

% m,/m Muestra 2 = 1 Zml 3ml 100 = 92,5%
40mg

100ml  100ml
2ml — 3ml . 100 = 97,59

2,34 % m-a{%} x 10ml x
40mg

% m,/m Muestra 3 =

Fuente: Autora
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Tabla 15. Concentracion y absorbancia de las muestras de piperina obtenida por método de

Soxhlet.
Muestra Concentracion (mg/ml) Absorbancia
1 2,04x107 0,6373
2 2,10x107 0,6465
3 2,10x107 0,6465

Figura 49. Calculo de la concentracion de las muestras diluidas de piperina obtenida por método

de Soxhlet
v =mx + b
v = 153,55(x) + 0,3245
v — 00,3245
Concentraciéon = ————~ ™4 7
153,33 i
) 00,6373 —0,3245 _smg
Concentracion muestra 1 = = 2,04x10 f i
153,33 T
.. 00,6465 — 0,3245 _amg
Concentracion muestra 2 = = 2,10x10 f 1
153,33 e
.. 00,6465 — 0,3245 mg
Concentracion muestra 3 = = 2,10x10" 2 ﬂ"’ml

153,33

Fuente: Autora.
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Tabla 16. Concentracion y porcentaje masa/masa de las muestras de piperina obtenida por el

método de Soxhlet.

Muestra Concentracion(mg/mL) de
muestra diluida %m/m de piperina
1 2,04x10°3 85
2 2,10x10°3 87,5
3 2,10x10° 87,5
Promedio 2,10x10°3 87,5

Figura 50. Célculo del porcentaje masa/masa de piperina obtenida por método de Soxhlet.

%m/m =

%ml.’rm Musstra 1 =

%mg’m Muegstra 2 =

%ml."m Musstra 3 =

Fuente: Autora.

concentracion muestra (E:] ®x Factorde dilucion({ml)

ml

x 100

masamuestra (mg)

2,04 x 1072 (29) x 10ml %

100mi  100ml

aml  3ml 100 = 85.0%

40 mg

2,10 x 1072 (9) x 10ml x

100ml  100ml
aml  3ml . y00 = 87.5%

40 mg

2,10 x 1072 (29) x 10ml %

100ml  100ml
zml  3ml . q00 = 87.5%

40 mg
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Con la curva de calibracion se logrd calcular la concentracion de las muestras de piperina
obtenidas por el método de maceracion y por el de Soxhlet, una vez que se obtuvieron se
procedio a calcular el porcentaje masa/masa de cada muestra y luego su promedio el cual fue de
95% para la maceracion y 87,5% para Soxhlet. Informacion que es Util para realizar la crema con

la piperina que sea pertinente.

Evaluacion de la capacidad inhibitoria de la piperina obtenida del piper nigrum mediante

un antibiograma o prueba de sensibilidad a antibioticos (PSA).

Para lograr evaluar la actividad de la piperina obtenida por el método elegido se procedid
a realizar una prueba de sensibilidad antibidtica contra Staphylococcus aureus en medio de
cultivo Muller-Hinton. Se realizaron diferentes diluciones de la piperina para obtener una
aproximado del maximo y minimo halo inhibitorio y con esto realizar la formulacion de uso
topico, al cual de igual manera se le realizé una PSA para observar su efectividad dentro de la

formulacion.
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Figura 51. Halos de inhibicion obtenidos en un medio de cultivo Mueller-Hinton con las

diluciones de piperina.

Fuente: Autora.

Tabla 17. Medida de los halos de inhibicién obtenidos en medio de cultivo Mueller-Hinton con

cada dilucién de pimienta negra.

Muestra Medida del halo de inhibicién (£ 0,5 mm)
1 0
2 5
3 15
4 20
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Como se puede observar en la figura 51 y en la tabla 17, la piperina obtenida por el
método de maceracion obtuvo un halo minimo inhibitorio de 5mm con una dilucion a una
concentracion de 0,5% y un halo méaximo de inhibicion de 20mm con la dilucion a 2% por lo que
se puede afirmar que las bacterias de Staphylococcus aureus cultivadas en el medio de cultivo

Mueller-Hinton son sensibles a la piperina obtenida por el método de maceracion.

Figura 52. Halos de inhibicién obtenidos en un medio de cultivo Mueller-Hinton con la crema
realizada al 2%.

Fuente: Autora.

Tabla 18. Medida de los halos de inhibicion formados con la crema elaborada y el control

positivo.

Muestra Medida del halo de inhibicién (x 0,5 mm)

Control positivo 10

Crema al 2% 23
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En la figura 52 se puede observar como la crema formulada al 2% con la piperina
obtenida por el método de maceracion tiene efecto inhibitorio aun dentro de la forma
farmacéutica. Esta se compar6 con un control positivo otorgado por el laboratorio Microlabs,
con este se observo en halo inhibitorio de ambas formulaciones, donde el control positivo tuvo un

halo de inhibicion de 10mm y la crema al 2% tuvo uno de 23mm.
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CAPITULO V. CONCLUSIONES

Tomando en cuenta la actividad antibiotica estudiada en el marco tedrico y los resultados
obtenidos de las pruebas realizadas, la piperina puede ser una excelente alternativa de antibiotico
contra el Staphyloccocus aureus. Al evaluar la crema elaborada con la piperina obtenida resulto
de manera positiva inhibiendo con un halo de 23mm, lo que nos muestra que la piperina inhibe de

igual manera dentro de la formulacion realizada.

Al extraer piperina de la pimienta negra por ambos métodos seleccionados, siendo estos la
maceracion y el equipo de Soxhlet, se obtuvo mayor rendimiento con el método de maceracion
siendo este de un 8% de piperina en la muestra total de pimienta negra'y 57% de piperina en la
oleorresina de este mismo procedimiento. Ambos métodos fueron eficaces para obtener la
molécula anteriormente mencionada, pero la maceracion al no utilizar temperatura protege a la

molécula de degradarse lo cual puede aumentar el rendimiento.

La crema elaborada se realiz6 con los cristales obtenidos por el método de maceracion ya
que estos tuvieron desde un principio un mayor rendimiento que los cristales obtenidos por el
método de Soxhlet y al realizar las demas pruebas en especifico la de espectroscopia ultravioleta-
visible, estos mismos tuvieron mayor pureza, por lo cual al utilizar este método se asegura tanto

pureza como mayor rendimiento en los cristales a obtener.
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Gracias a la prueba de identificacion por espectroscopia ultravioleta-visible se determind
la cantidad de piperina pura que se encontraba en los cristales de piperina obtenidos por los
métodos seleccionados, los calculos de esta prueba definieron la utilizacion de los cristales
obtenidos por el método de maceracién para la elaboracion de la crema, los cuales al
cuantificarse tuvieron un promedio de 95% m/m, ya que con la misma cantidad de material
vegetal, solvente y sin utilizacion de equipo elaborado ni temperatura se obtuvo mayor cantidad

de cristales de piperina.

Con base a los resultados de la espectroscopia infrarrojo con se observaron los grupos
funcionales principales que identifican a la molécula de piperina obtenida por ambos métodos
utilizados comparando contra un estandar de piperina con una pureza de 98,0%, estos grupos
que se identificaron fueron: anillo aromatico, el enlace carbono- oxigeno, enlace doble de
alquenos, enlace carbono- carbono del ciclo existente y el enlace nitrégeno-hidrogeno de la

amida existente.

Los resultados obtenidos en la prueba de sensibilidad de antibidticos contra
Staphylococcus aureus fueron positivos tanto en la piperina como tal como de esta dentro de la
formulacion elaborada, obteniendo de las diluciones utilizadas un halo de inhibicion maximo de

20mm para la dilucion de concentracion al 2% y un halo de inhibicién minimo de 5mm para una
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concentracion de 0,5%, lo que demuestra la existencia de la sensibilidad de dicha bacteria en

contacto con la piperina.

La piperina es el principal alcaloide de la pimienta negra la cual tiene como grupo
funcional de una amida ciclica, a esta molécula se le realizé la prueba de Dragendorff la cual
resulté positiva mostrando un precipitado de coloracion naranja comprobando la presencia de un

alcaloide en los cristales obtenidos por ambos métodos.

Con la prueba de cromatografia por capa fina se logrd calcular el valor de R¢ de las
muestras obtenidas por ambos metodos utilizados, donde segln los datos obtenidos a una
longitud de onda de 365nm , fueron de 0,38 para el metodo de soxhlet y 0,35 para el metodo de
maceracion,antecedentes que segun Reshmi, Sathya y Suganya(2010) ubican a estas dentro del

rango en que se puede encontrar la piperina el cual es de 0,35-0,41.
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Recomendaciones

Realizar la destilacion con el equipo Soxhlet, ademas, es recomendable no calentar

directamente la muestra y no sobrecalentar esta misma para que esta no sufra cambios en general.

Envolver el equipo con papel aluminio o algiin material que proteja el extracto de la luz
para que este no tenga una isomerizacion. Esto cuando se realice el procedimiento de maceracion

y utilizar el equipo Soxhlet

Utilizar el equipo de Rotavapor o destilacion simple, cuando se evapore el etanol, para

evitar sobre calentar la muestra y que no sufra ningun tipo de degradacion.

Para ayudar el proceso de formar el precipitado se deja reposar en una refrigeradora el
extracto cuando a este se le agrega el hidréxido de potasio junto con el agua durante un dia
minimo. Dejar que la solucién se enfrie a temperatura ambiente y una vez que los cristales se han
empezado a formar se puede introducir en el refrigerador para mejorar el rendimiento. Esto al

momento de la recristalizacion.

Realizarle pruebas a la crema formulada para verificar que cumple con estandares de
USP, por ejemplo la estabilidad de activos, consistencia, extensibilidad, perdida de agua y

componentes volatiles, distribucion de tamafio, contaminaciones y otros.



115

Probar la formulacion en voluntarios para verificar tanto su utilidad como propiedades

organolépticas de esta misma, siendo estas olor, color, textura.

Realizar los métodos seleccionados con otros solventes para observar la diferencia en la
extraccion de la piperina con solventes de distintas polaridades, por ejemplo cloroformo, hexano,

isopropanol, dicloroformo, agua.

Formular otros tipos de formas farmacéuticas con piperina como ingrediente activo para
ser utilizado en otras patologias, como puede ser en spray para utilizarse en infecciones en las

amigdalas y también fordnculos.



116

Referencias

Aparicio, A. (2012). Serie sobre hospitalizaciones evitables y fortalecimiento de la atencion

primaria en salud. Sector Social Division de Proteccion Social y Salud. Costa Rica.

Ahmad,N, Fazal,H, Haider,B, Farooq,S, Alil,M y Khan, M.(2012). Biological role of Piper

nigrum L. (Black pepper): A review. Departamento de biotecnologia, Pakistan.

Aziz, F, Tehreem,S y Ghufrana,N. (2016). " Evaluacion de la Actividad Antimicrobiana del
Extracto Metandlico de Curcuma (Curcuma longa) y Pepper (Piper nigrum).” (Evaluation
of Antimicrobial Activity of Methanolic Extract of Turmeric ( Curcuma longa ) and

Pepper ( Piper nigrum) ). Revista Mundial de Biologia y Ciencias Médicas. Pakistan.

Bailey,P y Bailey,C.(1998). Quimica organica: conceptos y aplicaciones. Pearson Education.

Beers, M y Flectcher,A. (2003). EIl Manual Merck. Barcelona. Espafia.

Barco,L (2011). Atlas de fotografia Dermatologica Online.

http://www.dermafoto.com/es/enfermedades/impetigo-2/

Brauner, A, Fridman, O, Gefen, O y Balaban, N (2016). Distinguishing between resistance,
tolerance and persistence to antibiotic treatment. Nature reviews/ microbiology.Mac

Millan Publishers Limited.


http://www.dermafoto.com/es/enfermedades/impetigo-2/

117

Bidyasagar,S, Tripath,S, Mishra,B.(2017). Medicinal Plants and its Therapeutic Uses. OMICS

Group eBooks. Meghalaya, India.

CIMED. (2002). Plantas Medicinales Volumen 1l. San José: UCR.

Cano, T, Chavez, B, Godinez, J y Monzén, D (2002). Obtencion y caracterizacion del aceite
esencial y oleorresina de la pimienta negra (piper nigrum |.) cultivada en guatemala. una
alternativa de desarrollo agroindustrial para el agricultor guatemalteco. Facultad de

Ingenieria. Guatemala.

Carretero,M.(S.f). Propiedades terapéuticas de la pimienta (Piper nigrum). Accreditation Council

for Continuing Medical Education (ACCME).

Carmona,0.(2013). Actividad insecticida de extractos foliares de nueve especies del género Piper

L. (Piperaceae) sobre Drosophila melanogaster. Tesis. Universidad Veracruzana. Xalapa

CastilloM y Gonzalés,A. (2014). Aislamiento y cuantificacion de la piperina a partir de la
pimienta negra (Piper nigrum) un alcaloide en el tratamiento para la pigmentacion de la

piel. Costa Rica.

Cabello,M, Belloso,G, Clivet,B y Méndez, J.( 2007). Actividad antimicrobiana de los extractos
acuoso, etandlico y cloroférmico de Piper nigrum L. (pimienta) sobre el crecimiento de

bacterias Gram negativas. Universidad de Oriente, Nucleo Monagas, Venezuela.


https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjY5YLJuYzVAhXC3SYKHS-nCn4QFggmMAA&url=http%3A%2F%2Fwww.accme.org%2F&usg=AFQjCNEkwLKxt0n-NyCrWx0rEAzwOLLcng
https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjY5YLJuYzVAhXC3SYKHS-nCn4QFggmMAA&url=http%3A%2F%2Fwww.accme.org%2F&usg=AFQjCNEkwLKxt0n-NyCrWx0rEAzwOLLcng

118

Cabello, M y Belloso, G. (2009). Comparacion de dos equipos de extraccion por reflujo en la
actividad antibacteriana de los extractos acuoso, etandlico y cloroformico de Piper

nigrum L. Universidad de Oriente, NUcleo Monagas, Venezuela.

Cercenado, E y Saavedra, J ( 2009). El antibiograma. Interpretacion del antibiograma, conceptos

generales. Hospital General Universitario Gregorio Marafion. Madrid. Espafia

Cole, C y Gazewood,J.(2007). "Diagnostico y tratamiento del impétigo™. University of Virginia

School of Medicine, Charlottesville, Virginia.

Chambers, H. (2007). Goodman &Gilman: bases farmacologicas de la terapéutica. McGraw-Hill

Interamericana.

Cérdenas, O. (2014). Biologia celular y humana. Ecoe Ediciones. Colombia.

Centro para el control y prevencion de enfermedades (2017). Atlanta.

Drotman,P. (2017).Enfermedades Infecciosas Emergentes. Centro para enfermedades, control y
prevencion,  Atlanta.Gomez,S, Borrego,S, Lavin,P, Valdés,O, Battistoni,P,
Guiamet,P.(2012). Productos ambientalmente amigables de origen vegetal empleados en
el control de microorganismos intervinientes en el biodeterioro del patrimonio cultura.

Instituto de Investigaciones Fisicoquimicas Teodricas y Aplicadas (INIFTA), Cuba.



119

Damanhouri, Z y Ahmad, A. (2014). A Review on Therapeutic Potential of Piper nigrum L.
(Black Pepper): The King of Spices. Departamento de farmacologia, Universidad King

Abdulaziz, Arabia Saudita.

Ege,S.(1998). Quimica organica: estructura y reactividad,Volumen 2. Editorial Reverté.

Colombia.

Ejazl,R, Ashfaq,U y Idrees,S.(2014). © Antimicrobial potential of Pakistani medicinal plants
against multi-drug resistance Staphylococcus aureus”. (Potencial antimicrobiano de las
plantas medicinales paquistanies contra la resistencia a maultiples farmacos

Staphylococcus aureus). Universidad de Gobierno Universidad Faisalabad, Pakistan.

Farmacopea de los Estados Unidos (USP) (2015). USP 38, NF-33, Volumen 4.

Fernandez,F, Lopez,J, Ponce, M y Machado, C (2003).Resistencia bacteriana. Revista Cubana de

Medicina Militar. Cuba

Garcia, M, Bermejo, M, Corrales, J y Cifredo, E (2006). Técnico especialista en laboratorios del

servicio gallego de Salud. Editorial Mad, S.L. Sevilla, Espafia.

Guerra, A. (2007). Manual y atlas de las enfermedades de la vulva. Editorial Glosa. Espafia



120

Garita, A y Hernandez, L. (2015).Investigacion de piperina en frutos de Piper nigrum y su

impacto como droga medicinal. Universidad de Iberoamericana. Costa Rica.

Gorgani, L, Mohammadi, M Najafpour, G y Nikzad, M (2017). Piperine- The Bioactive
Compound of Black Pepper: From Isolation to Medical Formulations.

DOI: 10.1111/1541-4337.12246.

Hans, B y Wolfgang, W (1987). Quimica Organica. Editorial Reverté. Espafa.

Hart, H, Hart,D y Craine,L.( 1999). Quimica organica. Mc Graw Hill, ,Mexico.

Hernandez,R, Fernandez, C y Baptista,P.(2014). Metodologia de la investigacion. Mc Graw Hill.

México.

Herraez,A.(2000). Cromatografia. Ciencias Quimicas (Biogquimica), Universidad de Alcala.

Karsha,P y Lakshmi,B.(2009).Antibacterial activity of black pepper (Piper nigrum L) with

special reference to its mode of action on bacteria.

Kigigha,L y Kalunta, G.(2017)."Eficacia antimicrobial de extractos de Piper nigrum contra
Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Candida albicans™. Departamento de ciencias

bioldgicas, Universidad Niger Delta, Nigeria.



121

Malbran,C.(2001). Manual de procedimientos para la determinacion de la sensibilidad a los
antimicrobianos en bacterias aisladas de humanos. Departamento de bacteriologia,

Ministerio de salud. Argentina.

Mosby-year Book Inc. (2003). Diccionario de Medicina Océano Mosby. 6ed. Barcelona. Esparia.

Martinez, A. (2003). Aceites esenciales. Medellin: Universidad de Antioquia.

Marin, J. (2008). Causas y Efectos de la Saturacion del Servicio de Emergencias de la Clinica de
Chomes, Puntarenas. Instituto Centroamericano de Administracion Publica — ICAP, Costa

Rica.

Montoya, H (2008). Microbiologia basica para el area de la salud y afines. 2% Edicion, Editorial

Universidad de Antioguia. Colombia.

Meghwal, M y Goswami, T (2013). Piper nigrum and Piperine: An Update. Departamento de

Ingenieria en agricultura y alimentos. India

McMurry,J(2004).Quimica Organica. Sexta edicion, editorial Thomson. México.

Negroni, M (2009). Microbiologia Estomatoldgica.2? Edicion. Editorial Médica Panamericana.

Buenos Aires.

Pahissa, A (2009). Infecciones producidas por Staphylococcus aureus.1®? edicion. Barcelona,

Espana.



122

Pavithra,G.( 2014). Effect of Spices on Bacteria — A Short Review. Jornal of Pharmaceutical

Sciences and Research. Chennai.

Remington, A (2003). Farmacia. Editorial Panaamericana. Uruguay.

Roca, P, Oliver,J, Rodriguez,A. (2004). Bioquimica: técnicas y métodos. Departamento de

Biologia, Universidad de las Islas Baleares, Espafia.

Reshmi,S ,Sathya,E y Suganya, P(2010). Isolation of piperdine from Piper nigrum and its

antiproliferative activity. Departamento de Biotecnologia. Tamilnadu (India)-642001, India.

Rani, S. (2013). Antimicrobial Activity of Black Pepper (Piper nigrumL.). Department of Botany,

Osmania University College for Women, Koti, Hyderabad, India.

Skoog, W. H. (2001). Quimica Analitica (Séptima Edicion ed.). DF: McGraw Hill.

Swarbrick, J. (2007). Encyclopedia of Pharmaceutical Technology.North Carolina:

Pharmaceutech.

Sella, A(2007). Soxhlet extractor. University College London.

Skoog, H. C. (2008). Principios de analisis instrumental (Sexta edicion ed.). México DF:

Cengage Learning.



123

Sotelo, H. (2016). Estado del arte en el uso potencial de extractos vegetales del género Piper para
el control de plagas agricolas. Universidad Nacional Abierta y a Distancia Escuela de

Ciencias Agricolas, Pecuarias y del Medio Ambiente, Colombia.

Sepehri,Z , Bagheri,G, Mohasseli,T, Javadian,F, Anbari,M, Nasiri,A, Kiani,Z ,Shahi,Z
andSohil,B. (2014) “Antibacterial Activity of Cuminum cyminum and Piper nigrum
against antibiotic resistant Klebsiella pneumonia.” (Actividad antibacteriana de Cuminum
cyminum y Piper nigrum contra la neumonia por Klebsiella resistente a los antibidticos).

Departamento de biologia, Universidad de ciencias de la salud. Iran.

Shanmugapriya,K , Savaravana,P , Payal,H y Williams,B. (2012). Potencial antioxidante de las
hojas de pimienta y su potencial contra algunos microbios patogenos. Escuela de

biotecnologia, India.

Porth,C, y Grossman,S.(2015). Fisiologia, alteraciones de la salud. Conceptos bésicos. 92

edicion. Wolters Kluwer,

Sabalete, T (2010). Atlas de bacteriologia. Recuperado de:

http://fundacionio.org/img/bacteriology/cont/Staphylococcus aureus.html.

Open chemistry data base. National Center for Biotechnology Information, U.S. National Library
of Medicine. Recuperado de:

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/638024#section=Top



http://fundacionio.org/img/bacteriology/cont/Staphylococcus_aureus.html
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.nlm.nih.gov/
https://www.nlm.nih.gov/
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/638024#section=Top

124

Tenorio, M (2007). Obtencidn del aceite esencial de la pimienta de olor (piper nigrum) para

elaboracion de aromatizantes. Universidad Guayaquil.

Pasto, D y Johnson, C (2003). Determinaciones de estructuras organicas. Editorial Reverte, S.A.

Espana.

Villalobos, A (2012). Laboratorio de quimica organica: destilacion por arrastre de
vapor.Universidad autonoma metropolitana,Unidad lztapalapa. Recuperado de:

http://quimicaorgancialalejandraaquilar.blogspot.com/2012/02/practica-3-destilacion-por-

arrastre-de.html.

Velazquez,L.(2008). Farmacologia bésica y clinica. Editorial Médica Panamericana.

Wiley,J (2003). Sample preparation techniques in analytical chemistry. Estados Unidos.

Walter,H y Reyes,J (2005). Analisis quimico e instrumental modera. Departamento de quimica,

Universidad de Colorado. Editorial Reverté, S.A

Zarringhalama,M , Zaringhalam,J , Shadnoush,M , Safaeyan,F , y Tekieh,E.(2012). "Efecto
Inhibidor de los Extractos de Pimienta (negra y roja), Tomillo y de sus Aceites Esenciales
sobre Escherichia coli Enterohemorréagica y Actividad de la DNasa de Staphylococcus

aureus.” Universidad de ciencias médicas, Iran.


http://quimicaorgancia1alejandraaguilar.blogspot.com/2012/02/practica-3-destilacion-por-arrastre-de.html
http://quimicaorgancia1alejandraaguilar.blogspot.com/2012/02/practica-3-destilacion-por-arrastre-de.html

125

Zamora,L, Herrera,M y Arguedas, A. (1997). Estudio Abierto No Comparativo con Mupirocina
en el Tratamiento de Pacientes Pediatricos con Infecciones de la Piel y Tejidos Blando.

Acta Pediatrica Costarricense.



