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INTRODUCCION
Los antibifticos son producidos en forma natural por algunas
plantas y principalmente por los microorganismos; actualmente algu-
nos se sintetizan a nivel industriale Afm cuando los microorga-—

nismos son los mayores productores de antibidticos, como las bac-

terias, entre ellas : el Bacillus polymyxa que produce el antibié-

tico polimixina que es de uso clfnico (11), tambien los vegetales
superiores pueden produciries, los estudios realisados por Huddleson
y otros, demuestran que muchas partes de las plantas como flores,
fruto, corteza y otros contienen sustancias con potencial antimicro-
biano,

Este estudio fue orientado a investigar la actividad antimi-
crobiana de las vainas secas de frijol soya Var. Lucerna sobre tres

tipos de bacterias : Bacillus subtilis, Escherichia coli v -

Staphylococcus aureus, tomande en consideracién cue las vainas de

72]
[¢]

frijol soya que es una planta perteneciente a las Angiospermas
usa popularmente para curar infecciones de la piel .

A la vez este estudic puede contribuir a la bfisqueda de nuevas
fuentes de antibifticos para futura industrializacién, tal es el ca-
so como de la posible utilizacién de las vainas que actualmente cons—

tituyen desechos orginicos,

Lice Krikor B, Ghazarian,Profesor Titular del Deptoede Biologfa,

Facede Ciencias y Humanidades,Universidad de El Salvador,



b2

2, REVISION DE LITERATURA

Las investigaciones sobre la actividad antibiética de las -
plantas superiores no son muy numerosas y especificamente sobre la
vaina seca de Glycine max vare Lucerna (Frijol soya)e Existen a—
nflisis quimicos de diferentes partes de la pianta como el anflisis
quimico de 657 muestras de harina de frijol soya var. Lucerna sien-—
do sus datos los siguientes: 0,46% de humedad, 32.64% de proteinas,
18.53% de grasa, 6.43% de fibra cruda, 5.37% de cenizas, 27.577% de
carbohidratos, fésforo como (P,0.) ledd7 y 06917 de calcio como (CaD),
Se reportan anilisis de harina, torta y aceite de frijol soya de -
otras variedades como son Pelikan, Mandarin, Hill, Hale (3).

Los trabajos de C8mez Pompa y Rodrfguez (6), reportan que la
tomatina tiene accidén antimicrobiana y que ha side probada contra
infecciones de la piel en humanose Con similar finalidad se ha
trabajado en la investigacién antimicrobiana de hojas, tallos, raf-
ces, frutos, corteza y semillas de diferentes plantass

Seegal y Holdan (10) repertan la actividad de dos especies de

la familia Ranunculaceae: Ranunculus repens y Anemone pulsatilla Le,

cuyos extractos de tallos y hojas han dado efectos peositives in vitro
en la inhibicién del crecimiento de bacterias patdgenas gram positivas

y gram negativas, asf como de Mycobacterium tuberculosiss

Investigaciones realizadas por Sanders, Weatherwax and McClung
(9), han encontrade act.vidad antimicrobiana en los extractos de ta-
llos, pecfoles, hojas, flores v frutos de diferentesz familias de las
Angiospermas come Bignoniaceas, Lauraceas, Euforbiaceas, Lesuminosas,

Solanaceas y otras, fueron probadas contra las bacterias : Bacillus



subtilis y Escherichia coli,

Carlson, Douglas y Robertson (3) también reportan la actividad

inhibitoria en el crecimiento de Staphylococcus aureus y Escherichia

coli de los extractes étereos de plantas superiores como: Aizoaceas,
Apocynaceas, Araceas, Compositae, Anacardiaceas y otrase

Los investigadores Osborn, Lucas, Lewis y Huddlieson mencionan
en la obra de Carlson (3) que encontraron muchas plantas conteniendo

sustancia con potencial antibidticoe
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3s MATERTALES Y METODOS

Se inicid el trabajo en Julio de 1978 y finalizé en Abril de
1979 en dos etapas: la primera etapa es el trabajo de campo que -
consistié en sembrar la semilla de frijol de soya, al crecer la
planta se dejé secar naturalmente al ambiente para obtener las vai-
nas secase La segunda etapa consistié en la extraccién y enseyo
de la actividad antimicrobiana de la harina de las vainas secass

Las pruebas se efectuaron usando vainas secas de frijol soya
Glycine max, vare Lucerna que es una planta de la familia de las
Papilionaceas, que puede alcanzar de 80 a 150 cms, de altura, forma=—
do por un tallo central que emite ramas hacia arriba, tanto el tallo
como las ramas son aristadas v estén cubiertas de pubescencia fina;
presenta vainas planas e hirsutas de 3 a 5 cmse de largo v 1 cme de
ancho aproximadamente, con dos ¢ cuatro semillas (13)e

Debido a la falta de literatura sobre la metodologfa a seguir
para investigar la actividad antimicrobiana de las vainas secas de
frijol soya me vi con la dificultad de improvisarla, obteniende la
informacién para este trabajo del Lice Krikor B.Ghazarian,Dra. Elvia

Huezo de Oliva® v Dra, Francisca Caflas de Moreno*,

Draes Elvia Huezo de Oliva, Jefe de Laboratorio de Microbiologfa
y Profesora Titular de la Escuela de Ingenierfa Qufmica,Univer—
sidad de E1 Salvadcr,

Drae Francisca Canas de Moreno,Jefe de Unidad de Laboratoric de
Quimica, Facultad de Ciencias Agronémicas, Universidad de E1 Sal-

vador,
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Un total de ocho muestras de vainas secas fueron utilizadas pa-
ra la extraccifn de la sustancia antimicrobiana por medio de agua des—
tilada estéril v los solventes orgdnicos cloroformo, alcohol etflico y
éter etflico; se determind el pH, peso en gramos de cada muestra y pos
teriormente se procedié a las pruebas de inhibicién utilizando las bac

terias Bacillus subtilis, Escherichia colli y Staphylococcus aureus.

Primera Etapa : Trabajo de Campoes

Obtencién de la Muestrae

Se sembr$§ la semilla el 25 de Julio de 1978, cortando las vainas
secas de la planta el 15 de Noviembre del mismo afio, en La Hacienda El
Dorado, Departamento de Chalatenango, Las vainas secas fueron mo-
lidas utilizando para ello um molino marca Wiley Mill de uso en los la-
boratorios de investigacién, provisto de tamices de acero inoxidable
con malla de 1 cme de difmetro, se obtuvo la harina sobre la cual se

izo la investigacifén de detectar la presencia de la sustancia antimi-

crobianae

Segunda Etapa : Trabajo de Laboratorio.

Extraccién del Posible Componente Activo de las Vainas Secas de Frijol

Soyae

Para extraer la sustancia a investigar se efectuaron ensayos con
diferentes pesos de la muestra y volfmenes de solvente,

Se ensayo 01 gre del peso de la harina con 1,0 mles de cada umo
de los solventes cloroformo, &ter etflico, alcohol etflico y agua des-

tilada estéril por separado. El mismo métode se siguié con las otras
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combinaciones de pesos v volfmenes (Observar Cuadro 1)

Las cantidades que mejor arrastraron la sustancia fue 2040 mle
de los solventes y loo gramo de la muestra problemas Por lo que
se procedié a lo siguiente : se pes§ un gramo de la harina de las =
vainas secas, se le agres§ 10 ml. de cloroformo y se transfirif ésta
mezcla a un embudo de separacién previamente esterilizado, con el -
propdsito de aumentar el volumen se agregaron 10 mle adicionales del
mismo solvente, enseguida se agitd manualmente durante 5 minutos y se
dejé en posicién vertical durante 24 horas; después de este perfodo
se observé la separacidén del extracto cloroférmico y del residuo;lue-
go con papel pH, con un rango de 1-10 se determiné el pH del extracto
cloroférmico,

A continuacién se usé un embudo buschner de porcelana al cual se
colocé wn papel filtro whatman Noe 42 de 11 cmse de difmetro y un fras—
co kitasato conectado a una bomba de succidén con el fin de filtrar al
vacfo el contenide del embudo de separacién; el extracto cloroférmico
se recogid en el frasco kitasato y el residuo en el papel filtro. EL
extracto cloroférmico v el residuo se transfirié a um beaker de 50 ml,

se colocd en bafic marfa durante uma hora a 4445° C para evaporar el
solvente; después se pesé el extracto seco y se determind el porcentaje
de extraccibén, A continuacién se agregaron 10 ml, de agua destilada

esteril v es en esta forma que se utilizd para realizar la investiracidn

de la actividad antimicrobiana (¥¥)(&9%)(Figura 1).

Drae Francisca Canas de Moreno.
Drae Elvia Huezo de Qliva,

Lice Krikor Be Chazariane
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Férmula Ceneral Para Determinar el Porcentaje de Extracto de la Vaina

Seca de Frijol Soyae

En la determinacifn del porcentaje del extracto de la vaina seca

de frijol sova, se basé en la siguiente férmula :

B
KX].OO

A = peso seco de la muestra de harina en gramose

B = peso seco del extracto en gramos.

Por ejemplo, se tiene que para el primer ensayo del extracto clo-
roférmico :
A = 1,0 gramos

B = 0,09 gramos

B _
a0 K}.].OO

060
oU

x 100

il

= 900%

Todo este procedimiento se 1levé a cabo para el resto de los ensa-

yos del extracto cloroférmico y los otros extractos (Cuadro 3).

Preparacidn de los Infculose

Se utilizaron cultivos de 24 horas en triplicado de cada uma de

las bacterias Bacillus subtilis, Escherichia coli y Staphylococcus -

aureus, desarrollados en caldo nutritivo (DIFCO)e ILos cultivos origi-
nales fueron proporcionados por el Departamento de Microbiclogfa de la
Facultad de Medicina de la Universidad de El Salvadore

Para obtener inéculos se sembraron 3 tubos con cada bacteria,lue-—

go se incubaron a 37° C durante 24 horas,
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Examen Microscépico de los Cultivos,
5 - = ot A3 T e
Para asegurar la pureza del cultivo se hizo perildic te colo
racifn de gram, posteriormente se cbservd bajo el microscopio para de-
terminar la ausencia de contaminantes,

Inoculacifn en Cajas de Petri,

A partir de los tubos que contenfan Bacillus subtilis se inoculd

1 mle en cada wma de las 12 cajas de petri que contenfan agar nutriti-
vo (DIFCO), y con un vidrio doblado estéril se dispersS6 uniformemente

el cultivo,

La misma operacién se repitif con Escherichia coli y Staphylococcus

aurecus, Todas las cajas de petri se incubaron a 37° C durante 20 minu-
tos para que se secara la superficie del medio del cultivo,
Transcurrido este tiempo se hizo uso de wna pinza estéril para

colocar en ma caja de petri inoculada con Pacillus subtilis, cinco dis-

cos de papel filtro con un difmetro de 0.5 cme impregnados con extracto

cloroférmico; en wna segunda caja inoculada con Bacillns subtilis se co-

locaron otros cinco discos impregnados con residuo®, y en uma tercera ca-
ja inoculada con la misma bacteria, se colocaron cinco discos impregnados

con el solvente orginico cloroformo como testigoe

*  Se hicierén 2 ensayos, donde se impregné con residuo los discos, pero
debido a la dificultad de impregnar el disco con el residuo y que en
el proceso de medicién de las zonas de inhibicién las fibras dificul-
tan la observacidén de la zona inhibida se descart$ el residuo, por lo

que las cajas disminuyeron de 12 a 8,
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Las cajas se incubaron a 37° C en posicién invertida, y se ob-
servaron diariamente durante tres dfas para el posible desarrollo de
las zonas de inhibicién,
Este procedimiento se asign para los otros solventes y las o-

tras bacterias utilizando el resto de las cajas de petri.

Medicién de la Zona de Inhibicifing

Cada caja de petri se observ8 con un cuenta colonias Quebec y
por medio de una regla graduada se midié el didmetro de la zona de in-
hibicién desarrollada alrededor de cada disco de papel filtroe El pro-
medio de las medidas tomadas en los cinco discos de cada caja fué el da-
to para la interpretacién de resultados y se realizé en base a lo si-
guiente : con el signo (-) se indica no inhibicién; signo (+) si la zo-
na de inhibicién es de 9 a 12 mme; (++) si es de 13 a 18 mme; (44+)cuan-
do Ia zona es de 190 a 25 mm,; (++H) la zona es de 26 a méds milimetros
(2)e Fl mismo mecanismo se siguié para las otras bacterias v solventes,
Estas mediciones se hicieron después de cada ensayo (ver Cuadros 4, 5 v
6)e

En el cuadro estadfstico el cflculo de la media (X), la mediana(EB,
la moda C%) v la desviacidén estandar o tfpica (S) se efectud de la si-
guiente forma : para el cuadro O donde se demuestra las mediciones en mm,
de la zona inhibida con extracto cloroférmico. Sobre Be subtilis,primero
se ordenan los nfimeros de acuerdo a la magnitud: 27.0,29.0, 30,0, 3040,
3060, Enseguida se calcula:

La (X) de wm conjunto de n medidas es simplemente su suma divi-

dida entre n: 27,0, 29405 3060, 30405 300 =-l-"3-g#-9-; (X) = 2002
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La (ij es el valor de la observacién que esta en medio; es decir

la mitad de las medidas tienen um valor que es menos que el de la media-
na v la mitad wmn valor mayor que el de ellas Si el conjunto contiens
un nfmero par de observaciones, entonces hay dos valores que estin en

el medio, y la media de estas dos es la que se considera la mediana,

n = 2740, 2040, 3060, 3040, 3040
&= 200
La Cg) es el valor de la variable que se presenta con la mixima
frecuencia,
n = 27,0, 2940, 3040, 3060, 3060
@)= 30.0

La (S): para encontrarla se calcula primero la varianza que es

simplemente el promedio de los cuadrados de las desviaciones de la me-

diae.

Y 2
s = VE£&-X)

n
X = mediciones en mme de la zona inhibida: 27,0, 290, 30e0, 30,0, 30eC
X = media 29,2
n = nfmero de mediciones 5o
(x - )%

2760 = 2042 = (=242)% = 4489
2040 = 2042 = (=042)% = 0,04

3060 - 2902 = (08)%x3 =1,92

s

6080
S 650 _ 4
n - 5 - led
=72
s =\/.§-.£Xn_-§L = 1,36 = 1,17




te X = 29,2
a4
X = 30,0
? = 30,0
S = 1o17

Estos cdlculos se hacen para los otros estractos de éste cuadro

vy los cuadros 8 y 10,
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4. RESULTADOS
En la figura 1 se presenta la marcha de extracciones y pruebas

de inhibicién con bacterias : Bacillus subtilis, Escherichia coli vy

Staphylococcus aureus sobre harina de las vainas secas de frijol so-

ya Glycine max var. Lucerna v éste proceso se hace para los ocho en-
Sayos.

En el cuadro 1 se detallan las diferentes cantidades 0.1, 0.3,
0.8 v 1,0 correspondientes al peso de la muestra en gramos que se
ensayaron con los volfmenes 1,0, 5,0, 8.0 y 20.0 en ml, de los dife-
rentes solventes.,

En el cuadre 2 se aprecia las lecturas de los pH mfnime, miximo
y promedio de los extractos obtenidos con los diferentes solventes: pa-
ra el extracto cloroférmice el mfnimo fué de 6,6 v mléximo 7.0:; para eta-
nélico v &ter etflico mfnime 0.7 vy miximo 7.0 y el acuoso mfnime 6,5 v
maximo 7,0 El pH promedioc de los extractos cloroférmico, etanélico
y éter etflico fué 0.~ respectivamente y el acuoso 6.9.

En el cuadro > se detalla el promedio del peso en gramos v el -
porcentaje del extracto extraido a las 3 muestras analizadas de las vai
nas de frijol soya con cada solvente. El promedio del peso en gramos
del extracto acuosc fué de 0,04 gramos siguiendo el etandlico 0,03 sra-
mos v del cloroférmico y éter etflico 0.09 gramos cada umnco, asimismo se
puede observar que el promedio del porcentaje del acuose es 4,0%, eta=—
nélico 3,07, cloroférmico y &ter etflico 9.4% cada uno.

En los cuadros 4, 5 v 6 se presentan los datos de actividad anti-

bacteriana de las sustancias extraidas,
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En el cuadro 4 se observa que el extracto cloroférmico desarrolld
una zona de inhibicidn de (+) en la caja inoculada con la bacteria -

Escherichia coli en los ensayos 5 y 63 en los otros ensayos no hubo zo-

na de inhibicién; con el extracto etanflico, &ter etflico y acuoso, no
se observé dicha zona. Los testigos resultaron con zona de inhibi-
cién en la siguiente forma : con cloroformo en el ensayo 3 dif (+) y
ensayo 7 (+++); las demds pruebas no presentaron zona de inhibicién;
con alcohol etflico en los ensayos 2, 3 y 8 con (+) y ensayo 6 con (++),
los otros ensayos carecieron de dicha zona; con &ter etflico los ensayos

2, 6 y 7 (+), v con agua destilada estéril en el ensayo 3 (+), ensayo 2

(+) y ensayc 7 (+++), para los otros ensayos no hube zona de inhibi-

cidn,

¥n las cajas inoculadas con Bacillus subtilis las zonas de inhi-
bicién para los extractos antes mencionados se observan en el cuadro 5:
con extracto cloroférmico la zona de inhibicién para el ensaye 7 fué de

(++H+), en las otras pruebas no hubo zona; el extracto etandlico en el
ensayo 3 dié (+) los otros ensayos no presentaron dicha zona; extracto
éter etflico no presenta inhibicidén, mientras que el acuoso dié (+) la
segunda prueba. En cuanto a los testigos las zonas de inhibicién
se presentan en la siguiente forma: con cloroformo en el ensayo 2 la zo-
na de inhibicién did (+) careciendo de dicha zona el resto de pruebas;
el alcohol etflico dié positivos los ensayos 1 y 5 con (++); los tes-
tigos de &ter etflico no presentaron zona de inhibicién v el agua des-

tilada estéril, dif positivo los ensayos 1, 2 y 5 con (+).
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Las pruebas de inhibicidén sobre la bacteria Staphylococcus aureus

se presentan en el cuadro 6 y es de la siguiente forma : con extracte
cloroférmico se obtuvieron zona de inhibicifin (+) para los ensayos 3,

7 v & (++) el ensayo 2; los demids ensayos no la presentan, El extrac-
to etanélico dié (+) los ensayos 1, 3, 4, 5y 7 (4++) para el ensayo 6
y (++) para el ensayo 8, careciendo de zona el ensayo 2; el extracto
éter etflico los ensayos que presentaron zona de inhibicién son : (+)
dié el 3, 4, 5y ~,(4++) el ensayo 2, los otros no la presentaron; el
extracto acuosc dié (+) para los ensayos 1 y 3, los demds carecieron,
En los testigos se observé lo siguiente : con cloroformo positive (+4)
los ensayos 4 y 6, los otros no la presentan; alcohol etflico dié (+)
las pruebas 1, 3, 4, 5y 6, (++) para el 7 y (+++) el 8; el éter etfli-
co (+) para los ensayos 3, 4 y 8; (++) el ensayo 1, (++) el 7, el res-
to fueron negativos; el agua destilada estéril tuvo un 4rea de inhibi-
cibn de (+) para los ensayos 1 y 3 las demd&s pruebas no presentaron zo-
na de inhibicién,

En el cuadro 7 se presenta el resumen de los datos obtenidos en
los ocho ensayos y con los diferentes solventes, Los datos de cada
observacién se han expresado en fracciones y su significado es el si-
guiente : el numerador indica el nfimero de las muestras gue presentaron
zona de inhibicién y el denominador, el total de ensayos verificados.

La figura 2 demuestra la actividad antibacteriana de las vainas

secas de frijol soya sobre la bacteria Staphylococcus aureus indican-

do la zona de inhibicién alrededor del disco en el extracto Ster etf-

lico.
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La figura 3 presenta zona de inhibicién en el crecimiento de

Bacilius subtilis con el extracto clorofdrmico.

Los cuadros v, 9 y 10 corresponden a mediciones en mm. de la
zona inhibida con las diferentes extracciones usando la bacteria -

Staphylococcus aureus, con mediciones de 9.0 a 20,0 mmo., Bacillus

subtilis de 9,0 2 30,0 mmo, vy Escherichia coli de 0.0 a 10,% mmes

se hizo la medicién en los ocho ensayos y &stos datos son los que se
ocupan para presentar el cuadre 1ll,

En el cuadro 11 se presenta el estudio estadfstico Jque compren-—
de la media (X), mediana (§3, moda Cﬁ? y desviacién tfpica o estandar
(S) de las zonas de inhibicién en mm,

Para la bacteria Staphylococcus aureus, el extracto cloroférmico

ey g > - 70 TR
presenta los valores en mm, X = 11,05, X = 10.;w,€?== 10,00 v § =
- : - I o AN i
1e4l mme el etandlico = X el5, X 10,50; X 10.00; 5= 3,24:; con éter

12
i - ~
efill\.'\.‘ fueron M X 11015, X 10020; Q 10.00 _\— "J ..Ln‘-"] _'-' wao Il \.'_: dCU0sS0:

— N
X 977, X 10,00, f 10,00 ¥ S = 0,35 Para Bacillus subtilis los -

valores son los siguientes : para el extracto cloroférmico X 20,2,

o~ o

= i - .= ~ A i
??.AJOO,fk 3060 ¥ S = 1,17, etanblico X 0,28, X 9,0,’X 0,0 v S = 0,20;

&ter etflico no presenté zona de inhibicién por 1o que carece de va-

lores v acuoso X 9,2, X 9,0, 6?*!.0 ¥ S = Qo4; para Escherichia coli

el extracto clorofSrmico presenta los siguientes valores : X 0,05,
X lOnJ,{e 10,0 ¥ § =.0652; los extractos etanllicos, &ter etflico v

acuosoe no presentaron dicha zona,



Fige l.- Marcha de extracciones y pruebas de inhibiciones con bacterias Bacillus subtilis (Q. subtilis),

Escherichia coli (E. coli) y Staphylococcus aureus (§£. aureus) en la harina de vainas .secas
de frijol soya Glycine max var. Lucerna,

SOLVENTES®  CLOROFORMO ALCOHOL ETILICO ETER ETILICO AGUA DESTILADA
estéril

EXTRACCIONES

v y + v

EXTRACTO CLOROFORMICO EXTRACTO ETANOLICO EXTRACTO ETER ETILICO EXTRACTO ACUOSO
v 4 f v

EVAPORAR BANO DE MARIA — - -
. | , ‘

AGUA DESTILADA > > >

B subtilis t. coli St. qureus B. subtilis E.coli St. aqureus B. subtilis E. coll St. aureus B. subtilis E.coli St aureus




CUADRO 1
Peso en grames de la harina de vainas secas de frijol soya Glycine max

var, Lucerna y vol@menes en mililitros de solventes,

_ SOLVENTES (mil, )

PESO EN CRAMOS AGUA DESTILADA CLORQFOR~ ALCOHOL ETER

DE LA MUESTRA | ESTIRIL | MO | ETILICO | ETILICO
0, | 1.0 | Lo | Lo | Lo
005 540 , 50 | 50 | 50
(AP N0 ' He0 | 8.0 I 860

1,0 20,0 20,0 [ 20,0 2060

_L'[_




CUADRO 2

Lectura del pH, mfnimo, miximo y promedio de los extractos de

vainas secas de frijol soya.

~ MUESTRAS

EXTRACTOS

Cloroférmico

Etandlico

Ftcr Etflico

Acuoso

o

6.7

607
6¢7

7.0

5 | 6
609 | 6.9
7.0 | 6.8
700 | 740
6.9 | 668

7 8 |MINIMO
| 6.8 | 646 6.6
6e8 | 740 | 607
668 6.8 647
700 740 6.8

— -

PROI\[ET

MAXIMO
700
7.0
70

740

DIO
6.8
6,8
6'.8 2

[ 6.9



CUADRO 3

Promedio del peso seco en gramos y porcentaje del extracto extraido

de las vainas secas de frijol soya.

PR e - — —
—_— | | |
| EXTRACTO | 1(’ 1 2 | %____ %__ 5 6 | 7 L 8 | PROMEDIO
P | Z | P | Al P B | P|Z P % | P % | P % | P | % P %
, i e P e L P 1 Pl e | P | 7
| o7 éra .
| oneSiog 0009 | 950 | 0510 [1040| 0409 940 [0410 [ 1050| 0009 | 940] 0209 | 9600409 |90 [0,10 1040 [0409 | ad.
':t(. lic /] {
Etandlico ) .O!m __3_00 0s04 | 4.0| 0,02 2,0 [0.02 360 0404 | 4'—OF 0604 | 400 |0,02 [2,0 0,02 | 2,0 {0503 | 3.0
i . | |
Eter etflico | 0,10 10,0 | 0,10 | 10,0 oood{ 940 [ 0,10 | 10,0 0400] 9040|0409 | 960 [0609 |90 0,09 | 940 [0,09 Qud.
. |
; e . i ‘
Acuoso 10603 | 340 [ 0,05 | 540] 0606 6,0 [0603 | 3,0 0504 400 0504 [ 4,0 0003 JE-Q_D_-QL_M 0.04 | 4.0

P = peso seco en gramos del extracto extraido,

7 = porcentaje del extracto extraido,




CUADRO 4

Datos de las pruebas de inhibicién con Escherichia coli,

L — - L 1l 2 3 4 5 6 7 8
T~ Fea | 20/1/78 | e/xIi/78| 8/1/79 | 22/1/79| 5/1L/79 | 19/11/79| 26/TXL/79] 16/TV/79
EXTRACCIONES _ 1/X11/78 | 15/X11/78 | 19/1/79 2/11/79 | 16/11/79 | 2/111/79| 6/1V/79 p7./IV/79
Extracto clorofdymico - - - - + + - -
Testigo - - + - - - A+ -
Extracto etanllico - - - - - - - -
Testigo - + + - - ++ - +
Extracto éter etflico - - - - - - - -
Testigo . - + - - - + + -
Extractoe acuoso - - - - - - - -
Testigo - ++ _l + - - - -+ -

- Significa ausencia de zona de inhibicién,
Significa la zona de inhibicién de 9 a 12 mm,
Significa la zona de inhibicién de 13 a 18 mm,

+
_I,+
+++  Significa la zona de inhibicién de 26 a 32 mm,
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CUADRO 5

Datos de las prucbas de inhibicién con Bacillus subtilis

B e B 1 2 3 4 5 6 7 8

. FECHA 20/x1/78 | a/xir/78 | 8/1/79 | 22/1/79 | 5/11/79 19/11/79 20/T1/79) 16/1V/79
EXTRACCIONES 1/X11/78 | 15/X11/78 | 19/1/79 | 2/11/79 | 16/11/79 2/T1%/79 6/ v /79| 27/1V/79
Extracto clorofdérmico _ _H-: W- B ____ - | | ENEEE s o
Testigo - + - - - - - -
Extracto etandlico - - + - - - - -
Testigo ++ - - - -+ - - -
Extracto éter etflico - - ' - - - - - -
Testigo - - - - - - - -
Extracto acuoso -~ + - - - - - -
Testigo + . + - - + - - -

- Significa ausencia de zona de inhibicidn
+ Significa la zona de inhibicién de 9 a 12 mm,
++  Significa la zona de inhibicién de 13 a 18 mm,

4+ Significa 1a zona de inhibicidn de 26 a 32 nm,

l TVHLNS



CUADRO O

Patos de las pruchbas de inhibicidn con Stapliylococcus aurcuse

l T : I
! 1 ’7 2 [ 3 4 5 ‘ O | of al
FECHA | 20/X1/78 4/xcL/78 | 8/1/79 1 22/1/79|  5/1L/79 | 19/1LL/79 20/111/7 p 16/1V/79
EXTRACCIONES \] 1/X11/78 15/X1T/78 | 19/1/79 | 2/11/79| 16/11/79 | 2/111,/790 ©/1v/79| 27/1V/79
| 1 |
T e ol I | E— |
Extracto cloroiérmico - ++ + - - - | + I
Testigo - - - + - 1 1 - -
Extracto etanélico + - ' + + + ' ++ + SR
Testigo + - + + + + ++ +H-+
Extracto &ter etflico | - ++ + + + - — +
|
lestigo [+ - - t + -~ - +H +
Extracto acuoso + - 4+ - - - - -
Testigo ! + - + - - - - -
- Sienifica ausencia de zona de inhitbicién,
+ Stenifica zouna de toliibicidn de 9 a 12 min,
+ Sionifica zona de inhibicidn de 13 a 15 nm,e

i Sienifica zona de inhibi




CUADRO 7

Resumen de los datos relativos a la presencia o ausencia de inhibicién para las tres

bacterias ensayadas con la sustancia extraida de las vainas secas de frijol soya -

(Glycine max var, Lucerna).

Escherichia coli Bacillus subtilis Staphylococcus aureus

EXTRACCIONES +) 1 (-).2 (+) 1 (-) 2 (+)1 (-) 2
Extracto cloroférmico 2/8 6/8 1/8 7/8 4/8 4/8
Testigo 2/8 6/8 1/8 7/8 2/8 6/8
Extracto etandlico 0/8 8/8 1/8 7/8 7/8 1/8
Testigo 4/8 4/8 2/8 6/8 7/8 1/8
Extracto 8ter etflico 0/8 8/8 0/8 8/8 5/8 3/8
Testigo 3/8 5/8 1/8 7/8 5/8 3/8
Extracto acuoso 0/8 8/8 1/8 7/8 2/8 6/8
Testigo 3/8 5/8 3/8 5/8 2/8 6/8

H1 Significa la presencia de z ona de inhibicidén,

()2

Significa la ausencia de zona de inhibicién,
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Fige 2o Zona blanca corresponde a la zona inhibida por el extracte
&ter etflico sobre la bacteria Staphylococcus aureus.
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Fig. 3. La zona gris corresponde a la zona inhibida por el extracto
cloroférmico sobre la bacteria Bacillus subtilis,

BIBLIOTECA CFEMTRS
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CUADRO =
Mediciones en mm, de la zona inhibida con las diferentes extraccioness

Bacteria de ensayc Staphylococcus aureuse

' EXTRACCIONES

No+DE
' ENSAYOS/ DISCOS  CLOROFORMICO! ETANOLICO 'ETER ETTLICC AGUA DESTILADA
1 1 - 1045 - 10,0
{ 2 - 1040 - 0,0
3 - 11.0 = 10,0
: 4 - 1240 - 10,0
| B 5 - 1040 - 10,0
[ 2 1 1362 - 1440 -
’ 2 1345 - 1445 -
’ 3 14,0 - 14,0 -~
i -1- 14-.0 = 15.0 -
| | 5 1340 - 1560 -
J 3 1 1040 10,0 12,0 1040
1 2 1046 10,0 10,0 lo7
! 3 10,0 1042 1040 9,0
f 4 1068 10,0 12,0 10.C
t 5 10,0 | 1068 1040 1060
|f 4’ 1 - ]-005 10-5 -—
2 - 10,0 1048 -
| 3 - 11:0 1042 -
' 4 - 12,0 1060 -
L 5 - 10,0 10,0 -
| 5 1 - 1063 1040 =
I 2 - 1040 11,0
; 2 — 1049 1040 -
4 - 10,0 0e0 -
L 5 £ - 10.0 10.0 i
o i s 1445 = =
2 - 130 = -
3 - 1440 - -
4 - 305 - -
1N 5 - 1540 = -
7 1 1044 040 = =
2 1060 10,0 - =
3 10,9 1045 - -
4 1040 10,0 - ~
_ 5 1065 1040 - -
5 1 1043 10,0 1040 -
2 1040 10,5 1045 -
3 10,0 1840 1040 -
1 10,0 19,9 10,0 -




CUADRO 9
Mediciones en mme de la zona inhibida con las diferentes extrac-—

ciones. Racteria de ensaye Bacillus subtilise

- = e —_— - =

Noo DE EXTRACCIONES
D

ENSAYOS DISCOS CLOROFORMICO  ETANOLICO | FTER ETTLICO  |AGUA DESTILADA

B Py | l

2 —_ - { - | -
3 - - | - ' -
A - - | - -
P — . - ! - . -
2 — - - 1G.L
| LM
2 - - - 0.4
2 - - - a0
-+ - - bl el
= ¢
2 - - | - ‘ot |

£
1
O -
°
o]
1
1

- B 1
5 - 060 - -
s i E - - - —
n
2 - - - -
_ | - - - -
- [ ]
B | A — — -— —
2 - - - -

1

H

1

.- i

‘ N - - - - 1

i u " 1 t

2 1 - - - - ;

~ - - - - :

3 - - - - t

!

_ 3 - - ] - - 1
; 1 2040 Z — _

2 2740 - - - ,

3 2940 | - - - {

4 30,0 - - - |

2 30eC A - | = - f

2l - - - - i
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CUADRO 10

Mediciones en mm, de la zona inhibida con las diferentes extrac-—

Bacteria de ensayo Escherichia coli.

cionese
[ T | -
i INo. DE | rEXTRACCIONES
| ENSAYOS| DISCOS ! CLOROFORMICCO ETANOLICO ETER ETILICO | AGUA DESTILADA
- ! '
’ 1 1 - - - -
i 2 - - - -
! |l 3 | - - -— -
| T : -
| 5 | - '. - - -
2 1 | - - - -
‘ 2 i - - - -
I 3 | - - - -
| 4 i - . - - -
| - - _ =
i 3 1 = | . _ _
2 ‘ - i - - -
| 3| - | - - -
4 | ~ - - -
s | - - - -
— 4 [ 1 | = - - -
i 2 | - - | — -_—
j { 3 | - - - -
; | 4 I - - | - -
L 15 | - = i - -
' 5 | 1 . 10.0 ; - - -
| 2 | a5 ! - - -
| 3| 100 | - | - -
| 4 I 943 - - -
= | 9.0 | - [ = —
6 i3 . 1064 - | - -
2 | 1040 - | - -
3 | 100‘: - | — -
4. ! 10.5 | - — —_—
L | 5 | 10,0 | - - -
7 T | = | = ' = =
2 ‘ - i - -
2 I .
i | - | - - -
- | I
. 8] | - | - ; - -
8 7} { - 1 - i - -

L =




Cuadro estadfstico

CUADRO 11

Estandar (S) de las zonas de inhibicién en mm,

-— L ¥ d
: Mcdia (X), Mediana (X), Moda CQ) y Desviacidn Tfpica o

Staphylococcus aureus Bacillus subtilis Es;herichia coli
EXTRACCIONES | X X 6y s X | % s | X | X | X s
~Clor0f6rmico 11,05 [10,35 | 10,00 | 1641 | 29,2 3060 | 3060 | 1,17 | 9495 [10,0 | 10,0 0652
| EtanSlico _1%,151M10059_ }9:99_ 3024 | _0.28 9¢0 | 940 | 0e39| - - - -
Eter etflico 11,15 [10,20 | 10,00| 1,79 = - - - - - - -
Acuo so 0,77 110,00 | 10,00| 0,35 | 9.2 9,0_ 9,0 | 0.4 | - - 1
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5« DISCUSION

De acuerde a los resultados obtenidos de la extraccién de las
vainas secas de frijol sova var. Lucerna con los solventes clorofor-
mo, alcohol etflico, &ter etflico vy agua destilada estéril, se apre-
cia en la figura 1 que los extractos cloroférmico, etanélico y agua
destilada estéril se sitfian en la parte superior de la ampolla de
separacidén v el residuc en la parte inferior; con éter etflico suce-
de 1o contrario; esto se debe probablemente a las constantes fisiéas
de los solventes orgénicos utilizados, principalmente a la densidad
siendo la del cloroformo 1l.474 a 1.478 gr/ml. a 20°C, alcohol etfi-
Iico de 0,8160 egr/ml, a 15°C, éter etflico de 0,716 gr/ml. a 20°C v
la del agua destilada de 1 gr/ml. a 4°C (8)s Los solventes utili-~
zados tienen propiedades qufmicas importantes : el cloroformo es un
buen disolvente de alcaloides y productos qufmicos orgénicos y de usc
conservador, cuando se quiere extraer drogas vegetales con el objeto
de evitar descomposicién bacteriana; el alcohol etflico es un buen di-
solvente v agente de extraccidén, el &ter etflico es un buen disolvente
de sustancias orgénicas, disuelve el aceite volAdtil y fijador de nume-
rosas recinas, b&lsamos, 4cido ténico, caucho y la mayorfa de alcaloi-
des v el agua destilada es um buen disolvente (8),

Durante el proceso de separacién, el extracto acuoso cbtenido no
era completamente claro como los otros extractos, sino se le observd
ma turbidez que podrfa ser debido a que arrastraba mis vartfculas de
harina que eran solubles en el medio acuoso; pero esto ne -~uiere decir
jue el extracto acuosc sea el que mejor inhibid, aunque mara =fectuar

la préctica de inhibicién se tuvo cuidado de separar el extracto con
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pipeta estéril a fin de que no interfiriera en la inhibicién,

La cantidad que mejor arrastré la muestra fué de 20,0 ml, de sol-
vente v 1,0 gr. de harina de las vainas secas, pero serfa conveniente
usar mayor cantidad de solvente v pesc de la muestra para que se dé en
mayor proporcién la separacién de la extraccidn (Cuadro 1).

El pH mfnimo, miximo y promedio de los extractos de las vainas
secas estf entre 6.8 y 6.9 e inicialmente el pH fué 7.0, El pH no
fué un factor negativo para el crecimiento de las bacterias porque el
pH a que ellas crecen se d4 entre pH 7.2 y 7.6 (11) para este tipo de
investigacién hay que usar potencidmetro y no papel indicador de pH
porque pueden intervenir errores personales (Cuadro 2).

En el proceso de extraccién en el porcentaje del extracto (Cuadre
J) hay una pérdida para cada uno de los solventes ensayados, esto es
debido a que hubo pérdida por evaporacién, caso del éter etflico aue
su punto de ebullicidn es 35°C (8) y se utilizé para evaporar durante
una hora temperatura de 44.,5°C que es mayor, y parte queda en el papel
filtro,

El cuadro 7 es el resumen de los cuadros 4, 5 y 6 se puede obser-
var que con el extracto etanllico : 7 ensayos presentaron zona de inhi-

bicién con la bacteria Staphylococcus aureus con medicién hasta 25 mm.

éter etflico 5 ensayos, cloroférmico 4 ensayos con zona de inhibicién
hasta 18 mm, respectivamente y el acuoso 2 ensayos con inhibicién has-

ta 12 mm,; por lo que Staphylococcus aureus es mis sensible para los

extractos y por consiguiente las vainas secas de frijol soya poseen
una sustancia antibiética que tiene actividad sobre St,aureus v tie-

ne relacién con los resultados de Carlson, Douglas y Robertson (2) v



Carlson and Douczlas (2) oue descubrieron actividad inhibitoria en plan-
tas superiores scbre las bacterias St, aureus y E. coli; Sanders (9) en

investigaciones con B. subtilis y E., coli encontrd el mismo tipo de ac-
cibén inhibitoria en los extractos de algunas plantas de Angiospermas.,

En este trabajo hay aque destacar que para valorar la accién inhi-
bitoria de los extractos, la bacteria St. aureus de la forma cocoide
(11) demostrd una sensibilidad contra la sustancia extraida por los cua-
tro solventes, siendo més sensible contra el extracto etanflico en pri-
mer lugar v con &ter etflico en segumdo lugar.

Es de hacer notar que todos los testigos presentaron zona de in-—
hibicifn en los tres tipos de bacterias, que podrfa atribuirse a cierto
crado de toxicidad de los solventes, En el caso del testigo agua des-
tilada estéril la inhibicién se debid posiblemente a que el agua después

de haberle practicado un anédlisis bacteriolégice estaba contaminada de

Streptomyces sp. Y Pseudomonas spe. Y estas especies poseen sustancias

antibidticas que pueden causar la muerte a las bacterias: también se
descarta asf la posibilidad de que en el agua los metales podrfan cau-
sar el desarrcllo de la zona de inhibicién por el hecho de gque al este-
rilizar el agua en autoclave se quitan aniones, cationes, sales de cal-
cio, clorurc y bicarbonatos,

En cuanto al cuadro estadfstico se demuestra que la zona de inhi-
bicién fu€ mayor para el extracto etanllico y éter etflicoe contra la
bacteria Ste. aureus, gram positiva y no esporulada porque la desviacién
dpica o standar (S) es 3.24 para el extracto etandlico ¥ 1,70 para el

xtracto éter etflico, va que la dispersién de los datos alrededor de

BN =8

La media es mayvor en los extractos antes mencionados, en cuanto a la



zona de inhibicién es en menos grado contra B, subtilis gram positiva
estorulada v limitada accidén con E. coli gram negativa no esporulada

(11). En base a esto la sustancia extraida no es de amplio espectro.
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6. CONCLUSIONES
De los resultades del presente estudio, se concluye que las
vainas secas de "frijol soya" Glycine max var.Lucerna tiene pro-

piedades antimicrobianas para las bacterias : Staphvlococcus aureus,

Bacillus subtilis y Escherichia coli, pero no de amplio espectro,

Eter etflico y alcohol etflico son los solventes que arrastra-
ron mejor la sustancia extraida y los mejores inhibidores sobre las
bacterias ensayadas,

Las cantidades de 1.0 gramos de la muestra y 20,0 ml, de sol-
vente corresponden al peso y volumen que mejor arrastraron la mues-—

trae

Las fibras del residuo extraido impidié la medicién de la zona

de inhibicidn,



1o,

40,
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7+ RECOMENDACIONES
Se recomienda continuar estas investigaciones a fin de :
Aislar la sustancia antibidtica que presentan las vainas secas
de frijol sova.
Hacer la misma investigacidén variando el peso de la muestra,
utilizande vainas verdes y con otras variedades de soya.
Que se utilicen otros solventes orginicos variando la cantidad
del solvente v el método de agitacién,

Es necesario probar otras bacterias,
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S RESUMEN
Se estudio la actividad antimicrobiana de la vaina seca de fri-
jol soya Glycine max var, Lucerna.
Se hicierén extractos : cloroférmico, etanélico, éter etflico y

acuosc y se probaron con las bacterias Staphylococcus aureus, Bacillus

subtilis ¥ Escherichia coli,

Los extractos etandlico y éter etflico mostraron un valor méximo

de actividad antibiética con la bacteria Staphylococcus aureus; el clo-

roférmicoe con Bacillus subtilis y Escherichia coli,

El extracto éter etflico, etanblice y acuosc mostré menos activi-

dad antimicrobiana para Escherichia coli, Bacillus subtilis v

Staphylococcus aures.

La sustancia extraida con los solventes no es de amplic espec-

LI«
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