. Contribucién al estudio de la actividad antibacteriana
del jugo de la porcién carnosa de las semillas
de Lunica granatum L.

por

F. BUSTINZA

La circunstancia de existir un granado en el Jardin Botdnico
enffente de una de las ventanas del laboratorio donde trabajo,
motivé el que hacia el final del otono del 1954, se me ocurri6 ensa-
yar la actividad antibacteriana del jugo de la porcién carnosa de las
semillas de dicha planta. En placas con caldo agar sembradas con .
diferentes bacterias observé que dicho jugo poseia gran actividad
vitro frente a todas las bacterias ensayadas y que fueron: Stakpylo-
coccus aureus, Bacillus cereus, Bacillus mycoides, Bacillus subtilis,
Myccbacterium phlei, Mycobacterium sp (1), Sarcina lutea, Microco-
ccus lysodeikticus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Proteus
X 19, Pneumobacilo de Friedlinder, Vibrio comma, Shigella dysen-
(Shiga) y Eberthella typhosa.

Desde luego dichas granadas procedentes de granado borde eran
de sabor muy 4cido y dosificada su acidez libre y expresada en
dcido citrico resulté ser de: 5,35 gramos en 100 c. ¢. (2).

En vista de que en el Jardin Botdnico no existian mds granadas
que éstas muy dcidas procedentes de granados borde, me dirigi a mi

(1) Recibida del N. C. T. C. como Mycobacterium phlei, pero segiin el
profesor Penso esa estirpe no es lisada por el fago phliei.

@ El color del jugo de la granada, debido a la punicina—pigmento anto-
cianico—(glucésido de la pelargonidina), dificulta la determinacién del pH con
los papeles indicadores de pH.
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amigo el Dr. E. Gelabert, distinguido farmacéutico de Murcia, quien
gentilmente me remitié varios lotes de granadas dulces, agridulces y
agrias a fines de diciembre de 1954 y comienzos del 1955. Y en
diciembre de 1955 el Sr. D. José Pico Ibarra, perito agricola de Elche,
por indicacién def Dr. Gelabert, tuvo la amabilidad de recoger y en-
viarme granadas agrias.

De todos los lotes de granadas recibidas, previa eliminacién de
las paredes correspondientes al fruto, se separaron a mano con la
mayor limpieza posible las semillas sanas y mediante presién suave
en mortero limpio se obtuvo en cada caso el jugo correspondiente
de la porcién carnosa.

La acidez del jugo procedente ‘de las semillas de cada granada
fué dosificada diluyendo previamente el jugo con agua destilada
hasta que apenas se percibiera la coloracién antocidnica y la valora-
ci6én se hizo con sosa decinormal (3) empleando como indicador la
disolucién alcohdlica de fenolftaleina y expresando la acidez en
dcido citrico.

La acidez expresada en citrico de las granadas que me fueron re-
mitidas en diferentes ocasiones por los Sres. Gelabert y Pico Ibarra
oscilé entre 0.159 g. en 100 c. ¢. de jugo y 1,57 g. en 100 c. C. en
las granadas agrias y hasta 4,24 g. en 100 ¢. c. en las muy agrias.

La acidez de las granadas de granado borde del Jardin Botdnico
¥ que en este trabajo llevardn las iniciales JB oscil$ entre 5,35 g. en
100 ¢. ¢. en mis primeras determinaciones y 4,94 g. en 100 c. ¢. en
granadas recogidas mas tarde.

Todos los jugos de las granadas fueron ensayados y revelaron
tn vitro gran actividad frente al dacilo tifico y frente al Skiga (Bacilo
disentérico) y ello independientemente de su concentracién en 4dcido
citrico, pero su actividad frente al Estafilococo, Bacilo piocidnico,
Sarcina, Mycobacterium sp. etc. dependia de su concentraciéon en éci-
do citrico, por lo que el jugo de las granadas dulces no era activo
frente a dichas bacterias.

He ensayado también la actividad del jugo de granadas dcidas’
privado del pigmento antocidnico por adsorcién con carbén activo

(3) El Dr. Fernando Montequi tuvo la gentileza de determinar el factor de
la disolucién de sosa decinormal empleada en mis valoraciones.
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y he observado que la actividad antibacteriana no habia sido afecta-
da. Claro estd que en dicho jugo despigmentado existe cifra elevada
de 4cido citrico responsable en gran parte de la actividad antibacte-
riana del jugo de granadas dcidas, pero ese jugo despigmentado se
revelé en todos los ensayos frente al dacilo tifico y al Skiga con
mayor actividad que una disolucién acuosa de 4cido citrico de igual
concentracién. . :

Estimo de interés el aislamiento de la sustancia activa frente al
bacilo tifico y al Shiga que se halla en todos los jugos de granada
ensayados, tanto dulces, agridulces, como agrios, sin perder de vista

"que el 4cido citrico a determinada concentracién también es activo
frente a esas bacterias.

Y esperando al otoiio de 1956 para disponer de la nueva cosecha
que nos permita proseguir estas investigaciones, daré a conocer
algunos de mis ensayos preliminares, los cuales se reflejan en las

. fotografias que acompaiio (4).
) ¥ % 3k

,He revisado la bibliografia a mi alcance y en la obra de Florey y
colaboradores «Antibiotics» Vol. 1 pdg. 595 en relacién con la activi-
dad antibacteriana de Purica granatum se indica que ejerce inhibi-
cién parcial frente al Stapkylococcus aureus y que no inhibe a E. col,
pero no se especifica qué parte de la planta fué utilizada.

O. A. Burshnell, M, Fukuda y I. Makinodan en su trabajo «74e
Antibacterial properties of some plants found in Hawai» (Pacific
Science Vol. IV, nim. 3, july 1950 pédgs. 167-183) en el cual analizan
la actividad antibacteriana de mds de un centenar de plantas, sefia-
lan que las semillas de Pumica granatum poseen actividad frente
a M. pyogenes y a Ps. aeruginosa pero no frente 4 E. coli y que todo
el fruto (5) posee buena actividad frente al M. pyogenes, E. colz,
Ps. aeruginosa, Salmonella ty}lzosa, Salmonella montevideo, Salmo-
nella Schottmuelleri y Shigella paradysenteriae.

% %k 3k

(4) Quiero dar las gracias a D, Juan Daza de Valdés por la preparacién
de los medios de cultivo empleados en estas experiencias.

(5) Emplean la expresién whole fruit y me inclino a creer que se refieren
al jugo del fruto junto con el de las semillas,
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Fotografia nim. 1.—En caldo agar se han sembrado radialmente
hasta el borde del pocillo central: Pseudomonas aeruginosa, Staphy-
lococcus aureus V (estirpe resistente a la penicilina), Bacillus dysen-
teriae (Shiga) y Escherichia coli. El pocillo central se ha llenado con
jugo de granada J. B. cuya acidez expresada en 4cido citrico era de
5,35 gramos en 100 ¢. ¢. Incubacién a 37° y examen y fotografia de
las placas a las 24 horas.

Se aprecia inhibicién bien patente de las 4 bacterias, especialmen-
te Shigay Coli.

Fotografia niim. 2.—En el pocillo central se ha colocado el mis-
mo tipo de granada dcida J. B. empleado en la experiencia de la fo-
tografia nam. 1. -

Han sido inhibidas las cinco bacterias Gram negativas ensayadas:
Eberthella typhosa, E. coli, Proteus X 19, Shiga 'y Vibrio comma.

Fotografia nem. 3.—En el pocillo central se ha colocado jugo
de granada cuya acidez expresada en citrico era de 4,28 gramos
en 100 C. C.

Se aprecia inhbicién bien clara de las bacterias ensayadas: E.
typhosa, Shiga, E. coli, M. lysodetkticus y B. mycoides.

Fotografia niim. 4—En el pocillo central se ha colocado jugo de
granada cuya acidez total expresada en citrico era de 1,57 g. en
100 ¢. C.

Se aprecia inhibicién bien patente de Shiga, Eb. typhosa y My-
cobacterium sp. e inhibicién algo menor de Staphylococcus aureus 313
y de Pseudomonas aeruginosa.

Fotografia nim. 5.—Caldo agar sembrado con Eberthella typhosa.

En el pocillo 1 se ha colocado jugo de granada J. B. (5,35 g. de
citrico en 100 c. c.); en el pocillo 2, jugo de granada Alabares pifién
de pasa (0.2I2 g. de citrico en Ioo c. c.); en el pocillo 3, jugo de
granada Agrihiedra (0.159 g. de citricb en 100 c.c.) y en el pocillo 4,
jugo de granada Elche piii6n tierno (0.212 g. de citrico en 100 c. c.).
En el pocillo 5, se puso disolucién de &cido citrico al 1,5 %/, en
agua destilada estéril.

Observamos que la actividad de los 4 jugos de variedades dife-
rentes de granada es muy grande y aproximadamente del mismo
- grado frente al bacilo tifico cuyo crecimiento estd estimulado en el
borde de la zona de inhibicién. .

Los halos de inhibicién alrededor de los pocillos 1, 2, 3y 4 son
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tan grandes que confluyen con el pequeiio halo producido por la di-
solucién al 1,5 °/, de citrico colocada en el pocillo §; por ello esta
experiencia no permite discriminar la zona de inhibicién correspon-
diente a la disolucién de 4cido citrico al 1,5 ?/,.

Esta y otras experiencias me llevaron a la conclusion de que la
actividad frente al bacilo tifico y frente a Skigella dysenteriae no era
proporcional al contenido en dcido citrico del jugo de las granadas,
va que eran igualmente activas, las de cifra baja en citrico 0.159
gramos %/, como las ‘de contenido elevado en citrico 5,35 %,. Lo

Fotografia wim. 6.—Caldo agar sembrado con Sh. dysenteriae

(Shiga). '
En el pocillo 1, se ha puesto disolucién acuosa estéril de 4cido
citrico al 0,5 %, y en el 2, disolucidén de ese mismo 4cido o.25 %,.
En el pocillo 3, se ha puesto jugo de granada cuya acidez expresada
en citrico era de 0.25 g. en 100 ¢. ¢.;y en el pocillo 4, jugo de gra-
nada cuya acidez expresada en citrico éra de 0.139 g. en 100 c. c.

Es bien patente que ambos jugos de granada poseen actividad
grande frente al Shiga y que en cambio, concentracién similar e in-
cluso doble de dcido citrico no inhibe en las condiciones de esta
experiencia a dicha bacteria.

Fotografia num. 7.—Caldo agar sembrado con Sk. dysenteriac
(Skiga).

En el pocillo 1, se ha puesto jugo de granada cuya acidez en ci-
trico era de 1,57 g. en 100 c. ¢. En el pocillo 2, jugo de granada
cuya acidez era de 4,24 g. de citrico en 100 c. ¢. En el pocillo 3, ju-
go de granada cuya acidez en citrico era de 0.25 g. en 100 c.c. yen
el pocillo 4, se ha puesto disolucién de 4cido citrico en agua desti-
lada 4 la concentracion de 4,25 g. en 100 ¢. c.

Se aprecia cluramente que los 3 jugos de granada de diferente
contenido en 4cido citrico producen halos de inhibicién de igual
didmetro, en tanto que el halo de inhibicién producido por la diso-
lucidén de citrico al 4,24 %/, es inferior al producido por cualquiera de
los jugos ensayados.

Fotografia nim. 8 —Refleja la actividad del jugo de granada
dcida J. B., cuya acidez en citrico era de 4,04 °/,, frente a: £b. typhosa,
Staph. aureus H, E. coli (W), Pneumobacilo de Friedlinder y Ps.
aeruginosa. :

Fotografia nim. 9.—Refleja la actividad de ese mismo jugo de
granada desprovisto de su pigmento antocidnico por adsorcién con
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carbén activo. El jugo una vez filtrado era perfectamente incoloro y
su acidez habia bajado & 4,04 g. de citrico en 100 ¢. c.

Como resultado de esta experiencia se llega a la conclusidn de
que el antociano no es responsable de la actividad antibacteriana del
jugo de la granada ya que el jugo desprovisto de dicho pigmento
revela igual actividad. '

Fotografia ndm. ro.—Caldo agar sembrado con Eberthella
typhosa. ’

En el pocillo 1 se ha puesto jugo de granada (acidez en citrico
4,94 g. en 100 c. ¢. y en el pocillo 2, ese mismo jugo desprovisto de
su pigmento por adsorcién sobre carbdn activo (6) y cuya acidez era
de 4,04 g. de citrico en 100 c. c. En el pocillo 3, se puso suspensién
en agua estéril del carb6n activo que habia fijado el pigmento y cier-
ta cantidad de citrico, y en el pocillo 4, se puso de disolucién de
dcido citrico en agua destilada a la concentracién de 5,4 °/,.

El resultado de esta experiencia confirma el resultado del grupo
de experiencias de las fotos 8 y 9, 0 sea que el pigmento adsorbido
por el carbon activo, no es responsable de la actividad y que una diso-
lucion acuosa de dcido citrico de concentracion incluso superior a la
concentracion de dicho dcido en el jugo de granadas muy deidas produ-
ce en las condiciones en que se realied la experiencia una inhibicidn
Jrente al Bacilo tifico inferior a la del jugo de esas granadas con pig-
mento o sin él.

Fotografia nim. 11.—Caldo agar sembrado con Staphylococcus
aureus H.

En el pocillo 1, se puso jugo de granada cuya acidez expresada
en citrico era de 4,25 g. en 100 c. ¢. En el pocillo 2, jugo de granada
con 1,57 g. de citrico en 100 ¢. ¢.; en el pocillo 3, jugo de granada
con 0.25 g. de citrico en 100 c. ¢. ¥ en el pocillo 4, se puso jugo de
lim6n cuya acidez total expresada en citrico era de 6,20 g. en
100 C. C.

Observemos que el halo de inhibicién es proporgional a la con-
centracién en dcido citrico en los jugos ensayados y que el jugo que
contiene solamente 0,25 g. de 4cido citrico en 100 ¢. ¢. no produce
inhibicién apreciable,

(6) Farnell’s Grade 14 Charcoal,
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Obsérvese el estimulo del crecimiento del estafilococo alrededor
del pocillo 3 y en los pocxllos 2y I en la zona exterior préxima ala
de inhibicién. .

Fotografia nim. r2.—Caldo agar sembrado con Mycobacterium sp.

En los pocillos se han colocado los mismos liquidos que en los
pocillos de la experiencia correspondiente a la fotografia 11. '

Observamos que el jugo de granada con dcido citrico a la con-
centracién de 0,25 °/,, no inhibe al Mycobacterium sp. y -que en los
otros pocillos la inhibicién es proporclonal al dcido citrico contenido
en los jugos. 4

Experiencias similares reahzadas con Bacilo piocidnico y con Sar-
cina lutea revelaron idénticos resultados.

De modo que frente a ciertas bacterias como Staphylococcus
aureus, Mycobacterium sp., B. piocidnico y Sarcina la actividad de los,
jugos de granada-es proporcional a su contenido en 4cido citrico y si
‘las granadas son dulces, con acidez citrica inferior a 0.25 g. en 100
¢. c., no revelan actividad #z witro frente a esas bacterias, aunque si
muestran actividad frente al bacilo tifico y al Shiga.

CONCLUSIONES

El jugo de la porcién carnosa de las semillas de granadas dulces
es activo iz vitro frente a Eberthella typhosa y Shigella dysenteriae.

El jugo de la porcién carnosa de las semillas de granadas agrias
y de las granadas muy dcidas es activo iz vitro frente a bacterias
Gram positivas y Gram negativas tales como: Staphylococcus aureus,
Sarcina lutea, Bacillus mycoides, Bacillus cereus, Bacillus subtilis,
Micrococcus lysodeikticus, Mycobacterium sp., Pneumobacilo de Fried-
linder, Vibrio comma, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,
Proteus X rg, Eberthella typhosa y Shigella dysenteriae. Dicha acti-
.vidad es en general tanto mayor cuanto mayor es la acidez del
jugo, pero frente a Lberthella typhosa 'y Shigella dysenteriae la acti-
vidad de esos jugos es mayor que la actividad de disoluciones acuo-.
‘'sas de 4cido citrico en concentracién equivalente a la acidez de los
jugos expresada en citrico.

Tanto en las granadas dulces como en las dcidas existe una o
mas sustancias —no identificadas ain— con actividad frente a Eber-
thella typhosa 'y Shigella disenteriae.
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