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RESUMEN

El objetivo de la presente investigacion fue evaluar el efecto antimicrobiano
de hojas deshidratadas de quinchoncho (Cajanus cajan) sobre el crecimiento
de Escherichia coli. Para ello, se selecciondé 1Kg de hojas frescas para 2
diferentes temperaturas, las cuales se llevaron a secar en una estufa
convencional marca Thomas Scientific, a 65°C por 72 horas y en una estufa
convencional marca Felisa Horno, a 105°C por 4 horas; luego se llevé a
molienda utilizando un equipo de martillos Thomas Wiley modelo 4 y una
malla de 1 mm de didmetro. Los extractos de las muestras fueron obtenidos
por el método de extraccion de Goldfish, empleando como solventes: Etanol,
Hexano, Metanol, Cloroformo, Eter de Petrdleo y Agua. Para el estudio del
efecto antimicrobiano se empleé el método de difusion en agar con discos de
papel de filtro y se llevd a cabo una siembra masiva del microorganismo a
estudiar en placas de Petri con agar nutritivo (BHI), se utilizaron discos
estériles de papel de filtro de 6 mm de diametro, los cuales se impregnaron
con los extractos de etanol, hexano, metanol, cloroformo, éter de petroleo y
agua por separado, asi como un disco control para cada uno, estos se
colocaron sobre los medios de cultivo y se incubaron a 37 °C por 24 h, los
resultados obtenidos mostraron efecto antimicrobiano solo con los extractos
de metanol y cloroformo, por lo cual se midieron los halos de inhibicién para
estos dos extractos. Los resultados fueron interpretados mediante un
paquete estadistico. Estos resultados mostraron que entre los extractos de
cloroformo y metanol presentaron diferencias significativas, siendo el halo de
mayor inhibicién para Escherichia coli de 14 mm a una temperatura de
secado de 65°C. Se aplic6 una prueba de medias de Minima Diferencia
Significativa (MDS) de Duncan al 5%. Estadisticamente no hubo diferencia
significativa para las 2 temperaturas. El estudio se llevd a cabo en el
laboratorio de Nutricion Animal y Forrajes, Laboratorio de Microbiologia de
Alimento y Laboratorio de Tecnologia de Alimento de la Escuela de
Zootecnia de la Universidad de Oriente Nucleo Monagas Campus los
Guaritos.

Palabras claves: Efecto antimicrobiano, extracto, quinchoncho.
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SUMMARY

The objective of this investigation was to evaluate the antimicrobial effect of
dried leaves of pigeon pea (Cajanus cajan) on the growth of Escherichia coli.
For this, was selected 1 kg of fresh leaves to 2 different temperatures, which
were carried to dry in a conventional stove mark Thomas Scientific, 65 °© C for
72 hours in a conventional stove mark Felisa Horno to 105 ° C for 4 hours,
then led to crushing using a hammer team Thomas Wiley model 4 and a
mesh of 1 mm in diameter. The extracts of samples were obtained by the
Goldfish extraction method, employing as solvent ethanol, hexane, methanol,
chloroform, petroleum ether and water. To study the antimicrobial effect was
employed agar diffusion method with discs of filter paper and held a mass
seeding of the microorganism to study in Petri dishes with nutrient agar (BHI),
discs was utilized sterile filter paper 6 mm of diameter, which were
impregnated with ethanol and hexane extracts separately, and a control disc
for each one, these was placed on culture medium and incubated to 37 °C for
24 h, , giving as a result that the methanol and chloroform were they had with
antimicrobial effect, by which was measured halos of inhibition for these two
extracts.The results were interpreted using a statistical package. These
results showed that between chloroform and methanol extracts presented
significant differences with the halo of inhibition for Escherichia coli greater of
14 mm to 65 °C. Was applied a test average Minimum Significant Difference
(MDS) of Duncan at 5%. There was no statistically significant difference for
the 2 temperatures. The study was conducted in the laboratory of Animal
Nutrition and Forages, Food Microbiology Laboratory and Laboratory of Food
Technology, School of Zootecnia of the University of Oriente Nucleus
Monagas Campus the Guaritos.

Keywords: antimicrobial effect, extract, cajanus cajan.
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INTRODUCCION

El quinchoncho (Cajanus cajan) es originario de Africa occidental o la
India, pertenece a la familia Leguminosae. Esta especie fue introducida en
Venezuela durante la época de la colonizacion espafiola. Desde esa época
ha venido desempefiando un papel muy importante en los huertos familiares
del venezolano como cultivo asociado de maiz y yuca. Una vez que el
quinchoncho se ha establecido, tiene un alto potencial para ser usado en
agrosistemas aptos a la degradacion, presentando mecanismos de
adaptacion a suelos acidos al contribuir significativamente en el desarrollo

sostenible de la region.

Representa una fuente de proteina vegetal (entre 20 y 30%), siendo
una alternativa para contribuir a conformar una dieta balanceada para la
comunidad en general, sus hojas van cayendo continuamente, contribuyendo
a mejorar el contenido de materia organica del suelo ya que posee minerales
como P, K, Ca, Na, Mg, Zn y Mn . Las semillas se aprovechan para la

alimentacion humana; por su alto contenido de lisina y metionina.

Tradicionalmente la presencia de microorganismos como es el
Escherichia coli, se le ha considerado como indicador de contaminacion fecal
en el control de la calidad de productos alimenticios destinados al consumo
humano, por tanto su ausencia es indicativa de que el producto es
bacteriologicamente seguro y por esta razon se ha venido incrementando el
uso de antimicrobianos tanto sintéticos como naturales para inhibir o retardar

el crecimiento bacteriano.



Hoy en dia los alimentos son incorporados al mercado con una variedad
de quimicos, que en muchas veces pueden causar efectos secundarios en
las personas, y a través de un proceso de laboratorio utilizando especies
vegetales de la regidon se le pueden extraer aceites esenciales, con los
cuales se forma un extracto que se le aplica a los alimentos que actian
contra bacterias, contribuyendo asi con la preservacion de los mismos

brindando seguridad al consumidor.

El propoésito de ésta investigacion fué determinar el efecto
antimicrobiano de extractos (obtenidos con etanol, hexano, cloroformo,
metanol, éter de petroleo y agua), de las hojas deshidratadas de
quinchoncho a dos temperaturas 65°c y 105°C, para luego establecer cual es

la mas O6ptima para el secado.



CAPITULO |
OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Analizar el efecto antimicrobiano de hojas deshidratadas de
guinchoncho sobre el crecimiento de Escherichia coli.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Determinar el efecto inhibitorio de los extractos de etanol, hexano,
cloroformo, metanol, éter de petroleo y agua de hojas de quinchoncho
deshidratadas a dos temperaturas sobre el crecimiento de Escherichia

coli.

» Comparar los extractos de hojas deshidratadas de quinchoncho sobre

el crecimiento de Escherichia coli.

» Establecer la temperatura O6ptima de secado de las hojas de

guinchoncho causante del mayor efecto antimicrobiano.



CAPITULO Il
REVISION DE LITERATURA

ANTIMICROBIANOS

Muchos alimentos contienen compuestos naturales con actividad
antimicrobiana, en estado natural, estos compuestos pueden desempeiar el
papel de prolongadores de la vida util de los alimentos. Incluso muchos de
ellos han sido estudiados por su potencial como antimicrobianos alimentarios
directos (Doyle et al., 2001).

Los antimicrobianos alimentarios son compuestos quimicos afiadidos o
presentes en los alimentos que retardan el crecimiento o destruyen
microorganismos, con lo que aumentan la resistencia a la alteracion de su
sanidad o calidad (Bernard et al., 1996).

CLASIFICACION DE LOS ANTIMICROBIANOS

Segun Molinos (2003), los agentes antimicrobianos se pueden

clasificar de diversas maneras entre la cuales se tienen:

> Fenoles simples y Acidos fenolicos.
> Acidos hidroxicinamicos
» Flavonoides.

> Alicinoides.



Fenoles simples y Acidos fendlicos

Los fenoles simples son compuestos formados por un anillo aromatico y
un grupo alcohol sustituyendo uno de los hidrégenos de la cadena. Entre los
compuestos fendlicos simples figuran los monofenoles (p-cresol), difenoles
(hidroquinona) y trifenoles (acido galico). El 4cido galico se presenta en las
plantas como ésteres de acido quinico o taninos hidrolizables (acido tanico)
(Doyle et al., 2001).

Acidos hidroxicinamicos

Entre los acidos hidroxicinamicos se encuentran los acidos cafeico, p-
cumarico, ferdlico y sinapico. Frecuentemente se presentan como ésteres y
mas raramente como glucosidos. También se encuentran en vegetales y

alimentos.

Las furocumarinas estan relacionadas con los hidroxicinnamatos, estos
compuestos son capaces de inhibir a muchas bacterias gram positivas, tales
como Bacillus subtilis y Staphylococcus aureus, después de la irradiacion con
luz UV de onda larga (365 nm), alterandose asi la correcta replicacion del
ADN microbiano (Doyle et al., 2001).

Flavonoides

Los Los flavonoides constan de catequinas y flavonas, flavonoles y sus
glucosidos. Las protoantocianidinas o taninos condensados son polimeros de

flavan-3-ol y se encuentran en las manzanas, uvas, fresas, ciruelas, sorgo y



cebada. Las bacterias del vinagre son ligeramente afectadas por taninos a
concentraciones de 2,0000 g/ mililitro de vinagre (Doyle et al., 2001).

Alicinoides

Probablemente el sistema antimicrobiano mejor caracterizado en el
reino vegetal se encuentra en el jugo de vapores de cebollas (Allium cepa) y
ajos (Allium sativum). Los agentes volatiles tanto de la cebolla como la del
ajo inhibian el crecimiento de Bacillus subtilis, Serratia marcescens y

micobacterias en medios microbiol4gicos.

Los productos aparentemente responsables de la actividad
antimicrobiana también son responsables del aroma de cebollas y ajos.
Ademas de compuestos sulfurados antimicrobianos, las cebollas contienen
los compuestos fendlicos: acido protocatecuico y catecol, que pueden
contribuir a las actividades antimicrobianas. Walter (1995), citado por (Doyle
et al., 2001).

TIPOS DE ANTIMICROBIANOS

Los antimicrobianos pueden ser divididos en dos clases, los sintéticos y

los naturales.
Agentes antimicrobianos sintéticos
Acidos orgéanicos y ésteres
El modo de accion de los acidos organicos en la inhibicién del

crecimiento microbiano parece estar relacionado con el mantenimiento del

equilibrio acido-base, la donacién de protones y la produccion de energia por



las células. Los sistemas bioldgicos y quimicos dependen de la interacciéon
entre los sistemas acido-base (Raybaudi-Massilia et al., 2006).

Uno de los factores que permite el crecimiento de los microorganismos
en los alimentos es el pH. En general las bacterias crecen a pH cercanos a la
neutralidad (pH 6,5 a 7,5), pero sin embargo, son capaces de tolerar un
rango de pH entre 4 y 9. Una manera efectiva de limitar el crecimiento de los
microorganismos es incrementar la acidez del alimento. La capacidad de
limitar el crecimiento de los microorganismos dependera del tipo de
microorganismos, especie, tipo y concentracion del &cido, tiempo de
exposicién y la capacidad reguladora del alimento.

Agentes antimicrobianos naturales

Muchos alimentos tienen compuestos naturales con actividad
antimicrobiana, en estado natural, estos compuestos pueden desempeiiar el
papel de prolongadores de la vida util de los alimentos. Inclusive muchos de
ellos han sido estudiados por su potencial como antimicrobianos alimentarios

directos (Cowan 1999, citado por Cova y Rodriguez., 2008).

El uso de aditivos alimentarios de origen natural implica el aislamiento,
purificacion, estabilizacion e incorporacion de dichos compuestos con fines
antimicrobianos sobre los alimentos, sin que ello afecte negativamente a las
caracteristicas sensoriales, nutritivas y su garantia sanitaria. Esto tiene que
lograrse  manteniendo los costos de formulacion, procesado o

comercializacion (Raybaudi-Massilia et al., 2006).

METODOS DE EXTRACCION DE ANTIMICROBIANOS



Existen muchas técnicas de extraccion de compuestos antimicrobianos
pero los mas utilizadas en muestras vegetales son las extracciones por
presion y la extraccion solido-liquido. La extraccion por presion solo es util
cuando el componente activo se encuentra presente en grandes cantidades,
mientras que en el soélido-liquido es necesaria cuando existe una pequefa

proporcién del componente activo. (Mafart y Beliard., 1994).

Por esta razon en la presente investigacion solo se definira la extraccion

sélido-liquido

EXTRACCION SOLIDO- LIQUIDO

También llamada extraccion por disolvente; es una operacién de
transferencia de material destinada a separar los principios solubles de un
sustrato solido, mediante su difusibn en un solvente y esta es utilizada
cuando el componente activo existe en pequefias cantidades. Operaciones
de separacion de este tipo se llevan a cabo, en una sola o en mdultiples
etapas o contactos (Mafart y Beliard., 1994).

MEDICION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

La actividad antimicrobiana se mide determinando la cantidad mas
pequefia del agente que se necesita para inhibir el crecimiento de un
microorganismo control, valor que se conoce como concentracibn minima
inhibitoria (MIC) (Madigan, 2000, citado por Castillo., 2008).

Existen varios métodos para determinar la actividad de un agente
antimicrobiano; entre los cuales el mas empleado es el método de difusion en

agar; gue también es conocido como el método de Kirby-Bauer. Este método



consiste en inocular uniformemente toda la superficie de una placa de Petri,
gue contiene un medio con agar. Seguidamente se colocan sobre la
superficie del agar solidificado, discos de papel de filtro con concentraciones
conocidas de agente antimicrobiano. Durante la incubacion los agentes
antimicrobianos difunden por el agar a partir de los discos. Cuanto mas lejos
del disco difunde mas baja es su concentracién. Si el antimicrobiano es
eficaz se forma un halo de inhibiciébn que rodea al disco y puede medirse el

diametro de ese halo (Tortora, 1993).

BACTERIAS EMPLEADAS PARA MEDIR LA ACTIVIDAD
ANTIBACTERIANA DE SUSTANCIAS

En muchos estudios para medir la actividad antimicrobiana de extractos
vegetales se emplea la bacteria Escherichia coli, debido a que esta es de
gran interés a nivel alimentario porque es un género facil de manipular y
presenta caracteristicas distintas y esta implicada en la mayoria de los casos

de toxiinfecciones alimentarias (Bell y Kyriakides, 2000).

Escherichia coli

Pertenece a la familia Enterobacteriaceae, son bacilos gram negativos,
con frecuencias moviles, con flagelos peritricos. Facilmente cultivables en los
medios ordinarios. Aerobios y facultativamente anaerobios. Todas las
especies fermentan la lactosa con formacién de &cido o de gas, tanto en

aerobiosis como en anaerobiosis.

El habitat principal de Escherichia coli es el tracto intestinal del hombre
y de los animales de sangre caliente, las infecciones de Escherichia coli se

transmiten por tres vias principales: directamente de los animales, mediante
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propagacion persona a persona y por medio de los alimentos contaminados
(Bell y Kiriakides, 2000).

Fisiologia

En cuanto a su fisiologia E. coli es aerobio o anaerobio facultativo. La
temperatura Optima de crecimiento es de 37°C, tiene un tiempo de
generacion de 18-24 minutos. Puede crecer en un rango de temperatura
entre 6y 46 °C.

Crece en casi todos los alimentos, especialmente los que hayan sido
contaminados con materia fecal, debido a una higienizacion insuficiente o a
normas incorrectas de tratamiento de los alimentos o de higiene personal.
(Bell y Kyriakides, 2000).

Sobrevive en un rango de pH de 4,4 a 9, a excepcion de E. coli
O157:H7 que es acidorresistente; y actividad de agua (Aw) superiores 0
iguales a 0,95. El cloruro de sodio a concentraciones de 2,5 % potencia su
crecimiento, a concentraciones de 6,5 lo detiene, y de 8,5 % inhibe el

crecimiento.

Escherichia coli es uno de los muchos grupos de bacterias que viven
en los intestinos de los humanos sanos y en la mayoria de los animales de
sangre caliente. Esta bacteria ayuda a mantener el equilibrio de la flora
intestinal normal (flora bacteriana) contra las bacterias nocivas y sintetiza o
produce algunas vitaminas. No obstante, existen muchos tipos o cepas de
bacterias E. coli, las cuales tienen diferentes caracteristicas distintivas. (Bell y
Kyriakides, 2000).
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El quinchoncho (Cajanus cajan)

El quinchoncho es originario de Africa occidental o la India. Es un
arbusto perenne, de hasta 4 m de alto. Presenta un tallo: acostillado cuando
joven, lefioso vy rollizo con la edad. Presenta numerosas flores pediceladas
(los pedicelos de hasta 15 mm de largo) dispuestas en inflorescencias
racemosas pedunculadas (los pedunculos de hasta 8 cm de largo). Cada flor
acompafnada de una bractea pequefia (a veces tan reducida que parece una

escama) de hasta 4 mm de largo, caediza.

Segun (Stevens, 2001), clasifica al Quinchoncho (Cajanus cajan) de la

manera siguiente:

CLASIFICACION TAXONOMICA

Reino: Plantae.

Clase: Magnoliophyta.
Orden: Magnoliopsida
Familia: Leguminoceae.
Género: Cajanus

Especie: Cajanus cajan.

Hojas

En la base de las hojas sobre el tallo generalmente se presenta un par
de hojillas (llamadas estipulas) angostamente triangulares, de hasta 6 mm de


http://www.sib.gov.ar/taxonomia/phyldiv/Magnoliophyta
http://www.sib.gov.ar/taxonomia/clase/Magnoliopsida
http://www.sib.gov.ar/taxonomia/familia/Fabaceae
http://www.sib.gov.ar/taxonomia/genero/Cajanus
http://www.sib.gov.ar/taxonomia/genero/Cajanus
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largo; las hojas son alternas, compuestas de 3 hojitas (llamadas foliolos), las
2 laterales asimétricamente elipticas, de hasta 12 cm de largo y hasta 4.5 cm
de ancho, la terminal elipticas, ovado-elipticas a angostamente ovadas, de
hasta 13 cm de largo y hasta 5.5 cm de ancho, mas o menos puntiagudas,
angostadas hacia la base, con puntos glandulares sobre su superficie; en la
base de cada foliolo se presenta un par de estipelas muy angostas de hasta
4 mm de largo; los peciolos de hasta 8 cm de largo y contiene minerales
como: P, K, Ca, Na, Mg, Zn y Mn (Stevens, 2001).

Variedades

Se conocen 2 variedades, var. flavus (amatrillo) y var. bicolor (amarillo y
rojo). Difieren entre si por su ciclo y resistencia a plagas, enfermedades y
sequia. Existen variedades precoces (ciclo de 90-150 dias), variedades
semitardias (150-220 dias) y variedades tardias (>220 dias). Las variedades

de ciclo corto son altamente susceptibles a plagas (Leal, 2003).

Niveles nutricionales del quinchoncho (Cajanus cajan).

El quinchoncho es una fuente muy importante de fibra y de cantidades
apreciables de hierro, potasio, fosforo, bajo contenido de grasas y de una

cantidad importante de fibra.

El valor nutricional que se encuentra en 100g de producto comestible,
es : un 77,1% de agua; 9g de proteinas; 0,70g de grasas; 11,7g de
carbohidratos; 0,30g de fibra cruda; 1,20g de cenizas; 15mg de calcio;
217mg de fosforo; 1,7mg de hierro; 0,15mg de carotenos; 0,33mg de
vitamina B1; 0,18mg de vitamina B2; 12mg de vitamina C (Leal, 2003).
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Otros usos:

Potencial como planta forrajera

El potencial como forraje verde es moderado. Produce hasta 3
cortes/ano y persiste 3-4 afos. Los cortes, igual que el pastoreo, se realizan
cuando las primeras vainas comienzan a madurar. El gandul no persiste al
someterlo a un pastoreo intenso. Es un excelente forraje remanente. Para
asegurar la persistencia puede dejarse crecer hasta unos 125 cm de altura'y
cortarse hasta 60-80 cm de la superficie del suelo. En estas condiciones se
pueden obtener tres cortes al afio con un rendimiento promedio de 45-60
gg/mz de m.s., o sea, 235-310 qg/mz de materia verde por corte. Nunca se
debe cortar a ras del suelo porque las plantas no se recuperan. Cortes a una
altura menos de 0.8 m reducen la sobrevivencia de la planta. (Leal, 2003).

Es una planta medicinal con propiedades antirreumaticas, diuréticas,
hemostaticas y astringentes. Las flores y brotes jovenes se emplean para
afecciones bronquiales y pulmonares. La coccion de las hojas se aplica para
lavar llagas, heridas e irritaciones de la piel. Con las semillas secas se hacen
cataplasmas dado su efecto desinfectante y cicatrizante. Ademas, se utiliza
para lefia, produccién de miel, siropes y medicamentos. La harina de las
hojas se puede incorporar como pigmento en proporciones del 5 al 10 % en
raciones de gallinas ponedoras. Se planta como seto alrededor de los
sembrados de yuca y en torno a las casas para proteccion de comejenes y
topos, ya que sus raices son venenosas. En Madagascar los gusanos de
seda se alimentan de sus hojas (Leal, 2003).



CAPITULO 1lI
MATERIALES Y METODOS

En la presente investigacion se evalud la actividad antimicrobiana de
los extractos de etanol, hexano, metanol, cloroformo, éter de petréleo y
acuoso de las hojas secas del quinchoncho (Cajanus cajan). Las muestras
frescas de las hojas fueron deshidratadas en una estufa convencional a
65°C y 105°C y los extractos fueron obtenidos por el método de Goldfish, Se
impregnaron discos de papel de filtro de 6 mm de diametro, por separado,
con los extractos obtenidos y , se colocaron en cajas de Petri, en donde
previamente se realiz6 una siembra masiva con el microorganismo en
estudio (Escherichia coli) en agar BHI y los respectivos controles, llevando a
incubacion a 37°C por 24 h. Transcurrido el tiempo se procediéo a medir los

halos de inhibiciéon formados.

OBTENCION DE LAS HOJAS

Las hojas frescas del quinchoncho (Cajanus cajan), fueron recolectadas
de plantas cultivadas en San Vicente Municipio Maturin hacienda “La
Vicentina”, la recoleccion fue de forma manual en una cantidad de

aproximadamente 2Kg.
Seleccidn de las hojas
Se seleccionaron aquellas hojas que no presentaran dafios fisicos

ocasionados por picaduras de insectos, pdjaros, sin decoloracion y que no

manifestara indicios de alguna enfermedad.
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Limpieza

Se realiz6 un lavado manual a las hojas con abundante agua destilada
a objeto de eliminar tegumentos y todas impurezas adheridas que pudieran

interferir de alguna forma en el resultado.

Secado

Las Hojas seleccionadas se sometieron a un proceso de secado, se
colocaron en bolsas de papel con perforaciones para mejor penetracion de
las corrientes de aire y eliminar humedad, para ello, se utilizé una estufa
convencional marca Thomas Scientific, a 65°C por 72 horas y una estufa
convencional marca Felisa Horno, a 105°C por 4 horas.

Pulverizacion

Las muestras se llevaron a molienda utilizando un molino de martillo

Thomas Wiley modelo 4 y una malla de 1 mm de diametro.

OBTENCION DE LOS EXTRACTOS

La obtencion de los extractos de etanol, hexano, metanol, cloroformo,
éter de petroleo y Acuoso de la hoja seca de quinchoncho (Cajanus cajan) y
se llevé a cabo en el Laboratorio de Nutricion Animal y Forraje, Laboratorio
de usos Mdltiples de Tecnologia de Alimentos y el analisis antimicrobiano en
el Laboratorio de Microbiologia de los Alimentos de la Universidad de

Oriente, Nucleo Monagas, Campus Los Guaritos.
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Extraccién con los diferentes extractos de etanol, hexano, metanaol,

cloroformo, éter de petréleo y agua.

Se tomaron 2,5 gramos de las muestras deshidratadas a 65°C y 105°C
de hojas de quinchoncho obtenidas en polvo y colocadas en un papel de
filtro, doblando el papel de tal forma que la muestra no se pierda, se colocé el
papel en un dedal de extraccion, luego se afiadieron 30 mL de etanol,
hexano, metanol, cloroformo, éter de petrdleo y agua por separados en
diferentes beackers 2 para cada para solvente, el cual de manera continua,
estuvo en reflujo en el extractor de Goldfish por 6 horas a diferentes
temperaturas aproximadamente de 80°C para el etanol,70°C para el hexano,
65°C para el metanol y cloroformo, 50°C para el éter de petrdleo y 100°C
para el agua. Pasada la extraccion, se dejo drenar el dedal completamente y
se removié la muestra colocando en su lugar los tubos recolectores del
solvente. El extracto se almaceno a 5°C hasta el momento de la evaluacion

de sus propiedades antimicrobianas. (ver figural)



Figura 1. Proceso de elaboracion de extractos de hojas de quinchoncho

empleando Etanol, Hexano, Metanol, Eter de Petr6leo, Cloroformo y
Agua como solventes.
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DETERMINACION DEL EFECTO INHIBITORIO

Para determinar el efecto inhibitorio de los extractos obtenido de las
hojas secas de quinchoncho (Cajanus cajan) sobre Escherichia coli, se llevo
a cabo una siembra masiva del microorganismo a estudiar, utilizando placas
de Petri con agar Nutritivo (BHI) previamente estéril y solido, sobre el cual se
sembro cultivo de Escherichia coli, con la ayuda de un hisopo estéril, tanto el
microorganismo como el agar fueron obtenidos del laboratorio de
Microbiologia de Alimentos de la Universidad de Oriente Nucleo Monagas.
Seguidamente, se impregnaron 4 discos de papel de filtro Whatman n° 40 de
6 mm de diametro por cada repeticion con los extractos obtenidos y un disco
impregnado con etanol, hexano, metanol, cloroformo, éter de petréleo y agua
(control) y se colocaron sobre los medios de cultivos. Las placas se rotularon
y se llevaron a incubar a 37°C por 24 h, se realizaron 4 repeticiones de todos
los extractos. Transcurrido el tiempo se procedi6 a evaluar las placas de Petri
a fin de determinar si hubo o no efecto antimicrobiano; este efecto inhibitorio
se observé por la formacién de halos de inhibicién alrededor de los discos de
papel de filtro, en los casos donde hubo formacion de halos éstos se
midieron con ayuda de un vernier, los resultados de la zona de inhibicion
fueron expresados en milimetros (mm). Se compar6 el tamafio de los halos
de inhibicidn de los extractos para el microorganismo a fin de identificar cual
extracto causo el mayor efecto inhibitorio tortora (1993), citado por (Rangel et
al., 2001). (Ver figura 2).
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Figura 2. Proceso de siembra para la determinacién de la actividad
antimicrobiana de los extractos sobre el crecimiento de Escherichia
coli.
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DISENO EXPERIMENTAL

Los resultados obtenidos se evaluaron mediante un disefio
completamente al azar, con un arreglo de tratamientos factorial 2x2, dos
solventes y dos temperaturas con 4 replicas para medir el efecto inhibitorio
de E. coli con los extractos obtenidos de las hojas de quinchoncho (Extracto
de Metanol a 65°C y 105°C) Y (Extracto de Cloroformo a 65°C y 105°C).

ANALISIS ESTADISTICO

Los datos fueron analizados a través de una ANAVA vy las diferencias
entre los tratamientos fueron determinadas mediante una prueba de rangos
multiples de Duncan al 5 % de significancia (Steel y Torrie, 1992), empleando
un paquete estadistico STATGRAPHICS (2005).



CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos en la evaluacién
del efecto antimicrobiano de los extractos de Etanol, Hexano, Metanol,
Cloroformo, Eter de Petréleo y Agua de hojas secas de Quinchoncho
(Cajanus cajan) sobre el crecimiento de Escherichia coli.

EFECTO ANTIMICROBIANO DE EXTRACTOS DE METANOL Y
CLOROFORMO, SOBRE EL CRECIMIENTO DE ESCHERICHIA COLI

En el cuadro 1 , se observan los resultados obtenidos en la
determinacion del efecto antimicrobiano de los extractos de las hojas
deshidratadas de quinchoncho (Cajanus cajan) sobre el crecimiento de
Escherichia coli, los cuales refieren actividad inhibitoria solo en los casos de

los extractos metandlicos y cloroformicos.,

Cuadro 1. Efecto antimicrobiano de los extractos de Metanol y
Cloroformo de las hojas secas de quinchoncho (Cajanus cajan) sobre
Escherichia coli a 65°C y 105°C.

Solvente Obs. Media £ D. E. Grupos homogéneos
Metanol 24 4,91667 £1,5580 | A
Cloroformo 24 8,08333 + 2,7333 B

* Letras iguales no hay diferencias significativas; letras diferentes si hay diferencias
significativas (p < 0.05).

Desde el punto de vista estadistico estos resultados mostraron que
hubo diferencias significativas entre los solventes metanol y cloroformo,
mientras que no hubo diferencias significativas en cuanto a las temperaturas

de 65°C y 105°C sin embargo, se puede notar que el mayor halo de
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inhibicién obtenido empleando el extracto con metanol sobre esta bacteria
fue de 8 mm para ambas temperaturas; mientras que el del extracto con
cloroformo fue de 14 mm para las dos temperaturas, este ultimo fue mayor
por lo que se puede deducir que el tratamiento del extracto de cloroformo

tuvo mayor efecto inhibitorio.

En la presente investigacion se encontro, que solo el metanol y el
cloroformo fueron capaces de arrastrar los compuestos activos presentes en
las hojas de quinchoncho (Cajanus cajan) para asi producir el efecto
antimicrobiano. Guzman (2009), comenta que para evaluar la accién de
agentes antimicrobianos deben controlarse algunos factores que pueden
intervenir en la respuesta del microorganismo, como el pH, Actividad de agua
(aw), nutrientes y el solvente, este ultimo influye sobre la actividad
antimicrobiana que pueda presentar un determinado extracto y la afinidad

que tenga el solvente con los principios activos de la planta.

Iturriaga (2008) citado por Leon A. (2010), comenta que la composicion
quimica de los aceites, asi como las cantidades sus componentes seran
diferentes dependiendo de la parte de la planta de donde se extrae (hojas,
raices, semillas, tallos, flores, frutos), especies, temporada de cosecha,

clima, composicién de la tierra, fase de desarrollo o ciclo vegetativo.

En las hojas de quinchoncho (Cajanus cajan) se encuentran presentes
compuestos 0 principios activos como taninos, fitosteroles, triterpenos, entre
otros que muestran excelentes efectos antimicrobianos sobre bacterias.
(Stevens, 2001).

El metanol es un compuesto de caracter polar con un punto de

ebullicion de 64,7°C y de muy bajo peso molecular, lo cual pudo tener
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afinidad con los compuestos volatiles presentes en el extracto, produciendo
asi su permeabilidad a través de la ruptura de la membrana celular de la

bacteria estudiada y causar el efecto antimicrobiano.

Los resultados obtenidos por Brito y Cedefio (2007), se relacionan con
los reportados en este estudio, ya que, al emplear como solvente el metanol
para demostrar el efecto inhibitorio de extractos del culantro (Eryngium
foetidum) sobre el crecimiento de Escherichia coli y Bacillus sp. Ellos
encontraron efecto inhibitorio sobre el crecimiento bacteriano, sefialando que
la mayoria de los componentes activos presentes en el culantro son solubles

en metanol.

En cuanto al extracto con cloroformo o triclorometano, se determiné que
hubo inhibicion de la bacteria estudiada a pesar de su baja polaridad y forma
tetraédrica con un punto de ebulliciéon de 61,05 °C que esta por debajo de los
otros en comparacion con otros solventes utilizados para esta investigacion,
infiriendo asi que pudo lograr arrastrar los componentes activos de las hojas
de quinchoncho (Cajanus cajan) como los taninos, triterpenos vy fitosteroles

para causar el efecto antimicrobiano.

La condicién del extracto con cloroformo, pudo haber causado que este
cruzara mas facilmente la pared celular accediendo al interior bacteriano por
algun mecanismo de transporte especifico, contrarrestando su resistencia la
cual lesiona la membrana celular encargada de regular el paso de moléculas,
ejerciendo el extracto su accion sobre proteinas y lipidos, componentes
principales de ésta, encontrandose en altos porcentajes. (Basualdo y Coto,
1996).
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Cada una de las numerosas enzimas que hay en una célula es un
blanco potencial para la acciéon de un inhibidor, muchos agentes afectan
enzimas que son claves en sistemas tan importantes como el glucolitico y el
sistema de citocromos. La pared bacteriana, al sufrir modificaciones, puede
transformar la bacteria en un protoplasto o en un esferoplasto que son
formas esféricas sin capacidad de reproduccion y se obtienen al tratar la
bacteria con compuestos enzimaticos como la lisozima o antibiéticos como la

penicilina que desorganiza el peptidoglucano o mureina. (Montoya H. 2008).

EFECTO ANTIMICROBIANO DE EXTRACTOS DE ETANOL, HEXANO,
ETER DE PETROLEO Y AGUA SOBRE EL CRECIMIENTO DE
ESCHERICHIA COLI

En el cuadro 2, se expresan los resultados obtenidos en la
determinacion del efecto antimicrobiano de los extractos de Etanol, hexano,
Eter de Petr6leo y Agua sobre el crecimiento de Escherichia coli. Se pudo
observar que los extractos evaluados a temperaturas de 65°C y 105°C no

causaron efecto sobre el crecimiento de E. coli.

Cuadro 2. Efecto antimicrobiano de los extractos de etanol, hexano, éter
de petréleo y agua de las hojas secas de Quinchoncho (Cajanus cajan)
sobre Escherichia coli. a 65°C y 105°C.

Solvente Obs. Media £ D. E. Grupos homogéneos
Etanol 24 0 C
Hexano 24 0 C
Eter de Petroleo 24 0 C
Agua 24 0 C

* Letras iguales no hay diferencias significativas; letras diferentes si hay diferencias
significativas (p < 0.05).
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Se puede apreciar que los extractos de hojas secas de Quinchoncho
(Cajanus cajan) obtenidos con hexano, éter de petroleo, agua y etanol no
generaron efecto inhibitorio en Escherichia coli, no obstante los pocos
compuestos que se pueden llegar a extraer sumado con el hecho de que la
membrana externa de esta bacteria actia como una barrera, se puede decir,
gue los componentes activos de las hojas deshidratadas no presentaron
afinidad con los solventes y la cantidad liberada no es suficiente para inhibir
crecimiento bacteriano o no existe difusion de los compuestos en el agar
empleado en el cultivo del microorganismo, lo que generé la ausencia del

efecto inhibitorio.

Alcala y Lisboa (2007), destacan que el hecho de que el extracto
hexanoico no produjera efecto inhibitorio, pudo ser ocasionado por el
caracter apolar del hexano, debido a que posee las moléculas mas grandes,
formada por seis atomos de carbono, lo que cierta forma logra imposibilitar
que tenga afinidad por los principios activos de la muestra y producir la

ruptura de la membrana celular de la bacteria.

En estudios realizados sobre el efecto inhibitorio, utilizando extractos
hexanoicos Rada, 2008, Castillo, 2008 y Bastardo, 2009, observaron que no
hubo efecto inhibitorio sobre el crecimiento de Escherichia coli, similarmente
los resultados en esta investigacion reportan que el extracto con hexano
hace muy dificil la extraccion de los compuestos volatiles en las muestras

utilizadas.

Colivet (2004), destaca que el agua solo es capaz de extraer sustancias
con las cuales pueda hacer puentes de hidrogeno, por lo tanto se puede
inferir que al utilizar el agua como solvente para extraer los compuestos

activos de las hojas de quinchoncho (Cajanus cajan) no produjo efecto
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inhibitorio, posiblemente la polaridad del agua y las altas temperaturas
utilizadas arrastraron compuestos de las hojas deshidratadas que
repercutieron en el desarrollo y crecimiento de Escherichia coli por lo cual el

extracto no pudo penetrar la membrana celular del microorganismo.

En cuanto al éter de petroleo también llamado bencina, es una mezcla
liquida de diversos compuestos volatiles, de caracter apolar, lo cual se puede
inferir de que no es afin con los principios activos presentes en las hojas
deshidratadas, ya que su punto de ebullicibn es muy bajo aproximadamente
de 30°C a 40°C y no se pueden extraer los compuestos para lograr un efecto

antimicrobiano sobre E. coli.

Los resultados obtenidos por Contreras (2009), se pueden comparar
con el presente estudio, ya que, reporta en su trabajo que el extracto
etanolico de onoto, no genero halos de inhibicién cuando fue empleado sobre
el crecimiento de Escherichia coli, posiblemente los compuestos activos
presentes en el onoto se encontraban en una proporcion pequefia 0 no eran

similares con el etanol.

En el trabajo realizado por Bastardo y Buriel (2009), observaron que el
extracto etandlico de sabila (Aloe vera) no inhibido el crecimiento de
Escherichia coli, y los resultados obtenidos en el método utilizado no solo
pueden deberse a la actividad antimicrobiana del Aloe vera sino también a
otras variantes, entre esta, destaca el coeficiente de difusion de los
componentes del Aloe vera en el medio, es decir, que los datos pueden
variar debido a que puede existir una mejor difusion en el medio del cultivo

de un elemento o en el de otro de la misma naturaleza.
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Sin embargo, en otros estudios con extractos etandlicos como los
reportados por Rada (2008), donde se determiné el efecto inhibitorio de
extractos de pazote (chenopodium ambrosioides) fresco y deshidratado
sobre escherichia coli y bacillus sp. y Rodriguez (2009), con extractos de
perejil (Petroselinum crispum) fresco y deshidratado sobre el crecimiento de
escherichia coli y staphylococcus aureus, generaron halos de inhibicion
cuando fueron aplicados sobre el crecimiento de E. coli, sefialando que los

componentes activos de dichos extractos son afines con el solvente utilizado.

Se puede decir también que el solvente etanol con un punto de
ebullicion de 78,4°C y masa molar de 46,07 g/mol utilizado en el presente
estudio, en comparacion con el solvente metanol con punto de ebullicion de
64,7°C y masa molar de 32,04 g/mol, influye notablemente con los
compuestos activos ya que su punto de ebullicion y masa molar es mayor al
del metanol por lo tanto no pudo arrastrar los componentes activos de las
hojas de quinchoncho (Cajanus cajan), en cambio el metanol es una

molécula de menor tamafio y pudo arrastrar dichos compuestos.

El microorganismo Escherichia coli es un tipo de bacteria Gram
negativa, lo que significa que cuenta con una membrana externa compuesta
principalmente por lipopolisacaridos, que ofrece resistencia al paso de la
mayoria de los compuestos bioactivos con poder antimicrobiano presentes
en ciertos extractos, se puede decir que para el extracto resulta dificil causar

lisis de la membrana externa que posee la bacteria (Madigan, 2000).

Ademas, esta membrana rodea a la compleja pared celular que posee
este tipo de bacterias. Esta pared celular contiene en su interior 20% de
peptidoglucano, el cual se encuentra confinado dentro de una zona conocida

como espacio periplasmatico, que también disminuye el paso de esos
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compuestos quimicos hacia el interior de la célula bacteriana. (Madigan,
2000).

COMPARACION DE LAS TEMPERATURAS DE SECADO DE LAS HOJAS
DE QUINCHONCHO

En el cuadro 3, se expresan los resultados de las temperaturas de
secado de las hojas de Quinchoncho (Cajanus cajan), dando como resultado

gue no hubo diferencia significativa entre las dos temperaturas.

Cuadro 3. Efecto de las temperaturas de las hojas secas de
Quinchoncho (Cajanus cajan) sobre Escherichia coli.

Temperatura Obs. Media de los halos Grupos homogéneos
65°C 24 6,33333 a
105°C 24 6,66667 a

* Letras iguales no hay diferencias significativas; letras diferentes si hay diferencias
significativas (p < 0.05).

Estadisticamente se puede apreciar que los resultados del efecto de las
temperaturas en cuanto al secado de las hojas de quinchoncho (Cajanus
cajan) , muestran diferencias significativas, por lo tanto se puede decir que
resulta dificil concretar de forma simple la influencia de la temperatura sobre
la extraccion, este factor influye de forma compleja sobre todos los efectos
relacionados con la extraccion a grandes rasgos; el calor facilita la extraccion

al permeabilizar las paredes celulares que se desnaturalizan.



CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES

e Los extractos de Metanol y Cloroformo obtenidos de las hojas secas de
quinchoncho (Cajanus cajan), fueron los Unicos que causaron halos de
inhibicion.

e Los extractos de Etanol, hexano, Eter de Petrdleo y Agua, no causaron
ningun efecto antimicrobiano.

¢ No hubo diferencia significativa entre las dos temperaturas de secado a
65°C y 105°C .

e Estadisticamente hubo diferencia significativa entre los solventes metanol
y Cloroformo.

e El halo de mayor inhibicion para el extracto con metanol fue de 8 mm a
una temperatura de secado de 105°C.

¢ El halo de mayor inhibicion para el extracto con cloroformo fue de 14 mm a

una temperatura de secado de 65°C.

RECOMENDACIONES

e Ampliar la cantidad de solventes con caracter polar tales como butanol,
propanol, alcohol etilico, o algunas mezclas, entre otros, para realizar

extracciones y determinar si poseen efecto antimicrobiano.

e Utilizar otros microorganismos tanto Gram —, como Gram + para comparar

la efectividad de las extracciones.

29



30

Sustituir los antimicrobianos sintéticos en alimentos por antimicrobianos

naturales como las hojas secas de quinchoncho (Cajanus cajan).

Determinar el efecto antimicrobiano de las hojas frescas de quinchoncho
(Cajanus cajan) para comparar su actividad antimicrobiana con los

resultados obtenidos en el presente estudio.

Ampliar el nidmero de especies naturales para determinar su efecto

antimicrobiano.

Realizar un andlisis por Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC)
que permita conocer la composicion quimica y la abundancia relativa de
los principales componentes que conforman las hojas secas deshidratadas

estudiadas.

Utilizar otros métodos de extraccion para las hojas secas de quinchoncho
(Cajanus cajan).
Aplicar los extractos obtenidos en alimentos para medir la actividad

antimicrobiana en ellos.

Determinar el efecto de extractos obtenidos a partir de temperaturas

diferentes a las estudiadas.
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Cuadro 1. Medias de los halos de inhibicion de los extractos a 65°C y
105°C de las hojas secas de Quinchoncho (Cajanus cajan) sobre

Escherichia coli.

Solvente Media de halos de Media de halos de
inhibicion (mm) a 65°C | inhibicion (mm) a 105°C
Etanol 0 0
Metanol 5,33+0,457786 4,50+0,457786
Hexano 0 0
Cloroformo 7,33+0,457786 8,83+0,457786
Eter de petrdleo 0 0
Agua 0 0

Cuadro 2. Anédlisis de Varianza de los extractos de Metanol y
Cloroformo para los halos obtenidos de las hojas secas de
Quinchoncho (Cajanus cajan) sobre Escherichia coli.

Fuente Suma de Gl |Cuadrado |Raz6n-F |Valor-P
Cuadrados Medio

EFECTOS

PRINCIPALES

A:secado 1,33333 1 1,33333 0,27 0,6092

B:solvente 120,333 1 120,333 23,92 0,0000

RESIDUOS 226,333 45 |5,02963

TOTAL 348,0 47

(CORREGIDO)

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual




Cuadro 3. Tabla de medias por minimo cuadrado con intervalo del 95%
para los halos obtenidos de las hojas deshidratadas de Quinchoncho
(Cajanus cajan) sobre Escherichia coli.

Error Limite [Limite

Nivel Casos |Media Estandard |Inferior |Superior
MEDIA GLOBAL 48 16,5

secado

65°C 24 16,33333 |0,457786 |5,4113 |7,25536
105°C 24 16,66667 |0,457786 |5,74464 |7,5887
solvente

Metanol 24 |4,91667 |0,457786 |3,99464 |5,8387
Cloroformo 24 18,08333 |0,457786 |7,1613 |9,00536

Cuadro 4. Estadistica descriptiva de los extractos de Metanol y
Cloroformo para los halos obtenidos de las hojas deshidratadas de
Quinchoncho (Cajanus cajan) sobre Escherichia coli.

Muestra 48
Promedio 6,5
Desviacion Estandar 2,72108
Coeficiente de Variacion 41,8627%
Minimo 2
Maximo 14
Rango 12




Cuadro 5. Halos de inhibicion de los extractos de Metanol de las hojas
secas de Quinchoncho (Cajanus cajan) sobre Escherichia coli.

Solvente halos de

inhibicion (mm)

6

6

6

4

6

Metanol 6
65°C 6
4

4

6

6

4

4

4

6

2

2

4

Metanol 2
6

(o]

105°C 6
4

6

8




Cuadro 6. Halos de inhibiciéon de los extractos de Cloroformo de las
hojas secas de Quinchoncho (Cajanus cajan) sobre Escherichia coli.

Solvente halos de

inhibicion (mm)

Cloroformo
65°C 4
8

Cloroformo 8
105°C




Figural. Planta de quinchoncho

Figura 2. Hojas de quinchoncho




Figura 3. Estufa Convencional Thomas Scientific a 65°C

Figura 4. Estufa Convencional Felisa Horrno a 105°C



Figura 5. Hojas deshidratadas de quinchoncho

Figura 6. Equipo de martillos Thomas Wiley modelo 4



Figura 7. Proceso de molienda de las hojas secas de quinchoncho

Figura 8. Muestras secas a 65°C y 105°C de hojas de quinchoncho



Figura 9. Pesada de las muestras secas de las hojas de quinchoncho

Figura 10. Balanza Denver Intrument company TR-104



Figura 11. Equipo de Goldfish

Figura 12. Extraccion de los extractos con el equipo de Goldfish.



Figura 13. Extractos de metanol, cloroformo y éter de petrdleo.

Figura 14. Extractos de etanol y hexano.



Figura 15. Materiales utilizados para determinar el efecto antimicrobiano
de los extractos obtenidos.

Figura 16. Siembra de E. coli en placas de petri.



Figura 17. Placas de Petri con discos de papel impregnados con los
diferentes extractos.

Figura 18. Halos de inhibicion en discos de papel impregnados con
metanol.



Figura 19. Halos de inhibicion en discos de papel impregnados con
cloroformo.
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